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Résumé 
 
 Le SARS-CoV-2 et le VIH sont deux exemples de maladies infectieuses montrant que 

la vaccination reste au centre des problèmes de santé publique. Elles illustrent les enjeux des 

recherches en vaccination qui se concentrent sur les stratégies vaccinales, ayant pour but 

d’induire des éléments clefs de la réponse immunitaire innée et des réponses adaptatives T et B 

spécifiques d’un antigène (Ag). Les stratégies vaccinales s’éloignent peu à peu de la stratégie 

empirique et s’orientent autour de l’administration et de la formulation d’un Ag. En effet, les 

stratégies d’administration déterminent l’environnement immunitaire dans lequel le vaccin va 

être injecté. Par exemple, l’environnement immunitaire de la peau est très riche en cellules 

présentatrices d’Ag (CPA) contrairement au muscle ce qui la rend très prometteuse pour 

l’injection d’un vaccin. Cependant, très peu de dispositifs d’administration intradermique (ID) 

sont disponibles sur le marché. La méthode conventionnelle Mantoux est difficile à utiliser et 

demande beaucoup de pratique afin de bien cibler le tissu. Les premiers travaux de cette thèse 

consistent à valider la fonctionnalité de nouvelles microaiguilles Bella-muTM courtes, qui 

permettent une application simple de la voie ID. De plus, Bella-muTM cible les CPA de la peau, 

active les cellules de Langerhans et induit la prise en charge de l’Ag par les CPA du derme. 

L’environnement immunologique peut aussi dépendre de la formulation du vaccin qui doit 

s’adapter aux pathogènes. Par exemple, la vaccination VIH est très complexe au vu de l’extrême 

variabilité du virus qui rend très compliqué le développement d’un vaccin capable d’induire 

une réponse protectrice. L’administration d’un vaccin induisant des réponses à large spectre 

reste un objectif à atteindre. Notre équipe a identifié un peptide très conservé, le W614A-3S 

qui formulé avec différents adjuvants induit des qualités de réponses adaptatives différentes 

dans des modèles précliniques. Le squalène induit des réponses neutralisantes à large spectre 

contrairement à l’Aluminium. Une étude de la réponse immunitaire innée doit être réalisée afin 

de comprendre quels sont les éléments différemment induits par les adjuvants qui impactent la 

réponse humorale dans le ganglion. Pour cela les deuxièmes travaux de ma thèse utilisent la 

microscopie 3D pour apporter une vision spatio-temporelle et étudier la proximité et les 

interactions entre les cellules innées et les cellules B. En conclusion, les évènements de la 

réponse innée sont impactés par le choix des stratégies vaccinales telles que la voie 

d’administration et la formulation qui vont déterminer la qualité de la réponse adaptative et 

donc l’efficacité du vaccin. 

Mots clefs : Stratégie vaccinale, adjuvant, microaiguilles, réponse innée, VIH, microscopie 3D 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Abstract 

 SARS-CoV-2 and HIV are two examples of infectious diseases that show that 

vaccination remains central to public health issues. They illustrate the challenges of vaccine 

research, which focuses on vaccine strategies that aim to induce key elements of the innate 

immune response and adaptive antigen (Ag)-specific T and B responses. Vaccine strategies are 

gradually moving away from the empirical strategy towards Ag delivery rout and formulation. 

Indeed, administration route determines the immune environment in which the vaccine will be 

injected. For example, the immune environment of the skin is very rich in Ag-presenting cells 

(APC) compare to muscle, which makes it very promising for vaccine injection. However, very 

few intradermal delivery devices are available on the market. The conventional Mantoux 

method is difficult to use and requires a lot of practice in order to target the tissue properly. The 

first work of this thesis consists in validating the functionality of new short Bella-muTM 

microneedles, which allow a simple application of the ID route. In addition, Bella-muTM targets 

skin APC, activates Langerhans cells and induces Ag uptake by dermal APC. The 

immunological environment may also depend on the formulation of the vaccine, which must be 

adapted to the pathogens. For example, HIV vaccination is very complex due to the extreme 

variability of the virus, which makes it very difficult to develop a vaccine capable of inducing 

a protective response. The administration of a vaccine that induces broadly responses remains 

a goal to be achieved. Our team has identified a highly conserved peptide, W614A-3S, which 

formulated with different adjuvants induces different qualities of adaptive responses in 

preclinical models. Squalene induces broadly neutralising antibodies and Aluminium not. A 

study of the innate immune response must be carried out in order to understand which early 

elements induced differently by the adjuvants that impact the humoral response in the lymph 

node. For this purpose, the second work of my thesis uses 3D microscopy to provide a spatio-

temporal view and to study the proximity and interactions between innate cells and B cells. In 

conclusion, the events of the innate response are impacted by the choice of vaccine strategies 

such as the route of administration and the formulation which will determine the quality of the 

adaptive response and thus the efficacy of the vaccine. 

Keywords: Vaccine strategy, adjuvant, microneedles, innate response, HIV, 3D microscopy 
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endoplasmique  
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intercellulaire-1  

ISCOM : Complexes immuno-stimulateurs 

ID : Intradermique 

IM : Intramusculaire 

 

J : Jointure 
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LC : Cellule de Langerhans 

LPS : Lipopolysaccharide 
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monocytes 
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MAC-1 : Antigène macrophage de type 1 
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NF-κB : Facteur de transcription nucléaire 
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Chapitre 1 : De l’immunisation empirique à la 

vaccination sous-particulaire 
 

 La légende grecque du roi Mithridate VI (63 av. J.-C.) raconte qu’il avait survécu à un 

suicide par empoisonnement, grâce à une ingestion quotidienne de petites quantités de 

substances toxiques rendant son organisme insensible par habitude et le protégeant contre une 

dose mortelle. Aujourd’hui, c’est une pratique bien connue appelée la Mithridatisation. À cette 

même époque, lors des épidémies, il été observé qu'une personne ayant déjà eu certaines 

maladies infectieuses comme la peste et qui en guérissait ne pouvait plus les contracter. Les 

personnes étaient immunisées. Ainsi, déjà dans l’antiquité, il a été mis en avant qu’il existait un 

moyen de se protéger contre un agent pathogène en l’ayant déjà contracté ou en ingérant une 

petite quantité non toxique. 

 

1) Le virus de la variole  
 

i) Histoire 

 

 C’est avec la variole que la pratique d’une prévention contre une forme grave de la 

maladie a commencée. La variole ou « petite vérole » est causée par le virus de la variole. 

C’était une maladie très répandue et meurtrière, en moyenne 1 varioleux sur 5 en mourait 

(Hervé, 2008). Elle était décrite, comme « un instrument de mort qui frappe sans distinction 

d’âge, de sexe, de rang, ni de climat » (Condamine, 1768). La première phase de la maladie se 

caractérisait par l’apparition de pustules remplies de pus d’abord au visage, puis s’étendant sur 

tout le corps. Elles pouvaient atteindre les muqueuses pour les formes les plus graves (forme 

"confluente" versus forme "discrète"). La deuxième phase était la dessiccation : les pustules 

sèches noirâtres se détachaient laissant une cicatrice.  

 C’est en Chine que les premières actions de protection contre cette maladie furent mises 

en place. Cette découverte empirique aurait été due à une pratique hasardeuse de l’acuponcture 

par des femmes qui réutilisaient les aiguilles couvertes de pus des personnes malades sur des 

personnes saines, provoquant alors une éruption modérée s’avérant préventive. Ainsi est née 

l’inoculation ou la « variolisation ».  

 Les textes de médecine chinoise décrivent des méthodes officielles d’inoculation de la 

variole au XIe siècle. Déjà à cette époque la question des stratégies de voie d’administration 

était soulevée puisque deux méthodes existaient : l'une en introduisant du pus dans la peau 
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égratignée des personnes saines, l’autre en introduisant des squames séchées dans les narines 

des sujets. Si la voie nasale resta dans les pays à influence chinoise, la voie cutanée ou sous-

cutanée (SC) s’est développée dans d’autres régions du monde : en Inde et dans tout l’Empire 

Ottoman, le long des côtes d’Afrique à Tripoli, Tunis, Alger et Constantinople (actuelle 

Istanbul) (Guérin, 2007) ; (Hervé, 2008).  

 Au début du XVIIIe siècle, la variolisation arrive en Angleterre avec Lady Mary Wortley 

Montague qui importa la pratique de Constantinople où elle séjournait avec son mari, 

l’ambassadeur de Grande Bretagne. La variolisation à Constantinople rendait la maladie 

innofenssive ; Mary Montagu décrit une inoculation cutanée avec de la matière varioleuse 

contenue dans les grosses têtes de larges aiguilles. L’inoculation de sa fille le 11 mai 1721 

marqua la première variolisation officielle en Europe et le début d’une expansion de la méthode. 

L’expansion de la variolisation ne fut pas sans souci, la méthode n’était pas efficace ni sûre et 

1 inoculé sur 50 mourait. D'autre part, les personnes inoculées pouvaient contracter la variole 

et/ou la transmettre (Hervé, 2008). En France, la pratique s'installa lorsque des protocoles plus 

sûrs apparurent. Ce fut le cas de la méthode Suttonienne qui proposait une isolation des patients 

pendant six semaines avec une vie au grand air et une médication anti-inflammatoire. Cette 

méthode consistait à faire une ou deux piqures très superficielles avec une lancette (stylet 

pointu) contenant du pus variolique sec. Les praticiens ont mis en avant que le plus important 

pour obtenir une immunisation efficace était que l’inoculum atteigne les cellules vivantes de 

l’épiderme, pour que le virus se développe mais sans atteindre la couche SC et en évitant les 

saignements (Dixon, 1962). La voie d’administration strictement cutanée était alors 

recommandée.  

 En 1799, la pratique est de plus en plus sûre : 1 inoculé sur 600 meurt de la variole 

inoculée (Hervé, 2008).  

 

 Edward Jenner, un médecin anglais, permit des avancées scientifiques majeures dans le 

domaine de la vaccination. Vivant à proximité des fermes, il observa que des fermiers 

contractant la variole bovine (cow-pox) étaient protégés contre la variole humaine (Small pox).  

La souche de virus protégeant contre la variole est appelée "vaccine". Chez l’homme la vaccine 

induisait quelques pustules proches de celle de la variole aux poignets avec de faibles 

symptômes. À la fin du XVIIIe siècle, Jenner inocula par voie cutanée (deux incisions très 

superficielles) un petit garçon nommé James Phipps avec du pus de vésicule de vaccine 

contractée par une fermière. C’est la première « vaccination » associée à l’inoculation de la 

vaccine. Jenner prouve l’immunité de l’enfant en lui inoculant de la variole, sans l’apparition 
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Figure 1 : Les stratégies vaccinales pendant les campagnes de vaccination antivariolique du 19e 
siècle. A) La lymphe des vésicules de variole bovine été prélevée sur génisse et directement administrée 

chez l’homme dans « le service public de vaccination à l’académie de médecine » (Hervé Bazin, 2008. 

L’Histoire des vaccinations. p.95). B) Instrument pour administration intra-cutanée (IC) du vaccin 

antivariolique (James Egbert, 1859 Information upon the subject of the prevention of smal. p.5) 

 

A B 

de symptomes (Hervé, 2008). Ce fut la première démonstration d’une immunité induite par 

vaccination. Sa méthode était très avantageuse car une personne vaccinée avec la vaccine ne 

pouvait pas transmettre la variole, contrairement à une personne inoculée avec la variole. À 

cette époque, des protocoles de plus en plus scientifiques et les premiers tests cliniques 

(comparaison de plusieurs groupes de personnes vaccinés) voient le jour. Jenner développe une 

production de vaccins pour en distribuer dans le monde entier. En France, une vaccination dite 

« de bras à bras » est pratiquée : à l’aide d’une petite lancette ou d'une aiguille, la peau était 

légèrement égratignée sans saignement ou alors la peau était piquée sur de très petites étendues 

avec de la lymphe (liquide de vésicule) prélevée chez un vacciné de quelques jours. Cependant, 

de mauvaises pratiques (contamination avec le sang des donneurs de lymphe) posaient des 

problèmes de transmission d’autres maladies infectieuses graves comme la Syphillis (Hervé, 

2008). C’est pourquoi, au milieu du XIXe siècle, un protocole de vaccination fut développé à 

partir de la matière vaccinale directement prélevée sur génisse, par Dr Negri à Naples. Une 

étable fut installée à l’académie de médecine de Paris afin d’y installer des veaux sur lesquels 

était prélevée la vaccine pour les personnes venant se faire vacciner (Figure 1). Ainsi, la 

vaccination put se faire sans risque de transmission de Syphillis (Hervé, 2008).  

 Puis Chambon améliora la formulation du vaccin en créant une préparation glycérinée 

pouvant être exportée. Par la suite, des techniques de congélation et d’autres types de 

préparations de vaccin sec furent mises en place (Guérin, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 En 1870, l’intérêt d’une revaccination est démontré pendant la guerre Franco-

prussienne. Les soldats allemands étaient revaccinés tous les ans contrairement aux Français. 

Lors de l’épidémie de variole, plus de Français ont été tués par la variole que de soldats 
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allemands au combat. Ainsi, la revaccination était très favorable dans de nombreux pays. Ce 

sont les premiers principes d’un rappel de l’immunité(Guérin, 2007). 

 En 1902, une loi de vaccination obligatoire est votée permettant de diminuer 

drastiquement les cas de variole.  

 Entre 1967 et 1977, grâce aux campagnes menées par l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS), la variole a pu être éliminée du monde. En 1977, la variole devient la première 

maladie éradiquée (Guérin, 2007). 

ii) Le vaccin contre la variole, concrètement 

 

 L’histoire de la variole montre une utilisation empirique de différentes stratégies 

vaccinales (voies d’administration, outils utilisés, types de formulation) aboutissant à la 

protection contre la maladie. Des protocoles stricts sont standardisés lors de l’éradication de la 

maladie et des études sont réalisées pour approfondir les connaissances de la vaccination 

variolique et des réactions immunitaires protectrices. 

 Tout d’abord, le vaccin est composé du virus vivant de la vaccine. La vaccine appartient 

au genre des virus Orthopox dont font également partie le virus de la variole et le virus Cowpox. 

Quand le virus de la vaccine est inoculé dans les couches supérieures de la peau, il se réplique 

et forme une vésicule, témoin de la réaction immunitaire. Cette réaction immunitaire protège 

contre les virus Orthopox, dont le virus de la variole. Ainsi pour une bonne induction de la 

réponse immunitaire, une vaccination intradermique stricte devait être pratiquée (Fulginiti et 

al., 2003). Les réactions immunitaires corrélées avec la protection sont : un titre d’anticorps 

(Ac) neutralisant détecté deux semaines après la première vaccination, des réponses 

lymphocytaires T CD4+ avec une production d’IFN-ɣ et des lymphocytes T CD8+ spécifiques 

au virus de la vaccine (les réactions immunitaires sont décrites dans le prochain chapitre) (Ennis 

et al., 2002). 

 Plusieurs stratégies d’administration du vaccin étaient utilisées.  

À la fin du XIXe siècle, la peau était grattée à plusieurs endroits avec des « lancets » puis le 

liquide vaccinal était déposé sur la lésion (Dixon, 1962). Lors des campagnes de vaccination, 

des compresseurs d’air « gun » étaient parfois utilisés. Cependant l’outil conventionnel 

recommandé par l’OMS, est l’aiguille bifurquée développée par Benjamin Rubin qui permet de 

contenir une goutte de vaccin par capillarité entre ses deux « piques ». Plusieurs piqûres dans 

un diamètre de 5 mm étaient réalisées sur le bras de l’individu. La revaccination étaient 

recommandée tous les 3 à 10 ans (Figure 2) (Fulginiti et al., 2003).  



 

7 
 

Figure 2 : Aiguille Bifurcate. L’aiguille contient une goutte de 

vaccin par capillarité entre ses deux « piques » (Fulginiti et al. 2003). 

 

 

 

 Pendant l’éradication plusieurs formulations furent utilisées, à partir de différentes 

souches de vaccine produites de différentes façons. Les plus connues sont celles de New York 

City Board of Heatlth (NYCBH), cultivée sur des veaux et Lister, cultivée sur des moutons. Ces 

deux souches atténuées permettront de formuler respectivement les vaccins DRYVAX accepté 

en 1980 et Lancy-vaxina BeARN, accepté en 2002 par WHO. DRYVAX est le plus 

communément utilisé. C’est une formule lyophilisée à base de 100 millions de virus de la 

vaccine vivants atténué/ml, reconstituée dans 50% de glycérine et 0,25% de phénol (Fulginiti 

et al., 2003).  

 La façon d’administrer, de formuler et de produire le vaccin est une composante des 

stratégies vaccinales qui peut influencer sa sûreté et son efficacité. Les formes de vaccins sont 

notamment très étudiées pour augmenter cette sûreté, diminuer les effets secondaires et 

permettre aux personnes immunodéficientes de les tolérer (Artenstein, 2008). Ainsi, de 

nouvelles formes de vaccins apparaissent pour la vaccination contre la variole. Par exemple, les 

vaccins atténués et modifiés, produits in vitro grâce à des passages successifs sur culture 

cellulaire, sont développés pour diminuer la virulence des virus notamment grâce à la mutation 

(délétion) de certains gènes de virulence. Le vaccin IMVANEX, formulé à partir d’un clone du 

virus modifié de la vaccine Ankara (En anglais Modified Vaccinia Ankara, MVA), est un 

exemple de vaccin à base de souche modifiée qui perd sa capacité à se répliquer sur cellules de 

mammifère (Suter et al., 2009). 

 

 

 

 

 

2) Evolution de la forme des vaccins : des vaccins atténués aux 

sous-unitaires 

 
i) Louis Pasteur et le concept d’atténuation  

 

 L’évolution de la forme du vaccin commença avec le scientifique Louis Pasteur. Il 

démontra qu’il était possible de se protéger contre une maladie infectieuse en ingérant des 

germes atténués (n’induisant pas de pathologies).  
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 Il fit ses premières démonstrations d’atténuation de germe avec le choléra des poulets 

(Pasteurella multocida) et le charbon des moutons (Baccilus Anthracis). Lui et son équipe 

découvrirent que les bactéries laissées au contact de l’oxygène avec une forte température, 

pendant plusieurs semaines, n’induisaient pas de maladies. Il développa des protocoles 

d’atténuation des deux bactéries et inocula plusieurs fois des poulets et autres animaux avec des 

bactéries de moins en moins atténuées. Par exemple, pour le charbon des moutons la souche la 

plus fortement atténuée était exposée deux semaines à 42°C. L’immunisation était contrôlée en 

inoculant une souche non atténuée au groupe initial ainsi qu’à un deuxième groupe « contrôle » 

qui n’avait jamais été immunisé. Seuls les animaux du groupe contrôle tombèrent malades 

(Levine et al., 2004). À partir de ces résultats, Pasteur procéda à la première mise au point d'un 

vaccin à base de pathogènes atténués pour l'homme, contre le virus de la rage. L’étude du 

procédé d’atténuation était plus compliquée puisqu’il était impossible de cultiver le virus, ni de 

le voir. Cependant, son équipe identifia le tissu réservoir du virus : la moelle épinière. Emile 

Roux découvrit que la moelle épinière d’animaux enragés (moelle rabique), séchée à l’air, en 

l’absence d’humidité pendant 14 jours, permettait d’atténuer le virus. Ainsi le protocole de 

vaccination fut développé sur les chiens, et le 4 juillet 1885 la première vaccination contre la 

rage sur un humain fut effectuée. Le Dr Grancher vaccina un jeune garçon, Joseph Meister, qui 

avait été sévèrement mordu par un chien. En 10 jours, Joseph avait reçu 13 injections SC de 

moelle rabique de plus en plus virulente. Les dernières injections furent effectuées avec une 

souche non atténuée, en parallèle d’une injection "contrôle" sur lapin non immunisé. Le petit 

garçon ne déclara jamais la rage contrairement au lapin (Bordenave, 2003). L’immunisation du 

garçon fut ainsi prouvée et confirmée par celle de Jean Baptiste Jupille, berger de 14 ans, 

immunisé quelque temps plus tard. Aujourd’hui, le vaccin contre la rage est préparé sur 

souriceaux ou sur culture de cellules Vero. 

 D’autres vaccins à base de pathogènes atténués furent développés, comme celui contre 

la tuberculose. La tuberculose est causée par la bactérie Bacille de Koch (Mycobacterium 

tuberculosis) découverte en 1882. En 1902, Albert Calmette et Camille Guérin décrivirent une 

nouvelle souche de Bacille (Mycobacterium Bovis), isolée par Edmond Nocard sur une vache 

tuberculeuse. Ils cultivèrent la bactérie sur des pommes de terre glycérinées. De la bile de bœuf 

fut ajoutée afin de faciliter la dissociation des cultures et de rendre le repiquage reproductible 

(Gheorgiu, 2011). Après 39 repiquages, associés à des tests de virulence systématique sur lapin, 

la souche atténuée ne redevint jamais virulente. Cette souche qu’ils appelèrent Bacille de 

Calmette et Guérin (BCG) a été utilisée pour créer le vaccin contre la tuberculose. Ce vaccin 

fut administré pour la première fois chez l’homme en 1921 par voie orale. Cependant, à cause 
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des effets secondaires, une voie intradermique fut développée en 1920 et administrée partout 

dans le monde. Il fallut attendre plusieurs années avant que l’efficacité du vaccin soit prouvée 

après des essais cliniques se déroulant de 1948 à 1971 (Gernez-Rieux and Gervois, 1973). 

 Les vaccins vivants atténués se sont développés tout au long du XXe siècle comme celui 

contre la fièvre jaune en 1928, cultivée sur des œufs de poules fertiles, ou encore ceux contre 

les virus de la rougeole, de la rubéole, des oreillons et de la varicelle, développés entre 1950 et 

1980 notamment grâce à l’apparition de la culture sur cellules in vitro. Cette technique, 

développée par Hugh et Mary Maitland en 1928, permit une culture des virus plus sûre 

(diminution des contaminations) avec une sélection plus facile des souches. 

 

ii) Les vaccins entiers inactivés  

 

 Contrairement aux vaccins atténués, formulés à partir de souches vivantes, les vaccins 

inactivés sont constitués du pathogène non vivant.  

 Le premier vaccin à base de pathogènes entiers inactivés développé est celui contre la 

fièvre typhoïdique causée par la bactérie thyphoid bacilli. Plusieurs protocoles d’inactivation 

des cultures sont proposés à partir de 1896 à l’aide de chaleur ou d’un séchage puis d’une 

conservation dans du phénol ou de l’acétone. Des études cliniques réalisées en Europe et en 

Guinée entre 1950 et 1970 démontrent l’efficacité des vaccins préparés avec le phénol ou 

l’acétone en obtenant une protection respectivement de 88% et 65% respectivement (Ashcroft 

et al., 1967) ; (yugoslav Typhoid commission, 1964). 

 Le vaccin contre la poliomyélite (polio) est le premier vaccin à virus inactivé mis sur le 

marché en 1954. Après plusieurs échecs de développement du vaccin, la culture in vitro permit 

une production sécurisée à base de poliovirus inactivés au formalin (inactivated polivirus 

vaccin, IPV). Le protocole de production fut proposé par Jonas Salk en 1955 (Salk et al., 1954). 

Les résultats positifs des grands essais cliniques (sur 1,8 million d’enfants) permirent 

l’obtention de la licence en 1955 (Burke, 2004). Alber Sabin développa un vaccin oral à base 

de souche atténuée (oral polio vaccin, OPV). Cependant, ce vaccin était beaucoup moins sûr 

que l’IPV puisqu’il pouvait muter et ainsi engendrer des cas de polio. Ainsi, l’IPV resta 

largement utilisé lors des campagnes de vaccination. En 2020, la polio a complètement disparu 

de l’hémisphère nord du globe et seulement quelques pays de l’hémisphère sud seraient encore 

touchés. La polio pourra être la prochaine maladie éradiquée de la planète après la variole. 

L’exemple donné par l’IPV et l’OPV montre que le choix du type de formulation est orienté en 
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fonction de la sécurité. En effet, l’OPV semble plus efficace mais beaucoup moins sûr que l’IPV 

(Sabin et al., 1954).  

