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« Si vous n’essayez jamais,
VOus ne réussirez jamais,
mais si vous essayez

vous risquez...

de vous étonner vous-méme »

Charles-Augustin Sainte-Beuve
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Résumé

Comparaison de différentes voies d’administration vaccinale et leur

immunogenicité par une approche de Biologie des Systemes

Les vaccins doivent d’étre plus slrs et plus immunogénes que leurs ascendants
empiriquement développés afin d’éradiquer les maladies infecticuses a 1’origine de millions de
morts dans le monde chaque année. Pour cela, il nous faut comprendre les interrelations entre
les réponses immunitaires innées et adaptatives sous-jacentes a la protection acquise par la
vaccination. Au cours d’études cliniques randomisées, de vaccins contre la grippe et contre le
VIH, des données issues de dosages immunologiques classiques sont combinées aux profilages
moléculaires par cartographie omique grace a la biologie des systemes. Ainsi, des signatures
moléculaires de I’'immunité innée essenticlles a la conduite des immunités humorale et
cellulaire, sont mises en lumiére tout en considérant I’importance des voies d’administration.
Alors, les réponses anticorps provoquées par la vaccination, selon les voies intramusculaire et
intradermique, reposent sur des molécules issues de la signalisation interféron, du traitement et
de la présentation antigénique, dépendent de 1’état de développement des cellules B et passent
par I’induction de CXCL10 ou d’IL-6. Tandis que les réponses cellulaires T CD8+ apres
immunisation transcutanée sont engagées par les voies métaboliques. De telles signatures
moléculaires, traduites en biomarqueurs d’efficacité vaccinale, nous guident vers un
développement rationnel des vaccins et faciliteront leur dépistage lors d’essais cliniques pour
répondre plus rapidement aux épidémies. Une meilleure compréhension des origines de
I’hétérogénéité interindividuelle des réponses vaccinales permettront d’adapter les formulations
afin d’améliorer la protection au sein des populations.

Mots clés

immunogénicité vaccinale, corrélats de protection, voies d’administration, immunité innée,
biologie des systémes, biomarqueurs
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Abstract

Comparison of different vaccine administration routes and their

immunogenicity using a Systems Biology approach

Vaccines must be safer and more immunogenic than ones developed empirically, with
the aim of eradicating infectious diseases that cause several million deaths worldwide each year.
This requires an understanding of the interrelationships between innate and adaptive immune
responses underlying vaccine-acquired protection. In randomized clinical studies, of influenza
and HIV vaccines, data from classical immunoassays are combined with molecular profiling
by omic mapping using a systems biology approach. In this way, molecular signatures of innate
immunity, essential for the conduct of humoral and cellular immunities, are highlighted while
considering the importance of administration routes. Thus, antibody responses induced by
vaccination, according to the intramuscular and intradermal routes, are based on molecules
derived from interferon signalling, antigenic treatment and presentation, are dependent on the
development state of B cells and go through CXCL10 or IL-6. While CD8+ T cells responses
after transcutaneous immunization are initiated by metabolic pathways. Such molecular
signatures, translated into biomarkers of vaccine efficacy, guide us in rational vaccine
development and will facilitate their screening in clinical trials to respond more rapidly to
epidemics. A better understanding of the origins of inter-individual heterogeneity of vaccine
responses will allow us to adapt formulations to improve protection within populations.

Keywords

vaccine immunogenicity, correlate of protection, administration routes, innate immunity,
systems biology, biomarkers
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Avant-propos

L’une des missions menées par 1’étre humain depuis toujours

<« Vers 542 éclata une épidémie
qui détruisit presque tout le
genre humain. On navait aucun  1’on s’en souvienne, elle remonte & ’apparition de la variole
moyen efficace, soit pour ) . ) . . .

prévenir & temps linvasion de la ~ Teprésentant 1'un des pires fleaux infectieux qu’ait connu

maladie, soit pour en conjurer la

est la disparition des maladies infectieuses. Aussi longtemps que

I’humanité. La variole se transmettait naturellement par voie
terminaison fatale »
Procope Peste d'Athénes aérienne et touchait par épidémies des personnes n’ayant jamais
développé la maladie. Quant aux malades qui survivaient a la
maladie, ils étaient protégés a vie d’une prochaine épidémie. Ainsi, la variolisation, technique ancestrale
importée de I’orient, fut développée au Xle siecle, elle consistait en I’inoculation du virus de la variole
prélevé chez une personne faiblement malade dans le but de provoquer une protection chez une personne
saine. Cette derniére était alors exemptée d’une infection variolique naturelle, elle était immunisée par
le biais de I’inoculation préventive. Au XVlIle siécle en Angleterre, le médecin Edward Jenner inocula,
par incisions cutanées, des volontaires avec la variole de la vache afin de protéger de la variole humaine.
La variolisation jennérienne représente la premiére grande avancée médicale et de santé publique, elle
contribua de maniere significative a la diminution de la mortalité au XIXe siécle (Bonanni, 1999;
Mercer, 1985). Un mois aprés la mort d’Edward Jenner naissait Louis Pasteur qui révolutionna les
champs de la biologie, de la microbiologie et de la médecine. A la fin du XIXe siécle Louis Pasteur
donna a la variolisation le nom de vaccination en hommage a Edward Jenner. A cette époque, une
nouvelle méthode vit le jour correspondant a la production d’antigénes viraux atténués par I’oxygene
puis a partir de virus cultivés par passages en cultures cellulaires in vitro. Les découvertes de Louis
Pasteur sur I’atténuation des souches virales concernant le choléra chez les poules, la maladie du charbon
chez les vaches et le mouton ainsi que la rage chez I’homme lui valurent la reconnaissance que nous lui
attribuons encore aujourd’hui (Pasteur, 1880, 1885; Pasteur et al., 1881). La vaccination joua ainsi un
role essentiel dans 1’éradication mondiale de la variole qui fut déclarée par I’Organisation Mondiale de
la Santé en 1980 et dans celle de la rage qui fut déclarée en France en 2001. L’objectif pour cette derniére
étant son éradication mondiale, par le biais de la vaccination, d’ici 2030.

S’en est suivie la découverte de nouveaux pathogénes amenant a I’exploration des mécanismes
infectieux. Des bactéries furent rapidement identifiées agissant a distance grace aux toxines et
provoquant des maladies comme la diphtérie et le tétanos. C’est a la fin du XIXe si¢cle qu’Emil Von
Behring et Kitasato Shibasaburo démontrerent que de faibles quantités de toxines, injectées de maniere
répétée a des animaux, induisaient une résistance a la diphtérie (Behring, 1890; Behring and Kitasato,
1890). Ce phénomeéne était expliqué par la présence d’antitoxines dans le sérum du sang que 1’on
nommera plus tard « anticorps ». Les antitoxines produites par des expérimentations animales étaient
utilisées afin d’immuniser d’autres animaux et traiter des patients souffrant de diphtérie. C’est alors

qu’Emil Von Behring développa la thérapie sérique contre la diphtérie, faisant référence a

16



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

I’immunisation passive, pour laquelle il receva le prix Nobel en 1901 (Behring, 1893, 1901, 1913). Puis
le développement de vaccins contre la diphtérie, mélant antitoxines et toxines, virent le jour jusqu’a
atteindre une couverture vaccinale trés élevée des nourrissons en France aujourd’hui. Cette couverture
vaccinale est a I’origine de 1’élimination de la maladie en France et le tétanos ne touche plus que des
personnes agées qui n’ont pas effectué de rappel vaccinal depuis plusieurs décennies (Lévy-Bruhl, 2007,
2016). Ces deux maladies persistent encore en Afrique et en Inde pour le tétanos, en Russie et dans les
zones tropicales pour la diphtérie. Le nombre de cas recensés de diphtérie dans le monde entre 1980 et
2000 a chuté de 91% gréace a la vaccination tandis que le nombre de tétanos néonataux a baissé de 51%
alaméme période, d0 a une couverture vaccinale insuffisante. C’est dans les années 1920 que les travaux
de Behring sont poursuivis par les chercheurs Gaston Ramon (Ramon, 1925) et Alexander Thomas
Glenny (Glenny et al., 1926), ils observent de meilleures réponses anticorps lors de 1’administration
d’anatoxines chez I’animal (toxines ayant perdu leur toxicité mais conservant les propriétés
immunogénes) lorsqu’elles sont accompagnées de différentes substances (tapioca stérilisé, sels de
phosphate, hydroxyde d’aluminium etc.). Ces substances se révelent étre la source de fortes réponses
inflammatoires au site d’immunisation, I’effet adjuvant est ainsi découvert de fagon a booster les
réponses anticorps. D’autres bactéries provoquent la typhoide ou encore la tuberculose, deux maladies
fortement présentes en France au début du XXe siécle. Un vaccin anti-typhoide est élaboré et c’est a
cette période qu’Almroth Wright réalise le premier vaccin inactivé (Wright and Semple, 1897). Un
vaccin inactivé est totalement inoffensif, I’agent infectieux est inactivé grace a différents procédés
chimiques ou par la chaleur jusqu’a perte de tout pouvoir infectieux, en opposition avec le vaccin
pasteurien vivant atténué ou 1’agent virulent est seulement affaibli par passages sur un héte non naturel
ou milieu peu favorable de maniére a ce que le produit puisse se multiplier chez 1’héte sans provoquer
de maladie. Le vaccin bilié de Calmette et Guérin est un vaccin atténué développé contre la tuberculose.
Aujourd’hui, la typhoide a disparu des pays industrialisés tandis que la tuberculose représente au niveau
mondial I'une des dix premiéres causes de mortalité, elle a infecté plus de 10 millions de personnes et
en a tué un peu moins de 2 millions principalement dans les pays en voie de développement (MacNeil
et al., 2019). Une autre maladie bactérienne, la coqueluche, a quasiment disparu des pays occidentaux,
notamment dans ceux ou la couverture vaccinale atteint 90%, unique prévention possible contre cette
maladie.

Les infections virales quant a elles incluent trois maladies cinquantenaires : la fievre jaune, la
peste et le choléra. L’atténuation empirique du virus de la fievre jaune sur tissu animal (passages
successifs sur embryons de poulets) a valu & Max Theiler le prix Nobel de médecine en 1951 et la
réalisation de la souche vaccinale 17D (Theiler and Smith, 1937a, 1937b). Le virus de la poliomyélite,
éradiqué en Europe depuis 2002, est en voie d’éradication dans le monde entier grace a la vaccination,
diminuant de maniére drastique le nombre d’individus malades a la fin du XXe siécle. Pourtant cette
maladie reste endémique en Afghanistan, au Pakistan, au Nigéria et en Syrie. Le virus de la grippe a lui

créé une pandémie en 1918 (grippe espagnole) provoquant plusieurs dizaines de millions de morts en
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quelques mois ainsi que d’autres pandémies dans le monde entre 1957 et 2009, dont la grippe porcine
A(H1N1) entre 2009 et 2010 (Hannoun, 2013). Les épidémies saisonnieres de grippe ont lieu durant les
mois d’automne et d’hiver en Europe, elles sont souvent provoquées chez les animaux (zoonose) puis
transmises a 1’homme comme avec la souche H5N1 en 2004. La complexité du virus grippal se
caractérise par sa permanente évolution, c’est a dire la production continue de nouveaux virus a travers
de nombreuses recombinaisons génétiques. D’ou la nécessite d’associer plusieurs virus aux vaccins et
de changer leur composition chaque année (Carrat and Flahault, 2007). Aujourd’hui, la couverture
vaccinale insuffisante contre la grippe engendre une mortalité due a I’infection estimée a environ 320
déces par an en France, surtout chez les personnes agées (Lévy-Bruhl, 2007). D’autre part, la vaccination
diminue considérablement 1’incidence de trois maladies virales infantiles : la rougeole, la rubéole et les
oreillons. Toutefois, une fraction de la population échappant a la vaccination maintient la circulation de
ces virus, provoquant des bouffées épidémiques qui touchent particulierement les grands enfants et
jeunes adultes (Lévy-Bruhl, 2007). Cela a été le cas avec les épidémies de rougeole dans plusieurs pays
d’Europe en 2005, en France entre 2008 et 2012 puis plus récemment en 2017. Encore aujourd’hui,
1I’OMS recense trois fois plus de cas de rougeole entre janvier et juillet 2019 comparé a 2018 (Béraud et
al., 2018). Et pourtant, entre 1999 et 2003, une augmentation de 6% de la couverture vaccinale mondiale
pour ces trois maladies, qui passe alors de 71 a 77%, a suffi a faire chuter la mortalité de 39%, sauvant
343000 enfants supplémentaires. Tandis que la couverture vaccinale mondiale contre le virus de
I’hépatite B est trop souvent considérée insuffisante, en conséquence un tiers de la population mondiale
est estimé infecté ou ayant été infecté par le virus.

Jusqu’a la fin du XXe siécle, I’innovation en vaccination se caractérise par la découverte de
nouveaux agents infectieux et de nouvelles manieres de les cultiver afin de faciliter la production a
grande échelle de vaccins vivants atténués ou tués. Les principaux fléaux infectieux sont alors vaincus,
la mortalité infantile est profondément réduite dans les pays industrialisés et I’espérance de vie s’accroit
considérablement. On considére que les vaccins ont permis d’éviter en moyenne 25 millions de décés
dans le monde entre 2010 et 2020, ce qui équivaut & cinq vies sauvées par minute. Malheureusement
des virus eémergents prennent le pas sur la conception de nouveaux vaccins. Fin janvier 2020,
I’Organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré que 1’épidémie de SARS-CoV-2 était une urgence
de santé publique mondiale. Rapidement qualifiée de pandémie (Rabi et al., 2020), cette urgence est la
sixiéme apreés la grippe HIN1 (2009), la polio (2014), le virus Ebola en Afrique de I’Ouest (2014), Zika
(2016) et le virus Ebola en République démocratique du Congo (2019). D’ou I’importance de la
surveillance épidémiologique des maladies infectieuses mais aussi de la nécessité de développer,
homologuer et administrer rapidement les vaccins lors d’épidémies en se basant sur des formulations et
des voies d’administrations stratégiques et sur des mécanismes immunologiques témoignant de

I’efficacité vaccinale.
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Chapitre | :

Des vaccins empiriques aux vaccins rationnels

L’objectif de ces 20 dernieres années est

<« La maladie infectieuse porte les
caractéres de la vie. Elle les doit, da la

fois, d sa cause animée et d laréaction  |’&]aboration de nouveaux contre des pathogénes a 1’origine
des cellules de nos organes qui, elles

aussi, sont des étres vivants » de maladies virales : virus de I’immunodéficience humaine
Charles Nicolle

I’amélioration de I’efficacité des vaccins existants mais aussi

(VIH), virus de I’hépatite C (VHC), la dengue ou la grippe,
ou bien encore bactériennes comme la tuberculose. L’éradication de ces maladies est un défi
sanitaire mondial, elles entrainent en moyenne 3,5 millions de morts par an. Pour autant, le
développement de vaccins reste difficile en raison des mécanismes d’évasion trés sophistiqués
des agents pathogeénes, par mutation de séquences immunogenes, comme c’est le cas pour la
grippe et le VIH (Rappuoli et al., 2019). De plus, la nature invente périodiquement de nouveaux
microbes jusqu’a identifier trente nouvelles maladies virales depuis 1979 (Bertrand et al.,
2017). L’épidémie du syndrome respiratoire aigu sévere a coronavirus 1 (SARS-CoV-1) a par
exemple débuté en Chine fin 2002 et a atteint 27 pays en quelques mois, celui du Moyen-Orient
(MERS-CoV) a provoqué une pandémie dévastatrice en 2012 et le coronavirus SARS-CoV-2
provoque la pandémie mondiale que nous vivons aujourd’hui. Ces derniéres années ont été
particuliérement riches en émergence ou réémergence de pathogénes comme celle de la grippe
HINI en 2009, la diffusion du Chikungunya sur I’ile de la Réunion en 2006 et en Amérique en
2013, I’épidémie du virus Ebola en Afrique en 2014 et la réémergence de la fiévre jaune au
Brésil en 2016 (Bertrand et al., 2017). Lors d’épidémies différentes stratégies peuvent étre
meneées : lorsqu’il n’existe aucune donnée épidémiologique ou immunologique les vaccins sont
fabriqués de maniere empirique basés sur des hypotheses (e.g. Ebola, SARS-Cov-1, SARS-
Cov-2), tandis que lorsque ces données issues d’épidémies antérieures existent le vaccin peut
étre développé de maniére plus rationnelle (e.g. pandémie grippe H1N1). En paralléle, ce sont
les vagues de nouvelles technologies observées depuis la fin du XXe siécle qui nous conduisent
au développement rationnel de nouveaux vaccins préventifs, plus immunogenes et plus sdrs,
dans le but d’agir plus rapidement lors d’épidémies et de contrer les nouveaux virus (Rueckert
and Guzman, 2012). Cette aire nous donne aussi acces a de nouvelles possibilites en termes de
connaissances sur le systeme immunitaire, de methodes de fabrication des antigénes (Ag) et des

moyens pour les administrer (Sette and Rappuoli, 2010).
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1) Les découvertes de I'immunologie

i. Des théories : humorale et cellulaire

Ce sont la microbiologie, les grandes épidémies de ’humanité et les recherches pour
s’en protéger qui représentent les points de départ des premieres connaissances sur le systéeme
immunitaire. A la fin du XIXe siecle, le zoologiste et embryologiste Mechnikov a exposé ses
travaux sur les cellules phagocytaires, les macrophages, ayant pour fonction 1I’ingestion et la
destruction des microbes, processus essentiel dans la résistance a 1’infection (Chernyak and
Tauber, 1988). Ainsi, Mechnikov venait de proposer la théorie cellulaire de I’immunité avec
les phagocytes en premicre ligne de défense tout en mettant en évidence I’intérét de
I’inflammation dans la protection des organismes contre les infections, ces recherches
illustraient les prémices de I’immunité innée non spécifique. Dans le méme temps, les travaux
d’Emil von Behring et Shibasaburo Kitasato livrent d’autres découvertes sur les effecteurs
humoraux, les antitoxines ou anticorps (Ac), et sur le principe de sérothérapie (Behring, 1890;
Behring and Kitasato, 1890). Le role conjoint de d’autres facteurs sériques non spécifiques de
I’immunité humorale, nommés « compléments » par Paul Ehrlich, sont divulgués par Hans et
Buchner en 1890 (Buchner, 1891; Ehrlich, 1899). La théorie humorale est alors en train d’éclore
selon laquelle des substances solubles présentes dans le sang sont capables de désamorcer et de
détruire les agents infectieux. Cette théorie humorale contredit la théorie cellulaire de
Mechnikov selon laquelle cette destruction est entrainée par les macrophages et cellules
polynucléaires phagocytaires (Silverstein, 2003). Les travaux de Paul Ehrlich connaissent une
importance particuliere dans le domaine de I’immunologie, notamment par sa théorie sur les
chaines latérales qui montre pour la premicre fois en 1900 I’interaction possiblement spécifique
entre Ag (toxine) et Ac (antitoxine). Les liens chimiques des chaines latérales sont disposes sur
des cellules qui, aprés liaison avec un Ag, sont capables de se rompre pour devenir des Ac
circulants afin de détruire les particules pathogenes (Ehrlich, 1908). C’est aprés un peu plus
d’un demi-siecle que la théorie de la sélection clonale est déterminée, elle avance que les Ac a
la surface des cellules sont sélectionnés par un Ag spécifique provoguant la synthése massive
du méme Ac (Burnet, 1976). Les bactériologistes Wright et Douglas réconcilient les deux
théories, humorale et cellulaire, au début du XXe siécle en démontrant que la phagocytose est
fortement stimulée lorsqu’on ajoute a une suspension de bactéries du sérum animal vacciné
contre ces bactéries. Les facteurs solubles présents dans le sérum animal a 1’origine de ce
phénoméne sont identifies et nommeés « opsonines » (Wright et al., 1989). En conséquence, la

complémentarité entre les éléments humoraux et cellulaires est constatée, les Ac interagissent
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avec l’agent pathogeéne dans le but de le rendre plus sensible a la phagocytose par les
macrophages.

Des nouveaux outils technologiques voient le jour au fil des années tels que
I’ultracentrifugation, 1’¢lectrophorése sur gel, la digestion enzymatique, I’immunoprécipitation
et le séquencage, donnant acces a la caractérisation structurelle et physicochimique des Ac et
livrant une diversité incroyable des classes d’immunoglobulines (1g). La contribution majeure
apportée en immunochimie et en immunohématologie parvint des travaux de Landsteiner sur
la spécificité des Ac, leurs différences d’affinité pour les Ag, les épitopes, les réactions croisées,
I’auto-immunité et la découverte des Ag ABO du groupe sanguin humain (Landsteiner, 1931;
Langman, 2000). Ainsi, de nouvelles connaissances sur les Ag voyaient le jour, ils n’étaient
plus des entités uniques mais des mosaiques de structures reconnues indépendamment et

spécifiqguement par les Ac (déterminants antigéniques, épitopes ou hapténes).

ii. Les protagonistes cellulaires de I'immunité

Les percées sur les types cellulaires de I’'immunité débutent courant du XXe siecle,
Astrid Fagraeus démontre en 1948 qu’il existe une corrélation entre la production d’Ac et la
prolifération des plasmocytes dans la rate (Fagraeus, 1948a, 1948b) et Bruch Glick démontre
en 1955 qu’en enlevant « la bourse de Fabricius » chez les poulets ces derniers ne réussissent
pas a produire des Ac contre la Salmonella (Glick et al., 1956). A la fin des années 60, la
thymectomie néonatale chez la souris a permis a Jacques Miller de découvrir I’importance des
lymphocytes dans le rejet des allogreffes et de déterminer la fonction auxiliaire des lymphocytes
thymiques (LT) et celle de production d’Ac des lymphocytes ne dépendant pas du thymus (LB)
(Miller, 1961, 1959; Miller and Mitchell, 1968). La coopération entre ces deux sous-familles
de lymphocytes est mise en lumiere par Claman en 1966 et Mitchison en 1968, ce dernier note
lors de ses expériences que la production d’Ac spécifiques de I’hapténe chez la souris se fait
par les LB et que les LT participent a la reconnaissance spécifique de la protéine porteuse de
cet haptene (ovalbumine) (Claman et al., 1966; Mitchison, 1967, 1968). S’en suivent de
nombreuses recherches sur la fonction et la structure des Ig de surface, les BCR (récepteurs des
cellules B) (Lanzavecchia, 1985; Rock et al., 1984) et TCR (récepteurs des cellules T)
(Jensenius and Williams, 1982; Yanagi et al., 1985). Zinkernager et Doherty décrivent a partir
de 1973 la fonction du complexe majeure d’histocompatibilité (CMH). Ainsi, dans un modele
d’infection virale chez la souris les LT ne reconnaissent pas un Ag natif mais une association

de celui-ci avec une molécule du CMH (Zinkernagel, 1977; Zinkernagel and Doherty, 1974a,
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1974b), contrairement aux LB qui reconnaissent directement 1’Ag naif. En 1987, Doyle
découvre que I’lg de surface CD4 qui caractérise les LT auxiliaires interagissent avec les
molécules du CMH de classe Il pendant que Norment découvre en 1988 que I’lg de surface
CD8 qui caractérise les LT cytotoxiques (LTC) interagit avec les molécules du CMH de classe
I. C’est alors a la fin du XXe siécle que différentes sous-familles de LT sont identifiées,
complétées en 1986 par les travaux de Coffman et Mosmann concluant sur les facteurs
distinguant les types de lignées cellulaires T auxiliaires. En effet, des clones nommés Thl se
révelent producteurs d’interleukine (IL) 2 et d’interféron (IFN) y tandis que d’autres nommés
Th2 sécrétent des facteurs dont I’IL-4 qui stimulent les LB, les mastocytes et les autres LT
(Coffman and Carty, 1986; Mosmann et al., 1986). L’IFN est la premiére cytokine identifiée
en 1957 jouant un role clé dans la communication entre les cellules immunitaires (Isaacs and
Lindenmann, 1957) tandis que les travaux de Schindler en 1992 (Schindler et al., 1992)
constituent une avancée majeure dans la compréhension des mécanismes de signalisation des
cytokines. Le phénomene de chimiotaxie, provoqué par les chémokines, est lui inventé par
Pfeiffer en 1884 (Henderson, 1928) apres observation du phénomene de chimiotactisme des
leucocytes impliqués dans la diapédéese (processus de migration transendothéliale). L’1L-8 est
la premiére chimiokine purifiée et séquencée en fonction de son activité chimiotactique pour

les neutrophiles (Yoshimura et al., 1987).

iii. L’immunité innée

La présentation des Ag aux cellules lymphocytaires expose pour la premiere fois en
1967 des cellules indispensables : les cellules présentatrices d’antigénes (APC). En effet,
Mosier montre, in vitro sur des cellules spléniques de souris en utilisant des érythrocytes de
mouton comme Ag, que la production d’Ac nécessite des interactions entre les macrophages et
les lymphocytes (Mosier, 1967; Mosier and Coppleson, 1968). Steinman caractérise alors une
nouvelle population de cellules arborescentes spléniques : les cellules dendritiques (DC), ces
cellules sont des leucocytes phagocytaires clés responsables de 1’initiation des réponses
immunitaires acquises. Ces cellules stimulent la prolifération lymphocytaire (réaction
leucocytaire primaire mixte) 100 fois plus efficacement que les cellules B et les macrophages
(Steinman and Cohn, 1973, 1974; Steinman and Witmer, 1978; Steinman et al., 1979). En 1989,
Romani a constaté que les cellules de Langerhans (LC), découvertes 100 ans plus tot par Paul
Langerhans comme des neurones intra-épidermiques, étaient des DC a un stade immature de

leur vie (Romani et al., 1989). Les LC sont localisées dans les couches basales et supra basales
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de I’épiderme ainsi que dans toutes les muqueuses pluristratifiées de 1’organisme. Par
conséquent, I’é¢tude de I’immunité innée commence réellement dans les années 1990 et
représente le plus grand progres accompli récemment en immunologie. Les cytokines, les
chémokines, les composants du systéme du complément, les opsonines et de nombreux autres
acteurs deviennent des éléments cruciaux de I’'immunité innée pour la reconnaissance et
I’élimination des agents pathogénes (e.g. défensines, protéines C réactives, récepteurs
scavenger etc.). Les effecteurs cellulaires de I’immunité innée sont identifiés au cours des
années impliquant les macrophages de Mechnikov, les polynucléaires neutrophiles,
éosinophiles, basophiles ou encore les cellules NK. Ces effecteurs cellulaires développent des
mécanismes permettant de détecter la présence d’éléments exogénes du non-soi ou allogénique,
ou encore endogeénes du soi altéré potentiellement nuisibles. C’est de cette maniére que le
systéme immunitaire est capable de se défendre. En 1989 Janeway propose un modele de
reconnaissance immunitaire (Janeway, 1989), plutét que de distinguer le soi du non-soi, il
affirme que le systeme immunitaire évolue pour distinguer le « soi non infectieux » du « non-
soi infecté ». Ainsi, au sein du systeme immunitaire inné ce sont les récepteurs de
reconnaissance de motifs (PRR) qui répondent rapidement aux motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PAMP) du « non-soi infectieux ». En 1994 Matzinger propose un modeéle de
reconnaissance immunitaire, il suppose alors que les APC sont activées par des signaux de
danger et pas seulement infectieux, les motifs moléculaires associés aux dégats (DAMP),
provenant de cellules endommagées capables de déclencher I’inflammation (Matzinger, 1994).

Parmi les PRR, il existe les récepteurs de type Toll (TLR) conservés au cours de
1I’évolution et divisés en sous-familles selon la nature des motifs qu’ils reconnaissent. Lors de
I’exploration des voies de I’inflammation chez la drosophile Hoffman identifie les récepteurs
membranaires Toll qui, lorsqu’ils sont activés, entrainent une cascade de réactions dont
I’activation de génes antifongiques (Hoffmann, 2007; Hoffmann et al., 1999). Et le premier
récepteur apparenté a Toll chez les mammiferes, le TLR4, est découvert en 1998 par Beutler et
ses collegues. Ils observent que les souris résistantes aux LPS, composant des parois des
bactéries Gram-négatives (endotoxine a I’origine des chocs septiques), ont une mutation dans
un géene qui est similaire au géne Toll de la drosophile (Poltorak et al., 1998). Les cellules
exprimant les TLR sont diverses : cellules immunitaires (macrophages, mastocytes, DC, LT et
LB) et non immunitaires (les fibroblastes et cellules épithéliales) (Akira, 2006; Pulendran and
Ahmed, 2006). Il existe plusieurs autres récepteurs PRR selon leur localisation cellulaire,
membranaire ou cytoplasmique, ou sécrétés en protéines solubles (e.g. composants du

complément). Par exemple, ces LC fixent les pathogénes via des récepteurs PRR membranaires
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aux lectines de type C et sont capables de les endocyter (Romani et al., 1989; Sparber et al.,
2010). L’association PRR-PAMP est essentielle pour la régulation positive des molécules
costimulatrices, sans laquelle la tolérance immunitaire est observée (lwasaki and Medzhitov,
2010). L’activation des LT par les DC entraine les réponses adaptatives spécifiques de I’Ag,
effectrices puis mémoires, capables d’agir plus rapidement et intensément a une infection

ultérieure.

2) Le design et les stratégies vaccinales

En paralléle de ces conquétes en immunologie, faisant d’elle une discipline a part
entiére, des vaccins voient progressivement le jour des la premicre moitié du XXe siecle. S’en
suivent de nombreuses études pour une meilleure compréhension des mécanismes induits apres
vaccination, bien au-dela des réponses Ac. La vaccination est reconnue aujourd’hui comme le
terrain idéal pour une meilleure compréhension des phénoménes d’immunité et de mémoire

biologique.

i Sélection antigénique

L’utilisation de la vaccine dans le but de prévenir la variole est la premiére manipulation
réalisée au XVIlle siécle contre les agents infectieux puis c’est avec Pasteur que 1’idée
d’atténuer la virulence des microbes née, introduisant les vaccins que nous connaissons
aujourd’hui contre la tuberculose (BCG et la fievre jaune). Quant aux premiers vaccins inactivés
ils correspondent aux vaccins typhoidiques et cholériques effectués a la fin du XIXe siécle, puis
apparaissent les vaccins sous-unitaires protéiques avec les anatoxines diphtériques et
tétaniques. De nouveaux modeéles de vaccins sont introduits au fil des années reposant sur
I’optimisation de leurs propriétés et le souhait d’éradiquer des maladies infectieuses naissantes.
La sélection de 1I’Ag optimal pour I’induction d’Ac représente la pierre angulaire de la
conception des vaccins. La forme native de I’Ag commence par étre transformée grace aux
nouvelles technologies, elle est liée a une protéine porteuse afin de la rendre plus immunogene
par exemple. Des vaccins conjugués font donc leur apparition comme celui combinant
I’anatoxine diphtérique et les polysaccharides capsulaires de I’Haemophilus Influenzae type B
(HIb) (Schneerson et al., 1980). Ces vaccins sont les premiers a ne pas étre simplement
développés en cultivant des micro-organismes comme a 1’aire pasteurienne. Puis, a I’aire de la

génomique, le criblage a haut débit et le profilage permettent le développement d’une nouvelle
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technologie : I’ADN recombinant. Par exemple, elle permet le clonage de I’Ag présent a la
surface du virus de I’hépatite B (VHB) sur des levures, des particules pseudo-virales sont dans
ce cas utilisées pour la vaccination (Valenzuela et al., 1982). C’est a partir de la fin du XXe
siecle que le séquencage total du génome bactérien est possible par le biais d’analyses
informatiques. Le génome bactérien de I’HIb est séquencé (Fleischmann et al., 1995) dans
I’intention de sélectionner de nouveaux Ag non découverts grace aux technologies classiques.
Nous nommons cette approche « vaccinologie inversée » : a partir du plan d’organisation
génétique du micro-organisme on aboutit a tous les Ag et on recherche le plus immunogéne
capable de conférer une immunité protectrice (Dormitzer et al., 2008; Sette and Rappuoli,
2010). Par exemple, les génomes de plusieurs especes sont utilisés en vue de développer un
vaccin universel contre le streptocoque B (Maione et al., 2005) puis le génome de
Mycobacterium tuberculosis est séquencé et des complexes CMH-peptide capables de se fixer
specifiquement sur les TCR sont identifies (Bertholet et al., 2008). La vaccinologie structurelle
permet d’accéder aux informations a 1’échelle atomique des Ag et leurs épitopes gréce a la
cristallographie et la microscopie électronique ce qui a pour objectif la mise au point de vaccins
contre les maladies difficiles a cibler comme le VIH. Quant a la biologie synthétique elle a
ouvert un champ immense de possibilités passant par le développement de la souche H7N9 de
la grippe aviaire potentiellement pandémique, testée chez I’lhomme en 2013 (Bart et al., 2014
Dormitzer et al., 2013). L’utilisation de semences synthétiques pourrait devenir une routine
contre de nombreux agents infectieux et utiles contre les nouveaux virus dangereux tel que le
coronavirus (De Gregorio and Rappuoli, 2014). Ce développement vaccinal repose sur
I’utilisation de la synthése in vitro de grandes portions d’ADN ou d’ARN inspirées du génome
de pathogenes. Cette technologie permet d’accélérer la disponibilité des vaccins en cas de
pandémie. Pendant que la génération in silico d’Ag polyvalents en mosaique s’attaque au
probléme d’échappement immunitaire d’agents infectieux comme le VIH (Fischer et al., 2007).
Le but dans ce cas précis est de susciter des réponses lymphocytaires T couvrant un large spectre

d’Ag viraux.

ii. Adjuvants

Les wvaccins non vivants nécessitent généralement 1’aide de molécules
immunostimulantes (e.g. sels de phosphate, hydroxyde d’aluminium) afin d’activer
efficacement le systéme immunitaire inné¢ a 1’origine des réponses adaptatives protectrices

(Coffman et al., 2010). C’est au début du XXe siécle que les adjuvants sont introduits en
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vaccination, ils accompagnent les anatoxines dans les formulations pour lutter contre les toxines
bactériennes. (Mbow et al., 2010). Freund propose en 1940 une émulsion eau dans ’huile
comme adjuvant en association avec des Ag de Mycobacterium tuberculosis tué (Freund and
McDermott, 1942). Cet adjuvant est congu pour assurer la libération continue au site d’injection
des Ag nécessaires a la stimulation de réponses immunitaires spécifiques fortes et persistante.
L’inflammation provoquée par les adjuvants attire les macrophages et d’autres cellules au site
d’injection, ce qui renforce les réponses immunitaires. Ils permettent en effet d’augmenter les
titres d’Ac et/ou la proportion de sujets qui induisent une immunité protectrice et augmentent
les taux de seroconversion au sein des populations avec une réactivité réduite (e.g. personnes
agées, malades chroniques). Les adjuvants facilitent 1’utilisation de plus petites doses d’Ag et
permettent I’immunisation avec un nombre réduit de doses vaccinales (Boyle et al., 2007). Ils
promeuvent certains types de réponses immunitaires plutdt que d’autres et modifient la
spécificité ou ’affinité de la réponse immunitaire (McKee et al., 2007; O’Hagan and De
Gregorio, 2009). Le premier adjuvant approuvé chez I’homme est 1’alun, puis vient I’adjuvant
MF59 (émulsion huile dans I’eau) a la fin du XXe si¢cle. Ces adjuvants sont par exemple
ajoutés a certaines formulations vaccinales de maniére a améliorer et élargir la protection contre
le virus de la grippe saisonniere chez les sujets a risque comme les personnes agées ou celles
présentant des maladies chroniques (Banzhoff et al., 2009; Durando et al., 2010; Khurana et al.,
2010; Podda and Del Giudice, 2003). Ces dernieres années, les récepteurs TLR sont découverts
comme cibles moléculaires des adjuvants, ce qui entraine la sélection d’agonistes naturels
capables de les stimuler tel que le monophosphoryl lipid A (MPL) (Coffman et al., 2010). Ce
dernier est associ¢ a 1’alun afin de donner 1’adjuvant AS04 utilis¢ dans I’un des vaccins contre
le papillomavirus humain (HPV) et lors de pandémies grippales (Clegg et al., 2012; Gargon et
al., 2011; Schwarz et al., 2009). Dans ce cas, 1’activité adjuvante est délivrée localement et les
APC sont au contact direct avec les Ag du vaccin. Ces différents adjuvants sont reconnus pour
potentialiser essentiellement les réponses Ac et ceux composés de saponine par exemple

provoquent des réponses lymphocytaires T CD8+ et CD4+ (Davis et al., 2004).

29



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

Alun MF59 .. TLR agonists, ASO1
ASO4
. Aso3 @ o

Grippe (H7N9)
]

RSV, HIV, CMV
L]

S. aureus, streptocoques,
Méningocoques, Malaria, Tuberculose,

Pneumocoques @ E. coli @
Méningocoques, Typhoide,
H. influenzae Pneumocogques Streptocoque B
typeB @ o [ ]

Toxine pertussigue,

Hepa:te B Papillomavirus

H. influenzae
Méningocoques, type B
Pneumocoques @ Typhoide

[ ®
Rougeole, Oreillons, Rotavirus
Rubéole, Adénovirus ®
PD|I0\.-‘II‘U$ inactivé @ Varicelle, Zona Grippe
injectable / oral ®
[ [
Peste Rage Toxine pertussique,
@ piphtérie, . Encéphalite a tiques
tho!de' Tétanos  Grippe, ® Clostridium
Choléra ® Coqueluche Hépatite A difficile
[ ] ® ® e}
Rage, An:hrax, Tuberculose, e Grippe
Variole i Charbon TYPhoide g
Fiévre Jaune arbon
® [ e} o
Variolisation Vaccination cowpox é
enChine enEurope (E.Jenner) .“E
[ [ o] 8
w
Peste d'Athénes Rougeole
o
T T T T T \ - ="
430av.J-C 1000 1700 1800 1880 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Figure n°1 : Chronologie des vaccins et les technologies utilisées pour leur développement

Deux périodes rythment I’histoire de la recherche en vaccination : 1’approche empirique
(vaccins atténués ou tués) et I’approche moderne avec de nouvelles technologies permettant des
avanceées cruciales dans le développement des vaccins. Vaccins autorisés, commercialisés ou
pratiques de vaccination déja utilisées : rouge ; Vaccins toujours en cours de développement :
bleu. CMV : cytomégalovirus ; E. coli: Escherichia coli; H. influenzae : Haemophilus
influenzae ; RSV : virus respiratoire syncytial ; S. aureus : Staphylococcus aureus ; TLR:
récepteur de type Toll. Inspirée de (De Gregorio and Rappuoli, 2014)

iii. Vecteurs

De maniére a optimiser I’immunogénicité des vaccins, il est parfois nécessaire que la
séquence codante d’un Ag soit intégrée au génome d’un vecteur viral. Les cellules immunitaires
innées sont « infectées » (sans action pathogene) par le vecteur viral et la présentation des Ag
intracellulaires se fait directement par les molécules de CMH aux TCR (Rollier et al., 2011).

Le vecteur se multiplie et I’Ag est ainsi exprimé de maniere continue ce qui conduit a son
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exposition persistante aux cellules immunitaires. Des vecteurs sont développés capables
d’induire des réponses cellulaires T en plus des réponses Ac. Par exemple, le virus du MVA est
un vecteur viral recombinant présentant des propriétés adjuvantes intrinseques (Volz and Sutter,
2017). Le MVA est trés immunogene, il induit de larges et polyfonctionnelles réponses
lymphocytaires T de longue durée, il est utilisé pour la vaccination contre le VIH (Gomez et
al., 2011) comme la vaccine de New York (NYVAC) (Teigler et al., 2014), la grippe ou Ebola.
D’autres vecteurs viraux sont utilisés en vaccination tels que les lentivirus (Hu et al., 2011), les
adénovirus (Bassett et al., 2011), les cytomegalovirus (Liu et al., 2019) ou encore les poxvirus
(Pastoret and Vanderplasschen, 2003). Des vaccins recombinants expérimentaux a vecteurs
viraux sont en cours de test, I’adénovirus et le MVA sont utilisés pour la vaccination contre le
VIH, la tuberculose ou encore la grippe, le virus de la rougeole contre le HPV ou encore le
SARS-Cov (Draper and Heeney, 2010; Liniger et al., 2008) et le virus de la fiévre jaune contre
la dengue (Galler et al., 2005). Les vecteurs viraux sont capables de produire des réponses
immunitaires plus fortes que les vaccins plasmidiques & ADN mais dans le cas de certaines
maladies il est parfois nécessaire de suivre une stratégie de double immunisation prime-boost
(homologue ou hétérologue) (Kardani et al., 2016). Cela correspond a deux vaccinations
effectuées avec un méme vaccin, ou deux vaccins différents, qui visent a renforcer la réponse
immunitaire globale dirigée contre 1’insert et surmonter celle spécifique au vecteur (Draper and
Heeney, 2010). En conséquence, la nature des doses et leur nombre est un parametre a prendre
en compte lors de I’administration des vaccins. Des systémes d’administration synthétiques
sont aussi possibles dont les nanoparticules pour la vaccination contre le VHB et le paludisme
(Gregory et al., 2013; Moon et al., 2012; Tafaghodi et al., 2012).
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Figure n°2 : Les différents types de vaccins

Les scientifiques suivent de multiples approches pour le design vaccinal. Ces choix sont dictés
par la nature du pathogene et celle de I’infection, ainsi qu’en terme de praticité pour I’ utilisation
du vaccin. Il existe différents vaccins préventifs étudiés : les vaccins protéiques incluant sous-
unités protéiques et peptidiques recombinantes ou synthétiques, les vaccins a particules pseudo-
virales, les vaccins a ADN ou ARN, les vecteurs viraux ou bactériens transporteurs des Ag, et
les plus anciens vivants atténués et entiers inactiveés. Inspirée de «Types of vaccines»

Afin de donner un exemple, dans le cas de la pandémie actuelle de SARS-CoV-2 la
cartographie des protéines structurelles présentent a la surface du virus, telle que la protéine de
pointe (spike), pourrait ouvrir la voie au développement plus rapide d’un vaccin spécifique
(Wrapp et al., 2020). Le défi majeur est I’identification des épitopes les plus immunogénes au
sein des protéines de surface du virus, susceptibles d’induire des réponses LT et LB spécifiques
ainsi que des Ac neutralisants (NAC) capables d’empécher la fixation du virus aux cellules hétes
lors une infection ultérieure. Les vaccins a ARN retiennent 1’attention des chercheurs, leur
production plus rapide et moins colteuse que les vaccins traditionnels en font un avantage
majeur en cas de pandémie. Les vaccins a base d’ARN utilisent I’ARNm, lorsque ce dernier
pénétre dans les cellules il est traduit en molécules antigéniques qui vont permettre de stimuler
le systéme immunitaire. Ce type de vaccin a la capacité de provoquer des réponses immunitaires

puissantes contre les maladies infectieuses et certains cancers (Sahin et al., 2014; Schlake et al.,
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2012; Sebastian et al., 2019). En outre, la biologie de synthése, 1’utilisation du séquengage et la
génétique inverse semblent étre des approches prometteuses pour le développement rapide de
vaccins. Des systémes d’administration sont aussi actuellement envisagés pour le
développement de vaccins contre le coronavirus, comme 1’utilisation de nanoparticules
lipidiques (McKay et al., 2020; Reichmuth et al., 2016) ou encore de vecteurs viraux comme la
rougeole (Escriou et al., 2014). De nombreux laboratoires travaillent & la conception de vaccins
contre le SARS-CoV-2, par exemple 1’essai clinique de phase I du vaccin mRNA-1273 fabriqué
par ModernaTX, Inc. (NCT04283461) a évalué son innocuité, sa réactivité et son
immunogénicité mettant en évidence des réponses de neutralisation élevées et des réponses
cellulaires T CD4+ de type Thl (Jackson et al., 2020). L’essai clinique de phase Il
(NCTO04405076) évaluant différentes doses chez 600 adultes sains est en cours tandis que celle
de phase III débutera a 1’été 2020. Ce vaccin est réalis¢ a base d’ARNm du virus encapsulé
dans des nanoparticules lipidiques codant pour une protéine de pointe (S), il est administré par
voie intramusculaire (IM). Des collaborations internationales ainsi que le transfert de
technologies entre experts permettront de faire avancer rapidement le développement de
vaccins (Liniger et al., 2008). De plus, la mise en place de plateformes technologiques
permettant de passer du séquencage viral aux essais cliniques en quelques mois, de démontrer
les réponses immunitaires cohérentes et de se préter a la fabrication a grande échelle s’avére

essentielle lors de pandémies.

iv. Voies d’administration

Il y a plus de 200 ans Edward Jenner inoculait dans la peau d’individus sains, par des
incisions cutanées, de petites quantités de matériel viral provenant de personnes ayant contracté
la vaccine (pus, crotites en poudre, lymphe). C’est a la fin du XIXe siécle qu’une petite seringue
calibrée a piston fut inventée par le frangais Charles Gabriel Pravaz ce qui permit le
développement de la méthode d’injection hypodermique aiguille-seringue pour I’administration
de vaccins. Ainsi, traditionnellement toutes les injections étaient sous-cutanées (SC) jusqu’au
début du XXe siecle (Cook, 2008), excepté pour le vaccin BCG et celui contre la variole
(aiguille bifurquee) administrés par la voie intradermique (ID). En effet, c’est en 1910, que
Charles Mantoux met au point une technique d’injection par voie ID montrant son efficacité
pour I’administration du vaccin contre la tuberculose (Lambert and Laurent, 2008). A partir de
1926, on observe une immunogeénicité élevée des vaccins formulés avec des adjuvants (sels

d’aluminium) mais leur administration en SC est a ’origine d’un taux élevé de réactions
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secondaires au point d’injection (forte réactogénicité au vaccin) : rougeurs, indurations,
cedémes, gonflements etc (Hervé et al., 2019). Ce sont alors les préoccupations sur ces effets
secondaires qui encouragent 1’étude plus précise des différentes voies d’administration
possibles. La voie IM est ensuite privilégiée en se basant sur des données cliniques, elle
simplifie la pratique de vaccination, elle induit de fortes réponses immunitaires tout en
diminuant la réactogénicité au site d’injection (Cook, 2008; Cook et al., 2007). La voie IM est
démontrée comme étant plus immunogene que la voie SC notamment contre la varicelle
(Dennehy et al., 1991), la fievre jaune (Fox et al., 1943), le VHB (Cook et al., 2006, 2007,
Vink et al., 2017; Yamamoto et al., 1986) et la grippe (Cook et al., 2006). Les vaccins autorisés
aujourd’hui sont administrés selon quatre voies : les voies plus conventionnelles incluant la
voie IM (majorité des vaccins inactivés) et celle SC (vaccins vivants atténués) et les voies
alternatives incluant la voie ID et les voies mugueuses (certains vaccins vivants atténués ou
inactivés) (Zhang et al., 2015).

Voies d’administration Vaccins
Sous-cutanée Rougeole, oreillons, rubéole, varicelle, fievre jaune
Intradermique BCG et rage (Mantoux), variole (aiguille bifurquée)
Intramusculaire Hépatite A et B, rage, grippe, pneumocoques, virus du papillome

humain, diphtérie, tétanos, poliomyélite, coqueluche, H.
influenzae type B
Muqueuses Voie orale: typhoide, rotavirus (vivants atténués), choléra

(inactivé). Voie nasale : vaccin antigrippal adapté au froid

Tableau n°1 : Les vaccins autorisés et leur voie d’administration.
Inspiré de (Cook, 2008; Denis et al., 2007)

Les études du début du XXle siecle cherchent a accroitre les connaissances sur la
localisation du vaccin apres injection et plus précisément sur le site d’amorgage des cellules de
I’immunité innée et donc des réponses immunitaires adaptatives. Elles se concentrant plus

particulierement sur les voies moins conventionnelles : mugueuses et cutanées.

a. Les muqueuses

Les chercheurs se concentrent sur I’administration par les muqueuses : voie orale, nasale

ou vaginale, portes d’entrée de nombreux pathogeénes. Des études précliniques et cliniques ont
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montré que les vaccins muqueux induisent de plus fortes réponses immunitaires au sein méme
des muqueuses comparés aux vaccins conventionnels (production locale d’IgA). Et des
adjuvants sont souvent ajoutés aux formulations afin d’accroitre les réponses immunitaires
systémiques (production d’IgG susceptibles de traverser les muqueuses) (Kim and Jang, 2017).
Des études ont décrit chez I’enfant une plus forte efficacité du vaccin antigrippal vivant atténué
(LAIV) administré par voie nasale contre la grippe par rapport au vaccin trivalent inactivé (T1V)
administré par voie IM (Ashkenazi et al., 2006). Tandis que le vaccin LAIV, a I’origine des
réponses IgA dans les muqueuses, pourrait étre une étape complémentaire importante au vaccin
TIV pour I’induction d’une large immunité antigrippale protectrice chez 1’adulte (Hoft et al.,
2017). En parallele, de nombreux travaux montrent dans des modéles animaux 1’importance
des LT CD8+ mémoires résidents des poumons aprés immunisation antigrippale par voie
intranasale, ces cellules s’avérent hautement protectrices contre la provocation par le virus de
la grippe (Pizzolla and Wakim, 2019; Pizzolla et al., 2017; Wu et al., 2014; Zens et al., 2016).
Ces cellules mémoires residentes des tissus fournissent une réponse rapide contre les
réinfections a la surface du corps (Schenkel and Masopust, 2014) et sont indispensables pour
une protection croisée face a une large gamme de virus grace a la reconnaissance d’épitopes
hautement conservés entre les souches de la grippe (Lee et al., 2008). D’ou la nécessité de
concevoir un vaccin administré par voie intranasale activant I’immunité des cellules T des
muqueuses, y compris les LT résidents mémoires. Par exemple, le vaccin a vecteur MVA
exprimant la nucléoprotéine ainsi que la protéine de matrice 1 (M1) du virus de la grippe, est
un des candidats vaccins prometteurs. Ce vaccin induit 1’activation des LT spécifiques a
I’antigéne dans le sang périphérique aprés une immunisation parentérale (Berthoud et al., 2011;
Lillie et al., 2012) et I’activation des LT résidents mémoires spécifiques de M1 présentant des
marqueurs cytotoxiques et produisant des cytokines pro-inflammatoires dans le tissu lymphoide

associé au nasopharynx in vitro (Puksuriwong et al., 2020).

b. Le derme

Plusieurs études se sont portées sur le vaccin antigrippal chez 1’adulte mais administré
par voie ID, démontrant qu’avec une plus faible dose de vaccin on obtenait des réponses Ac
aussi efficaces qu’avec une forte dose administrée par voie IM (Kenney et al., 2004; Kunzi et
al., 2009; Marra et al., 2013). De plus, la vaccination ID conduit non seulement a des réponses
Ac mais aussi a des réponses immunitaires cellulaires T CD8+ élevées (Liard et al., 2012;
Romani et al., 2012). En effet, la peau est la zone du corps la plus densément peuplée en cellules
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immunocompétentes (Combadiere and Liard, 2011). Le derme contient davantage de DC qui
facilitent la capture des Ag (Teunissen et al., 2012) et I’inflammation locale provoque la
maturation de ces cellules qui vont alors migrer vers les ganglions lymphatiques drainants et
activer les cellules lymphocytaires T CD8+ et CD4+, se différenciant alors en cellules
effectrices puis mémoires. La voie ID a été 1’objet de nombreuses études pour divers vaccins : la
typhoide (Tuft et al., 1932), la fievre jaune (Roukens et al., 2008), le poliovirus inactivé (Nelson
et al., 2012), la rougeole (Cutts et al., 1997), la rage (Quiambao et al., 2005), le VHA
(Pancharoen et al., 2005), le VHB (Sangaré et al., 2009) et la grippe (Icardi et al., 2012). Au fil
des années, des dispositifs ont été concus pour permettre une utilisation plus slre, plus
confortable et plus fiable que les méthodes d’injection classiques : les micro-aiguilles, nano-
aiguilles, les patchs et systemes de micro-injections par exemple, qui créent des micropores
dans la peau afin de permettre une distribution plus uniforme des composés vaccinaux dans le

derme et I’épiderme (Combadiere and Liard, 2011).

c. L’épiderme

Des techniques de vaccination sans aiguille se sont aussi développées (Kersten and
Hirschberg, 2007; Kis et al., 2012) incluant ’administration par voie transcutanée (TC) (Lee et
al., 2013; Matsuo et al., 2013). Cette voie consiste en I’application topique d’Ag directement
sur I’épiderme intacte (y compris la couche cornée) ou prétraité (perturbation chimique ou
physique de la couche cornée) (Combadiere and Liard, 2011). Parmi ces techniques, une a été
développée dans notre laboratoire, elle repose sur une micro dermabrasion mécanique de la
peau par décapage de la surface au cyanoacrylate (CSSS) afin d’enlever une partie de la couche
cornée (33%), de vider (poils, excés de sebum) et d’ouvrir les conduits folliculaires pileux.
L'infundibulum du follicule pileux est trés perméable et permet aux composants du vaccin
d’atteindre les LC résidentes autour des follicules. Cette méthode de ciblage folliculaire
capillaire a été standardisée et utilisée avec succeés pour la vaccination chez la souris (Mahe et
al., 2009), sur des explants de peau humaine (Vogt et al., 2006) et chez I’homme au cours
d’essais cliniques de vaccination contre la grippe (Combadiére et al., 2010; Gongalves et al.,
2019; Vogt et al., 2008) et contre le VIH (Cheeseman et al., 2018; Haidari et al., 2017). Le
ciblage des follicules pileux par un vaccin induit des réponses immunitaires cellulaires mais
pas de réponse humorale. Les vaccins transcutanés ne nécessitent pas d’aiguille, sont indolores
et n’exigent pas de professionnel de santé, parametre important lors d’épidémies de masse

(Zhang et al., 2015). L’emploi de nouvelles voies d’administration est un moyen d’orienter
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I’immunité innée et donc les réponses adaptatives, ce qui pourrait avoir un impact important
sur la protection a long terme. Cet aspect de réorientation du systéme immunitaire par un ciblage

approprié reste inexploré dans les stratégies de vaccination.

De nombreux facteurs impactent les performances des vaccins : la stratégie vaccinale,
le design, la dose, le site, la voie d’administration, la technique d’injection etc. Ceux-Ci
conférent aux vaccins un profil de sécurité¢ et d’immunogénicité unique qui influencent
I’efficacité vaccinale et donc la protection de la population. Chacun de ces paramétres peut étre
choisi stratégiquement en fonction de I’immunité protectrice nécessaire pour vaincre la
maladie, toujours en fonction de la voie d’infection et de la transmission de 1’agent pathogene.
Il nous faut alors approfondir cette notion d’immunité protectrice et 1’é¢tendre également a

I’hétérogénéité interindividuelle au sein de la population (Herzog, 2014).
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Figure n°3 : Les différentes voies d’administration vaccinale

Parmi les différentes voies d’administration vaccinale employées et/ou étudiées aujourd’hui
nous avons les voies : des muqueuses (nasal, oral, vaginal), les voies ID (e.g. technique de
Mantoux, micro-aiguilles, nano-aiguilles), TC (e.g. CSSS, patchs), IM et SC. Les zones en
rouge correspondent a la localité de I’injection vaccinale. Inspirée de (Combadiere and Liard, 2011)

37



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

Chapitre Il :
Les indices de protection vaccinale

Une meilleure compréhension des interrelations entre
«La vaccination est un immense
succes de santé publique. Elle a sauvé
la vie de millions d'enfants, tandis que
des millions dautres lui doivent la
chance de vivre en bonne santé, de
pouvoir s'instruire, jouer, lire et
écrire, se déplacer librement sans  se définit comme le pourcentage de réduction du risque de

souffrance » . . . i
Nelson Mandela maladie (de parametres cliniques observés) chez les

la vaccination, la réponse immunitaire, la protection et les
résultats cliniques est nécessaire au développement des

vaccins, afin d’assurer leur efficacité. La protection vaccinale

personnes vaccinées par rapport aux personnes non vaccinées également exposées. La
protection vise a la fois la prévention de I’infection chez les personnes exposées et la prévention

de la maladie chez les personnes infectées.