 La forme inactivée permet de rendre les vaccins plus sûrs car leur matériel génétique est 

détérioré, ils sont alors incapables de se multiplier, de muter et de revenir à un stade virulent, 

contrairement aux vaccins vivants. Les vaccins inactivés ont évolué vers des formes sous-

unitaires composées d’une partie du pathogène. 

iii) Les vaccins sous-unitaires 

 

 Edwin Kleb, Frederic Loeffer et Shibasaburo Kitasato découvrirent que les bactéries 

Corynebacterium diphtheriae et Clostridium tetani sécrètent des toxines causant 

respectivement la diphtérie et le tétanos. Après avoir réussi à isoler les toxines en filtrant les 

cultures de bactéries à travers de la porcelaine, Emile Roux démontra que celles-ci provoquaient 

les mêmes symptômes sur animaux que les maladies sur humains. Le premier vaccin sous-

unitaire apparut alors, avec pour base ces exotoxines. En effet, en 1904, Alexandre Glenny 

découvrit que les exotoxines, après traitement avec de la formaline, étaient inactivées et ne 

provoquaient pas de maladie (ce sont des toxoïdes). Les toxoïdes gardent tout de même leur 

capacité à stimuler la production des antitoxines neutralisantes (Ac neutralisants contre la 

toxine) (Glenny and Hopkins, 1923). Plusieurs vaccins sont ensuite formulés avec les toxoïdes 

de diphtérie ou de tétanos. 

 D’autres vaccins sous-unitaires se développent. Par exemple, le vaccin contre la 

coqueluche était initialement composé de toute la bactérie et provoquait beaucoup d’effets 

indésirables (Baker, 2003). Il a évolué en 1981 vers une formulation particulaire à base de 

toxines et d’hémagglutinines filamenteuses (glycoprotéine d’adhésion) (Sato et al., 1981).  

 

 Les vaccins polysaccharidiques apparaissent aussi à la fin du XXe siècle. Par exemple, 

ces le cas des vaccins polysaccharidiques contre le meningocoque (Artenstein et al., 1970) et le 

pneumocoque (Austrian et al., 2016) ainsi qu’une première génération du vaccin contre la 

bactérie Haemophilus influenzae type b (Hib). Ces vaccins sont constitués des éléments de la 

capsule polysaccharidique (conjugaison de sucres) des bactéries, qui sont à l’origine des 

maladies. Par exemple, le Hib est formulé à partir du polyribosylribiol phosphate (PRP)) 

(Schneerson et al., 1971) ; (Ishiwada et al., 2011). L’immunité conférée par ces vaccins (aussi 

appelée immunogénicité) n’est pas efficace pour protéger contre les maladies. Plusieurs 

scientifiques montrent que la conjugaison des polysaccharides avec des toxoïdes peut 
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augmenter l’immunogénicité. Schneerson et John Robbins couplent la PRP du virus Hib à la 

toxoïde diphtérique. Ce premier vaccin polysaccharidique conjugué permit d’augmenter 

l’immunité contre le virus chez les enfants et fut approuvé en 1987 (Schneerson et al., 1980). 

Par ailleurs, après plusieurs essais cliniques montrant leur efficacité, les vaccins à base de 

polysaccharides du méningocoque de type C et du pneumocoque, conjugués aux toxoïdes 

diphtériques ou tétaniques, sont approuvés au Royaume-Uni et aux États-Unis dans les années 

2000 (English et al., 2000) ; (Overturf et al., 2000). En plus d’être associés à des toxoïdes, les 

vaccins conjugués sont formulés avec des protéines appartenant à différentes souches, ce qui 

élargit leur efficacité à plusieurs variants d’une même bactérie. Par exemple, le vaccin anti-

méningocoque est quadrivalent : il contient des protéines appartenant à quatre souches (type A, 

C, Y et W-135 (Diseases, 2005)) et le vaccin pneumocoque est heptavalent (Black et al., 2000). 

 L’immunogénicité des vaccins à base de sous-unités de pathogènes peut également être 

augmentée avec l’ajoute d’adjuvant. Il existe une grande variété d’adjuvants qui ont prouvé 

leur efficacité. Les adjuvants sont des molécules ajoutées à la formulation du vaccin afin 

d’amorcer les réponses immunitaires nécessaires. Le premier adjuvant vaccinal approuvé a été 

l’hydroxyde d’aluminium (Alum) pour le vaccin contre la diphtérie et le tétanos. Il est mis au 

point par l’équipe de Glenny et al. en 1926 (Glenny et al., 1926). L’hydroxyde d’aluminium 

(Al(OH)3) est un agrégat de particules de taille proche du nanomètre, aux formes et aux densités 

irrégulières sur lesquels l’Ag s’absorbe. En 1930, Jules Freud met au point un adjuvant très 

efficace à base d’émulsion eau dans l’huile, contenant des mycobactéries tuées par chaleur. 

Cependant l’adjuvant complet de Freud entraîne de fortes réactions immunitaires (Abscès, 

nécrose) (Opie and Freund, 1937). En 1950, l’adjuvant incomplet de Freud ne contenant plus 

de mycobactéries est testé pour le vaccin contre la grippe et permet d’augmenter le titre 

d’anticorps à long durée de vie. Cependant il induit également des effets secondaires graves. 

Ainsi il n’est pas autorisé pour la commercialisation (Apostólico et al., 2016). Le choix de 

l’adjuvant est crucial ; il peut stimuler une forte réponse immunitaire, indispensable pour la 

protection contre le pathogène, mais sa toxicité peut jouer un rôle décisif dans sa sélection. 

Ainsi, pendant près d’un siècle seul l’Alum est utilisé en raison de l’échec de production des 

autres adjuvants de par des difficultés de stabilité et de sécurité. Ce n’est qu’en 1997 qu’un 

adjuvant sous forme d’émulsion eau dans l’huile appelée MF59 est approuvé avec le vaccin 

contre la grippe (De Gregorio and Rappuoli, 2014). L’utilisation du MF59 a considérablement 

augmenté l’immunogénicité. Il est nécessaire pour induire des réponses chez les personnes 

n’ayant pas été primo-infectées par la grippe et augmente l’efficacité du vaccin de 43% à 86% 

(Vesikari et al., 2011). Le MF59 est produit par le laboratoire Novartis, une émulsion formant 
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des gouttelettes d'huile à base de Squalène (C30H50) pour la phase huileuse et de AS04, produit 

par GloxoSmithKline (GSK), pour la phase inerte. L’adjuvant est stabilisé par deux surfactants : 

le Tween 80 et le Span 85. Le squalène est un triterpène naturel retrouvé dans les organismes 

vivants c’est le précurseur du cholestérol. D’autres adjuvants sont approuvés par la FDA et en 

Europe tels que le MF59, l’AS03 et l’AFS03. L’AS03 est composé de squalène, de tocophérol 

et de polysorbate 80. L’AS04 est un mélange d’Alum et de Monosphosphoryl lipid A (lipide 

amphiphile également utilisé comme adjuvant seul). Il est également produit par GSK et est 

utilisé dans la formulation du vaccin contre le papillomavirus humain (en anglais, human 

papillomavirus (HPV) (Garçon et al., 2011). Les adjuvants sont très intéressants pour la 

stratégie vaccinale, puisqu’ils permettent de diminuer la dose d’Ag utilisé ainsi que le nombre 

de doses nécessaires pour induire une immunité protectrice. Les propriétés immunogènes de 

certains adjuvants sont découvertes de manière empirique telles que l’Alum et le MF59 et 

beaucoup d’études se focalisent leur mécanisme d’action. Ceci sera développé dans les 

prochains chapitres de cette thèse. 

 Très récemment, un nouveau type de vaccin sous-unitaire s’installe sur le marché, ce 

sont les vaccins à ARN messager (ARNm). Les vaccins à ARNm sont utilisés en masse depuis 

2020 afin de faire face à l’épidémie mondiale causée par le virus Sars-Cov-2. Le développement 

technologique des dernières années autour des acides nucléiques a permis de développer ce 

nouveau type de vaccin, basé sur une séquence très précise du virus pouvant être transfectée 

dans une cellule qui exprime alors la protéine du pathogène. En réalité, les ARNm sont 

développés en parallèle de la vectorisation par liposome depuis les années 1970s. Il est alors 

décrit que les ARNm peuvent être insérés in vitro dans des cellules pour produire des protéines, 

mais qu’ils sont très instables. C’est en 1978 que Malone a réalisé les premières expériences de 

transfection de cellules humain et murin en utilisant des ARNm qui sont protégés et transporté 

par les acides gras sous forme de liposome (Dimitriadis, 1978) ; (Ostro et al., 1978). Il s’aperçoit 

que les liposomes peuvent fusionner avec les membranes des cellules. C’est à partir de ces 

expériences que les idées d’utilisation des ARNm pour en faire des médicaments commencent 

à être admises au sein de la communauté scientifique. Cependant le développement de tels 

médicaments est très difficile et il faut trouver la bonne formule d’acides gras et d’ARNm afin 

les rendre totalement stables. La production d’ARNm synthétique se développe avec des 

équipes d’harvard (Melton et al., 1984). Puis les liposomes à charge positive ont été optimisés 

pour s’associer plus facilement avec la charge négative des acides nucléiques. En 1990, Kariko 

a pour objectif de développer l’ARNm pour une utilisation médicale. Elle reprend les protocoles 

de Melona et travaille avec Weissman sur un vaccin anti VIH en 1997 (Karikó et al., 1998). 
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Cependant ils observent beaucoup d’effets secondaires et une grosse réaction inflammatoire 

chez la souris. C’est en 1993 que l’équipe de l’entreprise Transgène, dirigée par Pierre 

MEULIEN a montré pour la première fois que l’ARNm dans un liposome pouvait induire des 

réactions immunitaires antivirales chez la souris : l’invention a été brevetée (Martinon et al., 

1993). Cependant, en raison d’un manque de financement pour une technologie « délicate et 

complexe », les projets sont abandonnés et les recherches se concentrent sur les vaccins à ADN. 

Le développement des plateformes de vaccin à ADN servent alors de modèles pour les vaccins 

à ARN en termes de fabrication, de réglementation, de production des séquences et des 

connaissances moléculaires. En 2005, une avancée majeure a propulsé le développement des 

plateformes d’ARNm. Kariko et Weissman montrent qu’un réarrangement de liaison chimique 

sur l’uridine pour créer la « pseudo-uridine » annule des réactions inflammatoires importantes 

lors de l’injection dans un organisme (Karikó et al., 2005). Derrick Rossi montra que l’ARNm 

modifié pouvait être utilisé pour transformer des cellules de muscle, et il fonde part la suite la 

société Moderna (Warren et al., 2010). Grâce à ces avancées et au développement de 

nanoparticules de liposome comme vecteur d’acide nucléique, les entreprises pharmaceutiques 

possèdent alors les outils nécessaires pour produire un vaccin à base d’ARN. En 2012, la 

première entreprise qui entreprend un développement industriel de cette formulation est 

Novartis. Ces travaux sont dirigés par Andrew Geall (Dolgin, 2021). Chaque entreprise 

pharmaceutique « joue » avec cette formulation afin d’optimiser la meilleure combinaison de 

liposomes, au sein de leur propre plateforme technologique. En 2020, les premiers vaccins à 

base d’ARNm transporté par des nanoparticules de liposome sont développés par les entreprises 

Moderna et BioNtech pour lutter contre l’épidémie du Sars-Cov-2, et ils sont approuvés la 

même année.  

 

 En conclusion, ce chapitre expose les différentes stratégies vaccinales en termes de voie 

d’administration, d’outils utilisés et de formes de vaccin. Il montre aussi le succès de 

l’éradication de la variole et de la polio. Les vaccins antivarioliques et antipolio sont constitués 

du virus entier qui permet une protection très efficace. Cependant, ce type de vaccin entraîne 

des effets secondaires sévères. Par exemple, une grosse réaction immunitaire et un risque 

d’infection pathogénique peuvent survenir chez les personnes immunodéprimées qui ont un 

système immunitaire affaibli. Ces personnes ne peuvent donc pas éliminer correctement le 

pathogène, certes atténué, mais toujours vivant. Il y a alors des risques qu’il se multiplie de 

manière excessive provoquant la maladie. Les vaccins entiers inactivés permettent de surmonter 

ce problème mais ils sont responsables de réactions secondaires importantes (douleur, fièvre, 
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fatigues, courbatures). Au cours du XXe siècle, les connaissances scientifiques permettent une 

évolution de la forme du vaccin vers une composition à base d’une ou plusieurs parties du 

pathogène, suffisante pour induire une réponse spécifique. Avec ce type de vaccin les effets 

secondaires diminuent mais le problème d’une immunité insuffisante se pose, ce qui n’était pas 

le cas avec des vaccins vivants ou atténués. Ainsi, le choix de la forme du vaccin doit 

s’accompagner d’éléments augmentant la réponse immunitaire (Figure 3).  

 Actuellement, la vaccination fait face à de nombreuses nouvelles problématiques 

comme : 1) la vaccination anticancéreuse ; 2) l’échec du développement de vaccins contre le 

virus de l’immunodéficience humain (VIH), malgré de longues années de recherche ; 3) La 

mise en place à grande vitesse d’un vaccin contre le SARS-CoV-2. De plus, les succès passés 

de vaccination sont pour la plupart contre des infections virales, bactériennes ou toxines 

invariant (Plotkin and Orenstein, 2008). Aujourd’hui, les avancées en virologie montrent la 

multitude de mécanismes et d’infections propres à chaque virus. Par exemple la très haute 

variabilité de souche pour le VIH, des pathogènes persistants ou latents (Zona) ou des 

pathogènes donc l’infection naturelle n’induit pas de réponse protectrice (paludisme), qui 

demandent une réflexion poussée et spécifique à chaque infection afin de développer des 

vaccins efficace (Sallusto et al., 2010). Au cours du dernier siècle, l’évolution de la vaccination 

s’accompagne de développements technologiques majeurs : séquençage des acides 

désoxyribonucléiques (ADN), génie génétique, biotechnologie, développement de modèle 

animal, d’expérimentation génétiquement modifiée qui ont permis d’étudier les mécanismes de 

défense immunitaire contre les pathogènes.   

 Les vaccins sont conçus à partir d’antigènes (Ag). Un Ag est une molécule appartenant 

aux pathogènes ou une molécule synthétique, il est composé d’épitopes qui sont reconnus par 

des paratopes, correspondant aux parties variables des Ac ou des récepteurs de cellules T (ceci 

sera détaillé dans le chapitre 2). Un immunogène est une molécule pouvant induire une réaction 

immunitaire suffisante pour protéger l’organisme. Un Ag n’est pas forcément un immunogène 

et doit être combiné à des substances complémentaires qui seront ajoutées à la formulation du 

vaccin afin d’induire la réaction immunitaire souhaitée (ceci sera détaillé dans le chapitre 3). 

 

 Les concepts fondamentaux de réponse immunitaire et de mise en place de la mémoire 

sont indispensables afin de choisir des éléments nécessaires à une formulation de vaccin sûr, 

efficace et adapté à l’infection. Ceci sera l’objet du prochain chapitre.  
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Nouvelle 

génération 

de vaccin 

 

Figure 3 : Evolution des formes de vaccins. En 1798, Edward Jenner formula le premier vaccin à base du virus vivant de la vaccine 

contre la variole. Les formes de vaccins à base de virus vivant étaient trop dangereuses et au long du 19e et 20e, les vaccins évoluent et 

se composent de pathogènes atténués ou inactivés. Puis ils s’éloignent de la forme de pathogène entier pour n’être composé que de 

quelques parties de celui-ci (vaccins unitaires/particulaires). Enfin au début du 21e siècle, les vaccins sont formulés avec différentes 

souches de pathogènes et peuvent être composés d’éléments de différents pathogènes (polysaccharides et toxoïdes) avec les vaccins 

sous unitaires conjugués. Au fur et à mesure de l’évolution de la forme de vaccin, leur immunogénicité diminue tandis qu'ils deviennent 

de plus en plus sûrs. Polio : Poliomyélite. BCG : vaccin bilié de Calmette et Guérin. Schéma réalisé à partir des informations du livre 

« Vaccines » Chap 1 de Stanley A. Plotkinet al, (2018). Ainsi que de l’article « histoire et principes de la vaccinations » de E. canoui 

et al., (2019). 
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Chapitre 2 : Les mécanismes des réponses immunitaires 

pour induire une immunité efficace contre un antigène 
 

 L’objectif d’un vaccin est de développer une protection immunologique de longue durée 

contre un antigène grâce au développement d’un pool abondant de cellules mémoires 

spécifiques protectrices. Comprendre les réactions immunitaires à la suite d’une 

infection/vaccination est stratégique pour pouvoir formuler un vaccin efficace. Dans ce 

chapitre, nous allons détailler les mécanismes d’induction des réponses immunitaires innée et 

adaptative permettant de mettre en place une réponse protectrice contre un pathogène ou un 

vaccin.  

 

1) La réponse immunitaire innée  
 

 La réponse immunitaire inné est la première ligne de défense contre un pathogène. Elle 

se met en place 4 à 7 jours après l’infection (Pommerenke et al., 2012) ; (Abadie et al., 2009). 

Les cellules constutant le système immunitaire innée vont rencontrer en premier le vaccin, elles 

vont le prendre en charge et le véhiculer jusqu’aux organes lymphoïdes secondaires (OLS) afin 

d’activer les réponses immunitaires adaptatives spécifiques. Ainsi, bien connaître chaque 

cellule immunitaire innée, leur fonctionnement et leur impact permet de mieux appréhender les 

mécanismes engendrés après l’injection d’un vaccin.  

 

i) Les cellules de la réponse innée 

 

 Les cellules de l’immunité innée peuvent être classées par leur fonction (phagocytaire, 

présentatrice d’Ag, inflammatoire), leur localisation (circulante, résidente) ou leur lignage. 

Après la description du lignage, leur fonction lors d’une infection sera décrite ci-dessous. 

Les cellules innées proviennent des cellules souches hématopoïétiques (CSH, CD34+) qui sont 

produites dans la moelle osseuse (Bender et al., 1991). Les CSH sont à l’origine des 

progéniteurs multipotents (PM), qui évoluent en deux types de précurseurs: les progéniteurs 

myéloïdes communs (PMC) (Akashi et al., 2000) et les progéniteurs lymphoïdes communs 

(PLC) (Kondo et al., 1997). Les PMC se différencient en progéniteurs communs des 

granulocytes, monocytes et cellules dendritiques (PCGMDC) donnant trois sortes de cellules : 

1) les précurseurs communs de granulocytes (PCG), desquelles dérivent les neutrophiles, les 

basophiles et les éosinophiles, 2) les monocytes qui évoluent en cellules dérivées des monocytes 
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(macrophage, mo-DC) et 3) les précurseurs communs de cellules dendritiques (de l’anglais 

dendritic cell (DC)) (PCDC) qui se différentient en DC (Lee et al., 2015). Les cellules innées, 

dérivant des précurseurs, sortent de la moelle osseuse, vont dans le sang et circulent dans les 

vaisseaux sanguins et lors d’une infection, elles s’infiltrent dans les tissus. Certaines sont 

résidentes des tissus depuis le stade embryonnaire du développement de l’organisme. 

 -Les DC : Chez l’homme et la souris, deux types de DC sont décrites, les DC 

myéloïdes/classiques (mDC) et les DC plasmocytaires (pDC). Les pDC ont deux origines, les 

PMC et les PLC (Becker et al., 2012). Chez l’homme, il existe au moins deux types de mDC, 

ayant des marqueurs de surface différents (cluster de différenciation, CD) : les CD141+ (BDCA-

3+) et les CD1c+ (BDCA-1+). Elles ressemblent respectivement au mDC1(CD8α+, CD103+) 

(Haniffa et al., 2012) et au mDC2(CD11b+, CD172a+) de la souris, d’après des analyses 

d’expression des gènes et de fonction (Robbins et al., 2008). Des cytokines participent à la 

différenciation des PCDC en DC, tel que le ligand de la tyrosine kinase 3 de type FMS (en 

anglais, FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FLT3L)). Les DC se différencient en pDC en mDC1 

et mDC2 sous l’influence respective de E2-2 (Cisse et al., 2008), BATF3 (Poulin et al., 2012) 

et IRF4 (Schlitzer et al., 2013). Les DC résidant dans les tissus, dérivent des mDC circulant, 

telles que les CD103+/CD103- dans l’intestin. D’autres DC sont d’origine embryonnaire et 

dérivent de progénitures fœtales du foie. L’exemple, souvent cité dans cet écrit, sont les cellules 

de Langerhans (en anglais Langerhans cell, LC (CD207+)) qui résident dans la peau et sont 

capables de s’auto-renouveler (Czernielewski and Demarchez, 1987) ; (Schuster et al., 2014). 

Lors d’une infection les pDC rejoignent principalement la région T des OLS (Grouard et al., 

1997). Elles ont une faible expression de molécules associées à la présentation antigénique, et 

ont donc une faible capacité à présenter l’Ag aux cellules T et B. Les pDC sont spécialisées 

dans la reconnaissance des Ag du soi et la détection des pathogènes présents dans le sang. Leur 

rôle est important dans la réponse antivirale notamment avec la sécrétion de cytokines telles 

que les interférons (IFN)-α (Chehimi et al., 1989). Contrairement au pDC, les mDC rejoignent 

rapidement les sites d’infection (muscle, peau, muqueuses) et produisent une grosse quantité 

d’interleukine (IL)-2, d'IL-4 et de facteurs de nécrose tumorale alpha (en anglais, Tumor 

necrosis factor (TNF-α). Elles ont un haut pouvoir de phagocytose et de présentation 

antigénique (Bachem et al., 2010). En général, les DC sont spécialisées dans la présentation des 

Ag au T et B naïves : ce sont des CPA. 

 -Les monocytes et macrophages : Dans le sang, les monocytes sont classifiés en 

monocytes classiques/inflammatoires (CD14+CD16-), intermédiaires (CD14+CD16+) ou non 

classiques (CD14lowCD16+) (Wong et al., 2011). Chez la souris, leurs homologues ont été 
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trouvés par analyse transcriptomique (Ingersoll et al., 2010) ainsi que par transfert adoptif 

(Geissmann et al., 2003) : Les cellules LY6C+ CCR2+CX3CR1low et les cellules 

LY6ClowCCR2−CX3CR1hi correspondent respectivement aux monocytes classiques et non 

classiques. Les monocytes phagocytent les cellules ainsi que les toxines et produisent des 

cytokines pro-inflammatoires. Les études chez la souris suggèrent que les monocytes classiques 

peuvent se différencier en macrophages, en DC (mo-DC) (CD11c+) et en DC inflammatoires 

(CD14+CD1a+CD1c+) (Watchmaker et al., 2014). Plusieurs mono-DC sont décrites, comme par 

exemple les mo-DC du derme (CD11c+CD14+) et les mono-DC de l’intestin 

(CD11c+CD103+CD172+). Tous les macrophages ne dérivent pas de monocytes. Il existe des 

macrophages résidents qui sont spécifiques d’un tissu, par exemple les cellules de Kuppfer dans 

le foie, les macrophages des alvéoles dans les poumons et les macrophages de la rate. Ils ont la 

même origine embryonnaire que les LC ainsi qu'une capacité à s’auto renouveler 

indépendamment de la moelle osseuse, qui est notamment liée à l’expression du facteur de 

transcription Gata6 (Rosas et al., 2014). La spécialité des macrophages est la phagocytose, ils 

nettoient ainsi l’environnement des débris, des cellules mortes et des pathogènes. Les 

macrophages présentent l’Ag au T et B dans les OLS pour participer à l'amorçage des réponses 

adaptatives. Les macrophages résidents recrutent les monocytes et les neutrophiles au site de 

l’inflammation, en sécrétant des molécules chimiokines telles que la protéine-1 

chimioattractante des monocytes (en anglais, monocytes chemoattractant protein-1 (MCP-1)), 

le ligand de Chemokine 1 au motif C-X-C (CXCL1), le CXCL2, l’IL-1α et le TNF-α (Barry et 

al., 2013) ; (Beck-Schimmer et al., 2005) ; (De Filippo et al., 2013). 

 -Les mastocytes sont des cellules granuleuses, mais contrairement aux granulocytes ils 

ont un temps de vie très long (plusieurs semaines voire mois). Ils sont localisés dans les 

vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques et au contact des organes externes (peau, tube 

digestif). Les mastocytes participent au recrutement des DC sur le site d’infection et à leur 

migration vers les OLS (Breedveld et al., 2017).  

 -Les NK jouent un rôle important dans la défense contre les virus. Elles tuent les cellules 

infectées et activent d’autres cellules innées par la sécrétion d’IFN-y. De plus, elles ont la 

capacité de produire des cellules mémoires spécifiques d’un pathogène, une caractéristique 

normalement réservée aux cellules immunitaires adaptatives (Reeves et al., 2015). 

 -Les granulocytes : les granulocytes sont les neutrophiles, les basophiles et les 

éosinophiles qui dérivent des PCG. Tous les trois sont recrutés au site d’infection et migrent 

vers les OLS pour influencer la réponse adaptative. Ils régulent les réponses en sécrétant un 

grand nombre de molécules inflammatoires et de cytokines. Les éosinophiles représentent 1à 
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6% des leucocytes circulants. Ils sont connus pour combattre les parasites et les allergies. Les 

basophiles représentent moins de 1% des leucocytes. Ils sont associés avec les maladies 

chroniques, les maladies auto-immunes et les cancers, mais ils sont encore très peu décrits 

(Breedveld et al., 2017).  

 Les neutrophiles (LY6G+) sont très bien décrits. Tout d’abord, ce sont les premières 

cellules circulantes à arriver au lieu de l’infection, où elles sécrètent une quantité importante de 

cytokines, de chimiokines, des granules telles que de la myéloperoxydase (MPO), de l’élastase, 

de la cathepsin-G, de la lactoferrine et des espèces réactives de l’oxygène (en Anglais, reactive 

oxigen species (ROS)). Ceci permet aux neutrophiles de phagocyter et de tuer les pathogènes 

intracellulaires ainsi que d’activer les DC. Dans la circulation, les neutrophiles sont connus pour 

avoir une durée de vie très courte (8 h), qui est rallongée jusqu’à 5 jours lorsqu’ils sont recrutés 

au site d’infection. En effet, au site d’infection, les neutrophiles sont activés par des signaux de 

dangers tels que des constituants des bactéries (LPS (Lipopolysaccharides)) ainsi que des 

cytokines produites par les macrophages (GM-CSF et G-CSF), empêchant leur apoptose 

(Colotta et al., 1992). Les neutrophiles interagissent beaucoup avec les cellules de l’immunité 

innée. Par exemple, le recrutement des neutrophiles sur le site d’infection est régulé par des 

facteurs pro-inflammatoires et des chimiokines sécrétées par les macrophages, les DC et les 

mastocytes résidents : la protéine-1 chimioattractante des monocytes (en anglais, monocytes 

chemoattractant protein-1 (MCP-1)), le ligand de Chemokine 1 au motif C-X-C (CXCL1), le 

CXCL2, l’IL-1α et le TNF-α (Barry et al., 2013) ; (Beck-Schimmer et al., 2005) ; (De Filippo 

et al., 2013). Une fois recrutés, les neutrophiles créent une inflammation en sécrétant des 

facteurs qui attirent les cellules de l’immunité innée (chimioattractants): la cathepsine G, l’LL-

37, le peptide 1-3 du neutrophile humain (en anglais, human neutrophil peptide 1-3 (HNP1-3) 

et de la protéine de liaison à l'héparine (azurocidin) (Agerberth et al., 2000) ; (Sun et al., 2004). 

En effet, une expérience in vivo montre que l'azurocidin sécrétée par les neutrophiles attire les 

monocytes inflammatoires (Chertov et al., 1997). La sécrétion des facteurs chimioattractants 

par les neutrophiles augmente l’expression de molécules d’adhésions sur les cellules 

endothéliales, incluant la molécule d’adhésion intercellulaire-1 (en Anglais, intercellular 

adhesion molecule-1 (ICAM-1)), la molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1 (en anglais, 

vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)) et la E-sélectine permettant le recrutement des 

cellules circulantes (monocytes) mais aussi la migration des cellules innées vers les OLS (Lee 

et al., 2003). Enfin, la présence des neutrophiles influence les réponses innées en faveur ou en 

défaveur de l’infection. Par exemple, elle peut affecter le phénotype des macrophages qui 

acquièrent soit un phénotype pro-inflammatoire (M1), soit un phénotype anti-inflammatoire 
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(M2). Les phénotypes M1 et M2 se distinguent au travers de l’expression de marqueurs de 

surface et de la production de molécules inflammatoires différentes. Les molécules sécrétées 

par les neutrophiles influencent le profil inflammatoire. Par exemple, l’azurocidine agit sur les 

macrophages et induit un phénotype M1 (Påhlman et al., 2006), tandis que la lactoferrine est 

absorbée lorsque les macrophages phagocytent les débris de neutrophiles, ce qui augmente leur 

pouvoir bactéricide (Silva et al., 1989). Un autre mécanisme qui influence le profil 

inflammatoire est la capacité des neutrophiles à expulser leur ADN dans le milieu 

extracellulaire pour piéger par exemple des pathogènes extracellulaires. Ce mécanisme est 

appelé NET (en anglais, neutrophil extracellular traps). Les NET forment des filaments et 

s’attachent aux bactéries. Leurs rôles sont controversés, ils peuvent être en faveur d’une 

réaction immunitaire innée défensive contre le pathogène en induisant par exemple, la 

dégradation des facteurs virulents des bactéries et en activant les DC, les macrophages et les 

cellules T (Weinrauch et al., 2002) ; (Donis-Maturano et al., 2015). La même étude montre 

qu’ils peuvent également être en défaveur de l’activation des DC et provoquer leur destruction 

dans le cas d’un contact prolongé. Une autre équipe montre que 30 min d’exposition des DC 

aux NET inhibe l’activation des DC en diminuant les molécules de co-stimulation telles que 

CD40, CD80 et CD86 (Barrientos et al., 2014). Un autre phénomène démontre la double 

casquette des neutrophiles dans les réponses immunitaires. En effet, d’une part, il a été montré 

que la déplétion des neutrophiles altère le recrutement des monocytes inflammatoires chez la 

souris immunisée avec des facteurs d’activation des plaquettes (Soehnlein et al., 2008), d’autre 

part, dans une autre étude, la déplétion des neutrophiles permet un recrutement des DC au site 

d'entrée du parasite Leishmania mexicana (Hurrell et al., 2015). Ainsi, la différence provient 

peut-être du type d’immunisation. Par ailleurs, les neutrophiles peuvent éviter une inflammation 

trop importante, due à l’accumulation de leucocytes au site d’inflammation. Par exemple, 

l’annexine A1 est sécrétée par les neutrophiles pour augmenter la phagocytose des neutrophiles 

par les macrophages et ainsi orienter un phénotype M2 (Scannell et al., 2007). En conclusion, 

la présence des neutrophiles n’est pas toujours en faveur d’une réponse anti-infectieuse, elle 

peut aussi dégrader l’état général de l’organisme. Les mécanismes d’orientation de 

l’inflammation ne sont pas clairs et dépendraient en partie du type d’infection. 

 

ii) La reconnaissance de l’Ag  

 

 Lors de l’injection d’un vaccin, celui-ci est en premier lieu reconnu par les cellules 

innées. Des motifs très spécifiques sont reconnus, ce qui par la suite déclencheront les 
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mécanismes de la réponse innée. Ces motifs doivent être connus afin d’être pris en compte lors 

de la formulation d’un vaccin pour en optimiser la réponse. Afin d’activer les réponses 

immunitaires innées, l’Ag doit être détecté dans les tissus. Les cellules de l’immunité innée, 

sont distribuées dans les tissus et forment un réseau de sentinelles, permettant de détecter 

facilement les pathogènes ainsi que les dégradations des tissus. Les cellules de l’immunité innée 

reconnaissent des molécules associées aux pathogènes (en anglais, pathogen associated 

molecular patterns (PAMP)) grâce à leurs récepteurs de l’agent pathogène (en anglais, pattern 

recognition recepteur (PRR)). Les PRR sont capables de distinguer les Ag du soi de ceux du 

non-soi ainsi que de délivrer un signal de danger essentiel à la réponse adaptative (Janeway, 

1992).  

 

Les PRR peuvent être membranaires, transmembranaires, intracellulaires ou sécrétés. 

 Les PRR sécrétés sont produits par les cellules de l’immunité innée et sécrétés dans le 

milieu extracellulaire. Ce sont par exemple les lectines se liant aux mannoses (en anglais, 

Mannan-Binding Lectin (MBL)). Ils participent à l’opsonisation des pathogènes. C’est-à-dire 

que les MBL vont se fixer sur des résidus de mannoses, entourant sa cible. Puis, les éléments 

du complément se fixent sur les MBL pour activer la phagocytose du complexe afin de 

l’éliminer (Thiel et al., 1997).  

  Les PRR intracellulaires sont des récepteurs qui se trouvent dans le milieu 

intracellulaire des cellules. Ce sont, par exemple, la protéine I inductible par l'acide rétinoïque 

(en anglais, Retinoic-acid-inducible protein I (RIG-I)) ou bien les protéines kinase et les 2’-5’-

oligoadenylates synthases, qui se fixent aux acides ribonucléiques (ARN) double brin (en 

anglais, double-standed (dsARN)) des virus (Poeck et al., 2010). D'autres types connus des PRR 

intracellulaires sont les récepteurs à domaine d'oligomérisation des nucléotides, associés à un 

motif répétitif riche en leucine (en anglais, nucleotide-binding oligomerisation domain 

associated to leucine rich repeat motif (NOD1-LRR et NOD2-LRR)). Les NOD répondent aux 

motifs bactériens tels que les LPS, les toxines et les ARN, se retrouvant à l’intérieur de la cellule 

(Chamaillard et al., 2003).  

 Les PRR membranaires ont une partie ancrée dans la membrane cytoplasmique et une 

autre dans le milieu extracellulaire. Ce sont par exemple les récepteurs « scavenger » des 

macrophages (en anglais, Macrophage Scavenger Receptor (MSR)), qui détectent les molécules 

chargées négativement telles que les dsARN ou les lipopolysaccharides (LPS). Les PRR 

membranaires participent aux mécanismes de phagocytose et de présentation antigénique 

(Thomas et al., 2000). 
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 Les PRR transmembranaires sont fixés à la membrane des cellules et se caractérisent 

par une partie extracellulaire, qui reconnaît les pathogènes, et une partie intracellulaire, 

véhiculant un signal. Deux principaux groupes de PRR transmembranaires existent. Le premier 

groupe sont les lectines de type C telles que les récepteurs du mannose de macrophage (en 

anglais, Macrophage Mannose Recepteur (MMR)) et les C-lectine associées aux DC (dectin, 

DC-SIGN) (Underhill et al., 2005) ; (Moris et al., 2004). Ce sont des récepteurs de DC et de 

macrophages se fixant aux structures carbohydrates des virus, des bactéries et des champignons. 

Le deuxième groupe de PRR transmembranaires, le plus important, représente les récepteurs de 

type Toll (en anglais, Toll-like receptor (TLR)). Les TLR sont initialement décrits sur les 

drosophiles comme acteurs importants dans la réaction contre les champignons (Lemaitre et al., 

1996). Ils regroupent 10 sous-types chez l’homme et 12 chez la souris. Ils reconnaissent un 

large panel d’éléments appartenant aux pathogènes (Tableau 1). Par exemple, les TLR 1, 2 et 

4 reconnaissent les LPS (Goenka et al., 2011) ; le TLR5 se fixe sur les flagélines (Hayashi et 

al., 2001) ; les TLR 7 et 8 reconnaissent les simples brins d’ARN (Heil et al., 2004) ; le TLR 3 

se fixe aux dsARN (Alexopoulou et al., 2001) et le TLR9 se fixe sur les motifs CpG de l'ADN 

(séquence de deux nucléotides CG). La plupart des TLR se trouvent sur la membrane plasmique 

des cellules sauf les TLR 3, 7, 8 et 9 qui se localisent sur la membrane des vésicules 

endoplasmiques. Les TLR 3 sont fortement exprimés dans les mDC tandis que les TLR7 et 9 

sont retrouvés dans les pDC. Les TLR sont des glycoprotéines membranaires de type 1. Leurs 

domaines extracellulaires contiennent un nombre variable de LRR et leurs domaines 

intracellulaires se lient à des domaines homologues Toll/IL-1R (TIR) et transmettent un signal 

proche des récepteurs aux IL-1 (Dunne et al., 2003).  

 Les PRR sont impliqués dans la réponse immunitaire innée de différentes façons. Tout 

d’abord, lorsque les PRR intracellulaires et transmembranaires reconnaissent un PAMP, ils 

déclenchent un signal inflammatoire et induisent la production de peptides antimicrobiens, 

de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires (Figure 4). Par exemple, la stimulation 

par les PAMP induit un changement de conformation des domaines TIR se situant sur les TLR. 

Ce changement de conformation permet aux domaines TIR de se fixer à des adaptateurs, à 

savoir les MYD88 (de l’anglais, myeloid differentiation primary response 88), les TRIF (de 

l’anglais, TIR-domain-containing adaptor-inducing interferon-β), les TRAM (de l’anglais, 

TRIF-related adaptor molecule) et les TIRAP (de l’anglais, containing adaptor protein 

(TIRAP)). Les MYD88 conduisent à la voie du facteur de transcription nucléaire kappa B (en 

anglais, nuclear factor-kappa B (NF-κB)) pour la production de cytokines pro-inflammatoires 

et la production d’IFN-β (réponse proche de celle induite par les récepteurs d’IL-1) (Fitzgerald 
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et al., 2001). Les TRIF induisent une production d’IFN de type 1, par l’intermédiaire des 

facteurs de régulation aux interférons (en anglais, Interferon Regulatory Factor (IRF))3 ou IRF7 

(Figure 4) (Sato et al., 2000). De manière générale, les interactions pathogènes/PRR conduisent 

à l’activation de la voie de signalisation du facteur de transcription de NF-κB aboutissant à la 

production de molécules pro-inflammatoires et d’IFN-1. Par ailleurs, les signaux transmis par 

les PRR tels que les NOD-LRR et les RIG-I, peuvent aussi induire l’activation de 

l’inflammasome (complexe protéique qui catalyse des réactions enzymatiques) et aboutir à la 

production d’interleukines (IL). Par exemple, suite à la reconnaissance d’ARN bactérien, les 

NOD1-LRR véhiculent un signal permettant d’assembler un gros complexe protéique de 

l’inflammasome faisant partie de la famille des récepteurs de type NOD, contenant un domaine 

pyrine 3 (en anglais, NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3)). Le 

NLRP3 active l’enzyme caspase 1 qui catalyse la maturation d’IL-1β et IL-1α (Poeck et al., 

2010) (Figure 4). Ceci permet la destruction des éléments étrangers ou la destruction de la 

cellule infectée elle-même (Luan et al., 2018). Par ailleurs, la production de cytokines 

inflammatoires comme les IFN-1, le TNF ou les IL par les DC, suite à l’activation des PRR, à 

une action sur l’activation des DC eux-mêmes. Par exemple, une étude montre que la 

production d’IL-15 par une DC stimulée avec du LPS ou du dsARN permet une surexpression 

des molécules de co-stimulation (CD40 et CD86) et une augmentation de la production d’IFN-

y (Mattei et al., 2001). Une autre étude montre que la production de TNF-α, d’IL-1β, d’IL-6 et 

d’IL-23 dépendante des signaux émis par les DC-SIGN, induit la différenciation de monocytes 

en DC (Zenaro et al., 2009). Enfin, la reconnaissance d'éléments étrangers par les PRR permet 

d’induire les mécanismes de phagocytose chez les cellules de l’immunité innée. Par exemple, 

lors d’une co-culture, les DC isolées de souris, phagocytent des cellules Vero infectées par des 

dsARN synthétiques, suite à la reconnaissance de ceux-ci par les TLR3 situés à la surface de 

DC (Schulz et al., 2005). Bien que l’intervention des TLR sur la phagocytose soit controversée 

dans certaines études (Yates and Russell, 2005), il est aussi montré que chez les macrophages, 

les récepteurs aux macrophages et les C-léctine, telles que la Dectin-1, induisent la phagocytose 

(Giaimis et al., 1993).  

 La phagocytose des éléments étrangers ou des cellules infectées est un processus 

initiateur de la présentation des Ag à la surface des CPA. 
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Tableau 1 : Les TLR et leurs ligands. Les ligands de TLR, leur localisation, le type de cellules sur lesquels ils se trouvent, ainsi 

que les molécules adaptatrices associées véhiculant un signal. TLR: Toll-like receptor. LPS: lipopolyssacharides. Mono: monocyte. 

Macro: Macrophages. Tableau inspiré de l’article “Pathogène Recognition and Innate Immunity” de Shizuo Akira, et al., (2006). 

Et « Patents for Toll-like receptor ligands as radiation countermeasures for acute radiation syndrome” de Vijay K Singh et al., 

(2015). 

TLR localisation ligands Type de cellules Adaptateur 
TLR1 

(+TLR2) 

Surface Bactérie gram (-) : lipoprotéine (Triacyl lipopeptides), 

LPS 

Mono/macro, DC, 

cellules B 

TIRAP, 

MyD88 

TLR2 Surface Levures : Zymosan 

Nombreux pathogènes : Lipoprotéines/lipopeptides 

Bactérie gram (+) : Peptidoglycan (PGN), Acide 

lipotéichoïque 

Bactérie gram (–) : LPS, Lipoarabinomannane 

(glycolipide), 

OmpA (protéine de paroi externe) 
Mycobactéries : lipotéichoïque 

Agoniste Humain: Protéine de choc thermique HSP60 

Mono/macro, DC, 

mastocyte, cellules B 

TIRAP, 

MyD88 

TLR3 Endosome Virus: dsARN  

DSARN synthétique: poly(I :C) 

Cellules B, cellules T, 

natural killer, cellules du 

muscle 

TRIF 

TLR4 Surface Paroi bactérienne gram (+) : Acide lipotéichoïque 

Acide Teichuronique 

Bactérie gram (–) : Fimbriae de bacterie, LPS 

Virus : Protéines virus respiratoire 

Champignon : Taxol 

Agoniste humain : HSP2, domaines de fibronectine, 

acide hyaluronique, héparane sulfate, Protéine de choc 

thermique HSP60 

Cellules B, cellules T, 

natural killer, DC 

TRAM, 

TRIF, 

TIRAP, 

MyD88 

TLR5 Surface Bactérie : Flagellin Mono/macro, DC, 

épithélium de l’intestin 

MyD88 

TLR6 
(+TLR2) 

Surface Mycoplasme : Lipoprotéines (Diacyl lipopeptides) Mono/macro, 
mastocytes, cellules B 

TIRAP, 
MyD88 

TLR7 Endosome Virus : ARN simple brin 

Synhtése : Imidazoquinoline, Iaxoribine, bropirimine 

Mono/macro, DC, 

cellules B 

MyD88 

TLR8 Endosome Virus : ARN simple brin 

Synthèse : imidazoquinoline 

Mono/macro, DC, 

cellules B, mastocytes 

MyD88 

TLR9 Endosome Bactérie : ADN hypométhylé (Motif à ADN CpG non 

méthylé) 

Agoniste humain : Complexe auto-Ac/ADN génomique 

Mono/macro, DC, 

cellules B, cellules T 

MyD88 

TLR10 Endosome Protéine de type profilage ? très peu identifiée.  Mono/macro, DC MyD88 
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Figure 4 : Production de cytokines et chimiokines induite suite à la reconnaissance des PAMP par les PRR des cellules 

de l’immunité innée. Les PAMP sont reconnus par les PRR tels que les TLR transmembranaire ou endosomal (TLR3,7,8,9). La 

reconnaissance de leur ligand par les TLR transmembranaire induit un changement de conformation de leurs domaines TIR ce 

qui permet aux TRL de se fixer aux adaptateurs cellulaires : TIRAP, TRAM, MyD88. TRIF. Les MYD88 conduisent à 

l’activation de la voie du facteur de transcription NF-κB alors que les TRIF induisent une production IFN de type 1, par 

l’intermédiaire de l’activation des facteurs IRF3 ou IRF7 (voies de signalisation en noir). Les TLR de l’endosome (TLR3,7,8 et 

9) reconnaissent des acides nucléiques et vont véhiculer le même type de signal que les TLR transmembranaires (voies de 

signalisation noir). D’autres voies s’ajoutent (voies en rose) : 1) la voie de signalisation activée par les TRIF associée au TLR3 
qui se lie aux molécules RIP pour induire la production de cytokine pro-inflammatoire par l’activation. 2) La voie activée par 

les MyD88 associée au TLR7, 8 et 9 peut véhiculer un signal de production d’IFN-I par l’intermédiaire d’IRF7. Les acides 

nucléiques sont également reconnus par des PRR intracytoplasmiques RIG-I et NOD-LRR aboutissant aussi à la production de 

cytokines pro-inflammatoires ou d’IFN-I par le biais de NK-κB et de IRF3/7 (voie de signalisation en noir). Par ailleurs, les 

RIG-I et les NOD1-LRR transmettent des signaux par l’inflammasome (NLRP3). Le NLRP3 active l’enzyme caspase 1 qui 

catalyse la maturation d’IL-1β et IL-1α. RIP : receptor interacting protein (voie de signalisation bleu). Schéma inspiré de l’article 

“Pathogène Recognition and Innate Immunity” de Shizuo Akira et al., (2006). 
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iii) La présentation antigénique 

 

 Les CPA professionnelles (les cellules dendritiques (DC) et les macrophages) présentent 

les Ag du pathogène ou du vaccin sur leur complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe I ou de classe II (Kotsias et al., 2019). L’équivalent du CMH humain est le HLA (de 

l’anglais Humain leukocyte antigen). Il est important de noter que les cellules B peuvent aussi 

présenter les antigènes sur un CMH-II. Les CMH sont essentiels pour activer les T. En effet, ils 

sont reconnus par les cellules T grâce à des récepteurs (en anglais T cells receptors (TCR)). Les 

T CD4 reconnaissent les Ag présentés sur le CMH-II, tandis que les CD8 reconnaissent ceux 

présentés sur le CMH-I. Par ailleurs, les CMH-II sont exprimés par les CPA uniquement alors 

que les CMH-I sont exprimés par toutes les cellules de l’organisme. Les mécanismes mis en 

jeu entre la présentation des Ag sur le CMH-I et -II ne sont pas les mêmes. Le CMH-I est utilisé 

pour présenter des Ag endogènes à la cellule (protéines synthétisées par la cellule) et le CMH-

II est utilisé pour présenter des Ag exogènes à la cellule (protéines phagocytées). Ces deux 

voies sont dites « classiques ». Une autre voie existe qui sera exposée par la suite. 

 - La présentation antigénique sur le CMH-II (Figure 5) est un processus pendant 

lequel les cellules internalisent le pathogène, les virus ou les déchets par plusieurs 

mécanismes. Les mécanismes sont dits « spécifiques » quand ils sont liés à des récepteurs tels 

que les PRR ou à des récepteurs Fc (les Fc sont des récepteurs de fragment Fc situés sur des 

Ac). Les mécanismes spécifiques sont la phagocytose ou l’endocytose. Alors que la 

phagocytose est liée à la déformation de l’actine (protéine de structure) induite par la 

stimulation de PRR (West et al., 2004), l’endocytose est médiée par les clathrines (autres 

protéines de structure) et permet la formation d’endosome. Il existe aussi un mécanisme qui 

n'est pas lié aux PRR, « non spécifique », qui est la macropinocytose (invagination de la 

membrane cytoplasmique par mobilisation de filament d’actine, formant des vésicules de 0,5 à 

5 µm) (Sallusto et al., 1995). Les agents étrangers sont alors enfermés dans une vacuole. Ils 

sont différents selon le type le mécanisme : l’endosome précoce, le phagosome et le 

macropinosome. Ces vacuoles fusionnent avec une vacuole de « destruction », le lysosome. Le 

lysosome apporte de l’acidité ainsi que des protéines protéolytiques et catalytiques, induisant 

la dégradation des agents étrangers, en peptides (Ag) de 13 à 25 acides aminés (aa) (Chicz et 

al., 1992). C’est dans cette vésicule lysosomale qu’une grande majorité d’Ag sont associés au 

CMH-II. 

 Les molécules du CMH-II sont assemblées en parallèle, dans le réticulum 

endoplasmique (RE). Les chaines α et β de la molécule CMH-II sont assemblées avec une 
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séquence peptidique (peptide associé à chaine invariante non polymorphe (Ii), en anglais, non 

polymorphic invariant chain (Ii)-associated (CLIP)), de manière non covalente. Le CLIP 

stabilise le CMH-II en se fixant au site de liaison de l’Ag et empêche ainsi toute molécule de 

s’y fixer(Roche and Cresswell, 1990). Le CLIP contient des motifs permettant de véhiculer le 

complexe CMH-II/CLIP du RE à l’appareil de Golgi où il atteindra soit la membrane plasmique 

soit une vésicule lysosomale (Dugast et al., 2005). Les CMH-II situés sur la membrane 

plasmique peuvent être recyclés par endocytose et rentrer dans les comportements lysosomaux 

ou dans l’endosome précoce dans lesquels ils pourront s’associer aux Ag (Roche et al., 1993). 