1) Des marqueurs immunitaires symboles de protection

La détermination de la protection vaccinale est souvent longue et couteuse c’est
pourquoi I’intérét des chercheurs se porte sur le développement de résultats alternatifs, ou de
paramétres de substitution a la protection, reposants sur des marqueurs immunitaires induits
apres vaccination. En effet, il est démontré que parmi les réponses immunitaires adaptatives,
spécifiques a I’Ag vaccinal, certaines sont capables d’étre associées aux criteres cliniques. Ces
criteres nous informent sur comment le patient se sent, fonctionne ou survit, il en existe pour
prévoir les formes graves de la maladie ou encore ses complications (e.g. durée
d’hospitalisation). Ainsi, des changements impactant ces criteres immunitaires sont censés
refléter les changements d’un critére cliniquement significatif relatif & maladie infectieuse
(Fleming, 1996). Il existe plusieurs termes utilisés dans la littérature faisant référence a ces
marqueurs immunitaires : corrélats et substituts. Leurs définitions ne sont pas universellement
acceptées mais deux grandes descriptions se sont dessinées au cours des annees selon les

positions de Plotkin et Qin.
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Plotkin Qin
(Plotkin and Plotkin, 2008) (Qinetal., 2007)
Réponse immunitaire Réponse immunitaire dont la
Corrélat de protection étroitement liée a la présence est associée a un
protection faible risque d’infection
Réponse immunitaire non Corrélat qui prédit
Substitut de protection protectrice mais qui se précisément le niveau
substitue au vrai corrélat d’efficacité vaccinale,
(surrogate) démontré comme
responsable de la protection
(co-correlate)

Tableau n°2 : Définition du corrélat et du substitut de protection selon Plotkin et Qin

Les scientifiques se retrouvent majoritairement autour de la terminologie de Plotkin. Le terme
corrélat est préféré pour nommer les marqueurs qui sont statistiquement associés a la protection
clinique. La valeur absolue du corrélat est la quantité qui assure toujours, en toute circonstance,
une protection proche de 100% tandis que sa valeur relative représente la quantité qui assure en
général, ce n’est pas toujours vrai, la protection (Fleming, 1996; Nguipdop Djomo et al., 2013).
La détermination d’un corrélat ou substitut est souvent une des premieres étapes du
développement d’un vaccin, elle fournit un critere objectif de protection des personnes
vaccinées contre ’apparition de parametres cliniques et plus concrétement encore elle permet

son homologation.

i. Meéthodes d’évaluation des corrélats de protection

Au siécle de Jenner, le vaccin antivariolique était administré par scarification c’est
pourquoi la formation d’une 1ésion vésiculaire (ou pustulaire) sur la peau était utilisée comme
preuve de I’immunité protectrice contre la variole (Frey et al., 2002). Puisque la protection
contre la variole se maintient pendant de nombreuses années apres la vaccination, la protection
contre I’apparition de l€sions vésiculaires ne pouvait étre une mesure précise de I’immunité
protectrice systémique. Depuis, des stratégies ont été élaborées afin d’évaluer les corrélats de
protection accompagnées de techniques immunologiques de dosage, comme celle du dosage
des NAcC et anticorps inhibiteurs de I’hémagglutination (HAI). Ces dosages permettent de
mesurer le niveau de réactivité au vaccin et des méthodes statistiques font le lien entre le niveau
de certains des marqueurs immunitaires et I’efficacité vaccinale. Par exemple, des seuils de
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réponses immunitaires sont évalués au-dessus desquels les individus sont totalement protégés
contre le parameétre clinique et en dessous desquels ils restent sensibles, ou encore par le biais
de modeéles de régression deduisant la réponse Ac comme variable continue de 1’efficacité
vaccinale (Nguipdop Djomo et al., 2013). Dans le cas de la variole, des études épidémiologiques
étaient menées durant lesquelles des échantillons sanguins étaient prélevés chez des personnes
saines, vaccinées ou non, en contact avec des personnes malades, de cette maniére il est possible
de mesurer ’association potentielle entre titres d’NAC et déclaration clinique de la maladie
(Mack et al., 1972; Sarkar et al., 1975). Malgré ces recherches, aucun consensus n’est
aujourd’hui observé sur I’immunité protectrice contre le virus de la variole. Dans le cas du
tétanos, le seuil de protection présumé d’NAC est proposé dans les années 1930 principalement
grace a des études de provocation chez I’animal : administration de I’agent infectieux apres
vaccination ou non contre cet agent (Scheibel, 1955; Sneath et al., 1937). Selon la nature du
microbe, les modeles expérimentaux d’infection chez I’animal peuvent plus ou moins s’avérer
utiles afin d’étudier la pathogénie d’une maladie, en revanche parfois ces modéles n’expriment
pas complétement toutes les manifestations de la maladie humaine comme c’est le cas pour la
variole. En effet, le modéle animal se doit de reproduire fidélement I’infection humaine et
diverses approches mathématiques permettent d’extrapoler ces données a I’homme. Le modéle
animal est souvent utilisé lorsque I’efficacité vaccinale n’est pas mesurable chez I’homme, pour
la validation de candidats vaccins, lorsque la maladie infectieuse est peu connue, son éruption
imprévisible et la taille de la population touchée inconnue (Williamson et al., 2010). Dans le
cadre de larecherche contre le tétanos, deux chercheurs allemands avec des titres connus d’NAc
spéecifiques se sont injectés délibérément des doses létales de toxine tétanique, ils ont pu
démontrer que leur immunité humorale préexistante était protectrice (Wolters and Dehmel,
1942). C’est ainsi que des animaux ou volontaires humains ayant des niveaux connus d’un
marqueur immunitaire naturel, ou dérivé d’une vaccination, peuvent étre mis au défi avec
différentes doses d’un agent pathogéne, leurs réponses sont ensuite reliées a leur statut
immunitaire avant challenge. Le corrélat de protection contre le virus de la fievre jaune a par
exemple été démontré chez des primates non humains (NHP) challengés avec une dose létale
de la souche virulente Asibi (Mason et al., 1973). Dans ce cas, les primates représentent le
réservoir animal naturel de la maladie, le spectre complet de la maladie ainsi que celui de la
mortalité humaine peuvent étre observés directement dans des conditions expérimentales. Des
études cliniques controlées et randomisées peuvent aussi aider a identifier le corrélat de
protection, par exemple la mesure de 1’efficacité du vaccin vivant atténué contre la varicelle a

été permise lors d’essais cliniques en comparant le taux d’incidence de la varicelle chez des
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enfants vaccinés par rapport a des enfants non vaccinés dont 1’exposition était confirmée. Ces
études ont montré que le risque de déclaration de la varicelle chez les individus vaccinés était
inversement lié aux titres d’Ac (White et al., 1991, 1992). D’autres approches, précliniques ou
cliniques, sont capables de confirmer de tels marqueurs, c’est le cas avec I’immunisation
passive qui consiste en I’administration de différents titres d’Ac puis & la mesure du taux
d’infection naturelle, ou encore le challenge du possible corrélat a 1’aide de doses pathogenes.
Par exemple, Santosham et al. et O’Reilly et al. ont administré des Ig spécifiques d’HIb a des
nouveaux nés et ont démontré que deux taux sériques d’Ac protégeaient respectivement contre
la maladie a court terme et celle a long terme (O’Reilly et al., 1975; Santosham et al., 1987).
Dans ce cas, il est essentiel de savoir si le titre d’Ac administré passivement, et nécessaire pour
assurer la protection, est le méme que celui provoqué par une infection naturelle. Des études
observationnelles participent aussi a la détermination de ces corrélats : études de cohortes (suivi
des paramétres immunitaires et cliniques selon le classement d’individus par leur statut
vaccinal), de I’histoire infectieuse (aprés guérison d’une infection) et écologiques au sein de
différentes populations (Nguipdop Djomo et al., 2013). Les corrélats de protection peuvent
fortement varier, en passant d’études observationnelles cliniques au développement d’un titre
sérologique défini d’Ac spécifiques a I’Ag. Les difficultés reposent sur de nombreux virus,
comme celui de la varicelle, nécessitant le plus souvent une combinaison d’immunités cellulaire
et humorale afin d’assurer une défense efficace de 1’hdte contre le pathogene. Tant que les
corrélats ne sont pas identifiés et valides, I'efficacité a long terme des nouveaux vaccins et la

sensibilité a I’infection des populations vaccinées resteront méconnues.

ii. Les criteres de validation

Diverses méthodes statistiques sont développées lors d’essais randomisés pour la
validation de marqueurs immunologiques comme corrélats ou substituts. Selon Prentice
(Prentice, 1989) quatre critéres de validation, associés statistiquement, sont nécessaires :

1- La protection contre le paramétre clinique est significativement liée au fait d’avoir regu le

vaccin

2- Le critére de substitution est significativement lié au statut vaccinal

3- Le critére de substitution est significativement lié & la protection contre le critere clinique

4- L’effet complet du vaccin sur le parameétre clinique est expliqué par le paramétre de

substitution, car il se situe sur la voie causale
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Schéma n°1 : Quatre critéres de validation d’un marqueur immunologique selon Prentice

Inspiré de (Nguipdop Djomo et al., 2013)

Les étapes 2 et 3 ne suffisent pas a la validation d’un substitut de protection vaccinale. L’essai
clinique d’un vaccin trivalent contre la grippe réalisé en 1943 permet d’illustrer la validation
du titre d’Ac spécifique de la grippe (Weiss souche A) comme substitut de la protection contre
I’hospitalisation (Qin et al., 2007; Salk et al., 1945). Selon les critéres de Prentice : 1) un taux
de 73% d’efficacité vaccinale a été mesuré, 2) ces titres d’Ac étaient plus élevés chez les
personnes vaccinées que chez les personnes non vaccinées, 3) les titres d’Ac étaient
inversement associés a 1’hospitalisation, 4) le risque d’hospitalisation était presque identique
chez les personnes vaccinées et non vaccinées apres ajustement du titre d’Ac. Pourtant, en
vaccination, il y a rarement une seule voie causale entre la vaccination et la protection contre
les critéres cliniques. En conséquence, si on suit ce modele nous ne pouvons pas affirmer que
le substitut explique tout I'effet du vaccin. D’autant plus que la réponse immunitaire définit
comme critere de substitution ne doit pas seulement étre induite apres vaccination, mais aussi
lors d’une infection (Chan et al., 2002). Sans oublier que ce modéle de régression doit prendre
en compte toutes les caractéristiques du sujet qui peuvent jouer un réle clé dans la définition et
la prédiction des paramétres immunitaires et cliniques (e.g. age, génétique de 1’hdte). C’est
pourquoi des adaptations sont continuellement apportées a ce modéle, ajoutant plusieurs voies
causales (plusieurs substituts) entre la vaccination et le parametre clinique d’intérét. Qin a par
exemple développé son propre modéle avec trois niveaux au sein du corrélat immunologique
de protection (Gilbert et al., 2008; Qin et al., 2007):

1) Le corrélat de risque : marqueur immunologique corrélé a ’efficacité du vaccin (criteres

clinigues) dans une population définie (essais cliniques, modéle de régression)
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2) Le substitut niveau 1 : au sein de la méme population

e Substitut statistique : la relation entre la mesure immunologique et la protection est
la méme dans les groupes vaccin et témoin (Prentice)

e Substitut principal : déduit par inférence causale basée sur des travaux
méthodologiques antérieurs, ce cadre vise a remédier au biais de sélection post-
randomisation des critéres de Prentice (quelles réponses immunitaires si le groupe
non vacciné devient le groupe vacciné)

3) Le substitut niveau 2 : au sein d’une autre population. Mesure immunologique permettant
de prédire I’efficacité vaccinale dans une série de populations et de contextes différents. Ce
substitut peut étre utilisé pour évaluer I’efficacité vaccinale dans des populations non testées

(essaies multiples, méta-analyses)
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Schéma n°2 : Trois critéres de validation d’un marqueur immunologique selon Qin

Inspiré de (Nguipdop Djomo et al., 2013)

Les chaines de causalité et les interrelations entre la vaccination, les réponses immunitaires, la
protection et les parametres cliniques se révelent tres complexes a étudier. Les différents sens
donnés aux termes relatifs aux marqueurs immunitaires ainsi que les démarches statistiques
utilisées afin de les valider en tant que marqueurs prédictifs sont aussi controversés. C’est
pourquoi, remplacer le critére d’évaluation clinique d’un vaccin par un critére d’évaluation
immunologique mesurable fait partie des plus grands challenges aujourd’hui dans la conception

de nouveaux vaccins. D’autant plus que la protection obtenue aprés vaccination est complexe
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a la fois dans son mécanisme et dans sa manifestation. Il peut exister un seul corrélat de
protection nécessaire et suffisant pour que le vaccin apporte une protection, en vaccination c’est
le plus souvent I’induction de la production sérique d’Ac ayant une fonction définie (Plotkin,
1999, 2001). En effet, le réle important des Ac dans le controle des infections, la facilité d’acces
a ces Ac dans le sang ainsi que la standardisation des tests de mesure ont mis au premier plan
la réponse humorale comme corrélat de protection. La réponse Ac post-vaccination suit alors
le modele suivant selon lequel ce marqueur est impacté par la vaccination (la réponse Ac
augmente) et est statistiquement associé a la protection induite (Schéma n°3, axe rouge) tandis
que d’autres marqueurs immunitaires peuvent étre impactés par la vaccination (augmentation
ou diminution) mais ne jouent aucun réle dans la protection (Schéma n°3, axe gris). Dans
d’autres cas plusieurs marqueurs immunitaires peuvent expliquer 1’effet protecteur : soit deux
marqueurs en série (Schéma n°3, axe vert) issus d’une méme voie (e.g. cascade de cytokines),
soit deux marqueurs issus de voies différentes (Schéma n°3, axe bleu) (e.g. réponses humorale
et cellulaire T CD8+), ou bien deux marqueurs peuvent étre en association mais dont un seul
est impliqué dans la protection (Schéma n°3, axes rouge et jaune). Dans ce dernier, le marqueur
immunitaire de I’axe jaune pourrait prédire avec précision 1’efficacité du vaccin et pourrait étre
utile pour son développement et son homologation uniquement s’il est fortement associé au

marqueur immunitaire de 1’axe rouge (e.g. réponses humorale et cellulaire T CD4+).
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Schéma n°3 : Différents modeles de corrélats pour la protection vaccinale (rouge : un seul
corrélat est nécessaire, bleu et vert : plusieurs corrélats sont nécessaires, jaune : un marqueur
peut ou non se substituer au corrélat, gris : une réponse immunitaire n’ayant aucun lien avec la
protection) Inspiré de (Nguipdop Djomo et al., 2013)
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2) Diversité des corrélats de protection

La protection vaccinale peut étre de différentes natures : prévenir I’infection systémique,
I’infection des muqueuses, la maladie ou la maladie grave. Les marqueurs immunitaires
capables de jouer un rble dans cette protection sont de différentes natures: réponses
immunitaires adaptatives médiées par les Ac ou par les cellules (Amanna and Slifka, 2011;
Thakur et al., 2012).

i. L’immunité humorale

L’immunité humorale prévient I’infection et peut étre de différentes natures. Elle se
caractérise par exemple par les réponses NAc induites apres vaccination. Ces Ac fonctionnels
sont les principaux acteurs de I’immunité protectrice, ils sont capables de neutraliser la capacité
du virus a pénétrer ou a se répliquer dans les cellules. Les Ac peuvent appartenir a différentes
classes et sous-classes d’lg incluant par exemple les IgG du sérum et les 1gG et IgA des
muqueuses. Ces Ig peuvent aussi agir de d’autres maniéres par opsonisation ou encore
activation du complément, impliquant des protéines sériques régulatrices de I’immunité pour
I’élimination des pathogénes. Une autre fagon de se defendre est la cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des Ac (ADCC). C’est un des mécanismes par lesquels les Ac agissent
pour limiter et contenir 1’infection. 1l est mené par les cellules naturelles tueuses (NK) par le
biais de différentes protéines : les perforines (protéines formant des pores), les granzymes
(sérines-protéases), les intermédiaires réactifs de I’oxygene et les cytokines. Ces cellules lysent
une cellule infectée, marquée par des Ac liés a des Ag du pathogene présents sur la membrane.
Les cellules de I’'immunité innée telles que les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages
peuvent également servir de médiateurs. Quant aux cellules B mémoires elles assurent, avec les
plasmocytes, la défense contre les infections lorsque les Ac préexistants sont tres faibles ou si
I’invasion de I’agent pathogéne n’est pas capable de surmonter les titres d’Ac presents. Cette

mémoire humorale peut fournir une protection a vie contre les agents pathogenes rencontrés.

ii. L’immunité cellulaire

L’immunité cellulaire tue les cellules infectées et agit de différentes manieres. Par
exemple, les cellules T CD4+ et les cytokines sécrétées jouent un rdle central dans la
coordination et [’aboutissement des réponses immunitaires adaptatives. Aprés la

reconnaissance de I’Ag, présenté via le CMH de classe Il par les APC, les LT CD4+ sont activés
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et se différencient en LT CD4 helper (e.g. Thl, Th2, Th17) effecteurs ou régulateurs. L activité
des cellules effectrices s’exprime par la libération de cytokines : I’IFNy, le TNFa et I’IL-2 pour
les cellules THI, I’1L-23 et I’IL-17 pour les cellules TH17. Tandis que la reconnaissance de
I’Ag présenté via le CMH de classe I s’effectue par les LT CD8+, ils sont ainsi activés et
deviennent cytotoxiques afin d’éliminer les cellules infectées par le virus. Cette cytotoxicité se
caractérise par 1’exocytose de protéines cytotoxiques comme la perforine, les granzymes et des
cytokines telle que I’IFNy. Ensuite, le vaccin efficace génére une mémoire cellulaire de longue
durée, les LT CD4+ et CD8+ sont dans ce cas capables de reconnaitre et réagir rapidement
contre une nouvelle infection (Kaech et al., 2002). C’est la phase d’expansion qui produit une
population de cellules T effectrices, une petite partie de cette population donne un pool de
cellules mémoires et une grande partie meurt dans la phase de contraction. Les cellules
mémoires sont composées de deux populations : les cellules T effectrices mémoires (TEM)
circulant a travers les tissus non lymphoides (capacités effectrices directes, trés peu
prolifératives) et les cellules T centrales mémoires (TCM) circulant a travers les tissus
lymphoides (longue durée de vie, forte capacité proliférative, sans capacité effectrice directe)
(Sallusto et al., 1999). La poly-fonctionnalité des LT est aussi étudiée, cette mesure permet une
évaluation plus précise du répertoire des cellules T effectrices et mémoires. Les LT
polyfonctionnelles sont des lymphocytes produisant simultanément différentes cytokines (e.g.
IFNy, TNFa, et IL-2).

Ces multiples réponses immunitaires, qu’elles soient humorales ou cellulaires, sont
susceptibles de représenter les corrélats de protection vaccinale. Ces marqueurs immunitaires
sont quantifiés chez I’homme apres vaccination a la recherche de celui le mieux corrélé a la
protection. Dans le cas ou la personne est jugée immunisée ce corrélat est capable de controler
la propagation du pathogéne et/ou le développement de la maladie. La premiere difficulté a la
détermination de ces corrélats est qu’il en existe une multitude dépendants en grande partie de

la nature du pathogene et de son mode d’infection.

3) Quelques exemples de corrélats

i. Les infections bactériennes

Dans le cas des maladies engendrées par les toxines bactériennes : la diphtérie, le tétanos
et la coqueluche (Bjorkholm et al., 1986; Edsall, 1959; j ipsen, 1946; Mccomb, 1964; Taranger

et al., 2000) ; ou par les polysaccharides des capsules bactériennes : I’Hib, les pneumocoques,
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les méningocoques et la typhoide (Denoél et al., 2007; Granoff and Lucas, 1995; Jodar et al.,
2003; Kayhty, 1994; Kayhty et al., 1983; Keddy et al., 1999; Klugman et al., 1996; Lee et al.,
2003; Maslanka et al., 1998; Siber et al., 2007), ce sont les Ac dans le sérum qui représentent
le corrélat de protection contre I’infection. La diffusion d’Ac 1gG dans les muqueuses
représente aussi un corrélat de protection pour la vaccination contre I’HIb et la typhoide (Viret
et al., 1999). Tandis que les réponses des cellules B mémoires et lymphocytaires T CD4+
peuvent jouer respectivement un réle dans la protection vaccinale a long terme contre 1’HIb
chez I’homme (Perrett et al., 2014) et la coqueluche chez la souris (Leef et al., 2000). Il existe
une corrélation entre les faibles niveaux d’antitoxine IgG de la coqueluche et une prédisposition
a la maladie chez les enfants (Taranger et al., 2000). Cette protection est en corrélation avec les
Ac non seulement contre la toxine coquelucheuse mais aussi contre les facteurs d’attachement
(Cherry et al., 1998; Storsaeter et al., 1998). Concernant la typhoide il existe, en plus des Ac,
une association directe entre les niveaux de cellules T CD8+ multifonctionnelles spécifiques de
Salmonella Typhi, la protection contre la maladie typhoide et le retard dans 1’apparition de la
maladie (Fresnay et al., 2016). Contre la tuberculose, ce sont les cellules lymphocytaires
polyfonctionnelles T CD4+ qui sont démontrées intervenant dans le contrdle de la charge virale
durant I’infection chez ’homme (Caccamo et al., 2010; Day et al., 2011; Harari et al., 2011,
Qiu et al., 2012) et I’ITFNy est essentielle dans la susceptibilité a la maladie (Jouanguy et al.,
1996, 1997; Levin et al., 1995). Les cellules lymphocytaires T CD8+ multifonctionnelles
spécifiques de la bactérie contribuent aussi a la protection contre I’infection chez la souris

(Green et al., 2013; Orme, 1993; Tang et al., 2008).

ii. Les infections virales

Les Ig représentent des corrélats de protection contre I’infection provoquée par le VHA
et le VHB (Fjore et al., 2008; Jack et al., 1999; Nalin et al., 1993; Werzberger et al., 1998). Le
titre d’Ac s’est avéré €tre en corrélation avec 1’induction des réponses cellulaires T CD4+ qui
servent de médiateurs a la mémoire des cellules B, permettant ainsi de prévenir 1’infection par
le VHB et la maladie chez I’homme (Gelinas et al., 2017). Les NAc sont considérés comme
protecteurs chez le singe dans le cas du virus de la fiévre jaune transmis par les arthropodes
(Mason et al., 1973) et sont ainsi utilisés chez ’homme comme corrélat de protection. Le critere
admis par la communauté scientifique pour I’acceptabilité d’un vaccin antigrippale est le taux
d’HAI sériques (1/40), ce taux permettrait de protéger 70% des sujets, avec une protection

augmentant graduellement jusqu’a 90% pour des titres plus élevés (Dowdle et al., 1973; Hobson
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et al., 1972). Ce résultat est aussi retrouvé dans le cas de 1’inoculation intranasale de virus
atténués, indépendamment des souches et du statut vaccinal des individus (Al-Khayatt et al.,
1984; de Jong et al., 2003). Les NAc représentent aussi un corrélat employé en vaccination, ces
deux types d’Ac pourraient étre utilisés ensemble afin de garantir la sensibilité et la spécificité
dans I’évaluation des vaccins antigrippaux (Trombetta and Montomoli, 2016). L’importance
des réponses immunitaires cellulaires T CD4+ et CD8+ dans la protection contre la grippe est
aussi largement étudiée (Altenburg et al., 2015; Clemens et al., 2018), notamment chez les
personnes agees chez qui les LTC granzyme B (GzB) sont reconnus comme meilleur corrélat
de protection que les Ac (McElhaney et al., 2009; Rimmelzwaan and McElhaney, 2008). Dans
le cas du vaccin antigrippal vivant atténué, administré par voie intranasale, la production d’Ac
IgG sériques et IgA est protectrice avec une synergie lorsque les deux sont présentes (Belshe et
al., 2000). Dans le méme cas, I’immunité cellulaire induite par la réplication du virus vaccinal
peut aussi contribuer a la protection contre les symptdémes cliniques (Forrest et al., 2008). Apres
immunisation avec le vaccin recombinant cytomégalovirus (MCMV), exprimant un épitope
CMH-1 du virus de la grippe A HIN1, les cellules lymphocytaires T CD8+ résidentes mémoires
spécifiques sont activées dans les poumons et conférent une protection contre le challenge
infectieux avec le virus de la grippe chez la souris (Zheng et al., 2019). En effet, uniqguement
les souris immunisées par la voie intranasale étaient capables de controler I’infection comparée
a la voie intrapéritonéale. Le rdle protecteur des Ac semble évident pour les virus infectant les
muqueuses : les oreillons, la rougeole, la rubéole, la varicelle, le zona, la variole, le
papillomavirus et la polio (Faden et al., 1990; Handisurya et al., 2016; Marine et al., 1962;
Matter et al., 1997; Schiller and Frazer, 2008; Skendzel, 1996; Weibel et al., 1975). En effet,
les Ac constituent le meilleur corrélat de protection contre I’infection aprés vaccination contre
la variole chez I’homme (Fenner et al., 1988; Mack et al., 1972; Sarkar et al., 1975) mais les
réponses LTC CD8+ diminuent la gravité de la maladie si I’infection se produit (Amanna et al.,
2006; Ennis et al., 2002; Rock et al., 2005). Les réponses NAc sont considérées comme
diminuant dans les 3 a 5 ans suivant la vaccination (el-Ad et al., 1990) alors que les LCT
mémoires, ainsi que les LB mémoires, spécifiqgues du vaccin antivariolique peuvent se
maintenir jusqu’a plus de 50 ans chez les personnes immunisées dans 1’enfance (Combadiere
et al., 2004; Crotty et al., 2003; Demkowicz et al., 1996), ce qui pourrait représenter des
corrélats de protection contre I’infection. De plus, la persistance résiduelle a long terme de
cellules lymphocytaires T CD4+ présentant des fonctions cytotoxiques a été inversement
associée a la taille des Iésions cutanées formées en réponse a la revaccination contre la variole

chez ’homme (Puissant-Lubrano et al., 2010). Les deux vaccins contre la poliomyeélite
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produisent des NAc sériques qui préviennent la virémie, le vivant atténué induit aussi une
protection grace aux IgA sériques, salivaires et par la diffusion d’IgG dans les muqueuses (Xiao
and Daniell, 2017). Les NAc et les HAI sont des corrélats de protection vaccinale contre la
rougeole et la rubéole, ils conferent une protection contre la maladie tandis que des taux éleves
peuvent protéger contre 1’infection en plus de la maladie (Bolotin et al., 2019; Chen et al., 1990;
Samb et al., 1995). En cas d’infection, les cellules T fonctionnelles empéchent la réplication du
virus de la rougeole, ce qui previent la maladie chez des singes rhésus (Permar et al., 2003).
Des titres d’NAc et HAI sont aussi proposés comme protecteurs contre les oreillons (Ennis,
1969) pourtant aucun corrélat de protection n’est aujourd’hui accepté (Latner and Hickman,
2015). Les Ac sériques préviennent ’infection entrainée par la varicelle et le zona chez
I’homme et peuvent se substituer aux réponses LT CD4+, corrélat de protection contre le
zona (Hayward and Herberger, 1987; Li et al., 2002; Ludwig et al., 2006; Weinberg et al., 2009;
White et al., 1992). Il existe de nombreux travaux mentionnant que les immunités cellulaire
effectrice et mémoire, lymphocytaires T CD4+ et CD8+, sont a la fois nécessaires et suffisantes
pour protéger contre le zona chez les personnes immunodéprimées (Levin et al., 2008; Miller,
1980; Weinberg et al., 2017). La recherche d’un corrélat de protection pour la vaccination
contre les rotavirus est la plus controversée. La mesure d’IgA sériques aprés vaccination orale
fournit un substitut de la stimulation des réponses immunitaires intestinales afin de prévenir la
maladie chez ’homme (Franco et al., 2006; Jiang et al., 2002; Lappalainen et al., 2017; Lee et
al., 2018). Les taux d’IgG sériques sont eux corrélés a la résistance contre I’infection naturelle
(O’Ryan et al., 1994) alors que certaines études chez des modeles animaux ont montré que la
prolifération des LT CD4+ produisant de I’IFNy est corrélée a une protection a long terme apres
vaccination (Blutt et al., 2008; Yuan et al., 2008). Quant aux LTC CD8+ au niveau des
muqueuses peuvent aussi jouer un réle dans la resistance chez la souris (Offit and Dudzik,
1990). Le corrélat de protection utilisé pour la rage est le titre d’NAC et les réponses LT CD4+
et CD8+ semblent aussi jouer un rdle (Plotkin, 2000; WHO, 2007).

49



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

Coqueluche
Diphtérie
Fiévre Jaune
Grippe
Hépatite A
Hépatite B
Hib

Hib

HPV

Méningocoques
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Polio
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Rotavirus

Rougeole
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Variole

Zona

Ac LB

Vaccins Ac sérum LT CD4+ LT CD8+ Références
mugqueuses mem.
Inactivé N (Cherry et al., 1998, Storsaeter et al., 1998;
Taranger et al., 2000).
Inactivé V' (NAc) (Bjérkholm et al., 1986, j ipsen, 1946).
Vivant Atténué v (NAc) (Mason et al., 1973) /Singe rhésus
Inactivé v (HAI vs NAc) (Al-Khayatt et al., 1984; Belshe et al., 2000;
Vivant Atténué Dowdle et al., 1973; Hobson et al., 1972)
(Nasal) v v (igA) Vv (?)
Inactivité v (Fjore et al., 2008; Nalin et al., 1993)
Recombinant N N N (Gelinas et al., 2017; Jack et al., 1999)
Conjugué Vv v (1gG) Vv (?) Vv (?) (Denoél et al., 2007; Granoff and Lucas,
1995; Kéiyhty, 1994, Perrettet al., 2014)
Polysaccharide v v (1gG) (Kéiyhty et al., 1983)
Particules Virales V' (NAc) v (Handisurya et al., 2016; Schiller and Frazer,
2008)
Polysaccharide v v (1gG) (Maslanka et al., 1998)
Vivant Atténué v (HAI, NAc) (Weibel et al., 1975)
Inactivé v (Jodar et al., 2003; Lee et al., 2003;
Siber et al., 2007)
Inactivé V' (NAc) (Faden et al., 1990; Marine et al., 1962)
Vivant Atténué v (NAc) v (lgG/lgA) (Xiao and Daniell, 2017)
Inactivé v (NAc) v (?) Vv (?) (Plotkin, 2000; WHO, 2007)
Vivant Atténué v (19G?) v (igA ?) (Franco et al., 2006; Jiang et al., 2002;
Lappalainenet al., 2017; Lee et al., 2018;
O’Ryan et al., 1994)
Vivant Atténué V' (HAI, NAc) (Bolotin et al., 2019; Chen et al., 1990;
Samb et al., 1995)
Vivant Atténué V' (HAI NAC) (Matteret al., 1997; Skendzel, 1996; Weibel
etal, 1975)
Inactivé V' (NAc) (Edsall, 1959, Mccomb, 1964)
Vivant Atténué v (poly) (Caccamo et al., 2010; Day et al., 2011;
Hararietal, 2011; Qiu etal., 2012)
Vivant Atténué N N v (?) (Keddy et al., 1999, Klugman et al., 1996;
Viret et al., 1999)
Vivant Atténué v (Li et al., 2002, White et al., 1992)
(Combadiere et al., 2004, Crotty et al.,
Vivant Atténué V' (NAc) V(?) Vv Nilait 2003; Demkowicz et al., 1996, Fenner et al.,
mem.) 1988; Mack et al., 1972; Sarkar et al., 1975)
Vivant Atténué v v N (Hayward and Herberger, 1987; Ludwig et

Tableau n°3 : Vaccins et corrélats de protection

al., 20086, Levin et al., 2008; Miller, 1980;
Weinberg et al., 2009,2017)

Les points d’interrogation correspondent aux données contestées dans la littérature. Ces
corrélats proviennent d’études chez ’homme, excepté pour la fievre jaune. HAI : Anticorps
inhibiteurs de I’hemagglutination, NAC : Anticorps neutralisants, IgA : immunoglobuline A,
IgG : immunoglobuline G, poly : polyfonctionnel, CTL mem. : Lymphocytes T cytotoxiques

mMémoires. Inspiré de (Amanna and Slifka, 2011; Plotkin, 2001, 2010; Plotkin and Plotkin, 2008; Thakur et al.,
2012; Williamson et al., 2010)
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Les réponses immunologiques peuvent représenter des biomarqueurs capables de
prédire I’efficacité vaccinale sur une échelle de temps plus courte, tout en utilisant moins de
participants par rapport a 1’évaluation de critéres cliniques, ce qui est tres utile pour
I’accélération du développement des vaccins. Nous observons une multitude de réponses
immunitaires induites (en termes de qualité et de quantité) susceptibles de corréler avec la
protection vaccinale et donc de prévenir les infections et/ou les maladies. Ceci s’explique par
la porte d’entrée du virus, la population cible et la diversité méme des vaccins existants (e.g.
souche antigénique, adjuvants, vecteurs, doses, mécanismes d’action etc.), des agents infectieux
(e.g. sérotypes, parameétres cliniques provoqués) ou encore des caractéristiques intrinséques de
I’individu (e.g. age, génétique, genre, maladie chronique). La difficulté réside dans le choix des
corrélats de protection, il se révele bien souvent multiple : immunités médiées par les Ac et par
les LT. En effet, la coordination entre les compartiments immunitaires adaptatifs est nécessaire
afin d’induire une réponse immunitaire efficace et une protection a long terme aprés vaccination
(Bonduelle et al., 2013). Sans omettre que cette coordination est orchestrée par le systeme
immunitaire inné, premiére ligne de défense contre les pathogénes, qui doit étre investiguée
afin d’affiner nos recherches sur ces marqueurs prédictifs. Il existe encore aujourd’hui de
nombreux vaccins pour lesquels aucun corrélat de protection n’a été réellement défini @ VIH,
dengue, Ebola, malaria, Zika, coronavirus, Chikungunia etc. Tandis que ceux déja identifiés

semblent parfois insuffisants ou controversés.

Concernant les virus émergents, pour lesquels il n’existe pas encore de vaccin, il faudrait
des mois, voire des années, pour identifier les réponses immunitaires de 1’hote susceptibles de
protéger contre ’infection. Par exemple, dans le cas de la pandémie de SARS-CoV-2 il est,
dans un premier temps, essentiel de s’inspirer des études précédemment menées sur d’autres
coronavirus, tels que le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV, dans le but d’émettre des hypothéses
et de prévoir comment le systéme immunitaire de 1’hote peut contréler le virus (Prompetchara
etal., 2020). Le SARS-CoV-1 induit une séroconversion dés le quatriéme jour aprés 1’infection,
des IgM sont alors détectés dans le sang, des IgG et IgA spécifiques sont détectés apres 8 jours
et des NAC sont relevés jusqu’a deux ans aprés I’infection (Liu et al., 2006). De méme pour
I’infection MERS-CoV, une séroconversion est observée deux ou trois semaines apres
I’apparition de la maladie. Ainsi, pour le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV une réponse Ac tardive
et faible est associée & une évolution grave de la maladie (Liu et al., 2017). 1l est intéressant de

noter que les échantillons de serum de 5 patients infectés par le SARS-CoV-2 ont présenté une
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réactivite croisée avec le SARS-CoV-1, ce qui n’est pas le cas avec d’autres coronavirus. Ces
échantillons de serum neutralisent le SARS-CoV-2 in vitro, ce qui suggére I’importance de la
réponse immunitaire humorale dans le contréle de I’infection (Zhou et al., 2020). L’objectif est
alors de déterminer si la cinétique et le titre d’Ac spécifiques du virus sont en corrélation avec
la gravité de la maladie. Une étude a été réalisée a I’aide d’échantillons sanguins prélevés chez
un patient de 47 ans ayant déclaré la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19). Les doses d’IgM
et d’IgG ont progressivement augmenté du 7¢ au 20° jour et de fortes concentrations de cellules
Th spécialisées, de cellules NK et de LB sont détectées 7 a 9 jours aprés le début des
symptdmes. Cette méme étude suggere que les réponses immunitaires adaptatives précoces
spéecifiqgues du SARS-CoV-2 pourraient étre liées a de meilleurs résultats cliniques de la
maladie (Thevarajan et al., 2020). L’activation des LT CD4+, LT CD8+ et NK a montré une
association significative avec le statut inflammatoire de la maladie pendant que les LB assurent
la production d’Ac IgM et 1gG spécifiques visant a neutraliser le virus (Kellam and Barclay,
2020; Qin et al., 2020; Wang et al., 2020a). Les patients admis en soins intensifs présentaient
des taux sériques élevés d’IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IP-10, MCP-1, MIP-1a et TNFa
(orage cytokinique) ainsi que des taux élevés de facteurs de stimulation des colonies de
macrophages et de granulocytes (Costela-Ruiz et al., 2020; Wang et al., 2020b). Ainsi
investiguées, les réponses immunitaires adaptatives spécifiques du virus représentent des
indices essentiels pour la recherche des corrélats de protection. Alors que le SARS-CoV-2
suscite de graves préoccupations de santé publique dans le monde, 1’étude des caractéristiques
du virus et de son interaction avec le systtme immunitaire de 1’h6te pourrait permettre de mieux
comprendre comment 1’agent pathogéne provoque la maladie chez certains alors que la grande
majorité des personnes infectées ne présentent que de légers symptbmes, ou sont

asymptomatiques.

4) Hétérogénéité interindividuelle

Les réponses immunitaires a une infection ou a la vaccination varient considérablement
d’un individu a I’autre, tant en qualité qu’en intensité. Par exemple, les réponses AC apres
vaccination peuvent varier jusqu’a 100 fois entre les individus comme c¢’est le cas pour le vaccin
TIV (Nakaya et al., 2015) et celui contre le VHB (Junqueira et al., 2010). Ces variations ont

des conséquences sur 1’efficacité de protection d’un vaccin et sur la durée de cette protection.
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i. La biographie immunologique

La biographie immunologique (ou encore immunobiographie) est considérée comme
unique pour chaque individu. En effet, selon I’'immunobiographie de 1’hdte, I’'immunogénicité
d’un Ag est plus ou moins forte ou bien 1’Ag peut étre simplement toléré. La plasticité du
systéme immunitaire s’explique par le fait que ses cellules sont capables de reconnaitre des
facteurs de stress externes et internes, mais aussi de s’adapter et de se modeler en fonction de
la variété des stimuli auxquels elles sont exposées. Dans ce cas, les réponses immunitaires de
chaque individu sont uniques en raison de I’histoire immunologique, ¢’est-a-dire la somme de

toutes les expériences et stimulus regus.

L’architecture de «nceud papillon » est un concept récent qui tente de saisir
I’architecture opérationnelle et fonctionnelle des systémes complexes et auto-organisés face
aux perturbations environnementales, il est aussi utilisé afin de décrypter le systeme
immunitaire. Cette architecture en nceud de papillon montre la capacité du systeéme a accepter
un large éventail d’intrants (e.g. stimuli extrinséques a I’individus), ces derniers sont convertis
au sein d’une construction universelle qui résiste a la défaillance (construction modulaire qui
s’apparente ici a I’organisme, indirectement au systéme immunitaire) (Csete and Doyle, 2004;
Grignolio et al., 2014). L’organisme organise de maniére optimale les flux d’informations,
facilite le contrdle du systeme immunitaire dans sa globalité en atténuant les effets entrants, en
réduisant les perturbations et en les restituant en de nombreuses réponses sortantes (e.g.
réponses immunitaires fortes ou bien faibles, la tolérance, lamémoire). L’impact de ces diverses
fluctuations entrantes (encodées dans le génome) devient constitutif de I’individu et participe
donc a son identité (Waddington, 1953). Une structure ordonnée, tel que le systéeme
immunitaire, est capable de conférer un équilibre entre efficacité d’action, robustesse et surtout
évolutivité, dans le but faire face a un environnement fluctuant. Cette architecture est aussi
retrouvée au sein des réseaux métaboliques, des signalisations cellulaires, des installations
technologiques, des phénomeénes sociopolitiques, des techniques managériales etc. (Tieri et al.,
2010; Zhao et al., 2006).
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Figure n°4 : Concept du « nceud papillon »

Représentation schématique du concept de « nceud papillon ». 1l existe une multitude de
signaux d’entrée, c’est un flux d’informations variables de différentes natures et intensités
(général). Le caractere spécialisé du systeme le contraint a admettre cette variabilité ce qui lui
apporte flexibilité et robustesse. C’est dans ce noyau (identité) que les informations sont
comprimées par des regles et protocoles rigides, puis des décisions sont prises sur le tri et le
sort de la restitution des informations du systéme. Inspirée de (Franceschi et al., 2017; Tieri et al., 2010)

Le modelage du systeme immunitaire au cours de la vie impact a la fois les réponses
immunitaires innées et adaptatives (Franceschi et al., 2017; Zimmermann and Curtis, 2019).
Cette hétérogénéité interindividuelle des réponses immunitaires joue un rdle crucial sur
I’efficacité des vaccins. Des dizaines de millions d’enfants vaccinés dans le monde sont estimés
ne pas étre protégés contre les pathogenes tels que la tuberculose, la rougeole ou la poliomyélite
(Grassly et al., 2015). Cette inefficacité est expliquee par le manque de compréhension des
différents facteurs intrinséques comme par exemple 1’age et le polymorphisme génétique, ou
extrinseques comme la localisation géographique des populations, pourtant nécessaire dans le

développement des vaccins.

ii. Les facteurs de la disparité immunitaire
a. Age
Les facteurs a 1’origine de la disparité des réponses immunologiques a la vaccination
peuvent étre de différentes natures. Par exemple, des changements sont apportés au sein du

systéme immunitaire au cours de la vie : perte de I’immunité passive maternelle, maturation de

I’immunité durant I’enfance, exposition répétée a une grande variété d’Ag durant la vie et
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immunosénescence progressive liée au vieillissement. Il a été demontré que les réactions aux
vaccins sont diminuées en début de vie mais également chez les personnes agees, signalées par
une plus faible présence d’Ac (Pera et al., 2015). Par exemple, de plus faibles réponses
humorales sont observées chez les nourrissons et les jeunes enfants pour les vaccins contre la
polio, la diphtérie et le tétanos mais aussi chez les personnes agees pour les vaccins contre le
VHA, le VHB et la grippe. Les réponses cellulaires et cytokines sont aussi affaiblies chez ces
personnes pour les vaccins BCG et TIV (Zimmermann and Curtis, 2019). L’immunité
cellulaire, plus précisément LTC GzB, s’est alors avérée étre un meilleur prédicteur de la
protection vaccinale contre la grippe chez les personnes agées (McElhaney, 2011; McElhaney
etal., 2006, 2009). La différence en terme d’'activation de I'immunité innée en fonction de I'age
a aussi été confirmée par la mesure des taux sanguins de cytokines et de chimiokines, mettant
en évidence une inflammation chronique plus élevée chez les personnes agées (Fagiolo et al.,
1993; de Gonzalo-Calvo et al., 2010; Seidler et al., 2010).

b. Génétique et genre

Les groupes ethniques vivants au méme endroit présentent aussi des réponses variées a
la vaccination ce qui indique une influence génétique sur les réponses aux vaccins. Le
polymorphisme des génes du CMH et des récepteurs PRR (e.g. récepteurs de type Toll) sont a
I’origine des variations observées lors des réponses humorales et cellulaires (Linnik and Egli,
2016), comme cela a été étudié dans le contexte de la rougeole (Ih et al., 2013) et de la grippe
(Tang et al., 2007). Ainsi les différents niveaux d'expression des génes impactent les réponses
vaccinales. Par exemple, les personnes ayant une expression forte, un jour apres vaccination,
des genes impliqués dans la signalisation précoce de I'IFN, et le traitement et la présentation
des Ag, ont présenté des réponses d'Ac plus élevées au vaccin TIV contre la grippe (Bucasas et
al., 2011). Des effets génotypiques significatifs sur I’expression des génes ont été également
trouvés corrélés avec I’intensité des réponses Ac a la vaccination antigrippale (Franco et al.,
2013). De plus, d’apres la littérature, les femmes ont tendance a présenter des réponses
humorales et cellulaires plus élevées que les hommes et il est intéressant de noter que quelques
jours aprés vaccination contre la fiévre jaune, I'expression de 660 génes change chez les
femmes, alors que seulement 67 genes sont exprimés difféeremment chez les hommes (Klein et

al., 2010). Ainsi, les réponses immunitaires innées precoces different selon le genre.
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c. Microbiote

Le microbiote a aussi un impact sur les réponses immunitaires induites apres
vaccination. Effectivement, les commensaux symbiotiques habitant le corps humain sont
connus pour favoriser 1’induction des réponses immunitaires innées et adaptatives de 1’hote,
d’autant plus que de nombreuses cellules immunitaires sont localisées sur des sites colonisés
par des microorganismes tels que la peau ou le tractus gastro-intestinal (Belkaid and Hand,
2014; Zimmermann and Curtis, 2018). Par exemple, plus la composition du microbiote
intestinal de 1’hote est diverse plus la réponse immunitaire au vaccin oral contre la typhoide est
robuste (Eloe-Fadrosh et al., 2013). En outre, une association positive entre 1’abondance des
espéces de bactéries Streptococcus bovis au sein du microbiote intestinal avant vaccination et
I’efficacité du vaccin oral contre le rotavirus a été constatée, pendant que 1’abondance des
especes Bacteroides et Prevotella était corrélée avec I’absence de réponse immunitaire suite a
la vaccination (Harris et al., 2017). Une association positive a été relevée entre la bactérie
Bifidobacterium, observée avant vaccination, et les réponses prolifératives des LT CD4+ et
CD8+ apres vaccinations BCG ou contre I’anatoxine tétanique ; une association retrouvée avec
les réponses IgG spécifiques a ’anatoxine tétanique et au vaccin contre le VHB. Alors que des
niveaux éleveés de pathogeénes entériques, les Enterobacteriales et les Pseudomonadales, étaient
associés a une neutrophilie et a des réponses vaccinales plus faibles (Huda et al., 2014).
L’association positive entre le microbiote des voies respiratoires (nasopharynx) et le niveau
nasal d’IgA apres vaccination LAIV est aussi observée (Salk et al., 2016). D’autant plus que
des études récentes suggerent que 1’exposition du systéme immunitaire a des Ag du microbiote
intestinal pourrait altérer la réponse au vaccin contre le VIH-1. Une réactivité croisée entre les
Ag du microbiote intestinal et les cellules naives et mémoires T CD4+ et B est décrite (Trama
et al., 2014) montrant que la réponse Ac contre ce vaccin pourrait étre aussi formée par les
cellules B intestinales stimulées par les hotes commensaux (Williams et al., 2018). D’autres
études ont montré que les Ag et les métabolites microbiens favorisent fortement la
différenciation des plasmocytes au niveau des muqueuses et des sites systémiques (Kim et al.,
2016). Par exemple, des métabolites microbiens favorisent la production d’IgA en régulant le
métabolisme et I’expression des génes dans les cellules B au sein d’un mode¢le souris et dans
une étude in vitro chez I’homme (Kim et al., 2016; Wu et al., 2017). La reconnaissance des Ag
microbiens par les différents répertoires du CMH contribue également a modifier les répertoires
des IgA, qui a leur tour modulent la composition du microbiote dans I’intestin (Kubinak et al.,
2015).
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d. Immunité préexistante et environnement

L’immunité préexistante avant vaccination impacte les réponses immunitaires
protectrices. Par exemple, les réponses Ac spécifiques au vaccin TIV sont trouvées
positivement associées aux titres d’Ac pré-vaccination (Mugitani et al., 2014). Tandis que les
personnes agées ayant de faibles niveaux d’Ac contre le virus influenza avant la vaccination
peuvent ne pas avoir de séroconversion aprés une dose de vaccin TIV (Matsushita et al., 2012).
De méme, I’hétérogénéité environnementale et socio-€conomique se doit d’étre prise en compte
avant de prédire la performance d’un vaccin dans une population. Le vaccin BCG est le plus
étudié concernant les différences géographiques dans la réponse a la vaccination. L’efficacité
de ce vaccin pour la prévention de la tuberculose pulmonaire varie entre 0 et 80%, pres de la
moitié de cette variabilité s’explique par les différents sites géographiques (Fine, 1995). Des
études ont démontré que les réponses immunitaires adaptatives au vaccin BCG sont différentes
entre les populations du Royaume-Uni, par rapport aux enfants malawiens, gambiens et
indonésiens (Djuardi et al., 2010; Lalor et al., 2009, 2011). Des résultats similaires sont
observés concernant les vaccins contre 1’HIb, le VHB, ou encore la grippe dans d’autres
populations (Kollmann, 2013). Ces études suggérent une association entre I’immunogénicité
vaccinale et les conditions de vie des populations telle que la promiscuité liée a une plus forte
exposition aux bactéries et virus. Tandis que des réponses Ac et cellulaires plus faibles sont
mises en évidence aprés vaccination antigrippale chez des écoliers ruraux comparées a des
écoliers semi-urbains, chacun de ces Gabonais ayant déja contracté la grippe dans le passé (van
Riet et al., 2007). Ce sont les infections antérieures par des parasites (e.g. malaria) et leur statut

nutritionnel qui semblent avoir influencé ces différences entre les deux groupes d’écoliers.

Les réponses immunitaires importantes pour la protection contre les infections changent
quantitativement et qualitativement en fonction des facteurs que sont 1’age, la génétique, le
genre, le microbiote et I’'immunité préexistante. Mais la diversité de ces facteurs est beaucoup
plus large: facteurs intrinséques a I’hdte, périnatals, extrinséques, comportementaux,
nutritionnels, environnementaux etc. sans oublier ceux affiliés aux vaccins eux-mémes ou

encore aux voies d’administration utilisées.
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Figure n°5 : Les facteurs qui influencent les réponses immunitaires a la vaccination

Inspirée de (Zimmermann and Curtis, 2019)

En conclusion, I’identification de corrélats de protection est trés complexe, d’autant plus
que pour étre fiables ils se doivent de se substituer a la protection clinique dans n’importe quelle
population. De plus, les réponses aux vaccins ne se résument pas uniquement aux réponses
adaptatives, les réponses innées et inflammatoires jouent également un réle crucial. En
conséquence, une compréhension plus approfondie des facteurs a I’origine de I’hétérogénéité
interindividuelle des réponses immunitaires mais aussi des interactions entre différents
composants du systéme immunitaire est nécessaire pour optimiser la performance des vaccins.
Dans ce contexte, le nouvel 4ge d’or en vaccinologie se caractérise par le développement de
vaccins personnalisés basés sur des études génotypiques et phénotypiques des marqueurs

immunitaires (Poland et al., 2008).
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Chapitre Il :
Orchestration du systeme immunitaire

«Lla grandeur des actions La premiere exigence pour qu’un vaccin soit efficace

humaines se mesure a l'inspiration . . . i
est de fournir des signaux de danger afin de déclencher une

qui les fait naftre »

Louis Pasteur réaction inflammatoire suffisante médiée par les cellules de
I’innée capable d’orchestrer et amplifier les réponses adaptatives spécifiques (Coffman et al.,
2010; Levitz and Golenbock, 2012). Nous connaissons ces 20 dernieres années une révolution
dans notre compréhension des cellules, des récepteurs et des molécules qui contribuent a
I’immunité innée (lwasaki and Medzhitov, 2010). Au cours du développement des vaccins nous
ne nous concentrons plus uniquement sur les réponses adaptatives et les corrélats de protection

mais bien sur les moyens de comprendre et de manipuler I’'immunité innée afin d’assurer

I’efficacité vaccinale (e.g. adjuvants, voies d’administration).

1) Des marqueurs de 'immunité innée

Les réponses immunitaires innées font partie de la premiere ligne de défense de 1’hote.
L’immunité innée est conservée au cours de 1’évolution, elle répond dans les minutes qui
suivent I’infection et est non spécifique de ’agent infectieux, congue pour détecter des motifs
moléculaires larges et conservés exprimés par les micro-organismes pathogenes. Lors de
I’interaction PRR-PAMP la barriere peau-muqueuse représente la ligne de défense constitutive
contre les pathogenes et la ligne de défense induite est caractérisée par la phagocytose et la
réponse inflammatoire. Les macrophages et DC activés libérent dans le milieu extracellulaire
des cytokines, médiatrices de 1’inflammation (e.g. chimiokines, TNF, IL, IFN) (Pulendran,
2004; Takeda and Akira, 2004). Les cytokines et chimiokines représentent la grammaire du
systéme immunitaire, ces messagers communiquent et orchestrent les réponses immunitaires.
Elles sont a I’origine du recrutement des cellules circulantes au site d’inflammation (monocytes,
granulocytes, lymphocytes dont les cellules NK), de I’endocytose du pathogéne et des cellules
mortes, elles régulent des molécules co-stimulatrices (e.g. CD40, CD80, CD86) et sont a
I’origine de la réparation des lésions (Kang and Compans, 2009). Les Ag engagés grace aux
signaux de danger sont dégradés par les macrophages, polynucléaires et DC. Les APC, apres

avoir ingére et dégradé les pathogénes, jouent un role essentiel dans 1’activation des cellules
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immunitaires adaptatives. En effet, ce sont les DC professionnelles qui migrent du site
d’infection vers les tissus lymphoides secondaires (e.g. ganglion lymphatique, rate, tissus
lymphoides associés aux muqueuses) ou 1’Ag est présenté aux LT et LB, ce qui entraine leur
activation et leur maturation (Palucka and Banchereau, 2013).

PAMPs / DAMPs
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Figure n°6 : Représentation schématisée de la cinétique des réponses immunitaires

DC : cellules dendritiques, Ma: macrophages, NK: cellules tueuses naturelles, E:
éosinophiles, N : neutrophiles, B: Basophiles, CC: composants du complément, Mo :
monocytes, SL : systéme sanguin et lymphatique, GL : ganglion lymphatique, P : plasmocytes,
LB : lymphocytes B, LT : lymphocytes T CD4+ et CD8+, Th : cellules T helper 1 et 2. La fleche
continue represente le recrutement des différents types cellulaires au site d’inflammation. La
fleche pointillée représente la migration des cellules présentatrices d’antigénes vers les
ganglions lymphatiques. Inspirée de (Higgs et al., 2012; McKee and Lukens, 2016; Slight and Khader, 2013)
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En pratique, la mesure de la sérologie systémique offre une approche essentielle afin de
capturer la biodiversité des profils de réponses a un vaccin, ce qui permet 1’identification des
répondeurs (protéges) et non répondeurs (non protégés). La réponse cellulaire peut parfois aussi
étre identifiée comme corrélat. L’inconvénient est que ces réponses adaptatives prennent des
semaines, voire des mois, a s’exprimer post-vaccination. Depuis quelques années, nous sommes
a la recherche de biomarqueurs sanguins précocement induits aprés vaccination afin de pouvoir
évaluer suffisamment tot I’'immunogénicité et I’efficacité vaccinale. De tels biomarqueurs nous
guideraient pour la sélection du vaccin le plus efficace parmi les candidats existants, et cela dés
le début de la recherche et de son développement. En effet, ces marqueurs faciliteraient le
dépistage et le classement des vaccins candidats, ils seraient aussi d’une importance capitale
lors d’épidémies afin d’accélérer la formulation de nouveaux vaccins. De plus, des
biomarqueurs de sécurité pourraient prédire et prévenir les effets indésirables locaux et
systémiques plus ou moins graves provoqués par la vaccination, dés le début de I’évaluation
préclinique ou clinique. Dans ce but, il nous faut accroitre nos connaissances sur les
mécanismes mis en place quelques heures a quelques jours au sein du systéme immunitaire inné
aprées vaccination. Les scientifiques cherchent également a adapter les formulations vaccinales
actuelles de sorte a programmer la qualité et I’intensité des réponses adaptatives effectrices et
mémoires en ciblant les protagonistes du systeme immunitaire inné. Par exemple, le vaccin
contre la fiévre jaune est un des premiers a avoir été étudié pour approfondir les connaissances
sur les mécanismes innés par lesquels I’efficacité vaccinale est obtenue. Des signatures
transcriptionnelles sont identifiées comme essentielles a I’induction de réponses humorales et
cytotoxiques €elevées contre le vaccin YF-17D. Ces génes sont impliqués dans la signalisation
IFN de type I et I'immunité antivirale (Gaucher et al., 2008; Querec et al., 2009). Des adjuvants
peuvent aussi étre testés afin de cibler des circuits de signalisation de I’immunité innée incluant
des facteurs de transcription a I’origine de 1’expression de geénes codant pour des cytokines,

chimiokines et molécules costimulantes (Gomes et al., 2019; Mosca et al., 2008; Olive, 2012).

En paralléle, lorsqu’aucun vaccin n’existe contre un agent infectieux, il nous est
nécessaire d’apprendre sur les voies innées mises en place précocement aprés infection afin
d’encadrer la conception d’un futur vaccin ciblant les voies indispensables a 1’induction d’une
immunité adaptative efficace. Dans le cas de la pandémie de coronavirus actuelle, seules des
informations limitées sont disponibles sur le statut immunitaire inné des patients infectés par le
SRAS-CoV-2. Pour autant, une étude a examiné 99 cas a Wuhan chez qui une augmentation

des neutrophiles totaux (38%), une réduction des lymphocytes totaux (35%), une augmentation
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d’IL-6 sérique (52%) et une augmentation de la protéine C réactive (84%) (caractéristique d’une
inflammation) ont été relevées (Zhou et al., 2020). L’augmentation des neutrophiles et la
diminution des lymphocytes ont été identifiées corrélées avec la gravité de la maladie et le déces
(Wu et al., 2020). Dans le cas du SARS-CoV-1, la réplication virale entraine une
hyperproduction d’IFN de type | et un afflux de neutrophiles et de macrophages qui sont les
principales sources des pics de cytokines pro-inflammatoires (CXCL10, CCL2, IL-6, TNFa)
apres infection (Prompetchara et al., 2020). Les réponses immunitaires défaillantes au virus du
SARS se traduirait par un « blocage » du systéme immunitaire dans I’immunité innée alors que
la progression vers I’immunité adaptative et la production d’Ac sont fortement corrélées a des
résultats favorables face a la maladie (Cameron et al., 2007, 2008; Nikolich-Zugich et al., 2020).
Des changements similaires ont été observés dans I’infection SARS-CoV-2, provoquant
probablement un retard de I’IFN de type | qui compromet le contrdle viral dans une phase
précoce de I’infection, sous-jacent a I’afflux dérégulé de neutrophiles et de monocytes-
macrophages hyper-inflammatoires, ce qui entraine le dysfonctionnement pulmonaire et la
forme grave de la maladie (Channappanavar and Perlman, 2017; Prompetchara et al., 2020).
De plus, nous savons que les personnes sensibles au COVID-19 sont celles qui souffrent de
maladies chroniques (e.g. diabéte, hypertension, maladies cardiovasculaires) et aucun cas grave
ne semble avoir été signalé chez les jeunes enfants, chez qui la réponse immunitaire innée est
efficace. En conséquence, les données accumulées lors d’infections a coronavirus nous
indiquent fortement que I’immunité innée joue un réle crucial dans les réponses protectrices ou
destructrices, et donc dans I’évolution de la maladie. En partant de cette hypothése,
I’investigation des réponses immunitaires innées n’a jamais €té aussi évidente pour le

développement de traitements et de vaccins rationnels contre de telles infections.

2) Une vision systémique

Un systéme est un ensemble d’entités qui interagissent ou interdépendantes, abstraites
ou concrétes, dont 1’union forme un tout (Carvunis et al., 2009). Le systeme immunitaire se
caractérise par de multiples interactions dynamiques d’un large éventail de molécules, de
cellules et de tissus. La complexité qui en résulte s’ajoute a celle de 1’existence de deux sous-
systemes imbriqués, inné et adaptatif, jouant des réles a la fois distincts et complémentaires. Le
systéme immunitaire est aussi doté d’auto-organisation avec des propriétés émergentes. En
effet, chaque structure est capable de créer de nouvelles stratégies et de modifier les existantes

pour s’adapter aux conditions environnementales changeantes (Coffey, 1998). C’est a travers
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les visions holistiques et interactionnistes que les scientifiques acquiérent des connaissances
plus complétes sur le systéme immunitaire en 1’explorant selon différents horizons cognitifs,
avec des points d’observation a différents niveaux hiérarchiques qui coopérent et se complétent
(Gatherer, 2010). La vision réductionniste se traduit par ’analyse d’un systéme complexe en le
réduisant aux parts individuelles qui le caractérisent, en utilisant un concept linéaire et
déterministe pour découvrir comment le monde et la vie fonctionne (Van Regenmortel, 2004).
Le réductionnisme est une méthodologie analytique puissante qui a permis d’analyser plusieurs
processus moléculaires et cellulaires. L’analyse des cellules est réduite a la compréhension de
ses éléments physico-chimiques, c'est-a-dire a la maniere dont ses atomes et molécules se
combinent et fonctionnent, et non a la compréhension des caractéristiques de la cellule elle-
méme. Mais beaucoup de scientifiques soutiennent que 1’approche réductionniste ne peut plus
faire face a la grande quantit¢ d’informations provenant des sciences et technologies dites
« omiques » (génomique, protéomique, métabolomique...) ainsi qu’a la surprenante
complexité qu’elles révelent. La vision holistique prone alors 1’étude du systéme entier dans
son ensemble, celui-ci ne peut étre ni réduit ni déduit des qualités de ses parties individuelles.
La réalité n’est alors plus vue comme une succession linéaire d’événements élémentaires de
cause a effet mais vue selon une perspective systémique adaptative aux conditions

environnementales changeantes et permettant 1’analyse d’interactions entre plusieurs facteurs.

i. Le paysage épigénétique de Waddington

L’origine de la biologie des systémes remonte aux années 1950 lorsque le scientifique
et philosophe C. H. Waddington crée le concept de « paysage épigénétique » pour représenter
les mécanismes par lesquels les genes déterminent le phénotype (Waddington, 1957). I
visualise les cellules passant d’un état de différentiation a I’autre en suivant un trajet rythmé
par la forme d’un paysage formé de monts et de vallées. Ce paysage est modelé par les
interactions entre genes, influencées par I’environnement et 1’histoire individuelle, fondements
de la variabilité phénotypique des cellules. Ceux-ci conferent la plasticité et le caractére évolutif
du systéme. Ces interactions au sein d’un systéme peuvent étre visualisées sous la forme de
réseaux, ce qui permet d’étudier la complexité des structures et les fonctions émergeantes de
I’orchestration d’un ensemble d’éléments (Barabasi and Oltvai, 2004; Tieri et al., 2010). Les
mathématiques permettent de modéliser cette dynamique complexe a travers 1’étude de la
diversité fonctionnelle d’éléments et la grande variété de leurs interconnexions, mettant en jeu

des boucles de rétroaction positives et négatives (Callard and Yates, 2005; Castellani et al.,
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1998). Par exemple, la biologie de synthése s’inspire aujourd’hui de la génétique moléculaire
et combine ingénierie et biologie afin de reconstruire, modéliser un systéme, reproduire les
interactions des biomolécules, pour mieux comprendre son comportement. Cela fait des milliers
d’années que I’humain utilise des dispositifs biologiques congus pour manipuler
rationnellement le systéeme immunitaire (Geering and Fussenegger, 2015), mais les travaux en
biologie de synthése sont encore loin d’atteindre la complexité du systéme « cellule vivante »,

c’est ce défi qui se pose aujourd’hui a la biologie systémique.

Figure n°7 : Paysage épigénétique : la plasticité d’un systéme

Le systéme est introduit en 1950 par C.H. Waddington dans le contexte de 1’épigénétique. A
cette époque il est représenté par une cellule observée comme un systéme évolutif selon les
conditions environnementales. Cette modélisation représente des monts et des vallées sculptés
par de nombreux génes (traits colorés). La bille rose est la cellule qui se différencie en suivant
des monts et vallées plutét que d’autres, les types cellulaires se différencient ainsi selon les
protéines exprimées. Le souffle (stress environnemental) représente la possibilité de modifier
le paysage attracteur afin de guider le destin de la cellule. Le systéme immunitaire suit cette
dynamique, ce qui permet d’imaginer la grande hétérogenéité des réponses immunitaires au
sein des populations. D’autre part, nous pouvons jouer le réle du souffle et ainsi modifier et

guider le paysage immunitaire a I’aide des formulations vaccinales et voies d’administration.
Inspirée de (Grignolio et al., 2014)

ii. L’approche de Biologie des Systemes

La biologie des systémes est un domaine issu de la biologie moléculaire, de la
génomique fonctionnelle et a été entrainé par les bouleversements technologiques ainsi que les

développements informatiques. La biologie moléculaire traditionnelle ainsi que la génomique
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structurelle suivent un cheminement réductionniste en se concentrant sur la caractérisation des
macromolécules qui constituent 1’organisme dans le but de le décrire, basée uniquement sur la
cartographie et le séquencage des genes et des protéines (gestion de donnees). La génomique
fonctionnelle correspond quant a elle au développement d’approches expérimentales globales,
a I’échelle du génome ou du systéme, pour déterminer la fonction des geénes, en utilisant
I’information fournie par la génomique structurelle (exploitation de données: en tirer des
informations de valeur). Des technologies automatisées, a haut debit et a large échelle,
combinées aux analyses statistiques, permettent a la génomique fonctionnelle d’étendre
I’investigation des génes et protéines individuels a celle de tous les génes et toutes les protéines
simultanément et de maniere systématique (Auffray et al., 2003). C’est a la fin du XXéme
siécle que le génome se révele étre LE systéme a étudier et d’énormes quantités de données
sont genérées, ce sont les bio-informatiques qui relevent le défi de les analyser, les interpréter
et en tirer des informations biologiquement pertinentes. De gigantesques bases de données
multidimensionnelles et non plus linéaires sont alors créées. Un grand nombre de
méthodologies multiparamétriques sont développées et des outils mathématiques sont utilisés
dans le but de déterminer les caractéristiques d’un ensemble de données issues d’un systéme,
déterminer les connections et relations les plus pertinentes, modéliser les mécanismes afin de
révéler les hiérarchies de voie de signalisation, de régulation et de métabolisme. L’essentiel est
de pouvoir générer de nouvelles hypothéses afin de comprendre et prédire le comportement
fonctionnel du systéeme (Ideker and Lauffenburger, 2003). En conséquence, les trois concepts
de base de la biologie des systémes sont : I’exhaustivité (1’incorporation de tous les éléments
moléculaires d’un systeme donné), D’interprétabilité (objectif clair de recherche de
compréhension en biologie) et la puissance prédictive (aspect fondamental de modélisation
mathématique). Ces trois concepts peuvent étre difficiles a remplir simultanément car les

scientifiques sont confrontés a un volume colossal de données hétérogenes.
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Figure n°8 : Reconstructions, analyses et applications en Biologie des Systemes

Schéma récapitulatif des différentes étapes suivies lors d’une approche de Biologie des
Systemes. L’étape de reconstruction associe les informations issues du séquencage et de I’étude
des fonctions des genes sans oublier les connaissances en biochimie et physiologie. Les
analyses reposent sur la génomique qui va donner accés aux cartographies a différentes
échelles : transcriptome, protéome, phénome, microbiome etc. Grace aux outils statistiques ces
données sont intégrées les unes aux autres et permettent de générer de nouvelles hypothéses
biologiques afin d’élucider les propriétés du systeme et le modéliser. Il est ensuite necessaire
de valider expérimentalement ce qui a été observé in silico, le modéliser par biologie

synthétique ou encore étudier les conséquences d’une perturbation de ce Systéme. Inspirée de
(Kitano, 2002; Pulendran et al., 2010)

a. Technologies « omiques »

Dans ce contexte, la biologie moléculaire commence a appliquer les approches
systémiques pour déméler les composants moléculaires et la logique qui sous-tendent les
processus cellulaires. En effet, les protéines et ARN opérent en interagissant les uns avec les
autres en formant des systémes dont la complexité peut difficilement étre comprise une
molécule a la fois. L’intégration, par le biais d’outils statistiques, va alors devenir une solution
aux problémes d’interprétation des données, permettant d’analyser simultanément une grande
guantité de variables de différentes natures obtenues a partir des technologies « omiques » a
haut débit (Ge et al., 2003). Ces techniques aident a cartographier les différents composants

(variables) du systéme d’intérét : la génomique correspond a la cartographie compléte du
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génome (ADN), la transcriptomique a celle des transcrits (ARNm), la protéomique a celle des
protéines, la métabolomique a celle de toutes les réactions métaboliques tandis que
I’interactomique correspond a 1’étude des interactions entre molécules etc. La réalisation de
profils transcriptomiques a été 1’une des premiéres approches « omiques » développées, servant
de lien dynamique entre le génome d’un organisme et les caractéristiques physiques de celui-Ci
(Lockhart and Winzeler, 2000; Velculescu et al., 1997). L’utilisation de différentes
techniques, telles que les puces a ADN (microarrays) et I’analyse en série de I’expression des
genes (SAGE), permettent le contrdle de 1’abondance relative de transcrits et cela
simultanément pour des milliers de génes dans diverses conditions expérimentales. En
immunologie, le profilage global des Ac et Ag est permis par exemple grace aux technologies
telles que les puces a protéines ou peptides et les tests immuno-enzymatiques (ELISA,
ELISPOT). La spectrométrie de masse est tres utilisée en protéomique et métabolomique ainsi
que I’'immunoprécipitation et les techniques de microscopie, elles permettent d’étudier les
protéines et leurs interactions (Ideker and Lauffenburger, 2003). Quant a la cytométrie de flux
et celle de masse, elles permettent de détecter des protéines spécifiques exprimées dans ou a la
surface des cellules, ce qui donne acces a leur phénotype et donc permet 1’identification des
différentes populations. La cytométrie est trés utilisée dans I’évaluation de I’immunogénicité
des vaccins.

L’analyse et ’interprétation des données représentent un défi et un obstacle pour la
démocratisation des approches systémiques dans les études immunologiques et cliniques. La
biologie des systémes s’appuie sur des technologies a haut débit dans le but de cartographier
tous les parametres biologiques constitutifs d’un systeme. Ainsi, 1’accessibilité grandissante
d’un large éventail de technicités et de plateformes est a I’origine du profilage moléculaire et
cellulaire du systéeme immunitaire (Gottschalk et al., 2013). Nous constatons dans la littérature
gue de nombreux projets utilisent la cartographie des transcrits du sang comme dénominateur
commun, permettant de créer des interactions et coopérations entre les domaines de recherche
et laboratoires (e.g. méta-analyses), ces derniers étant restés traditionnellement cloisonnés
(Chaussabel, 2015). Les technologies utilisées pour le profilage du transcriptome sanguin sont
maitrisées, ce profilage représente un bon point de départ en matiére d’analyse omique et il
fédere les différents domaines de recherche. Tandis que le tissu sanguin est un tissu de choix
par son accessibilité, la facilité de conservation des échantillons et la robustesse des méthodes
de collecte. Le sang est aussi un tissu stable et homogéne en opposition avec les organes solides
dans lesquels la composition cellulaire varie considérablement en fonction des zones

d’échantillonnage. Cependant, une des difficultés en transcriptomique concerne 1’étude de
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I’abondance des transcrits, cette derniére peut étre a la fois associée a une régulation
transcriptionnelle ou a des changements de 1’abondance relative de différentes populations
cellulaires, ce qui peut amener a des contraintes d’interprétation des données. Mais la simplicité
de I’échantillonnage et la stabilité du profil ARN font que les études transcriptomiques du sang
se distinguent parmi les approches systémiques (Chaussabel et al., 2010). L’alliance des études
autour de la transcriptomique du sang nous donne 1’opportunité d’échanger des informations,
des méthodologies entre les différents domaines de recherche et de coordonner ces efforts de

profilage a grande échelle.

b. Modélisation des ensembles de données

L’analyse en réseaux est couramment utilisée en immunologie afin de déméler les
principaux régulateurs transcriptionnels qui regissent le développement des cellules
immunitaires et leurs réponses aux facteurs immunomodulateurs. Par exemple, ce sont des
analyses en réseaux de données a I’échelle du systéme et la validation des cibles en aval dans
des modeles de souris KO qui ont permis d’identifier des nceuds régulateurs contrélant les
réponses a I’IFN aprés une infection virale (Litvak et al., 2012). Les réseaux sont omniprésents
en biologie des systémes et puisqu’ils dérivent de connaissances fonctionnelles conservées ils
aident a I’interprétation des analyses de données. Malheureusement, les algorithmes a I’origine
des réseaux bayésiens obtenus a partir de données a grande échelle donnent généralement une
représentation dite en «boule de poils », impressionnante visuellement, encombrée et
difficilement interprétable. Tandis que les algorithmes, souvent stochastiques, produisent
plusieurs représentations visuelles pour un méme réseau ce qui engendre des problémes de
reproductibilité et de comparabilité entre les études. Une nouvelle analyse en réseaux, puissante
et complexe, est proposée par Chaussabel reposant sur les répertoires modulaires (Altman et
al., 2019). A partir d’un vaste ensemble de bases de données, issues de nombreux laboratoires
et projets scientifiques (e.g. maladies infectieuses, maladies auto-immunes, cancers), son
équipe génére des profils transcriptomiques du sang qui leur permettent de créer des réseaux de
co-classement des génes (Chaussabel and Baldwin, 2014). Les transcrits sont regroupés en
fonction de la similarité de leur modéle d’expression et leur probabilité de se retrouver dans le
méme contexte spatio-temporel. Ainsi, des centaines de sous-réseaux de génes densément
connectés nommés « modules » sont formés et peuvent servir de cadre stable pour I’analyse et
I’interprétation de n’importe quel autre ensemble de données transcriptomiques du sang

(Chaussabel and Baldwin, 2014). Puis, plusieurs outils commerciaux et publics reposant sur
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I’enrichissement donnent des indications pour I’interprétation fonctionnelle de ces modules afin
de les relier a des fonctions biologiques. Un tel test d’empreinte transcriptomique ciblé est
utilisé pour la découverte de signatures de biomarqueurs en s’appuyant sur la technologie de
réaction en chaine par polymérase (PCR) qui est a la fois sensible et facilement transposable.
Notons que les répertoires modulaires sont spécifiques a un systéme et 1’approche a jusqu’a
présent été uniquement appliquée au profilage sanguin. L’objectif de tous les chercheurs
aujourd’hui est de rendre de tels essaies, accompagnés des logiciels, disponibles en tant que
plateforme « open source », pouvant étre complétés et modifiés pour répondre a leurs besoins

et partager au profit de la communauté (Chaussabel, 2015).

c. Normaliser, explorer et interpréter

Aujourd’hui I’un des principaux défis en biologie des systemes est I’inexistence d’une
démarche standardisée pour le traitement et I’analyse des données a grande échelle. En
conséquence, 1’utilisation d’un pipeline spécifique de traitement des données peut donner des
résultats différents en comparaison avec d’autres. Par exemple, de nombreuses plateformes
utilisent différentes technologies (e.g. RNAseq, microarray) et sondes (e.g. Illumina,
Affymetrix) dans le but de mesurer 1’abondance des transcrits, elles peuvent étre a 1’origine
d’une variabilité significative dans la mesure de I’expression des geénes mais aussi dans
I’annotation des molécules identifiées. C’est pourquoi une étape de prétraitement des données
et de controle qualité sont nécessaires (Robinson et al., 2014). L’une des procédures de
prétraitement les plus courantes est appelée RMA (Robust Multi-array Average). Elle réduit le
bruit, normalise sur les quantiles et applique une transformation log des données dans le but de
prendre en compte le caractére interdépendant des sondes (Irizarry et al., 2003). Apres 1’étape
de prétraitement, les données se présentent sous la forme d’une grande matrice avec des lignes
par molécules et des colonnes par patient (Robinson et al., 2014). A ce stade, ce sont les matrices
de distance qui sont utiles afin d’indiquer les distances entre les échantillons ou entre les
molécules (homologie vs disparité d’expression), elles sont souvent représentées sous forme de
cartes thermiques. Il existe plusieurs mesures de distance comme la distance euclidienne (la
plus connue), la distance Manhattan et les corrélations (e.g. Pearson, Spearman) selon le type
de données, les conditions comparées et le résultat recherché. Dans un second temps, la
réduction de dimension représente une pierre angulaire des analyses a 1’échelle des systemes.
Elle joue un réle clé dans la réduction du nombre de variables décrivant chaque patient afin que

les données puissent étre tracées sur un graphique de une a trois dimensions (e.g. analyses en
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composante principale PCA). Elle peut étre utilisée a postériori pour le contrdle qualité en
identifiant les échantillons extrémement différents les uns des autres et elle met en évidence les
potentielles associations entre les échantillons. Dans le cadre d’analyses multivariées, des
méthodes sont utilisées pour mesurer 1’association causale entre variables: la régression
linéaire multiple, la régression logistique, la régression des moindres carrés partiels et la
méthode du LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator). Dans un troisieme
temps, nous cherchons a classer les analytes et a sélectionner ceux qui nous informent sur les
variables d’intérét. Cette classification repose sur des seuils arbitraires : la p-value, le Fold-
Change ou le coefficient de corrélation. Pour cela, des tests statistiques sont adoptés, ils
dépendent par exemple de la question posée, du nombre de conditions a comparer, si les
données sont pairées ou indépendantes, si elles suivent une distribution normale ou encore si la
variance des échantillons est homogéene (e.g. test non paramétrique de Wilcoxon, test t
paramétrique de Student). Lorsque la variable indépendante d’intérét est continue la régression
linéaire simple est utilisée (Robinson et al., 2014). Pour déterminer si deux variables sont liées
une autre approche est le calcul du coefficient de corrélation. La corrélation de Pearson est une
mesure de I’association linéaire entre une paire de variables normalement distribuées tandis que
la corrélation de rang, non paramétrique, de Spearman est plus robuste vis-a-vis des valeurs
aberrantes et permet d’identifier toutes les relations monotones entre une paire de variables
(Chu et al., 2019). Les tests comparant plusieurs groupes relévent de I’analyse de la variance
ANOVA (e.g. test de Friedman, test de Kruskal-Wallis). Le plus souvent se sont les tests
statistiques de comparaisons multiples qui sont les plus pertinents a utiliser lors de 1’analyse
des données multivariées incluant des phases importantes de correction des données afin de
s’affranchir des faux-positifs (Misra et al., 2018). En effet, les tests statistiques visent a
identifier les résultats ayant une faible probabilité de se produire par hasard et ainsi éviter les
faux-positifs et faux-négatifs. Pour cela des corrections des tests-multiples sont applicables
telles que la correction de Bonferroni qui consiste a multiplier chaque p-value par le nombre de
tests effectués et la correction Benjamini-Hochberg, prenant en compte le rang de chaque test
(fold-change) ordonné par la valeur p (Hochberg, 1988). Le logiciel R repose sur le langage des
scripts et est particulierement utilisé en biologie des systemes en raison des nombreux packages
pertinents disponibles, allant du prétraitement des données aux tests statistiques et a 1’analyse
en aval. Le package Limma par exemple a été développé dans le but de faciliter 1’analyse
multivariée des micropuces d’expression génique (Smyth, 2004). Ce package peut modéliser
les effets lots des échantillons, les réplicas techniques, mais aussi les expériences complexes a

facteurs multiples et permet de faire des t tests modérés en empruntant des informations a
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d’autres geénes. Suite a I’exploration des données la derniére étape est 1’interprétation
fonctionnelle, pour cela les chercheurs s’appuient sur leurs connaissances de la littérature mais
aussi sur leur intuition assistée par les outils bio-informatiques. En effet, le degré de subjectivité
est essentiel a I’interprétation fonctionnelle. L’explication biologique peut se faire grace aux
annotations et logiciels d’enrichissement tels qu’Ingenuity ou Cytoscape, congus pour la
visualisation de réseaux et 1’analyse de données. Les nombreuses ressources publiques
disponibles (e.g. KEGG, NCBI, Array Express, Genome Browser, Genecard, Uniprot)
recueillent des informations détaillées sur les molécules provenant de la littérature et
d’expériences de validation des voies moléculaires (Chu et al., 2019). Néanmoins, lorsque les
interprétations sont fondées sur des voies moléculaires prédéfinies par la littérature il est parfois
possible qu’elles ne représentent pas avec précision la complexité du systeme biologique
d’intérét (Wanichthanarak et al., 2015). En général, les voies identifiées antérieurement tendent
a renforcer des connaissances bien établies et présentent donc un certain degré de circularité.
C’est pourquoi il est souvent essentiel de valider expérimentalement in vivo et in vitro ce qu’on
observe in silico. Pour finir, la modélisation mathématique est employée dans le but de simuler
et prévoir la dynamique d’un systéme in silico, elle est basée sur des contraintes et selon des
axes spatiaux temporels définis (e.g. approches déterministes ou stochastiques). Les
immunologistes s’appuient de plus en plus sur les approches systémiques afin d’avoir une
perspective globale des évenements moléculaires et cellulaires impliqués dans 1’orchestration

d’une réponse immunitaire.

d. Intégration de données multiparamétriques

L’intégration des données est apparue en raison de la nécessité d’accéder a de
nombreuses bases de données dont le contenu pouvait se chevaucher et de relier plusieurs
d’entre elles dans le but de permettre une représentation sans redondance des informations
(Gomez-Cabrero et al., 2014). En biologie des systémes, les chercheurs sont confrontés a
I’intégration des données par des approches mathématiques et des modélisations relationnelles
afin de décrire mécaniquement les relations entre les composants du systeme. Le défi est
I’utilisation efficace de I’information collective pour obtenir de nouvelles connaissances, et
I’intégration renforce la valeur des données disponibles et les rend plus complétes (Ziegler and
Dittrich, 2004). La méta-analyse par exemple est un outil statistique largement utilisé qui
permet I’association d’informations provenant d’études indépendantes, reposant sur des

données de méme nature (e.g. expression génique). L’intégration de données hétérogenes (e.g.
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génes et méthylation) est un domaine de recherche actif ou les biostatisticiens proposent de
nouvelles méthodes statistiques et développent des outils d’exploration afin d’améliorer
I’utilisation des données, la découverte et la compréhension scientifique. En effet, le
transcriptome du sang ne dit pas tout, d’autres approches systémiques sont nécessaires dans le
but de fournir des informations sur 1’état de d’autres compartiments tels que le protéome, le
métabolome sérique ou le microbiome intestinal, qui doivent aussi contribuer a la prise de
décision clinique (Chu et al., 2019). L’intégration n’est pas un simple collage d’outils mais un
paradigme cohérent pour une interprétation biologique perspicace a 1’origine de nouvelles
connaissances en biologie fondamentale et en termes de santé dans le domaine médical. En
biologie intégrative, le package R mixOmics est par exemple utilisé dans le but d’identifier des
groupes de molécules apparentées entre deux ensembles de données de haute dimension par
différentes méthodes comme I’analyse discriminante et 1’analyse canonique des corrélations
(Rohart et al., 2017). Le package R WGCNA « Weighted correlation network analysis » est
aussi largement utilisé pour analyser les réseaux de coexpression des génes et pour relier des
groupes de genes hautement connectés a des informations supplémentaires telles que le
polymorphisme des nucléotides, les données protéomiques et cliniques (Langfelder and
Horvath, 2008). Tandis que d’autres approches plus sophistiquées gagnent en popularité,
comme les corrélations partielles et les réseaux bayésiens, en raison de leur capacité a découpler
les associations entre variables indirectes (Wanichthanarak et al., 2015). La visualisation
graphique intégrée des différents types de données en omique s’avére étre, probablement, 1’outil
le plus puissant pour I’interprétation des résultats et ’aper¢u des propriétés fonctionnelles
globales. Le machine learning est un champ d’étude de plus en plus exploité en biologie des
systéme permettant aussi 1’analyse combinée de plusieurs ensembles de données omiques et
cliniques (Min et al., 2017). L apprentissage automatique facilite et optimise la réduction de
dimensions au sein des données, leur clusterisation, leur association avec d’autres mesures ou
encore leur prédiction (Li et al., 2018). Ainsi, les stratégies statistiques ainsi que les outils bio-
informatiques pour les analyses multivariées d’intégration ne font que commencer a émerger.
Sans oublier que la meilleure fagon de garantir la véracité des résultats d’analyses multi-
omiques est de les reproduire lors d’expériences in vitro ou in vivo, ou par des études

observationnelles dans de nouvelles cohortes d’essais cliniques.
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Figure n°9 : Vision globale du flux de travail en biologie des systemes

Cette figure offre une vision générale et résumée des étapes rythmant une analyse de données
multi-omiques. Inspirée de (Chu et al., 2019; Robinson et al., 2014; Wanichthanarak et al., 2015)

L’automatisation, la miniaturisation et le multiplexage des différentes technologies ont
permis de générer de nombreuses données a 1’origine de 1’accélération de notre compréhension
des réponses immunitaires aux attaques pathogenes, c’est aussi le point de départ de la
caractérisation genétique des agents infectieux. Quant a I’intégration elle crée des opportunités
passionnantes dans le domaine de la biologie des systémes et de la génération a haut-débit de
données a grande échelle, ce qu’on appelle aujourd’hui la « transomique » devient ainsi I’étude

des interactions entre couches omiques pour la compréhension du phénome (Yugi et al., 2016).

iii. Applications en vaccinologie

La biologie des systemes étudie les systemes biologiques en les perturbant

(biologiquement, genétiqguement ou chimiquement) et mesure les conséquences a une échelle
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globale. En vaccinologie, I’objectif est d’observer les réponses des genes, des protéines et des
voies de signalisation, intégrer ces données a des données issues de tests immunologiques
classiques (e.g. essais de neutralisation, dosages de cytokines) et formuler des modéles
mathématiques décrivant la structure du systeme et sa réponse a la vaccination. Plus de 26 000
geénes sont estimés présents dans nos génomes et I’entrée d’un vaccin ou d’un agent pathogéne
dans le corps perturbe 1’expression d’une fraction substantielle d’entre eux. Ainsi, en
vaccinologie des systemes, les technologies « omiques » sont appliquées en combinaison avec
des outils bio-informatiques tels que 1’analyse des réseaux transcriptionnels et la modélisation
prédictive dans le but de comprendre les interactions entre les différents composants des
réponses immunitaires innées et adaptatives, et prédire le comportement du systéeme dans son
ensemble (Nakaya et al., 2012; Pulendran, 2014; Pulendran et al., 2010). Cette approche nous
donne accés a de nouvelles connaissances ce qui représente le point de départ a la conception
rationnelle de vaccins vers une protection de longue durée et une meilleure efficacité chez les

populations a risque (Hagan et al., 2015; Sharma et al., 2019).

a. La fievre jaune

Une premiére étude a permis de comprendre et prédire les réponses immunitaires
induites par le vaccin vivant atténué contre le virus de la fiévre jaune (YF-17D) (Gaucher et al.,
2008; Pulendran, 2009; Pulendran et al., 2013; Querec et al., 2009). Ce vaccin conduit a de
fortes réponses NAc et LT CD8+ de longue durée de vie. Des échantillons sanguins sont
prélevés a différents temps au cours d’études cliniques chez des volontaires sains vaccinés
contre la fievre jaune et ces échantillons permettent 1’analyse de 1’expression des genes
impactés post-immunisation. En effet, les populations cellulaires dans le sang périphérique
fournissent un indicateur sensible d’éveénements immunologiques localisés ou systémiques. La
combinaison de données, provenant du profilage d’expression génique avec celles résultant de
cytométrie en flux multiparamétrique, permet d’identifier les réseaux de I’immunité innée
impactés 1, 3 et 7 jours apres vaccination. De cette maniére, les genes identifiés sont impliqués
dans la signalisation IFN, les réponses antivirales, I’inflammation, le systéme du complément,
I’adhésion des cellules et la transduction du signal (Gaucher et al., 2008; Querec et al., 2009).
Et en plus d’examiner les voies immunitaires innées activées par la vaccination, les scientifiques
ont identifié des signatures géniques corrélées avec les réponses adaptatives et capables de
prédire avec précision I’intensité des réponses LT CD8+ et NAc. Ces signatures sont observees

dans deux essais cliniques : un essai servant d’entrainement pour 1’identification de ces
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signatures et I’autre de cohorte de validation. Deux méthodes de classification mathématique
relatives a deux algorithmes d’analyse computationnelle sont utilisées : la classification au
centroide le plus proche (ClaNC) (Dabney, 2006) et I’analyse discriminante par programmation
d’entiers mixtes (DAMIP) (Lee, 2007) fournissant une grande précision de prédiction. La
méthode de classification ClaNC est basée sur une analyse discriminante linéaire et permet de
déterminer la signature génique nécessaire pour classer correctement les forts et faibles
répondeurs anticorps a la vaccination par exemple. Ce modele non supervisé permet de tracer
les taux d’erreurs de la classification en fonction du nombre de genes inclus dans la signature
dans un premier essai clinique. Puis, basé sur cette signature, le taux d’erreurs peut étre de
nouveau évalué au sein d’un second essai clinique afin de valider la signature optimale pour la
prédiction. Le modéle de classification DAMIP fait référence a une modélisation prédictive
basée sur I’optimisation, c’est une puissante approche de classification par apprentissage
supervisé particulierement utilisée pour une prévision précise de phénomenes biomédicaux. De
la méme facon, ce modéle est d’abord entrainé dans un premier essai clinique dans le but
d’accéder a une estimation non biaisée d’une classification correcte des forts et faibles
répondeurs a la vaccination selon un taux d’erreurs choisi. L’objectif est de maximiser le
nombre de classifications et chaque signature indépendante de genes discriminatoires permet
de générer des regles prédictives. Un test en aveugle est ensuite réalisé pour valider la
robustesse de ces signatures dans un ou plusieurs autres essais cliniques. Par le biais de ces
deux modeles Querec et son équipe identifient des signatures géniques capables de classer
correctement plus de 80% des vaccinés selon leurs réponses LT CD8+ ou NAc. Par exemple,
le géne codant la kinase GCN2 (EIF2AK4) a eté identifié au sein de ces signatures et son role
dans I’induction des réponses lymphocytaires T a été validé expérimentalement chez la souris.
En effet, ’activation de cette kinase joue un role clé dans la programmation des DC afin de
déclencher ’autophagie et améliorer la présentation de I’Ag aux cellules T CD4+ et CD8+
(Ravindran et al., 2014). Cette étude a fourni une preuve de concept démontrant que 1’approche
de biologie des systemes peut étre utilisée afin de prédire I’'immunogénicité vaccinale a partir

des réponses immunitaires précoces (Nakaya et al., 2012).

b. La grippe

L’approche de biologie des systemes est aussi utilisée pour 1’é¢tude de I’immunogénicité
des vaccins TIV et LAIV contre le virus de la grippe (Bucasas et al., 2011; Nakaya et al., 2011;
Obermoser et al., 2013). Les génes perturbés par ces vaccins sont impliqués dans
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I’inflammasome et les voies antimicrobiennes. Le vaccin LAIV induit I’expression de plusieurs
génes impliqueés dans la signalisation IFN comme observé avec le vaccin YF-17D et le vaccin
TIV est capable d’induire une signature caractéristique des réponses cellulaires B plasmatiques
(Tan et al., 2014). L’augmentation de 1’expression d’un ensemble de génes impliqués dans la
voie IFN (1 a 3 jours aprés vaccination) ainsi que celle de genes impliqués dans la
différenciation et I’activité des plasmocytes (7 jours aprés vaccination) sont trouvées corrélées
aux titres d’Ac sériques (1 mois aprés vaccination). Quel que soit la saison, des signatures
géniques minimales sont trouvées capables de classer jusqu’a 90% des sujets vaccinés selon
deux groupes : forts répondeurs (augmentation du quadruple des titres d’Ac 30 jours apres
vaccination) et faibles répondeurs (moins de quatre fois). La robustesse du caractere prédictif
de ces signatures est testée dans d’autres cohortes grace a la méthode de classification DAMIP
et par transcriptase inverse PCR. Ces signatures incluent le géne TNFRSF17, codant le
récepteur de facteurs de croissance des LB, qui joue un role clé dans la différentiation de ces
cellules et la production d’Ac. Ce gene TNFRSF17 est prédictif des réponses NAc au vaccin
YF-17D et apparait également dans les signatures prédictives des réponses HAI au vaccin TIV.
Le gene CaMKIV est présent dans la signature prédictive pour le vaccin TIV, il est
négativement corrélé a la réponse Ac et impliqué dans plusieurs processus du systeme
immunitaire tels que le développement des cellules T, les réponses inflammatoires et le
maintien des cellules souches hématopoiétiques (Nakaya et al., 2011). 1l a été observé chez des
souris CaMKIV-/- que la vaccination antigrippale entraine des réponses Ac significativement
plus importantes en comparaison avec des souris de type sauvage. Cette validation
expérimentale suggere que ce géne est important dans la régulation de la réponse des LB. Un
autre gene dont 1I’expression précoce est corrélée avec I’immunogénicité du vaccin TIV est le
récepteur TLR5. Le ligand naturel de TLR5 est un composant majeur des flagelles de
nombreuses bactéries présentes dans I’intestin chez I’homme. Il a été démontré chez des souris
sauvages une plus forte quantité d’Ac en comparaison avec des souris traitées par des
antibiotiques et a celles déficientes pour ce récepteur. En conséquence, le microbiote contribue
a I’induction des réponses Ac apres vaccination (Oh et al., 2014). L’expression des génes peut
également étre étudiée avant la vaccination dans le but d’identifier les prédispositions a
répondre suffisamment ou non au vaccin antigrippal (Furman et al., 2014; Tsang et al., 2014).
De méme, des cytokines peuvent servir de prédicteurs de I’immunogénicité vaccinale comme
c’est la cas avec CXCL10 trouvée corrélée avec les réponses Ac spécifiques des vaccins contre
la grippe, la fiévre jaune et Ebola (Nakaya et al., 2011; Querec et al., 2009; Rechtien et al.,
2017).
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c. LeVIH

De nombreuses bases de données existent sur les mécanismes de la pathogénése et sur
les réponses immunitaires mises en place lors d’une infection VIH ou du virus de
I’immunodéficience simienne (SIV). La biologie des systemes offre des outils indispensables
pour I’intégration de ces données afin de mieux comprendre la maladie et pour identifier des
corrélats de protection essentiels au développement rationnel de vaccins. Aucune guérison
spontanée de la maladie, ni méme d’élimination du virus mediée par une réponse immunitaire,
n’a été observée chez une personne infectée. En conséquence, il est difficile de caractériser les
réponses immunitaires naturellement protectrices et sélectionner des Ag immunogenes pour le
développement de vaccins. De plus, comme cela a été mentionné précédemment, la forte
variabilité genétique de ce virus lui donne la possibilité d’échapper facilement aux réponses
NAC et a la lyse par les LTC chez I’héte (Boutwell et al., 2010), d’ou le besoin de formuler un
vaccin a large spectre capable de protéger contre plusieurs souches. L’induction des réponses
immunitaires fonctionnelles chez I’héte se doit aussi d’intervenir au niveau des muqueuses pour
bloquer I’entrée du pathogéne dans les tissus lymphoides. Le meilleure modele utilisé pour
étudier le VIH est le NHP, il présente une maladie similaire a celle du sida chez I’homme c’est
pourquoi il est largement utilisé pour modéliser la pathogénese du virus, définir les corrélats de
protection et tester les stratégies vaccinales (Hatziioannou and Evans, 2012).

Les Ac interviennent dans la prévention de I’infection, en se liant aux Ag du VIH ils
permettent le recrutement de cellules immunitaires innées (e.g. NK, monocytes, macrophages),
entrainent I’ADCC et I’inhibition du virus a médiation cellulaire dépendante des anticorps
(ADCVI) (Forthal and Moog, 2009; Perez et al., 2009). Ces deux phénoménes sont observés
chez des macaques rhésus vaccinés avec un adénovirus recombinant puis boostés avec un
vaccin de la sous-unité Env du SIV. Apres challenge avec le virus, la réduction de la charge
virale au niveau des muqueuses, aux stades aigu et chronique de I’infection, correle avec
I’ADCC et I’ADCVI, qui correlent a leur tour avec I’affinité de liaison des Ac aux Ag (Hidajat
et al., 2009; Xiao et al., 2010). N’impliquant pas les mémes épitopes, les souches virales
résistantes a la neutralisation restent sensibles a I’ADCVI (Asmal et al., 2011). Aussi, il a été
constaté que I’immunisation passive réalisée avec des Ac largement neutralisants protege les
macaques rhésus contre 1’infection (Hessell et al., 2010). Les Ac largement neutralisants
montrent une efficacité protectrice mais ne semblent jouer qu’un réle mineur dans le contréle
de la virémie chez I’héte. La difficulté en vaccination réside dans la conception d’immunogénes

appropriés capables de déclencher ces réponses Ac largement neutralisants. Les premiers essais
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cliniques d’efficacité de vaccins (VAX003 et VAX004) ont été réalisés avec un mélange de
glycoprotéines gp120 du VIH (AIDSVAX) congu pour induire des NAc. Ce vaccin viral était
attendu pour induire des réponses NAcC suffisantes afin d’empécher I’entrée de 1’agent
pathogéne pourtant les deux essais n’ont montré aucune protection, I’Ag ne permettant pas une
production suffisante de ces NAc dans le sang (Flynn et al., 2005; Pitisuttithum et al., 2006).
La structure trimére Env du virus est la seule cible des Ac largement neutralisants, c’est dans
ce contexte qu’une étude a montré que les Ac reconnaissant une forme spécifique d’un motif
hautement conservé de la protéine d’enveloppe gp21 (W614A-3S) pouvaient provoquer une
neutralisation virale, ce qui protegerait les LT CD4+ de [linfection. Ces NAc sont
majoritairement retrouvés chez des patients non porteurs de la maladie a long terme, la capacité
neutralisante de cet épitope est inversement corrélée avec la charge virale (Lucar et al., 2017).
Ces résultats immunologiques nous donnent des informations importantes pour le
développement de nouvelles stratégies vaccinales basées sur les peptides (Combadiere et al.,
2019; Dorgham et al., 2019).

Aprés infection par le VIH, certaines personnes maintiennent une charge virale élevée
évoluant vers la maladie tandis que d’autres, les « contréleurs d’élite », maintiennent une
charge virale a peine détectable en absence de thérapie antivirale. Ces derniers font I’objet de
multiples études visant a identifier les corrélats immunitaires de protection leur permettant de
contenir I’infection. C’est ainsi que de nombreux travaux chez les macaques rhésus et chez
I’homme ont montré I’importance des réponses immunitaires a médiation cellulaire dans le
contrdle de la réplication virale. Par exemple, la déplétion transitoire des LT CD8+ chez les
macaques infectés par le SIV entraine une forte augmentation de la virémie et accélére 1’issue
fatale de la maladie (Jin et al., 1999; Schmitz et al., 1999). Chez I’homme, la majorité¢ des
contrdleurs d’élite montrent des réponses LT CD8+ polyfonctionnelles spécifiques du VIH,
limitant la réplication du virus in vitro, certains alleles des antigenes des leucocytes humains
(HLA-B) sont surreprésentés dans ces cohortes et nombre d’entre eux montrent des
polymorphismes d’acides aminés spécifiques (McMichael and Jones, 2010; Pereyra et al.,
2010). Le profilage transcriptionnel des LT CD8+ spécifiques du virus a été utilisé pour
disséquer I’hétérogénéité des réponses cellulaires en les comparant entre des malades
progressant vers la maladie et d’autres la contrdlant. Ces travaux ont permis de mieux
comprendre les mécanismes délimitant la mémoire fonctionnelle de I’épuisement (Haining and
Barnitz, 2012; Quigley et al., 2010; Youngblood et al., 2012). Des macaques rhésus immunisés
selon une stratégie prime/boost, avec un peptide et le MVA adjuvanté d’un agoniste des

récepteurs Toll-like et I’IL-15, ont montré un contréle partiel de la réplication aprés challenge
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avec des doses élevées de SIV, cette protection était corrélée avec les réponses immunitaires
innées (APOBEC3G) et les LT CD8+ polyfonctionnelles spécifiques de I’ Ag (Sui et al., 2010).
Le cytomégalovirus est un autre vecteur viral utilisé pour réaliser un vaccin recombinant avec
des génes du SIV. Ce vaccin a induit des cellules LT CD4+ et CD8+ effectrices mémoires
résidentes dans les tissus qui ont permis de maitriser rapidement la réplication du virus apres
provocation (Hansen et al., 2011). La protection était corrélée a 1’intensité des réponses LT
CD8+ spécifiques lors de la phase vaccinale mais aussi un an apres. Tandis que la protection
provoquée par un vaccin a vecteur viral recombinant adénovirus (Ad5) chez des contréleurs
d’¢lite a été associée a des réponses immunitaires cellulaires puissantes et polyfonctionnelles
(Betts et al., 2006). Ainsi, les essais cliniques STEP, Phambili et HVTN505 ont testé les
réponses LT CD8+ chez ’homme aprés vaccination avec ce vecteur viral, les résultats ont
montré que ce vaccin n’empéchait pas 1’infection ni ne réduisait les niveaux de virus circulant
chez les sujets infectés, les cellules LT CD8+ spécifiques du VIH étaient insuffisantes pour
contrdler I’infection (Buchbinder et al., 2008; Gray et al., 2010; Hammer et al., 2013).

Le premier essai clinique ayant montré une protection contre 1’infection est 1’essai
RV 144 associant en prime un vecteur vivant de la variole du canari (ALVAC) porteur de genes
du VIH, dont la protéine d’enveloppe du virus, avec en boost une protéine gp120 recombinante
(VAX004) (Rerks-Ngarm et al., 2009). Chez les volontaires a faible risque testés 31% de
protection contre I’infection étaient observés, une protection qui semblait reposer sur la liaison
des 1gG non neutralisants aux protéines du VIH (Rerks-Ngarm et al., 2009), alors que le
pourcentage de LT CD4+ produisant des cytokines ainsi que les haplotypes d’Ag leucocytaires
ont également été associés a la protection vaccinale (Bf et al., 2012; Lin et al., 2015; Prentice
et al., 2015). Au cours de I’essai RV144, des génes impliqués dans les voies IFN de type |
(programme antiviral IRF7) et 1l (présentation antigénique) sont trouvés associés au risque
réduit d’infection par le VIH (Fourati et al., 2019). Cependant, cette étude RV 144 n’ayant pas
été reproduite depuis remet en cause la validé de ces indices de protection.

Dans le but d’identifier des corrélats de protection le profilage transcriptomique du sang
total a été mené chez des macaques rhésus. Des profils de géenes identifiés sont capables de
distinguer les vaccinés, avec différents traitements, des non vaccinés aprés provocation et a
différents stades de I’infection avec le SIV (Ehrenberg et al., 2019; Palermo et al., 2011). Une
signature génique des cellules B était trouvée corrélée avec la protection et un risque réduit
d’infection aprés immunisation avec un candidat vaccin contre le VIH-1 a base d’adénovirus
mosaique 26 (Ehrenberg et al., 2019). D’autres travaux ont montré que les mécanismes de

protection pour les animaux vaccinés comprenaient la régulation a la hausse d’IL-27 et
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I’expression accrue des composants du complément (Palermo et al., 2011). Tandis qu’un groupe
de macaques rhésus boostés avec la gp140 ont montré une signature liée au controle de la charge
virale médiée par les cellules dépendantes des Ac, pourtant ceux immunisés seulement avec le
vaccin recombinant Ad5hr ont présenté des génes liés a une évolution différente du
compartiment des cellules B, jusqu’a trois mois apres la provocation. En conséquence, selon la
nature des vaccins administrés et la stratégie vaccinale choisie les réponses immunologiques
mises en place peuvent différer. Une méta-analyse a été menée grace aux données
transcriptomiques du sang récoltées chez des macaques rhésus vaccinés contre le SIV puis
provoqués afin de mesurer 1’efficacité vaccinale. Cette méta-analyse a permis d’identifier un
ensemble de 13 voies communes associées a I’immunité protectrice selon cingq formulations de
vaccins contre le SIV (Kuri-Cervantes et al., 2016). Les processus d’activation des LT (e.g.
gene CD8B associé aux LTC), de signalisation des monocytes (e.g. IL-6R), les genes associés
aux fonctions des DC et ceux a la mémoire des LB (e.g. NF-kB et HIVEP2) sont associés
positivement a la protection tandis que 1’inflammation y est négativement corrélée. Tandis que
d’autres études chez le primate montrent le réle important des voies de I’IFN dans la protection
contre I’infection, des voies déja testées in vivo par I'administration d'IFN-a2 dans les phases
aigues de l'infection (Sandler et al., 2014).

La biologie des systemes, alliée aux analyses in vitro, in vivo et cliniques, est un outil
indispensable pour I’identification des corrélats de protection observés apres vaccination. Les
études menées jusqu’a aujourd’hui suggerent que des Ac de bonne spécificité peuvent prévenir
I’infection alors que I’immunité cellulaire peut étre capable de controler la réplication du virus.
Des essais cliniques supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer un meilleur niveau de
protection grace a I’acces a des vaccins plus immunogenes, par exemple par I’exploration plus
approfondie des stratégies prime/boost des vaccins a ADN et a vecteurs viraux recombinants
adénovirus, MVA, poxvirus, vecteurs cytomégalovirus humains, ou encore au développement
de vaccins peptidiques et pseudo-particules virales. Le vaccin contre le VIH se doit non
seulement de stimuler le compartiment immunitaire inné pour une bonne présentation des Ag

mais aussi de provoquer les deux bras des réponses immunitaires adaptatives.

d. La multiplicité des vaccins

En outre, la biologie systémique examine les réponses immunitaires d’un large panel de
vaccins dirigés contre un éventail d’agents pathogénes : le paludisme (Vahey et al., 2010), la
variole (Reif et al., 2009), le VIH (Ehrenberg et al., 2019; Zak et al., 2012), Ebola (Rechtien et
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al., 2017) etc. Differentes hypothéses sont posées pour savoir si tous les vaccins provoquant
des réponses Ac induiraient une signature innée commune, une signature capable de prédire
I’intensité des réponses Ac pour n’importe quel vaccin. De la méme facon pour les réponses
cellulaires T CD8+. Dans le cas inverse, chaque vaccin induirait une signature unique, qui lui
est propre, a 1’origine d’une réponse immunitaire particulicre humorale ou cellulaire. La
difficulté a déterminer une signature commune entre plusieurs vaccins s’explique de nouveau
par la multiplicité des vaccins existants et des populations cibles. Une étude a comparé les
signatures moléculaires de différents vaccins : YF-17D, LAIV, TIV, vaccins glucidique
(MPSV4) et conjugue (MCV4) contre le méningocoque (Li et al., 2014). Les réponses Ac des
vaccins inactivés (T1V, anatoxine diphtérique du vaccin conjugué) sont associées a des modules
de transcription liés a la différenciation des plasmablastes, celles des vaccins atténués (YF-17D)
a des modules impliquant I’immunité innée et les réponses IFN de type | et celles des composés
polysaccharidiques & une augmentation des cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’a I’activation
des APC. Ces résultats suggeérent que les signatures immunitaires induites précocement post-
vaccination dépendent du type de vaccin et de I’ Ag utilisé. Une question essentielle est de savoir
dans quelle mesure les réponses transcriptionnelles sont conservées d’un vaccin a I’autre et s’il

existe ou non des signatures universelles.
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Figure n°10 : La vaccination comme outil pour la compréhension du systeme immunitaire

Représentation des différentes réponses immunitaires induites aprés vaccination au cours
desquelles des échantillons sanguins sont prélevés dans le cadre d’études cliniques. Ces
échantillons servent au dosage des différents parametres immunologiques tels que le dosage de
cytokines, des Ac ou encore 1’étude du transcriptome. Cette figure témoigne a nouveau de la
diversité des variables relatives au type de vaccin, aux voies d’administration ainsi qu’aux
populations. Inspirée de (Nakaya and Pulendran, 2015)
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Chapitre IV :

Des outils de diagnostic

« La science est un outil puissant. La biologie des systemes suit une methodologie
L'usage qu'on en fait dépend de
I'homme, pas de l'outil »

Albert Einstein expérimentations, travaux informatiques et théoriques,

originale, elle est définie par un aller-retour dynamique entre

formulations d’hypothéses scientifiques et développements technologiques. Les analyses
quantitatives et qualitatives du statut vaccinal offrent de nouvelles connaissances sur I’efficacité
des vaccins et fournissent des informations utiles pour la conception des futurs vaccins ou de
nouvelles stratégies ciblant les populations a risque. Les marqueurs d’immunogénicité, de
protection et de sécurité nous informent des réseaux de régulation induits par les vaccins et

aussi permettent de surveiller les effets indésirables (Mastelic et al., 2013).

1) Les biomarqueurs en vaccination

L’identification de signatures robustes, pertinentes et prédictives, faciliterait le
dépistage rapide des candidats vaccins des les premiers stades de leur développement, les essais
cliniques seraient accélérés, plus efficaces et moins couteux. L ultime objectif serait de prédire
les performances des vaccins dans des groupes d’ages distincts, tels que les adultes, les enfants
en bonne santé ainsi que les personnes ageées, les femmes enceintes et les personnes a risques
souffrant de maladies chroniques (Nakaya and Pulendran, 2015; Pulendran, 2014). De tels
biomarqueurs représenteraient un instrument de diagnostic, aideraient a l’adaptation des
vaccins aux différentes populations et donneraient les moyens de réagir en cas d’épidémies. Par
exemple, I’identification de signatures prédictives de 1’efficacité pour de nombreux vaccins
permettrait de mettre au point un modéle de puce vaccinale comme décrit par Pulendran
(Pulendran et al., 2010). Cette puce serait constituée de centaines de génes, dont des sous-
ensembles permettraient de prédire un type particulier de réponses immunitaires (e.g. ampleur
des réponses T CD8+, titres d’Ac). Elle permettrait d’évaluer rapidement chez les personnes
vaccinées |’intensité, la qualité et la durée des réponses immunitaires protectrices stimulées par

le vaccin.
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Figure n°11 : Construction d’une puce vaccinale

L’identification des signatures prédictives de nombreux vaccins permettrait la mise au point
d’une puce vaccinale. Ce sont des sous-ensembles de génes qui permettraient de prévoir la
qualité et I’intensité des réponses immunitaires. La puce vaccinale est un dispositif utile qui

pourrait prédire I’immunogénicité et la capacité de protection de n’importe quel vaccin.
D’apres (Pulendran et al., 2010)

Une autre démarche possible est la mise en place d’un dispositif universel de tests de
proximité afin de permettre la prise de décision clinique. L’objectif serait de déployer les
technologies de profilage a grande échelle et la miniaturisation des instruments au point que
nous pourrions, avec une goutte de sang capturée par un appareil portable, générer des données
en quelques minutes et les relier aux informations des bases de données centrales de référence
grace a un protocole de communication sans fil. Les données ainsi traitées seraient ensuite
renvoyées a l’appareil mobile et les informations exploitables seraient présentées aux

personnels de santé pour permettre la prise de décision (Chaussabel, 2015).

2) La vaccination personnalisée

La vaccinologie 1.0 se caractérise par des approches empiriques (isoler, inactiver,
investiguer) tandis que la vaccinologie 2.0 correspond a I’utilisation de nouvelles technologies
recombinantes, de nouvelles voies d’administration, de nouveaux adjuvants et de nouvelles

approches dans la conception des vaccins (cultures cellulaires, vaccinologie inverse,
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structurelle ou synthétique). Aujourd’hui, nous nous dirigeons vers 1’air de la vaccinologie 3.0
(découvrir, valider, caractériser, déployer) et cela grace aux nouvelles technologies a haut débit,
a D’essor de la vaccinomique et aux approches systémiques, dans le but de développer de
nouveaux vaccins ciblant des voies immunitaires innées précises dans des populations

particuliéres contre des pathogenes spécifiques (Poland et al., 2018, 2011).

La vaccination personnalisée est une approche individualisée, basée sur des facteurs
uniques et pertinents, pour un individu donné ou au sein d’une population donnée. Elle lutte
contre le risque de faible immunogénicité du vaccin et le risque d’effets indésirables. Les
cellules immunitaires présentent un degré de plasticité, d’hétérogénéité, de dynamisme, de
mémorisation et d’interaction considérable. Tandis que le milieu socio-économique et I’histoire
antérieure de chaque individu rajoutent encore de la complexité au systéme immunitaire. De
surcroit, ce systeme ne se résume plus seulement a son rdle classique de protection de 1’hote
contre les pathogeénes, il va bien au-dela en codant son adaptation a 1’environnement (Delhalle
et al., 2018). D’ou la nécessité d’adopter la vaccination personnalisée afin d’améliorer les
résultats médicaux. Par exemple, cela commence par 1’utilisation de vaccins vivants (immunité
rapide et robuste) chez des personnes en bonne santé ou lors de scénarios d’épidémie et
I’utilisation de vaccins inactivés ou sous-unitaires chez des populations vulnérables telles que
les femmes enceintes, les personnes immunodéprimées ou les jeunes enfants. Les vaccins
adjuvantés sont appropriés aux personnes agées afin de surmonter I’immunosénescence tandis
que les doses vaccinales peuvent étre ajustées en fonction du poids, de 1’age et du sexe (Poland
et al., 2018; Turner, 2018). La vaccinologie personnalisée va révolutionner la pratique de la
vaccinologie au profit de la santé humaine, accroitre la couverture vaccinale et peut-étre méme
réconcilier la population avec la vaccination. Dans le méme temps, ces efforts de caractérisation
systématique des réponses immunitaires va revitaliser 1’immunologie humaine (Germain,
2010). Les connaissances acquises grace a ces études de profilage immunitaire peuvent nous
guider vers 'utilisation de certains adjuvants et voies d’administration appropriés. Par exemple,
le polymorphisme observé sur des génes HLA et cytokines a été trouvé associé a la non-réponse
au vaccin contre le VHB (Wang et al., 2004). Cette information est donc utilisée afin de
développer un vaccin qui serait composé de cytokines en tant qu’adjuvant et de peptides pour
surmonter la restriction génétique (Kim et al., 2003; Lee et al., 1997). L’approche de biologie
des systemes est une approche interdisciplinaire qui représente un grand changement dans notre
facon de faire de la biologie aujourd’hui, en vaccination elle encourage au développement de

vaccins éclairés par le génotype.
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Figure n°12 : Evolution de la vaccination au sein des populations

Au cours de la période empirique peu de preuves scientifiques existent concernant les réponses
vaccinales au sein des différentes populations. Ensuite, des études sur I’immunogénicité
vaccinale sont réalisées pour les personnes immunodéprimées mais elles reposent sur des
données extrapolées a partir d’individus en bonne santé (médecine stratifiée). C’est
I’augmentation du nombre et de 1’espérance de vie des groupes a risque qui conduira a des
études de populations a grande échelle. Cette approche fournira des preuves scientifiques

solides et de nouveaux corrélats de protection et de sécurité.
Inspirée de (Cotugno et al., 2019; Pulendran et al., 2010)

88



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

89



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

OBJECTIFS DE LA THESE
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L’objectif principal de mon projet de thése repose sur 1’approfondissement des
connaissances sur les mécanismes du systéme immunitaire inné mis en place précocement apres
vaccination, a l’interface entre la présentation antigénique et les réponses immunitaires
adaptatives, en se basant sur des échantillons de tissus prélevés au cours d’études cliniques
randomisées de phases I/Il (FLUWAY et CUTHIVAC) et a partir d’un modele d’explant de

peau humaine.

En effet, notre but est d’investiguer les mécanismes moléculaires et cellulaires de
I’immunité innée jouant un role essentiel dans la qualité, 1’intensité et la persistance des
réponses adaptatives. Le corrélat de protection, mesure du degré d’immunisation d’une
personne, correspond le plus souvent a la production d’Ac et son dosage dans le sérum.
Pourtant, nombre d’études attestent de 1I’importance des réponses immunitaires cellulaires,
notamment cytotoxiques, dans le controle de I’infection. C’est pourquoi, notre intérét s’est porté
sur différentes voies d’administration vaccinale : la voie conventionnelle IM favorisant les
réponses immunitaires humorales et les voies d’administration par la peau privilégiant les

réponses immunitaires cellulaires.

Nous proposons une méthodologie pour I’intégration des données issues de dosages
immunologique, du profilage du transcriptome sanguin et du profilage du microbiome intestinal
et cutané afin d’identifier les mécanismes fondamentaux par lesquels le systéme immunitaire
inné est conditionné et la maniéere dont il orchestre les réponses Ac et/ou cellulaires. Nous
choisissons de mener deux etudes longitudinales pour analyser I’immunogénicité du vaccin TIV
et celle d’un vaccin recombinant contre le VIH administrés selon différentes voies : IM, TC et
ID. Notre hypotheése est que selon la voie d’administration vaccinale choisie les propriétés des
réponses immunitaires innées engendrees difféerent ce qui impact la qualité et ’intensité des
réponses immunitaires adaptatives. De plus, 1’approche de biologie des systéemes nous donne
I’opportunité, par des outils informatiques et statistiques, de caractériser les empreintes
moléculaires précoces de I'immunité innée susceptibles de prédire I’efficacité vaccinale. Puis,
c’est a partir d’'un modele d’explant de peau humaine que le profilage du protéome et du
métabolome est réalisé en vue d’identifier les premiers biomarqueurs moléculaires in situ d’une
réaction cutanée au site d’amorgage des cellules de I’immunité innée, en réponse a la

vaccination antigrippal par voie ID.