Cette étape est rapidement suivie d’une inhibition de la production et d’un arrêt du recyclage 

des CMH-II qui s’accumulent à la surface de la cellule. Ainsi les CPA peuvent présenter 

beaucoup d’Ag aux T CD4. L’arrêt de la synthèse de CMH-II est principalement dû à 

l’inhibition d’un facteur transactivateur de classe II (en anglais, Class II transactivor 

(CIITA))(West et al., 2004). Au sein des pDC, la CIITA n’est pas inhibée, ainsi les CMH-II 

sont constamment renouvelés (LeibundGut-Landmann et al., 2004). Ceci additionné à leur 

pauvre capacité à phagocyter (Bonaccorsi et al., 2014) explique sûrement qu’ils soient moins 

efficaces que les mDC à stimuler des T CD4 naïves. 

 - Présentation antigénique sur le CMH-I (Figure 5), qui se déroule selon les étapes 

suivantes. 1) La synthèse du peptide étranger dans la cellule. 2) La dégradation du peptide en 

petit fragment de 8-11 acides aminés (aa) par un protéasome (gros complexe composé de 

protéines catalytiques) (Peters, 1994). 3) Le transport de l’Ag jusqu’au RE. L’Ag traverse la 

membrane du RE grâce à un transporteur associé au traitement des antigènes (en anglais 

transporters associated with antigen processing (TAP)). Il existe deux types de TAP : TAP1 et 

TAP2 (Gaudet and Wiley, 2001) ; (Androlewicz et al., 1993). 4) L’association entre l’Ag et le 

CMH-I nouvellement synthétisé, rendant le CMH stable. Pour cela, les chaînes lourdes (α1, α2 

et α3) et une chaîne légère (β2) du CMH sont assemblées par les protéines chaperonnes 

Calreticuline et Tapasine dans le RE de manière non covalente. Calreticulin et Tapasin 

permettent l’interaction du CMH-I avec le TAP et, ainsi, la fixation de l’Ag sur le site de liaison 

du CMH-I (Sadasivan et al., 1996). Les résidus N-terminal du peptide sont clivés par les 

protéines AminoPeptidase du réticulum endoplasmique de type 1 (en anglais, Endoplasmic 

Reticulum AminoPeptidase (ERAP)-1) et ERAP2 pour former le complexe CMH-I-

Ag(Saveanu et al., 2005). 5) L’acheminement du complexe CMH-I-Ag à la surface de la cellule 

en passant par l’appareil de Golgi. 

 - La présentation antigénique croisée (en anglais, cross-presentation) est un processus 

qui permet aux CMH-I de présenter des Ag exogènes alors qu’ils sont normalement réservés à 



 

28 
 

la présentation d’Ag endogènes. Les mécanismes de la présentation croisée restent encore flous, 

jusqu’ici, deux hypothèses sont avancées. La première hypothèse est un mécanisme par voie 

cytosolique, dans laquelle les Ag internalisés vont dans le cytosol puis suivent la voie de la 

présentation CMH-I (dégradation par le protéasome) (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 

1995). Cependant, il n’y a pas d’évidence que l’Ag se fixe au CMH-I dans le RE. Par ailleurs, 

il est montré que les phagosomes peuvent fusionner avec le RE. Ceci mène à la deuxième 

hypothèse suggérant un mécanisme de présentation croisée par voie vacuolaire (Guermonprez 

et al., 2003) (Figure 5). Dans cette dernière hypothèse, les CMH-I et les TAP seraient recrutés 

dans les phagosomes, permettant l’entrée du CMH-I et son association avec les Ag présents 

(Joffre et al., 2012). Initialement, la présentation croisée avait été décrite seulement dans les 

DC. Cependant, des études montrent que les macrophages provenant de divers tissus (sang, 

rate, OLS, foi), le peuvent également (Muntjewerff et al., 2020). Plus d’études doivent être 

réalisées pour éclaircir ces mécanismes ainsi que l'effet potentiel de la « cross-presentation » 

sur l’activation des T CD8. Car en effet, la cross-presentation augmente la diversité des Ag 

détectés par les T CD8 sur les CMH-I. 

 La présentation antigénique influence la qualité de différenciation des cellules de 

l’immunité adaptative au moment de l’amorçage des réponses. Une bonne présentation 

antigénique commence avec la dégradation de l’Ag par les protéasomes et les lysosomes et 

sa liaison au CMH, qui sont des étapes clefs définissant l’affinité du peptide avec le CMH et 

les cellules T, ce qui influence grandement la spécificité des réponses adaptatives. Ces 

processus sont beaucoup étudiés notamment pour le « design » des Ag choisis pour formuler 

un vaccin. Ceci sera détaillé dans le chapitre suivant. 

 Tout d’abord, les protéasomes, dégradant les protéines cytoplasmiques sont catégorisés 

en plusieurs types. Le plus connu est le 26S qui dégrade des protéines liées de manière covalente 

à une ubiquitine. Le 26s est composé de deux complexes protéiques, le 20s et le 19s. Les 

protéines de la 19s sont ATD-dépendantes et permettent la liaison avec l’ubiquitine (Eytan et 

al., 1989). Le complexe 20s forme à lui seul un autre type de protéasome de 28 sous-unités. 

Lors de l’activation du système immunitaire les T CD8 et T CD4 effectrices vont produire de 

l’IFN-y, ce qui induit la synthèse de site actif des sous unités β du protéasome 20s appelé alors 

immunosous-unité (LMP2/MECL1/LMP7) (Tanaka and Kasahara, 1998). Le protéasome 20s 

a pour fonction de dégrader les protéines ayant subi un stress oxydatif dans une cellule infectée 

par un virus. Certains pensent que cette voie est la plus utilisée pour synthétiser les Ag présentés 

par le CMH de type I. En effet, il a été montré que la quantité de T CD8 spécifiques d’un Ag 

(réponse dominante par rapport à la quantité de CD8 T spécifique d’autres Ag), dans un 
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contexte d’infection par influenza est significativement diminuée sur des souris ayant un LMP2 

éteint en comparaison avec des souris sauvages (Chen et al., 2001). Ensuite, les protéines dans 

les lysosomes sont dégradées par des protéases telles que asparaginyl endopeptidase et la 

cathepsine, essentielle pour générer des peptides antigéniques spécifiques et ainsi se fixer au 

CMH-II. Cependant, il a été montré que dans les lysosomes, les protéines sont confrontées à 

des conditions de protéolyse forte (beaucoup d’enzymes, PH faible) qui les dégrade 

complètement (Manoury et al., 2002). Ainsi, il y aurait plus d’Ag présentés sur le CMH-II 

depuis l’endosome précoce. Il a été montré que le pouvoir protéolytique des lysosomes pouvait 

être corrélé avec la capacité d’activer les cellules de l’immunité adaptative. Par exemple, les 

DC ont un lysosome 50 fois moins actif que les macrophages et une capacité plus grande de 

stimuler les T CD4 naïves (Delamarre et al., 2005). L’activité du lysosome influencerait alors 

la présentation des Ag sur le CMH-II et donc l’activation des cellules T. 

 Les CMH-I et II permettent de présenter l’Ag aux cellules T. La manière dont l’Ag 

se fixe au CMH peut jouer sur la présentation Ag et donc l’amorçage des T. Le site de liaison 

au peptide est formé par deux sous unités du CMH, α1 et α2 pour le CMH-I et α3 et β1 pour 

le CMH-II (Zacharias and Springer, 2004) ; (Wieczorek et al., 2017). Ils forment un espace 

riche en aa polymorphiques, dans lequel se lie l’Ag. Le site de liaison est entouré de poches 

d’ancrages dans lesquelles l’Ag fixe des résidus d’ancrage, situés sur sa chaine terminale. Ceci 

est indispensable pour la stabilité du CMH ainsi que pour obtenir une forte réponse spécifique 

à l’Ag. Chez l’homme il existe plusieurs allèles : HLA-A, -B, -C pour le HLA-I et HLA-DR, -

DM, -DP, -DQ pour HLA-II. Les variants alléliques affectent la composition des sites de 

fixation à l’Ag. Ainsi, les résidus d’ancrage de chaque Ag sont spécifiques à un seul allèle. Pour 

chaque CMH il y a des protéines chaperones chargées de sélectionner les peptides spécifiques 

aux allèles : la tapasin pour CMH-I et HLA-DM pour CMH-II (Ak et al., 2011) ; (Chen and 

Bouvier, 2007). 
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Figure 5 : Les présentations antigéniques. La présentation antigénique sur le CMH-II. Les particules étrangères sont 

internalisées par endocytose, phagocytose ou macropinocytose et stockées dans des vésicules qui fusionnent avec un lysosome 

pour pouvoir être dégradées en Ag par des protéases. Les molécules CMH-II sont assemblées, dans le RE avec un CLIP 

(molécule empêchant tout peptide de se fixer aux MHC-II). Le complexe gagne la membrane plasmique puis est recyclé (voie 

avec les flèches vertes) dans les vésicules lisosomales où il est associé avec l’Ag. Ainsi, le complexe CHM-II-Ag rejoint la 

membrane. La présentation antigénique sur le CMH-I : Les protéines étrangères sont traduites à l’intérieur de la cellule puis 

dégradées dans le cytosol par un protéasome en Ag. Les Ag sont véhiculés à l’intérieur du RE grâce à la molécule de transport 

TAP. Les Ag sont associés aux CMH-I ayant été assemblés préalablement par les molécules Calreticulin et Tapasin. Les 

molécules ERAP servent à cliver la séquence terminale de l’Ag afin qu’il puisse se fixer parfaitement aux MCH-I. Ainsi le 

MHC-I-Ag gagne la membrane de la cellule. La voie de présentation croisée : L’hypothèse la plus probable suggère que les 

CMH-I et les TAP seraient recrutés dans les phagosomes, permettant l’entrée du CMH-I et son association avec les Ag présents. 

Ainsi le MHC-I peut présenter à la surface de la cellule un Ag exogène. Schéma inspiré de ceux de l’article Chapter Two - 
Antigen processing and presentation, Fiorella Kotsias et al., (2019). 
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 Le phénomène de présentation antigénique sur les CMH des CPA induit l’activation 

des cellules ainsi que leur migration jusqu’aux OLS (ganglion et rate), dans lesquels les  

CPA présentent les Ag aux cellules T et B naïves. Les cellules migrent à travers les vaisseaux 

sanguins et les vaisseaux lymphatiques grâce à des signaux de chimiotactisme. Les molécules 

de chimiotactisme les plus communs sont le ligand de chimiokine aux motifs C-C-19 (en 

anglais, Chemokine (C-C motif) ligand, (CCL)) et les CCL21. Le CCL19 et le CCL21 sont 

produits dans les zones T du ganglion et attirent les DC qui reconnaissent les signaux grâce à 

leurs récepteurs CCR7. Par ailleurs, le récepteur CXCR4 est aussi un récepteur connu qui active 

la migration des cellules grâce au ligand CXCL12. Les intégrines et sélectines (P/L/E-

selectines) jouent un rôle important dans le ralliement des cellules aux OLS. Ce sont des 

récepteurs qui participent à l’adhérence des cellules aux vaisseaux (composées de cellules 

endothéliales) ou à la matrice extracellulaire (collagène, fibronectine). Les plus connus sont 

l’antigène associé à la fonction lymphocytaire de type 1 (en anglais, Lymphocyte function-

associated antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18)) et l’antigène macrophage de type 1 (en anglais 

macrophage-1 antigen (MAC-1, CD11b/CD18)) permettant aux cellules, notamment aux 

neutrophiles, de « rouler » sur les cellules endothéliales. Ils sont souvent associés aux veinules 

endothéliales hautes (en anglais, high endothelial venule (HEV)) qui sont des vaisseaux 

sanguins retrouvés dans les ganglions. La L-sélectine CD62L est spécialisée dans le ralliement 

des cellules aux ganglions, elles sont exprimées par les leucocytes et se lient aux glycoprotéines 

de surface des HEV telles que le CD34 (Gorlino et al., 2014a). 

 Les CPA dans les OLS présentent les Ag principalement aux cellules T naïves et initient 

la réponse adaptative. 

 

2) Les réponses adaptatives 
 

 Les cellules innées vont prendre en charge l’Ag, le transporter jusqu’aux OLS où elles 

vont le présenter aux cellules T CD4 et CD8 naïves lors de l’amorçage de la réponse. Les 

cellules T reconnaissent l’Ag présenté sur les CMH-I et CMH-II et entrent en phase d’expansion 

clonale (7-10 jour) puis de restriction clonale. Les cellules T, résultant de la restriction clonale, 

sont d’une part des cellules effectrices spécifiques de l’Ag, qui vont agir contre l’infection, et 

d’autre part des cellules mémoires spécifiques de l’Ag qui peuvent persister dans le temps et 

sont sollicitées lors d’une réexposition à l’Ag (Pulendran and Ahmed, 2006). Les cellules B 

vont également rencontrer l’Ag sous forme soluble ou au travers de synapses immunologiques 

créées avec les APC. Les cellules B s’activent alors avec l’aide des cellules T et peuvent se 
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différencier en cellules B plasmocytaires sécrétant des anticorps spécifiques à courte durée de 

vie, ou bien ils rentrent dans le follicule B et forment un centre germinal (CG) dans lequel ils 

vont proliférer et produire des cellules plasmocytaires hautement spécifiques à l’Ag à longue 

durée de vie, c’est le pool de cellules B mémoires (Gourley et al., 2004). Tous ces mécanismes 

seront détaillés par la suite. 

 Les cellules T et B naïves sont produites dans le thymus et la moelle osseuse puis elles 

migrent vers les OLS. Les mécanismes décrits par la suite seront principalement ceux qui se 

produisent dans le ganglion. Celui-ci est constitué de follicules B aussi appellé zones B et de 

zones T dans lesquelles la réponse humorale et la réponse cellulaire se mettent en place entre 5 

et 7 jours après l’infection.  

 

i) Les différentes réponses adaptatives 

 

 Les cellules T et B immatures sont produites à partir de progéniteurs lymphatiques dans 

la moelle osseuse. La maturation des B se déroule dans la moelle osseuse, tandis que les T 

terminent leur développement dans le thymus.   

 Les cellules T et les cellules B rentrent en maturation lorsque les gènes codant leurs 

récepteurs font des recombinaisons. Les TCR ou les récepteurs des cellules B (en anglais, B 

cell recepteur, BCR) ont quelques homologies : ils sont composés d’une partie constante et 

d’une partie variable. Les segments d’ADN codants de la partie variable sont appelés, variable 

(V), diversité (D) et jointure (J). Les trois segments sont composés de beaucoup de séquences, 

choisies au hasard lors d’une recombinaison pour être traduits en chaîne variable (Cabaniols et 

al., 2001). C’est la recombinaison somatique : ce sont des recombinaisons faites au hasard 

pour créer une grande diversité de TCR et BCR. Chaque cellule T et B a un TCR et BCR unique. 

Lors d’une infection, seules les TCR et BCR qui reconnaîtront l’épitope seront sélectionnées, 

ce qui assurera la multiplication clonale des cellules T et B spécifiques des Ag. Les BCR 

membranaires, appelés aussi immunoglobulines (Ig) et anticorps (Ac) sont composés de deux 

chaînes lourdes et de deux chaînes légères. Il existe un type de chaine lourde et deux types de 

chaîne légère (k et λ). La chaîne lourde est composée d’une partie variable contenant les 

fragments VDJ et d’une partie constante (CH) aussi appelée fragment cristallisable (Fc). Les 

CH contiennent les fragments correspondant aux classes d’Ac, aussi appelées isotypes 

(Cµ=IgM, Cδ=IgD, Cy=IgG1-4, Cε=IgE et Cα=IgA1-2) (Cooper et al., 1993).  La chaîne légère 

contient les régions variables avec les fragments V et J et une partie constante Cκ (Sakano et 
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al., 1980). Les TCR ont deux chaines, α/β pour la majorité et γ/δ pour 2% d’entre eux (Li et al., 

1998) ; (Wilson et al., 1988). Les deux chaînes sont composées d’une partie variable, avec les 

régions VJ pour la chaîne α et les régions VDJ pour la chaîne β ainsi que d’une partie constante 

Cα et Cβ. 

a) Les réponses T 

 

 Dans le thymus, les cellules T immatures acquièrent des TCR par recombinaison 

somatique grâce à des enzymes recombinases de type 1 et 2 (en anglais, recombinase-activating 

genes 1/2 (RAG1/2)) (Oettinger et al., 1990). Il y a alors une sélection positive qui permet de 

sélectionner les cellules T exprimant les molécules membranaires CD4 et CD8 grâce à la 

reconnaissance de faible affinité des CMH-I et CMH-II. La sélection négative permet ensuite 

d’éliminer les T CD4 et CD8 qui reconnaissent les Ag propres à l’organisme (Ag du soi) 

(Bhandoola et al., 1999) ; (Teh et al., 1989). Les cellules T maturent pour devenir des T CD4+ 

helper (Th) et T CD8+ cytotoxiques. Lorsqu’elles sortent du thymus, elles sont naïves, c’est-à-

dire qu’elles ne sont pas spécifiques d’un Ag et vont dans les OLS où elles seront activées à la 

suite d’une rencontre avec un épitope qui sera de forte affinité avec sonTCR. L’activation des 

cellules T dans le ganglion est permise par un ensemble de récepteurs formant la synapse 

immunologique. D’abord, les complexes TCR-CD3-CD4 ou TCR-CD3-CD8 se lient 

respectivement au CMH-II-Ag ou au CMH-I-Ag (Figure 6). Les TCR reconnaissent 

spécifiquement le complexe CMH-Ag (Reiser et al., 2000), cependant ils ne sont pas capables 

de véhiculer un signal d’activation dans la cellule, car celle-ci ne possède pas de domaine 

intracellulaire. Ce sont les CD3 associés de manière non covalente aux TCR qui activent des 

facteurs de transcription à l’intérieur de la cellule, après la reconnaissance de l’Ag (Manolios 

et al., 1994). Ensuite, les récepteurs CD8 ou CD4 se lient respectivement aux domaines des 

CMH-I ou CMH-II, ce qui stabilise le complexe TCR-CMH-Ag (König et al., 1992). Le 

deuxième mécanisme est véhiculé par les récepteurs de co-stimulation. Par exemple, les 

CD40 des CPA se lient aux ligands de CD40 (CD40L) sur les cellules T, et les récepteurs CD28 

des cellules T interagissent avec les récepteurs B7 (CD80 et CD86) des CPA (Tseng et al., 

2008). Ce qui induit la production d’IL-2, activant un signal d’expansion clonale chez les 

cellules T (Khoruts et al., 1998)(Figure 6). Enfin, le troisième mécanisme est la sécrétion de 

cytokines telles qu’IL-1, IL-6 et TNF par les CPA qui vont être reconnues par les T et 

participent à leur prolifération et leur différenciation (Joseph et al., 1998) ; (Curtsinger et al., 

1999). En conclusion, les différents mécanismes permettent d’activer la prolifération clonale 

des cellules T CD8 cytotoxiques et Th spécifiques à un Ag, qui deviennent effectrices. La phase 
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d’expansion clonale est rapidement suivie d’une phase de restriction clonale. Il a été montré 

que lorsque les Ag ont une courte durée de vie, la mort des cellules peut être induite par 

l’interaction Fas/FasLigand tandis qu’elle est induite de façon dépendante à Bcl-2/Bcl-X 

lorsque les Ag sont présentés de façon chronique (Van Parijs et al., 2009) ; (Petschner et al., 

1998). Les cellules T spécifiques qui survivent à la restriction clonale deviennent des cellules 

T mémoires (Antia et al., 1998). Les cellules mémoires sont centrales (CCR7+ CD62L+) 

lorsqu’elles restent dans les organes lymphoïdes (OL) primaires ou secondaires, et effectrices 

(CCR7-CD62L-) lorsqu’elles circulent en dehors des OL (Sallusto et al., 1999). Les cellules 

mémoires sont capables d’induire une réponse rapide et puissante en cas de réinfection. 

 Les T CD8+ cytotoxiques représentent une fraction majoritaire des T circulantes. Elles 

se lient aux cellules infectées par reconnaissance d’un complexe CMH-I-Ag et induisent leur 

apoptose par le biais de l’action des molécules granzyme et perforine (Dotiwala et al., 2016) ; 

(Kastelan et al., 2004). L’apoptose des cellules infectées peut aussi être induite par l’interaction 

du récepteur T FasLigand/Fas (Kastelan et al., 2004) et par production de TNF-α. 

 Les Th se différencient en plusieurs sous-groupes en fonction des cytokines qu’elles 

reçoivent (Figure 6). Les Th1 et Th2 sont souvent cités mais il existe aussi des Th17, des Th9 

et des Treg intervenant lors d’inflammations ou de maladies auto immunes (Chiang et al., 

2009). L’IL-12, le TNF et le facteur de transcription T-Bet favorisent la différenciation des T 

en Th1(Afkarian et al., 2002). Le T-Bet empêche l’expression de GATA-3 et des signaux 

médiés par l’IL-4, qui sont des facteurs de différenciation des Th2 (Djuretic et al., 2007) ; (Usui 

et al., 2003). Les Th1 produisent de l’IL-2 et de l’IFN-y qui favorisent les réponses 

cytotoxiques, les réponses à médiation cellulaire et la phagocytose des cellules mononucléaires. 

L’IL-4 favorise la différenciation des T en Th2. Les Th2 produisent de l’IL-5, l’IL-4, l’IL-13 

et de l’IL-10 induisant l’activation de la production d’Ac(Mosmann et al., 1986). Un autre type 

spécialisé de Th mémoire existe, ce sont en anglais les T folliculare helper (TFH). La 

différenciation des Th en TFH se fait de manière dépendante au Bcl6. Les TFH résident dans 

les ganglions et expriment le CXCR5 permettant leur recrutement dans les follicules B 

(Breitfeld et al., 2000). Elles ciblent l’activation des cellules B et la formation des centres 

germinaux (détaillés par la suite) (Figure 6). 

 

b) Les réponses B 

 

 Plusieurs moyens simultanés existent permettant d’activer une cellule B : la 

reconnaissance d’un Ag et les interactions avec les T (Th2 et TFH). Les BCR reconnaissent 
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l’Ag dans la conformation naturelle, ainsi ils ne peuvent pas se lier aux Ag présentés ou présents 

sur des MHC. Les Ag de petites tailles et solubles peuvent atteindre par diffusion le ganglion 

et être internalisés par les cellules B (Pape et al., 2007) . Un autre mécanisme permet aux 

macrophages et aux DC folliculaires de présenter à leur surface des Ag de grande taille via par 

exemple, des récepteurs du complément C3 (Suzuki et al., 2009) ; (Papamichail et al., 1975). 

De cette façon, les BCR reconnaissent les Ag à la surface des CPA et forment un cluster 

d’activation central riche en Ag (antigen-rich central supramolecular activation cluster, en 

anglais (SMAP)) permettant de réorganiser l’actine de la membrane des cellules B afin 

d’internaliser le SMAP, contenant l’Ag (Batista et al., 2001). Les éléments du complément ainsi 

que les Ig solubles (IgM/IgD) peuvent aussi former des complexes avec l’Ag, appelés 

complexes immuns qui sont internalisés par les B (Bergtold et al., 2005). Ce mécanisme est 

médié par les récepteurs FcγRIIB de la cellule B (récepteur au Fc) (Yoshida et al., 1993). La 

reconnaissance de l’Ag par les CPA ne suffit pas à activer les cellules B. Un deuxième signal 

est nécessaire, induit par la présentation des Ag sur les CMH-II, à la surface des B qui sont 

reconnus par les Th2 et les TFH. Ici le mécanisme induit par les Th2 est décrit, ceux induits 

par les TFH seront développés dans la prochaine partie. Les Th2 produisent alors de l’IL-5 et 

de l’IL-4 qui véhiculent un signal d’activation (Swain et al., 1988) (Figure 6). Une synapse 

immunologique similaire à celle décrite entre les cellules T et les CPA est formée permettant 

l’activation complète des cellules B. L’activation des cellules B se produit dans une zone 

frontière entre les follicules B et la zone T (Wykes et al., 1998). Les cellules B entrent en 

expansion clonale à la suite du signal véhiculé par IL-4 et se différencient directement en 

cellules B plasmocytaires de courte vie, sécrétrices des Ig de faible affinité (IgM/IgD) (IL5 et 

IL-6) (Jacob et al., 1991). Ces cellules B de faible affinité peuvent avoir quelques actions 

contre le pathogène, cependant une neutralisation efficace est possible seulement avec d’Ig de 

forte affinité. La maturation de l’affinité des Ig se produit dans les centres germinaux (Dal Porto 

et al., 1998) (détaillée par la suite). Les cellules B plasmocytaires sortant du GC ont des Ig 

de forte affinité avec l’Ag et sont beaucoup plus diversifiées (IgG, IgA, IgE) (Gearhart et al., 

1981) (Figure 7). Ils vont migrer d’une part dans la moelle osseuse, et devenir des cellules 

plasmocytaires spécifiques de longue durée de vie et d’autre part dans le tissu afin de combattre 

les pathogènes. Les Ig vont combattre les Ag et les pathogènes de différentes façons. Elles se 

lient aux pathogènes par leurs parties variables, ce qui les neutralise en formant un complexe 

immun, et par leur partie constante elles activent les récepteurs FC ou les récepteurs du 

complément situé sur les cellules innées (ex : macrophage), activant ainsi la phagocytose 

(opsonisation). L’opsonisation d’un pathogène peut également s’effectuer à la suite de la 
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fixation du complément (C3b) sur le pathogène et la reconnaissante du C3b par les récepteurs 

du complément (CR1) se situant sur les cellules innées activant ainsi la phagocytose. Parmi les 

Ig produites, les isotopes IgG sont les plus abondants (IgG1-4). C’est un Ac de petite taille qui 

se lie très bien aux récepteurs des FC présents sur les cellules (Schroeder and Cavacini, 2010). 