Ces analyses exploratoires et preuves de concept apportent de nouvelles connaissances

sur la plasticité du systéme immunitaire et sur les biomarqueurs a prendre en compte pour
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I’optimisation et la rationalisation du développement des vaccins ainsi que pour une meilleure
compréhension de la disparité des réponses immunitaires interindividuelle. Ainsi, I’emploi de
nouvelles voies d’administration et I’étude du microbiome représentent des outils pour orienter
I’immunité innée et ainsi fagonner les réponses adaptatives afin d’assurer une protection de

longue durée et une meilleure efficacité vaccinale.
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RESULTATS
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1) Une signature génigue de I'immunité innée distingue les réponses
humorales des réponses cytotoxiques aprés vaccination contre la
grippe
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Innate gene signature distinguishes humoral versus
cytotoxic responses to influenza vaccination
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Contexte de I'étude

Les cellules de ’immunité innée jouent un role essentiel dans la qualité, I’intensité et la
persistance des réponses adaptatives protectrices induites apres vaccination. L’emploi de
nouvelles voies d’administration est un moyen d’orienter I’immunité innée et 1’inflammation
afin de faconner les réponses adaptatives qui influencent la protection a long terme
(Combadiere and Liard, 2011; Rappuoli et al., 2011). Pourtant, cet aspect d’orientation du
systeme immunitaire, par un ciblage approprié, reste insuffisamment exploré dans les stratégies
de vaccination. Certaines réponses immunitaires justifient la protection a long termes comme
c’est le cas avec la production sérique d’Ac, nous parlons alors de corrélats de protection. Ce
type de marqueur immunitaire est utile dans le développement et le contrdle de 1’efficacité des
vaccins. Le corrélat de protection permet d’évaluer le degré d’immunisation d’une personne
qui, si elle est immunisée, est capable de contrdler la propagation du pathogéne et/ou le
développement de la maladie (Plotkin, 2013). Pourtant, de nouvelles études attestent de
I’importance des réponses immunitaires cellulaires, notamment cytotoxiques, dans la protection
contre les infections comme celle du virus de la grippe (Rimmelzwaan et al., 2007; Sridhar et
al., 2013). Chez les personnes agées par exemple, les LTC sont reconnus comme meilleur
corrélat de protection comparé aux Ac (McElhaney et al., 2009; Rimmelzwaan and McElhaney,
2008). De plus, une étude a montré qu’en absence de réponse Ac spécifique de la grippe, la
présence d’une activité LTC est corrélée a une réduction de 1’excrétion virale (McMichael et

al., 1983).
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Dans ce projet nous avons souhait¢é mesurer et comparer l’innocuité ainsi que
I’'immunogénicité du vaccin TIV contre la grippe saisonniere (2012 — 2013), administré au
cours d’une étude clinique randomisée de phase I/II selon trois voies : TC, ID et IM. Ainsi, 60
volontaires ageés entre 18 et 45 ans ont été répartis en trois groupes et des échantillons sanguins
ont été prélevés avant vaccination puis au 1* et au 21° jour post-vaccination (voir plan ci-
dessus). La voie IM est connue pour induire une protection modérée et variée contre le virus de
la grippe chez I’homme via I’induction de réponses Ac. Cette voie induit aussi de fortes
réponses lymphocytaires effectrices de type Thl, mais peu ou pas de réponses LTC CD8+
(Combadiere et al., 2010). Tandis que la peau représente la zone du corps la plus densément
peuplée en cellules immunocompétentes ce qui lui confére un intérét particulier en vaccination.
Le derme contient une densité élevée de DC, et 1I’épiderme de LC, qui facilitent la capture des
Ag et ’inflammation locale provoque la maturation de ces cellules qui vont migrer vers les
ganglions lymphatiques drainants et activer les cellules lymphocytaires T CD8+ et T CDA4+.
C’est ainsi que la voie t.c. est proposée pour induire une immunité cellulaire, lorsque la voie
i.d. provoque a la fois des réponses Ac et cellulaires (Combadiere and Liard, 2011; Liard et al.,
2011, 2012). L’immunisation via le derme, a 1’aide de micro-aiguilles, présente plusieurs
avantages : moins douloureuse, suscite des réponses immunitaires plus élevées comparé a la
voie i.m., les doses vaccinales nécessaires sont plus faibles et elle pourrait aussi améliorer les
réponses immunitaires dans les populations a risque (Hung et al., 2012; Lambert and Laurent,
2008; Pileggi et al., 2015). La méthode d’administration par voie t.c., développée par notre
équipe et adoptée dans cette analyse, repose sur une micro dermabrasion mécanique de la peau
a I’aide de cyanoacrylate. Le CSSS permet d’enlever une partie de la couche cornée (33%), de
vider (poils, exces de sébum) et d’ouvrir les conduits folliculaires pileux. L’infundibulum du
follicule pileux trés perméable permet aux composants du vaccin d’atteindre les LC résidentes
autour des follicules qui initient les réponses cellulaires T CD8+ contre la grippe et le mélanome
(Combadiére et al., 2010; Fujiyama et al., 2014; Vogt et al., 2008).

Dans ce contexte, nous proposons une stratégie intégrative des données
immunologiques et omiques récoltées, dans le but d’identifier les mécanismes fondamentaux
par lesquels le systtme immunitaire inné orchestre les réponses Ac et cellulaires T CD8+
spécifiques au vaccin antigrippal. L’approche de biologie des systémes suivie nous permet
d’¢étudier I’ensemble des perturbations du systéme immunitaire provoquées par la vaccination
en réalisant un profilage du transcriptome sanguin que nous avons associé aux dosages
immunologiques classiques : dosage des Ac, des cytokines et mesures de 1’activité des LT,

L’¢équipe de Nakaya et al. a aussi utilis¢ I’approche de biologie des systémes pour
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I’interprétation de I’'immunogénicité du vaccin TIV administré par la voie i.m. (Bucasas et al.,
2011; Nakaya et al., 2011). Ainsi I’augmentation de 1’expression d’un ensemble de génes
impliqués dans la voie IFN (1 a 3 jours aprés vaccination) ainsi que celle de génes impliques
dans la différenciation et I’activité des plasmocytes (7 jours aprés vaccination) ont été montrées
corrélées a I’importance des titres d’Ac sériques (1 mois apres vaccination). llIs ont aussi
identifi¢ une signature minimale de geénes capable de classer jusqu’a 90% des sujets vaccinés
selon deux groupes : forts répondeurs et faibles répondeurs. Dans notre étude exploratoire nous
avons souhaité, dans un premier temps, mesurer I’impact de différentes voies d’administration
sur I’innocuité et I’immunogénicité vaccinale. Puis, nous avons identifi¢ des voies moléculaires
et des signatures géniques susceptibles de prévoir, a un jour, I’intensité et la qualité des réponses
adaptatives plusieurs semaines apres vaccination, quel que soit la voie d’administration. Ce
travail correspond au premier essai clinique de phase I/II visant a évaluer I’innocuité et
I’immunogénicité de trois voies d’administration, incluant la voie TC, et mettant en évidence
la dichotomie des marqueurs innés précoces pour I’induction des réponses immunitaires Ac OU
cytotoxique apres vaccination. Bien que des études supplémentaires soient nécessaires pour
déterminer si les génes identifiés ont un lien de cause a effet avec les réponses immunologiques
évaluées, ce travail fournit ce que nous pensons étre un nouvel apercu de 1’impact de la voie

d’immunisation et de la signature innée sur la qualité et I’intensité des réponses immunitaires.
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Article scientifique « Innate gene signature distinguishes humoral versus cytotoxic responses

to influenza vaccination », publié dans The Journal of Clinical Investigation

JCl| RESEARCH: EDITOR'S PICKS

Early immune responses anticipate
immunogenic qualities of
influenza vaccination

Conventional intramuscular delivery of the influenza vaccine induces humoral responses but fails
to amplify cytotoxic CD8* T cell responses to influenza viruses. More effective and durable vaccine
responses necessitate better coordination between humoral and cell-mediated immunity. A study led
by Behazine Combadiére compared responses to muitiple vaccination routes in 60 healthy volunteers
to evaluate differential engagement of humoral versus cytotoxic immunity. At 21 days after
immunization, the researchers observed that transcutaneous and intradermal delivery were more
likely to elicit vaccine-specific CD8* T cells, whereas intramuscular delivery tended to produce elevated
antibody titers. Transcriptomic analysis of volunteers' whole blood identified innate immune gene
signatures that accurately predicted the cytotoxic versus humoral quality of the immune responses
within one day of immunization. These insights into early immune responses that correlate with
cellular and humoral immunity provide groundwork for detailed comparisons of vaccination strategies.

Innate gene signature distinguishes humoral versus cytotoxic responses
to influenzavaccination

Eléno Gongolves, Olivio Bonduelle, Angéle Soria, Fierre Loulerguie, Alexandra Rousseau, Marine Cachanado,
Henri Bonnabau, Rodlolphe Thiebaut, Nicolas Tchitchek, Sylvie Behillil, Sylvie van der Werf, Annika Vogt,
Tabassome Simon, Odile Lounay, and Behozine (ombadiére http:/ /jci.me/125372

[

100



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

101



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

The Journal of Clinical Investigation CLINICAL MEDICINE

Innate gene signature distinguishes humoral versus
cytotoxic responses to influenza vaccination
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BACKGROUND. Systems vaccinology allows cutting-edge analysis of innate biomarkers of vaccine efficacy. We explored a
strategy to shape the adaptive immune response by targeting innate immune cells through novel immunization routes.

METHODS. This randomized phase I/ clinical study (n = 60 healthy subjects aged 18-45 years old) used transcriptomic
analysis to discover early biomarkers of immune response quality after transcutaneous (t.c.), intradermal (i.d.), and
intramuscular (i.m.) administration of a trivalent influenza vaccine (TIV, season 2012-2013, 1:1:1 ratio). Safety and
immunogenicity (hemagglutinin inhibition [HI], microneutralization [MN] antibodies, and CD4+ and CD8+ effector T cells)
were measured at baseline day 0 (d0) and at d21. Blood transcriptome was analyzed at d0 and d1.

RESULTS. TIV-specific CD8+ granzyme B+ (GRZ) T cells appeared in more individuals immunized by the t.c. and i.d. routes,
whereas immunization by the i.d. and i.m. routes prompted high levels of Hl antibody titers and MN against A/H1N1and
A/H3N2 influenza viral strains. The early innate gene signature anticipated immunological outcome by discriminating 2
clusters of individuals with either distinct humoral or CD8 cytotoxic responses. Several pathways explained this dichotomy
and confirmed that 9 genes and the serum level of CXCL10 were correlated with either TIV-specific cytotoxic CD8+GRZ+ T cell
or antibody responses. A logistic regression analysis demonstrated that these 9 genes and the serum levels of CXCL10 at d1/
do best predicted TIV-specific CD8+GRZ+ T cell and antibody responses at d21.

CONCLUSION. This study provides new insight into the impact of immunization routes and innate signature in the quality of
adaptive immune responses.

TRIAL REGISTRATION. This study has been registered at ClinicalTrials.gov (NCT01707602).

FUNDING. This work was supported by grants from the French Ministry of Health PHRCN 2012 - RCT 12061, INSERM-DGOS,
the Fondation pour la Recherche Médicale, and the Société Francaise de Dermatologie (to AS). These funding sources had no
direct role in any aspect of the research or article.

Introduction
Because innate immunity plays an important role in adaptive
immune response to vaccination, researchers have been explor-

ing novel strategies to shape the adaptive immune response by
targeting innate immune cells through the use of adjuvants, viral
vectors, or novel immunization routes (1, 2). Specifically, adjuvant
formulation and alternative routes of immunization have sought
to increase the immunogenicity of influenza vaccination and
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in immunocompromised individuals (3-5). Besides the standard
intramuscular (i.m.) vaccination route, which provides moderate
and variable protection against influenza mainly through humoral
response, intradermal (i.d.) and transcutaneous (t.c.) routes have
been proposed to induce cellular immunity (1, 6, 7). Clinical trials
assessing t.c. methods, such as that developed by our group target-
ing vaccine at hair follicles, have revealed that they induce a dif-
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CONSORT 2010 flow diagram
Enroliment Assessed for eligibility
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Excluded (n=42)
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Randomized (n = 60)
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Allocated toi.d. (n=20)
- Received allocated
intervention (n = 20)

Allocated to i.m. (n = 20)
- Received allocated
intervention (n = 20)
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there is also evidence that cytotoxic T lympho-
cyte (CTL) responses are a surrogate of protec-
tion (21, 23). McMichael et al. brought insight
to the role of cytotoxic CD8* cells with a unique
study, showing that in the absence of antibody
response to influenza, the presence of CTL activ-
ity correlates with reduced viral shedding (23).
However, coordinated response between adap-
tive immune compartments (both humoral and
cellular immune responses) is needed to induce
an effective immune response and long-term pro-
tection after vaccination (24, 25). Conventional
L.m. immunization fails to induce CD8 cytotoxic
responses against seasonal influenza (11).
Recent advances in our understanding of the
innate immune system and the use of systems

:

Follow-up

biology approaches are beginning to reveal the
fundamental mechanisms by which the innate
immune system orchestrates protective immune

Lost to follow-up

Lost to follow-up
(n=1; move)

(n=0)

Lost to follow-up
(n=0)

responses to vaccination (26). Studying the
molecular signatures that are induced rapidly

Analysis

after vaccination may help pinpoint biomarkers
of immune responses for early identification of
impaired responses to vaccines (27). Until now,
this mechanistic knowledge has come from stud-

Reactogenicity Reactogenicity

Reactogenicity

ies of vaccine-induced immune regulation in the

d0-5 (n=20) d0-5 (n = 20) d0-5(n=20) context of research using systems biology and
Immune monitoring Immune monitoring Immune monitoring : . . _
do (n = 20) d0 (n = 20) 30 (n= 20) data 1ntegr:elt10n. Notable studies looked at yel

d21 (n=19) d21 (n=20) d21 (n=20) low fever, influenza, pneumococcal, and Ebola

Figure 1. Flow diagram of 60 participants through the phases of the FLUWAY randomized
phase I/1l clinical trial. Flow of participants through the FLUWAY clinical trial, according to Con-
solidated Standard of Reporting Trials (CONSORT). Sixty participants were enrolled, randomized

in 3 arms (1:1:1), to receive TIV vaccine by t.c., i.d., or i.m. routes on d0.

ferential immune response and have the benefit of inducing CD8*
T cell responses against influenza and melanoma (8-12). Topical
application facilitates reservoir formation of vaccine compounds
in hair follicle openings, where they reach high densities of skin
dendritic cells (DCs) in activated states and are capable of promot-
ing CD8 immunity (13).

The i.d. vaccination route induces both humoral and CD8* T
cell responses due to Langerhans cells (LCs) and dermal dendritic
cell (dDC) populations (7, 14, 15). The skin’s rich population of
immune cells includes LCs in the epidermis and dDCs, both potent
antigen-presenting cells that help to process and present pathogen-
derived antigens to mount an adaptive immune response (16).
Moreover, the i.d. administration of influenza vaccines using
microneedles offers several advantages: it is painless, elicits stron-
ger immune responses, and might improve responses in high-risk
populations (4, 17, 18). Furthermore, although most vaccine strate-
gies have focused solely on humoral response to induce protection
against influenza, CD8" T cells endowed with cytotoxic activity
have also proved to be effectors for protective immunity against
influenza (19-22). It is generally admitted that humoral response
is one correlate of protective response to influenza virus. However,

vaccination (28-31). These systems vaccinology
approaches have identified molecular signatures
that correlate with the intensity of protective
immune responses. Whether early molecular
signatures enable researchers to determine the
quality of immune responses and responder and
nonresponder status remains to be studied.

Here, we report exploratory results of a randomized phase 1/
II clinical trial conducted in 60 healthy subjects 18-45 years old to
compare the immunogenicity of the 2012-2013 seasonal trivalent
inactivated influenza vaccine (TIV) administered by the t.c., i.d.,
and i.m. routes. We propose an integrative approach using sys-
tems vaccinology to improve our understanding of the early innate
immunity induced by the route of administration and to better
study the quality of adaptive immunity, i.e., the antibody and CD8
cellular responses after TIV vaccination.

Results

Study population. Randomized subjects received A/Califor-
nia/7/2009 (HIN1)pdmO9-like strain, A/Victoria/361/2011
(H3N2)-like strain, and B/Wisconsin/1/2010-like strain for the
2012-2013 season by the allocated route of administration on dO
from October 15,2012, to November 10, 2012, with follow-up until
April 25, 2013 (Figure 1). One subject in the t.c. group was lost to
follow-up at d21. Subjects in the 3 groups had similar demograph-
ics, and the sex ratio was around 60% to 40% women to men in
all groups (Supplemental Table 1; supplemental material available
online with this article; https://doi.org/10.1172/]JCI125372DS1).
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Figure 2. Influenza vaccine immunogenicity following t.c., i.d., and i.m. TIV vacci-
nation. Adaptive immune responses before (d0) and after (d21) vaccination for each
administration route: t.c. (blue, n =19), i.d. (green, n = 20), and i.m. (black, n = 20).
Data analysis presents d21/d0 ratios in box-and-whisker plots with the minimum

to maximum showing all points (from the bottom up: the minimum 25th percentile
Q1, median, 75th percentile Q3, and maximum values). Antibody titers specific for
H1N1 (A) and H3N2 (B) virus by hemagglutination inhibition assay (left panels) and
microneutralization (right panels). (C) TIV-specific CD8* (left) and CD4* (right) T cells
expressing intracellular IL-2, IFN-y, TNF-o, and/or cell-surface Cd154 (CD40 ligand),
analyzed by flow cytometry. (D) Vaccine-specific CD8*GRZ* T cells. Vaccine responders
are defined with d21/d0 ratio of MN or HI antibody titers > 4 and with d21/d0 ratio of
TIV-specific CD4*, CD8*, or CD8*GRZ* T lymphocytes > 2. Therefore, dotted lines repre-
sent the threshold between responders (above) and non-responders (below) for each
parameter. The Kruskal-Wallis test compared the 3 routes (*P < 0.05; ****P < 0.0001)
and the X? test was used for the qualitative variables (**P < 0.01).
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The percentage of subjects who had previously received 1
or more (A)HIN1pdmO9 pandemic influenza vaccine (P =
0.0177) or seasonal TIV (P = 0.0340) injection was signifi-
cantly higher in the i.d. group (70% and 75%, respective-
ly) than in either the t.c. (30% and 35%) or the i.m. group
(30% and 40%). Blood and serum samples were collected
from all subjects at visits on d0, d1, d21, and month 5
(M5), for the measurement of gene expression at early
time points and humoral and cellular responses at d0, d21,
and M5. Subjects used diary cards for 5 days after vacci-
nation to report daily local reactions, systemic signs or
symptoms, or influenza-like illnesses (ILIs). Neither any
ILI nor any serious adverse event was reported during the
study. The significantly higher local skin reactogenicity
in individuals vaccinated i.d. compared with t.c. and i.m.
confirmed previous reports of the safety of these modes of
administration (Supplemental Table 2) (4, 10, 11, 32).

Different administration routes induce different quali-
ties of influenza-specific humoral and T cell responses. In an
exploratory analysis of our randomized clinical study, a
multiparametric analysis was used to define the quality
of immune responses after each route of TIV adminis-
tration. Anti-influenza virus-specific humoral respons-
es were measured by hemagglutinin inhibition (HI) and
microneutralization (MN) antibody titers (Supplemental
Tables 3 and 4, respectively). TIV-specific CD4* and CD8*
T cells producing cytokines and/or Cd154 and cytotoxic
granzyme B (GRZ) were also measured according to the
gating strategy given in Supplemental Figure 1. Figure 2
summarizes the ratio at d21 relative to baseline (d0O) for
each immune parameter. Of note, baseline HI titers were
similar in all subjects, regardless of whether they had or
had not received (A)HIN1pdmO9 vaccine or seasonal TIV
before 2012 (Supplemental Table 1 and Supplemental Fig-
ure 2). Moreover, we didn’t find any differences in the TIV-
specific immune response ratios (d21/d0) between indi-
viduals who previously received or did not receive at least
1 pandemic HIN1 or seasonal vaccination (Supplemental
Figure 3). After TIV administration by the i.d. and im.
routes, geometric mean titers of HI antibodies to all 3 influ-
enza strains increased significantly (d21 seroprotection
rates of 100% for A/H3N2, 80% for A/HIN1, and 35%-
50% for influenza B; P< 0.0001 for all 3 viral strains) (Sup-
plemental Table 3). As expected, t.c. vaccination with TIV
did notinduce higher HIor MN (Figure 2, A and B) antibody
titers against A/HIN1 and A/H3N2 strains than did i.d.
and i.m. vaccination (11). Intensity of immune responses
at dO0 and d21 are shown in Supplemental Figure 4.

We monitored TIV-specific CD4* and CD8* T cells
expressing intracellular IL-2, IFN-y, TNF-¢, and/or cell-
surface Cd154 (CD40 ligand) as well as TIV-specific CD8*
GRZ' T cells (Figure 2, C and D). The d21/d0 ratios of the
TIV-specific cytokine-producing CD8* T cells were sim-
ilar in all 3 arms and highly heterogeneous between indi-
viduals (Figure 2C) (Kruskal-Wallis test; P not significant).
We found significant differences (P = 0.0369) among the
3 arms for TIV-specific cytokine-producing CD4* T cells.
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Figure 3. Early innate signature discriminates immunological outcome,
rather than route of immunization. (A) Venn diagram of the genes
differentially expressed between paired d1and dO for t.c. (blue, n =17), i.d.
(green, n =18), and i.m. (black, n = 17). Significance for the Bayesian t test
was set at a corrected P less than 0.1. The number of genes differentially
expressed between d1and dO is indicated for each arm. (B) PCA of these
496 genes differentially expressed between d1and d0. Vaccine adminis-
tration routes are indicated. (C) Gene and sample hierarchical clustering is
based on the expression profiles of these 496 genes. Two sample clusters
named C1(gray) and C2 (red) are observed. For C1,n = 28: t.c. n = 2, i.d.
n=16,im.n=10.ForC2,n=24:tc.n=15,id.n=2,im.n=7The
color-gradient from green (-1, low) to red (1, high) indicates fold change
d1/d0 gene expression (log?). (D) A major cluster of gene expression, with
expression significantly different between C1and C2, corresponds to the
IFN-signaling pathway. Of note, IPA analysis indicated master genes (IRF7
and STATY) at the center of the network. The red gradient indicates the
differential expression between C1and C2 (1.08- to 4.5-fold change gene
expression C1/C2). And the box-and-whisker plot (from the bottom up: the
minimum 25th percentile Q1, median, 75th percentile Q3, and maximum
values) with minimum to maximum showing all sample points (y axis of
graph in log™ scale). It represents the d1/d0 ratio of the CXCL10 serum level
from the C1 (gray) and C2 (red) samples. Box-and-whisker plots represent
(E) HIN1-specific MN antibody titers (d21/d0 ratios) and (F) TIV-specific
CD8*GRZ* T cells (d21/d0 ratios) according to C1and C2 clusters (left pan-
els). Respective histograms in E and F show immune response intensities
for each individual in C1(gray) and C2 (red) clusters (right panels). The
Mann-Whitney t test compares C1and C2 for these responses; *P < 0.05;
**P < 0.01; ****P < 0.0001.

This was confirmed by a y? test applied to responders and nonre-
sponders as defined by a d21/d0 ratio of at least 2 for vaccine-spe-
cific CD4* T cells. We found significant differences (P = 0.0204)
among the 3 routes; response rates were higher for i.d. (8/20) than
i.m. (3/20) or t.c. (1/19).

Interestingly, the d21/d0 ratios of the TIV-specific CD8*GRZ*
T cells were similar in all 3 arms according to a Kruskal-Wallis test,
although after application of the ytest to responders and nonrespond-
ers we found a significantly higher response rate observed in the t.c.
(7/18) and i.d. (6/20) groups compared with the i.m. group (0/20) (P=
0.0098; Figure 2D). Overall, the intensity of vaccine-specific humor-
al, cytokine-producing T celland CD8*GRZ' T cell responses differed
by administration route, with higher humoral responses (HI and MN
antibody titers) after i.m. and i.d vaccination and higher vaccine-
specific CD8*GRZ* T cells after t.c. and i.d. vaccination.

Early innate signatures discriminate immunological outcome. We
used transcriptomic approaches to compare the quality of early
innate immunity regardless of adaptive immunity outcomes.
Comparison of the expression profiles of blood genes at 24 hours
after vaccination (d1) and at baseline (d0) for each route of immu-
nization showed 389 genes differentially expressed in the i.m.
arm, 127 in the i.d. arm, and 4 in the t.c. arm (significance for the
Bayesian ¢ test was set at a corrected P < 0.1), as represented in a
Venn diagram (Figure 3A). We noticed that 24 genes are common
between the routes. Of note, comparison of gene expression at dO
(baseline) of all samples showed no significant difference among
study arms (Supplemental Figure 5).

To study whether these 496 genes could differentiate immu-
nization routes, we performed principal component analysis
(PCA) of the data for the 496 genes from each individual (Figure
3B) and a hierarchical clustering (HCL) of the individuals (Figure
3C) (t.c., blue; i.d., green; and i.m., black). As the HCL analysis
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shows (Figure 3C), the samples were distributed into 2 major
clusters: C1 (gray) and C2 (red). Of note, samples from individu-
als are distributed in both clusters. C1 includes 2/17, 16/18, and
10/17 t.c.-, i.d.-, and i.m.-vaccinated individuals, respectively.
C2 includes the other 15/17, 2/18, and 7/17 t.c-, i.d.-, and i.m.-
vaccinated individuals, respectively. Using Ingenuity pathway
analysis (IPA) on 496 genes, we found that this C1-C2 dichotomy
is due mainly to the genes involved in multiple pathways, such as
those for antigen-presentation (IPA: P =1.32 x 107%), DC matura-
tion (IPA: P=7.14 x 107%), and IFN signaling (IPA: P=9.18 x 10%).
Figure 3D displays the top pathway IFN signaling, which includes
STAT1, IRF9, IFI35, IRF7, PSMB8, and FCGRIA from a cluster of
significantly upregulated genes in C1 compared with C2, among
the 496 genes. It has been previously shown that CXCL10 is
also one of the key mediators of immune response (33). We thus
measured CXCL10 production in subjects’ serum samples at
d1 compared with dO. We found that d1/d0 ratios of CXCL10
levels were significantly higher in the C1 than in the C2 cluster
(P<0.0001) (Figure 3D), CXCL10 serum levels being correlated
with influenza-specific MN antibody titers (strains HIN1: P =
0.0002, r=0.49; and H3N2: P < 0.0001, r = 0.61).

Based on the 496 genes differentially expressed at d1 and
the distribution of samples according to the HCL, we analyzed
adaptive immunity (d21) in C1 and C2 clusters. We observed
significant differences in the immune responses (d21/d0 ratio)
between C1 and C2 (Figure 3, E and F). C1 individuals had sig-
nificantly higher influenza-specific MN antibody titers (H1N1:
P = 0.0013, Figure 3E; and H3N2: P = 0.0004, Supplemental
Figure 6A) than C2 subjects. Similar data were observed for
HI Ab titers in C1 and C2 (data not shown). In contrast, TIV-
specific CD8*GRZ* T cell responders were more frequent in the
C2 than the C1 group (P = 0.0406) (Figure 3F). However, we did
not observe any significant difference in distribution of TIV-
specific CD4* and CD8* T cells expressing intracellular IL-2,
IFN-y, TNF-q, and/or cell-surface Cd154 (CD40 ligand) in C1
and C2 (Supplemental Figure 6, B and C). This was confirmed
by the immunological assays performed at dO and d21, accord-
ing to C1 and C2 sample clusters (Supplemental Figure 7). In
conclusion, the expression profile of the whole-blood genes (d1/
d0) allowed us to distinguish HIN1- and H3N2-specific antibody
responses from TIV-specific CD8*GRZ* T cell responses.

Early innate gene signature and serum levels of cytokines allows
identification of humoral and cytotoxic T cell responders. Among
the 496 differentially expressed genes (d1/d0), 80 were cor-
related with MN antibody titers (P < 0.05, 0.3, less than r < 0.6)
mainly involved in interferon signaling (IPA: P = 9.18 x 107)
and antigen presentation pathways (IPA: P = 4.11 x 10#) and 31
genes with TIV-specific CD8*GRZ T cell responses (P < 0.05,
0.3, less than r < 0.4) involved in metabolic pathways (IPA:
P =5.88 x 107%). We then looked at whether these genes were
differentially expressed in responders and nonresponders, as
defined in Figure 2. The top 5 genes with significantly different
gene expression levels between humoral responders and non-
responders (MN antibody titers) are presented in Figure 4A and
Supplemental Table 5, as are the top 4 genes with significantly
different gene expression levels among subjects with and with-
out TIV-specific CD8*GRZ* T cell responses.
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Figure 4. Minimal innate signature correlates with immunological outcome independently of route of immunization. (A) Box-and-whisker plots (min-
imum to maximum) are depicted for 9 gene expression ratios between d1and d0 in nonresponders (NR; gray) and responders (R; brown) (d21/d0 ratio >

4 for A/H3N2 or A/HIN1 MN titers [left panel] and ratio > 2 for TIV-specific CD8'GRZ* T cell responses [right panel]). The Mann-Whitney t test compares
responders and nonresponders (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). (B) Gene and sample hierarchical clustering of 9 gene expression profiles revealed 2
clusters of subjects: S1(purple, n = 33), with 3/17 t.c., 13/18 i.d., and all i.m. subjects (n = 17/17), and S2 (yellow, n = 19), with 14/17 t.c. and 5/18 i.d. subjects.
Samples are color-coded according to vaccination route: t.c. (blue), i.d. (green), and i.m. (black). The color gradient from green (-0.4, low) to red (0.4, high)
indicates the intensity of gene expression. Box-and-whisker plots with the minimum to maximum points of d21/d0 immune responses (from the bottom
up: the minimum 25th percentile Q1, median, 75th percentile Q3, and maximum values) for (C) A/HINTMN titers, (D) A/H3N2 MN titers, and (E) TIV-
specific CD8*GRZ"* T cell responses in the S1(purple) and S2 (yellow) clusters (left panels). The Mann-Whitney t test compared the S1and S2 clusters
(***P < 0.001). Respective histograms show immune response intensities for each individual in the S1 (purple) and S2 (yellow) clusters (right panels). t.c.,
blue; i.d., green; and i.m., black.

107



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

The Journal of Clinical Investigation

CLINICAL MEDICINE

A Figure 5. Minimal innate signature and serum level of
ltc CXCL10 allows identification of humoral and cytotoxic
3 |
CKS1B ; id. T cell responders after TIV vaccination by different
[ i i routes of administration. (A) Principal component
% p I
2 ‘\_ " MAP2KH l.m. analysis of the 9 gene expression profiles (d1/d0). Sam-
e A ! SARM1 ple vaccine administration routes are color coded: i.d. in
Cc2 \ ! -~ - i i - H -
] ® “@croPt /{{ green (n=18),i.m.in hIaFI< (n=17), alml:i tc in blue (r.1 =
= — : - PVRTI 17). (B) ROC curves showing the specificity and sensitiv-
g T \ )/f.: TMEMSB ity of the logistic regression models, i.e., the proportion
g 0o -- SRR of correctly anticipated responders and nonresponders,
= o ® respectively. The curves correspond to the d21/d0 ratio
‘O" ® of immune responses: HIN1-specific MN antibody titers
a -1 (blue; AUC: 0.9676), H3N2-specific MN antibody titers
. (green; AUC: 0.9585), and TIV-specific CD8*GRZ* T cells
) PRIGAA (red; AUC: 0.9354). The 9 gene expression profiles and
the CXCL10 serum levels significantly explain each of
these variables. (C) The histogram represents the num-
-3 ber of responders for each immune response: HIN1/
) H3N2 MN antibodies (d21/d0 ratio > 4) and TIV-specific
2 CD8*GRZ* T lymphocytes (d21/d0 ratio > 2), in regard to
PC2 (33.02%) provided status (black) and correctly predicted status
B Provided status (gray) based on the early expression of the 9 genes and
B Cc o0 Correctly predicted 0N CXCL10 serum levels (d1/d0).
1.0 g
w
0.8 g 154
>
5 os §_
@ » 104
5 0.4 -
0 s}
0.2 & 51
E
>
0.0 Z A1 . .
10 08 06 04 02 00 HINTMN  H3N2MN  CD8'GRZ
Specificity T cells

Hierarchical clustering based on the expression profile of
these 9 genes revealed 2 clusters of subjects: S1 (purple) includ-
ing 3/17 (9%) vaccinated by the t.c. route, 13/18 (39%) by i.d.,
and 17/17 (52%) by i.m., and S2 (yellow), which included 14/17
(74%) vaccinated by t.c. and 5/18 (26%) by i.d. (Figure 4B). We
observed significantly higher influenza-specific MN antibody
responses in S1 than in $2 (A/H3N2: P = 0.0002; A/HIN1: P =
0.0005) and the same distribution is observed for the d1/d0
ratios of CXCL10 concentrations (Figure 4, C and D and Sup-
plemental Figure 8). In contrast, the S2 cluster contains signifi-
cantly higher numbers of individuals with higher TIV-specific
CD8*GRZ* T lymphocyte counts (P = 0.0007) (Figure 4E).
This is confirmed by the immunological assays at dO and d21
independently according to S1 and S2 samples clusters (Supple-
mental Figure 9). Moreover, it has been shown that i.d. vacci-
nation induces both TIV-specific MN titers and CD8*GRZ* T
cell responses, whereas t.c. vaccination preferentially induces
CD8*GRZ* T cell responses. However, we did not observe any
significant difference in distribution of TIV-specific CD4" and
CD8* T cells expressing intracellular IL-2, IFN-y, TNF-0, and/
or cell-surface Cd154 (CD40 ligand) in S1 and S2 (Supplemental
Figure 8, A and B).

PCA performed on 9 genes (genes correlated with immune
responses and were differentially expressed between responders
and nonresponders) showed sample distribution according to the
administration route (t.c., blue;i.d., green;i.m., black; Figure 5A).
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We then used logistic regression analysis to consider whether
this minimal gene signature, together with the CXCL10 serum
levels, might supposed response by either TIV-specific CD8*GRZ*
T lymphocytes or MN antibody titers. The receiver operating
characteristics (ROC) curve showed that the 9 genes and the d1/
dO ratios for CXCL10 serum levels were the most accurate prog-
nosticators of responses by TIV-specific CD8*GRZ* T cells (AUC:
0.9354) and by HINI- and H3N2-specific MN antibody titers
(AUC: 0.9676 and 0.9585, respectively) (Figure 5B). Figure 5C
shows the number and percentage of individuals correctly fore-
seen to be responders by their status for each immune parameter.
The percentage of individuals predicted as responders for HIN1-
and H3N2-specific MN antibody and TIV-specific CD8*GRZ* T
cell responses is 100%, 84.21%, and 83.33%, respectively.

Discussion

We believe this work is the first phase I/1I clinical trial that aims
to assess the safety and immunogenicity of TIV administered by
t.c., 1.d., and i.m. routes, and provides important insights into the
dichotomy shown by early innate markers for the induction of
either TIV-specific humoral or CD8 responses.

We found that TIV immunogenicity varied according to deliv-
ery routes. Stronger humoral responses (HI and MN antibody
titers) were observed with i.m. and i.d. vaccination compared with
t.c. vaccination, and vaccine-specific cytotoxic CD8*GRZ* T lym-
phocyte responses were higher after t.c. and i.d. vaccination, com-
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pared with i.m. vaccination. These results confirm our previous
demonstration that a t.c. route, preferentially targeting LCs, induc-
es CD8* T cell responses (6, 7, 11, 13). It also confirms that the i.d.
vaccination route induces both humoral and CD8* T cell responses
due to the presence of LC and dDC populations. These cells include
LCs in the epidermis and dDCs in the dermal layer, both involved
in processing and presenting pathogen-derived antigens to T and B
cells from draining lymph nodes to initiate the antigen-specific cel-
lular and humoral responses. Influenza vaccine by the i.d. route (a)
elicits stronger immune responses in preclinical studies than those
induced by the im. route (34-36), (b) may improve response in
high-risk populations such as the elderly (37-40), and (c) requires
alower vaccine dose than the i.m. route (17, 41). We proposed that
immunization routes dictate the immunological outcomes of either
humoral or CD8* cellular responses in mice and humans (6, 11). In
our study, we also took into account the impact of previous vacci-
nation status on innate and adaptive immunity. We did not find any
significant difference at baseline in both transcriptomic profile and
adaptive immunity in previously vaccinated individuals compared
with individuals who were not vaccinated in previous years.

We analyzed whole-blood gene expression at dl relative
to dO. Although previous work by others has studied later time
points (D3-D7) (29, 33), we chose our design to study early innate
immunity only with samples collected at baseline and d1 after
vaccination. Because the route of immunization dictates innate
immune response, we expected approximately 3 gene expression
clusters representing the 3 modes of administration. Surpris-
ingly, however, we observed that subjects were distributed into
2 major clusters (C1 and C2). This dichotomy was mainly due to
the IFN-signaling pathway and CXCL10 production in serum 1
day after vaccination. C1 and C2 each displayed 1 of the 2 major
immunological outcomes: humoral (influenza-specific MN anti-
bodies) and CD8*GRZ* T cells, respectively, at d21 relative to dO.
Analysis of HI antibody titers produced similar results (data not
shown). Overexpression of the IFN-signaling pathway (at D3 after
vaccination) has previously been correlated with a higher TIV-
specific HI antibody response (28, 33). Similarly, we found that the
IFN-signaling pathway (at d1) and the CXCL10 serum level char-
acterized individuals with high humoral responses at d21. Other
studies have identified this chemokine, known to mediate anti-
viral immunity, in serum 3 days after influenza immunization by
the i.m. route (where it was negatively correlated with HI antibody
response 28 days afterward) (33) and 3 days after recombinant
Vesicular Stomatitis Virus-Zaire Ebola virus (rVSV-ZEBOV) vacci-
nation administration, where it was finally found to be an indepen-
dent correlate of antibody response (31). On the other hand, early
upregulation of IFN-signaling and antigen-presentation pathways
after i.m. TIV immunization is known to be associated with higher
influenza-specific HI antibody response (28, 33) and to result in
overexpression of STATI, IRF9, IFI35, IRF7, PSMBS, and FCGRIA,
as found in our analysis for both the i.d. and i.m. routes.

Systems vaccinology is helping to increase knowledge about
the molecular networks that orchestrate immunity in response
tovaccinationin humans (42, 43) and to identify signatures used
to predict vaccine-induced immunity, such as humoral and cel-
lular responses (44, 45). Studies of the innate blood transcrip-
tome have helped to predict the magnitude oflater antibody and
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CD8* T cell responses against the live-attenuated yellow fever
vaccine (30, 43, 46). Predicting CD8* T cell responses against
influenza vaccines is more challenging because of the poor
induction of these immune responses by i.m. immunization.
In circumstances when humoral immunity is not protective, or
is inadequately protective, against the influenza strain causing
an outbreak, cytotoxic CD8* T cells might provide some degree
of protection against infection and attenuate disease severity
and mortality (21). This is especially the case for the majority of
CD8* T lymphocytes directed to epitopes that are cross-reactive
between viral subtypes (47, 48). The t.c. route of immunization
gave us the opportunity to investigate the induction of CD8*
responses without humoral responses. Among the 496 genes
differentially expressed (on d1 compared with d0), we found 5
genes correlated with A/HIN1 and A/H3N2 MN antibody titers
and 4 with TIV-specific CD8*GRZ* T cell responses. They con-
stitute so-called minimal gene signature. We found an innate
gene signature induced 1 day after TIV vaccination that distin-
guished patients with late MN antibody responses from those
with CD8*GRZ* T lymphocyte responses, regardless of delivery
route. In our study, CXCR2P1, C2, and CKSIB, induced on d1
early after TIV immunization, were positively correlated with
A/HIN1 MN response at d21, whereas PRKAAI and TMEMS8B
were negatively correlated with it. Among the genes correlated
to A/HIN1 MN antibodies, CKS1B is involved in cell cycle and
proliferation, JAK/STAT3 signaling (through its role in cyto-
kine receptor signaling and inflammation), and the MEK/ERK
pathway (where CKS1B regulates monocyte autophagy) (49).
C2 is involved in the complement system; it triggers inflam-
mation and plays a central role in promoting humoral immune
response through antigen uptake and presentation to B and T
cells (50). CXCR2P1 is the pseudogene of the IL-8 receptor and
is mainly involved in neutrophil migration (51). Protein kinase
PRKAAL, the catalytic subunit of AMPK, is expressed princi-
pally in macrophages and lymphocytes and plays a pivotal role
in inducing proinflammatory signals through TAK1 and NFkB
activation (52). AMPK promotes inflammation, innate immuni-
ty, and antiviral defenses through modulation of the host pro-
tein, a stimulator of IFN gene signaling (STING) (53). TMEM8B
is involved in cell signal transduction and controls cell-cycle
progression (54).

Our study also identified the following gene signature related
to CD8*GRZ* T cell response: MAP2K5, PVRL1, SARMI1, and
CXCRA4. Interestingly, MAP2KS5 is a cofactor required for innate
immune responses dependent on TLR7 and TLRY, which are toll-
like receptors of DCs, macrophages, and natural killer cells (55).
CXCR4 is a chemokine receptor involved in migration and prolif-
eration of white blood cells and plays a chemotactic role for neu-
trophils, monocytes, and lymphocytes (56, 57). Of note, PVRL1
is involved in cell movement and proliferation and is expressed
on DCs. SARML1 is a TLR adaptor carrying a TIR (toll interleukin
receptor) domain to ensure efficient immune responses against
bacterial infections by negatively regulating TLR signaling (58).
Another study has also proposed biomarkers related to apoptotic
pathways that reflect impaired TIV responses in young compared
with older individuals; however, these biomarkers are related to
the individuals’ chronological ages (59).
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Franco et al. identified 20 genes exhibiting a transcriptional
response to vaccination, and significant genotype effects on gene
expression, which are correlated to the intensity of antibody
responses (60). A number of loci that have the strongest evidence
of genetic variation might also influence the intensity of humoral
response to vaccine. These results suggest that genetic variation
in identified genes could also influence immunological outcomes.

Several inflammatory cytokines were measured in the sera at
d1. We found slightly but nonetheless significantly more serum
level of IL-6 production following vaccination (defined by a d1/
dO ratio = 2) in S2 (7/19) compared with S1 samples (4/33) (y3,
P = 0.0356) (Supplemental Figure 10). Of note, the adjusted
ROC curve showed that the 9 genes and the d1/d0 ratios for IL-6
and CXCL10 serum levels were the most accurate predictors of
responses by TIV-specific CD8*GRZ" T cells (AUC: 0.9417, pre-
dicted responders 91.66%) (Supplemental Figure 10). IL-6 pro-
duction by DCs enhances CD8" T cell proliferation, triggers TCR
activation, and is dispensable for memory CD8" T cell generation
inmice (61). In addition, the interaction of keratinocytes, LCs, and
dDCs after cutaneous vaccination tends to promote inflammatory
cytokine production, such as IL1-a, IL-6, IL-8, and CXCL10, that
might contribute to the overall inflammatory reaction and further
promote the attraction of inflammatory cells at the immunization
site (62, 63). Moreover, vaccine adjuvant monophosphoryl lipid
A (MPLA) enables effective CD8" T cell differentiation into cyto-
toxic cells in the presence of DC-induced IL-6. MPLA and alum
with an epitope from a nucleoprotein highly conserved between
influenza strains generate cytotoxic T lymphocyte differentiation
and long-lived memory T cells that protect mice against influenza
A (64). Additional studies are necessary to determine whether the
genes identified have a causal relationship to either the antibody
response or the cell-mediated immune response to the vaccine.

In conclusion, we identified potential blood biomarkers
at the level of gene expression and CXCL10 in serum that are
good indicators of either humoral or cytotoxic T cell response
after seasonal influenza vaccination. It is clear that further
studies and validation in clinical trials are necessary to iden-
tify both a larger group of biomarkers induced after vaccina-
tion and predictors of the quality of immune responses. These
studies must consider the variability, sensitivity, and specific-
ity of these biomarkers in humans. Unfortunately, we did not
have access to such studies comparing routes of immunization
since our proposed work is the only clinical trial comparing 3
routes of administration. Although the transformation of data
into predictive markers of immunity remains a challenge (65,
66), this study provides what we believe is new insight into the
impact of the route of immunization and innate signature in the
quality of immune responses.

Methods

Clinical study protocol. The FLUWAY (Routes of Immunization and Flu
Immune Responses) randomized phase 1/11 clinical study enrolled 60
volunteers aged 18-45 years from October 15, 2012, to November 10,
2012, with follow-up until April 25, 2013; 20 were allocated to each
vaccine administration group in a 1:1:1 ratio after randomization at
the Cochin-Pasteur Center for Clinical Investigation in Vaccinology
at Cochin Hospital, Paris, France. The study has been registered at

jci.org

110

CLINICAL MEDICINE

ClinicalTrials.gov (NCT01707602). Exclusion criteria were as follows:
pregnancy (positive urine test); HIV, hepatitis B, or hepatitis C virus
infections; Guillain Barré syndrome; immunosuppressive treatment
or other immunodeficiency; allergy to a vaccine component; medical
history of skin cancer; acute infection or vaccination within 4 weeks
of enrollment; body mass index lower than 21 or greater than 26; skin
phototype V-VI; excessive terminal hair growth; and planned sun
exposure 6 weeks before or during the study.

The number of subjects to be included in the research is not based
on a statistical hypothesis but on the feasibility of carrying out this
pilot study for systems vaccinology. Subjects were assigned to groups
centrally through a balanced-block randomization process (random
block size of 3, 6, or 9). The allocation schedule was computer gener-
ated in SAS 9.3 by an independent statistician who was not otherwise
involved in planning or analysis. All subjects received their allocated
vaccine on dO (Figure 1) by the allocated route of administration to
assess its immunogenicity and safety against A/California/7/2009
(HIN1)pdmO9-like strain, A/Victoria/361/2011 (H3N2)-like strain,
and B/Wisconsin/1/2010-like strain for the 2012-2013 season. The
i.m. group received an injection of Vaxigrip (Sanofi Pasteur). The i.d.
group received Intanzal5 (Sanofi Pasteur) delivered via the BD Solu-
via microinjector device. The t.c. group received Intanzal5 by a t.c.
needle-free method targeting hair follicles, according to the previ-
ously described standard operating procedure (10). All vaccines were
administered in the deltoid region of the nondominant arm. Briefly,
the t.c. vaccination area (4x4 cm) was gently shaved, covered with a
thin layer of cyanoacrylate (Superglue, UHU GmbH & Co. KG), and
then stripped with adhesive tape to open hair follicles. Vaccine was
applied to the stripped skin inside a silicone barrier to limit the spread
of the liquid, allowed to dry for 20 minutes, and then covered with
a Comfeel adhesive bandage (Coloplast) for 24 hours. To measure
humoral and cellular responses, blood and serum samples were col-
lected from all subjects at visits on d0, d1, and d21.

The primary outcome was the CD8" T cell response against the
specific vaccine strain, measured at baseline and d21 after vaccina-
tion by 3 routes of immunization. Secondary outcomes were safety at
each visit, measurement of microneutralizing antibodies and cellular
responses at d0, d21, and M5, and transcriptomic analysis at dO and
d1. Immunomonitoring was performed blinded. Subjects used diary
cards for 5 days after vaccination to report daily local reactions, sys-
temic signs or symptoms, or ILIs. Data were collected in the electronic
case report form. Neither any ILI nor any serious adverse event was
reported during the study.

Hemagglutination inhibition and microneutralization assays. Serum
antibodies against the 3 influenza viral strains contained in the 2012-
2013 influenza vaccine were measured at dO, d21, and M5 with micro-
titer HI and MN assays. The method is described in Supplemental
Materials and Methods.

Transcriptomic analysis. For transcriptomic analysis, 2.5 ml whole
blood was collected in PAXgene tubes (Qiagen) from each volunteer
before and 1 day after vaccination. RNA was amplified with the Ova-
tion Pico WTA system version 2 (NuGEN) and the resulting cDNA
hybridized on Illumina whole human genome oligo microarrays (HT12
version 4.0). Genome Studio (Illumina) was used to analyze the data.
Nonspecific background signal was filtered; quantile normalization of
samples and log? transformation were applied to the gene raw data. In
all, 47,323 probes were analyzed.

:
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Transcriptomic data were analyzed with R software 3.4.1
(http://www.r-project.org/) and the limma package. Raw data were
analyzed according to a linear model fit with a moderated ¢ test by
empirical Bayes statistics. Adjusted P values for simple multiple
testing procedures were generated including Benjamini & Yekutieli
(2001) and Benjamini & Hochberg (2006) procedures for the
control of the false discovery rate (FDR). Corrected P values less
than 0.1 were considered to indicate statistical significance from
transcriptomic data analyses for the 3 administration routes, and
comparisons between dO and d1 (d1-d0). Statistical analyses and
graphic representations were performed with Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc.). Comparisons between routes or between identified
clusters used an unpaired Mann-Whitney ¢ test. All tests were 2-
sided. P values less than 0.05 were used to identify genes with sig-
nificant differential expression among vaccine responders (for the
d21/d0 ratio = 4 for HI and MN antibody titers and the d21/d0 ratio
=2 for CD8'GRZ* T lymphocytes) and nonresponders. Correlations
were identified with the Spearman coefficient, with significance
defined by P values less than 0.05. Heatmaps and hierarchical clus-
ters were generated with Multi Experiment Viewer MeV 4.9.0 (which
is part of TM4 microarray software suite developed at The Institute
for Genomic Research) (67). The Pearson coefficient of correlation
with the complete linkage method generated hierarchical clusters,
represented with dendograms, and R software was used to perform
principal component analyses (PCA). Ingenuity pathway analy-
sis (IPA) was used to perform functional enrichment analyses and
identify new targets or candidate biomarkers within the context of
biological systems. It provided the canonical pathways, molecular/
cellular functions, and networks that were statistically overrepre-
sented in the gene signatures.

Statistics. Baseline characteristics of the study population were
expressed as percentages for qualitative variables and as medians
(with interquartile intervals) for continuous variables. Geometric
means and 95% CIs were calculated for HI and MN antibody titers.
Intention-to-treat analyses were performed and included all random-
ized subjects. Characteristics were compared between the 3 groups
with y? or Fisher’s exact tests for qualitative variables and with Kru-
skal-Wallis or Mann-Whitney tests for quantitative variables. Immu-
nological data analyses used samples from 60 subjects. Appropriate
comparative statistics are stated in the text. Data were analyzed with
SAS 9.3 and Graphpad Prism software version 6.0, with a 2-sided

The Journal of Clinical Investigation

of the difference between week 0 and week 14 within each individual
group used a paired nonparameterized ¢ test (Wilcoxon matched-
pairs signed rank test), with statistical significance set at P less than
0.05. The logistic regression analyses and ROC curves were per-
formed and generated with R.

Data availability statement. All data analyzed in this study are
included in the published article. The normalized microarray data that
support the finding of this study have been deposited in ArrayExpress
with the accession code E-MTAB-7741.

Study approval. The FLUWAY original studies were conducted
in accordance with the Declaration of Helsinki and the International
Conference on Harmonization Good Clinical Practice guidelines and
approved by relevant regulatory and independent ethics committees
(Comité de Protection des Personnes, CPP Ile de France II Paris). Each
participant provided written informed consent before study entry.
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Supplemental Table 1. Baseline characteristics of the study population

Transcutaneous Intradermal Intramuscular
route route route P value
(n=20) (n=20) (n=20)
Female, n (%) 13 (65%) 10 (50%) 13 (65%) 0.67
Age, years (interquartile range) 32.5 (28-40.5) 32.5(28-38) 27.5 (24-35) 0.16
i 2
Body mass index, kg/m 233 (22.1-246)  23.6(22.9-251) 235 (22.2-24.9) 0.56

(interquartile range)

History of inflammatory,
autoimmune, or chronic 4 (20%) 4 (20%) 5 (25%) 1
disease, n (%)

Anti-inflammatory treatment, n

%) 0 (0%) 1 (5%) 1 (5%) 1
Received at least one seasonal

influenza vaccination (2009- 7 (35%) 15 (75%) 8 (40%) 0.0340*
2012), n (%)

Received A(HIN1)pdm03 6 (30%) 14 (70%) 6 (30%) 0.0177*

influenza vaccine, n (%)

The Vaxigrip® (0.5 mL/dose) and Intanza®15 (0.1 mL/dose) vaccines each contained 15 pg of hemagglutinin (HA)
from split-inactivated influenza virus from each of the three strains: A/California/7/2009 (H1N1)pdmOQ9-like strain,
A/Victoria/361/2011 (H3N2)-like strain, and B/Wisconsin/1/2010-like strain. Means (percentages within the
group) or medians (interquartile range) are shown. Kruskal-Wallis tests or Fisher’s exact tests were performed to
compare characteristics between the three groups (* P-value<0.05).
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Supplemental Table 3: Hemagglutination inhibition (HI) antibody titers against influenza

Transcutaneous Intradermal route

Intramuscular

P value

route (n=19) (n=20) route (n=20)
Influenza A/H3N2

Day 0 GMT (95% CI) 54.2 (36.4-80.6) 42.0 (26.3-67.0) 55.7 (32.8-94.7) 0.7432
Seroprotection, n (%) 14/20 (70.0%) 14/20 (70.0%) 14/20 (70.0%) 1

Day 21 GMT (95% CI) 48.4 (29.8-78.7) 161'285511(7))2 8- 232.1(128.1-420.8)  0.0006***
Seroprotection, n (%) 14/19 (73.7%) 20/20 (100.0%) 20/20 (100.0%) 0.0023**
Seroconversion, n (%) 1/19 (5.3%) 8/20 (40.0%) 10/20 (50.0%) 0.0050**

Month5  GMT (95% ClI) 49.4 (27.3-89.4) 115.3 (80.2-165.7)  167.2 (85.6-326.5) 0.0162*
Seroprotection, n (%) 14/19 (73.7%) 20/20 (100.0%) 15/19 (78.9%) 0.0394*
Seroconversion, n (%) 1/19 (5.3%) 6/20 30.0%) 7/19 (36.8%) 0.0507

Influenza A/HIN1

Day 0 GMT (95% ClI) 12.0 (4.9-29.1) 26.7 (13.7-52.1) 13.8 (6.5-29.0) 0.1369
Seroprotection, n (%) 6/20 (30.0%) 11/20 (55.0%) 7/20 (35.0%) 0.3381

Day 21 GMT (95% ClI) 11.8 (4.7-29.4) 85.0 (42.6-169.7) 92.0 (39.1-216.3) 0.0010***
Seroprotection, n (%) 6/19 (31.6%) 16/20 (80.0%) 16/20 (80.0%) 0.0020**
Seroconversion, n (%) 1/19 (5.3%) 7/20 (30.0%) 10/20 (50.0%) 0.007**

Month5  GMT (95% ClI) 18.3 (7.7-43.6) 45.1 (3.2-18.1) 68.2 (33.9-137.4) 0.0156*
Seroprotection, n (%) 9/19 (47.4%) 15/20 (75.0%) 15/19 (78.9%) 0.1014
Seroconversion, n (%) 2/19 (10.5%) 6/20 (25.0%) 9/19 (47.4%) 0.0424*

Influenza B

Day 0 GMT (95% CI) 1.8 (1.0-3.2) 1.6 (1.0-2.5) 4.1(1.8-9.2) 0.0756
Seroprotection, n 1/20 (5.0%) 0/20 (0%) 3/20 (15.0%) 0,3103

Day 21 GMT (95% ClI) 2.1(1.1-3.8) 13.4 (5.2-34.7) 32.6 (16.9-62.8) <0.0001***
Seroprotection, n (%) 1/19 (5.3%) 7/20 (35.0%) 10/20 (50.0%) 0.0070**
Seroconversion, n (%) 0/19 (0%) 7/20 (35.0%) 6/20 (30.0%) 0.0190*

Month5  GMT (95% ClI) 2.7 (1.3-5.5) 7.6 (3.2-18.1) 16.8 (7.2-39.2) 0.0089**
Seroprotection, n (%) 1/19 (5.3%) 5/20 (25.0%) 9/19 (47.4%) 0.0106*
Seroconversion, n (%) 0/19 (0%) 5/20 (25.0%) 5/19 (26.3%) 0.0420*

Geometric mean titers (GMT) of hemagglutination inhibition (HI) antibodies and 95% confidence intervals (Cls) on day (D) O,
D21, and month (M) 5 are shown for each vaccination group: transcutaneous (t.c.; n=20 at DO, n=19 at D21 and M5), intradermal
(i.d.; n=20), and intramuscular (i.m.; n=20 at DO and D21, n=19 at M5). Seroprotection rates (i.e., numbers of individuals with HI
titers >40) and seroconversion rates (i.e., numbers of individuals with HI titers <10 at DO and HI titers >40 after vaccination or
with HI titers >10 at DO and >4-fold increase in HlI titers after vaccination) are also indicated. Kruskal-Wallis tests and Fisher’s
exact tests were performed to compare the characteristics of the three groups (* P-value<0.05; ** P-value<0.01; *** P-

value<0.001).
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Supplemental Table 4: Microneutralizing (MN) antibody titers against influenza viral strains

Transcutaneous route

Intradermal route

Intramuscular route

(n=19) (n=20) (n=20) p-value

Influenza A/H3N2

Day 0 415 (25.7-66.8) 37.6 (25.6-55.4) 52.8 (32.1-86.9) 0.5891

Day 21 35.4 (22.6-55.5) 232.8 (135.7-399.5) 366.4 (219.1-612.5) <0.0001****

Month 5 35.8 (21.9-58.5) 124.5 (76.8-202.0) 190.3 (119.3-303.4) <0.0001****
Influenza A/HIN1

Day 0 80.2 (28.5-225.8) 127.7 (60.3-270.5) 80.6 (36.9-176.1) 0.4395

Day 21 79.2 (28.7-218.2) 870.7 (394.4-1922) 768.2 (284.9-2072) 0.0009***

Month 5 130.9 (51.1-335.6) 4495 (211.1-957.2) 605 (242.5-1510) 0.0324*

Influenza B

Day 0 41.1 (23.9-70.7) 31.7 (21.8-46.1) 415 (25.3-67.8) 0.6698

Day 21 456 (27.1-76.7) 183.1 (96.1-349.1) 173 (83-360.6) 0.0039**

Month 5 50.2 (31.3-80.5) 128.3 (63.9-257.6) 156.2 (83.9-290.6) 0.0155*

Geometric mean titers GMT (95% CI) of microneutralizing antibodies and 95% confidence intervals (Cls) on day (D) 0, D21,
and month (M) 5 are shown for each vaccination group: transcutaneous (n=20 at DO, n=19 at D21, and M5), intradermal
(n=20) and intramuscular (n=20 at DO and D21, n=19 at M5). Kruskal-Wallis tests and Fisher’s exact tests were performed
to compare the characteristics of the three groups (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P-value<0.0001).
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Supplemental Figure 1: Representative gating strategy for identification of IL-2, IFN-y, TNF-a and
GzB on TIV-stimulated CD8 and CD4 T cells at baseline (D0) and D21 post-vaccination. Each gate represents

percentage of mother gate.
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Supplemental Figure 2: Influenza-specific humoral responses at baseline (DO0) in
individuals who previously received or did not receive at least A/HIN1 pandemic

vaccination (2009) or/and previous seasonal T1V vaccine.

Percentages of seroprotected individuals at DO (i.e., HI titers >40) against influenza A/H3N2, A/HIN1, and B
viruses included in TIV 2012-2013. HI antibody titers were measured at baseline in individuals who previously
either received (Yes) or did not receive (No) A/H1N1 pandemic vaccination (2009) A), or previous seasonal TIV
immunizations B). The number of subjects in each group is indicated. Yes= previous vaccination, No= no influenza
vaccination before study enrolment.
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Supplemental Figure 3: TIV-specific cellular immune responses (D21/D0) in individuals
who previously received or did not receive at least A/H1IN1 pandemic vaccination (2009)
or/and previous seasonal TIV vaccine (2009-2012). Box-and-whisker plot of D21/DO ratios for the
TIV-specific immune responses (from the bottom up: the minimum, 25™ percentile Q1, median, 75" percentile Q3
and maximum values): cytokine-producing CD4+ and CD8+ T cells and CD8+ GRZ+ T cells (A) and HI (B) and
MN (C) antibodies titers against the three A/H3N2, A/H1N1 and B strains for humoral immune responses. The
Mann-Whitney t-test compared previously vaccinated (V) ( i.d. n=15; i.m. n=10; t.c. n=8) to non-previously

vaccinated (NV) (i.d. n=5; i.m. n=10; t.c. n=11). No significant result was observed.
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Supplemental Figure 4: TIV specific immune responses at DO and D21 following t.c., i.d.

and i.m. vaccination. Adaptive immune responses before (D0) and after vaccination (D21) for each
administration route t.c. (blue, n=19), i.d. (green, n=20) and i.m. (black, n=20) : influenza virus-specific HI and
MN antibodies (A) and TIV-specific CD4+ and CD8+ cytokines secreting T cells and CD8+GRZ+ T cells (B).
The Mann-Whitney t-test compared DO and D21 levels (*** P-value<0.001; **** P-value<0.0001).
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Supplemental Figure 5: Samples dendrogram according to the three administration

routes based on genes expression at baseline (DO0). Hierarchical clustering based on the expression
profile of all identified 47323 genes at baseline (D0) according to the three administration routes (N=52). No
gene was found significantly differentially expressed between the three arms at DO (corrected p-value <0.1).
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Supplemental Figure 6: Immunological responses (D21/D0) between individuals from C1

and C2 clusters. Box-and-whiskers plots (left panels; from the bottom up: the minimum, 25™ percentile Q1,
median, 75" percentile Q3 and maximum values) with min to max show all sample points (y-axis of graph in log
10 scale). They represent the D21/DO ratio of the A) H3N2 MN titers from the C1 and C2 subjects (C1 n=28: t.c.
n=2, i.d. n=16, i.m. n=10 and C2 n=24: t.c. n=15, i.d. n=2, i.m. n=7), the same for B) cytokine secreting TIV-
specific CD8+ T cells and C) TIV-specific CD4+ T cells with the respective histograms of the immune response
intensities (right panel). D) Scatterplot of HLN1-specific MN antibody titers and TIV-specific CD8+GRZ+ T cells
(D21/D0 ratios) highlighting C1 (gray) and C2 (red) individuals. The Mann-Whitney t-test compared C1 and C2
clusters (*** P-value<0.001).
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Supplemental Figure 7: Immunological assays at pre-vaccination (D0) and D21 post-
vaccination according to samples clusters C1 and C2 based on the 496 genes expression
profile. Titers of H3N2-, HIN1-specific microneutralizing antibodies and T1V-specific CD8+GRZ+ T cells at
baseline (D0) and 21 days post-vaccination (D21) according to C1 (left) and C2 (right) clusters (C1 n=28 and C2
n=24). Grey and brown points correspond to non-responders and responders, respectively (H3N2MN: C1 R n=14,
C2 Rn=5; HIN1IMN: C1 R n=11, C2 R n=4 ; TIV-specific CD8+GRZ+ T cells: C1 R n=4, C2 R n=8).
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Supplemental Table 5: List of top genes correlated with HIN1- or H3N2-specific MN
antibody titers and with TI1V-specific CD8+GRZ+ T-cell responses among 496 genes.

Genes H1IN1 MNAb H3N2 MNAb CD8+Grz+ T cells
P-value r P-value r P-value r

CKS1B 9.8E-03 0.36 1.31E-02 0.34

Cc2 5.02E-06 0.59 2.66E-04 0.48

CXCR2P1 5.89E-04 0.46 2.3E-02 0.32

CXCR4 - - - - 3.4E-02 -0.29

TMEMS8B 4.1E-02 -0.28 1.7E-02 -0.33

PRKAA1 2.69E-07 -0.64 1.16E-04 -0.51

PVRL1 4.1E-02 0.28

SARM1 3.3E-03 0.40

MAP2K5 3.4E-02 0.29

Spearman correlation test (P<0.05).
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Supplemental Figure 8: Immunological outcomes comparison between individuals from

S1 and S2 clusters. A and B) Box-and-whiskers plots (left panels; from the bottom up: the minimum, 25
percentile Q1, median, 75™ percentile Q3 and maximum values) with min to max show all sample points (y-axis
of graph in log 10 scale). They represent the D21/DO0 ratio of the TIV-specific cytokine secreting CD4+ T cells
and CD8+ T cells from the S1 (purple) and S2 (yellow) clusters (S1 n=33: t.c. n=3, i.d. n=13, i.m. n=17 and S2
n=19: t.c. n=14, i.d. n=5) with the respective histograms of the immune responses (right panel). C) Box-and-
whiskers plot of the CXCL10 concentration ratios (D1/D0) from the S1 and S2 samples. The Mann-Whitney t-test
compared S1 and S2 clusters (**** P-value<0.0001).
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Supplemental Figure 9: Immunological assays at pre-vaccination (D0) and D21 post-
vaccination according to samples clusters S1 and S2 based on the 9 genes expression
profile. Titers of H3N2-, HIN1- specific MN antibodies (upper and middle graphs) and TIV-specific
CD8+GRZ+ T cells (lower graphs) at baseline (D0) and 21 days post-vaccination (D21) according to S1 (left) and

S2 (right) clusters (S1 n=33 and S2 n=19). Grey and brown points correspond to non-responders and responders
respectively (H3N2MN: S1 R n=18, S2 R n=1 ; HINIMN: S1 R n=14, S2 R n=1 ; TIV-specific CD8+GRZ+ T

cells: S1 R n=2, S2 R n=10).
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Supplemental Figure 10: CXCL10, IL-6 serum levels and the 9 genes signature
significantly explain both three immune responses: HIN1 and H3N2-specific MN

antibody titers and CD8+GRZ+ T cells. A) Box-and-whiskers plot with the min to max (from the bottom
up: the minimum, 25™ percentile Q1, median, 75" percentile Q3 and maximum values) represents the D1/DO ratio
for serum concentrations of IL-6 from the S1 (purple) and S2 (yellow) clusters (S1 n=33: t.c. n=3, i.d. n=13, i.m.
n=17 and S2 n=19: t.c. n=14, i.d. n=5). The y-axis of the graph is in log 10 scale. The Chi2 test for qualitative
variables (# P-value<0.05). B) ROC curves showing the specificity and sensitivity of the logistic regression models
i.e. the proportion of correctly predicted responders and nonresponders (N=52), respectively. The curves
correspond to the D21/D0 ratio of immune responses: H1N1-specific MN antibody titers (blue; area under the
curve (AUC=0.9694), H3N2-specific MN antibody titers (green; AUC=0.9633) and TIV-specific CD8+GRZ+ T
cells (red; AUC=0.9417). The 9 gene expression profiles, the IL-6 and CXCL10 serum levels significantly explain
each of these variables. C) The histogram represents the number of responders individuals for each immune
response: HIN1/H3N2 MN antibodies (D21/DO ratio > 4) and T1V-specific CD8+GRZ+ T lymphocytes (D21/D0
ratio > 2), in regard to provided status (Black) and correctly predicted status (grey) based on the early 9 genes
expression and CXCL10 and IL-6 serum levels (D1/D0). The percent individuals predicted as responders for
H1N1- and H3N2-specific MN antibody and TIV-specific CD8+GRZ+ T cells responses is 100%, 89.47% and
91.66%, respectively.
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Supplemental Materials and Methods

Hemagglutination inhibition and microneutralization assay

At DO, D21, and M5, serum antibodies against the three influenza viral strains contained in the
2012-2013 influenza vaccine were measured with a microtiter hemagglutination inhibition (HI)
assay. Briefly, after treatment with receptor-destroying enzyme, serial 2-fold dilutions of serum
(starting at 1:10) were tested against 4 hemagglutinin units of antigen in human O+ Rh— red
blood cells. The HI titers were defined as the reciprocal of the highest serum dilution that
completely inhibited hemagglutination. Seroprotection was defined as an HI titer >40.
Seroconversion was defined as either an HI titer <10 at DO and >40 after vaccination or an HI
titer >10 at DO with a >4-fold increase after vaccination.

Neutralizing Ab titers were measured by microneutralization (MN) assays. Serum samples were
first heat-inactivated at 56°C for 30 minutes. Serial 2-fold dilutions of serum (from 1:10) were
added separately to 10° TCID50 of each of the three vaccine strains and incubated at 37°C for
2 hours before transfer onto 96-well microtiter plates containing confluent MDCK (Madin-
Darby canine kidney) cells. The neutralization titer was expressed as the reciprocal of the
highest serum dilution that blocked virus infection after 3 days of culture.

We defined responders as those with MN or HI titers with an increase >4-fold in antibody titers

at D21 compared to baseline at DO.

Intracellular cytokine assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient separation from
heparinized whole blood. Cells were processed within 4 hours of collection and stored at 1x10’
cells/mL in freezing medium (10% DMSO (Sigma-Aldrich), 90% fetal bovine serum) at -80°C
before storage in vapor phase liquid nitrogen until analysis. Frozen peripheral blood

lymphocytes were used for analysis of vaccine-specific T cells at DO and D21. Cells were
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stimulated at 37°C for 16 hours with or without Vaxigrip® at 100 ng/mL of hemagglutinin.
Brefeldin-A and monensin (Sigma-Aldrich) were added for the last 14 hours of incubation.
Cells were washed and stained in PBS containing 2% fetal calf serum at 4°C with Live/Dead
Fixable Aqua (Molecular Probes), CD4 (OKT4 clone; Biolegend), CD3 (SK7 clone; BD
Biosciences), CD8 (RPA-T8 clone; BD Biosciences), and CD154-PE (TRAP1 clone; BD
Biosciences) mAbs. The Cytofix/Cytoperm kit (BD-Biosciences) was used before staining with
interleukin-2 (IL-2; N7.48 A clone; Miltenyi), interferon-gamma (IFN-y; B27 clone; BD
Biosciences), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a; MAb11 clone; BD Biosciences), and GzB
(GRZ; GB11 clone; BD Biosciences) mAbs. Background cytokine responses detected in
unstimulated negative controls were subtracted from those detected in vaccine-stimulated
samples. The percentage of vaccine-specific CD4+ or CD8+ T cells was determined as the sum
of the 15 possible combinations of cells expressing at least one of the IL-2, IFNy, TNFa, or
CD154 markers by Boolean combination gating with FlowJo software (FlowJo, LLC). We
defined responders with D21/D0 ratio > 2 for TIV-specific cytokine-producing CD8+ T cells,
and TIV-specific GRZ+ CD8+ T lymphocytes. Flow cytometry was performed with an LSRII
flow cytometer (BD Biosciences Immunocytometry Systems) with at least one million live

events.

Cytometric bead arrays

Concentrations of CXCL10 and IL-6 were measured in the serum samples collected at D1 and
DO (n=59) by cytometric bead arrays (BD Biosciences) and flow cytometry, according to the
manufacturer’s protocol. FCAP Array v3.0 software (BD Biosciences) was used for the
analysis. Minimum levels of detection were 10 pg/mL for CXCL10 and 274 fg/mL for IL-6

(Enhanced sensitivity flex sets, BD).
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Revue « Prédire la réponse a la vaccination contre la grippe : vers [’identification d’une

signature moléculaire précoce », publiée dans Médecine/Sciences
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médecine/sciences 2020 ; 36 : 31-7

m’s

médecine/sciences

> La vaccination est 'un des progrés majeurs
de la médecine moderne. Mais afin d’améliorer
I’efficacité des vaccins existants et d’en élabo-
rer de nouveaux, nous devons mieux connaitre
les mécanismes d’action a 'origine de I'immu-
nité protectrice et les stratégies vaccinales per-
mettant d’induire une défense durable. La voie
cutanée est une stratégie de vaccination impor-
tante, en raison de la richesse qu’elle présente
en cellules de "immunité innée qui ont un réle
clé dans la qualité, I"intensité et la persistance
des réponses adaptatives qu’elles induisent.
Uintégration des données biologiques obtenues
au cours d’un essai clinique de vaccination anti-
grippale nous donne un apercu de I'impact de la
voie d’immunisation et de la signature innée sur
la qualité des réponses immunitaires. <

La vaccination, un enjeu de santé publique

La vaccination est I'un des progrés majeurs du xx° siecle
en matiére de santé publique : elle a notamment permis
I’éradication de la variole au niveau
mondial, comme I’a déclaré en 1980
I’Organisation mondiale de la santé
(oms) [1] (=9).

€n France, la couverture vaccinale tres élevée des nour-

(=») Voir la Synthése
de D. Lévy-Bruhl,
m/s n° 4, avril 2007,
page 404

rissons a également conduit a I"élimination de la diphté-
rie, de la poliomyélite, et le tétanos ne touche plus que
des personnes dgées pour lesquelles aucun rappel vac-
cinal n’a été réalisé depuis plusieurs décennies [2]. La
vaccination a aussi permis de diminuer considérablement
Iincidence de la rougeole, de la rubéole et des oreillons.
Toutefois, une fraction de la population qui échappe
aux campagnes de vaccination favorise la circulation
de ces virus, provoquant ainsi des bouffées épidémiques
qui touchent particulierement les grands enfants et les
jeunes adultes, comme les épidémies de rougeole qui ont
sévi dans plusieurs pays d’€urope en 2005, et en France

Vignette (Photo © Inserm-Rosa Calatrava et Manuel Ressnikoff).
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entre 2008 et 2012 [1]. Depuis 2017, une grave épidémie de rougeole
perdure, causée par une couverture vaccinale inégale dans le monde.
Encore aujourd’hui, I’OMS recense trois fois plus de cas de rougeole,
entre janvier et juillet 2019, qu’en 2018. Seule la vaccination permet de
contrdler la maladie. Pour la grippe, la mortalité due a 'infection qui est
liée a une couverture vaccinale insuffisante est estimée a environ 320
déces par an, en France [2], les personnes Ggées étant les plus touchées.
La vaccination a un impact considérable sur la réduction de la morbidité
et de la mortalité causées par les maladies infectieuses et on considere
que les vaccins ont permis d’éviter, entre 2010 et 2020, en moyenne
25 millions de décés dans le monde (soit cing vies sauvées par minute).
On estime, au contraire, que 1,5 million d’enfants meurent chaque année
par manque d’accés aux vaccins conventionnels.

L'amélioration de Iefficacité des vaccins existants et I’élaboration de
nouveaux contre des pathogenes a I’origine de maladies virales (virus
de Pimmunodéficience humaine [VIH], de I’hépatite C, de la dengue ou
de la grippe), bactériennes comme la tuberculose, ou parasitaire comme
le paludisme, sont donc des défis sanitaires mondiaux, ces maladies
entrainant en moyenne 3,5 millions de morts par an [3]. Il est donc
nécessaire de mieux connaitre les mécanismes d’action des vaccins et
de mieux comprendre la complexité des défenses immunitaires qu'ils
induisent. €n effet, bien que reposant sur des concepts communs issus
des observations de Louis Pasteur et d’€dward Jenner, la vaccinologie et
'immunologie ont évolué séparément a tel point que, paradoxalement,
peu d’informations existent aujourd’hui concernant les mécanismes par
lesquels les vaccins induisent une immunité protectrice efficace et sur
les stratégies a adopter afin d’induire des niveaux de défense durable.
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Qualité des réponses immunitaires aux vaccins :
potentiel corrélat de protection ?

Lefficacité d’un vaccin repose sur plusieurs types de réponses immu-
nitaires. |l s’agit de la réponse humorale, c’est-a-dire la production
par les lymphocytes B d’anticorps spécifiques de I’antigéne vaccinal,
qui se retrouvent dans le sérum et les muqueuses, et de la réponse
cellulaire reposant sur 'activation de lymphocytes T CD4* et T CD8"
possédant des fonctions multiples comme la production de cytokines
et de chimiokines, une activité cytotoxique et/ou un comportement
migratoire des cellules dans les tissus pour la mise en place d’une
mémoire immunitaire.

Définir le degré de protection d’un vaccin contre une infection donnée
nécessite de quantifier la réponse immunitaire qui sera la plus corrélée
a la protection. Cette définition du corrélat de protection d’un vaccin
est ainsi une étape essentielle pour le développement vaccinal. Il est
défini par des facteurs qui permettent d’évaluer le degré d’immuni-
sation d’une personne qui, si elle est immunisée, est alors capable de
contrdler la propagation du pathogéne et/ou le développement de la
maladie (signes cliniques) [4]. Certaines caractéristiques de I’hdte
influencent la quantité mais aussi la qualité des réponses immunitaires
induites par le vaccin, ce qui entraine une hétérogénéité des réponses
apres vaccination. Elles correspondent a des caractéres génétiques,
reposant sur le polymorphisme de genes comme ceux codant les molé-
cules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), ou ceux impli-
qués dans la différenciation ou I'activation des cellules immunitaires ;
des facteurs liés a [’hGte, comme son dge, sa nutrition, son microbiote,
I'obésité, les maladies chroniques, son activité physique, mais aussi
des facteurs environnementaux. La stratégie vaccinale est également
importante. Elle regroupe des considérations telles que la dose, le
design vaccinal (inactivation ou I'atténuation du pathogéne, la com-
position en protéine, la formulation [peptide-carrier, particule, etc.]),
I'ajout d’adjuvants ou la présence d’adjuvants naturels, le nombre
d’injections et enfin la voie d’administration du vaccin [5].

Le corrélat de protection utilisé le plus souvent est I'induction de la
production sérique d’anticorps ayant une fonction définie. €n effet, le
role important des anticorps dans le contrdle des infections, la facilité
d’acceés a ces anticorps dans le sang des sujets et la standardisation
des tests de mesure ont mis au premier plan la réponse humorale
comme corrélat de protection. C’est ainsi le cas pour des maladies
comme la diphtérie, le tétanos, la rougeole et la grippe. Pour le vaccin
contre la grippe, d’autres corrélats de protection ont cependant été
proposés, comme la réponse cellulaire cytotoxique et sa localisation
(dans le poumon), ce qui illustre la complexité de la définition du
corrélat a utiliser [6]. Le critére admis par la communauté scienti-
fique pour 'acceptabilité d’un vaccin antigrippal reste donc un titre
d’anticorps inhibiteurs de I’hémagglutination (HI) de 1:40 [7]': ce
titre permettrait de protéger 70 % des sujets, la protection augmen-
tant graduellement jusqu’a 90 % pour des titres plus élevés [8]. II

! Le titre d’anticorps correspond & I'inverse de la derniére dilution de sérum dans laquelle I'anticorps est
détecté : 1: 40 signifie ainsi la dilution 1/40 du sérum.
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reste extrémement variable d’une année sur I'autre.
Les réponses a médiation cellulaire sont pourtant
essentielles a la protection contre les infections dues
a des pathogenes intracellulaires comme le virus de la
grippe. Les réponses cytotoxiques des lymphocytes T
(CTL), tant CD4* que CD§*, sont en effet responsables
du controle et de I'arrét de I'infection grippale. Elles
peuvent donc également représenter de bons corrélats
de protection contre la maladie (signe clinique, gra-
vité de la maladie nécessitant I’hospitalisation, etc.)
[9,10]. La production d’anticorps reste néanmoins
essentielle pour prévenir I'infection et bien que les anti-
corps sériques soient le corrélat de protection le plus
utile pour les vaccins antigrippaux inactivés contenant
de ’hémagglutinine virale, les anticorps présents au
niveau muqueux contribuent également a la préven-
tion de la grippe. €n I'absence de réponse anticorps,
I’activité cytotoxique des cellules est, elle, associée
a la réduction de la production virale [11]. Chez les
personnes dgées, la production de cytokines et la
prolifération des CTL en présence de I’antigene grippal
seraient ainsi de bons corrélats de protection [12]. Les
lymphocytes T cytotoxiques sont également importants
pour la protection contre des souches variables car ils
peuvent reconnaftre des parties constantes du virus et
ainsi réduire la réplication virale malgré cette varia-
bilité [13]. La coordination entre les compartiments
immunitaires adaptatifs, humoral et cellulaire, est
nécessaire pour induire une réponse immunitaire effi-
cace et une protection a long terme apres vaccination
[14]. Ces relais entre compartiments ont également été
mis en évidence pour la vaccination contre la rougeole,
la tuberculose ou le cytomégalovirus pour lesquelles
les anticorps protégent contre I'infection primaire ;
cependant, apres infection, si elle a eu lieu, I'immunité
induite par les lymphocytes T est un corrélat de protec-
tion contre la maladie [15-17].

Limmunité innée peut-elle orchestrer la qualité
de la réponse adaptative ?

A cette complexité des différentes réponses immuni-
taires adaptatives, s’ajoute celle de I'immunité innée.
Celle-ci permet la détection de signaux de danger
[18], tels que les motifs présentés par les virus, les
bactéries, les parasites et les champignons (ou PAMP,
pour pathogen-associated molecular pattern), par des
récepteurs spécifiques, les PRR (pour pattern reco-
gnition receptor), exprimés a la surface des cellules
de 'immunité innée. Les PRR facilitent I"activation et
la maturation des cellules présentatrices d’antigénes
(APC), déclenchent des cascades de cytokines et les
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réponses inflammatoires qui sont essentielles pour fagonner I'immu-
nité adaptative [19]. La nature de la cellule innée (au site d’infec-
tion) et du PRR impliqué jouent un réle crucial dans la modulation de
la force, de la qualité et de la persistance des réponses adaptatives
[20,21]. Cest en particulier ce qui est recherché au cours du dévelop-
pement d’un vaccin par le design vaccinal [22]. €n effet, de nouvelles
formulations de vaccin contre la grippe (virus atténué, ajout d’adju-
vant ou changement de voie d’administration) ont permis d’augmen-
ter 'immunité anti-grippale afin d’améliorer la protection ou méme
d’induire une immunité cellulaire chez les individus immunodéprimés
[23-24].

Chez ’lhomme, la voie intramusculaire conduit a une protection modé-
rée et variée contre le virus de la grippe via I'induction d’une réponse
humorale. Cette voie induit aussi de fortes réponses lymphocytaires
effectrices de type Thl, mais peu ou pas de réponses T CD8+ cyto-
toxiques qui, comme nous I’avons dit, offrent un certain degré de
protection contre I'infection [9] avec, pour la majorité, une réactivité
croisée contre les sous-types viraux [25].

Notre compréhension du potentiel élevé des tissus cutanés pour
I’induction de réponses immunitaires et I'urgence d’améliorer I'effi-
cacité de certains vaccins ont motivé la recherche de nouvelles voies
de vaccination. L'immunité innée induite au site de vaccination a
une importance fondamentale dans la qualité et I'intensité de ces
réponses (intensité et qualité des réponses humorales et cellulaires,
localisation au niveau des muqueuses et mémoire immunitaire)
[22,26]. limmunisation par les voies cutanées est une stratégie
développée depuis plus d’une vingtaine d’année : ce tissu est riche
en APC, avec les cellules de Langerhans (LC) dans I’épiderme, et les
cellules dendritiques (DC) dans le derme [27], qui sont responsables
de la reconnaissance initiale et de la capture des composés vacci-
naux. S’ajoute a ce phénomene, le recrutement des cellules inflam-
matoires (polynucléaires neutrophiles, monocytes, etc.) au site de
la vaccination. Ces cellules contribuent également a I’initiation de
la réponse immunitaire [28]. Elles transportent jusqu’aux ganglions
lymphatiques drainants les antigénes capturés qui seront présentés
aux lymphocytes T CD8+ et CD4+ qui deviendront les cellules effec-
trices et mémoires spécifiques. Des avancées technologiques ont
permis le développement de méthodes d’administration de vaccins
dans la peau [22]. Les méthodes d’administration et les dispositifs
qui ont été développés sont nombreux. On distingue cependant deux
modes d’administration : le premier permet I'application de vaccins
dans I’épiderme (voie transcutanée) et le deuxieme dans le derme
(voie intradermique). Selon les dispositifs utilisés, patchs ou micro-
aiguilles, la pénétration des vaccins differe. Nous avons développé
une technique qui facilite I'ouverture des conduits folliculaires pileux
[29]. Contrairement a I'épiderme inter-folliculaire, ’infundibulum du
follicule pileux? est trés perméable. Ce segment permet aux compo-
sants du vaccin d’atteindre les cellules de Langerhans (qui expriment
la molécule CDla chez ’lhomme) qui résident autour des follicules
pileux. Cette méthode de ciblage folliculaire capillaire a été standar-

% Segment du folicule en communication avec I"extérieur, jusqu’a la glande sébacée.
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disée et a été utilisée avec succes pour la vaccination
contre la grippe dans deux essais cliniques de phase 1/
la, et contre le VIH dans trois essais cliniques de vaccins
ADN [30, 31]. Nous avons montré que les voies transcu-
tanée et intradermique induisent des réponses immu-
nitaires cellulaires (chez ’lhomme et la souris) [22,
32-34]. Cette réorientation du systéme immunitaire
par un ciblage approprié des réponses immunitaires est
restée inexplorée dans les stratégies de vaccination.
Pourtant, la modulation du compartiment immunitaire
apres la vaccination pourrait avoir un impact important
sur la protection a long terme, méme si des études com-
plémentaires restent nécessaires.

Récemment, les voies transcutanée, intradermique et
intramusculaire pour le vaccin antigrippal chez I’homme
ont été comparées [35]. La voie transcutanée conduit a
des réponses cellulaires T CD8" contre la grippe saison-
niére, mais & une faible réponse humorale [33, 36]. La
voie intradermique permet non seulement des réponses
anticorps mais aussi des réponses immunitaires cel-
lulaires T CD8+ élevées [27, 37]. La vaccination par la
voie intramusculaire est, quant a elle, a I’origine princi-
palement d’une réponse humorale. Cette différence de
réponses selon la voie d’administration utilisée montre
ainsi I'importance que peut avoir le ciblage de I'immu-
nité innée sur la réponse adaptative.

Biologie des systéemes : sonder la dynamique
immunologique aprés vaccination

Comprendre les mécanismes conduisant a une réponse
immunitaire adaptative protectrice nécessite I’étude
des signatures moléculaires et cellulaires de I'immu-
nité innée induites rapidement aprés vaccination.
Les approches holistiques de biologie des systémes
permettent quant a elles d’obtenir une image glo-
bale de la réponse a un vaccin, et ainsi d’identifier
des corrélats de 'immunité pouvant prédire I'effica-
cité vaccinale [38]. La biologie du systéme consiste
a étudier ’ensemble des perturbations du systéme
immunitaire induites par la vaccination en réalisant
un profilage moléculaire et cellulaire du sang ou des
tissus (Figure 1). Parmi les techniques de profilages,
les approches « omiques » & haut débit (génomique,
transcriptomique, protéomique, métabolomique et
lipidomique) permettent une analyse simultanée d’un
grand nombre de variables. La réalisation de profils
transcriptomiques est I'une des premiéres approches
qui ont été développées. Elle consiste en I'étude de
I’ensemble des transcrits d’ARN produits par le génome
en utilisant des micro-puces et un séquencage. L’étude
transcriptomique peut s’appliquer aux cellules du sang
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Figure 1. Approche de biologie systémique. 1. Vaccination : des échantillons biologiques sont prélevés chez des volontaires vaccinés au cours d’études

cliniques. 2. Analyse des systémes biologiques : I'immunogénicité et I'inocuité du vaccin peuvent étre évaluées grdce a ces échantillons, le dosage de

différents paramétres immunologiques avant et aprés vaccination : les anticorps, les cytokines, les métabolites, les protéines, les lipides, les trans-

crits, les cellules et le microbiote. Toutes ces mesures quantitatives mais aussi qualitatives sont générées grdce a des approches expérimentales et des

technologies a haut-débit. 3. Interprétation des systemes biologiques : ces données sont intégrées les unes aux autres grdce a des outils statistiques

et bio-informatiques puissants. Des représentations graphiques alors générées permettent de visualiser et interpréter ces données en se basant sur

des logiciels d’enrichissement fonctionnel, combinant les connaissances tirées de la littérature et la mesure de I'expression de genes. Cela donne la

possibilité de (a) générer de nouvelles hypothéses, (b) modéliser et (c) identifier des biomarqueurs d’efficacité vaccinale.

(sang total ou cellules mononucléaires du sang périphérique [PBMC])
et représente un outil important dans la compréhension des maladies
infectieuses [39]. Il est néanmoins essentiel que les données obte-
nues par ces techniques soient associées a des données obtenues
par des méthodes de dosages immunologiques « classiques » comme
le dosage des anticorps, des cytokines et la mesure de I’activité des
lymphocytes T, afin d’évaluer quantitativement et qualitativement
les réponses immunitaires. U'étape suivante consistera a générer des
modeles mathématiques grace a des réseaux d’interactions molécu-
laires, et a développer des lois prédictives qui décrivent la structure et
le comportement du systéme perturbé. La biologie des systémes a été
utilisée pour ’étude de "immunogénicité du vaccin saisonnier trivalent
inactivé (TIV) contre le virus de la grippe [40, 41]1. Il a ainsi été montré
que I"augmentation d’expression d’un ensemble de génes impliqués
dans la voie interféron (1 & 3 jours aprés vaccination) ainsi que celle
de genes impliqués dans la différenciation et I’activité des plasmo-
cytes (7 jours aprés vaccination) étaient corrélées & I'importance des
titres d’anticorps sériques (1 mois aprés vaccination). Une signature
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génique minimale capable de classer jusqu’a 90 % des
sujets vaccinés selon deux groupes a également été
identifiée. On distingue ainsi les forts répondeurs (aug-
mentation du quadruple des titres d’anticorps 30 jours
apreés vaccination) et les faibles répondeurs (moins de
quatre fois). Cette signature minimale comprend en
particulier le géne TNFRSF17 qui code BCMA (antigéne
de maturation des lymphocytes B), le récepteur de fac-
teurs de croissance des lymphocytes B qui joue un role
clé dans la différenciation de ces cellules et la produc-
tion d’anticorps, et le géne codant CD38, une protéine
membranaire importante dans le développement des
lymphocytes (Figure 2) [41]. Une autre étude a iden-
tifié a partir de PBMC, 207 transcrits dont la régulation
précoce (3-7 jours aprés vaccination) est prédictive de
I’ampleur de la réponse anticorps (1 mois apres vacci-
nation) ; la régulation de ces transcrits a été confirmée
dans une seconde cohorte dite de validation [42].
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La transcriptomique permet donc d’identifier les voies immunitaires
propres a la vaccination antigrippale et de définir les profils immuni-
taires qui différencient les répondeurs des non répondeurs aux vaccins.

Recherche de biomarqueurs des réponses cytotoxiques et
humorales apres vaccination antigrippale

Nous avons entrepris, au cours d’un essai clinique randomisé de
phase I/l mené sur 60 sujets sains Ggés de 18 a 45 ans, une approche
systémique pour I’étude de I'immunogénicité du vaccin trivalent
inactivé (TIV) contre la grippe saisonniére (2012-2013) administré
selon les trois voies décrites précédemment. Les résultats obtenus
confirment la disparité des réponses immunitaires selon les voies
d’administration vaccinale. Les réponses humorales (anticorps inhi-
biteurs de I"hémagglutination [HI] et micro-neutralisants [MN])
obtenues avec les vaccinations intramusculaire et intradermique
sont supérieures a celles engendrées par la voie transcutanée. Les
réponses lymphocytaires cytotoxiques (CTL) produites par vacci-
nations intradermique et transcutanée sont supérieures a celles
induites par voie intramusculaire. Selon I’hypothése que la voie
d’immunisation dicterait le type de réponse immunitaire innée, il
était attendu que selon les 3 modes d’administration appliqués, il
serait observé 3 profils d’expression génique (1 jour aprés vacci-
nation). £tonnamment, les profils de réponses observés dans cette
étude se sont répartis selon deux groupes correspondant, pour I'un
a des sujets présentant une amplification de I’expression de genes
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Figure 2. Sélection et validation de pré-
dicteurs de la réponse vaccinale. De nom-
breuses études ont été réalisées, fondées
sur I’expression de génes précocement
perturbée aprés vaccination, ou bien

Réponse
immunitaire

sur I'expression de genes présents avant
vaccination contre la grippe. Lobjectif
est d’identifier des signatures géniques
de 'immunité innée capables de prédire
’immunogénicité vaccinale. Afin de pou-
voir parler de biomarqueurs il est néces-
saire de valider "implication de ces génes
grace a des études mécanistiques dans
des modéles in vitro et in vivo ou par la
recherche de ces signatures dans de nou-
velles cohortes de vaccination. La majorité
des génes trouvés positivement corrélés
aux réponses anticorps apres vaccination
antigrippale sont impliqués dans la signa-
lisation interféron, I'inflammation et la
présentation antigénique [35, 39-41, 45].
Quelques génes candidats ont été pro-
posés comme étant corrélés a la réponse

antigrippale CD8* cytotoxique [35].

impliqués dans les voies interféron et une augmen-
tation sérique de la chimiokine CXCL10 (C-X-C motif
chemokine ligand 10), associées a la réponse humo-
rale ; pour 'autre a un groupe d’individus présentant
des réponses cellulaires cytotoxiques (lymphocytes
T CD8* granzyme B* [GRZB]) a 3 semaines. La surex-
pression des génes de la voie interféron a été corrélée
a une réponse anticorps anti-Hl spécifiques de la
grippe plus élevée [40, 41]. €lle s’accompagne d’une
augmentation de I’expression des génes STATI (signal
transducer and activator of transcription 1), IRF7 et
IRF9 (interferon regulatory factor 7,9), IFI35 (interfe-
ron-induced protein 35), PSMB8 (proteasome subunit
beta 8) et FCGRIA (Fcgamma receptors 1A), comme
le montre également notre analyse, pour les voies
d’administration intradermique et intramusculaire. La
chimiokine CXCL10, un médiateur de I'immunité anti-
virale, a été reliée aux réponses anticorps spécifiques
du virus de la grippe et du virus Ebola [40, 41, 43].

Lexamen de I’expression précoce des genes dans les
cellules sanguines permet-il de prédire le type de
réponse immunitaire qui sera induite ? €n raison de la
faible induction des réponses cellulaires par la vac-
cination par voie intramusculaire, il n’est en fait pas
possible de définir de marqueurs géniques précoces qui
seraient liés a une réponse cytotoxique. €n revanche, la
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voie d’immunisation transcutanée permet, elle, d’évaluer Iinduction
des réponses lymphocytaires T CD8+ en I’absence de réponse humorale.
Parmi les génes dont I"expression est perturbée un jour aprés adminis-
tration du vaccin TIV, 5 génes dont "expression est corrélée aux titres
d’anticorps MN et 4 dont I’expression peut étre reliée a "amplitude
des réponses CTL, ont en effet été identifiés. En fonction de I'expres-
sion de ces 9 génes, ainsi que de la quantité de CXCL10 dans le sérum,
une signature génique minimale capable d’anticiper I'intensité des
réponses anticorps neutralisants contre les virus de la grippe et des
réponses T CD8+GRZD+ a pu étre caractérisée.

Cette étude a ainsi permis d’identifier dans le sang de potentiels
biomarqueurs des réponses cellulaires cytotoxiques versus humorales
aprés vaccination contre la grippe saisonniére. Il est clair que d’autres
études seront nécessaires pour déterminer si ces genes ont un lien de
cause a effet avec ces réponses immunologiques. Bien que la transfor-
mation des données en marqueurs prédictifs de I'immunité demeure
un défi [44], cette étude fournit ce que nous croyons &tre un nouvel
apercu de 'impact de la voie d’immunisation et de la signature innée
dans la qualité des réponses immunitaires.

Conclusion

La vaccination est 'un des plus grands triomphes de la médecine
moderne, mais nous ignorons encore largement les mécanismes par
lesquels des vaccins efficaces stimulent immunité protectrice. Plu-
sieurs avancées récentes permettent d’appréhender ces mécanismes :
la prise de conscience du réle central du systeme immunitaire inné dans
la détection des microbes et la stimulation de 'immunité adaptative,
les méthodes de mesure de la réponse immunitaire, et les progres de la
biologie intégrative. Les données générées lors des essais cliniques de
vaccination peuvent étre extraites a I'aide d’outils bioinformatiques et
utilisées pour générer des hypotheses biologiques qui peuvent ensuite
étre testées a I'aide de modéles animaux ou de systémes in vitro. Les
efforts devraient désormais se porter sur les liens entre science trans-
lationnelle et science fondamentale afin d’améliorer Iefficacité des
vaccins actuels et la mise en place de nouvelles stratégies vaccinales. ¢

SUMMARY

Towards the discovery of an early molecular signature to predict the
response to influenza vaccination

Vaccination is one of the major public health advances in modern
medicine. But in order to improve the effectiveness of existing vaccines
and develop new ones, we need to know more about the mechanisms of
action that lead to protective immunity and the strategies that lead to
sustainable defence. Cutaneous vaccination is a promising procedure
because of the richness of innate cells in the skin and their role in the
quality, intensity and persistence of adaptive responses. A Systems
Biology approach is used to probe immunological dynamic post-vac-
cination and to simultaneously analyse a large number of variables:
antibody and cytokines levels, gene expression or even cellular out-
comes. Immunological data have been collected from an influenza
vaccination clinical trial and, thanks to this approach, provided insight
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into the impact of the immunization route on the quality
of immune responses. An innate gene signature is also
identified in order to predict the intensity of immune
responses. ¢
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Contexte de |'étude

La voie d’administration cutanée (ID et épidermique) a un grand intérét en vaccination.
Comme nous avons pu le voir, ceci s’explique car la peau est composée de nombreuses APC
résidentes : les LC dans I’épiderme et DC principalement dans le derme, elles déclenchent les
réponses immunitaires apres interaction avec les LT et LB (Levin et al., 2015; Liard et al.,
2011). Les travaux précédemment menés au sein de notre laboratoire sur la voie
d’administration TC ont mis en évidence les avantages du déecapage de la surface de la peau
avec le cyanoacrylate pour cibler les follicules pileux (Vogt et al., 2006). L’étude clinique
utilisant un vaccin antigrippal inactivé a montré que les cellules lymphocytaires T CD8+
effectrices étaient amplifiées aprés immunisation par voie t.c., une réponse plus faiblement
induite apres injection 1M, cette derniere entraine préférentiellement des réponses humorales
(Combadiére et al., 2010; Goncalves et al., 2019). En effet, la vaccination via les follicules
pileux favorise le ciblage des LC et provoque ainsi des réponses cellulaires T CD8+ dans des
études précliniques (Mahe et al., 2009) et des études cliniques de phase I-l1la (Combadiere et
al.,, 2010; Gongalves et al., 2019; Vogt et al., 2008). Récemment, I’innocuité et
I’immunogénicité d’un vaccin ADN contre le VIH étaient évaluées chez des volontaires sains,
ce vaccin était administré par les voies t.c. + i.m. en comparaison avec les voies i.d. + i.m.
(Haidari et al., 2017). Des réponses différentes a médiation cellulaire CD4+ et CD8+ étaient
constatées entre les diverses combinaisons, par exemple les réponses induites par les voies t.c.
+ i.m. ont évolué vers un phénotype dominé par les Th-17 associées a la protection des
mugqueuses et de 1I’épiderme (Haidari et al., 2017).

Dans notre étude, nous proposons de comparer deux voies d’administration du vaccin
recombinant MV A exprimant les Ag du VIH-1 du sous-type B (MVVA-B). Le vaccin contre le
virus de la vaccine est historiguement administré par la peau et pourtant la voie i.m. est la plus
couramment employée aujourd’hui pour 1I’administration du MVA. Le vaccin MVA-B est par
exemple administré par la voie i.m. dans des études cliniques chez des volontaires sains ou
séropositifs, il induit des réponses lymphocytaires T et Ac spécifiques de longue durée chez 70
a90% des volontaires. De plus, I’innocuité et I’efficacité du vaccin MV A-B administré par voie
i.m. sont demontrées (Garcia et al., 2011; Gomez et al., 2011; Hanke et al., 2005; Mwau et al.,
2004) ce qui encourage les recherches sur le vaccin MVA en tant que vecteur du vaccin contre
le VIH. Nous proposons la premiére étude clinique randomisée de phase Ib (CUTHIVACO03)
qui a pour objectif de comparer I’innocuité et I’immunogénicité de deux voies d’administration

t.c. et i.m. du vaccin MV A-B, cette étude suit une stratégie de deux immunisations homologues
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Prime / Boost. Ce sont 20 volontaires séronégatifs et en bonne santé, entre 18 et 45 ans, qui ont
¢été suivis et chez qui des échantillons sanguins ont été prélevés a différents temps de 1’étude
cliniqgue. Grace a ces echantillons plusieurs parametres ont pu étre évalués: le profil
d’expression des génes, la concentration en cytokines, le niveau d’NAC ainsi que le pourcentage
de cellules T sécrétrices de cytokines (voir plan ci-dessous).

L’approche systémique que nous proposons fait appel a I’analyse transcriptomique dans
le but de formuler des hypothéses concernant 1’impact des voies d’administration vaccinale,
cutanée et conventionnelle, sur I’immunité innée et I’immunité adaptative dans le cas d’un
vaccin recombinant a vecteur viral. C’est donc la premiere étude a analyser le profil
d’expression des génes du sang et le niveau de cytokines sériques induits un jour a une semaine
aprés vaccination MVA-B chez I’homme, ce qui donne 1’opportunité d’identifier les relations
corrélatives de tels événements avec les réponses immunitaires NAc et LT. Ces recherches
pourraient se traduire en une empreinte innée qui serait susceptible d’étre utilisée dans le
développement vaccinal afin de prévoir la qualité spécifique des deux bras de I’'immunité. Dans
ce contexte d’autres études seront réalisées concernant la validation in vitro et in vivo des
signatures innées identifiées, sur la recherche de biomarqueurs d’immunogénicité avant
vaccination et sur la comparaison des événements innés mis en place aprés chacune des deux

immunisations (prime vs boost).

MVA-B lVlVA B
... D b):Prime N ‘ Boost E
... {" N R 2 ' - E
AN
('] Semaine---——_/-—-—_
-2 0 O+1j 1 2 8 8+1j 9 10 12 14

Profile d" eg:;egs;c:; ’ . > > > > > > > >
Dosage des cytokines ’ > > > >
Dosage des anticorps neutralisants ’ ‘jg%% > > > >

Pourcentage de cellules lymphocytaires T T
CD8+ / T CD4+ sécrétrices de cytokines s > > > > >

Plan d'immunomonitoring de I’étude clinique randomisée CUTHIVACO03

CUTaneous and Mucosal HIV VACcination
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Abstract <250 words

Background: Our previous work has demonstrated the benefits of transcutaneous
immunization in targeting Langerhans cells and preferentially inducing CD8 T-cell responses.
Methods: In this randomized phase Ib clinical trial including 20 HIV uninfected volunteers,
we compared the safety and immunogenicity of the MVA recombinant vaccine expressing
HIV-B antigen (MVA-B) by transcutaneous and intramuscular routes. We hypothesized that
the quality of innate and adaptive immunity differs according to the route of immunization and
explored the quality of the vector vaccine-induced immune responses. We also investigated the
early blood transcriptome and serum cytokine levels to identify innate events correlated with
the strength and quality of adaptive immunity.

Results: We demonstrate that MVVA-B vaccine is safe by both routes, but that the quality and
intensity of both innate and adaptive immunity differ significantly. Transcutaneous vaccination
promoted CD8 responses in the absence of antibodies and slightly affected gene expression,
involving mainly genes associated with metabolic pathways. Intramuscular vaccination, on the
other hand, drove robust changes in the expression of genes involved in IL-6 and interferon
signalling pathways, mainly those associated with humoral responses, and also some levels of
CD8 response.

Conclusion: Thus, vaccine delivery route perturbs early innate responses that shape the quality

of adaptive immunity.

Trial registration: This study has been registered at ClinicalTrials.gov

Keywords (3-10): MVA-B vaccine, safety, immunogenicity, cutaneous vaccination,

intramuscular route, vaccinia virus vector, transcriptome

Introduction
Vaccines are usually injected into muscles or subcutaneous tissues. However, interest in skin

vaccination (intradermal and epidermal application) has increased because the skin contains a
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relatively high number of resident antigen-presenting cells (APCs) that could drive immune
responses to vaccination. The human epidermis is particularly rich in Langerhans cells (LCs),
while dermal dendritic cells (dDCs) are found mainly in the dermis. Both types of cells can
migrate to draining lymph nodes or to the spleen via lymphatic drainage. There, they initiate
immune responses after interaction with antigen-specific T and B lymphocytes (1,2). We have
previously shown that the transcutaneous (t.c.) application of nanoparticles onto human skin
explants can allow antigen to penetrate into hair follicles and thus target LCs. Our previous
work highlighted the potential benefits of cyanoacrylate skin surface stripping for targeting hair
follicles and thus its promise as a delivery technique for t.c. immunization (3). The involvement
of LCs in CD8 T cell cross-priming suggests that vaccination via the t.c. route may be
particularly useful in inducing T cell-mediated immune responses. A previous comparative
clinical study using an inactivated influenza vaccine indicated that effector CD8+ T cells were
preferentially amplified after t.c. application, compared with i.m. injection, which instead
induced humoral responses (4). Vaccination through the hair follicle duct favors the targeting
of LCs cells and has been shown to promote CD8+ T-cell responses in preclinical (5) and phase
I-1la (4,6,7) studies that used inactivated trivalent influenza vaccine. Previous studies have also
shown effective DNA immunization via the hair follicle route in mice (5). In humans, we
recently reported the safety and immunogenicity of a DNA vaccine administered by the t.c. +
i.m. routes compared with the i.d. + i.m. routes; CD4 + and CD8+ cell-mediated immune
responses were shaped differentially, with t.c. + i.m. responses showing a shift towards a more
Th-17 dominated phenotype (8).

In addition, novel immune monitoring approaches applying transcriptomic analysis have
enabled the development of hypotheses about the impact of vaccines on innate immunity. We
recently applied these approaches to discover innate biomarkers able to predict the quality of
immune responses to trivalent influenza vaccine (T1V) (4). Notably, blood gene expression and
serum cytokine levels in the first few days after immunization were correlated with the intensity
of the humoral response. These results provided important new insights into the molecular
mechanism of vaccines and the choice of antigen, vector, and delivery route. The early up- or
down-regulation of gene networks after vaccination was thus used to predict the intensity of
immune response (months after vaccination) for different types of vaccines and administration
routes (9). More hypotheses about the impact of routes of immunization on combined innate
and adaptive immune signals need to be developed and tested.

Although vaccinia virus vaccines were historically administered via the skin (intradermal, i.d.),

the version generally used today — modified vaccinia virus Ankara (MVVA) — is administered
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by the i.m. route (10). Here we propose to investigate the t.c. and i.m. routes of immunization
with an MVA-based HIV vaccine. Based on a thorough review of the literature on t.c.
vaccination and our knowledge of this field, no evaluation of t.c. MVA vaccination has been
documented in humans. Here, we used the MVA-B vaccine, a recombinant MVVA vector
expressing HIV-1 subtype B antigens (10,11). This vaccine has been previously used in several
clinical studies in HIV infected and uninfected individuals. All these studies administered
MVA-B by intramuscular (i.m.) routes and generated long-lasting antigen-specific T-cell and
antibody responses in 70-90% volunteers, thus consistently demonstrating the safety and
immunogenicity of MVVA-B vaccination by the i.m. route and positioning MVVA-B as a vaccine
candidate to explore alternative delivery routes (11-14).

We present here the results of the CUTHIVAC-003 trial, conducted in 20 HIV uninfected
individuals in Lima, Peru. This Phase Ib randomized clinical trial aimed to examine the safety
of recombinant MVA-B t.c. and i.m. delivery routes and to explore the resulting innate and
adaptive immune responses. We specifically asked whether MVVA-B vaccine administered by
these two different routes of immunization: 1) is as safe by the t.c. as by the i.m. route, 2)
produces the same or different qualities of adaptive immunity, and 3) induces different innate

gene expression signatures, which may serve as indicators of late adaptive immune responses.

Material and Methods

Study design, approvals, and participants

The CUTHIVAC-003 phase Ib randomized clinical study enrolled 20 volunteers aged 18-45
years at low risk of HIV infection, from October 15, 2014, to November 19, 2015. The
participants received HIV-1 MVA Clade B vaccine by either t.c. or i.m. administration (1:1
ratio) after randomization for allocation at the Clinical trial unit (CTU) of the Asociacion Civil
Impacta Salud y Educacion (IMPACTA) in Peru (Figure 1). Participants in the two groups had
similar demographics (Supplementary Table 1) and both study arms contained equal numbers
of men and women. They received their vaccine on day (d) O by the allocated route of
administration to assess its safety and immunogenicity against the MVA vector alone and
against MVA-B. The evaluations and procedures were conducted in accordance with the
protocol, and the data collected were entered into electronic case report forms (eCRF). Eligible
volunteers were randomized 24 hours before the enrolment visit. This was an open trial so no
unmasking was necessary. Block randomization of participants was performed centrally at the

IMPACTA Peru CTU Data Management Center with a computer-generated algorithm and a
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manual backup procedure. The randomization was stratified by sex. This Phase Ib clinical trial
Is not intended to recruit a sufficient number of participants to have statistical confidence in the
differences between groups. By the end of this study, 10 participants will have been exposed to
each program in both groups, and this provides confidence around the 0-60% response/event
ratios. Exclusion criteria were as follows: pregnancy (positive urine test), use of any topical
treatment, tanning session in the last 4 weeks, presence of tattoos or surgical or traumatic metal
implants, or excessive terminal hair growth on the investigational skin areas; skin-fold
(cutaneous and subcutaneous tissue) of the upper right or left arm that exceeds 40 mm; previous
vaccinia (smallpox) vaccination; HIV, hepatitis B or hepatitis C virus infections; Guillain-Barré
syndrome; immunosuppressive treatment or other immunodeficiency; allergy to a vaccine
component; medical history of skin cancer; acute infection or vaccination within 4 weeks of
enrolment; body mass index below 19 or above 25; skin phototype V-VI; excessive terminal

hair growth; and planned sun exposure 6 weeks before or during the study.

Vaccine and intervention

The MVA-B vaccine encodes a multi-HIV antigen, specifically a synthetic fusion protein
comprising nearly complete protein sequences from the Gag, Pol, and Nef genes of the HIV-1
I11B strain and the nearly complete protein encoding sequence from the Env gene obtained from
the HIV BX08 strain (12). The MVVA-B clinical lot was described previously (12). Both groups
received 1.0 mL of the MVA-B preparation at 1 x 108 PFUs (Plague-Forming Units): in the t.c.
group, 2 x 0.5 mL of the vaccine were applied to 2 pre-prepared skin sites on the upper arm
(each site 16 cm?), and in the i.m. group, 1 x 1.0 mL of the vaccine was injected to the deltoid
region of the nondominant arm. The dose to be used for each vaccination was the same as that
previously given to HIV-infected and uninfected individuals in past clinical trials (12). The
MVA-HIV Clade B vaccine has been used in several clinical studies (12,15-17), and
CUTHIVAC-003 was the fifth human experiment with this MVA vector expressing HIV-B
antigens. Group A (t.c.) is the experimental arm; its participants received 2 doses (one prime
and one boost) of MVA-B vaccine 8 weeks apart by a needle-free t.c. method for targeting hair
follicles, according to the previously described standard operating procedure (6,7). Briefly, the
t.c. vaccination area (4x4 cm) was gently shaved, covered with a thin layer of cyanoacrylate
(Superglue, UHU GmbH & Co. KG), and then stripped with adhesive tape to open hair follicles.
The vaccine was applied to the stripped skin, inside a silicone barrier to limit the spread of the
liquid, allowed to dry for 20 minutes, and then covered with a Comfeel adhesive bandage

(Coloplast) for 24 hours. Group B (i.m.) is the control arm. Participants allocated to this group
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also received 2 doses of MVA-B vaccine (one prime and one boost), 8 weeks apart by needle

injection.

Study objectives

Safety was the primary study end point, defined by any local, laboratory, general or clinical
adverse event (AE) of grade 3 or higher or any event of any degree that occurred in a participant
who received at least one immunization and led to a clinical decision to discontinue
immunization (Figure 1). The secondary end point was immunogenicity, assessed as the
proportion of CD4+ and CD8+ T lymphocytes producing cytokines (IFNy, MIP-1p, IL-2, and
TNFa) in response to the vaccine. The amplitude of the humoral response was assessed by
measuring neutralizing antibodies specific to the MVVA vector in serum (NADb). Exploratory
analyses used whole blood to study early innate gene expression and serum samples for

cytokine levels.

Safety analysis

The hydrocolloid bandage was removed from the investigational sites 24 hours after vaccine
application. These sites were examined by medical professionals and local tolerance was
assessed immediately after vaccination, and on d1, d7, and d14 after vaccination by evaluation
for the presence of vaccine cutaneous adverse events (i.e. erythema or
induration/swelling/edema) and axillary lymphadenopathy. On each visit, the volunteers were
interviewed and asked about local and systemic symptoms including pain, tenderness, fever,
malaise/fatigue, myalgia, headaches, nausea, vomiting, chills, arthralgia, and any
cardiopulmonary symptoms. Information about AEs was requested on immunization day and
up to the safety visit on the 14™ day after each immunization in a structured face-to-face
interview. Participants were required to keep a daily diary card to record specific AEs that began
within 14 days of the immunization, regardless of administration route. Each systemic AE was
graded 0-5 (1: mild, 2: moderate, 3: severe, 4: life threatening, 5: death) and considered either
“definitely related”, “probably related”, “possibly related”, “probably not related” or “not

related” to vaccine administration.

MVA-eGFP neutralization assay
Anti-MVA neutralizing activity was evaluated by an assay that detected GFP by flow
cytometry, in serum collected at week 0 (w0), w8, w9, and w12 (18,19). This assay used HeLa

cells as targets and a recombinant strain of MVVA expressing the enhanced Aequoriae GFP.
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Serial dilutions of heat-inactivated serum were performed in 96-well round-bottom tissue
culture plates (Corning) containing DMEM (Gibco, Invitrogen) supplemented with 2% fetal
calf serum (FCS, Dominique Dutscher). MVVAeGFP was then added to each well at a MOI of
0.25. After the plate was incubated for 1 hour at 37°C, 1 x 10° HelLa cells were added. The
incubation continued for 16 additional hours at 37°C, 0.5% CO.. Cells were trypsinized and
then washed with PBS supplemented with 0.5% FCS and 2 mM EDTA and fixed with 2%
formaldehyde. GFP expression was analyzed with FACSCanto Il and by using Diva software
(BD Biosciences) and FlowJo software. The percentage of neutralization was defined as the
reduction in the number of GFP-expressing cells compared to the number of GFP-expressing

cells in untreated control wells.

Quanterix technology (digital ELISA)

The Simoa™ (single molecule array) HD-1 analyzer was used for ultrasensitive multiplex
immunodetection of cytokines; we used the single kits for human IL-1B (Simoa® data sheet
item 101605), CXCL10 (Simoa® data sheet item 101132), and IL-8 (Simoa® data sheet item
100198) and a 3-plex B kit for the simultaneous detection of TNFa, IL-6, and IL-17a (Simoa®
data sheet item 101319) in accordance with the manufacturer's instructions. In this approach,
antibodies to specific proteins were immobilized to color-encoded paramagnetic beads, the
bead mixtures incubated with serum samples, and multiple specific proteins captured by the
corresponding specific beads. Next, the enzyme-labeled beads were isolated, sealed in arrays
of femtoliter-sized wells in the presence of enzyme substrate, and loaded into arrays on the
Simoa™ microfluidic disk. Finally, the fluorescence generated by a single enzyme was detected
by an uncooled CDD camera by using a white light excitation source to determine the
concentration of each protein with high precision. We referred to standard curves obtained with
recombinant calibrator proteins to calculate concentrations according to different calibration
ranges: I1L-8 (0-300 pg/L), IL-1B (0-120 pg/mL), CXCL10 (0-200 pg/mL), TNFa (0-28 pg/mL),
IL-6 (0-15 pg/mL), and IL-17a (0-10 pg/mL).