Les IgA sont plus spécifiques aux parties du corps frontières avec l’extérieur (muqueuses, 

salive), tandis que les IgE sont plus spécifiques aux réactions allergiques et aux parasites 

(Chang et al., 2007) ; (Hanson and Brandtzaeg, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Différenciation des cellules T après présentation de l’Ag par les CPA. Les TCR reconnaissent spécifiquement le 

complexe CMH-I-Ag pour les CD8 naïves et CMH-II-Ag pour les CD4 naïves. Le CD3 est fixé au TCR et transmet le signal à 

l’intérieur de la cellule. Le CD8 ou le CD4 se fixe à la molécule de CMH pour stabiliser le complexe. Les CPA activent les T à 

travers différentes interactions. Avec des molécules de co-stimulation : B7-CD28/CD40-CD40L. Elles peuvent réguler la 

différenciation grâce à l’interaction FAS-FASL. L’IL-2 induit la prolifération des T. Les Th se différencient en plusieurs sous-

groupes en fonction des cytokines qu’elles reçoivent des CPA. IL-6, TGF, IL-23 induit les Th17. IL-10, TGF-β induit les Threg. 

IL-4, TGF- β induit les Th9. IL-4, IL-5 induit les Th2. IL-12, IFN-ɣ induit les Th1. Les Th1 produisent de l’IL-2 et de IFN-y 

qui favorisent la différenciation des T CD8 en T CD8 cytotoxiques. Les Th2 produisent de l’IL-5, l’IL-4, l’IL-13 et de l’IL-10 

induisant l’activation de la production d’Ac. La différenciation des Th en TFH se fait de manière dépendante au Bcl6. Les TFH 
se fixent aux B en reconnaissant l’Ag présenté sur un CMH-II. Les TFH ciblent l’activation des cellules B et la formation des 

centres germinaux grâce aux intéractions entre plusieurs molécules : CD40-CD40L/ PD1-PD1L/ICOS-ICOSL et la sécrétion 

d’IL-21. En effet, les cellules B qui expriment constitutivement un haut taux de FAS rentrent en apoptose à travers l’interaction 

FAS-FASL, si elles ne sont pas stimulées par des TFH. Diff° : Différenciation. Prolif° : Prolifération. Schéma inspiré de ceux 

de l’article « Adaptive immunity », Francisco A. Bonilla et al., (2010). 
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ii) La formation des GC est essentielle pour la neutralisation des 

pathogènes. 

 

 Lorsque les cellules B sont activées, elles forment des GC (Figure 7). Le but du GC est 

d’obtenir des Lymphocytes B plasmocytaires effecteurs et mémoires ayant des Ig de très forte 

affinité avec les Ag. C’est une caractéristique très importante des réponses adaptatives, souvent 

associée à une réponse immunitaire de qualité qui est efficace pour protéger l’organisme d’une 

infection. Ainsi, elle est souvent corrélée avec l’efficacité d’un vaccin. Plusieurs mécanismes 

entrent en jeux pour améliorer l’affinité des BCR avec l’Ag. 

 Les cellules B s’activent, prolifèrent et se différencient pour former le GC. Il y a deux 

zones dans un GC : la zone sombre et la zone claire. Tout d’abord, les B prolifèrent dans la 

zone sombre et deviennent des centroblastes. Cette phase est accompagnée 

d’hypermutations somatiques (HS) ayant pour but d’améliorer l’affinité des Ig avec l’Ag 

(Tang and Martin, 2007). Les HS sont des réactions de substitution, faites au hasard, entre les 

nucléotides cytosine (C) et uracile (U) dans la séquence codant les chaines variables des BCR. 

La substitution est catalysée par l’enzyme déaminase induite par activation (en anglais 

« activation induced deaminase » (AID)) (Muramatsu et al., 2000). L’U est détecté comme une 

erreur et est alors supprimé par la machinerie de réparation de l’ADN, puis la séquence d'ADN 

est rattachée par l’ADN polymérase ce qui forme une mutation par substitution et délétion 

(Rada et al., 2004) ; (Delbos et al., 2006). À la suite des mutations, les centroblastes migrent 

vers la zone claire et deviennent des centrocytes (Bannard et al., 2013). Les centrocytes de 

plus forte affinité avec l’Ag prolifèrent tandis que ceux de faible affinité entrent en apoptose 

(Bannard et al., 2013). Dans la zone claire, la phase de prolifération des centrocytes de forte 

affinité est accompagnée de recombinaison par permutation de classes des Ig (en anglais 

Class Switch Recombinaison (CSR)). Les CSR (mécanisme détaillé par la suite) permettent 

alors aux centrocytes de définir la classe isotypique de leur Ig et leur donnent une fonction 

effectrice. En effet, les cellules B naïves expriment les isotypes IgD et IgM, obtenus après 

recombinaison précoce pendant leur développement dans la moelle osseuse (Agrawal et al., 

2013), mais leur affinité avec les Ag est plus faible comparées aux IgG, IgA et IgE produits 

après la phase de maturation de l’affinité (HS et SCR) se produisant dans les CG. La CSR est 

une recombinaison de la séquence d’ADN codant la partie constante de la chaîne lourde des Ig. 

Cette séquence est composée de plusieurs fragments codant pour chacun des isotypes d’Ig : 

Cµ=IgM, Cδ=IgD, Cy=IgG, Cε=IgE et Cα=IgA. Devant chaque fragment il y a une région riche 

en nucléotides C et G (guanine) (région S pour « switch » en anglais), dans laquelle l’AID 
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intervient de la même façon que lors de l’HS (Rush et al., 2004). L’AID cible deux régions S, 

ce qui aboutit à une coupure des séquences à deux endroits, puis une recombinaison de la 

séquence. La région variable s'associe alors avec une région constante codant un isotype 

spécifique (Rush et al., 2004). Enfin, après les étapes de maturation, les cellules de forte affinité 

rentrent en prolifération clonale et se différencient en plasmocyte sécréteur d’Ig de forte affinité. 

La prolifération clonale est suivie d’une restriction clonale, dans laquelle une partie des cellules 

meurt et une autre se différencie en cellules mémoires. La maturation des B dans le GC est très 

influencée par deux autres types de cellules qui vont aider les cellules B à proliférer, à 

survivre, à se différencier ainsi qu’à sélectionner les cellules de forte affinité. Les DC 

folliculaires (follicular DC en anglais, FDC) jouent un rôle dans la présentation des Ag aux 

cellules (SMAP, voir paragraphe précédent). De plus, les TFH, qui sont retrouvés autour des 

zones d’interaction FDC-B, jouent aussi un rôle clef dans la régulation et la sélection des B du 

GC (Schwickert et al., 2011). Tout d’abord, les TFH en contact des B (interaction CMH-II-Ag-

TCR) permettraient leur différenciation en centroblastes grâce au signal véhiculé par l’IL4. Il 

a aussi été montré que l’interaction entre les deux cellules maintient les cellules B en vie et 

permet leur prolifération. Ceci est induit par plusieurs mécanismes incluant le CD40L, l’IL-

4, l’IL-21, le PD1 et BAFF (Crotty, 2011). Les cellules B qui expriment constitutivement un 

haut taux de fas rentrent en apoptose après l’intéraction avec fasLigand, si elles ne sont pas 

stimulées par des TFH (Choe et al., 1996). Ainsi, l’IL-4 augmente la production de Bcl-2 dans 

les cellules B ce qui les maintient en prolifération (Wurster et al., 2002). Il a aussi été montré 

qu’en absence de CD40L, la prolifération est stoppée au profit de la différenciation des cellules 

B en plasmocytes (Arpin et al., 1995). Les TFH influencent également l’affinité des Ig de 

plusieurs façons. Une étude montre que l’interaction avec les TFH influence l’activité de l’AID 

sur les B. En effet, l’absence d’interaction avec les TFH, baisse le taux de mutation des cellules 

B à 20 %, contre 85 % en présence de TFH. Cela est notamment dû à un manque de stimulation 

des cellules B par le CD40L situé sur les TFH, inhibant le mécanisme de l’hypermutation 

(Toellner et al., 2002). Les TFH participent aussi à la sélection des centrocytes de forte 

affinité dans la zone claire. Les TFH rentrent en compétition avec les BCR pour se lier à l’Ag 

et accentuent la sélection des BCR les plus affins à l’Ag. Les BCR qui ont une grande affinité 

parviennent à prendre en charge et présenter un plus grand nombre d’Ag sur leur MCH-II. La 

quantité d’Ag présentée à la surface des cellules B est corrélée avec les signaux transmis par 

les TCR, induisant un retour des cellules B dans la zone sombre (Schwickert et al., 2011). Les 

cellules B font plusieurs allers retours de la zone sombre à la zone claire, en effet, il faut 

plusieurs cycles de HS pour obtenir un centrocyte très affin (Oprea and Perelson, 1997). 
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Pendant l’étape de CSR, les TFH orientent la maturation isotypique en sécrétant des 

cytokines. Par exemple, l’IL4 est en faveur d’une expression de IgG1 et IgE (Purkerson and 

Isakson, 1992). L’IL-21 en faveur de IgG3, IgA et IgG1 ainsi que l’IFN-y et IL-17 contrôlent 

l’expression de l’isotype approprié aux différents pathogènes (Avery et al., 2008) ; (Reinhardt 

et al., 2009).  

 Les phénomènes des réponses de l’immunité adaptative et innée décrits dans cette partie 

sont les mêmes que ceux retrouvés lors de la vaccination. Les deux types de réponse influencent 

la protection lors d’une rencontre avec un élément appartenant à un pathogène dans le cadre 

d’une infection ou d’une vaccination. Les cellules de l’immunité innées permettent d’activer 

les réponses adaptatives lors de la présentation de l’Ag aux cellules T en créant une synapse 

immunologique. Les réponses innées sont capables de réguler les réponses adaptatives et 

d’orienter leur qualité par de nombreux autres mécanismes. 
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3) Influence de l’immunité innée sur la qualité de l’immunité 

adaptative 
 

 Il a été montré que les cellules de l’immunité innée peuvent entraîner différentes 

réponses adaptatives. Plusieurs études montrent que les différentes réponses adaptatives 

peuvent être orientées en fonction du type de CPA qui présentent l’Ag. Tout d’abord, il a 

été prouvé chez la souris que les injections de mDC stimulées avec un Ag in vitro la nuit induit 

une réponse de type Th2, tandis que l’injection de pDC favorise la réponse Th1 avec une 

sécrétion d’IL-12 (Maldonado-López et al., 1999). Une autre étude montre que la présence de 

pDC est indispensable à la réponse cytotoxique médiée par les cellules T CD8 après une 

infection pulmonaire chez la souris (Smit et al., 2008). Les différents types de DC résidents 

dans les tissus peuvent aussi orienter la réponse immunitaire. Par exemple, dans l’intestin des 

souris, la déplétion de mDC 103+CD11b- réduit la réponse Th1 tandis que la déplétion de mDC 

103+CD11b+ et 103-CD11b+ empêche la réponse Th2 lors d’infection de l’intestin (Luda et al., 

2016). Dans la peau, les différentes CPA peuvent aussi influencer la réponse. En effet, l’équipe 

de J. Banchereau a réalisé une co-culture de DC dérivées de progéniteurs hématopoïétiques 

(CD34+) et de cellules T et B naïves. Les DC de type DC du derme (DDC, CD1a-) influencent 

la différenciation des cellules T en TFH et en cellules mémoires T CD4 et CD8, tandis que les 

CPA de type LC (CD1a+), influencent la différenciation des cellules T CD4 en Th2 et des 

cellules T CD8 en T CD8 cytotoxiques (Klechevsky et al., 2008). La mise en place des 

différentes réponses adaptatives, qui est influencée par les LC et les DDC, est confirmée dans 

un modèle de souris montrant que la migration des LC vers les ganglions induit des réponses 

cytotoxiques (Liard et al., 2012) tandis que les DDC sont retrouvées dans les GC et induisent 

des réponses TFH. Ceci est intéressant, car il a été vu qu’obtenir des réponses TFH est important 

pour induire une réponse humorale spécifique. Dans une autre étude, la déplétion de LC chez 

la souris inhibe une partie de la formation de GC et réduit la réponse TFH (Levin et al., 2017). 

Ainsi, chez la souris les deux types de DC favoriseraient des TFH. Une expérience confirme 

ces résultats en utilisant des anti-langérine pour activer spécifiquement soit les LC soit le DDC 

dans des souris exprimant seulement l’une ou l’autre des populations. Il a été montré que la 

différenciation des cellules T CD4 naïves en cellules T CD4 ayant un phénotype de TFH (Bcl6hi 

Figure 7 : Formation des GC et de plasmocyte sécréteur d’Ig de forte affinité avec l’Ag. Dans une zone frontière avec la ZB et la ZT, 

les B entrent en contact avec l’Ag grâce aux interactions avec les FDC et les TFH. Une partie de ces cellules B deviennent des plasmocytes 
sécréteurs d’IgM/IgD de faible affinité. Ils rentrent alors en prolifération pour former la ZS du GC. Les B prolifèrent et deviennent des 

centroblastes. Cette phase est accompagnée d’HS, permettant d’augmenter leur affinité avec l’Ag. Les centroblastes migrent vers la zone 

claire et deviennent des centrocytes. Les centrocytes de plus forte affinité avec l’Ag sont sélectionnés grâce aux TFH et aux FDC, ils 

prolifèrent tandis que ceux de faible affinité entrent en apoptose. La phase de prolifération des centrocytes de forte affinité est accompagnée 

de CSR, permettant aux centrocytes de définir la classe isotypique de leur Ig et leur donner une fonction effectrice. Les cellules B font 

plusieurs allers retours de la zone sombre à la zone claire afin d’augmenter leur affinité. À la fin du cycle de maturation, les B se 

différencient en plasmocytes sécréteurs d’IgG/IgE/IgA de forte affinité. ZB : Zone B. ZT : Zone T. ZS : Zone sombre. ZC : Zone claire. 

Schéma inspiré de l’article « Regulation of the Germinal Center Response » Maria Stebegg et al., (2018). 
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CD69hi CXCR5+) ainsi que la formation de CG est favorisée lorsque les LC sont activées, plutôt 

que les DDC. Dans cet article les mêmes résultats ont été observés chez l’homme après la co-

culture de LC dérivées de progéniteurs hématopoïétiques CD34+ ou de DDC dérivées de 

monocytes, avec des cellules T CD4 naïves (Bouteau et al., 2019). 

 La présence des cellules innées infiltrantes dans les OLS vont induire des signaux qui 

orientent la réponse immunitaire par exemple en interagissant avec les CPA et les cellules 

lymphocytaires. Ceci a été particulièrement montré avec les neutrophiles. Dans l’équipe, il a 

été observé que les réponses T CD8 et T CD4 spécifiques au virus vivant modifié de la vaccine 

Ankara (de l’anglais Modified vaccinia virus Ankara, MVA) sont associées à un pic de 

neutrophiles-MVA+ à 1h dans le sang et à 4h dans le ganglion (Duffy et al., 2012). Un article 

présente les neutrophiles comme des CPA atypiques qui pourraient stimuler les cellules T CD4 

mémoires en leur présentant l’Ag sur des CMH-II in-vitro et ex-vivo. Cette fonction de type 

CPA nécessite l’interaction avec les cellules T et peut être augmentée par la présence de TLRL-

7 et 8 entraînant la surexpression des facteurs de co-stimulations CD80 et CD83. Cependant 

cette fonction n’a pas été prouvée in vivo. Par ailleurs, une population particulière de 

neutrophiles, pouvant « aider » (N Bhelper) le class switch et les HS, a été décrite par l’équipe 

de Puga et al., lors d’une étude chez l’homme. Cette population particulière de neutrophiles se 

situerait dans la zone marginale de la rate et sécréterait les facteurs d’activation des B tels que 

BAFF, APPRIL et IL-21 (Puga et al., 2011). Ces résultats sont en faveur d’un rôle activateur 

des neutrophiles. Cependant, leur existence est controversée puisque ce type de neutrophiles 

n’a pu être retrouvé dans une autre étude (Nagelkerke et al., 2014). Un effet négatif des 

neutrophiles sur la réponse immunitaire T CD4 et B (réponse CD8 non affectée) a été observé. 

En effet, sur des souris neutropéniques (déplétées en neutrophiles), les réponses T CD4 (Yang 

et al., 2010) et B (Kamenyeva et al., 2015) augmenteraient significativement par rapport aux 

résultats obtenus chez les souris non déplétées. Pour rappel, les neutrophiles influent 

l’environnement inflammatoire, notamment le profil d’action de cellules de l’immunité innée 

telles que les macrophages. Ainsi, l’influence positive ou négative des neutrophiles sur les 

réponses immunitaires pourrait être liée à la relation que les neutrophiles entretiennent avec les 

macrophages. En effet, les macrophages qui sont en nécrose sécrètent des molécules chimio-

attractrices (IL-1α, CXCL1) permettant d’attirer les neutrophiles dans le ganglion, qui circule 

par les vaisseaux sanguins ou les vaisseaux lymphatiques. Dans le ganglion, les neutrophiles 

sont retrouvés principalement dans le sinus sous capsulaire et dans les zones interfolliculaires. 

La zone du sinus sous capsulaire est située en dessous de la capsule ; c’est le site d’entrée des 

pathogènes et des cellules innées, incluant les neutrophiles et les macrophages. Suite aux 
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signaux de destruction de tissus et de mort cellulaire, ils se regroupent pour former des agrégats 

et combattent ainsi les agents infectieux. Les articles décrivant les agrégats montrent une 

corrélation entre leur apparition et la disparition des macrophages. Or, les macrophages jouent 

un rôle dans la présentation antigénique et l’induction des réponses spécifiques. Ainsi, la 

régulation négative des réponses immunitaires pourrait s’expliquer par une inhibition des 

interactions CPA-T par les neutrophiles rentrant en compétition (Yang et al., 2010).  

 Si certaines études observent une compétition entre les neutrophiles et les macrophages, 

d’autres parle de synergie. En effet, une étude a montré que lors de l’injection simultanée de 

neutrophiles chargés en Ag et de DC, dans la patte d’une souris, une population positive à l’Ag 

apparaît dans les ganglions des souris présentant à la fois un phénotype de DC et de 

neutrophiles. Les DC pourraient avoir internalisé les neutrophiles ou les débris des neutrophiles 

ayant pris en charge des Ag. Il est supposé que cette population peut alors présenter l’Ag aux 

cellules T (Alfaro et al., 2011).  

 

 En conclusion, la qualité de la réponse adaptative est influencée par les cellules de 

l’immunité innée. La stratégie vaccinale est alors de plus en plus dirigée vers la capacité à cibler 

les cellules de l’immunité innée de façon à faciliter la capture de l’Ag ainsi que sa présentation, 

à favoriser leur migration vers les OLS et leur interaction avec les cellules adaptatives, afin 

d’obtenir une réponse adaptative de qualité et d’augmenter l’efficacité du vaccin. 

 

4) Mise en place d’une mémoire à long terme et principe générale 

de la vaccination 
 

 La capacité à maintenir une réponse mémoire à long terme après la rencontre avec un 

Ag et le principal objectif immunologique d’une vaccination.  

 Il faut faire attention : une mémoire immunitaire persistante n’est pas égale à une 

immunité protectrice. Il est observé pour certains pathogènes que l’infections par un virus 

permet de maintenir une immunité protectrice à long terme supérieure au vaccin. En effet, les 

réponses d’Ac induites après vaccination contre la rougeole (Itoh et al., 2002) ou la rubéole 

(Smits et al., 2013), semblent être aussi durables que lors des l’infections naturelles. Cependant 

le titre d’Ac atteint un plateau plus bas après vaccinations que lors de l’infection naturelle, 

même s’il reste au-dessus du seuil d’immunité requis pour induire une protection. Ainsi, il 

existe un seuil d’immunité protectrice en dessous duquel l’immunité peut diminuer quelques 

mois après la vaccination. Les cellules mémoires spécifiques de l’Ag peuvent alors persister 
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dans le temps, mais elles ne sont plus protectrices. Le but de la vaccination est donc de maintenir 

ce plateau au-dessus de ce seuil de l’immunité protectrice.  

 Pour rappel, le but d’un vaccin est de protéger sans induire la maladie. Aussi, le caractère 

virulent/pathologique doit être très atténué ou supprimé en réduisant ou en supprimant son 

caractère réplicatif par exemple, ou en injectant une seule partie du virus. Ceci a pour 

conséquence de diminuer la présence de l’Ag dans l’organisme, ce qui diminue également la 

mobilisation du système immunitaire et donc l’intensité des réactions immunitaires et la mise 

en place des réponses mémoires. L’Ag est alors moins immunogène. Empiriquement, il est 

observé que plus la formulation d’un vaccin se rapproche du virus, plus son immunité 

projective persiste sur le long terme. Les vaccins vivants tels que la vaccine ou les vaccins 

vivants atténués tels que celui contre la fièvre jaune, qui sont des vaccins très efficaces, ont des 

cellules mémoires qui persistent dans le temps. Des vaccins non vivants comme les vaccins 

inactivés ou sous-unitaires confèrent une immunité beaucoup moins longue après la 

première injection. Par exemple, pour le vaccin contre le virus de la variole (Dryvax) qui est 

conçue à base du virus de la vaccine, les réponses T mémoires prolifératives ainsi que les 

cellules B mémoires sont détectées 50 ans après l’injection (Combadiere et al., 2004). 

Cependant le MVA, la version très atténuée, non réplicative du vaccin contre le virus de la 

variole, ne présente pas la même réponse mémoire. Pour avoir une immunité protectrice et 

persistance, il faut une dose plus élevée de vaccin et trois injections. En effet, après deux 

injections, la seroneutralisation (pourcentage d’Ac qui neutralise le virus) mesurée est de 72%, 

2 semaines après la deuxième injection, mais redescend à 28,8% deux mois après (von 

Krempelhuber et al., 2010). La réexposition à l’Ag (rappel) est une stratégie qui permet au 

vaccin dont l’immunité descend en dessous du seuil de protection, de « booster » le système 

immunitaire pour que le stock de cellules immunitaires mémoires et spécifiques augmente et 

persiste au-dessus du seuil de protection. Même les vaccins vivants atténués nécessitent un 

rappel. Par exemple, après l’infection de la polio, l’immunité protectrice induite est telle, que 

la personne ne peut plus avoir l’infection. Cependant, les vaccins vivants atténués ou inactivés 

contre la polio, respectivement OPV et IPV, demandent une ou plusieurs doses pour atteindre 

cette même protection. Les vaccins atténués contre la rougeole et les oreillons peuvent obtenir 

une immunité protectrice après 1 dose, cependant 2 doses sont recommandées afin de compléter 

le spectre d’Ag neutralisés par les Ac. Les vaccins sous-unitaires nécessitent souvent plus de 

« rappels ». Par exemple, le vaccin diphtérie, tétanos et coqueluche (en anglais, tetanus, 

diphtéria, pertrussis (Tdap)) nécessite plus de 5 injections, une injection tous les 10 ans. De 

plus, ce type de vaccin est formulé avec des éléments permettant d’améliorer la prise en charge 
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de l’Ag par les CPA et donc d’induire une immunogénicité plus grande (détaillé dans la partie 

suivante).  