Autologous antigen-presenting cell generation (autologous-APCs)

To generate autologous antigen-presenting cells (APCs), autologous peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from samples collected at baseline from 17 of the 20 participants
were thawed and stained with a cell tracer (CFSE, Thermo Fisher Scientific), in accordance

with the manufacturer’s instructions. Briefly, PBMCs were resuspended in phosphate-buffered
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saline (PBS) at a final concentration of 10 x 10° cells/mL and labelled with CFSE at 1 uM for
6 minutes at room temperature in a roller mixer in dark conditions. The cells were then washed
3 times in PBS supplemented with 10% FCS and incubated for 30 min at 37°C, 5% CO,. After
the incubation period, the CFSE-labelled cells were resuspended in RPMI medium containing
2% FCS and incubated overnight under 3 separate conditions: infected with 2 PFU/cell of the
vaccine immunogen (MVA-B), infected with 2 PFU/cell of the vaccine vector alone (MVA),
or not infected. The next morning, the autologous-APCs were resuspended at 2.5 x 10° cell/mL
in RPMI medium supplemented with 20% FCS and used as stimulus in the intracellular
cytokine staining (ICS) assay. For the ICS, PBMCs sampled at pre-(w0) and post-vaccination
time points (w2, w8, w10, w14 and w20), were thawed and resuspended at 2.5 x 10° cell/mL in
RPMI medium, supplemented with 20% of FCS, and used as effector cells. The ICS assay was
set up by co-culturing the two cell types at a 1:2 ratio (Autologous-APCs: Effectors) in the
presence of 1 pL/mL of the protein transport inhibitor Monensin (GolgiStop, BD Bioscience)
and 0.7 pg/mL of anti-CD28 (BD Bioscience) during an overnight incubation at 37°C, 5% CO:..
As positive controls for the assay, effector cells were cultured alone in the presence of either 1)
anti-CD3/28 Dynabeads (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s
instructions, or 2) 10 ng/mL PMA (SIGMA) and 1 uM ionomycin (SIGMA).

Intracellular Cytokine Staining (ICS) Assay

The anti-vaccine responses were detected by measuring effector cell cytokines in the ICS assay.
Briefly, to exclude dead cells, monocytes and B cells, cells were stained with the Live/Dead
fixable Violet Dead cell stain kit (Invitrogen), CD14-Pacific Blue, and CD19-V450 and gated
in a dump channel as described (20). Additional surface markers were used to study the T-cell
lineages (CD3, CD4, and CDS8), T-cell activation (CD38 and HLADR), and maturation
phenotypes (CD45RA and CCR7). The cells were fixed and permeabilized with the Cell
Fixation and Cell Permeabilization Kit (Invitrogen) in accordance with the manufacturer’s
guidelines, and intracellularly stained to detect effector cytokines (IFNy, MIP-1f, IL-2, and
TNFa). Cells were resuspended in PBS supplemented with 1% FCS and acquired on a Fortessa
SORP flow cytometer (BD, Flow Cytometry Facility, IGTP). Details of the clones and
manufacturers of the fluorochrome-conjugated antibodies are reported in Supplementary
Table 2. Data were analyzed with FlowJo software, version 10.6. Supplementary Figure 1B
presents the gating strategy and an example of row flow cytometry analysis. Total vaccine-
specific T-cell responses were calculated by adding up the quadruple, triple, double and single-

positive cells for the expression of the intracellular cytokines IFNy, MIP-1p, IL-2, and TNFa.
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The frequencies of the cells producing each of the possible combinations were calculated with
the Boolean gating function on the FlowJo software. Background cytokine responses detected
in unstimulated negative controls were subtracted from those detected in vaccine-stimulated

samples.

RNA extraction and data preprocessing for transcriptomic analysis

Whole-blood samples of 2.5 mL were collected in PAXgene RNA (PreAnalytix) in tubes from
each volunteer at baseline before the prime vaccination (w0) and after the first (wO+1, w1, w8),
and second (booster) immunizations (w8+1, w9, wl2) and stored at -80°C. Total RNA was
extracted according to procedures set forth in the PAXgene blood RNA Kit (PreAnalytiX,
Hombrechtikon, Switzerland) handbook. RNA purity and integrity were assessed on the Agilent
2100 Bioanalyzer with the RNA 6000 Nano LabChip reagent set (Agilent, Palo Alto, CA,
USA). Sample preparation for microarray hybridization was carried out as described in the
Affymetrix GeneChip WT PLUS Reagent Kit User Manual (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA,
USA). Hybridization (to Affymetrix Human Gene 2.1 ST Array Plates), washing, staining, and
scanning took place in an Affymetrix GeneTitan system, controlled by the Affymetrix
GeneChip Command Console software w4.2. Background signal correction was performed by
applying the backgroundCorrect function from the limma package to the perfect match (PM)
signals with R Software 3.3.1. The underlying model is the normal-exponential convolution
model from RMA (21). The variance-stabilizing transformation algorithm (function justvsn
from package vsn) (22) was applied to the background-corrected signal, and the signal then
transformed back to its usual scale by exponentiation (base 2). To make the chips comparable,
a quantile normalization (23) (function normalize from package affy) was then applied to the
variance-stabilized signal. The probe signals for replicated arrays were averaged and quantile

normalization performed again. In all, 24 768 probes were analyzed.

Statistic and graphic representations

Statistical analyses of the immunological and transcriptomic data and graphic representations
of the kinetics were performed with Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.). The potential
associations between serum cytokine levels or gene expression induced early after vaccination
and the percentages of cytokines secreting CD8+ T cells or neutralizing antibody titers were
evaluated by Spearman correlation, with significance defined by a p-value < 0.05. The
heatmaps were performed with R with values centered and scaled in the row direction, Pearson's
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correlation used as the distance method, and dendrograms computed and reordered based on
row means. Ingenuity pathway analysis (IPA) and the open database Enrichr were used for
functional enrichment analyses to identify new targets or candidate biomarkers within the
context of biological systems. It provided the cell types, canonical pathways, molecular/cellular
functions, and networks that were statistically overrepresented in the gene signatures.
Transcriptomic data were analyzed with R software 3.3.1. All data were analyzed with mixed
linear regression models. P-values were then corrected for multiple comparisons by using the
Benjamini and Hochberg procedure to control the false discovery rate (FDR). Corrected p-
values less than 0.05 were considered to indicate statistical significance from transcriptomic
data analyses for comparisons between time points. The Volcano plot of the significantly
differentially expressed genes was performed with R, based on the —log10 of the adjusted p-

value and the log2 of fold-change.

Study approval.

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and the International
Conference on Harmonization Good Clinical Practice guidelines and approved by the relevant
regulatory and independent ethics committees. Each participant provided written informed
consent before study entry. The study was registered and approved by the Peru regulatory
authorities (IMPACTA IRB 0037-2014-CE; Peru NIH 396-2014-OG-OGITT-OPE/INS).

Data availability statement
All data analyzed in this study are included in the published article. The normalized microarray
data that support the finding of this study have been deposited in ArrayExpress with the

accession code (to be confirmed)

Results

Study protocol

In this study, 20 subjects randomized for route of administration received two immunizations
of the MVA-HIV Clade B vaccine by their allocated routes on w0 and w8 from October 15,
2014, through November 19, 2015 (Figure 1). The vaccine was a recombinant MVVA vector
expressing HIV-1 antigens derived from the natural HIV-1 isolate BX08 (for gp120) and isolate
HIV-111B (for Gag-Pol-Nef) (12). No subject was lost to follow-up. Subjects in both arms had

similar demographics, and both groups included equal numbers of men and women
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(Supplementary Table 1). The primary study end-point was safety, assessed by comparing the
number of local and systemic adverse events from MVA-B administration by the i.m. and t.c.
routes respectively. The secondary end-point was immunogenicity, assessed by measuring the
proportion of T lymphocytes that produce cytokines (IFNy, MIP-1B, IL-2 and TNFa) in
response to the MVA vector and to MVVA-B. The amplitude of the humoral response was
assessed by serum measurements of neutralizing antibodies specific to the MVA vector. Innate
immunity was explored by measuring cytokine/chemokines in serum samples and whole-blood

gene expression at indicated time points.

MVA-B was safe in all study participants, by each route of administration

Safety was assessed by collecting the number of local Adverse Events (AES) in the immediate
area where the vaccine was administered as well as recording the systemic, laboratory, and
clinical AEs (Table 1). We observed fewer local and systemic side effects after t.c. compared
with i.m. vaccination, for the administration of both doses of vaccine. In the t.c.-vaccinated
individuals, general side effects (fatigue, myalgia, and chills, 5 cases) were observed from
wO0+1d to w1l after the prime immunization and at d1 (fatigue, headache, and pruritus, 4 cases)
after the boost (Table 1). All participants reported local side effects (tenderness and pain) after
the i.m. administration. In addition, 36 separate incidents of systemic side effects at wO+1d, 14
cases at wl, and 43 cases at w8+1d were reported after i.m. administration. The systemic side
effects following i.m. immunizations were mainly fatigue, myalgia, headache, chills, and
arthralgia. These local and general side effects disappeared after a few days. The side effects
related to vaccination accounted for the largest number of AEs, as observed previously (12).
No serious AE was reported during the study. Overall, t.c. and i.m. MV A vaccinations were

safe.

Quality of immune response after i.m. and t.c. administration

In the context of either DNA vaccine (8) or seasonal trivalent influenza (TIV) vaccination
(4,6,7), we have previously shown that after t.c. immunization, CD8 T-cell responses occur
only when there is no humoral response to DNA vaccine. Here, we aimed to analyze the quality
and intensity of humoral immunity versus CD8 T-cell responses to a viral vector-based vaccine
administered by a t.c or an i.m. route. The neutralization ability of MV A-specific titers (MVA-
NADb) was measured by assays that neutralize MVA in-vitro infectivity. MV A-specific CD4+
and CD8+ effector T -cells producing single or multiple cytokines (IFNy, MIP-1f3, IL-2, and
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TNFa) were assessed by flow cytometry. The gating strategy for the ICS assay and MVA-B
dot plots are presented in Supplementary Figure 1. We focus on the previously described,
robust cellular immunity to the vaccine vector (MVA). Still, for a limited set of samples, the
correlation between T cell responses to MVA and MVVA-B was established (Supplementary
Figure 2). Figure 2 summarizes our observation of humoral and cellular immune responses
according to MVA-NAD titers (log 1/EC50) and MVA-specific effector CD8 T cells (ratio of
each time point relative to baseline at w0). As expected, the t.c. route did not induce MV A-
NADb, while the participants vaccinated by the i.m. route showed a significant increase in MVA-
NADb titers (p<0.0001) at w8 and w9 (Figure 2A). This observation confirms our previous
finding that targeting vaccines to the hair follicle (t.c.) did not favour humoral immunity (2,6—
8). Having previously shown that this route favors CD8 immune responses instead, we
monitored the presence of MVVA-specific CD8+ T cell populations over the study period. We
found some increase in the number of MV A-specific cytokine-producing CD8+ T cells after
both i.m. and t.c. vaccination, compared with baseline, in half the subjects (Figure 2B). The
t.c. immunizations induced CD8 T-cell responses slightly earlier (w2) (Figure 2B, right
panels) than the i.m. immunizations (w8) (Figure 2B, left panels). Of note, the MVA and
MV A-B-specific CD8 T-cell responses had similar levels of intensity (Supplementary Figure
2A). We also measured CD4 T-cell responses in both study arms, however only a few
individuals in each arm showed detectable responses (Supplementary Figure 2B). In
conclusion, t.c. immunization favors early CD8 T-cell responses in the absence of MVA-
specific NAb responses, while i.m. immunization induced strong NAb responses and late CD8

T-cell responses.

Serum IL-6 and Related Genes Expressed at One Day after i.m. Immunization Correlated
with MVVA-NADb responses

We sought to define an early innate gene signature associated with the quality of immune
responses by route of immunization. First, we analyzed the i.m. study arm, where both cellular
and humoral immune responses were observed. Whole-blood gene expression at wO+1d and
w1l after i.m. vaccination showed respectively 2611 and 54 significant genes differentially
expressed compared with baseline (w0) (Figure 3A). With the exception of one outlier, gene
expression at baseline was similar between subjects (data not shown). The strongest alterations
in the blood transcriptome were observed at wO+1d after i.m. immunization (Figure 3A).
Hierarchical clustering at w0, w0+1d, and w1l showed gene variations at wO+1d (2611 genes)
and wl (54 genes). The genes significantly upregulated at wO+1d were mainly those involved
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in the interferon signaling and inflammasome pathways as well as myeloid cells, according to
the IPA analysis. The genes significantly downregulated at w0+1d were mainly those involved
in EIF2 signaling, a factor that is essential for protein synthesis and regulates proinflammatory
cytokine expression pathways (IPA analysis). These genes are also associated with T-cell
receptor signalling and iCOS-iCOSL signaling in T helper cells. The IPA analysis highlighted
CD4 and CD8+ T cell types (Figure 3B).

We also measured inflammatory serum cytokine/chemokine concentrations, including IL-8,
CXCL10, IL-1B, TNFa, IL-6, and IL-17a by ultrasensitive Quanterix analyses
(Supplementary Figure 3A). The nonparametric ANOVA Friedman test showed a significant
increase in IL-1pB (p<0.001), TNFa (p<0.05) and IL-6 (p<0.005) at 24 h post-vaccination
compared to baseline in the i.m. group. In addition, we found that serum levels of CXCL10
were very high in all subjects at wO+1d and w8+1d (maximum detection) (Supplementary
Figure 3A).

Interestingly, the increased serum level of IL-6 at wO+1d/wO0 was significantly correlated with
higher MVA-NAD titers at w8 (p=0.014, r=0.75) (Figure 3C and 3D). No cytokine or
chemokine was correlated with the magnitude or polyfunctionality of the MV A-specific CD8
T-cell responses. We therefore focused the further analyses on MVA-NAD responses and
hypothesized that the strongest gene signature related to I1L-6 might be associated with humoral

responses induced by i.m. immunization.

Among the 2611 genes differentially expressed at w0+1d compared with baseline, we identified
124 genes that correlated with MVA-NAD titers at w8 (p<0.05, r>0.64 and r<-0.64). Among
them, 24 genes were involved in the IL-6 pathway, according to the IPA analysis (Figure 3E).
Most of these genes were overexpressed only at wO+1d and not at wl. Based on the intensity
of MVVA-NAD responses, we applied hierarchical clustering to the expression profile of the 24
genes related to 1L-6 (Figure 3F). These genes were found to be involved mainly in antiviral
and IFN-signaling, in inflammation, granulocyte maturation, and neutrophil recruitment. Thus,
the early IL-6 serum levels and related expressed genes one day after vaccination were

significantly predictive of the strength of the humoral responses.

Late Innate Gene Expression at One-Week after t.c. Immunization Correlated with MVA-
Specific CD8+ T-Cell Responses
In contrast to the i.m. study arm, gene expression profiles were not modified at d1 compared

with baseline in the t.c. arm (Figure 4A upper panel). However, 129 genes were significantly
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and differentially expressed compared to baseline at one week after t.c. vaccination (Figure
4A, lower panel). These genes are represented by a hierarchical clustering at w0, w0+1d and
w1l (Figure 4B). The upregulated genes were associated with phagosome maturation, leukocyte
inflammatory response, and peripheral T-lymphocyte production, while the genes
downregulated at w1 were involved in cell development and in immune cell trafficking (Figure
4B). Moreover, we found no elevated cytokines or chemokines induced at wl after t.c.
vaccination (Supplementary Figure 3B). Although significant induction of IL-17a occurred,
it took place later on (w8 and w9) after t.c. vaccination (Supplementary Figure 3B), for an IL-
17a. level consistent with vaccine induced, MV A-specific CD8+ T-cell responses at around

those time points (Supplementary Figure 4).

We then sought to define the gene signature at wl associated with specific CD8+ T-cell
responses at these later times. Of the 129 genes significantly disrupted, 29 were correlated with
the magnitude of the MVA-specific CD8 T-cells response at w10 (p<0.05, r >0.77).
Hierarchical clustering of the expression of these 29 genes at w10 is shown in Figure 4C.
Histograms showed the percent MV A-specific CD8 T cells at w2, w8, and wl4. According to
IPA analysis, the biological network related to these genes that scored highest is mainly
involved in amino acid metabolism and transport and hematological system development and
function (Figure 4D).

We also compared the genes correlated with MV A-specific CD8 responses in both the i.m. and
t.c. study arm. RILP, for example, was correlated with MV A-specific CD8+ T-cell response in
the i.m. study arm (w0+1d) but was also detected at w1 in the t.c. arm. Indeed, in the t.c. arm,
RILP was positively correlated with the CD8 T-cell responses at w10 (p=0.025, r=0.815) and
w14 (p=0.040, r=0.894), and in the i.m. group, with CD8 T-cell responses at w2 (p=0.021,
r=0.743). The RILP gene encodes for the Rab-interacting lysosomal protein associated with the
class I MHC-mediated antigen processing and presentation pathway and might thus be a
potential biomarker of antigen-specific CD8 responses induced by vaccination by either route
of administration. In addition, of the 29 genes modified at wl in the t.c. arm, several are from
the solute carrier (SLC) gene family and were correlated with the magnitude of the MVA-
specific CD8 T-cell responses. These membrane transporters are known to be involved in
energy homeostasis, metabolic sensing, host defense, oxidative stress, and tissue development.
Overall, the alterations in gene expression profiles induced by t.c. vaccination occurred later
and weaklier than those induced by the i.m. route, but were nonetheless sufficient to drive

immune responses that were biased toward CD8 T-cell responses.

159



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

Discussion

To our knowledge, CUTHIVAC-003 is the first randomized phase I clinical study comparing
administration of an MVA based vaccine by the i.m. and t.c. routes. It is also the first study to
analyse the gene expression profile induced by MVA vaccine in relation to both humoral and
cell-mediated immune responses. The low samples availability remains the main limitation of
the study. For its primary end point, this clinical study showed that the MVVA-B vaccine was
safe in both groups, although more local and general side effects were observed in the i.m. than
in the t.c. group. These results confirm previous reports about the safety of both of these modes
of administration (4,6,7,24). We further demonstrated that MVA vaccination by t.c.
administration induced only CD8 responses.

To unravel the early events related to the quality of adaptive immune responses, we studied
innate and inflammatory molecular mechanisms by measuring whole-blood transcriptomes and
serum cytokines at early time points after MVVA-B vaccination. We noted that IL-6 and its
related genes, all significantly impacted one day after i.m. MVVA-B vaccination, were correlated
with MVA-NAD responses. It has previously been shown that this proinflammatory cytokine is
produced in vitro and in vivo in response to MVA in whole blood, PBMCs, primary human
monocytes and macrophages (25,26). IL-6 plays an important role in B-cell maturation, is
closely associated with antibody production during infections and vaccination, and positively
regulates the anti-influenza B-cell responses (27-32). IL-6 is also considered a cytokine
adjuvant that enhances immune response to vaccines (33-35). The components of this minimal
gene signature related to 1L-6 include DHX58, IFIH1, ISG15, and PNPT1, which it shares with
the gene signature observed after yellow fever vaccination (36). Other genes that these IL-6
related signatures have in common are CSF3R, NCF4, SAMHDL1, and TNFRSF1A, which
Nakaya et al. (9) reported to be correlated with the hemagglutination inhibition antibody
response after TIV vaccination. Our previous study also showed that TIV immunization
induced ISG15 (from IL-6 signalling), while GBP4, FAM111A, and ZBP1 were correlated with
neutralizing antibody response (4). All these genes are known to be involved in inflammation,
interferon signaling, granulocyte maturation, and neutrophil recruitment.

The comparison of i.m. and t.c. MVA-B delivery routes for innate events demonstrate the earlier
and much stronger effect of vaccination in the i.m. compared with the t.c. group. Thus,
measured systematically, t.c. vaccination does not adequately induce innate immune responses.
Specifically, the only immune responses detected after t.c. immunization were MVA-specific
CD8 T-cell responses. Indeed, we found that IL-17a was detected simultaneously with MV A-

160



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

specific CD8 T-cell responses at late time points. IL-17a is known to be a key proinflammatory
cytokine involved in T-cell activation; it is produced by mucosal Th17 lineage and mediates
tissue inflammation and memory immune responses (37,38). We did however report previously
that DNA vaccination by a combination of t.c. + i.m. routes compared with the i.d. + i.m. routes
shifted responses towards a more Th-17 dominated phenotype (8). Interestingly, in a mice
model, LCs are dispensable for the generation of mucosal CTL responses by a mechanism
involving IL-17 (39). These cells are the main ones targeted during t.c. vaccination and might
thus be involved in the generation of MV A-specific CD8 T-cell responses involving IL-17a.
Moreover, the lack of effect by vaccination on either the IL-6 serum concentration in the t.c.
group or the IL-17a serum concentration in the i.m. group might support the specificity of these
cytokines for each of these routes of administration. This finding might support the specificity
of these innate events for respective administration routes.

The SLC family genes correlated with MVA-specific CD8 T-cell responses after t.c.
vaccination. Previous studies showed that the amino acid transporters SLC1A5 and SLC7A5
are required for effector T-cell metabolic reprogramming and differentiation after stimulation
(40-43). Both of these transporters are also critically important for mediating peripheral naive
T-cell homeostasis, activation, and differentiation, especially for Thl, Th17, and memory T
cells (44). This finding might thus explain the indirect relation between IL-17a and SLC7A5 in
the top-ranked biological network relating the 29 genes correlated with MV A-specific CD8 T-
cell response in the t.c. group. The SLC transporters are also involved in metabolic
reprogramming of human monocyte/macrophage immune responses, and serve as metabolic
gatekeepers of immune cells (45,46). Interestingly, numerous SLC family genes are also
significantly correlated with cell-mediated responses after yellow fever vaccination (36),
although the only shared gene which was correlated with CD8 T-cell response in our study and
after yellow fever vaccination was TMODL (Figure 4) (36). It plays a role in the structure of
the erythrocyte membrane skeleton and is involved in TLR and inflammatory signaling
modules; it has also been associated with the development of antigen-specific T-cell response
to vaccination with MVVA85A (47). This further support the notion that the metabolic pathway
is the one most relevantly correlated with CD8 T-cell responses, as also observed after influenza
and yellow fever vaccinations (4,36). Moreover, it is interesting to note that the RILP, AP2A1,
and CDC34 genes, involved in the class | MHC-mediated antigen processing and presentation
pathway, were significantly correlated with MV A-specific CD8+ T cells in the t.c. group. In

particular, we found that RILP was common to both routes of immunization and correlated with
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MV A-specific CD8 T-cell response. RILP plays a major role in protein trafficking in late
endosomes. Its reduced expression would suggest that the antigen-presenting capacity of

myeloid dendritic cells has been compromised (48,49).

Conclusion: We have demonstrated that the MVVA-B vaccine is safe by both the t.c. and i.m.
routes. However, the quality and intensity of both innate and adaptive immunity differ
significantly depending on the route of vaccine administration. MVVA-B vaccination by the t.c.
route promotes CD8 T-cell responses in the absence of humoral response, which results in early
biomarkers, apparently especially involved in metabolic pathways, that correlate with late CD8
T-cell responses. On the other hand, MVA-B vaccination by the i.m. route drives important
changes in the expression of genes involved in the IL-6 and interferon-signaling pathways,
mainly associated with humoral responses. Thus the vaccine delivery route induces early innate
responses that shape the quality of adaptive immunity; this translates into an innate fingerprint
that might be used for the development of vaccine formulations that engage particular qualities
of the specific immune arms. This work also provides important knowledge about the
immunological and transcriptomic impact of MVA in humans, especially useful as this vector
has been recently approved by the FDA and EMA for a vaccine against smallpox.
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Table 1. Local and general adverse events induced after each injection of MVA-B, by

route of administration

Transcutaneous

Intramuscular

SYSTEMIC AEs

Definitely Probably Total

Definitely Probably Total

First dose (w0)

Fatigue 2 6 6
Myalgia 1 1 2 2
Fever 2 2
Headache 2 2
Arthralgia 1 1
di Chills 1 1
Common cold 1 1
Nausea 1 1
Vomiting 1 1
Total w0+1d 3 0 3 16 1 17
Fatigue 3 3
Myalgia 2 2
wl Fever 1 1
Headache 2 2
Chills 2 2 1 1
Total wl 2 0 2 9 0 9
Second dose (w8)

Fatigue 1 1 8 8
Myalgia 5 5
Fever 2 2
Headache 2 2 4 4
Arthralgia 4 4
d1 Chills 4 4
Nausea 2 2
Vomiting 1 1

Pruritus 1 1
Total w8+1d 2 2 30 0 30

LOCAL AEs
Yes No Total Yes No Total
First dose (w0)
d1i Pain 9 9
Tenderness 10 10
Total w0O+1d 0 0 0 19 19
wl Pain 4 4
Tenderness 1 1
Total wl 0 0 0 5 0 5
Second dose (w8)

Pain 5 1 6
dl Tenderness 6 1 7
Total w8+1d 0 0 0 11 2 13
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[ Enrollment ]

[ Allocation ]

[ Follow-up ]

[ Analysis ]

Screened n=43

Ineligible
n=23
Refused re-screening: n=8
Unavailability for study
procedures:n=3

Lab results: n=3
Withdrew consent: n =3
Other:n=6

Randomized (n=20)

Allocated to arm 1 (n=10)
Transcutaneous

Received intervention (n=10)

t.c. applications of 1x10° PFU of
MVA-B at Week O, 8

Safety (n=10)
Week (w) 0, wO+1day (d), 1, 2, 8,
w8+1d

Immunogenicity (n=6-10)
w0, 0+1d, 1, 2,
w8. 8+1d.9.10.12.14

Allocated to arm 2 (n=10)
Intramuscular

Received intervention (n=10)

i.m. injections of 1x10° PFU of
MVA-B at Week O, 8

Safety (n=10)
Week (w) 0, wO+1day (d), 1, 2, 8,
w8+1d

Immunogenicity (n=8-10)
w0, 0+1d, 1, 2,
w8.8+1d.9.10.12.14

Figure 1. Flow chart of the successive steps of the MVA-B vaccine randomized phase Ib

clinical trial. Flow of participants through the CUTHIVAC-003 clinical trial, according to Consolidated

Standard of Reporting Trials (CONSORT). Twenty participants were enrolled, randomized in 2 arms

(1:1) to receive MVA-B vaccine by the t.c. and i.m. routes on week (w)0 and w8. The primary end point

was the safety of the t.c. and i.m. routes for MVA-B. Serum, PBMCs, and PAXgene samples were

collected for exploratory analysis as secondary end points. Study approval number: IMPACTA IRB 0037-

2014-CE; Peru NIH 396-2014-0G-OGITT-OPE/INS.
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Figure 2. Measurement of immune responses to MVA-B vaccine after t.c. and i.m.

vaccination. (A) MVA-specific neutralizing antibody (NAb) response before (w0) and after the prime

(purple, w8) and boost (blue, w9 and w12) vaccinations for each administration route : i.m. (n=10) and

t.c. (n=10). Data analysis presents neutralizing antibody titers (log 1/EC50) in box-and-whisker plots

with the minimum to maximum showing all points (from the bottom up: the minimum 25th percentile

Q1, median, 75th percentile Q3, and maximum values) and in line charts. (B) MVA-specific CD8+ T cells

expressing intracellular cytokines IFNy, MIP-18, IL-2, and TNFa before (w0) and after prime (w2 and

w8) and after the boost (w10 and w14) vaccinations for each administration route: i.m. (w0 and w2

n=9; w8, w10 and w14 n=8) and t.c. (w0, w2 and w10 n=8; w8 n=7; wl4 n=6). Data analysis presents

the ratios wx/wO of the percentages of MVA-specific CD8+ T cells (Boolean IFNy, MIP-1f3, IL-2, and/or

TNFa) . ANOVA Friedman test was applied (**** p < 0.0001).
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Figure 3. Serum IL-6 and related whole-blood genes one day after MVA-B vaccination

related to MVA-Nab responses after i.m. immunization. (A) Volcano plots of the 2611 and 54
genes differentially expressed one day (w0+1d, upper panel) and one week (wl, lower panel),
respectively, after MVA-B i.m. vaccination, compared with baseline (w0), according to the -
log10(adjusted p.value) and log2FC. Significance is defined by an adjusted p-value < 0.05 (red). (B) The
hierarchical clustering is based on the expression profiles of these significantly differently expressed
genes (2611 + 54) at each of the three time points: w0 (n=10), w0+1d (n=10), and w1l (n=10). The color-
gradient from green (-4, low) to red (4, high) indicates gene expression levels (log2). The functional
enrichment was performed with IPA software. p values by IPA are indicated for each pathway. (C)
Serum concentrations (pg/mL) of IL-6 at times w0 and w0+1d presented in box-and-whisker plots. The
Wilcoxon test compares w0 to wO+1d (* p < 0.01). (D) Correlation graph shows the significance of the
difference between MVA-specific NAb titers at w8 (log1/EC50) and IL-6 serum concentrations at
wO0+1d/wO0 (pg/mL). The Spearman test was applied, with significance defined by a p-value < 0.05. (E)
IPA highest scored biological network for the 24 correlated genes (d1) involved in IL-6 signaling and
correlated with MVA-Nab responses at w8. The downregulated genes in high responders are in green
and the upregulated genes in red. (F) The hierarchical clustering is based on the fold-change expression
profile (wO+1d/w0) of these 24 genes. The histogram shows MVA-NAb response intensity at w8
(log1/EC50) for each individual, from lower to higher responders. In red, genes in common with the

literature [4, 9, 31].
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Figure 4. Early gene signature underlying MVA-specific CD8 T-cell responses after t.c.

immunization. (A) The volcano plot shows no disruption of gene expression at wO+1d (upper panel)
and 129 genes significantly differentially expressed at wi (lower panel) in the t.c. study arm after MVA-
B vaccination, compared with baseline (w0), according to the -logl0(adjusted p.value) and log2FC.
Significance is defined by an adjusted p-value < 0.05 (red). (B) The hierarchical clustering is based on
the expression profiles of the 129 genes at 3 time points: w0 (n=8), w0+1d (n=9) and w1l (n=7). The
color-gradient scale from green (-2, low) to red (2, high) indicates gene expression levels (log2). The
functional enrichment was performed with Ingenuity Pathway Analysis software. p values by IPA are
indicated for each pathway. (C) 29 genes are correlated with the MVA-specific CD8+ T-cell response at
w10 determined by the Spearman test with significance based on a p-value < 0.05. The hierarchical
clustering is performed on the fold-change expression profile (w1/wO0) of these 29 genes (lower panel).
The genes in common with the literature [31,42] are in red, and the family of genes in common with it
in purple. MVA-specific CD8+ T-cell response intensity at w2, w8, w10 and w14 for each individual are
shown (boolean IFNy, MIP-18, IL-2 and/or TNFa). (D) IPA highest scoring biological network from this
minimal gene signature. The highlighted genes (red) are positively correlated with MVA-specific CD8+

T-cell responses.
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Supplementary Table 1. Baseline characteristics of the study population

Transcutaneous Intramuscular
Characteristic Vaccination Vaccination
n=10 n=10

Age, years

Median [IQR] 26.5 [4.0] 24.0[7.0]

Range 19-37 21-42
Body mass index (BMI) 19,6 — 24,9 19,4 - 24,9
Sex, n (%)

Female 5 (50%) 5 (50%)

Male 5 (50%) 5 (50%)
Race, n (%)

Mixed 10 (100%) 9 (90%)

Black 0 (0%) 1 (10%)
Occupation, n (%)

Employed full-time 4 (40%) 4 (40%)

Employed part-time 2 (20%) 1(10%)

Student 2 (20%) 2 (20%)

Unemployed 2 (20%) 3 (30%)
Volunteering, n (%)

Friend/partner 10 (100%) 8 (80%)

Facebook® 0 (0%) 1(10%)

Other 0 (0%) 1 (10%)
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Supplementary Figure 1. Gating strategy for flow cytometer analysis from PBMC samples. (A)
A forward scatter height (FSC-H) vs forward scatter area (FSC-A) plot was used to exclude doublets. Then an
FSC-A vs side scatter area (SSC-A) plot was used to select PBMCs. Live CD3+ cells were gated with the dump
channel, which allowed exclusion of dead cells, monocytes (CD14), and B cells (CD19). Within the live CD3+
cell population, effector cells were discriminated from autologous-APCs by using CFSE cell tracing. Effector
cells were gated on the non-CFSE stained cell population, and expression of CD4 and CD8 was then
determined in this gated effector population. The evaluation of cytokine production (INFy, MIP-1B, IL-2, and
TNFa) is shown (B) in CD4+ and CD8+ cell populations from unstimulated and anti-CD3/CD28 stimulated
conditions in one patient.
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Supplementary Table 2. Flow Cytometry panel

Marker
CD3
CD4
CD8
CD14
CD19
CCR7
CD38
TNF a
CD45RA
HLADR
IFNg
IL2
MIP1B

Fluorochrome

APC-Cy7
BV605

BV510

Pacific Blue
V450

BV711
PercPCy5.5
APC

BV785
PE/Dazzle594
A700

PECy7

PE

Clone
SK7
OKT4
RPA-T8
HCD14
HIB19
GO43H7
HIT2
MAb11
HI100
L243
B27
MQ1-17H12
24006

Catalog #
344818
317438
301048
325616
560353
353228
303522
502912
304140
307654
MHCIFG29
500326
IC271P

Manufacturer
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend

BD Bioscience
BiolLegend
BiolLegend
BiolLegend
BioLegend
BioLegend
Invitrogen
BiolLegend
R&D
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Supplementary Figure 2. MVA-specific T-cell responses after t.c. and i.m. vaccination. (A)
Correlation curves of MVA vector-specific CD8 T cell and MVA-B—specific CD8 T-cell responses producing
cytokines (Boolean IFNy, MIP-1f3, IL-2, and/or TNFa,) at W8 compared with w0, for the i.m. (n=8) and t.c.
(n=7) groups. (B) MVA-specific CD4+ T cells expressing intracellular cytokines IFNy, MIP-13, IL-2 and TNFa
before (w0) and after prime (w2 and w8) and boost (w10 and w14) vaccinations for each administration
route: i.m. (w0 and w2 n=9; w8, w10 and w14 n=8) and t.c. (w0, w2 and w10 n=8; w8 n= 7; w14 n=6).
Data representation in box-and-whisker plots with the minimum to maximum showing all points (from
the bottom up: the minimum 25th percentile Q1, median, 75th percentile Q3, and maximum values) and
in line charts. Data analysis presents the ratios wx/wO of the percentages of MVA-specific CD4+ T cells
(Boolean IFNy, MIP-18, IL-2, and/or TNFa). The ANOVA Friedman test was applied.
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Supplementary Figure 3. Cytokines serum concentrations before and after prime and boost MVA-

B vaccination in the i.m. and t.c. groups. Serum concentrations (pg/mL) of the cytokines: TNFa, IL-8, IL-1B, IL-
6, IL-17a, and CXCL10 at time points w0, w0+1d, w8 post-prime (purple) and w8+1d post-boost (blue) for (A) i.m.
study arm and according to w0, w1, w8 post-prime (purple) and w9 post-boost (blue) for (B) t.c. study arm.
Cytokine measurements are presented in box-and-whisker plots with the minimum to maximum showing all points
(from the bottom up: the minimum 25th percentile Q1, median, 75th percentile Q3, and maximum values) and in
line charts. The ANOVA Friedman test was applied (* p < 0.05, ** p <0.01, **** p <0.0001).
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Supplementary Figure 4. Concomitant IL-17a serum levels with MVA-specific CD8 T-cell

response after t.c. immunization. Heatmap of IL-17a serum concentrations (pg/mL) and MVA-specific
CD8+ T-cell responses at each time point relative to baseline (ratios /w0). Hierarchical clustering is applied
to the samples. The color gradient from green (-2, low) to red (2, high) indicates the intensity of the
immune response. The unavailable data is in gray.
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3) L'expression de génes des cellules B et le microbiote avant
immunisation définissent les réponses humorales au vaccin

B-cell gene expression and microbiota prior immunization profile vaccine

humoral responsiveness
Elena Gongalves'*, Yolanda Guillén?*, Javier R. Lama?®, Jorge Sanchez*, Christian Brander?>®,
Roger Paredes’, Behazine Combadiére?
!Sorbonne Université, Inserm, Centre d’Immunologie et des Maladies Infectieuses (CIMI-
Paris), Paris, France,
2 IrsiCaixa AIDS Research Institute-HIVACAT, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol,
08916 Badalona, Barcelona, Spain
3 Asociacion Civil Impacta Salud y Educacion, Lima, Peru
“Centro de Investigaciones Tecnoldgicas, Biomedicas y Medioambientales, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru,
SFaculty of Medicine, Universitat de Vic-Central de Catalunya (UVic-UCC), Vic, Spain,
®Institucio Catalana de Recerca | Estudis Avancats (ICREA), 08010 Barcelona, Spain
"Infectious Diseases Department, Hospital Universitari Germans Trias, 08916 Badalona,

Barcelona, Spain

Contexte de |'étude

Les commensaux symbiotiques qui habitent le corps humain jouent un réle essentiel
dans le développement et 1’homéostasie du systéme immunitaire. Ceci s’explique par la
présence d’une fraction élevée de cellules immunitaires localisée sur des sites colonisés par les
microorganismes tels que la peau et le tractus gastro-intestinal (Belkaid and Hand, 2014). Ainsi,
I’étude des relations entre les bactéries commensales de 1’intestin ou de la peau et les réponses
immunitaires de 1’hote est essentielle afin d’accroitre les connaissances sur la maniere dont les
microorganismes peuvent influencer 1’efficacité vaccinale (Ferreira et al., 2010; Zimmermann

and Curtis, 2018). Par exemple, des bacteéries intestinales liées aux especes Streptococcus bovis
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sont trouvées plus abondantes chez des ghanéens répondeurs au vaccin oral contre le rotavirus
en comparaison avec les non répondeurs. Alors que, les especes Bacteroides et Prevotella sont
plus représentées dans le microbiome des non-répondeurs (Harris et al., 2017). De méme, une
association positive a été relevée entre la vaccination antérieure contre Bifidobacterium et les
réponses spécifiques des IgG aux vaccins contre 1’anatoxine tétanique et le VHB chez les
nourrissons bangladeshis. Tandis que des niveaux élevés d’agents pathogenes entériques
comme Enterobacteriales et Pseudomonadales étaient associés a des réponses vaccinales plus
faibles (Huda et al., 2014). Une étude menée sur I’interaction entre le vaccin oral contre la
typhoide et le microbiote intestinal humain a démontré que plus la composition du microbiote
intestinal est diversifiée plus les réponses immunitaires au vaccin sont robustes (Eloe-Fadrosh
etal., 2013). De méme, de fortes réponses Ac aux vaccins contre la grippe et la polio nécessitent
la présence de commensaux intestinaux (Oh et al., 2014). Nous savons aussi que les bactéries
modulent les réponses inflammatoires lors de lIésions cutanées (Lai et al., 2009) et des
changements dans les communautés microbiennes résidentes ont été associés a des affections
cutaneées tels que le psoriasis et la dermatite atopique (Dekio et al., 2007; Gao et al., 2008). I
faut noter que peu d’études ont été menées sur le microbiote cutané et aucune sur le microbiote
cutané en tant que site pour I’administration de vaccins.

En conséquence, le microbiote s’avere €tre un parametre crucial a prendre en compte
pour I’optimisation et la rationalisation du développement des vaccins et pour une meilleure
compréhension de la disparité des réponses immunitaires entre individus. Un des défis actuels
consiste a analyser les caractéristiques individuelles de base concernant la santé de chaque
individu dans le but d’identifier les personnes qui sont les plus exposées au risque d’infection
malgré la vaccination. Nous proposons ici d’étudier la prédisposition des volontaires de 1’étude
clinigue CUTHIVAC-003 a induire ou non des réponses NAc spécifiques au vaccin MVA-B.
Pour cela, nous nous sommes concentrés sur le profil du transcriptome sanguin, en mettant
I’accent sur les génes impliqués dans la différenciation des LB, et nous avons cherche a
comprendre comment il peut étre conditionné par le microbiome de la peau et des féces avant
vaccination. Il a été précédemment démontré que le microbiote joue un réle important dans la
maturation du compartiment des LB (Slack et al., 2014). En effet, les Ag et métabolites
microbiens favorisent la différenciation des plasmocytes au niveau des muqueuses et des sites
systémiques (Kim et al., 2016). Une étude a montré que les métabolites microbiens favorisent
la production d’IgA en régulant le métabolisme et I’expression des genes des cellules B, dans
un mode¢le souris et une étude in vitro chez I’lhomme (Kim et al., 2016; Wu et al., 2017). De

plus, une réactivité croisée entre les Ag du microbiote intestinal et les cellules lymphocytaires
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T CD4+ et B a été récemment décrite (Trama et al., 2014), ce qui suggére que la réponse Ac a
la vaccination contre le VIH-1 pourrait étre faconnée par les cellules B intestinales stimulées
par les commensaux de 1’hote (Williams et al., 2018).

La biologie systémique a été utilisée avec succés en vaccination pour étudier les
mécanismes fondamentaux de I’immunité innée, mis en place quelques jours aprés vaccination,
et leur role dans I’amorgage des réponses adaptatives (Pulendran and Ahmed, 2006). Une étude
a montré par exemple que I’expression du gene TLRS dans le sang, 3 jours apres la vaccination
contre la grippe, était corrélée a la réponse des Ac 28 jours plus tard (Nakaya et al., 2011), cette
corrélation était significativement réduite chez des souris vaccinées déficientes en TLR5. Plus
tard, une seconde étude a démontré que les bactéries commensales étaient la source de ligands
TLR5 responsables de I’amélioration de la réponse humorale spécifique du vaccin contre la
grippe (Oh et al., 2014). Peu d’études se penchent sur la recherche de biomarqueurs avant
vaccination, en lien avec le microbiote, t¢émoins d’une prédisposition a bien répondre ou non a
la vaccination. C’est donc dans ce but que nous avons réalisé¢ une analyse exploratoire a partir
des données récoltées lors de I’étude clinique CUTHIVAC-003. Notre objectif est d’identifier
les relations corrélatives entre le transcriptome sanguin, 1’abondance et la diversité du
microbiote de la peau et des feces avant vaccination, et les réponses NAc spécifiques au vaccin.
Les résultats exploratoires obtenus participent a la compréhension des mécanismes susceptibles

de jouer leur rdle dans I’induction des réponses immunitaires protectrices.
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Abstract

Background: The identification of new biomarkers is essential to making it possible to predict
the degree of protection following vaccination. Very few human studies have focused on
baseline characteristics including microbiota and gene expression to underlie vaccine immune
responsiveness. We investigated the host whole-blood transcriptome and microbiome before
vaccination, to assess the likelihood of their involvement in an effective MV A-neutralizing
antibody response (MVA-Nab) two months later.

Results: We based our analyses on data obtained from a randomized clinical study in which
participants (n=10) were vaccinated with the MVA-HIV clade B vaccine (MVA-B). Samples
were collected at 2-time points prior vaccination (week-2, w0) to study blood transcriptome.
Skin wrap (site of vaccination) and stool microbiota were analysed for diversity and abundance
(16S rRNAseq). MVA-neutralizing antibody responses were measured at week 8. The levels of
MV A-Nab responses were positively correlated with an abundance of Eubacterium in stool and
Prevotella in skin. The simultaneous investigation of blood transcriptome and host microbiota
before vaccination showed that genus diversity and bacterial abundance at that time correlated
significantly with the expression of genes involved in B cell development stages. The
combination of gene expression and microbiota makes it possible to forecast strong responders
to MVVA-B vaccination.

Conclusion: To our knowledge, this is the first study integrating host blood gene expression
and microbiota before vaccination to predict the intensity of humoral response months later.
The genes identified are involved in B cell differentiation might open an avenue of research in

this field to optimize vaccination strategies.
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Background

The largest fraction of immune cells is found at sites colonized by microorganisms, such as the
skin or the gastrointestinal (GI) tract (1). The gut microbiome is essential for the development,
maturation, and adequate functioning of the immune system (1,2). The human skin is colonized
during the postnatal period by microorganisms that prevent the invasion of external pathogens.
Crosstalk between these commensals and the immune system is necessary to trigger innate and
adaptive immune responses. Increased attention to the relation between the gut commensal
bacteria and host immune responses has led scientists to question whether these
microorganisms affect the efficacy of vaccines (3,4). Moreover, although the composition of
fecal microbiota may be one of the multiple factors that modulate host responses to external
immunization, little is known about its role in the interindividual disparity in vaccine efficacy.
The first observation of a potential link between the microbiome and vaccines occurred in an
oral vaccination model that used a heat-labile enterotoxin from Escherichia coli as an adjuvant
(5,6). In that situation, depletion of the intestinal microbiota was associated with a profound
depression of antigen-specific Thl and Th17 lymphocytes. Similarly, high antibody responses
to the seasonal trivalent influenza vaccine (T1V) and polio vaccine (IPOL) require the presence
of intestinal commensals (7). Inversely, impaired in microbiota composition and diversity have
been reported to attenuate immune responses to vaccines (8). Interestingly, in human infants
receiving hepatitis B, diphtheria, tetanus, and Haemophilus influenza type B vaccines, a
randomized placebo-controlled double-blind trial demonstrated that vaccine-specific immune
responses were enhanced by probiotics (9,10). Recently described cross-reactivity between gut
microbiota antigens and naive and memory CD4* T and B cells (11) suggests that the antibody

response to HIV-1 immunization may be shaped by intestinal B cells stimulated by host
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commensals (12). The microbiota is known to be required for a mature B-cell compartment
(13). For example, germ-free mice have abnormalities in their B-cell systems and lower IgA
levels than colonized animals of the same genotype (14). Microbial antigens and microbial
metabolites, such as short-chain fatty acids , strongly promote plasma cell differentiation at
mucosal and systemic sites (15). These microbial metabolites promote IgA production by
regulating the metabolism and gene expression in B cells in mice models and in in vitro study
of human B cells (15,16). This IgA appears to orchestrate the beneficial mutualism established
between the host and gut commensal microbiome by interacting directly with microbiota
species.

Presentation of microbial antigens by the different MHC genotypes also contributes to
modifying the IgA repertoires, which in turn modulate the composition of the microbiota in the
gut (17). Accordingly, the depletion of anti-inflammatory microbial species and an expansion
of proinflammatory species have been observed in human selective IgA deficiency (18). A lack
of intestinal microbial stimulation results in fewer IgA* plasma cells in the gut and a lower
abundance of IgA in mouse models (19-21). Thus the diversity of IgA on the mammalian
intestinal surface matches the intestinal taxa diversity (22). For these reasons, host microbial
profiling during vaccine administration to might help optimize the vaccine responses and
improve the tolerability of multiple antipathogen treatments. The microbiota, after all,
constitutes a constant source of natural adjuvants capable of activating a multitude of pathways
that control innate and adaptive immunity (23).

Systems biology has been successfully used to investigate the fundamental innate immune
mechanisms orchestrating protective adaptive responses after the perturbation of vaccination
against yellow fever (24,25), HIV (26), Ebola (27), and influenza (28). An important challenge,
however, is to analyze individual baseline human health characteristics to help identify those at

higher risk of infection despite vaccination. Until now, only a few studies have looked for
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candidate traits associated with vaccine responsiveness and partially predicting the humoral
response to vaccination against influenza (29-32). No study has examined the interrelations
between each individual's immunological state, their microbiota at baseline, and the impact of
both on their vaccine-induced immune responses. As the most successful vaccines act through
the production of antibodies (33), identifying specific individual characteristics at baseline
should enhance our ability for dividing vaccinees into “high responders” or “low responders”
(34). Such predictive markers might serve as a potential diagnostic tool that assists vaccine
development by taking into account the interindividual heterogeneity of immune responses.
This study used a systems biology approach to investigate the volunteers' immune
predisposition to respond to MV A-B vaccination, assessed by their blood transcriptome profile;
specifically that related to their B cell differentiation stages, and its conditioning by the human
microbiota before vaccination. That is, we investigated the host gene expression in blood by a
microarray approach and the skin and stool microbiota by using 16S ribosomal RNA
sequencing both before vaccination. The objective was to examine their potential involvement
in an effective MVA-B neutralizing antibody (Nabs) response during the CUTHIVAC 03
randomized phase Ib clinical study. This trial immunized 10 HIV seronegative subjects aged
from 18 to 45 years by the intramuscular route with MVVA-HIV clade B vaccine. We analyzed
their baseline transcriptomic signature and baseline bacterial abundance and diversity in skin
and stool to assess their potential association with the intensity of the Nabs response.

Material and Methods

Skin and feces sampling

For each individual, skin swab samples from the deltoid muscle region (~5-20 cm below the
vaccine administration site) were collected before the vaccination (w0). Skin samples were
collected with Catch-All™ Sample Collection Swab kits moistened with SCF-1 solution. The

skin surface was sampled for 30 seconds by firmly swabbing the cotton tip back and forth ~50
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times. The cotton tip was stored in sterile tubes with MoBio solution at -80°C until DNA
extraction. Fecal samples for each participant were collected in sterile fecal collection tubes the
day before the vaccination, matching the skin sample time points. All samples were stored at
4-5°C until their reception at the IMPACTA clinical trial site, where they were cryopreserved
at -80°C. All samples were shipped on dry ice to the IrsiCaixa AIDS Research Institute for
DNA extraction, amplification, and sequencing.

DNA extraction and amplicon sequencing from skin and fecal samples

DNA extraction was performed with the DNA Extraction kit from Epicentre Technologies©
(Madison, WI, USA). Six aliquots of buffer solution from the DNA extraction kit were used as
negative controls. To amplify the variable VV3-V4 region from the 16S rRNA gene, we used the
primer pair described in the MiSeq™ rRNA Amplicon Sequencing protocol, which already has
the Illumina adapter overhang nucleotide sequences added to the 16S rRNA V3-V4-specific
primers, i.e., 16S_F 5’-( TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG
GGN GGC WGC AG)-3’ and 16S_R 5’-(GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA
GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C) -3°. Amplifications were performed in
triplicate 25-uL reactions, each containing 2.5 uL of non-diluted DNA template, 12.5 uL of
KAPA HiFi HotStart Ready Mix (containing KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase, buffer,
MgCl2, and dNTPs, KAPA Biosystems Inc., Wilmington, MA, USA), and 5 uL of each primer
at 1 uM. Thermal cycling conditions consisted of an initial denaturation step (3 minutes at
95°C), followed by 30 cycles of denaturation (30 seconds at 95°C), annealing (30 seconds at
55°C), and extension (30 seconds at 72°C). These were followed by a final extension step of
10 minutes at 72°C. Once the desired amplicon was confirmed in 1% agarose gel
electrophoresis, all three replicates were pooled and stored at -30°C until the sequencing library
was prepared. After amplified DNA templates were cleaned up for non-DNA molecules and

Illumina sequencing adapters and dual indices attached with the Nextera XT Index Kit
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(IMlumina, Inc.), the corresponding PCR amplification program was run, as described in the
MiSeq 16S rRNA Amplicon Sequencing protocol. After a second round of cleanup, amplicons
were quantified with the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad,
MA, USA) and diluted in equimolar concentrations (4 nM) for further pooling. Sequencing was
performed on an Illumina MiSeq™ platform (Illumina, Inc.) according to the manufacturer's
specifications to generate a median of 30,644 paired-end sequences of ~300 bp length in each
direction (~61,289 reads per sample).

Sequence quality control and microbiota analyses

The quality of MiSeq raw sequences was assessed with the FastQC software (35)

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). Sequences were trimmed with

Trimmommatic (36), with a cutoff value of Q30 for both ends, a minimum mean threshold of
Q20 for 30-bp-sliding window across sequences, and a minimum read length of 250 bp
(Supplemental Figures 1a and b). After quality control, 28 samples including controls (n=8)
and volunteers (n=10, 5 women and 5 men) for skin and stools, were further analyzed. Mothur
pipeline (37) was used to bin 16S rDNA sequences into operational taxonomic units (OTUs)
with a threshold of 97% sequence similarity. OTUs present in only a single sample were
discarded. Rarefaction curves were represented by defining the maximum subsampling size as
the number of sequences of the sample with the fewest sequences (2751 sequences for skin
samples, and 1059 sequences for stool samples) (Supplemental Figure 1c). Richness and
diversity indexes were estimated by using the summary.single module implemented in mothur.
For taxonomical analysis, 16S rDNA sequences were classified according to the GreenGenes
database (38) version 13.5.99.

MVA-GFP Neutralizing antibody assay

Anti-MVA neutralizing activities were evaluated in serum collected at week 8 (w8) with an

assay based on GFP detection by flow cytometry (39,40). It used HeLa cells as targets and a
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recombinant strain of MVVA expressing the enhanced Aequoriae GFP (41). Serial dilutions of
heat inactivated serum were performed in 96-well round-bottom tissue culture plates (TPP,
Zurich, Switzerland) containing DMEM (Gibco, Invitrogen) supplemented with 2% fetal calf
serum (PAA, Laboratories GmbH, Pashing, Austria). MVAeGFP was then added to each well
at a MOI of 0.25. The plate was then incubated for 1 hour at 37°C until the addition of 1 x 10°
HeLa cells. The incubation then continued for an additional 16 hours at 37°C, 0.5% CO.. After
trypsinization, the cells were washed with PBS supplemented with 0.5% fetal calf serum and 2
mM EDTA and fixed with 2% formaldehyde. GFP expression was analyzed with FACSCanto
Il and Diva software (BD Biosciences). The percentage of neutralization was defined as the
ratio of the reduction in the number of GFP-expressing cells to the number of GFP-expressing
cells in untreated control wells.

RNA extraction and data preprocessing for transcriptomic analysis

Whole blood samples of 2.5 mL were collected in PAXgene RNA tubes (PreAnalytix) twice
from each volunteer two weeks before (w-2) and the day of the vaccination (w0). These tubes
enable the preservation and stabilization of RNA (storage at -80°C). Total RNA was extracted
from whole blood according to the instructions in the handbook accompanying the PAXgene
blood RNA Kit (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland). RNA purity and integrity were
assessed on the Agilent 2100 Bioanalyzer with the RNA 6000 Nano LabChip reagent set
(Agilent, Palo Alto, CA, USA). Samples for microarray hybridization were prepared as
described in the Affymetrix GeneChip WT PLUS Reagent Kit User Manual (Affymetrix, Inc.,
Santa Clara, CA, USA). For hybridization (to Affymetrix Human Gene 2.1 ST Array Plates),
washing, staining, and scanning took place in an Affymetrix GeneTitan system, controlled by
the Affymetrix GeneChip Command Console software w4.2. Background signal correction was
performed by applying the backgroundCorrect function from the limma package on the perfect

match (PM) signals with R Software 3.3.1. The underlying model is the normal-exponential
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convolution model from RMA (chip intensity: addition of a signal exponentially distributed,
chip noise: follows Gaussian distribution) (42). The variance stabilizing transformation
algorithm (justvsn function from the vsn package (43) was applied to the background corrected
signal (monotonic transformation), and the signal then transformed back to its usual scale by
exponentiation (base 2). To make the chips comparable, a quantile normalization (44)
(normalize function from the affy package) was then applied to the variance-stabilized signal.
The probe signals for replicated arrays were averaged and a quantile normalization performed
anew. In all, 24,768 probes were analyzed.

Statistical analyses

Microbiome samples were clustered according to their genus composition by a nonmetric
multidimensional scaling (NMDS) approach based on ecological distance matrices calculated
by Bray-Curtis dissimilarities, as implemented in R (Vegan, metaMDS, and ggplot2 packages).
NMDS ellipses were drawn based on a confidence interval (CI) of 0.95. To determine
significant factors that describe the community structure better, we used a multivariate
ADONIS test with terms added sequentially. The associations between baseline genus
abundance or genus diversity, blood gene expression, and MVVA-Nab response were evaluated
by using the Spearman rank correlation test with significance defined by P-value <0.05. The
heatmap was performed with values row-centered and scaled, Pearson correlation as the
distance method and a dendrogram computed and reordered based on row means. The heatmap,
logistic regression analyses, and ROC curves were performed and generated with R. Ingenuity®
pathway analysis (IPA®) was used to perform functional enrichment analyses and identify new
targets or candidate biomarkers within the context of biological systems. It provided the
canonical pathways, molecular/cellular functions, and networks that were statistically

overrepresented in the gene signatures.
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Ethics and community involvement

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and the International
Conference on Harmonization Good Clinical Practice guidelines and approved by the relevant
regulatory and independent ethics committees. Each participant provided written informed
consent before study entry. The study was registered and approved by the Peru regulatory

authorities (IMPACTA IRB 0037-2014-CE; Peru NIH 396-2014-OG-OGITT-OPE/INS).

Results

Study of host microbiota before vaccination and relation to post-vaccination humoral
responses

The study included five men and five women (18-45 years old) vaccinated by the intramuscular
route to assess the safety and immunogenicity of MVA-HIV clade B (MVA-B), results reported
elsewhere (Sanchez & Goncalves, manuscript submitted). Exploratory analysis of whole blood
samples at two distinct time-points before vaccination (w-2 and w0) studied the gene expression
profile and the skin and stool samples for microbiome analysis (w0) at baseline. As expected,
the microbial composition differed between the skin and stool samples (Supplemental Figure
2a-c). In addition, the stool samples showed dissimilarities between men and women, but this
comparison did not reach statistically significant differences (P < 0.097) (Supplemental
Figure 2a). The predominant microbial families relatively abundant in skin samples were
Moraxellaceae, Staphylococcaceae and Pseudomonadaceae, whereas Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae, Prevotellaceae, and Bacteroidaceae were predominant in stool samples
(Supplemental Figure 2c¢). The 16S RNA sequencing generated several metrics: richness
(sobs: number of observed OTUs; chao: Chaol richness estimate; ace: Abundance-based
coverage estimation) and diversity (Shannon: Shannon diversity index; sd_invsimpson: inverse

Simpson diversity index). The amplitude of the humoral response was defined by the MVA-
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specific 1gG neutralizing antibodies measured in serum at w8 post-vaccination. We observed
no correlation between the MVA-Nab response and the baseline indexes of diversity and
richness in either skin or stool (data not shown). We did however find significant positive
correlations between the abundance of both skin Prevotella (r = 0.76, P = 0.0159) (Figure 1a)

and fecal Eubacterium (r =0.68, P =0.0351) (Figure 1b) at baseline with MVVA-Nab response.

Whole blood gene expression and host microbiota before vaccination are associated with
post-vaccination humoral responses

To improve our understanding of host molecular mechanisms potentially associated with skin
and gut microbiota that may be involved in vaccine immunogenicity, we counted the number
of genes at baselines that were correlated with the MVVA-Nab response at w8. We confirmed
that gene expression of the baseline samples did not differ between w-2 and w0 using hierarchal
clustering analysis (data not shown). Out of all samples, we found 154 significant genes
correlated with the MVVA-Nab response (P < 0.05) (Figure 2a). However, no correlation was
observed between genus diversity and MVVA-Nab response.

Next, we looked for a correlation between the microbiota diversity index and the genes (n=154)
correlated at baseline with MVVA-Nab responses. We found 22 genes for skin and 19 for stool
that were correlated with at least one diversity index (Shannon or sd_invsimpson) (Figure 2a,
Supplemental Tables 1 and 2), including 10 common genes to the skin and stool samples.
Among these genes, we observed one gene cluster positively correlated with MVA-Nab
response and another negatively correlated with humoral response (Figure 2a). According to
the IPA analysis, the negatively correlated genes appear to be involved in protein
transmembrane transport, translation and transcription regulation, cell division, migration,
proliferation, and differentiation, as well as in the oxidation reduction and metabolic processes.
The positively correlated genes, on the other hand, appeared involved in cell homeostasis and

migration, cell growth, proliferation, regulation of gene expression, the apoptotic process,
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exocytosis, and intracellular signal transduction. Interestingly, among the 10 common genes to
the skin and stool samples we found the IGLV8-61, BLK, and EBF1 genes which are involved
in antigen recognition, B cell development, proliferation, and differentiation, and in the positive
regulation of transcription in B cell and B cell receptor signaling (Figure 2a). Surprisingly these
three significant genes involved in B cell development stages were negatively correlated with
the baseline abundance of Prevotella and Eubacterium, respectively for skin and stool (Figure
2b). To assess the predictive power of this signature of three genes and each of the two
microbial genera, we ran logistic regression models (Figure 2c). Use of the expression of the
three genes and Prevotella abundance in the skin microbiota has an 85.42% chance, assessed
by its area under the curve, of correctly predicting MVA-Nab responders, while with the three-
gene signature and Eubacterium abundance in the stool microbiota there is an 89.58% chance
of correctly predicting MVVA-Nab responders (Figure 2c). These results suggest that advanced
B lymphocyte differentiation before vaccination, potentially signaled by high expression of
these three genes, and associated with low abundance of Prevotella or Eubacterium, is
associated with poor MVVA-Nab response.

Discussion

To our knowledge, this work is the first to investigate the crosstalk between pre-vaccination
host gene expression in blood cells, skin and stool microbiota and their association with the
intensity of ensuing post-vaccination Nab responses. The data may provide important guidance
for future design and refinement of vaccine strategies aiming at the induction of neutralizing
antibody-mediated immunity. The limitation of this study is the small number of individuals
included. However, the strength of our work is the availability of two sets of gene expression
data collected at baseline (w-2, w0) that is often absent in other studies. It is intriguing to
discover three genes, all involved in B cell differentiation and proliferation correlated with

humoral responses 2 months later. Further validation studies are necessary in the future.
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First, we observed that the abundance of particular skin or stool bacteria were associated with
the MVVA-Nab response. Abundant Prevotella in the skin at baseline was positively correlated
with MVA-Nab response. Prevotella is known to promote mucosal inflammation and to
stimulate production of epithelial cell cytokines (45). Prevotella is also found in larger numbers
in the skin of women aged 60-76 years than in that of women in their 20s and 30s and was
enriched in all of the skin sites of the older group compared to the younger ones (46). In stool,
we found that Eubacterium abundance at baseline was positively correlated with the MVVA-Nab
response. This family of bacteria is known to be associated with gut health (47-49), and several
of its species are higher in centenarians than in either young or elderly adults (50). The potential
impact of the gut microbiota on vaccine immunogenicity has been already investigated with
systemic vaccines (51) and with oral vaccines including those of rotavirus (RVV), polio, and
cholera, mainly in infants/children living in low-income countries (52,53). For example,
bacteria related to Streptococcus bovis species were more abundant before vaccination in
Ghanaian vaccine-responders than non-responders and were positively associated with RVV
efficacy, whereas Bacteroides and Prevotella species were more common in the microbiome
of nonresponders and correlated with a lack of RVV response (54). In Bangladeshi infants, the
pre-vaccination presence of Bifidobacterium was positively associated with some adaptive
immunological responses, such as CD4* and CD8" T-cell proliferative responses to BCG and
tetanus toxoid vaccinations as well as specific IgG responses to tetanus toxoid and hepatitis B
vaccines, whereas high levels of enteric pathogens such as Enterobacteriales and
Pseudomonadales were associated with neutrophilia and poorer vaccine responses (51).

Secondly, we examined the pre-vaccination host blood genes that were correlated with MV A-
Nab intensity. We then investigated microbiota abundance to decipher a minimal gene signature
predictive of MVA-Nab responsiveness. Interestingly, within this signature we find BLK,

IGLV8-61 and EBF1 involved in B cell development, proliferation and differentiation and in
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the positive regulation of transcription in B cells and B cell receptor signaling. The BLK gene
belongs to the family of protein tyrosine kinases src, and the B cells activation induces BLK
gene product phosphorylation playing a key role in transmitting signals through surface
immunoglobulins which supports the pro-B to pre-B transition and the signaling for growth
arrest and apoptosis downstream of B-cell receptor (55). BLK also plays a role in the
development, differentiation, and activation of B cells and in the intracellular signaling
pathway. BLK is detected in pro-B cells and persists in mature B cells but is absent in plasma
cells. Triple protein tyrosine kinase (SFK)-deficient mice — BLK, LYN, and FYN — have
impaired NFkB signaling and B cell development (56). EBF1, an early B cell factor 1, is one
of the transcription factors essential for orchestrating the development of the B cell line.
Heterozygosity of EBF1 results in the deregulation of at least eight transcription factors
involved in lymphopoiesis and the deregulation of key proteins that play a crucial role in the
survival, development, and differentiation of pro-B cells (57). IGLV8 (variable domain) is a
glycoprotein produced by B lymphocytes; its binding of a specific antigen triggers the clonal
expansion and differentiation of B lymphocytes into immunoglobulin-secreting plasma cells.
The link between microbiota and host blood transcriptome has also been studied previously by
Nakaya et al., who showed that TLR5 expression in blood 3 days after influenza vaccination
was correlated with antibody response 28 days later (28). This correlation was significantly
lower in TLR5-deficient mice immunized with TIV compared to wild-type mice. As influenza
vaccine does not stimulate TLR5 directly, however, Oh et al. demonstrated with germ-free or
antibiotic-treatment that the commensal bacteria were the source of the TLR5 ligands

responsible for enhancing immune response to TIV (7).
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Conclusion

It should be noted that in our study the three genes were negatively correlated with MVVA-Nab
response and microbial diversity of both skin and stool samples but also with the abundance of
the Prevotella family in skin and the Eubacterium family in stool. The logistic regression based
on the expression of these three genes and Prevotella and Eubacterium abundance for,
respectively, skin and stool, highlights the predictive power of this signature for the MVA-Nab
immune responses. These results propose that an advanced differentiation state of B
lymphocytes before vaccination, potentially represented by a high expression of these three
genes and associated with low genus abundance and diversity, might be associated with poor
MVA-Nab response.
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Figure 1: Microbial abundance before vaccination is correlated with MVA-Nab responses
(a) Abundance of Prevotella in skin and (b) abundance of Eubacterium in stool are correlated with MVA-
specific neutralizing antibody titers at w8 (log1/EC50). Spearman rank sum test was applied with a P-value

< 0.05. All genera were filtered by a minimum median abundance of 0.1% across the samples.
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Figure 2: Blood gene expression combined with host microbiota before vaccination shapes MVA-
B responses (a) Investigation of the blood gene expression (w-2, w0) correlated with MVA-Nab response
(w8) and host genus diversity (w0), for skin (green) and stool (purple). The Spearman correlation test was
applied with P<0.05 defined as statistically significant. The heatmap shows the expression profile of the
22 (purple) and 19 (green) genes correlated respectively with skin and stool, according to MVA-Nab
response intensity from lowest to highest responders. The 10 common genes are colored in red. The color-
gradient from green (-2, low) to red (2, high) indicates the intensity of gene expression. Among the genes
correlated with both skin and stool, three genes are underlined because they are involved in B cell
functions. (b) Table shows the significant correlation coefficients and P-values for each of the three genes
with the abundance of the genus correlated with MVA-Nab response. (c) ROC curves show the specificity
and the sensitivity of the logistic regression models, i.e., the proportion of correctly predicted responders
and nonresponders, respectively. The logistic regression is based on the expression of the minimal gene
signature (IGLV8, EBF1, and BLK) and the abundance of Eubacterium and Prevotella, respectively, in stool

and skin.
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Supplemental Figure 1. Sequences quality control for microbiota analyses (a) Total number of filtered
sequences per sample in control, skin and stool samples. (b) From left to right: Distribution of the number of total
raw sequences (Input sequences), filtered sequences (Output filtered sequences), and filtering yield values per

each type of sample, grouped by the two independent sequencing batches (Runl and Run2). (c) Rarefaction curves
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for skin and stool samples. Panel identifiers correspond to different individuals.
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Supplemental Figure 2: Microbial composition of fecal and skin samples

(a) Nonmetric multidimensional scaling plot based on Bray-Curtis microbiome distances showing different
configurations between skin and stool samples. Ellipses represent 95% confidence intervals. (b) Abundance of
genera with a median abundance >5% across skin (upper part) and stool (lower part) samples. The lowtax taxa
corresponds to the collection of those genera that have a median abundance <0.5%. Unc.: unclassified. (c)
Microbial families with a median abundance >5% across skin (upper part) and stool (lower part) samples are ranked

according to their median abundance.
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Supplemental Table 1: Skin and stool genus diversity correlations with blood gene expression

STOOL Genus diversity Genus diversity SKIN Genus diversity Genus diversity
sd_invsimpson shannon sd_invsimpson shannon
Genes r P-value r P-value Genes r P-value r P-value
AHDCAH -0.47 0.0361 ns ns AHDCAH -0.46 0.0389 -0.565 0.0121
BLK -0.66 0.0015 -0.64 0.0024 AQP2 -0.4679  0.0375 -0.52 0.0174
EBF1 -0.46 0.0418 ns ns BAIAP3 -0.48 0.0335 -0.46 0.0403
EIF4E2 -0.57 0.0090 -0.54 0.0145 BLK -0.67 0.0011 -0.60 0.0048
EMX2 -0.48 0.0322 ns ns DAAMA ns ns -0.56102 0.0215
FAM149B1 0.52 0.0182 0.47 0.0375 EBF1 -0.55 0.0127 -0.53 0.0166
FLTH 0.49 0.0264 0.44 0.0500 FAM149B1 ns ns 0.46 0.0418
FOXD4L3 0.52 0.0181 0.47 0.0361 GPC6 ns ns -0.50 0.0254
IGLV8-61 -0.85 2.7116 e-06 -0.81  1.3721 e-05 HMGA2 0.47 0.0375 0.59 0.0067
MEI4 0.48 0.0335 ns ns IGLV8-61 -0.56 0.0095 -0.54 0.0133
MIR3677 0.47 0.0375 ns ns LOC1001311655 -0.47 0.0348 ns ns
NDUFCH 0.44 0.0500 ns ns MCMBP 0.49 0.0264 0.4679 0.0375
OSER1 ns ns 0.44 0.0500 RPL34 0.51 0.0225 0.58 0.0078
SNAPC2 -0.63 0.0027 -0.56 0.0100 SLC46A3 0.50 0.0234 0.5253 0.0174
TMEMA17 0.56 0.0105 0.48 0.0322 SNAPC2 -0.49 0.0275 -0.53 0.0152
TOMM70 0.61 0.0043 0.52 0.0182 SPHK2 ns ns -0.51 0.0215
TRBJ2 -0.45 0.0466 ns ns TMEM17 0.60 0.0051 0.68 0.0009
TRIP11 0.46 0.0434 ns ns TOMM70 0.50 0.0234 0.57 0.0082
ZDHHC2 0.50 0.0254 0.45 0.0450 TRBJ2 -0.49 0.0286 ns ns
TRBV7 ns ns 044 0.0500
UGT2A1 0.50 0.0244 0.55 0.0121
ZDHHC2 ns ns 0.48 0.0310

Correlation coefficient and P-value for the relations between genus diversity (shannon: diversity shannon index,
sd_invsimpson: inverss simpson diversity index) and the genes correlated with MVA-Nab response in skin and stool

conditions. Three genes involved in B cell function and correlated in both skin and stool are highlighted.
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4) Evenements immunitaires innés provoqués par la réaction cutanée
apres administration du vaccin intradermique saisonnier contre la

grippe

Contents lists available at ScienceDirect
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journal homepage: www.elsevier.com/locate/jprot

Mechanisms of innate events during skin reaction following intradermal )
injection of seasonal influenza vaccine e
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Olivia Bonduelle®, Gregory Hamm , Rima Ait- Belkacem , Jonathan Stauber , Isabelle Fournier?,
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Contexte de I'étude

L’un des objectifs en vaccination est d’accroitre les connaissances sur la localisation du
vaccin apres injection et plus précisément sur le site d’amorcage des cellules de I’'immunité
innée. La peau représente la zone du corps la plus densément peuplée en cellules
immunocompétentes ce qui lui confere un intérét particulier en vaccination. Les cellules
épidermiques jouent un rdle fondamental dans I’immunité innée cutanée incluant les
kératinocytes (90% des cellules épidermiques) et les LC (1 a 5% des cellules epidermiques)
(Combadiere and Liard, 2011; Kabashima et al., 2019). Les cellules épithéliales cutanées et les
APC, dont les DC résidentes du derme, participent a la capture et a la présentation des Ag afin
de promouvoir I’immunité adaptative (Kabashima et al., 2019; Romani et al., 2010). Lors d’une
rupture de la barriere physico-chimique de la peau (e.g. blessure, vaccination) la fagon dont les
cellules résidentes vont étre activées va déterminer le résultat immunologique. Nous savons que
la voie d’immunisation ID induit des réponses immunitaires a la fois Ac et lymphocytaires T,

pourtant la réaction moléculaire initiale au niveau du site d’immunisation est peu explorée.

220



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

Notre équipe a précédemment démontré, grace a un modele d’explant de peau, que quelques
heures apres injection de MVA par voie ID les kératinocytes activés libérent de 1’TL-32 &
I’origine du détachement des LC de la couche épidermique et leur migration vers le derme,
provocant la sécrétion de chimiokines et cytokines pro-inflammatoires (Gonnet et al., 2018), ce
qui déclenche le recrutement des cellules inflammatoires et 1’activation des DC (Berthier-
Vergnes et al., 2005; Krathwohl and Anderson, 2006; Nedoszytko et al., 2014; Ouwehand et
al., 2008). En outre, notre équipe a montré que la migration des cellules immunitaires innées
(neutrophiles et monocytes inflammatoires) était détectée dans la peau entre 4 et 8 heures apres
injection ID de MVA ou de nanoparticules (Duffy et al., 2012; Levin et al., 2017; Liard et al.,
2012). C’est cette réaction tissulaire qui pourrait refléter les processus inflammatoires
nécessaires au passage de I’immunité innée aux réponses immunitaires adaptatives.

Nous savons que la production locale de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires
par les cellules cutanées conditionne les réponses immunitaires, cependant les premiers
biomarqueurs moléculaires in situ d’une réaction cutanée a une intrusion restent a étudier. C’est
pourquoi nous avons proposé de realiser des analyses différentielles du protéome, lipidome et
métabolome de la peau, grace a la spectrométrie de masse NanoLC-MS/MS et I’imagerie
MALDI-MSI, dans le but de disséquer les évenements moléculaires précoces avant
inflammation (4 a 8 heures aprés immunisation) apres administration du vaccin antigrippal
(T1V) dans un modéle d’explant de peau humaine. Nous savons que I’administration du vaccin
TIV conduit a une puissante réaction cutanée locale et s’est avérée efficace pour I’induction de
réponses humorales et cellulaires (Arakane et al., 2015; Gongalves et al., 2019; Gorse et al.,
2013; Marra et al., 2013), c’est pourquoi nous avons utilisé le vaccin TIV comme Ag modele.
Cette étude est la premiere a utiliser un modele d’explant de peau humaine ex vivo pour une
analyse combinant plusieurs approches afin de discerner les modifications au sein des
métabolites, des lipides, de ’ARNm et des protéines quelques heures apreés vaccination.
L’originalité de ce travail repose sur I’analyse multiparamétrique spatio-temporelle de
I’épiderme et du derme a différents moments apres I’inoculation. Ce que 1’on sait sur la réaction
cutanée est souvent basé sur des données macroscopiques (érythéme, rougeur etc.),
microscopiques (tissus) et les évenements cellulaires (infiltration de cellules inflammatoires).
Les résultats de cette étude nous permettent de compléter ces connaissances en mettant en
évidence des voies moléculaires clés en lien avec des chimiokines qui pourront étre utilisées
comme biomarqueurs indicateurs de la réaction immunitaire cutanée et du succes de la

vaccination.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The skin plays a crucial role in host defences against microbial attack and the innate cells must provide the
Skin immune system with sufficient information to organize these defences. This unique feature makes the skin a
Biomarkers promising site for vaccine administration. Although cellular innate immune events during vaccination have been

Mass spectrometry
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widely studied, initial events remain poorly understood. Our aim is to determine molecular biomarkers of skin
innate reaction after intradermal (i.d.) immunization. Using an ex vivo human explant model from healthy
donors, we investigated by NanoLC-MS/MS analysis and MALDI-MSI imaging, to detect innate molecular events
(lipids, metabolites, proteins) few hours after i.d. administration of seasonal trivalent influenza vaccine (TIV).
This multimodel approach allowed to identify early molecules differentially expressed in dermal and epidermal
layers at 4 and 18 h after TIV immunization compared with control PBS. In the dermis, the most relevant net-
work of proteins upregulated were related to cell-to-cell signalling and cell trafficking. The molecular signatures
detected were associated with chemokines such as CXCL8, a chemoattractant of neutrophils. In the epidermis,
the most relevant networks were associated with activation of antigen-presenting cells and related to CXCL10.
Our study proposes a novel step-forward approach to identify biomarkers of skin innate reaction.

Significance: To our knowledge, there is no study analyzing innate molecular reaction to vaccines at the site of
skin immunization. What is known on skin reaction is based on macroscopic (erythema, redness...), microscopic
(epidermal and dermal tissues) and cellular events (inflammatory cell infiltrate). Therefore, we propose a
multimodal approach to analyze molecular events at the site of vaccine injection on skin tissue. We identified
early molecular networks involved biological functions such cell migration, cell-to-cell interaction and antigen
presentation, validated by chemokine expression, in the epidermis and dermis, then could be used as early
indicator of success in immunization.
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1. Introduction

The skin's outer surface acts like a suit, forming a physicochemical
shield with specialized cells that scan and detect external molecules and
danger signals. During barrier disruption (e.g., injuries, vaccination,
drug injection), external stimuli reach the epidermal and dermal layer
cells. Epidermal cells play a fundamental role in cutaneous innate im-
munity, providing both a physical barrier via tight junction formation
of CD45"°® keratinocytes (KCs), which constitute up to 90% of the
epidermal cell population, alongside the scarcer Langerhans cells (LCs)
(1-5% of epidermal cells) [1,2]. Other populations of antigen-pre-
senting cells (APCs), such as dermal dendritic cells (dermal DCs), reside
beneath the epidermal layer. Skin epithelial and resident APC subsets
take part in antigen uptake and presentation to promote adaptive im-
munity in human and mouse models [2,3]. Skin barrier disruption
provokes the local production of proinflammatory cytokines and che-
mokines by local skin cells including KCs, LCs, and dermal DCs. How
these local resident cells are activated after barrier disruption, starting
with the recruitment of inflammatory cells, determines the im-
munological outcome. However, the early in situ molecular biomarkers
of skin reaction to this intrusion remain to be studied.

Our recent work has demonstrated that KCs respond to innate sen-
sors and release IL-32, which allows LCs to detach from the epidermal
layer, migrate to the dermis [4], and secrete proinflammatory chemo-
kines and cytokines. These mediators promote inflammatory cell re-
cruitment and APC activation [5-8]. This tissue reaction could reflect
inflammatory processes necessary to bridge innate to adaptive im-
munity. In murine models, intradermal (i.d.) vaccination induces the
attraction of neutrophils and monocytes to the immunization site
[9,10]. However, initial molecular reaction at the site of immunization
needs to be studied. In homeostatic and inflammatory skin tissues [2],
several molecules such as mTORC1, the NLRP3 inflammasome, NF-kB
signalling, and the MAPK/ERK pathway including EIF4/EIF2 factor
transcription have been shown to regulate KCs proliferation and dif-
ferentiation [11], maturation of skin APCs [12]. Here, we propose to
use differential proteomic, lipidomic and metabolomic analysis using
NanoLC-mass spectrometry/mass spectrometry (MS/MS) analysis and
matrix assisted laser desorption ionization imaging (MALDI)-mass
spectrometry imaging (-MSI) to dissect the early molecular events fol-
lowing dermal immunization in a human skin explant model. Seasonal
trivalent influenza vaccine (TIV) by i.d. route induces a potent local
skin reaction and has been shown to be efficient in the induction of both
humoral and T cell responses [13-16]. We thus planned to use TIV
injection as a model antigen. We used an ex vivo human skin explant
model, which has the advantage of conserving whole tissue archi-
tecture. The originality of this work is based on its spatio-temporal
proteomic analysis of the epidermis and dermis at different time points
after the inoculation. To our knowledge, this study is the first to use an
ex vivo human skin explant model for a multiparametric analysis of
proteins, lipids, metabolites, and mRNA to explore early cutaneous
innate immune events before an inflammatory reaction to a vaccine at
the inoculation site.

2. Material and methods
2.1. Human skin explants

Human skin samples were obtained from healthy volunteers
(women aged 21-63 years) undergoing plastic surgery for breast, ab-
domen, or face lifts (Service de chirurgie plastique, reconstructrice et
esthétique - Centre de traitement des briilés, Saint-Louis Hospital, Paris,
France). All skin samples were taken after informed consent in ac-
cordance with the local Institutional Ethics Committee guidelines (IRB
00003835) and the ethics rules stated in the Declaration of Helsinki.
Skin samples were conserved in NaCl immediately after surgical exci-
sion and then processed within 4-6 h post-surgery. They were examined
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macroscopically for tissue damage. Either PBS or Intanza® [TIV A/
Michigan/45/2015 (HIN1)pdm09, A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2),
B/Brisbane/60/2008-15 ug of haemagglutinin (HA)] (Sanofi-Pasteur,
Lyon, France) was administered according to the Mantoux method by
i.d. injection. In all, 45 g of total HA protein/cm? of skin (volume:
25 L of Intanza® and 15 pg of HA for each influenza strain) was in-
jected in the dermis. Intanza formulation (100 pL) was diluted to a
quarter to be injected in each of the 1cm? pieces of skin. Influenza
vaccine and PBS control injected skin were incubated 4 and 18h,
draining in RPMI 1640 medium (Gibco® Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, U.S.A.). As Fig. 1 shows, skin donors (n = 6) were used
both for cryosection for analysis by MALDI-Fourier-transform ion cy-
clotron resonance (-FTICR) and for epidermal and dermal cell suspen-
sions for high throughput proteomic analysis. Skin samples were also
used to validate cytokine and chemokine expression by qPCR (supple-
mental materials).

2.2. Skin epidermal and dermal layers

After the injections into fresh skin samples (1 cm?), the tissue was
cut into small pieces and incubated in RPMI 1640 medium with 2.4 IU/
ml of dispase II (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) overnight at 4 °C
with agitation to separate epidermal sheets from the dermis. Epidermal
sheets were then removed from the dermis with mechanical tweezers.
Epidermal cell suspensions were obtained after 10 min incubation at
37°C in RPMI 1640 and trypsin-EDTA 0.2% (Sigma-Aldrich), supple-
mented with DNase I (10 ug/mL, Roche, Boulogne Billancourt, France).
Fetal calf serum (FCS, Dominique Dutscher, Brumath, France) was then
added. Cell suspensions were washed in RPMI 1640 + 20% FCS
medium, processed through a 70-um filter (Falcon BD™, San Jose, CA,
U.S.A.), and then washed in PBS. Cell pellets were dried, then frozen
and conserved at —80 °C.

2.3. Protein detection and identification

See the supplementary information for the detailed protocol.
Briefly, dermal and epidermal cells (the equivalent of 2 million cells for
each condition) were lysed and proteins extracted with a
Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer. Extracted proteins
were digested with filter-aided sample preparation (FASP), and the
peptides retrieved were analysed with a nanoUPLC system coupled with
a high-resolution mass spectrometer for MS and MS/MS analysis. The
detailed methods are described in the supplemental materials and
methods section.

All MS data were processed with MaxQuant (version 1.5.6.5) by
using the Andromeda search engine. The proteins were identified by
searching MS and MS/MS data against the reviewed proteome for Homo
sapiens in the UniProt database (Release February 2017, 20,172 entries)
and 262 commonly detected contaminants. Trypsin specificity was used
for digestion mode. N-terminal acetylation and methionine oxidation
were selected as variable modifications and carbamidomethylation of
cysteines as fixed. Up to two missed cleavages were allowed. An initial
mass accuracy of 6 ppm was selected for MS spectra. The MS/MS tol-
erance was set to 20 ppm for the HCD data (higher-energy-collisional-
dissociation). False discovery rates for peptide spectrum matches and
for protein identifications were estimated by using a decoy version of
the previously defined databases (reverse construction) and set at 1%.
Relative label-free quantification (LFQ) of the proteins was conducted
with MaxQuant, by applying the MaxLFQ algorithm with default
parameters. Analysis of the identified proteins was performed with
Perseus software (http://www.perseus-framework.org)  (version
1.5.6.0). The file containing the information from the identification was
used. Hits from the reverse database and proteins with only modified
peptides were removed. Hits from potential contaminants were marked,
and proteins originating from culture medium (e.g., serum albumin
from Bos taurus) or sample preparation (e.g., trypsin from Sus scrofa)
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Fig. 1. A multimodal approach of early innate events during skin reaction following intradermal injection of seasonal influenza vaccine.

(a) Flow Chart: Human skin samples from six healthy donors (women aged 21-63 years), were cut into 1-cm? pieces after injection by TIV (Intanza®, microneedle
device) or PBS by the i.d. route. Samples either underwent enzymatic digestion (flow chart, right) or cryopreservation (flow chart, left) for in situ investigation by
MALDI-MSI of modifications in lipids and metabolites. Epidermal and dermal cell suspensions were used for proteomic analyses: the protein lysate was analysed by
NanoLC-MS/MS; the peptide sequence analyses were processed by Maxquant software, and contaminants removed; and common proteins (n = 2375) were identified
in the epidermis and dermis after TIV and PBS administration. Following statistical analysis using Wilcoxon signed rank test, P-value < .05. Statistical analyses were
performed with R software (Wilcoxon matched-pairs signed rank test, with a two-sided P-value of < 0.05). The Ingenuity Pathway Analysis (IPA) program was
applied on significant proteins, to identify top gene networks and biological function. Gene expression was measured on mRNA samples extracted from the same
donors (n = 3-5 donors) by RT-qPCR. (b,c) Score plot from the PCA of all PBS samples based on the detection profiles of the 2375 proteins detected. (b) Projections of
PC1 (19.53% of the total variance) and of PC2 (15.34%) separate the dermal (blue dots) and epidermal (yellow dots) samples defined by two concentration ellipses,
(c) but do not separate 4 h (red dots) from 18 h (green dots) samples. (d) Venn diagram representing number of proteins significantly differentially detected in TIV
compared to PBS in epidermis and dermis at 4 h and 18 h. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article.)
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Fig. 2. Identification of early inflammatory proteins and metabolites induced in the epidermis in response to i.d. TIV administration.

(a, b) Data set of significant proteins in the epidermis are represented in a heat-maps with the level of detection in TIV-treated compared to PBS-control skin at 4 h (a)
and 18 h (b) (Wilcoxon matched-pairs signed rank test, P-value < .05). (c,d) Score plots from the PCA are represented based on detection profiles of the 73 and 35
significant proteins differentially expressed between treated (red dots) and control (blue dots) samples at the 4 h condition (d) and 18 h (d) respectively. (e, f) Top
networks from IPA highlighting major proteins from comparison of TIV and control conditions at 4 h (e) and 18 h (f). Overexpression after trivalent influenza vaccine
(TIV) administration is represented in red, overexpression for the PBS condition in green. In orange the metabolites and lipids and in blue the proinflammatory
cytokines found linked to the proteins of interest. In white, the proteins added by IPA, to complete the top network but not identified in our study. Solid lines = direct
relations, dashed lines = indirect relations. (g) mRNA expression analysis in epidermal cells injected with either TIV or PBS. Gene expression was normalized to the

mean of actin and GAPDH expression and presented as relative fold gene expression levels compared to PBS controls, after calculating the

244Ct yalues. (For

interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

were manually removed to ensure that only proteins that are part of the
human skin structure were retained. LFQ intensities were transformed
by base 2 logarithm before statistical analysis.

2.4. Statistical analysis

Protein expression data were analysed using R software. Analysis of
the difference between TIV and PBS conditions at each time point was
based on a paired nonparametric t-test (Wilcoxon signed-rank test),
with a two-tailed test (p-value < .05) considered a statistically sig-
nificant. Unsupervised multivariate analysis was performed using
Principal Component Analysis (PCA) using R software. Heatmaps and
hierarchical clusters were generated with R software based on the
Pearson coefficient of correlation with the complete linkage method.

2.5. Data availability statement

The normalized proteomic data that support the findings of this
study have been deposited in ArrayExpress with the accession code. The
mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [17] partner repository
with the dataset identifier PXD017313.

3. Results and discussion

3.1. A multimodal approach of early innate events during skin reaction
following intradermal injection of seasonal influenza vaccine

Using an ex vivo human skin explant model, we examined the cu-
taneous early innate molecular events induced at early time points (4
and 18h) after TIV administration. Of note, skin explants is an ex vivo
model that allows the investigation of early tissue reaction without
inflammatory cells recruitment (absence of blood flow). We have pre-
viously showed that 3-4h after intradermal injection in the skin ex-
plants allows the detection of KC and LC activation to several in-
tradermal stimuli (nanoparticle vaccine, modified vaccinia Ankara and
Toll-like receptor ligands) [4,18]. We also showed LC renewal in the
epidermis at 18 h post i.d. injection of MVA [18] while inflammatory
cells continue to migrate to the dermis [19]. We thus have chosen these
time points for the further omics analysis. Fig. 1a presents the experi-
mental plan. Skin explants from 6 healthy donors were injected by i.d.
route with either TIV or PBS. For each donor, we divided skin samples
in two parts: 1) dermal and epidermal cell suspensions were prepared
for protein identification with MS-based proteomics at 4 and 18h after
treatment; 2) skin tissue sections were cryopreserved for in situ analysis
by MALDI-MSI of metabolite and lipid alteration (Fig. 1a, flow chart,
left branch). Results of LFQ proteomics were analysed to identify the
significant proteins (that is, those with significantly differential ex-
pression) detected after TIV and PBS administration (Fig. 1a, flow chart,
right). Finally, we used the IPA program to explore networks and
pathways (Fig. 1a).

First, NanoLC-MS/MS analyses of dermal and epidermal cell sus-
pensions allowed the identification of 2.375 common proteins.
Principal Component Analysis (PCA) of all samples, restricted to this list

of 2.375 proteins, separated the dermal and epidermal samples
(Fig. 1b). Accordingly, the dermal and epidermal samples differed
significantly in their protein detection levels and were therefore studied
separately. In addition, control skin incubated for 4 or 18 h after PBS
injection did not differ in protein detection levels at either time point,
as PCA showed (Fig. 1c). Additional analysis of the impact of age on
protein distribution showed no difference between those in-
dividuals < 35years and > 35 years (data not shown).

In the epidermis, we found 73 significant proteins detected at 4h
and 35 proteins at 18h that were differentially expressed after TIV
compared with PBS injection (Wilcoxon signed-rank test, P-value <
.05) (Fig. 1d, Supplemental Table 1). In the dermis, we found 32 pro-
teins at 4h and 45 proteins at 18 h detected with significantly differ-
ential expression after TIV injection compared with PBS (Wilcoxon
signed rank test, P-value < .05) (Fig. 1d, Supplemental Table 3). The
Venn diagram in Fig. 1d showed significant proteins, exclusive to the
treatment condition and tissue layer with only few shared molecules,
suggesting specific molecular events in each skin layer.

3.2. Identification of early inflammatory proteins and metabolites induced
in the epidermis in response to i.d. TIV administration

Heat-maps represent the detection levels of significant proteins (73
and 35 proteins differentially detected at 4h and 18 h after treatment,
respectively) in the epidermis of TIV-treated compared with PBS con-
trol skin at 4 and 18 h (Fig. 2a and b, Supplemental Table 1). The PCA
of all samples based on these proteins, separated TIV-treated from PBS
control skin at both time points (Fig. 2c, d).

We performed a functional enrichment analysis using Ingenuity
Pathway Analysis (IPA), in order to understand the involvement of
these proteins in immune functions. Supplemental Table 2 summarizes
the top upregulated and downregulated proteins and their contribu-
tions to immune responses in the epidermis at, respectively, 4h and
18h. The Top IPA biological functions are cell-to-cell signalling and
interaction (IPA: P-value = 1.53 X 102 - 4.75 x 10™2), cellular as-
sembly and organization (IPA: P-value = 3.39 X 107%- 4.31 x 1072,
and immune cell trafficking (IPA: P-value = 2.41 X 1073 -
4.05 x 10~ 2). Among major proteins, IFITM3, STAT1, and IFI35 are
involved in interferon signalling (IPA: P-value = 3.09 x 10~ %), while
ICAM3 participates in cross-talk between cells (IPA: P-
value = 3.2 x 10~ %) and PLCD1 with STAT1 in DC maturation (IPA: P-
value = 4.75 x 103 (Supplemental Table 2). STAT 1 is involved as
well in the TH17 pathway, which is also a proposed outcome of skin
immunization [4,18]. At 4h after i.d. TIV administration, we detected
the upregulation of ILK, LGALS1, SERPINB2, and IRF6, which are re-
ported to contribute respectively to cutaneous wound contraction,
wound healing, defects of the stratum corneum, and KC differentiation
[20-23]. We also found the following proteins to be upregulated: IFI35,
an inflammatory marker observed in skin lesions from atopic dermatitis
[24], IFITM3, the expression of which increases on T cells after viral
infection [25], and IRF6, which, driven by TLR3 activation, plays a role
in KC cytokine expression [26]. Also notably upregulated were ICAM3
[27], HLA-B, and HLA-DRB5 [28] — all proteins allowing antigen
presentation (IPA: P-value = 8.54 X 10°3).
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Fig. 3. Identification of early inflammatory proteins and metabolites induced in the dermis in response to i.d. TIV administration.

(a, b) Data set of significant proteins in the dermis are represented in a heat-maps with the level of detection in TIV-treated compared to PBS-control skin at 4 h (a)
and 18 h (b) (Wilcoxon matched-pairs signed rank test, P-value < .05). (c,d) Score plots from the PCA are represented based on detection profiles of the 32 and 45
significant proteins differentially expressed between treated (red dots) and control (blue dots) samples at the 4 h condition (d) and 18 h (d) respectively. (e, f) Top
networks from IPA highlighting major proteins from comparison of TIV and control conditions at 4 h (e) and 18 h (f). Overexpression after trivalent influenza vaccine
(TIV) administration is represented in red, overexpression for the PBS condition in green. In orange the metabolites and lipids and in blue the proinflammatory
cytokines found linked to the proteins of interest. In white, the proteins added by IPA, to complete the top network but not identified in our study. Solid lines = direct
relations, dashed lines = indirect relations. (g) mRNA expression analysis in epidermal cells injected with either TIV or PBS. Gene expression was normalized to the
mean of actin and GAPDH expression and presented as relative fold gene expression levels compared to PBS controls, after calculating the 299 values (n = 3-5).
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Supplemental Table 2 describes the proteins making major con-
tributions to immune responses at 18 h. We found 9/35 proteins in the
major IPA biological functions (Fig. 2f). Most of these molecules were
downregulated in the skin at 18 h (in green) and are involved in in-
flammatory responses (IPA: P-value = 1.73 x 1072 - 2,10 x 10™?),
cell-to-cell signalling and interaction (IPA: P-value = 1.73 x 107 % -
1.20 x1 072, cell movement (IPA: P-value =1.73 x107° -
1.89 x 10~ 2), or macrophage functions (e.g., S100A10, HTT, MAPK13,
PTPN6, GNG2, and MCAM) (IPA: P-value =4.46 x 107° -
1.13 x 1073).

The protein networks significantly detected in the epidermis after
TIV injection were connected to proinflammatory cytokines and che-
mokines, which we measured by qPCR analysis in epidermal cells be-
fore and after treatment. Fig. 2g shows the mean gene expression in
epidermal cell suspensions for 5 healthy donors. We observed sig-
nificant increased expression of CX3CL1, CCL22, CXCL10, CXCL8, and
TNFa genes at 4h and 18 h after i.d. TIV injection.

3.3. Identification of early inflammatory proteins and metabolites induced
in the dermis in response to i.d. TIV administration

Significant detected proteins that are differentially expressed in the
dermis for TIV-treated skin compared with PBS controls at 4h and 18 h
are represented in the heat maps (Fig. 3a, b, respectively). In the
dermis, we found 32 significant proteins detected differentially at 4 h
and 45 proteins at 18 h after TIV compared with PBS injection (Sup-
plemental Table 3). The PCA of all samples was based on the detection
profiles of these genes, and the score plots showed that the projections
of PC1 (44.89% of the total variance for dermis 4h and 48.10% for
18h) and of PC2 (10.51% for epidermis 4 h and 10.31% for 18 h) se-
parated TIV-treated from PBS control skin for the dermal layer at both
time points (Fig. 3¢, d). We performed a functional enrichment analysis
using IPA for identification of top immunological pathways. Supple-
mental Table 4 summarizes the proteins that were upregulated and
downregulated in the dermis in TIV-treated skin compared to PBS
controls. These are mostly involved in cell-to-cell signalling and inter-
action (IPA: P-value = 6.29 x 102 - 2.19 x 10~ 2) and interaction
markers associated with skin inflammation (IPA Inflammatory Re-
sponse: P-value = 4.72 x 107 % - 2.34 x 10~ ?). TRAF6 is one of them;
its involvement in DC maturation (IPA: P-value = 3.43 x 10~ 2) makes
it an interesting biomarker of innate immunity for adaptive responses.
Other downregulated molecules include EIF4B, which has been linked
to mTOR signalling (IPA: P-value = 3.63 x 10~ %) and identified as an
essential regulator in skin morphogenesis [29]. Interestingly, MYLK, a
protein involved in cell morphology (IPA: P-value = 7.86 x 10™° -
3.41 x 10~ ?), was upregulated, and changes in the morphology of LCs
but also DCs upon activation or danger signals are among the main
features of skin APCs [2,4,12,18]. In the dermis, the production of some
inflammatory markers was modified, including the well-known NFxB
subunit and TRAF6 [30], as well as markers such as ITGB5 and HLA-A,
which have been observed in particular in inflammatory skin disorders
and cutaneous adverse reactions [31,32]. We also noted the upregula-
tion of CDla and the downregulation of CD207, markers that might
account for the migration of LCs and CD207 + dermal DCs after their
activation, respectively to the dermis and draining lymph nodes during
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cell trafficking [3,18]. Finally, PSMB4 and PSMD13, both proteins in-
volved in the proteasome complex, which is crucial for antigen pre-
sentation, were also deregulated [33,34].

At 18 h, 11/45 molecules, all upregulated in TIV-treated skin, were
involved in multiple mechanisms (Supplemental Table 4), such as cell
signalling and interaction (IPA: P-value = 2.29 X 1073-4.09 x 10™2),
cell repair (IPA: P-value = 2.29 x 107 3- 4,92 x 10~2), cell movement
(IPA: P-value = 457 x 1072 - 4.70 x 10_2), injury (IPA: P-
value = 2.29 x 102 - 4.72x1072), metabolism (IPA: P-
value = 2.29 x 10~ % - 4.92 x 10™2), molecular transport (IPA: P-
value = 2.29 X 107 % - 4.04 x 1072), and the cell cycle (IPA: P-
value = 9.13 x 10~ > - 3.38 x 10~ 2). These activities suggest massive
reorganization and repair in the dermis — the site of injection of the
vaccine compounds.

Because most of these molecules are also associated with in-
flammatory mediators, we measured the expression of the genes for
these proinflammatory cytokines and chemokines, in connection with
the protein network significantly detected by qPCR analysis of epi-
dermal cells after TIV injection in the dermis. Fig. 3g shows the mean
gene expression in the dermal cell suspension in 5 healthy donors. We
observed an increase in gene expression of CXCL10 at the early time
points and of CCL22 and CXCL8 at 18 after i.d. TIV administration.

3.4. Identification of major metabolites induced in the skin in response to
i.d. TIV administration

As shown in Figs. 2 and 3, IPA pathways highlighted several me-
tabolites and lipids potentially involved in top networks and may in-
dicate changes in epidermal and dermal cellular processes. MALDI-
FTICR has proved its efficacy in detection drug compounds and small
molecules on skin explant tissue section imaging [35,36]. Using MALDI-
FTICR, we performed in situ analyses on skin cryosections treated for
4h compared with PBS controls (Supplemental Fig. 1). The vaccine
injection area was detected in the skin of 6 donors by a vaccine ex-
cipient, i.e. Octoxinol 10 (Supplemental Fig. 1, left images). No detec-
tion of the vaccine excipient was found on PBS skin tissue section (right
images). Based on IPA data base, metabolites and lipids potentially
involved in top networks were analysed on tissue sections. As Fig. 4a
shows fold-changes of mean intensity of 8 metabolites and lipids
(highlighted in IPA analysis), including phosphatidylcholine (PC)
(32:0) and (36:1), phosphatidylinositol (PI) (34:1), diacylglycerol (DG)
(34:1), adenosine diphosphate (ADP), linoleic acid (LA) (FA 18:2),
phosphatidic acid (PA) (18:1), and sphingomyelin (SM) (d34:1), ob-
served in TIV-treated skin compared to PBS controls, for each skin layer
(Fig. 4a). PA (18:1) (P-value =.049) and ADP or dGDP (P-
value = .006) were overexpressed in the TIV condition and localized in
the epidermis. Whereas LA (P-value = .05) was overexpressed in the
TIV condition and localized in the dermis. PA (18:1) was overexpressed
in the TIV condition and localized in the epidermis. Fig. 4b shows the
molecular distribution of PA (18:1) on skin and underlines that it was
principally overexpressed in epidermis and at the top of the dermis. The
molecular distribution of this lipid was homogenous inside the epi-
dermis tissue. Fig. 4c shows the molecular distribution of LA on each
tissue. Mass spectrometry imaging (MSI) enabled the visualization of
this compound's overexpression in the dermis and epidermis. It is now
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Fig. 4. Identification of major metabolites induced in the skin in response to i.d. TIV administration.

(a) Metabolites and lipids expression level in the epidermis (left) and in the dermis (right), according to IPA analysis. The fold changes of intensity were calculated
comparing the TIV and PBS conditions. Overexpression after trivalent influenza vaccine (TIV) administration is represented in red, overexpression for the PBS
condition in green. (b) Representative MALDI-MS imaging of PA (18:1) measured at m/z 435.2517 in TIV and PBS treated skins (c) Representative MALDI-MS
imaging of Linoleic acid (FA 18:2) measured at m/z 279 in TIV and PBS treated skin. DG: diacylglycerol; ADP: adenosine 5’-diphosphate; dGDP: 2’-deoxyguanosine 5’
diphosphate; PI: phosphatidylinositol; LA: linoleic acid, FA: fatty acid; SM: sphingomyelin; PC: phosphatidylcholine. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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well established that lipids and metabolites affect cutaneous innate
immunity [37,38]. The mass spectrometric analyses showed the in situ
modulation of metabolites and lipids related to proteins previously
detected, such as MAPK3 and phospholipase D3 involved in immune
signalling. Indeed, SM molecules detected in the dermis, are known to
be related to such antimicrobial peptides as cathepsin B. Changes in SM
and ceramide content have also been reported to affect membrane
physiology directly, thus modifying signal transmission and interfering
with diverse aspects of T cell activity [39]. For example, long-chain
polyunsaturated fatty acids, such as LA (FA (18:2), have im-
munoregulatory functions via several mechanisms [40]. Some long-
chain polyunsaturated fatty acids are precursors of lipid mediators
[41], which participate in inflammatory processes and also affect ac-
quired immune cells.

DG and PA, observed in the epidermis, have demonstrated links to
signalling kinase proteins MAPK3. Moreover, DG can act as a second
messenger to activate many downstream signalling cascades. DG has
been an established ligand for protein kinase C isoforms that can in-
fluence inflammation [42,43]. We found additional dermal and epi-
dermal molecules, detected by MALDI-MSI, such as LA, PC, ADP, and
inositol phosphate detected in situ, thus demonstrating their effect in
cutaneous immunity. Furthermore, PC in the form of several lipids,
such as lysophosphatidic acid (LPA) (lysoPA), lysophosphatidylcholine
(lysoPC), PI, and PA, has been observed to be expressed differentially in
psoriasis patients compared with healthy volunteers [44]. Extracellular
nucleotides such as ADP have also demonstrated their role in the reg-
ulation of DCs and of other immune cell functions, through their acti-
vation of some G-protein coupled receptors called P2 receptors or via
ADP ribosylation, which increases the cAMP concentration [45]. Fi-
nally, inositol phosphate is reported to modulate the secretion of cy-
tokines derived from both T and myeloid cells (IL-1f, IL-6, and IL-22)
and TNF-a [46]. Accordingly, these mediators promote the recruitment
of inflammatory cells such as neutrophils but also monocytes, which
also play a role in the transport of antigens from the skin to the lymph
nodes during inflammation; they also participate in CD8 T cell priming
in the bone marrow and inflammatory signals in the lymph nodes
[9,10,19,47]. LC activation in the epidermis and dermis consists of
multiple events including CXCL10 production, morphological changes
and down-regulation of cellular adhesion molecules, which are neces-
sary for induction of adaptive immunity both in human and murin
models [4,19,48]. In humans, TIV vaccination by the i.d. route induced
systemic production of CXCL10, correlated with adaptive immune re-
sponses [15]. These inflammatory mediators also promote APCs acti-
vation as well as T cell activation and polarization [5-8].

In conclusion, to our knowledge, this study is the first to use an ex
vivo human skin explant model for a multiparametric analysis, com-
bining several approaches to determine modifications of metabolites,
lipids, mRNA and proteins in response to cutaneous TIV administration.
We explored early local cutaneous innate immune events, in the dif-
ferent skin layers, before any inflammatory reaction induced at the
inoculation site. We found major modifications in protein profiles that
differentiated vaccine-injected skin from control skin. These results add
more insight into the molecular reaction in the skin that could be in-
volved in changes in the behavior of cells following i.d. injection.
Indeed, we previously showed that 4h after MVA i.d. injection, LCs
migrate to the dermis as shown by decrease in LC numbers, LC mor-
phological changes (round shape LC) and CXCL10 production [18]. We
also demonstrated these modifications are due to the release of IL-32 by
keratinocyte which down regulates KC-LC adhesion [4]. In addition, in
murine models, we showed that innate cell migration (neutrophils,
inflammatory monocytes are detected in the skin between 4 and 8h
following i.d. injection of MVA or nanoparticles [10,19]. In our work
protein networks are related to several cytokines/chemokines detected
in the epidermis and dermis. These inflammatory molecules could be
related to DCs/LCs activation status (such as CXCL10) which could
orientate IFNy-type responses or participates to CD4 T cell activation
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(such as CXCL10 and CCL22). This later chemokine is the ligand of
CCR4 and help in positioning of T cell memory in the skin [49]. Neu-
trophils are attracted to the skin via CXCL8, however we observed a
significant increase in CXCL10 mRNA at 18 h post-injection and not at
early time points (< 4h). This could be either due to dichotomy be-
tween either CXCL8 mRNA and protein secretion or the involvement of
additional chemokines/chemokine receptors axis in early neutrophil
trafficking [50]. We have also detected CX3CL1 mRNA suggesting in-
itiation of monocyte trafficking to the skin. Finally, TNF-a could be
involved in LC activation [51]. This study has demonstrated that pro-
teomic analyses might enable the identification of potential early bio-
markers of activated skin after vaccine administration by a cutaneous
route.

Declaration of Competing Interest
The authors have no financial conflicts of interest.
Acknoweldgment

The authors are grateful to the Dormeur Foundation, and Vaduz for
providing the Cryostat HM550 apparatus, to Juliette Masure
(Imabiotech) for technical help in MALDI-FTICR processing and to Jo-
Ann Cahn for English editing. This project has received funding from
the Agence National de Recherche (CE-16-0024-01). Behazine
Combadiére's laboratory has received funding from the Fondation pour
la Recherche Médicale “Equipe FRM 2013” award.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/].jprot.2020.103670.

References

[1] B. Combadiere, C. Liard, Transcutaneous and intradermal vaccination, Hum.
Vaccin. 7 (2011) 811-827, https://doi.org/10.4161/hv.7.8.16274.

[2] K. Kabashima, T. Honda, F. Ginhoux, G. Egawa, The immunological anatomy of the
skin, Nat. Rev. Immunol. 19 (2019) 19, https://doi.org/10.1038/541577-018-
0084-5.

[3] N. Romani, M. Thurnher, J. Idoyaga, R.M. Steinman, V. Flacher, Targeting of an-

tigens to skin dendritic cells: possibilities to enhance vaccine efficacy, Immunol.

Cell Biol. 88 (2010) 424-430, https://doi.org/10.1038/icb.2010.39.

J. Gonnet, H. Perrin, A.J. Hutton, D. Boccara, O. Bonduelle, M. Mimoun, et al.,

Interleukin-32 promotes detachment and activation of human Langerhans cells in a

human skin explant model, Br. J. Dermatol. 179 (2018) 145-153, https://doi.org/

10.1111/bjd.16721.

[5] O. Berthier-Vergnes, F. Bermond, V. Flacher, C. Massacrier, D. Schmitt, J. Péguet-

Navarro, TNF-a enhances phenotypic and functional maturation of human epi-

dermal Langerhans cells and induces IL-12 p40 and IP-10/CXCL-10 production,

FEBS Lett. 579 (2005) 3660-3668, https://doi.org/10.1016/].febslet.2005.04.087.

M.D. Krathwohl, J.L. Anderson, Chemokine CXCL10 (IP-10) is sufficient to trigger

an immune response to injected antigens in a mouse model, Vaccine 24 (2006)

2987-2993, https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2005.11.032.

[7]1 K. Ouwehand, S.J.A.M. Santegoets, D.P. Bruynzeel, R.J. Scheper, Gruijl T.D. de,

S. Gibbs, CXCL12 is essential for migration of activated Langerhans cells from

epidermis to dermis, Eur. J. Immunol. 38 (2008) 3050-3059, https://doi.org/10.

1002/€ji.200838384.

B. Nedoszytko, M. Sokotowska-Wojdyto, K. Ruckemann-Dziurdziiska,

J. Roszkiewicz, R.J. Nowicki, Chemokines and cytokines network in the patho-

genesis of the inflammatory skin diseases: atopic dermatitis, psoriasis and skin

mastocytosis, Postepy Dermatol. Alergol. 31 (2014) 84-91, https://doi.org/10.
5114/pdia.2014.40920.

[9] V. Abadie, O. Bonduelle, D. Duffy, C. Parizot, B. Verrier, B. Combadiére, Original
encounter with antigen determines antigen-presenting cell imprinting of the quality
of the immune response in mice, PLoS One 4 (2009) e8159, , https://doi.org/10.
1371/journal.pone.0008159.

[10] D. Duffy, H. Perrin, V. Abadie, N. Benhabiles, A. Boissonnas, C. Liard, et al.,
Neutrophils transport antigen from the dermis to the bone marrow, initiating a
source of memory CD8+ T cells, Immunity 37 (2012) 917-929, https://doi.org/10.
1016/j.immuni.2012.07.015.

[11] C. Buerger, N. Shirsath, V. Lang, A. Berard, S. Diehl, R. Kaufmann, et al.,
Inflammation dependent mTORC1 signaling interferes with the switch from kera-
tinocyte proliferation to differentiation, PLoS One 12 (2017) e0180853, , https://
doi.org/10.1371/journal.pone.0180853.

[4

[6

8

232



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

J. Gonnet, et al.

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

S.W. Kashem, M. Haniffa, D.H. Kaplan, Antigen-presenting cells in the skin, Annu.
Rev. Immunol. 35 (2017) 469-499, https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-
051116-052215.

R. Arakane, H. Nakatani, E. Fujisaki, A. Takahama, K. Ishida, M. Yoshiike, et al.,
Immunogenicity and safety of the new intradermal influenza vaccine in adults and
elderly: a randomized phase 1/2 clinical trial, Vaccine 33 (2015) 6340-6350,
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.09.010.

G.J. Gorse, A.R. Falsey, J.A. Fling, T.L. Poling, C.B. Strout, P.H. Tsang,
Intradermally-administered influenza virus vaccine is safe and immunogenic in
healthy adults 18-64 years of age, Vaccine 31 (2013) 2358-2365, https://doi.org/
10.1016/j.vaccine.2013.03.008.

E. Gongalves, O. Bonduelle, A. Soria, P. Loulergue, A. Rousseau, M. Cachanado,
et al., Innate gene signature distinguishes humoral versus cytotoxic responses to
influenza vaccination, J. Clin. Invest. 129 (2019) 1960-1971, https://doi.org/10.
1172/JCI125372.

F. Marra, F. Young, K. Richardson, C.A. Marra, A meta-analysis of intradermal
versus intramuscular influenza vaccines: immunogenicity and adverse events: meta-
analysis of intradermal versus intramuscular influenza vaccines, Influenza Other
Respir. Viruses 7 (2013) 584-603, https://doi.org/10.1111/irv.12000.

Y. Perez-Riverol, A. Csordas, et al., The PRIDE database and related tools and re-
sources in 2019: improving support for quantification data, Nucleic Acids Res 47
(D1) (2019) D442-D450, https://doi.org/10.1093/nar/gky1106.

C. Liard, S. Munier, A. Joulin-Giet, O. Bonduelle, S. Hadam, D. Duffy, et al.,
Intradermal immunization triggers epidermal Langerhans cell mobilization re-
quired for CD8 T-cell immune responses, J. Invest. Dermatol. 132 (2012) 615-625,
https://doi.org/10.1038/jid.2011.346.

C. Levin, O. Bonduelle, C. Nuttens, C. Primard, B. Verrier, A. Boissonnas, et al.,
Critical role for skin-derived migratory DCs and Langerhans cells in T FH and GC
responses after intradermal immunization, J. Invest. Dermatol. 137 (2017)
1905-1913, https://doi.org/10.1016/j.jid.2017.04.016.

G. Li, Y.-Y. Li, J.-E. Sun, W. Lin, R. Zhou, ILK-PI3K/AKT pathway participates in
cutaneous wound contraction by regulating fibroblast migration and differentiation
to myofibroblast, Lab. Investig. 96 (2016) 741-751, https://doi.org/10.1038/
labinvest.2016.48.

Y.-K. Lin, S.-H. Yang, C.-C. Chen, H.-C. Kao, J.-Y. Fang, Using Imiquimod-induced
psoriasis-like skin as a model to measure the skin penetration of anti-psoriatic
drugs, PLoS One 10 (2015), https://doi.org/10.1371/journal.pone.0137890.

W.A. Schroder, I. Anraku, T.T. Le, T.D.C. Hirata, H.I. Nakaya, L. Major, et al.,
SerpinB2 deficiency results in a stratum Corneum defect and increased sensitivity to
topically applied inflammatory agents, Am. J. Pathol. 186 (2016) 1511-1523,
https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2016.02.017.

M.Q. Kwa, J. Huynh, J. Aw, L. Zhang, T. Nguyen, E.C. Reynolds, et al., Receptor-
interacting protein kinase 4 and interferon regulatory factor 6 function as a sig-
naling Axis to regulate keratinocyte differentiation, J. Biol. Chem. 289 (2014)
31077-31087, https://doi.org/10.1074/jbc.M114.589382.

A. Rebane, M. Zimmermann, A. Aab, H. Baurecht, A. Koreck, M. Karelson, et al.,
Mechanisms of IFN-y-induced apoptosis of human skin keratinocytes in patients
with atopic dermatitis, J. Allergy Clin. Immunol. 129 (2012) 1297-1306, https://
doi.org/10.1016/j.,jaci.2012.02.020.

L.M. Wakim, N. Gupta, J.D. Mintern, J.A. Villadangos, Enhanced survival of lung
tissue-resident memory CD8" T cells during infection with influenza virus due to
selective expression of IFITM3, Nat. Immunol. 14 (2013) 238-245, https://doi.org/
10.1038/ni.2525.