 Les mécanismes liés à la mise en place de la mémoire sur le long terme sont très 

discutés et étudiés. Cela pourrait être corrélé à la protection observée directement après 

l’injection car c’est ce qui est observé lors d’une infection naturelle. Cependant des études sur 

le vaccin atténué contre la varicelle montrent que ce n’est pas lié. En effet, tôt après la première 

injection, le nombre de cas de varicelle est faible, puis il augmente progressivement, nécessitant 

une deuxième dose (Chaves et al., 2007). Des modèles de souris et des modélisations 

mathématiques (Antia et al., 1998) montrent que la longévité des cellules mémoires dépend 1) 

du taux de progéniteurs fournis par le thymus pour les cellules T et par la moelle osseuse pour 

les cellules B ; 2) du taux de mortalité des cellules (Tanchot and Rocha, 1997) ; 3) de la 

compétition entre les cellules pour la liaison avec le peptide présenté sur un CMH (Tanchot et 

al., 1997) ; 4) des mécanismes de l’homéostasie (Tanchot and Rocha, 1997) ; 5) de la forme de 

l’Ag (multivalent/monovalent) ; 6) Du niveau de stimulation des cellules adaptatives par l’Ag 

dans le stade précoce de différenciation.  

Par ailleurs, une étude sur la vaccination antivariolique montre qu’une réexposition au 

vaccin de personnes déjà vaccinées depuis 25 ans est bénéfique afin de stimuler des réponses 

mémoires effectrices. Cependant il est montré que le pool résiduel de cellules mémoires 

effectrices, mesuré une dizaine d’année après, n’est pas augmenté après réexposition périodique 

au vaccin, ce qui indique que la première injection (l’amorçage) exerce une influence plus forte 

que les expositions ultérieures sur la persistance à long terme (Combadiere et al., 2004). 

 D’autres études s’intéressent à la réexposition de l’Ag avec la même formulation de 

vaccin (rappel homologue) ou avec une autre formulation (rappel hétérologue). Tandis que 

le rappel homologue a prouvé son efficacité avec les vaccins actuels comme cités 

précédemment, le rappel hétérologue est controversé. Des modèles de prédiction de la mémoire 

immunitaire montrent qu’une exposition avec un autre pathogène résulte en un fort taux de 

déclin de la mémoire du pathogène visé (Antia et al., 1998). Cependant, des rappels 

hétérologues notamment avec des formulations innovantes (vaccins à ADN), induisent des 

réponses B et T spécifiques supérieures à un rappel homologue. Les formes de vaccin utilisées 

en primo-infection (vaccins à ADN) et en rappel (vaccins protéiques) ciblent respectivement 

des réponses T et B. Ceci s’est avéré prometteur pour la vaccination contre le VIH (Hu et al., 

1991).  

 Si la mémoire protectrice est simple à déterminer pour certains pathogènes dont 

l’infection naturelle induit elle-même des réponses protectrices, pour d’autres c’est beaucoup 
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plus complexe. En effet, pour certains pathogènes mutants, les réponses induites sont 

protectrices seulement contre les souches homologues à la première infection, mais pas contre 

les autres sérotypes (grippe, dengue). Pour le Virus Respiratoire Syncytial, la disparition de 

l’infection n’est pas suivit d’une mémoire protectrice. Pour les virus persistants, la réponse 

immunitaire ne permet pas leur élimination et lors d’une immunodépression le pathogène peut 

réapparaître (herpès). Le virus du VIH a un très haut pouvoir de mutation qui rend très difficile 

l’établissement d’une réponse immunitaire protectrice (Sallusto et al., 2010). Ces exemples 

montrent que la mémoire protectrice n’est pas forcément corrélée à l’élimination du pathogène 

ou que certaines maladies n’en créent pas, ce qui rend difficile le ciblage d’une réponse 

spécifique protectrice. Ainsi la conception de vaccin pour ce genre de virus doit être très bien 

réfléchie et s’appuyer sur une approche analytique pour identifier ou concevoir des antigènes 

spécifiques induisant un mécanisme de protection. 

 

 En conclusion, la protection induite par la vaccination contre la maladie est directement 

liée aux réponses immunitaires innées qui influencent la qualité de la réponse adaptative, 

permettant d’installer une immunité mémoire protectrice sur un long terme. Ceci est d’autant 

plus vrai qu’au fur et à mesure de la sécurisation des formulations au profit de vaccins unitaires, 

l’immunogénicité d’un vaccin diminue. La réexposition à un Ag est une des stratégies 

permettant d’augmenter l’immunogénicité d’un vaccin et d’obtenir une réponse mémoire 

protectrice sur le long terme. Mais en réalité les stratégies vaccinales vont s’intéresser à de 

nombreux autres facteurs afin de formuler un vaccin efficace. Les connaissances fondamentales 

sur l’importance des réponses innées dans la qualité de la réponse adaptative orientent la 

formulation des vaccins ainsi que leur mode d’administration, afin de favoriser au maximum la 

protection induite par la vaccination. Par exemple, ils vont optimiser la forme de l’Ag (le mot 

« design » sera aussi utilisé pour indiquer la conception d’une formulation de l’Ag ou du 

vaccin), la manière dont il est transporté (système de délivrance), les éléments qu’on peut 

ajouter pour activer les cellules (adjuvant) et la voie d’administration (peau, muscle, 

muqueuse). Ceci fera l’objet du dernier chapitre suivant qui portera sur les stratégies vaccinales, 

avec pour chaque paragraphe les exemples de deux épidémies majeures causées par le VIH et 

le SARS-CoV-2. 
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Chapitre 3 : Les stratégies vaccinales appliquées au VIH 

et au SARS-COV-2. 
 

 La stratégie de développement des vaccins est différente pour chaque maladie 

infectieuse. Elle dépend de l’Homme : de l’avancée scientifique, des techniques connues, des 

expériences passées, du contexte. Elle dépend aussi du pathogène : de son fonctionnement, de 

sa structure. Enfin elle dépend des réponses immunitaires protectrices visées. Les stratégies 

vaccinales peuvent avoir différentes facettes : la stratégie de recherche, la stratégie de 

formulation, la stratégie d’administration. La stratégie de recherche est la manière d’aborder 

le développement d’un vaccin. Cela peut être par une approche empirique, c’est-à-dire qu’un 

vaccin est conçu puis testé en s’appuyant sur le succès d’autres vaccins, sans comprendre le 

fonctionnement du virus ou les réponses immunitaires qui seraient efficaces. Ainsi l’efficacité 

du vaccin testé est ce qu’elle est. La stratégie de recherche peut aussi être abordée différemment, 

elle peut être basée sur des recherches fondamentales, sur les réponses protectrices 

préalablement analysées chez les malades. La stratégie de formulation est un choix porté sur 

les composants du vaccin, parmi ceux qui ont déjà fait leurs preuves ou ceux qui sont en 

développement. Cela permet de définir l’Ag son moyen de transport ou les éléments augmentant 

l’immunogénicité (l’adjuvant). Enfin la stratégie d’administration est le choix de la voie 

d’administration (la peau, le muscle, les muqueuses), des doses injectées, et de la réexposition 

à l’Ag (rappel). Les choix des stratégies vaccinales sont fondamentaux pour obtenir une réponse 

immunitaire protectrice sur le long terme. (Voir schéma bilan Figure 14) 

 Le VIH et le SARS-CoV2 seront souvent pris comme exemple pour illustrer les propos 

de ce chapitre. En effet, ce sont deux pathogènes qui ont causé des épidémies majeures au cours 

de l’histoire et dont les challenges du développement de vaccin sont sans précédent.  

 

1) Les challenges de développement des vaccins. Exemple du VIH 

et SARS-CoV-2 
 

 D’un point de vue immunologique, le but d’un vaccin est d’induire des réponses 

protectrices. C’est-à-dire, des réponses humorales avec des Ac neutralisants (AcN), des 

réponses T CD4 et des réponses T CD8 cytotoxiques, spécifiques et mémoires d’un Ag 

constituant une « signature immunologique ». La signature immunologique de protection est 

étudiée chez les personnes malades qui survivent. Il est alors possible de définir le ou les Ag à 
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l’origine de la réponse protectrice. C’est tout le challenge du développement du vaccin VIH : 

très peu de personnes survivent en l’absence de traitements médicamenteux qui contrôlent la 

propagation du virus. Au début des recherches, les scientifiques, dans l’inconnu de ce que serait 

une réponse protectrice, ont entrepris des essais cliniques, selon des formulations qui s’étaient 

avérées efficaces pour d’autres maladies : des vaccins à base de l’enveloppe du virus. 

Cependant aucun n’eut de résultats malgré de nombreux essais (VaxSyn, MRK Ad5-HIV, 

RV144, HVTN,). À la suite de l’échec d’une recherche purement appliquée, les scientifiques 

se sont concentrés vers des questions plus fondamentales : pourquoi les défenses immunitaires 

de l’hôte sont incapables de contrôler l’infection par le VIH. Le but était de découvrir de 

nouvelles cibles pour l’induction de réponses T CD8 cytotoxiques et d’AcN avec un réel intérêt 

pour l’induction d’AcN. En plus de l’aspect fonctionnel du virus, qui lui permet d’échapper aux 

systèmes immunitaires (latence, détournement de la dégradation cellulaire) (Johnson and 

Desrosiers, 2002), les scientifiques ont découvert que le virus a un haut pouvoir mutagène et 

qu'il peut y avoir beaucoup de variants de l’enveloppe au sein d’un seul individu, empêchant la 

maturation des Ac vers une spécificité et un pouvoir neutralisant (Shapiro, 2020). Cependant, 

l’espoir de voir une molécule capable d’induire des réponses protectrices est réel. En effet 

quelques rares personnes développent des défenses naturelles et d’autres obtiennent une 

protection à long terme (Fowke et al., 1996). Ainsi, les recherches continuent de plus belle, 

notamment des criblages. C’est-à-dire qu’une multitude de molécules sont testées. L’objectif 

est de trouver un immunogène (Ag) ayant la capacité d’activer des gènes codant des Ig 

spécifiques des protéines de l’enveloppe. Ces Ig auraient la capacité d’orienter la sélection des 

mutations des cellules B dans le GC aboutissant à la production d’Ac de haute affinité(Steichen 

et al., 2016). L’étape d’après est de faire de même avec l’induction des réponses T, d’autant 

plus que les réponses T CD8 et T CD4 spécifiques sont associées à une protection à long terme 

chez les quelques rares personnes naturellement immunisées (Migueles and Connors, 2002). 

Aujourd’hui, malgré 35 années de recherche et un grand nombre d’essais cliniques aucun vaccin 

n’est approuvé. En conclusion, le manque de connaissances sur la réponse protectrice et le 

fonctionnement du VIH ont conduit à une stratégie de recherche empirique pour le 

développement du vaccin. Le cas du VIH est un exemple parmi tant d’autres de ce qu’une 

recherche fondamentale peut apporter au développement d’un vaccin. L’objectif étant de 

connaître quelles sont les réponses protectrices avant de designer un épitope (Ag) pour les 

cibler. Ceci est bien connu pour l’infection due au SARS-CoV-2 puisque, même si c’est une 

maladie mortelle pour un certain nombre de personnes, une grosse part de la population y survit. 

Les challenges majeurs des recherches d’un vaccin SARS-CoV-2 sont le temps et l’urgence de 
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la situation. Il faut développer un vaccin le plus rapidement possible. La stratégie est alors basée 

sur ce qui est connu de la maladie, car ce n’est pas la première épidémie de coronavirus. Les 

anciennes datent de 2003 (SARS-CoV) et de 2012 (MERS-Cov) (Choi et al., 2017). La 

comparaison du séquençage de l’ADN de SARS-CoV-2 et de SARS-CoV montre 80% de 

similitude (Lu et al., 2020). Au vu de cette similitude, les scientifiques ont conclu qu’ils 

pouvaient s’appuyer sur les données disponibles de l’ancienne épidémie pour accélérer le 

processus de « design » du vaccin, notamment sur les données de phases préclinique et clinique. 

L’évolution à grande échelle de plateformes technologiques a également participé au 

développement rapide du vaccin (ARNm, vecteurs viraux, protéine recombinante, virus entier) 

(Mulligan et al., 2020) ; (Vescovo et al., 2017) ; (Keech et al., 2020) ; (Xia et al., 2020).  Ainsi, 

2 mois après la disponibilité du génome de SARS-CoV-2, la compagnie Moderna propose une 

séquence d’ARNm pour formuler son vaccin qui rentre en phase 3. Le challenge est remporté. 

Les connaissances déjà établies, la grosse mobilisation des scientifiques ainsi que les 

plateformes technologiques déjà développées ont permis un processus 10 fois plus rapide 

qu’habituellement. Aujourd’hui au moins 4 vaccins sont autorisés en Europe (Moderna, Pfizer, 

Johnsone & Johnsone et AstraZeneca). Les épidémies du SARS-CoV-2 et du VIH sont deux 

exemples qui illustrent bien les processus de réflexion lors de la stratégie de recherche d’un 

vaccin. Parfois les ressources disponibles et le fonctionnement du virus sont tels que le vaccin 

sort très rapidement (SARS-CoV-2). Parfois une méthode très appliquée n’est pas la solution, 

une rétrospection fondamentale sur les mécanismes immunologiques et virologiques de la 

maladie est nécessaire (VIH).  

 La réponse immunitaire protectrice induite par le vaccin est en lien direct avec sa 

formulation, composée de l’Ag choisit qui va induire des réponses très spécifiques et de tous 

les composants autour qui vont influencer la qualité de cette réponse. 

 

2) Les stratégies de formulations  
 

 L’Ag d’un vaccin, est l’élément appartenant au pathogène contre lequel la réponse 

immunitaire se défend et devient spécifique. Il est donc primordial de bien choisir un Ag qui 

induira des réponses humorale et cellulaire qui détruiront le pathogène. Le choix de l’Ag peut 

se faire de manière empirique, comme c’est le cas pour les vaccins entiers vivants, atténués ou 

inactivés. Dans ce cas toutes les protéines du pathogène peuvent devenir des Ag potentiellement 

activateurs de réponse spécifique. Généralement, ce type de réponse est très complet, il fait 

appel à toute la machinerie du système inné et il génère à la fois de bonnes réponses innées, 
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humorales et cytotoxiques. Ceci a très bien fonctionné pour les virus de la variole, de la polio. 

Généralement, les protéines de la surface du virus (enveloppe) sont celles ciblées par les 

réponses adaptatives, car ce sont les premières protéines détectées par les cellules de l’immunité 

innée. Cependant, si celles-ci mutent énormément, comme c’est le cas pour le VIH, les réponses 

spécifiques générées ne reconnaissent plus le virus qui possède déjà une autre protéine. Par 

ailleurs, comme déjà mentionnés dans les chapitres précédents, les vaccins entiers ne sont pas 

sûrs, et les vaccins sous-unitaires ne sont pas suffisamment immunogènes. Ainsi des 

formulations de nouvelle génération se développent avec des Ag choisis très précisément pour 

induire des réponses immunitaires voulues. Souvent l’Ag seul n’est pas immunogène. Il faut 

alors ajouter à la formulation des éléments amplificateurs de réponse (adjuvants) ou des 

transporteurs d’Ag mimant la structure de pathogènes et créant un environnement 

inflammatoire similaire à celui obtenu lors d’une infection naturelle. Ceci afin que la 

présentation antigénique et les signaux de danger puissent amorcer une bonne qualité de 

réponses adaptatives. 

 

i) Le choix de l’Ag 

 
a) La recherche de l’Ag 

 

 L’identification de l’épitope est essentielle dans la formulation d’un vaccin. Il doit être 

capable d’induire des réponses humorales et cellulaires fortes et à long terme. Lorsque le vaccin 

est composé de plusieurs Ag, l’épitope immunodominant est l’épitope contre lequel la majorité 

des réponses spécifiques sont dirigées.  

 L’analyse des réponses immunitaires chez les patients malades permet d’identifier le ou 

les épitopes ciblé(s) par les Ac, les cellules T CD8 et T CD4 spécifiques. Par exemple, lors 

d’une étude portant sur 1.343 patients, détectés positif au SARS-CoV-2 par PCR, 99% avaient 

des Ac dirigés contre la protéine S, aussi appelée spike (pique) (Wajnberg et al., 2020a). De 

plus, il a été montré que 90% des malades font des Ac anti-S, dont la quantité est corrélée avec 

la neutralisation du virus (Wajnberg et al., 2020b). La protéine S est une protéine trimérique 

(composée de trois parties identiques), très exprimée sur l’enveloppe du virus. La protéine S a 

deux domaines (S1 et S2), à l’extrémité C-terminal de S1 se trouve le domaine de liaison au 

récepteur (en anglais receptor binding domain (RBD)). Le RBD permet la fixation du virus sur 

le récepteur ACE2 des cellules de l’hôte. S2 est composé des éléments permettant la fusion des 

membranes (Lan et al., 2020) (Figure 8). Ces deux éléments permettent l’entrée du virus dans 

les cellules de l’hôte. Les réponses T sont aussi des réponses protectrices chez les patients. 
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Il est intéressant de noter que les réponses T CD4 et T CD8 sont associées à la diminution de 

la maladie chez les patients qui font des formes graves, ce qui n’est pas le cas avec les réponses 

humorales (Rydyznski Moderbacher et al., 2020). Tous les patients développent une réponse 

CD4 et 70% ont une réponse CD8 spécifique (Grifoni et al., 2020). Les épitopes dominant des 

cellules T CD4 effectrices sont la protéine spike et les protéines N et M; tandis que ceux de la 

réponse CD8 sont la protéine spike et la protéine M (Grifoni et al., 2020). La protéine N, pour 

« Nucléocapside » est très conservée entre les souches de SARS-CoV-2 elle fait partie de la 

capside nucléique (McBride et al., 2014). La protéine M, pour « Membranaire » est une 

protéine transmembranaire également très conservée, impliquées dans la réplication du virus 

(Neuman et al., 2011) (Figure 8). Ainsi, les trois protéines sont de très bons candidats Ag, c’est-

à-dire qu’elles peuvent être utilisées pour le développement d’un potentiel vaccin contre SARS-

Cov-2, ce qui a déjà été prouvé lors des épidémies de 2003 et de 2012 (Pang et al., 2004) ; (Kim 

et al., 2004) ; (He et al., 2004). Il semblerait que, les protéines S soient davantage susceptibles 

d’induire des réponses B alors que les protéines N et M ; sont plutot des signatures des réponses 

T. Il existe des moyens de prédire si un épitope induira plutôt des réponses humorales, 

plutôt des réponses T CD4 ou plutôt des réponses cytotoxiques. Par exemple, les AcN sont 

principalement dirigés contre les sites de liaison entre le virus et la cellule hôte. Comme c’est 

le cas pour le SARS-CoV-2 qui induit des AcN anti-RBD. De plus, la présentation antigénique 

aux cellules B et T naïves peut influencer le type de réponse. Par exemple, les cellules B 

reconnaissent un Ag libre, sous sa configuration naturelle, alors que les cellules T peuvent 

reconnaître un Ag linéaire. Pour rappel, les cellules T reconnaissent seulement des Ag présentés 

par les CPA sur des CMH. Ainsi, un Ag ciblant la réponse T devra être internalisé par une CPA. 

Les cellules T CD4 reconnaissent plutôt des séquences protéiques de 11-25 acides aminés (aa) 

provenant de particules étrangères (pathogène ou débris) phagocytées par la cellule et 

présentées sur un CMH-II, alors que les cellules T CD8 reconnaissent de plus petites séquences 

(8-10 aa), provenant de protéines qui se trouvent dans le cytosol des cellules et présentées sur 

un CMH-I. Ces peptides sont par exemple issus de la transcription et de la traduction d'acides 

nucléiques viraux dans la cellule hôte ou présents dans le cytosol par la voie de présentation 

croisée. La protéine N de la nucléocapside ainsi que la protéine membranaire M sont des 

éléments qui sont moins exposés à l’environnement. Leur internalisation permet aux CPA de 

les détecter et de les présenter sur les CMH-I et CMH-II aux cellules T. Cela pourra expliquer 

pourquoi ce sont davantage des signatures des réponses T, bien qu’il existe des Ac anti-M et N 

non-neutralisants. Lors de la recherche d’épitopes par screening sur des tests in-vitro, les résidus 

peptidiques, internes aux virus ne sont pas utilisés pour la recherche d’épitopes B. Seuls les 
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résidus peptidiques externes le sont, tandis que les résidus internes sont réservés aux épitopes 

T (Lin et al., 2020). Il y a bien d’autres caractéristiques des Ag spécifiques des réponses T CD4 

ou T CD8 telle que leur séquence de fixation, d’ancrage sur le site de fixation des CMH (comme 

expliqué dans le chapitre 2). Tout ceci doit être pris en compte lors du « design » des épitopes 

pour les vaccins.  

 Par ailleurs, pour des virus comme le VIH, la stratégie de recherche d’épitope est un 

peu plus complexe. La protéine de l’enveloppe du VIH (Env) est une glycoprotéine trimérique 

(gp160) : elle est composée de trois molécules de glycoprotéine (gp)120, contenant le RBD aux 

T CD4 et associé de manière non covalente à trois molécules de gp41 et d'une molécule 

transmembranaire. Des formes solubles de synthèse ont été designées telles que gp140 ou 

SOSIP. Par ailleurs, de nombreux vaccins utilisent les séquences nucléiques codantes de virus. 

Par exemple, pour le VIH, les candidats vaccins s’appuient sur les gènes de structures (Env, 

Gag, Pol), ainsi que sur quelques gènes de régulation tel que Nef. Une fois dans la cellule hôte, 

les séquences Env vont être traduites en protéines de l’enveloppe du virus (gp120 et gp41), les 

séquences Pol vont être traduites en transcriptase inverse, protéase et intégrase et les séquences 

Gag vont être traduites en protéine de la matrice (p17), de la capside (p24) et de la nucléocapside 

(p7) du virus (Figure 8). Enfin la séquence Nef est traduite en protéine de régulation des 

marqueurs d’expression des cellules T CD4 infectées. Il a été montré que la protéine Nef 

participe au mécanisme d’évasion du système immunitaire, en bloquant l’expression du ligand 

NKPL44 qui est associé à la lyse des cellules infectées par les NK (Petitdemange et al., 2013). 

Ce mécanisme d’évasion est une caractéristique du VIH stoppant la défense immunitaire et 

rendant difficile la conception d’un vaccin efficace. 

  Le défi du vaccin contre le VIH est de chercher des AcN ciblant des protéines très 

conservées entre les souches de virus pour induire une protection à large spectre (des Ac 

neutralisants à large spectre (AcNLS)). Le virus du VIH est composé de plusieurs sous types, 

aussi appelés clades (clade A-G et, pour chaque clade, différentes souches). Dans de nombreux 

essais cliniques, les formulations recombinent des éléments du virus appartenant à différents 

clades afin d’augmenter le spectre des réponses. 

J’invite à aller lire le chapitre « Strategies for peptide Mapping » de la revue « peptide-based 

Vaccination for antibody Responses Against HIV », inséré à la fin de ce chapitre traitant de ce 

sujet. La revue a été acceptée pour la publication dans le journal Vaccine au cours de ma thèse. 

Elle est rédigée en collaboration avec Chloé Chaudesaigues et Béhazine Combadière.   
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Le vaccin peut véhiculer soit l’Ag directement sous forme protéique, soit des acides 

nucléiques qui seront codés en Ag dans les cellules.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Vaccin à base de protéines ou d’acides nucléiques 

 

Vaccin à base de protéines/peptides : 

 Les vaccins sous unitaires protéiques sont seulement constitués d'une ou de plusieurs 

séquences protéiques essentielles à la stimulation de la réponse immunogénique. 

L’avantage de ce type de vaccins c’est qu’ils sont sûrs. En effet, ils ne contiennent pas de 

matériel génétique viral contrairement aux vaccins vivants, ils ont donc moins d’effets 

Figure 8 : Structure des virus SARS-CoV-2 et VIH et Ag ciblés par les réponses immunitaires. A) Le SARS-CoV-2 est un virus à 

ARN qui est condensé grâce à des protéines et forme la nucléocapside (N). La N est entourée de protéines formant la membrane (M) elle-

même entourée de protéines formant l’enveloppe (E) sur laquelle sont fixées de grosses protéines spikes (S). La protéine spike est 

composée de deux sous-unités trimériques, S1 et S2. S2 permet la fixation sur le récepteur ACE2 sur la cellule de l’hôte sur le site de 

liaison et S2 induit la fusion de la cellule et du virus. Les réponses immunitaires sont dirigées vers la protéine S entière en conformation 

de pré-fusion, le RDB (S1), les protéines M et les protéines N. B) Le VIH est aussi un virus à ARN constitué d’une nucléocapside, d’une 

capside (p17), d’une matrice (P24) et de l’enveloppe (gp160). La gp160 est composée de deux sous-unités trimériques gp120, et gp41, 

d’une partie transmembranaire qui s’accroche à la membrane du virus. Les éléments des protéines gp120 et gp41 représentés ; en vert : 

région V1/V2, en bleu : région V3, en jaune : régions de l’interface entre gp120 et gp41, en violet : site de fixation aux cellules CD4 ; sont 
les parties du virus contre lesquels des Ac-spécifiques ont été détectés lors des essais cliniques. Figure inspirée de l’article «Current 

advances in the development of SARS-CoV-2 vaccines », Annoor Awadasseid et al., (2021). Ainsi que des article « Antibody-virus co-

evolution in HIV infection: paths for HIV vaccine development », Mattia Bonsignori et al., 2017; et “Impact of HIV-1 Diversity on Its 

Sentitivity to Neutralization, Karl Stefic et al., (2019). 

B  
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indésirables liés par exemple à un retour à la virulence ou à un risque de multiplication 

incontrôlée chez les personnes immunodéficientes, donnant lieu à une infection. Il offre aussi 

la possibilité de compiler plusieurs épitopes de différentes souches du virus, ce qui permet 

d’offrir une réaction spécifique à un plus large spectre. L’inconvénient des Ag protéiques est 

leur manque d’immunogénicité. Ceci est notamment dû à leur incapacité à initier correctement 

les réponses innées. En effet, le manque des autres éléments composant le virus empêche les 

interactions avec les PRR des CPA, ainsi la phagocytose et les signaux de dangers ne peuvent 

pas être induits. Il existe différentes stratégies pour rendre plus immunogène comme les 

protéines Carrier, les adjuvants, la vectorisation en les associant à des nanoparticules (détaillées 

par la suite).  

 La conception la plus simple de ce type de vaccin est de lyser le virus, ce qui permet 

d’avoir à la fois des protéines de l’enveloppe externe et des protéines internes du noyau ou de 

la matrice. Cependant, d’autres moyens existent pour produire en grosse quantité l’Ag 

protéique/peptidique voulu, notamment par l’intermédiaire de plateformes biotechnologiques 

des organismes recombinés. L’idée est d’insérer un vecteur d’expression (plasmide) contenant 

le gène codant la séquence de la protéine d’intérêt, dans un organisme qui la produit. Ce type 

de production est utilisé dans la recherche de vaccins VIH, de SARS-CoV-2 et également pour 

la production de vaccin approuvé contre le Papilloma virus (Luna et al., 2013). Plusieurs 

organismes peuvent être utilisés, la bactérie Escherichia (E) coli (Marciani et al., 1991), la 

levure (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris) (Chen et al., 2014) ; (Chen et al., 2014), des 

cellules d’insectes (Spodoptera Frigiperda, Drosophilia S2) (Li et al., 2020) ; (Yang et al., 

2012). La levure et les cellules d’insectes permettent de reproduire la conformation et les 

modifications post-transcriptionnelles natives de la protéine, ce qui n’est pas le cas lors de la 

production par les bactéries. D’ailleurs, cela pose des soucis de compatibilité et de toxicité ainsi 

que de reconnaissance par le système immunitaire et peut générer des réponses moins 

spécifiques et donc moins efficaces. La Glycolysation sera toutefois différente aussi chez les 

levures et les cellules d’insectes. Enfin les protéines peuvent être produites par les cellules de 

mammifères recombinés (HEK293) (Cervera et al., 2013) et des plantes modifiées (Nicotiana 

benthamiana) transfectées avec un plasmide de bactérie (Agrobacterium tumefaciens) (Mason 

et al., 1992). Ces deux types de production abolissent les problèmes de modification de 

transcription. Le taux de production des deux derniers systèmes est beaucoup moins élevé 

qu’avec les cellules d’insectes, les levures ou les bactéries.  

 Les petits peptides sont souvent linéaires et ne gardent pas leur conformation naturelle, 

essentielle pour activer les réponse B. Des modifications chimiques pourraient être apportées 
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à un épitope protéique afin de stabiliser sa conformation. Par exemple, en ajoutant des 

séquences peptidiques aux extrémités C et N terminal (Cooper et al., 1997), ou en créant une 

liaison chimique pour former une hélice-α. Cette dernière technique est utilisée pour stabiliser 

un peptide VIH codant la gp41, par l’équipe de Walensky. Le peptide avec la modification 

chimique induit des AcN plus affins (Bird et al., 2014). L’équipe de Vincent Veillard identifie 

un peptide appartenant à la gp41 de la protéine Env. Ce motif 3s serait impliqué dans un 

mécanisme de lyse des cellules T CD4+ par les NK en augmentant le récepteur NPK44L chez 

les sujets infectés par le VIH. Le motif 3s est également très conservé puisque 77% des souches 

l’expriment (Vieillard et al., 2005). Ainsi, il serait une cible vaccinale intéressante. De plus les 

expériences montrent qu’une substitution du tryptophane (W) par une alanine (A) à la position 

614 du peptide (W614A-3S) induit des AcNLS (Tiers 1, 2 clades 1, B, C, E) chez la souris 

(Petitdemange et al., 2013). Par ailleurs, les AcNLS anti-W614A-3S sont retrouvés, 

naturellement chez des sujets non progressifs à long terme ne suivant aucun traitement, et à un 

taux anormalement élevé ce taux est corrélé avec une quantité de cellules T CD4+ élevée et une 

charge virale faible (Lucar et al., 2017). Ainsi, ce peptide muté pourrait être alors une cible 

vaccinale très prometteuse sachant qu’aucun résultat de ce type n’avait été reporté jusqu’ici.  

 

Vaccin à base d’acides nucléiques 

 Les vaccins à base d’acides nucléiques transportent la séquence nucléique de l’Ag 

choisie au sein d’un plasmide ADN ou d’ARN. Quand le plasmide rentre dans les cellules de 

l’hôte, celles-ci utilisent leurs mécanismes de transcription et/ou de traduction afin d’exprimer 

la protéine d’intérêt. Les protéines ainsi produites seront reconnues par les cellules de 

l’immunité innée ou exprimées par les CPA sur des CMH afin de cibler les réponses humorales 

et à médiation cellulaire. Ce principe imite très bien l’expression d’une protéine de pathogène 

lors d’une infection naturelle. En effet, à la suite de la traduction, la protéine adoptera un schéma 

de maturation conforme, de modifications post-transcriptomiques (glycosylation) et de 

présentation antigénique identique à celle trouvée lors d’une infection. Les vaccins à acides 

nucléiques peuvent être produits rapidement à grande échelle en raison de leur nature 

synthétique (chimique) qui permet d’éviter la culture cellulaire. Ces technologies sont 

indépendantes de l’Ag puisque sa nature reste la même (acide nucléique), ainsi l’adaptation à 

une nouvelle séquence codante/pathogène est très facile, et la mise au point des procédés de 

production, de purification et de validation n’est pas nécessaire pour chaque séquence. Une fois 

que les composants de base de la formulation sont établies, plusieurs vaccins de plusieurs 



 

55 
 

pathogènes peuvent être produits sur la même ligne de production (plateforme), ce qui réduit le 

coût et le temps. 

 Les vaccins ADN sont produits dans des bactéries E. coli transfectées avec le vecteur 

(plasmide) contenant le gène d’intérêt (Hartikka et al., 1996). La faible immunogénicité des 

vaccins à ADN représente leur principal inconvénient. Ceci est notamment dû à un taux de 

transfection très faible lors de l’injection. En effet, le plasmide non condensé a une texture 

distendue et, chargé négativement, il a tendance à se dégrader dans le milieu extracellulaire. 

Pour que le gène d’intérêt s’exprime, le plasmide doit non seulement traverser la membrane 

plasmique, mais aussi la membrane nucléaire pour pouvoir être exprimé. Il existe des moyens 

pour diminuer la dégradation, augmenter l’entrée dans les cellules de l’hôte ainsi que les 

réponses immunitaires telles que les cytokines, et les molécules de costimulation (détaillées par 

la suite), mais certaines sont toxiques et créent une immunodépression ou des inflammations 

chroniques (Kim et al., 1998) ; (Bhaumik et al., 2009) ; (Rauch et al., 2018). De plus, même si 

le risque est faible, les ADN transfectés peuvent s’intégrer dans le chromosome de l’hôte, 

comme cela a été montré sur la souris (Wang et al., 2004). Le plasmide peut rester jusqu’à 2 

ans après une injection intramusculaire (Armengol et al., 2004). Ceci augmente le risque de 

mutation et d’apparition de cancer.  

 Les vaccins à ARN messager (ARNm) comportent quelques avantages par rapport 

aux ADN. Ils n’ont pas besoin de traverser la membrane nucléaire et n’ont pas de risque de 

s’intégrer au génome. Cependant, ils sont moins stables que les ADN, ce qui freine leur 

utilisation. Ce problème peut être résolu en ajoutant des modifications de séquence et de 

formulation (détaillé par la suite). La séquence d’ARNm d’intérêt est bordée par des éléments 

indispensables pour la fonction de l’ARNm : régions non traduites en 5’ et en 3’ (untranslated 

regions, UTR), la coiffe 5’ et la queue poly(A). Ces éléments interagissent avec les facteurs de 

régulation permettant de l’identifier comme un ARNm, d’augmenter sa demi-vie, sa stabilité. 

Ils permettent également sa traduction en recrutant des sous-unités du ribosome (Gallie, 1991) 

; (Vivinus et al., 2001). Deux types d’ARNm vaccinaux font l’objet d’études, les ARNm non 

réplicatifs et les ARNm qui s’auto-amplifient. L’ARNm non réplicatif est produit à partir d’un 

ADN complémentaire qui est inséré dans un plasmide, cloné dans des bactéries E. coli, puis 

amplifié par PCR et transcrit in-vitro en ARNm grâce à une polymérase et des nucléosides 

triphosphates (Rauch et al., 2018). Les ARNm sont ensuite purifiés, c’est une étape essentielle 

qui joue sur le taux de traduction. En effet, in-vitro, le taux de pureté augmente 1000 fois le 

taux de traduction dans les DC humains transfectés, par rapport à de l’ARNm non purifié 

(Karikó et al., 2011). Cet ARNm ne s’amplifie pas dans les cellules hôtes, ce qui permet de ne 
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pas avoir de réponse trop forte, contrairement à l’ARNm qui s’auto-amplifie. L’ARNm auto-

amplificateur est plus grand puisqu’il dérive du génome de l’alphavirus. Les séquences codant 

les structures de l’alphavirus sont remplacées par l’ARNm d’intérêt et des séquences codant 

des éléments essentiels à la réplication.  

 L’ARN est reconnu par les PRR des cellules de l’immunité innée : par des TLR 

endosomaux (TLR3, TLR7 et TLR8) (Tanji et al., 2015) ; (Zhang et al., 2016) ; (Alexopoulou 

et al., 2001) d’autres récepteurs cytoplasmiques (RIG-1, MDA, NOD2) (Yoneyama et al., 2004) 

; (Chen et al., 2017) et des récepteurs de l’inflammasome NLRP3 (Allen et al., 2009). Pour 

rappel, ces récepteurs déclenchent la production de cytokines et molécules pro-inflammatoires 

qui activent toute la réponse innée (activation, recrutement, migration vers OLS). Ainsi les 

ARNm sont très prometteurs pour induire de fortes réponses adaptatives. Cependant, même s’il 

a été montré que l’ARNm induit des réponses immunitaires (Selmi et al., 2016), il reste très 

exposé à la dégradation en raison des ribonucléases présents dans le milieu extracellulaire. Par 

ailleurs, de par sa nature hydrophile et sa charge négative, l’ARNm n’est pas absorbé facilement 

dans les cellules (Probst et al., 2006). Ainsi, il est nécessaire de trouver des stratégies pour le 

protéger et pour faciliter son entrée dans les cellules. 

 

ii) Les stratégies pour augmenter l’immunogénicité 
 

 Les vaccins sous particulaires ou à acides nucléiques seuls, ne sont pas très 

immunogènes. Plusieurs stratégies existent pour augmenter l’immunogénicité : une 

modification du peptide, l’utilisation d’adjuvant et l’utilisation de systèmes de délivrance. Je 

définirais un adjuvant du latin « adjuvare » qui signifie aider comme une molécule ou un 

ensemble de molécules inorganiques, chimiques ou lipidiques qui activent le système 

immunitaire et aide à augmenter les réponses immunitaires. Un système de délivrance est un 

moyen de transport de l’épitope ciblant les cellules immunitaires. Les définitions des deux se 

confondent parfois et sont subjectives car certains systèmes de délivrances ont un pouvoir 

adjuvant et certaines formulations qualifiées d’adjuvant peuvent aussi servir de moyen de 

transport. Ces stratégies ont pour but de concentrer les Ag au site d’injection, de les protéger 

contre la dégradation, d’activer les PRR, de favoriser l’inflammation, la prise en charge des Ag 

par les CPA ainsi que leur présentation sur les CMH (d’où l’intérêt de bien connaître ces 

mécanismes, qui sont décrits dans le chapitre précédent). J’invite à aller lire le chapitre 

« Stratégies to increase Immunogenicity » de la revue « peptide-based Vaccination for antibody 

Responses Against HIV » insérée à la fin de ce chapitre traitant de ce sujet. 
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a) Les protéines carriers et les vaccins multi-épitopes 

 

 Les Ag sous forme de protéines ou de peptides, peuvent être couplés à des protéines 

carriers. Les protéines carriers approuvées pour leur utilisation dans les vaccins humains sont 

l’anatoxine tétanique, l’anatoxine diphtérique, les protéines « matériel à réaction croisée » 

(cross-reacting material, CRM), le complexe protéique de la membrane externe du 

méningocoque et enfin la protéine Hib (Dbaibo et al., 2012) ; (Rennels et al., 2002) ; (Kilpi et 

al., 2003) ; (Togashi et al., 2018). Ils sont fréquemment utilisés avec des vaccins 

polysaccharidiques (pneumocoques, méningocoques), notamment pour augmenter la réponse 

T. Une étude chez la souris montre que les peptides dérivés de glycoprotéines couplées à la 

toxine tétanique et à l’ovalbumine (OVA) ne se fixent pas aux CMH-II et donc n’induisent pas 

de réponse T ni de réponse B spécifiques. Ceci n’est pas le cas du peptide dérivé de la 

glycoprotéine seule (Avci et al., 2011). D’autres protéines carriers sont en cours de 

développement telles que l’OVA et le keyhole limpet hemocyani (KLH). Le KLH est composé 

de beaucoup de sous-unités (160) et peut être couplé à plusieurs épitopes en même temps, ce 

qui augmente l’immunogénicité. En effet, le fait de conjuguer plusieurs copies du même 

peptide couplé par exemple sur des lysines, formant des branches ramifiées, est une stratégie 

également utilisée pour augmenter les réponses immunitaires. Cette stratégie s’appelle le 

système aux multiples Ag peptidiques (multiple antigen peptide system MAP) (Tam, 1988). Ce 

genre de construction peut aussi accueillir différents épitopes, ce qui est très intéressant pour 

cibler à la fois des réponses B et T (Zegers et al., 1993). 

 Les ARNm peuvent être complexés à des protéines. Par exemple, la complexation de 

l’ARNm aux protamines (une petite protéine nucléaire riche en arginine qui stabilise les acides 

nucléiques), assure une protection contre la dégradation, induit une immunostimulation et 

augmente l’expression des Ag. En effet, la complexation avec la protamine précipite l’ARNm 

et augmenterait sa reconnaissance par les TLR7 et TLR8 dans les cellules innées, ce qui les 

activerait fortement (Scheel et al., 2005). C’est sur ce modèle que s’appuie le premier candidat 

vaccin prophylactique contre la rage à base d’ARNm, dont les premiers tests ont montré un 

modèle sûr, bien toléré et induisant des réponses neutralisantes protectrices chez 71% des 

patients pendant 1 an. Cependant, l’intensité et la longévité des réponses doivent encore être 

améliorées (Alberer et al., 2017).  
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b) Les adjuvants 

  

 Plusieurs adjuvants exsitent comme il a été décrit dans le chapitre 1. Leur mécanisme 

d’action est très étudié et de manière générale ils permettent i) d’augmenter la demie-vie 

biologique des vaccins, ii) d’augmenter l’absorption des Ag par les CPA, iii) d’activer les CPA, 

iv) d’induire la production de cytokines immonorégulatrices, v) d’activer l’inflammasome, vi) 

d’induire une inflammation locale et un recrutement cellulaire. Les plus utilisés chez l’homme 

sont les adjuvants à base d’Alum et de squalène (MF59).  

 L’Alum et le MF59 sont deux adjuvants très étudiés pour l’induction des réponses 

immunitaires. Des études montrent que le squalène et l’Alum n’activent pas de la même façon 

les réponses immunitaires innées. En effet, le MF59 permet un recrutement plus important des 

cellules innées que l’Alum au site d’injection et au ganglion chez la souris 24h après l’injection 

de l’OVA. Dans cette même étude, une forte augmentation de la quantité des cellules B est 

observée par rapport aux souris non traitées et l’augmentation est beaucoup plus importante 

qu’avec l’Alum (Calabro et al., 2011). Dans d’autres études, les réponses T CD4 et les réponses 

humorales sont de meilleure qualité avec le MF59 qu’en utilisant les adjuvants (Alum, CpG, 

polymère) lors de l’injection d’un épitope influenza dans des souris (Wack et al., 2008). Ce qui 

rend le MF59 particulièrement intéressant pour la vaccination contre la grippe.  Les résultats 

obtenus avec l’adjuvant MF59 dans le cadre du vaccin contre la grippe encouragent l’utilisation 

d’adjuvant à base de squalène pour le vaccin contre SARS-CoV-2. Une étude clinique de phase 

1 sur un vaccin protéique formulé avec le MF59 montre une réponse neutralisante après deux 

doses (Chappell et al., 2021). Tandis que dans une autre étude, l’adjuvant AS03 induit des 

réponses cytotoxiques, de type Th2 et des réponses neutralisantes plus robustes qu’avec 

l’adjuvant AF03 (Goepfert et al., 2021). Des études cliniques HVTN097 et HVTN100 contre 

le VIH utilisent en deuxième intention respectivement l’Alum et le MF59 qui sont formulés 

avec une protéine de la gp120 administrée (vaccin candidat AIDSVAX B/E). Les premières 

administrations étant une formulation à base du vecteur poxvirus (ALVAC-HIV), ce type de 

formulation sera détaillé par la suite (Shen et al., 2020). Les deux types de formulation ne 

donnent pas le même type de réponse: celui avec le MF59 donne des réponses humorales plus 

intenses contre des épitopes plus variés, tandis que celui à base d’Alum donne des réponses qui 

sont corrélées avec une diminution de l’infection, ce qui n’est pas le cas pour l’étude avec le 

MF59. Il est possible que l’adjuvant impacte la qualité de la réponse, cependant beaucoup 

d’autres paramètres diffèrent entre ces deux schémas vaccinaux pouvent aussi influencer les 

réponses. En effet, ces deux études cliniques sont des variantes de l’étude RV144 qui s’est 



 

59 
 

déroulée en Thaïlande et qui est la seule étude clinique montrant une efficacité de 30% trois 

mois après la dernière injection. Lors de cette étude une diminution du risque d’infection est 

observé corrélé avec des cellules T CD4 ainsi que des Ac polyfonctionnels non neutralisants 

dirigés contre V1V2 (Rerks-Ngarm et al., 2009). HVTN097 suit exactement le même schéma 

vaccinal que RV144 en Afrique du Sud (ADS), HTN097 se déroule également en ADS mais 

les séquences utilisées proviennent de clades et de souches différentes de celles des études 

HVTN097 et RV144. Dans le poxvirus, les séquences Env de clade E sont remplacées par des 

séquences Env de clade C et dans la protéine recombinante, les protéines de clade B sont 

remplacées par des protéines de clade C. Ces deux études sont réalisées pour valider les résultats 

de RV144 ainsi que pour tenter d'augmenter et de maintenir la réponse protectrice. Cependant, 

l’adjuvant MF59, dans ce cas-là, n’a pas réussi à obtenir l'efficacité souhaitée. 

 Les mécanismes d’action de l’Alum et des adjuvants à base de squalène sont à 

l’origine de réponses innées et adaptatives différentes. Certains aspects sont compris 

aujourd’hui. Par exemple, l’Alum adsorbe l’Ag et se dissout lentement au site d’injection, ce 

qui crée un effet dépôt et une délivrance plus longue. Ceci n’est pas le cas avec le MF59. 

L’Alum active les DC par la voie de l’inflammasome alors que l’action du MF59 est 

indépendante de l’inflammasome (Ellebedy et al., 2011). En ce qui concerne le MF59, il a été 

montré que sa clairance n’influence pas celle de l’Ag, ce qui voudrait dire que l’Ag est libre et 

que sa liaison aux gouttelettes de lipides n’est pas nécessaire à l’action du MF59 (Dupuis et al., 

1999). Ainsi, au site d’injection, l’action du MF59 ne semble pas être liée directement à l’Ag. 

Si le MF59 est administré 24h avant l’Ag, il y a une augmentation des réponses immunitaires 

spécifiques comme s’il avait été injecté en même temps. En revanche, si l’Ag est administré 

avant, il n’y a pas d’augmentation. Ceci montre que le MF59 crée un environnement 

inflammatoire précoce qui est bénéfique à l’induction des réponses immunitaires par l’Ag 

(O’Hagan et al., 2012). Il semblerait que le MF59 active la sécrétion de cytokines et de 

chimiokines tel que le CCR2 (recrutement des macrophages) par la voie de signalisation 

médiées par le MyD88, l’IL-4 et le facteur de transcription, « transducteur de signal et 

activateur de la transcription 6 » (en anglais, Signal Transducer and Activator of Transcription 

6 (STAT-6)). Ceci induit une augmentation plus importante de l’expression des gènes codant 

les molécules d’adhésion, et de migration qu’avec l’Alum (Mosca et al., 2008). Une étude 

montre que l’augmentation de l’ICAM-1 est associée au mécanisme d’action du MF59 (Hui 

and Hashimoto, 2007). Ceci permettrait un plus fort recrutement des cellules de l'immunité 

innée sur le site d’injection et ainsi une plus grosse prise en charge de l’Ag notamment par les 

neutrophiles, les monocytes et les cellules B qu’avec l’Alum (Calabro et al., 2011). 
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 Les molécules co-stimulantes peuvent également servir d’adjuvants en activant des 

PRR. Elles sont ajoutées aux formulations de vaccin. Par exemple, les TLR9 

intracytoplasmiques sont activés par les motifs cytosine-guanine (CpG) non méthylés, 

entraînant l’activation de la voie MyD88 (Tudor et al., 2005). Ces motifs sont rares dans le 

génome des mammifères, ainsi l’ajout des séquences codantes de ces motifs par exemple, dans 

le squelette des vaccins ADN permet d’activer les TLR9 après transfection des cellules de 

l’hôte. Les MPLA jouent un rôle complémentaire puisque ce sont des ligands de TLR4 qui 

activent la voie de l’interféron 3 et induisent la production d’IFN-β. Une synergie puissante des 

motifs cpG et des MPLA a été prouvée in-vitro et in-vivo (Kuai et al., 2018). Des adjuvants 

sous forme de PRR sont aussi ajoutés aux formulations pour favoriser la synthèse de molécules 

inflammatoires. Par exemple, les protéines cycliques guanosines monophosphates - adénosines 

monosphophates syntase (en anglais, cyclic guanosines monophosphates protein - adénosines 

monosphophates protein syntase cGMP-AMP synthase) reconnaissent l’ADN et synthétisent 

des cGMP-AMP qui sont eux-mêmes impliqués dans la transcription des gènes codant les IFN, 

appelés STING. D’autres adjuvants sont inspirés de ce système : une équipe montre que 

l’administration des protéines 2’3’- cycliques guanosines adénosines monosphophate (en 

anglais, cyclic guanosines adénosines monophosphate protein (2’3’-cGAMP)) et du 3’3’-

cGAMP sont des adjuvants puissants pour activer les réponses T CD8+ spécifiques d’un Ag 

via l’induction d’IFN de type I (Gutjahr et al., 2019). Par ailleurs, un large panel de molécules 

adjuvantes (cytokines, chimiokines, et des molécules co-stimulantes), dont les séquences 

nucléiques sont intégrées dans des plasmides spécialisés, appelés « plasmides adjuvants ». La 

coadministration des plasmides adjuvants avec des vaccins à ADN a été étudiée sur des animaux 

et a montré une augmentation de l’immunogénicité (CD40L, CD80/86, GM-CSF, ICAM-1, 

IFN-y, IL-2, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18, MCP-1, M-CSF, MIP-1α, RANTES) 

(Suschak et al., 2017). 