D. Ramnath, K. Tunny, D.M. Hohenhaus, C.M. Pitts, A.-S. Bergot, P.M. Hogarth,
et al., TLR3 drives IRF6-dependent IL-23p19 expression and p19/EBI3 heterodimer
formation in keratinocytes, Immunol. Cell Biol. 93 (2015) 771-779, https://doi.
org/10.1038/icb.2015.77.

G.C. Manara, G. Pasquinelli, L. Badiali-De Giorgi, C. Ferrari, S.A. Garatti, D. Fasano,
et al., Human epidermal Langerhans cells express the ICAM-3 molecule.
Immunohistochemical and immunoelectron microscopical demonstration, Br. J.
Dermatol. 134 (1996) 22-27.

J. Neefjes, M.L.M. Jongsma, P. Paul, O. Bakke, Towards a systems understanding of
MHC class I and MHC class II antigen presentation, Nat. Rev. Immunol. 11 (2011)
823-836, https://doi.org/10.1038/nri3084.

X. Ding, W. Bloch, S. Iden, M.A. Riiegg, M.N. Hall, M. Leptin, et al., mTORC1 and
mTORC2 regulate skin morphogenesis and epidermal barrier formation, Nat.
Commun. 7 (2016), https://doi.org/10.1038/ncomms13226.

T. Matsumura, T. Degawa, T. Takii, H. Hayashi, T. Okamoto, J. Inoue, et al., TRAF6-
NF-kB pathway is essential for interleukin-1-induced TLR2 expression and its
functional response to TLR2 ligand in murine hepatocytes, Inmunology 109 (2003)
127-136, https://doi.org/10.1046/j.1365-2567.2003.01627 .x.

D. Cretu, K. Liang, P. Saraon, L. Batruch, E.P. Diamandis, V. Chandran, Quantitative
tandem mass-spectrometry of skin tissue reveals putative psoriatic arthritis

233

10

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[501]

[51]

Journal of Proteomics 216 (2020) 103670

biomarkers, Clin. Proteomics 12 (2015), https://doi.org/10.1186/1559-0275-12-1.
Y. Okada, B. Han, L.C. Tsoi, P.E. Stuart, E. Ellinghaus, T. Tejasvi, et al., Fine
mapping major histocompatibility complex associations in psoriasis and its clinical
subtypes, Am. J. Hum. Genet. 95 (2014) 162-172, https://doi.org/10.1016/j.ajhg.
2014.07.002.

N. Qureshi, P.-Y. Perera, J. Shen, G. Zhang, A. Lenschat, G. Splitter, et al., The
proteasome as a lipopolysaccharide-binding protein in macrophages: differential
effects of proteasome inhibition on lipopolysaccharide-induced signaling events, J.
Immunol. Baltim. Md. 2003 (171) (1950) 1515-1525, https://doi.org/10.4049/
jimmunol.171.3.1515.

W. Bi, L. Zhu, Z. Zeng, X. Jing, Y. Liang, L. Guo, et al., Investigations into the role of
268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 in neuroinflammation,
Neuroimmunomodulation 21 (2014) 331-337, https://doi.org/10.1159/
000357811.

D. Bonnel, R. Legouffe, A.H. Eriksson, R.W. Mortensen, F. Pamelard, J. Stauber,
et al., MALDI imaging facilitates new topical drug development process by de-
termining quantitative skin distribution profiles, Anal. Bioanal. Chem. 410 (2018)
2815-2828, https://doi.org/10.1007/500216-018-0964-3.

1.S. Sgrensen, C. Janfelt, M.M.B. Nielsen, R.W. Mortensen, N.@. Knudsen,

A.H. Eriksson, et al., Combination of MALDI-MSI and cassette dosing for evaluation
of drug distribution in human skin explant, Anal. Bioanal. Chem. 409 (2017)
4993-5005, https://doi.org/10.1007/500216-017-0443-2.

Y. Sawada, T. Honda, S. Hanakawa, S. Nakamizo, T. Murata, Y. Ueharaguchi-
Tanada, et al., Resolvin E1 inhibits dendritic cell migration in the skin and at-
tenuates contact hypersensitivity responses, J. Exp. Med. 212 (2015) 1921-1930,
https://doi.org/10.1084/jem.20150381.

H. Sigmundsdottir, J. Pan, G.F. Debes, C. Alt, A. Habtezion, D. Soler, et al., DCs
metabolize sunlight-induced vitamin D3 to “program” T cell attraction to the epi-
dermal chemokine CCL27, Nat. Immunol. 8 (2007) 285-293, https://doi.org/10.
1038/ni1433.

N. Beyersdorf, N. Miiller, Sphingomyelin breakdown in T cells: role in activation,
effector functions and immunoregulation, Biol. Chem. 396 (2015) 749-758,
https://doi.org/10.1515/hsz-2014-0282.

J.A. Carlsson, A.E. Wold, A.-S. Sandberg, S.M. Ostman, The polyunsaturated fatty
acids arachidonic acid and docosahexaenoic acid induce mouse dendritic cells
maturation but reduce T-cell responses in vitro, PLoS One 10 (2015) 0143741, ,
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0143741.

A. Sala-Vila, E.A. Miles, P.C. Calder, Fatty acid composition abnormalities in atopic
disease: evidence explored and role in the disease process examined, Clin. Exp.
Allergy J. Br. Soc. Allergy Clin. Immunol. 38 (2008) 1432-1450, https://doi.org/
10.1111/j.1365-2222.2008.03072.x.

H. Mellor, P.J. Parker, The extended protein kinase C superfamily, Biochem. J. 332
(Pt 2) (1998) 281-292.

A. Sharma, C.K. Maurya, D. Arha, A.K. Rai, S. Singh, S. Varshney, et al., Nod1-
mediated lipolysis promotes diacylglycerol accumulation and successive in-
flammation via PKC8-IRAK axis in adipocytes, Biochim. Biophys. Acta Mol. basis
Dis. 1865 (2019) 136-146, https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2018.10.036.

C. Zeng, B. Wen, G. Hou, L. Lei, Z. Mei, X. Jia, et al., Lipidomics profiling reveals the
role of glycerophospholipid metabolism in psoriasis, GigaScience 6 (2017), https://
doi.org/10.1093/gigascience/gix087.

D. Ferrari, S. Gorini, G. Callegari, A. la Sala, Shaping immune responses through the
activation of dendritic cells-P2 receptors, Purinergic Signal 3 (2007) 99-107,
https://doi.org/10.1007/s11302-006-9024-0.

E. Lachmandas, A.B. Rios-Miguel, V.A.C.M. Koeken, E. van der Pasch, V. Kumar,
V. Matzaraki, et al., Tissue metabolic changes drive cytokine responses to
Mycobacterium tuberculosis, J. Infect. Dis. 218 (2018) 165-170, https://doi.org/
10.1093/infdis/jiy173.

V. Abadie, Neutrophils rapidly migrate via lymphatics after Mycobacterium bovis
BCG intradermal vaccination and shuttle live bacilli to the draining lymph nodes,
Blood 106 (2005) 1843-1850, https://doi.org/10.1182/blood-2005-03-1281.

C. Liard, S. Munier, M. Arias, A. Joulin-Giet, O. Bonduelle, D. Duffy, et al., Targeting
of HIV-p24 particle-based vaccine into differential skin layers induces distinct arms
of the immune responses, Vaccine 29 (2011) 6379-6391, https://doi.org/10.1016/
j-vaccine.2011.04.080.

C. Alanio, R.B. da Silva, D. Michonneau, P. Bousso, M.A. Ingersoll, M.L. Albert,
CXCR3/CXCL10 axis shapes tissue distribution of memory phenotype CD8 + T cells
in nonimmunized mice, J. Immunol. 200 (2018) 139-146.

C.H. Kim, E.J. Kunkel, J. Boisvert, B. Johnston, J.J. Campbell, M.C. Genovese, et al.,
Bonzo/CXCR6 expression defines type 1-polarized T-cell subsets with extra-
lymphoid tissue homing potential, J. Clin. Invest. 107 (2001) 595-601.

M. Cumberbatch, C.E. Griffiths, S.C. Tucker, R.J. Dearman, I. Kimber, Tumour ne-
crosis factor-alpha induces Langerhans cell migration in humans, Br. J. Dermatol.
141 (1999) 192-200, https://doi.org/10.1046/j.1365-2133.1999.02964.x.



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

Supplemental materials and methods

Total protein extraction and digestion

Dermal and epidermal cells (equivalent to 2 millions cells for each condition) were lysed with
100 pl RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA, 100 mM sodium
fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate, and 1% IGEPAL). Samples were mixed for 5 min and
sonicated for 15 min. Cell debris were removed by centrifugation (15,000 x g, 15 min). 30 ul
of supernatants was collected and reduced with 30 ul 0.1 M dithiothreitol for 15 min at 95°C.
Reduced protein extracts were used for filter-aided sample preparation (FASP)(Wisniewski et
al., 2009) with Amicon 30K centrifugal filters (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France).
Proteins were digested with LysC/Trypsin mixture (40 pg/ml in 50 mM NH4HCO3 at 37°C,
overnight. The digestion was stopped by adding 10 ul 5% TFA to the digests. The digests were

collected by centrifugation, and the filter devices were rinsed with 50 ul of 0.5 M NaCl.

NanoL C-MS/MS analysis

Collected samples were dried under vacuum, reconstituted with 20ul of 0.1% TFA
(trifluoroacetic acid) solution, underwent desalting with C18 ZipTip (Millipore, Saint-Quentin-
en-Yvelines, France) eluted by 80% acetonitrile and were dried under vacuum. Dried samples
were reconstituted in 0.1% FA/ACN (formic acid/acetonitrile) (98:2, v/v). The samples were
separated by online reversed-phase chromatography by using a Waters nanoACQUITY UPLC
system equipped with a Symmetry C18 trap column (100 A, 5 um, 180 pm, x 20 mm, Waters)
and a M-Class Peptide BEH C18 column (130 A, 1.7 pm, 75 um x 250 mm, Waters). Separation
was achieved by using an increased amount of AN (acetonitrile) (5-30% over 120 minutes) at
a flow rate of 300 nl/min. Data were acquired on a Thermo Scientific Q-Exactive mass

spectrometer set to acquire the top 10 MS/MS in data-dependent mode. The survey scans were
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done at a resolving power of 70,000 FWHM (m/z 400), in positive mode and with an AGC
target value of 3.108. The default charge state was set at 2, unassigned and +1 charge states
were rejected, and dynamic exclusion was enabled for 25 seconds. The scan range was set to
300-1600 m/z, 1 microscan was acquired at 17,500 FWHM with an isolation window of 4.0

m/z, and an HCD Normalized Collision Energy of 30 was used.

MALDI-FTICR MSI analysis

TIV and PBS treated skin tissue samples at 4 h were frozen in OCT compound (Tissue-Tek,
Sakura, Leiden, Belgium) for cryopreservation. Cryosections of 10 um were prepared with a
Microm HM550 cryostat (Microm Microtech, Brignais, France) mounted on slides coated with
indium tin oxide (ITO) for downstream MALDI imaging. Samples were kept at -80°C until use.
Slides were dried for 15 min under vacuum before use. For MALDI-MSI of metabolites and
lipids, a uniform layer of 2,5-dihydroxybenzoic acid prepared at 40 mg/ml with 50/50 Methanol
(MeOH)/H20O + 0.1% TFA (v/v) or 9-aminoacridine prepared at 10 mg/ml with 80/20
MeOH/H20 (v/v) matrix was deposited onto the skin tissue sections with a SunCollect device.
Ten matrix layers were applied onto tissue at 10 and 40 pl/min flow rate. Then MALDI-MSI
analysis was performed with 7T MALDI-FTICR mass spectrometer (SolariX, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) equipped with a SmartBeam Il laser. MSI data were recorded in
positive or negative ion mode (m/z range 100-1000) and at 60 pum of spatial resolution with
online calibration. Data acquisition took place with the Flex software suite (FtmsControl 2.1.0
and FlexImaging 4.1x64) from Bruker Daltonics, and data processing and visualization with
Multimaging 1.2 software (ImaBiotech SAS, Loos, France). This multimodal imaging platform
combines an MSI and microscopy platform with statistical analysis. MSI data were acquired
from each tissue section and from matrix control areas adjacent to them to check for analyte

dispersion/delocalization during sample preparation.
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After MSI data acquisition, matrix was removed using a 100% MeOH wash. The tissue samples
were then stained with haematoxylin and eosin solution. High-resolution histological images of
these stains were then recorded with a digital slide scanner (3D Histech Pannoramic) and loaded
into Multimaging technology to perform high definition coregistration with convoluted
molecular images from corresponding MSI experiment. Metabolites and lipids were annotated

using KEGG database (www.kegg.jp) and HMDB database (www.hmdb.ca).

Reverse transcription and real time PCR

For ex vivo transcriptional analysis, skin epidermal and dermal cell suspensions were obtained
from 1 cm? pieces of i.d injected TIV skin samples, after the enzymatic process explained
above. At the same time, untreated and i.d. injected PBS samples were used as negative
controls. RNA was extracted from skin cell suspensions with RNeasy Mini KIT (Qiagen,
Hilden, Germany) and quantified with a Nanodrop 3000 (Plateforme P3S, site Jussieu,
Université Pierre et Marie Curie, Paris, France). RT-gPCR was performed in two steps; Reverse
transcription of RNA was performed with the VILO KIT (Life Technologies, Saint-Aubin,
France). RNAs were incubated for 10 min at 25°C, then 1 h at 60°C and then 5 min at 85°C.
Real-time PCR was performed with 5 or 20 ng of template cDNAs added into the Power master
mix Sybergreen. Each sample was run in duplicate with 2 negative controls and a sample control
included in each PCR run. CXCL10, CCL22, CXCLS8, CX3CL1, and TNF[] primers were
purchased from Qiagen. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and actin B
were used as house-keeping genes and PCR data was normalized to the mean of GAPDH and
actin B. The actin B and GAPDH sequence primers (Eurogentec, Liege, Belgium) used were:
Actin B=F: 5> TCCTTCCTGGGCATGGAGT 3’; R: 5 AGCACTGTGTTGGCGTACAG
3’; GAPDH = F: 5> GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 3°; R: 5

GTTGCTGTAGCCAATTCGTTGT 3’
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Pathway and network analysis.

The functional enrichment analyses were generated using Ingenuity Pathway Analysis
Systems® (IPA QIAGEN 2016), (www.ingenuity.com). We performed a core analysis with the
list of gene names corresponding to the list of proteins. The core analysis includes several
modules: identification of canonical pathways, upstream regulation, association with diseases
and functions, regulator effects, and network analysis. The P-value and a ratio value were

calculated for each pathway and network.
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Supplemental Table 1: All significant proteins (and gene names) detected at 4 h and 18 h
after TIV compared with PBS injection either in epidermis.

Epidermis 4 h Epidermis 18 h
Gene Protein Gene Protein Gene Protein
ACLY P53396 IFITM3 Q01628 AADAC P22760
ACOT7 000154 ILK Q13418 ATIC P31939
ACP5 P13686 INTS6 Q9ULO3 ATP5S Q99766
AZU1 P20160 IQGAP2 Q13576 CHMP4A QIBY43
BST1 Q10588 IRF6 014896 DNAJB12 QINXW2
CASC4 Q6P4E1 IJMID7 POC870 DNAJC11 QINVH1
CCNY Q8ND76 KRT13 P13646-1 DNAJC7 Q99615
CHID1 Q9IBWS9 LBR Q14739 EFTUD2 Q15029
CMAL P23946 LGALS1 P09382 EWSR1 Q01844
CNOT1 ASYKK6 LUCT7L2 Q9Y383 FAM83B Q5TOW9
COL6A5 A8TX70 NBAS A2RRP1 FKBP9 095302
COPG2 Q9UBF2 NCSTN Q92542 GNG2 P59768
DCTN4 Q9UJIWO NDE1 QINXR1 HCCes P53701
DDX19A Q9NUU7 NECTIN2 Q92692 HTT P42858
DES P17661 NMD3 Q96D46 KDM1A 060341
DLG1 Q12959 NUDT16L1 Q9BRJ7 KRT85 P78386
DPYSL3 Q14195 PCCB P05166 MAL2 Q969L2
ESAM Q96AP7 PGM1 P36871 MAPK13 015264
FBN1 P35555 PLCD1 P51178 MCAM P43121
FERMT2 Q96AC1 PPFIBP2 Q8ND30 PDGFRB P09619
FLAD1 Q8NFF5 PPP1R12C Q9BZL4 PDS5A Q29RF7
FLNC Q14315 PROCR QIUNNS PGM1 P36871
FOLR2 P14207 QKI Q96PUB PITPNB P48739
FUCA1 P04066 RAB4A P20338 PLAA Q9Y263
GLB1 P16278 RAP1A P62834 PPP2R5E Q16537
GMPPB Q9Y5P6 SAFB Q15424 PTPN6 P29350
GNB4 Q9HAVO SERPINB2 P05120 RAD50 Q92878
HBAL P69905 SLC2A1 P11166 RETSAT QB6NUM9
HCLS1 P14317 SMARCD3 Q6STES S100A10 P60903
HIPIR 075146 SNRNP40 Q96DI7 SHMT1 P34896
HLA-B P10319 SPINT2 043291 SLC3A2 P08195
HLA-DRB5 Q30154 SRRT Q9BXP5 TBXAS1 P24557
HSPA12B Q96MM6 STAT1 P42224 TF P02787
ICAM3 P32942 SYVN1 Q86TM6 THEMS6 Q8WUY1
IFI35 P80217 TARS2 Q9BW92 WDR81 Q562E7
VPS26C 014972
VWF P04275
ZBTB20 Q9HCT78
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Supplemental Table 2: Top proteins detected in the epidermis following i.d. injection of

TIV

Molecules
(epidermis at 4 h)

Top diseases and functions

IPA canonical pathways

IFITM3

KRT13

LGALS1

DLG1

ICAM3

ILK

STAT1

IFI35

IRF6

SERPINB2

infectious diseases, immunological
disease, inflammatory disease, cellular
movement

dermatological diseases and
conditions, cellular assembly and
organization, cellular function and
maintenance, cell cycle

infectious diseases, cell morphology,
cellular assembly and organization,
metabolism, cellular movement,
immune cell trafficking, inflammatory
response, cell cycle, cell death and
survival

cellular function and maintenance, cell
morphology, cell to cell signalling and
interaction, cellular function and
maintenance

cell to cell signalling and interaction,
cell morphology, cellular assembly and
organization, cellular function and
maintenance, immune cell trafficking,
inflammatory response

cell morphology, cellular movement,
cellular function and maintenance,
cellular growth and proliferation

infectious diseases, hematological
disease, antimicrobial response, cell to
cell signalling and interaction,
inflammatory response, cellular
movement, cell cycle, cellular growth
and proliferation,

haematological disease, organismal
injury and abnormalities

cellular movement

immunological disease, organismal
injury and abnormalities

interferon signalling,

unknown

unknown

sertoli cell sertoli cell junction signalling

crosstalk between dendritic cells and
natural killer cells

sertoli cell sertoli cell junction signalling,
ilk signalling

interferon signaling, th1 pathway, t
helper cell differentiation,

interferon signalling,

Molecules
(epidermis at 18h)

Top diseases and functions

IPA canonical pathways

GNG2

HTT

cell death and survival, inflammatory
response, cell death and survival,

cellular compromise, cellular function
and maintenance, cellular movement
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MCAM

S100A10

PTPN6

HTT

MCAM

S100A10

organismal injury and abnormalities

protein synthesis, protein trafficking,
connective tissue disorders,
inflammatory disease, inflammatory
response

cellular assembly and organization, cell
death and survival, cell morphology,
cellular function and maintenance

cell death and survival, inflammatory
response, cell death and survival,
cellular compromise, cellular function
and maintenance, cellular movement
organismal injury and abnormalities

Protein synthesis, protein trafficking,
connective tissue disorders,
inflammatory disease, inflammatory
response

atm signaling, , STAT3 signaling,
production of nitric oxide and reactive
oxygen species in macrophages, IL1
signaling

CCRS5 signaling in macrophages, CDK5
signaling, CCR3 signaling in eosinophils
regulation of EIF4 and p7056k signalling,
IL22 signalling, b cell receptor signalling,
role of jak family kinase in IL6 type
cytokine signalling

STAT3 pathway,

production of nitric oxide and reactive
oxygen species in macrophages

fgf signaling

CTLA4 signaling in cytotoxic T
lymphocytes

ATM signaling, STAT3 signaling,
production of nitric oxide and reactive
oxygen species in macrophages, IL1
signaling

CCR5 signaling in macrophages, CDK5
signaling, CCR3 signaling in eosinophils
regulation of EIF4 and p7056k signalling,
IL22 signalling, b cell receptor signalling,
role of jak family kinase in IL6 type
cytokine signalling
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Supplemental Table 3: All significant proteins (and gene names) detected at 4 h and 18 h
after TIV compared with PBS injection either in dermis.

Dermis 4 h Dermis 18 h
Gene Protein Gene Protein
ANXA9 076027 ADAM15 Q13444
ARHGEF12 QINZN5 APOBR QOVDS83
ATP13AL Q9HD20 BAIAP2 QoUQBS8
BICDL2 A1A5D9 CARML1 Q86X55
Clorfl16 Q9BWO4 CDI1A P06126
CAPNS2 Q96L46 CDC42BPG Q6DT37
CASC4 QB6P4E1L CISD2 Q8N5K1
CcD207 QouUJ71 CLUH 075153
COPG2 Q9UBF2 CPSF6 Q16630
DPF2 Q92785 DECR1 Q16698
DTYMK P23919 DR1 Q01658
EIF4B P23588 DYNLRB1 QINP97
EIF4G2 P78344 ENPEP Q07075
FAMB3G AG6ND36 FAMS83H Q6ZRV?2
FTSJ3 Q8Ivsl FUCAL P04066
HAX1 000165 GLB1 P16278
HLA-A P10316 KRT13 P13646-1
ITGB5 P18084 KRT31 A2A5Y0
ITPR3 Q14573 KRT77 Q72794
KDSR Q06136 MRPS34 P82930
MYLK Q15746 NES P48681
NRDC 043847 NT5E P21589
NUCB2 P80303 OPLAH 014841
NUDT16L1 Q9BRIJ7 PPCS Q9HABS
NUDT21 043809 PPFIA3 075145
PDK3 Q15120 PSMB4 P28070
RAN P62826 PSMD13 QIUNM6
RPS5 P46782 PTGES2 Q9H7Z7
TOoM1 060784 RAN P62826
TRAF6 Q9Y4K3 RECQL P46063
UQCRQ 014949 RELA Q04206
WDR77 Q9BQAL RETSAT QBNUM9
RPL4 P36578
RPS16 P62249
SEH1L Q96EE3
SERBP1 Q8NC51
SLC2A1 P11166
SLK Q9H2G2
SMARCC1 Q92922
TIMMSB Q9Y5J9
TRMT10C Q7LOY3
TUBB2B QIBVAL
UCHL5 Q9Y5K5
VASP P50552

WASHC2A/WASHC2C  Q641Q2
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Supplemental Table 4: Top proteins detected in the dermis following i.d. injection of

TIV

Molecules
(dermis at 4 h)

Top diseases and functions

IPA canonical pathways

TRAF6 (TNF receptor)

cellular assembly and organization,
cellular function and maintenance,
cell-to-cell signaling and interaction,
inflammatory response

PPARa/RXRa activation
dendritic cell maturation
IL8 signaling

HLA-DA cell to cell signaling and interaction, calcium-induced T lymphocyte
immune cell trafficking apoptosis, virus entry via endocytic
pathways, 1COS-ICOSI signalingin T
helper cells, CD28 signaling in T helper
cells, role of NFAT in regulation of the
immune response, dendritic cell
maturation, B lymphocyte-mediated
apoptosis
ITGB5 cellular assembly and organization, caveolar-mediated endocytosis
cellular assembly and organization, signaling, PPARa/RXRa activation,
cell-to-cell signaling and interaction IL8-signaling,
integrin signaling
MYLK cell morphology RhoA signaling, CCR3 signaling in
eosinophils, Cdc 42 signaling, tight
junction signaling, actin cytoskeleton
Signaling
ARHGEF12 cellular assembly and organization, RhoA signaling, actin cytoskeleton
cellular function and maintenance, signaling
molecular transport, cell signaling,
ANXA9 injury and abnormalities Unknown
RAN molecular transport, cellular assembly,  RAN signaling
DNA replication, cell cycle, cell
morphology,
EIF4AB gene expression, protein synthesis, mTOR signaling
organismal injury and abnormalities
Molecules Top diseases and functions IPA canonical pathways

(dermis at 18h)

CD1la

NTSE

SLC2A1

GLB1

SMARCC1

UCHL5

ADAM15

antigen presentation, inflammatory
response

cell death and survival, cell
morphology, cellular function and
maintenance, nucleic acid metabolism,
cell to cell signaling and interaction
cellular movement, molecular
transport, cellular development,
cellular growth and proliferation

lipid metabolism, molecular transport,
organismal injury and abnormalities
gene expression, cell cycle, DNA
replication, recombination and repair,
cellular compromise,

cancer, organismal injury and
abnormalities

cellular movement, organismal injury
and abnormalities, cell to cell signaling
and interaction

Unkown

nucleotides degradation

antioxydant action of vitamin c,
sirtuin signaling pathway,
vitamin-c transport

lactose degradation iii
glucocorticoid receptor signaling.
RAR activation

protein ubiquitination pathway

axonal guidance signaling
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DISCUSSION
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Mon projet de thése a été mené de facon a accroitre les connaissances sur les
mécanismes immunitaires sous-jacents a la réponse vaccinale, a I’interface entre la présentation
antigénique et les réponses immunitaires adaptatives, en considérant I’importance de différentes
voies d’administration. Le corrélat de protection le plus couramment utilisé pour le
développement de vaccins correspond a la production d’Ac et son dosage dans le sérum,
pourtant de nombreuses études attestent de I’importance des réponses immunitaires LT dans le
controle de I’infection. C’est pourquoi notre intérét s’est porté sur différentes voies
d’administration vaccinale : la voie conventionnelle IM favorisant les réponses immunitaires
humorales et les voies cutanées (TC et ID) privilégiant les réponses immunitaires cellulaires.
Dans le méme temps, notre vocation s’est exprimée a travers la découverte de voies
moléculaires et biomarqueurs de I’immunité innée capables de prévoir la qualité et I’intensité
des réponses humorales et cellulaires induites plusieurs mois apres vaccination. Dans ce but,
nous avons mis a profit deux études cliniques randomisées a I’origine de la mesure de
I’innocuité et de I’'immunogénicité dun vaccin inactivé contre la grippe (FLUWAY) d’une part
et d’un vaccin recombinant atténué MVA-B contre le VIH-1 (CUTHIVACO03) d’autre part.
Nous avons pu comparer [I’immunogénicit¢ des différentes voies d’administration
vaccinales utilisées : TC, ID et IM. Tandis qu’une étude multiparamétrique a €té réalisée pour
I’étude des mécanismes immunitaires inn€s cutanés mis en place au site d’injection quelques
heures aprés vaccination a 1’aide d’un mode¢le d’explant de peau humaine. Ces études sont
initiées par une réflexion soutenue sur leur design pour une problématique posée dans un
contexte spatio-temporel précis. A mesure que les données omiques et immunologiques sont
récoltées nous déployons notre stratégie systémique par 1’étude du transcriptome sanguin pré-
et/ou post-vaccination dans le but d’isoler 1’essence immunologique indissociable de

I’immunogénicité vaccinale.

1) Des marqueurs d'immunogénicité post-vaccination

e Projet FLUWAY

Notre premiére hypothese est que selon la voie d’administration vaccinale choisie les
propriétés des réponses immunitaires innées engendrées different ce qui impact la qualité et
I’intensité des réponses immunitaires adaptatives. Pourtant, basé sur le profil d’expression des
genes significativement différentiellement exprimés 24 heures apres immunisation ce ne sont
pas trois profils distincts qui sont observés selon les trois voies d’administration du vaccin mais

une dichotomie permettant de distinguer d’une part les volontaires induisant des réponses NAc
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et d’autre part ceux a I’origine des réponses LTC spécifiques au vaccin TIV. Quel que soit la
voie d’administration, la cytokine CXCL10, les génes issus de la signalisation IFN et ceux de
la voie du traitement et de la présentation antigénique sont corrélés aux réponses NAc alors que
ceux impliqués dans les voies métaboliques sont corrélés aux réponses LTC spécifiques du
vaccin. Cette corrélation est retrouvée dans les travaux de Nakaya et al. entre les genes de la
voie de signalisation IFN & jour 3 et les réponses anticorps HAI spécifiques du vaccin TIV a
jour 28 (Bucasas et al., 2011; Nakaya et al., 2011). La cytokine CXCL10, médiatrice de
I’immunité antivirale, est corrélée négativement a jour 3 avec ces mémes réponses HAI (Nakaya
et al., 2011) et corrélée positivement a jour 3 avec les réponses anticorps a jour 28 apres
administration du vaccin recombinant contre le virus de la stomatite vésiculaire et le virus Ebola
du Zaire (rVSV-ZEBOV) (Rechtien et al., 2017). Une signature de 9 génes et CXCL10 permet
de classer correctement les volontaires en deux groupes : faibles et forts répondeurs, pour
chacune des deux réponses immunologiques. Au sein de cette signature, CXCR2P1, C2 et
CKS1B sont trouvés corrélés positivement avec les réponses NAc, ces trois génes engagent
I’inflammation et la signalisation des cytokines, la reconnaissance et la présentation
antigénique, la migration des neutrophiles ainsi que 1’autophagie des monocytes (Carroll, 2008;
Martin et al., 2003; Shi et al., 2010). PRKAAL et TMEMS8B sont négativement corrélés avec
les réponses NAc, PRKAAL est produit par les macrophages et lymphocytes et s’intégre dans
les signaux inflammatoires, I’immunité innée et les défenses antivirales (Prantner et al., 2017,
Yuan et al., 2016) et TMEMBS8B dans la transduction du signal intracellulaire, le contrdle et la
progression du cycle cellulaire (He et al., 2016). En paralléle, les genes positivement corrélés
avec les réponses LTC sont PVRL1, MAP2K5 et SARM1, ces deux derniers sont impliqués
dans la signalisation TLR, MAP2KS5 joue un role de cofacteur des réponses innées dépendantes
des TLR7 et 9, récepteurs des DC, macrophages et NK et participe a la prolifération cellulaire
(Carty et al., 2006; Chiang et al., 2012). PVRLL1 est un récepteur de type immunoglobuline
exprimé sur les DC impliqué dans le mouvement et la prolifération cellulaire (Sakisaka and
Takai, 2004; Yu et al., 2009) tandis que CXCR4 est négativement corrélé avec les réponses
LTC et joue un réle dans la migration, la prolifération des globules blancs ainsi que dans le

chimiotactisme des neutrophiles, monocytes et lymphocytes (Eash et al., 2009; Nie et al., 2004).

e Projet CUTHIVACO3

Notre seconde hypothése est qu’il existe deux voies moléculaires distinctes au sein de

I’immunité innée indispensables pour conduire les réponses lymphocytaires T CD8+ aprés
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vaccination TC d’une part et les réponses NAc aprés vaccination IM d’autre part. Nous notons
que la cytokine IL-6 (sérum) et I’expression de geénes associes a cette voie (sang total) sont
significativement corrélées aux réponses MVA-NAc a 1 jour aprés immunisation IM. Cette
cytokine pro-inflammatoire est produite in vitro et in vivo en réponse au MVA dans le sang
total, dans les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) et au sein de macrophages
et monocytes primaires humains (Delaloye et al., 2009; Lehmann et al., 2009). L’IL-6 joue un
role dans la maturation des cellules B, elle est associée a la production d’anticorps lors de
I’infection et de la vaccination, elle régule positivement les réponses B antigrippales (Dienz et
al., 2009; Farsakoglu et al., 2019; Muraguchi et al., 1988; Nakayama et al., 2018). Cette
cytokine est aussi considérée comme un adjuvant et est utilisée dans le but de renforcer les
réponses immunitaires aux vaccins (Jiang et al., 2006; Ramsay et al., 1994; Wang et al., 2011).
Apreés enrichissement nous avons constaté que les génes corrélés aux réponses MVA-NAD et
issus de la voie IL-6 participent a la prolifération des lignées myéloides, au recrutement des
neutrophiles, au cycle cellulaire, a la signalisation IFN, a I’inflammation, la phagocytose, la
maturation des granulocytes, I’immunité innée et les réponses antivirales.

En parallele, le vaccin MVA historiquement administré par la peau induit
simultanément des concentrations sériques d’IL-17a et des réponses LT CD8+ spécifiques du
MVA a des temps tardifs dans le groupe TC. Cette cytokine pro-inflammatoire est impliquée
dans I’activation des cellules T, elle est produite par la lignée Th17 des muqueuses et sert de
médiateur entre 1’inflammation des tissus et les réponses immunitaires mémoires (Khader et
al., 2009; Lin et al., 2010). La vaccination ADN contre le VIH a montré que la combinaison
des voies TC + IM fait évoluer les réponses immunitaires vers un phénotype dominé par les
Th17 alors que la combinaison ID + IM permet une inhibition virale a I’aide des réponses IFNy
(Haidari et al., 2017). Tandis que chez la souris, I’'immunisation OVA et toxine du choléra par
voie intra-vaginale entraine des réponses LTC des muqueuses dépendantes des LC impliquant
I’IL-17a (Hervouet et al., 2010). Les LC étant les principales cibles de la vaccination TC elles
pourraient orchestrer les réponses cellulaires T CD8+ spécifiques du MV A en impliquant I’IL-
17a. D’autant plus que 1’absence d’effet de la vaccination sur la concentration sérique d’IL-6
dans le groupe TC ou sur la concentration sérique d’IL-17a dans le groupe IM peut soutenir la
spécificité de ces cytokines pour chacune des voies d’administration. Plusieurs des génes
corrélés aux réponses LT CD8+ sont issus de la famille de protéines membranaires « solute
carrier » (SLC). Des études antérieures montrent que les transporteurs d’acides aminés

SLC1A5 et SLC7A5 sont necessaires a la reprogrammation métabolique des cellules T
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effectrices et a leur différenciation aprés stimulation (Hayashi et al., 2013; Nakaya et al., 2014;
Sinclair et al.,, 2013). Ces transporteurs sont également d’une importance capitale pour
I’homéostasie, ’activation et la différenciation des cellules T périphériques naives, en
particulier pour les cellules Thl, Th17 et les cellules T mémoires (Ren et al., 2017). Cette
découverte expliquerait la relation indirecte trouvée entre la cytokine IL-17a et SLC7A5 dans
le réseau des génes correlés avec les réponses LT CD8+ speécifiques du MVA. De cette famille
de transporteurs découle la reprogrammation métabolique des réponses immunitaires au sein
des monocytes et macrophages humains, ces transporteurs sont considérés comme des gardiens
métaboliques des cellules immunitaires (Song et al., 2020; Yoon et al., 2018). De nombreux
genes de la famille SLC sont également significativement corrélés avec les réponses a
médiation cellulaire aprés la vaccination contre la fievre jaune bien que le seul géne partagé
soit TMOD1 (Querec et al., 2009). Ce dernier participe a la structure du squelette de la
membrane érythrocytaire et fait partie de modules de signalisation TLR et inflammatoire
associes a de plus fortes réponses au vaccin MVVA85A contre la tuberculose, il est aussi associé
au développement de la réponse des cellules T spécifiques a I’antigéne (Matsumiya et al., 2014).
Ces résultats confirment que la voie métabolique est celle qui est la plus étroitement corrélée
avec les reponses des LT CD8+, comme observe aprés vaccination contre la grippe et la fievre
jaune (Gongalves et al., 2019; Querec et al., 2009). De plus, les génes RILP, AP2A1 et CDC34
impliqués dans la voie de traitement et de présentation de 1’antigéne médiée par le CMH de
classe | sont significativement corrélés avec les réponses T CD8+ spécifiques du MVA dans le
groupe TC. Le gene RILP est aussi trouvé corrélé aux réponses T CD8+ spécifiques du MVA
dans le groupe IM. 1l joue un r6le majeur dans le trafic de protéines des endosomes tardifs, une
expression réduite de ce géne suggére que la capacité de présentation de 1’antigéne des cellules

dendritiques myéloides est compromise (Cantalupo et al., 2001; Rahmatpanah et al., 2019).

Les résultats de ces deux projets montrent que la qualité des réponses immunitaires
adaptatives induites post-vaccination différe en fonction de la nature des réponses immunitaires
innées engagees par la vaccination, selon les voies ID, TC ou IM. Nous avons remarqué que les
genes impactés par la vaccination le sont plus tardivement dans le groupe TC, a une semaine
post-vaccination, alors qu’ils le sont dés 1 jour dans les groupes ID et IM. De méme, les génes
perturbés dans ces deux derniers groupes sont largement plus nombreux comparé au groupe
TC. Ce phénoméne pourrait s’expliquer par le fait que la voie TC, qui cible les LC de
I’épiderme, induit une immunité innée essentiellement locale avec une faible expression

génique visible au niveau systémique ou bien la cinétique d’apparition des évenements
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immunitaires innés est plus lente et ne permet pas d’observer les modifications d’expression
génique au niveau systémique a des temps précoces. Malgré le manque de signatures communes
entre les deux études et la littérature nous nous accordons a dire que les géenes corrélés aux
réponses cellulaires T CD8+ spécifiques du vaccin (e.g. cytotoxiques, sécrétrices de cytokines)
sont principalement engagés dans les voies métaboliques tandis que les génes corrélés aux
réponses anticorps sont principalement issus de la signalisation IFN, de I’inflammation et les

réponses antivirales.

e Projet ASIO

Notre troisieme hypothése est que la réaction tissulaire quelques heures apres
vaccination pourrait refléter les processus inflammatoires essentiels au passage de I’immunité
innée aux réponses adaptatives. Le projet ASIO se distingue des deux précédents car il se
concentre sur les évenements observés quelques heures post-vaccination, avant 1I’inflammation,
non plus au sein de la circulation systémique mais au site d’amorcage des cellules de I’immunité
innée. L’administration du vaccin antigrippal TIV par la voie ID cible les LC et DC de la peau
et induit des réponses immunitaires a la fois Ac et LT (Arakane et al., 2015; Goncalves et al.,
2019; Gorse et al., 2013; Marra et al., 2013), pourtant la réaction moléculaire initiale au niveau
du site d’immunisation est peu explorée. Grace a cette étude nous comparons in situ les profiles
moléculaires (e.g. protéome, lipidome, métabolome) des échantillons d’épiderme et de derme
(e.g. suspensions cellulaires, coupes de tissus) provenant d’explants de peau humaine, & 4h et
8h aprés injection TIV ou PBS. A 4h dans I’épiderme, la signature protéique impactée par la
vaccination est principalement régulée a la hausse, ces protéines jouent un rdle dans la
signalisation IFN (e.g. IFI35, STATlet IRF6), la communication entre les cellules, la
maturation des DC (e.g. PLCD1), la différenciation des kératinocytes et la présentation
antigénique (e.g. ICAM3 et HLA-B) (Kwa et al., 2014; Neefjes et al., 2011; Ramnath et al.,
2015; Rebane et al., 2012). A 18h les protéines impactées sont principalement régulées a la
baisse et sont impliquées dans la réponse inflammatoire, la signalisation et I’interaction entre
les cellules, leurs mouvements et la fonction des macrophages. A I’inverse, a 4h dans le derme,
la majorité des protéines impactées sont régulées a la baisse et sont impliquées dans la
morphogénése de la peau, la morphologie des APC et la présentation des antigénes (e.g.
PSMB4, PSMD13) (Ding et al., 2016; Gonnet et al., 2018; Kashem et al., 2017). Des protéines
régulées a la hausse sont impliquées dans la maturation des DC et dans I’inflammation (e.g.

TRAF6, ITGB5, HLA-A) (Cretu et al., 2015; Matsumura et al., 2003; Okada et al., 2014). En
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outre, la régulation a la hausse de CD1a et a la baisse de CD207 témoigne de la migration des
LC et DC vers le derme et les nceuds lymphatiques aprés activation (Liard et al., 2012; Romani
et al., 2010). A 18h les protéines impactées sont principalement régulées a la hausse et sont
impliquées dans la signalisation et I’interaction des cellules, leur réparation, le métabolisme, le
transport de molécules, le mouvement et le cycle cellulaire. Ces activités suggeérent une
réorganisation et une réparation massive du derme, site d’injection du vaccin. Les signatures
moléculaires identifiées (e.g. protéome, métabolome, lipidome) différent selon les conditions
montrant une spécificité spatio-temporelle des mécanismes mis en place post-vaccination. Les
lipides et métabolites influencent les fonctions cutanées, la régulation des APC, I’immunité
innée, la sécrétion de cytokines et I’inflammation (Ferrari et al., 2006; Lachmandas et al., 2018;
Sawada et al., 2015; Sigmundsdottir et al., 2007). Par exemple, les acides gras polyinsaturés de
longue chaine comme 1’acide linoléique (FA 18 :2), significativement régulé a la hausse dans
le derme, ont des propriétés immunorégulatrices, participent a des processus inflammatoires et
affectent les cellules immunitaires (Carlsson et al., 2015; Sala-Vila et al., 2008). Les principales
cytokines dominantes dans 1I’épiderme, CXCL10 et CCL22, le sont a 18h tandis que CXCL10
domine a 4h dans le derme puis CCL22 et CXCL8 a 18h. Ces molécules pro-inflammatoires
participent au chimiotactisme des neutrophiles et monocytes, a l'activation des DC et LC a
I’origine de I’orientation des réponses IFNy, a I’activation des cellules T CD4+ et des cellules
mémoires de la peau (Alanio et al., 2018; Cumberbatch et al., 1999; Levin et al., 2017; Liard et
al., 2011). De plus, nos précédents travaux ont montré qu’apres injection de MVA par voie ID
les kératinocytes activés libérent de I’IL-32 a 1’origine du détachement des LC de la couche
épidermique et leur migration vers le derme, provocant la sécrétion de chimiokines et cytokines
pro-inflammatoires dont CXCL10 (Gonnet et al., 2018; Liard et al., 2012), ce qui déclenche le
recrutement des cellules inflammatoires et I’activation des DC (Berthier-Vergnes et al., 2005;
Krathwohl and Anderson, 2006; Nedoszytko et al., 2014; Ouwehand et al., 2008). Il est difficile
de comparer ces résultats avec ceux des projets FLUWAY et CUTHIVACO03 de part la nature
des tissus a partir desquels les échantillons ont été préleves, les différents points temporels et
profilage moléculaire, les technologiques utilisés et la nature des cellules cibles etc. Neanmoins,
ces interrelations entre protéines, lipides, métabolites et ARNm apres vaccination TIV mettent
en lumiere une chronologie des voies moléculaires et des comportements cellulaires associés
quelques heures apres vaccination. La compréhension de ces évenements au site d’injection,
sensiblement essentiels a I’induction des réponses innées et adaptatives, est indispensable pour
I’identification de biomarqueurs précoces de I’activation de la peau pour le développement

rationnel de vaccins.
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2) Des margueurs d’'immunogénicité pré-vaccination

e Projet CUTHIVACO3 et étude du microbiote

Notre quatrieme hypothése est qu’il existe une prédisposition immunitaire avant
vaccination a induire ou non des réponses Ac apreés immunisation et qu’elle est conditionnée
par nos bactéries commensales. Des études évaluent ’impact du microbiote intestinal sur
I’efficacité vaccinale mais trés peu se concentrent sur le microbiote de la peau au site de
vaccination. Nos résultats montrent deux bactéries corrélées positivement avant vaccination
avec les réponses MVA-NAC a 8 semaines : Prevotella pour la peau et Eubacterium pour les
féces. Prevotella est une bactérie a gram négatif impliquée dans 1’inflammation des muqueuses
et stimule la production de cytokines par les cellules épithéliales (e.g. IL-8, IL-6) ce qui favorise
les réponses Th17 des muqueuses et le recrutement des neutrophiles in vitro chez I’homme et
la souris (Cury et al., 2013; Ji et al., 2007; Matsui et al., 2014; Uriarte et al., 2016). Eubacterium
est une bactérie a gram positif, témoin de la santé intestinale, cette famille de bactéries
abondante chez les personnes centenaires est impliquée dans le phénoméne
d’ «inflammageing ». La présence d’Eubacterium dans I’intestin corréle avec les niveaux
plasmatiques en cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 (Biagi et al., 2010; King et al.,
2018).

Avant vaccination, les génes BLK, IGLV8-61 et EBF1 sont corrélés negativement avec
la diversité¢ bactérienne au sein des échantillons de peau et de feces, avec 1’abondance de
Prevotella et Eubacterium ainsi qu’avec les réponses MVA-NAD a jour 8. BLK est une protéine
tyrosine kinase src, I’activation des cellules B induit une phosphorylation de BLK ayant un role
clé dans la transmission de signaux par les immunoglobulines de surface qui soutiennent la
transition pro-B vers pré-B, la signalisation de I’arrét de la croissance et de 1’apoptose en aval
du récepteur des cellules B (Burkhardt et al., 1991). BLK joue un rdle dans le développement,
la différenciation et 1’activation des cellules B et dans la voie de signalisation intracellulaire.
Des souris déficientes pour les trois proteines kinases — BLK, LYN et FYN — ont montré une
altération de la signalisation du NF-kB et du développement des cellules B (Saijo et al., 2003).
EBF1 est I’'un des facteurs de transcription essentiels pour orchestrer le développement de la
lignée de cellules B. L hétérozygotie d’EBF1 entraine la dérégulation d’au moins huit facteurs
de transcription impliqués dans la lymphopoiese ainsi que la derégulation de protéines cruciales
pour la survie, le développement et la différenciation des cellules pro-B (Musa et al., 2018).

IGLV8 (domaine variable) est une glycoprotéine produite par les lymphocytes B, la liaison d’un
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anticorps avec un antigéne spécifique déclenche I’expansion clonale et la différenciation des
lymhpocytes B en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines.

En s’appuyant sur cette signature, notre hypothése est que la différenciation avancee des
lymphocytes B avant vaccination, en lien avec une faible diversité et abondance en bactéries,
est associée a de faibles réponses MVA-NAD. Ce qui est démontré dans la littérature renforce
notre réflexion, par exemple nous savons que les antigenes et métabolites microbiens, tels que
les acides gras a chaines courtes, promeuvent la différenciation des plasmocytes au sein des
muqueuses et au niveau systémique (Kim et al., 2016). Ces métabolites microbiens entrainent
la production d’IgA en régulant le métabolisme et 1’expression des génes des cellules B dans
des modéles souris et in vitro chez I’homme (Kim et al., 2016; Wu et al., 2017). Une diminution
des espéces microbiennes anti-inflammatoires et une augmentation de celles pro-
inflammatoires entrainent des déficiences sélectives d’IgA chez I’homme (Fadlallah et al.,
2018). En outre, il existe une association entre diversité des IgA a la surface de I’intestin chez
les mammifeéres et la diversité des taxons intestinaux (Macpherson et al., 2018). Pour ces
raisons, une meilleure compréhension des échanges entre le microbiote et les cellules
immunitaires pourrait contribuer & 1’optimisation des réponses vaccinales. L’expression de
TLR5 dans le sang 3 jours aprés la vaccination antigrippale est corrélée avec la réponse des
anticorps 28 jours plus tard (Nakaya et al., 2011). Cette corrélation était significativement plus
faible chez les souris déficientes en TLR5 immunisées par le vaccin TIV comparées aux souris
de type sauvage. Toutefois, comme le vaccin antigrippal ne stimule pas directement le TLR5,
Oh et al. ont pu montrer que les bactéries commensales étaient la source des ligands TLR5
responsables de I’amélioration de la réponse immunitaire au vaccin TIV (Oh et al., 2014). De
méme, il existerait une réactivité croisée entre les antigénes du microbiote intestinal et les LT
CD4+ et B naives et mémoires suggérant que la réponse des Ac a I’immunisation contre le VIH-
1 pourrait étre fagonnée par les cellules B intestinales stimulées par les commensaux de 1’hote

(Trama et al., 2014; Williams et al., 2018).

3) Comparaison des différentes signatures en vaccinomique

La question que I’on se pose maintenant est : dans quelle mesure les réponses
transcriptionnelles sont conservées d’un vaccin a I’autre et existe-t-il une signature universelle ?
Globalement nous retrouvons dans la littérature la voie IFN corrélée avec les réponses Ac et les
voies métaboliques corrélées aux réponses LT CD8+. Par exemple, apres les méthodes de

classification mathématique, les travaux de Querec et al. et de Nakaya et al. identifient un seul
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géne commun au sein de leurs signatures prédictives des réponses humorales : le récepteur de
croissance des cellules B TNFRSF17 (Nakaya et al., 2011; Querec et al., 2009). Les signatures
transcriptomiques corrélées aux réponses Ac peuvent différer selon la nature du vaccin : des
genes impliqués dans la différenciation des plasmocytes sont identifiés pour les vaccins TIV et
conjugué méningocoque (MCV4), dans I’immunité innée et les réponses IFN de type I pour les
vaccins YF-17D et LAIV, et dans la stimulation des cytokines pro-inflammatoires et
I’activation des APC pour le vaccin glucidique méningocoque (MPSV4) (Li et al., 2014). Sans
oublier que ces vaccins sont administrés selon trois voies différentes: sous-cutanée,
intramusculaire et intranasale. En d'autres termes, des vaccins de composition et de voies

similaires sont susceptibles de partager des signatures moléculaires communes.

254



Gongcalves Eléna — These de doctorat - 2020

)
< /
IL6
1ISG15
CXCL10
IL17A
TYMP
Cc2
Extracellular Space RN N ' o
TMEM8B TNFRSF17 HBAiBAZ
TNFRSF1A fRICH
Aﬁ33 Solute C.r Family
CPR FOT+ SLC7A5
P'@1 k> cBP4
E 2
C. 6
Plasma Membrane 'CLV8:61 SEEA'D DRAM1
RABEB cAlikaG NECTIN{
V< S .
PRELID1
PMK ZBP1 v Cytokine / Growth Factor

TOMM20 1@4 IF130 Cp‘;g AL () other

Cytoplasm e ’{t - @ .

RO 7 St @ 11 MAP2K5 CKS1B TV\%1 % G protein coupled receptor
Bl W Transmembrane Receptor

B‘% % Enzyme

Db“ C; 2 %;J Kinase

SA%m C° ke (rFo ) Phosphatase
“ CDC34 SY@IP FAM111A  DEK (0-0) Transcription Regulator
Nucleus EBF1 “ Group/Complex
C2) Translation Regulator
Réponses humorales Réponses T CD8+ @ Peptidase
I TIV-Nakaya vs CUTHIVACO3 (IM) CUTHIVACO3 (IM) vs FLUWAY ___ Directrelationship

—--- Indirect relationship

I CUTHIVACO3 (IMvs TC)

TIV-Nakaya vs FLUWAY I YF-17D vs CUTHIVACO3 (IM)

Il YF-17D vs CUTHIVACO3 (TC)
YF-17D vs TIV-Nakaya

I TIV-Nakaya vs CUTHIVACO3-Microbe
[ ] Génes d'intérét non retrouvés en commun

FLUWAY vs CUTHIVACO3

Figure n°13 : Génes trouvés corrélés avec les réponses immunitaires a la vaccination

Signatures transcriptomiques communes entre les projets CUTHIVAC03, CUTHIVACO03-
Microbe, FLUWAY, YF-17D et TIV-Nakaya. Pour chaque comparaison une couleur est
attribuée et un enrichissement est réalisé informant sur les voies moléculaires les plus
pertinentes. Ces signatures sont soit significativement corrélées avec les réponses anticorps soit
avec les réponses LT CD8+. Réseau realise avec le logiciel Ingénuity IPA
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La Figure n°13 représente les genes communément corrélés avec les réponses
immunitaires Ac d’une part et les réponses des LT CD8+ (e.g. cytotoxique, sécrétrices de
cytokines) d’autre part au cours des travaux suivants : CUTHIVACO3 (Sanchez et al., en
soumission), CUTHIVACO03-Microbe (Gongalves et al., en soumission), FLUWAY (Goncalves
et al., 2019), TIV-Nakaya (Nakaya et al., 2011) et YF-17D (Querec et al., 2009). A cette fin
nous nous sommes concentrés sur les génes corrélés avec les réponses immunologiques avant
I’application des méthodes de classification mathématique, dans le cas contraire il était difficile
de trouver des signatures communes. Le sens des corrélations n’étant pas toujours le méme
entre les différents travaux nous nous sommes uniquement basés sur leur significativité. En
conséquence, nous trouvons 8 génes communs entre FLUWAY et TIV-Nakaya mais aucun
d’entre eux ne fait partie de notre signature minimale de 9 génes. Pour autant, nous retrouvons
CXCL10 et CAMKA4 présents dans la signature prédictive pour le vaccin TIV. Dans notre étude,
CAMK4 n’est pas trouvé différentiellement exprimé a 1 jour post-vaccination mais son
expression est bien corrélée aux réponses NAc a 21 jours. Aussi, dans notre étude nous nous
basons sur les trois voies d’administration simultanément et leur impact 24h apres vaccination,
alors que TIV-Nakaya se concentre uniquement sur la voie IM, a 3 et 7 jours. Entre
CUTHIVACO3 et TIV-Nakaya nous identifions 13 génes communs pour la voie IM incluant
CSF3R, SAMHDL1 de la voie IL-6. Pour autant, cette cytokine n’est pas trouvée corrélée avec
les réponses anticorps dans TIV-Nakaya. Entre les projets CUTHIVACO03-Microbe et TIV-
Nakaya nous relevons 9 genes communs dont BLK et ZFX jouant un rble dans le
développement, la prolifération et la survie des cellules B. Notons que CRELD2 est engagé
dans la réponse des protéines mal repliées, une voie dominante parmi les genes corrélés aux
réponses Ac dans T1V-Nakaya, comme celle de la voie IFN. Nous trouvons 4 génes communs
entre les projets FLUWAY et CUTHIVACO3 (voie IM) dont ISG15 engagé dans la voie IL-6
et celle de I'IFN de type 1. Concernant les génes corrélés aux réponses LT CD8+ nous
identifions 2 génes communs entre CUTHIVACO3 (voie IM) et FLUWAY dont IRF9 facteur
de transcription essentiel dans les réponses antivirales. Ensuite ce sont RILP dans
CUTHIVACO3, entre les voies TC et 1M, issu de la présentation antigénique du CMH classe I,
TMODL1 et la famille des protéines SLC pour les travaux YF-17D et CUTHIVACO03 (voie TC)
rappelant I’importance des voies métaboliques et TNFSF14, HBAL et CXCRG6 pour les travaux
YF-17D et CUTHIVACO3 (voie IM) impliqués dans la prolifération des LT, le transport de
I’oxygéne et la signalisation cytokinique. Il ne faut pas oublier que les données récoltées au sein
de ces projets sont issues d’échantillons différents (e.g. sang total, sérum, PBMC triés ou non),

a des temps différents ce qui peut expliquer I’origine des disparités entre signatures.
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CONCLUSION
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Ces signatures nous aiguillent vers la découverte de prédicteurs de 1’efficacité vaccinale.
Mais en raison de la nature descriptive, théorique et génératrice d’hypotheses de la vaccinologie
des systémes, et afin d’aller au-dela des preuves de principes, il est indispensable d’établir des
relations de cause a effet entre les molécules identifiées, les types cellulaires auxquels elles sont
associées et les réponses immunitaires adaptatives grace a I’expérimentation animale (e.g. gene
silencing siRNA, depletion de populations cellulaires, études mécanistiques) et la validation
dans d’autres essais cliniques. La difficulté réside dans le fait qu’un biomarqueur en vaccination
puisse se révéler étre un simple effet collatéral du vaccin et en conséquence étre totalement sans
rapport avec la protection ou le résultat clinique. Un des challenges en omique
multidimensionnelle est d’étre capable de donner du sens aux ensembles de données dans le but
d’accroitre les connaissances. Pourtant, 1’un des principaux freins est 1’inexistence de consensus
pour I’adoption d’un flux de travail unique, de stratégies d’analyses standardisées pour
maximiser la comparabilité et la reproductibilité des résultats obtenus au sein des communautés
scientifiques. L’objectif est donc d’unifier et rationaliser le design des études cliniques, les
processus de collecte (contextes spatio-temporels), de préparation et de stockage des
échantillons, les protocoles au sein des plateformes (e.g. réduction des variations techniques),
les méthodes de traitement et d’analyse des données (e.g. outils statistiques, algorithmes de
référence), le stockage des données et leurs annotations fonctionnelles (e.g. interface intuitive,
évolutive, communautaire et rapidement consultable) et accroitre la polyvalence des nouvelles
technologies. De telles précautions aideraient a I’identification de signatures moléculaires
robustes, pertinentes et prédictives. De tels biomarqueurs faciliteraient le dépistage rapide des
candidats vaccins dés les premiers stades de leur développement, les essais cliniques seraient
acceélérés, plus efficaces et moins couteux, ce qui permettrait aussi de mieux se préparer aux
épidémies émergentes et réémergentes. Il reste encore a trouver s’il existe des biomarqueurs
universels capables de prédire 1’efficacité vaccinale, pour n’importe quel vaccin et dans
n’importe quel groupe cible (e.g. adultes, enfants, personnes agées, femmes enceintes). En
attendant, ce troisiéme millénaire corréle avec I’affluence de données et I’intégration des
sciences (e.g. bio-informatique, physique, mathématiques, génétique, biologie) n’a jamais
autant représenté la piece maitresse pour la reconstitution du puzzle qu’est 1’étre humain. Le
déploiement des technologies de profilage a grande échelle ouvre la voie a la médecine
personnalisée qui amene par sa singularité a agir pour la santé humaine et pour une

compréhension toujours plus objective de la vie.
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