 En conclusion, cibler les réponses innées est le but des formulations, les adjuvants 

peuvent activer certains signaux. Il existe des formulations ciblant directement l’entrée de l’Ag 

dans les CPA appelés les systèmes de délivrances. 

 

c) Les vecteur viraux et les cellules dendritiques 

 

 Les vecteurs viraux : Les vecteurs viraux sont des virus atténués réplicatifs ou non, 

dans lesquels sont insérées la ou les séquences d’acides nucléiques codants pour le ou les 

épitopes d’intérêt. Le virus modifié transporte alors l’épitope à l’intérieur de la cellule de l’hôte 
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et est traduit en protéine. Plusieurs constructions de vecteur, basées sur des virus, sont utilisées : 

l’adénovirus (adeno-associated viruses, AAV), le parvovirus, le Togavirus (Semliki Forest 

virus (Lundstrom, 2020)), le paramyxovirus (measles virus (Ovsyannikova et al., 2003), human 

parainfluenza virus), le rhabdovirus (vesicular stomatis virus (van den Pol and Davis, 2013)), 

le poxvirus (modified vaccinia ankara MVA) ou encore le lentivecteur (Chebloune et al., 2020). 

Les vecteurs viraux sont avantageux pour activer les réponses innées puisqu’ils miment une 

infection naturelle. En effet, contrairement à l’ADN nu, ils traversent facilement les membranes 

plasmiques et les membranes nucléaires des cellules grâce au fonctionnement naturel du virus 

vecteur. Ils protègent également la cassette d’expression d’intérêt contre la dégradation. Ceci 

permet une bonne transcription et traduction de la séquence codant l’Ag en respectant la 

conformation ainsi que des modifications post-translationnelles de la protéine native. Les 

vecteurs viraux induisent de fortes réponses et ils ont un potentiel adjuvant intégré. Ajouter des 

adjuvants au vecteur viral n’améliore pas la qualité de la réponse (Venkatraman et al., 2017). 

Les plateformes de production de vaccin à base de vecteurs viraux sont très polyvalentes pour 

développer rapidement de nouveaux vaccins correspondants à toutes sortes de pathogènes. 

 L’adénovirus (Ad) est le vecteur le plus utilisé dans les essais précliniques et cliniques. 

C’est d’ailleurs celui-ci qui compose les vaccins SARS-CoV-2, commercialisé en Europe : 

ChAdOx1nCoV-19 AstraZeneca (Voysey et al., 2021); Ad26COV2.S Janssen (Sadoff et al., 

2021a). L’adénoviridé est un virus non enveloppé, doté d’une capside icosaédrique et d’un 

génome à ADN double brin linéaire. Des récepteurs d’adénovirus sont présents sur un grand 

nombre de cellules humaines, ce qui permet de le détecter dans tous les tissus lors de l’injection. 

Les gènes de l’Ad sont facilement modifiables, et ils expriment de manière stable des gros 

inserts (jusqu’à 8kb) permettant de développer des vaccins multivalents. L’insère est intégré à 

la place des régions E1, E2, E3 et E4 qui sont essentielles à l’expression des gènes non 

structuraux du virus, ce qui rend le vecteur sûr. Les régions E1A et E1B sont enlevées pour 

supprimer sa réplication. Ce type d’Ad a été bien étudié pour le développement du vaccin contre 

le VIH, dans les phases pré-cliniques (Xin et al., 2005). Des études cliniques utilisent aussi ce 

type de vecteur, par exemple dans les études cliniques HVTN505. L’Ad5 est injecté en rappel 

après des premières injections avec un ADN nu. Les séquences codant E3 et E4 de Ad5 sont 

enlevées, les séquences Gag Pol codant des protéines de VIH de clade B et les séquences Env 

des sous type A, B et C sont ajoutées (Catanzaro et al., 2006). Les gènes E3 et E4 sont souvent 

supprimés pour respectivement empêcher l’élimination des cellules infectées par le système 

immunitaire et pour garder une expression stable de l’Ag. Les vecteurs viraux peuvent être 

produits sur des plateformes de production par culture cellulaire, en utilisant les cellules de 
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mammifère HEK293 (Luo et al., 2007). La réponse immunitaire peut varier selon le 

sérotype d’Ad utilisé (Tan et al., 2013), par exemple l’Ad5 non réplicatif est très utilisé, il 

induit des réponses T CD8 puissantes et des Ac. Il est important de noter que les Ad sont très 

fréquents dans la nature. Ils sont à l’origine des rhumes classiques que l’Homme attrape. Ainsi 

le système immunitaire a, presque systématiquement, déjà développé des réponses contre ce 

virus. Ainsi le gros inconvénient de l’utilisation des Ad comme vecteur d’ag est l’immunité 

potentiellement préexistante contre le vecteur chez l’individu vacciné. Cette immunité peut en 

effet rapidement neutraliser le vecteur et empêcher l’expression du transgène. Le 

développement clinique peut être freiné par ce phénomène. En effet, l’étude clinique d’un 

candidat vaccin à base d’Ad5 transportant un Ag du VIH a échoué. Les individus ayant une 

préimmunité au vecteur Ad5 semblaient avoir un taux d’infection qui augmentait et les patients 

immunisés avaient un taux d’infection au VIH plus élevé que les patients non vaccinés (Sekaly, 

2008). Plusieurs phénomènes peuvent expliquer ceci. Une étude démontre chez la souris que le 

vecteur Ad5 induit l’activation de cellules T CD4 spécifiques à l’Ad5 qui est sensible à 

l’infection VIH et pourrait ainsi créer un environnement favorable à la réplication du virus. 

Cette étude utilise également le vecteur ALVAC (canapoxvirus) et montre que les T CD4 

spécifiques de ce vecteur sont beaucoup moins sensibles au virus. Des différences 

phénotypiques de cellules T CD4 induites par les deux types de vecteurs sont observées. Par 

exemple, la proportion de Th-17 sécrétrice d’IL-17 est nettement plus élevée chez les cellules 

T CD4 spécifiques à l’Ad5. Cette étude suggère aussi que le manque d’activation des T CD8 

chez les personnes vaccinées avec les Ad5 peut être à l’origine d’une meilleure infection du 

VIH, sachant que les T CD8 inhibent la prolifération des T CD4 spécifiques à l’ALVAC et leur 

sensibilité au VIH (Auclair et al., 2018). Par ailleurs, une autre expérience utilisant des cellules 

mononucléaires du sang périphériques PBMC humaines montre que les personnes ayant des 

AcN à l’Ad5 ont des réponses innées diminuées. L’utilisation de systèmes biologiques permet 

d’identifier ces réponses innées comme prédictives de l’induction et de l’ampleur des cellules 

T CD8 spécifiques au VIH (Zak et al., 2012). Ceci suggère que l’augmentation de l’infection 

au VIH chez les personnes séropositives à l’Ad5 peut être en lien avec l’absence de réponses 

innées appropriées, une faible réponse CD8 et une augmentation des T CD4 spécifiques à l’Ad5 

qui sont sensibles à l’infection au VIH et créent un environnement favorable à sa dissémination. 

 L’utilisation d’un adénovirus de chimpanzé (ChAd) (O’Hara et al., 2012) est une 

solution à ce problème. En effet, ce type d’adénovirus très peu rencontré par la population 

(Ad26), induit une meilleure réponse mémoire CD8 que l’Ad5, d’après une étude comparative 

utilisant des transgènes de virus de l’immunodéficience simienne (VIS) (Tan et al., 2013). Lors 
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du développement des vaccins à base de vecteurs viraux, plusieurs paramètres doivent 

être évalués : le risque environnemental lié à la modification du génome du virus, les risques 

d’intégration dans le génome humain, les effets dus à la réplication trop élevée ou persistante. 

De plus, la production doit être hautement sécurisée pour éviter non seulement les 

contaminations du vaccin, mais aussi l’émergence non contrôlée de nouveaux virus recombinés, 

et non caractérisés. Lors de l’ancienne pandémie de coronavirus, des études cliniques avaient 

été réalisées, avec des vecteurs viraux transportant le transgène codant la protéine S1. Les 

résultats ont montré de bonnes réponses cellulaires et humorales spécifiques. Ces résultats ont 

permis le développement des vaccins à vecteur adénovirus actuellement approuvé contre le 

SARS-CoV-2. Le vaccin AstraZeneca se base sur un Ad5 de chimpanzé (ChAdOX1). Il induit 

de fortes réponses T spécifique, des réponses neutralisantes chez 91% et 100% des vaccinés à 

la 1er et 2e injection (Folegatti et al., 2020). Celui de Johnson & Johnson est à base de Ad26 et 

transporte la protéine S entière, il induit des réponses neutralisantes chez 96% des personnes 

participant à l’étude clinique de phase II, des réponses T CD4 avec une préférence pour la 

réponse Th1 chez 72% en moyenne des personnes et une forte réponse T CD8 (Sadoff et al., 

2021b). La compagnie Johnson & Johnson a conduit également une étude clinique (HVTN705) 

à base de Ad26 recombiné transportant des séquences Env, Gag et Pol de HIV administré en 

1ère injection (Ad26.mos). L’étude teste différents schémas vaccinaux hétérologues avec 

Ad26.mos en première injection puis Ad26.mos/MVA.mos administrés ou non avec une 

protéine recombinée gp140 de clade C en rappel. Les résultats montrent que la combinaison 

Ad26.mos-Ad26.mos.gp140 est celle qui induit le plus d’immunogénicité en phase 2b (Barouch 

et al., 2018).  

 

 Vecteur à base de DC : Les DC jouent un rôle central dans l’induction des réponses 

immunitaires. L’idée de créer un vaccin en transportant l’épitope d’intérêt grâce à des cellules 

dendritiques est théoriquement très attirante. Cette stratégie a été exploitée contre plusieurs 

cancers. L’idée est d’isoler des cellules dendritiques du patient et de les cultiver. Les DC sont 

ensuite chargées avec différents types d’Ag (protéines, acides nucléiques), puis activées avec 

des adjuvants et réimplantées dans le patient. Les DC ont alors à leur surface l’Ag choisi et 

pourront aller jusque dans le ganglion pour les présenter aux T et amorcer les réponses 

adaptatives spécifiques (Palucka and Banchereau, 2013). Des tests cliniques ont été réalisés 

pour les cancers des mélanomes et des gliomes par exemple (Carreno et al., 2015) ; (Phuphanich 

et al., 2013). Des études ont conclu que de tels vaccins sont sûrs et peuvent induire l’expansion 

des cellules T CD4 et T CD8 spécifiques. Le seul vaccin à base de DC approuvé est celui 
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contre la prostate métastatique (Sipuleucel‐T (Provenge)), il augmente la durée de vie d’un 

patient d’environ 4 mois (Plosker, 2011). Un candidat vaccin contre un gliome (Northwest 

Therapeutics) précoce et un autre contre celui du cancer du rein avancé (ADAPT trial, Argos 

Therapeutics) sont en étude clinique de phase III, en combinaison avec les traitements 

classiques. Le caractère autologue de la stratégie complique la production industrielle, son 

application en vaccination préventive pour combattre une pandémie rapidement semble être 

difficile. Cependant l’application thérapeutique est très prometteuse et pourrait être une 

stratégie intéressante contre le VIH. Des études cliniques de phase I et II ont en effet été 

réalisées avec des DC dérivées de monocytes autologues, chargées en protéine du VIH. Elles 

ont montré une bonne tolérance et un gonflement des ganglions. Les résultats varient en raison 

de la diversité des protocoles. Ils ont montré que la charge virale du plasma avait diminué, mais 

la réponse spécifique n’est que transitoire (Lu et al., 2004). Les recherches doivent encore être 

approfondies pour révéler le potentiel de cette stratégie. 

 

d) La vectorisation à base de nanoparticules 

 

 Récemment l’utilisation de nanoparticules (NP) comme moyen de véhicule de l’Ag dans 

le corps humain a particulièrement attiré l’attention. L’Ag protéique ou acide nucléique est 

encapsulé à l’intérieur de la NP. Ceci permet de cibler le site de délivrance de l’Ag, lui donne 

une protection contre la dégradation et permet une libération prolongée et contrôlée dans le 

temps ce qui maximise l’activation du système immunitaire. L’Ag peut aussi être conjugué à la 

NP et apparaît alors à sa surface. Ceci permet aux cellules de l’immunité innée de reconnaître 

l’Ag avec ses PRR, de transmettre les signaux de danger et de le prendre en charge. Ce type de 

vectorisation provoque des réactions similaires à celles induites par un pathogène. La qualité 

de la réponse immunitaire est ainsi optimisée. De nombreuses études sont en cours sur le 

développement de ce type de vaccins contre le VIH. De plus, ce type de formulation a fait ses 

preuves pour lutter contre l’épidémie SARS-CoV-2 avec deux vaccins commercialisés à base 

de liposome.  

 

 Plusieurs formulations sont possibles pour concevoir des vaccins nanoparticulaires. 

 

 Les Polymères : Une grande variabilité de polymères existe créant des opportunités 

de façonnage des NP polymériques en faisant varier leur forme, leur taille, leur charge, leur 

concentration. Ils sont d’origine naturelle (albumine, collagen, dextran, chitosan) ou 
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synthétique (les poly(α-hydroxyacides), les poly(aminoacides), des polysaccharides, poly(acide 

lactique-co-glycolique) (PLGA) ou le poly(acide lactique) (PLA)). Les particules ont 

l’avantage d’être biocompatibles et non toxiques pour l’Homme. De plus, elles ont la capacité 

de contrôler la délivrance des médicaments grâce à leur biodégradabilité dont la cinétique varie 

en fonction du type de polymère. Ils forment des NP qui s’assemblent autour de l’Ag. La 

diversité des polymères leur donne la possibilité de, soit enfermer les Ag, soit les présenter à sa 

surface. Ils peuvent ainsi transporter différents types d’Ag sous forme de protéines ou d'acides 

nucléiques. Les polymères peuvent être liés ensemble pour former des copolymères (co-

polymère à base de PLA ou de Poly(aa) (Trimaille and Verrier, 2015). Certains copolymères 

sont des molécules amphiphiles qui peuvent s’auto-assembler dans l’eau par précipitation pour 

former des micelles, dont le cœur est hydrophile. Les polymères peuvent être 

immunostimulants de nature, tels que les polymères cationiques ou hydrophiles. D’autres, 

comme les micelles peuvent encapsuler des adjuvants tels que les ligands NOD (Pavot et al., 

2013) et les TLR (Jiménez-Sánchez et al., 2015) tout en présentant à la surface l’Ag. Une équipe 

compose une micelle à base de PLA co-polymérisés avec un poly(N-Acryloxsuccinimide-co-

N-Vinylpyrrolidone) (PLA-b-P(NAS-co-NVP). Un peptide de l’enveloppe du VIH (VIH-1 Gag 

p24) est conjugué à la surface de la micelle et des imiquimodes (ligands de TLR 7) sont 

encapsulés en son centre. Ils montrent in-vitro que l’ajout d’imiquimodes augmente l’induction 

de la voie NF-κB et MARK par des macrophages, ce qui induit la production de molécules 

inflammatoires ainsi que la maturation des Mo-DC humaines (Jiménez-Sánchez et al., 2015). 

Le PLA peut aussi transporter l’ARNm, cependant la charge négative des deux composants 

complique la conjugaison. Il a été montré qu’en complexant l'ARNm codant un peptide Gag de 

VIH, à un peptide cationique (LAH4-L1), la charge du complexe va devenir positive ce qui 

permet la formulation avec le PLA. Dans la même étude, la NP PLA-ARNm est bien 

internalisée par phagocytose et endocytose dans des DC de souris, cultivées in-vitro. Pour que 

l’ARNm soit traduit, il lui faut quitter l’endosome et aller dans le cytosol. Ceci est permis par 

la molécule LAH4-L1 qui détruit la membrane de l’endosome par protonisation et ainsi dirige 

l’ARNm vers le cytosol. Il faut noter que ce type de mécanisme favorise grandement les 

réponses cytotoxiques, car le peptide endogène pourra être présenté sur un CMH-I. D’ailleurs, 

l’étude montre aussi une bonne maturation des mo-DC humains avec une augmentation de la 

présence des molécules CMH-I et CMH-II et des molécules de costimulations 

CD80/CD86/CHM-I/CMH-II à la surface des cellules (Coolen et al., 2019). 
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 Les liposomes : Les liposomes sont des bicouches vésiculaires auto-assemblées, 

biocompatibles avec l’organisme, non toxiques et entièrement biodégradables. Ce sont des 

bicouches lipidiques refermant un milieu hydrophile. Ils sont très flexibles chimiquement, c’est-

à-dire qu’ils peuvent véhiculer à la fois les molécules hydrophobes intercalées dans leur couche 

lipidique et des molécules hydrophiles en leur centre. Ils peuvent aussi présenter les molécules 

d'intérêt à la surface par conjugaison, favorisant la phagocytose par les cellules de l’immunité 

innée (Sharma, 1997). Les liposomes peuvent transporter à la fois des Ag et des adjuvants en 

faisant une composition en fonction du but recherché (Kuai et al., 2018). En choisissant le type 

de lipides aux propriétés variables, plusieurs structures de liposomes sont possibles. Par 

exemple, le lipide cationique améliore la libération cytosolique des Ag en affectant l’intégrité 

de la membrane endosomale (Xu and Szoka, 1996). Le choix du lipide influence la fluidité de 

la membrane, ce qui impacte la présentation antigénique par les CPA ainsi que l’effet dépôt et 

la maturation des DC. En effet, des études ont conclu que les liposomes rigides et saturés 

comme ceux à base de Diméthyl Dioctadécyl Ammonnium (DDA) intègrent plus de molécules 

de costimulations, augmentent de 100 fois la capacité d’amorcer les réponses adaptatives et 

induisent plus de réponses Th1 par rapport aux lipides fluides et insaturés, comme ceux à base 

de dimétyl dioléoyl ammonium (DODA) (Christensen et al., 2012). Dans une autre étude, les 

lipides cationiques, 1,2-dioléoyl-3-triméthylammonium propane (DOTAP) induisent une 

meilleure maturation des DC ainsi qu’une meilleure stabilité du liposome comparé aux autres 

lipides testés (Soema et al., 2015). Les liposomes cationiques tels que DOTAP, DOTMA et 

Dioléyl-phosphatidyl-éthanolamine (DOPE) sont des véhicules de choix dans la stratégie 

vaccinale. Ils font l’objet de nombreuses études pour des candidats vaccins à base d’ ARNm 

(Pardi et al., 2015) ; (Bahl et al., 2017) ; (Pardi et al., 2017). Très récemment, ce type de 

formulation a été approuvé pour deux vaccins contre SARS-CoV-2 : l'ARNm-1273, développé 

par la société Moderna et BNT162B2, développé par Pfizer en partenariat avec BioNTech. Les 

deux vaccins transportent l’ARNm codant la protéine spike entière dans une conformation de 

pré-fusion (une configuration avant sa fusion avec la cellule cible). La protéine est conjuguée 

avec un liposome cationique composé de quatre éléments : un phospholipide neutre, du 

cholestérol, des lipides polyethylene-glycol (PEG) et un lipide cationique ionisable (permettant 

à l’ARNm d’échapper à l’endosome, ayant le même fonctionnement que la molécule LAH4-

L1 citée précédemment). Après deux injections, BNT162B2 induit des réponses neutralisantes, 

de fortes réponses cytotoxiques et des réponses T CD4 de type Th1 (Polack et al., 2020), tandis 

que ARNm-1273 induit des AcN, des réponses T CD4 de type Th1, mais un faible taux de 

réponse CD8 (Anderson et al., 2020). Les deux vaccins protègent à 100% des formes graves de 
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la maladie. À la vue de ces succès, et de la flexibilité de production, le développement de vaccin 

à base d'ARNm véhiculé par des liposomes pour d’autres maladies infectieuses est encouragé. 

Concernant la vaccination VIH, des études précliniques sont prometteuses. En effet, une 

expérience sur des souris montre qu’un vaccin à base d’ARNm codant la protéine Gag du VIH, 

formulée dans un liposome DOTAP/DOPE, induit une sécrétion de IFN-y caractéristique de la 

réponse T qui n’est pas retrouvée avec une formulation utilisant des polymères. La formulation 

lipidique induit également une augmentation du nombre de GC et une forte réponse cytotoxique 

par rapport à la formulation à base de polymères. De plus, les réponses T CD4 et la production 

d’Ac sont très fortement favorisées après un rappel de type protéique utilisant la protéine VIH 

p24. Cette étude montre qu’une stratégie utilisant deux formulations différentes pour la 1ère et 

la 2e injection est intéressante dans le cadre du VIH, sachant qu’en plus, ces deux formulations 

ne ciblent pas le même type de réponse. En effet la formulation de type ARNm-liposome cible 

des réponses T CD8 et la formulation de type protéine cible des réponses T CD4 (Pollard et al., 

2013). Ainsi, cette formulation permet une forte réponse T CD8, ce qui est un pré-requis 

pour la vaccination VIH. En effet, lors de l’infection, le VIH s’infiltre dans les cellules et 

rentre en dormance pendant plusieurs mois/années. Lorsque la maladie se réveille, les cellules 

deviennent des machines à production de virus. De plus, le VIH s’attaque aux cellules T CD4, 

ce qui affaiblit considérablement le système immunitaire qui ne peut plus se défendre 

correctement. Il est alors indispensable de détruire les cellules infectées avant que la maladie 

ne se réveille. Ceci est permis grâce à la réponse CD8 cytotoxique. De plus il est supposé que 

les réponses cellulaires sont dirigées vers des protéines qui se trouvent à l’intérieur du virus, 

moins en proie aux mutations et ainsi plus conservées entre les souches de HIV. Des épitopes 

ciblant les réponses cellulaires favoriseraient alors la production d’AcNLS. En plus des 

réponses CD8, les recherches sur la vaccination VIH s’articulent autour des d’AcN qui sont 

très durs à obtenir. Dans la dernière expérience, une réponse humorale est observée avec la 

production de GC suggérant la production d'Ac, mais pas d'AcN. Ceux-ci sont observés dans 

une autres étude sur le macaque, utilisant une vaccination à base d’ARNm-liposome, codant 

une protéine de l’enveloppe du VIH-1 de sous-type clade C. La vaccination induit des réponses 

TFH avec une forte neutralisation du virus VIH du même clade mais pas de toutes les souches 

de ce clade (Tiers 1A majoritairement) (Pardi et al., 2019) ; (Pardi et al., 2018). Ainsi, l'échec 

de la production d’AcNLS après injection de ce candidat vaccin, n’encourage pas son 

développement à plus grande échelle. Des recherches plus approfondies doivent être réalisées 

sur la conception de l’Ag en lui-même afin d’élargir le spectre de neutralisation. 
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 VLP : les particules de type viral (en anglais, virus like particules (VLP)) sont 

composées d’un ou plusieurs Ag répétés. Cet Ag répété s’auto-assemble pour former un 

complexe multimérique présentant une densité haute en Ag protéiques ou 

polysaccharides. Aucun élément génomique n’est associé aux VLP, ce qui les rend très sûres 

(Wallis et al., 2019). Il est intéressant de préciser que les BCR s’activent lorsqu’ils détectent 

une répétition d’un même Ag. Ainsi les VLP ont un haut pouvoir activateur de BCR, 

induisant une bonne réponse humorale, en plus de l’induction des réponses innées et T 

(Bachmann and Jennings, 2010). Les VLP ont déjà fait leurs preuves avec les vaccins 

commercialisés contre HPV, Gardasil® (Siddiqui and Perry, 2006) et Cervarix® (Godi et al., 

2019). Plusieurs vaccins à base de VLP sont en essai clinique pour le SARS-CoV-2. Celui 

développé par la compagnie Medicago (CoVLP) en partenariat avec GSK rentre en phase III. 

Ce vaccin est produit par la plante de type Nicotiana benthamiana qui exprime la protéine S du 

SARS-CoV-2 recombinée qui s’auto-assemble pour former un VLP. Le vaccin est administré 

avec l’adjuvant AS03. La phase I montre une sécurité et une bonne production d’Ac spécifiques 

(Ward et al., 2021). Les VLP font aussi l’objet de recherches de vaccin VIH. Des études 

montrent que les VLP à base de protéine Gag et Env ciblent la maturation de DC. Une 

formulation avec du Flt3 ligand (facteur de croissance de DC) augmente la présence de DC et 

de monocytes/macrophages dans la rate de souris et initie les réponses Th 2 et B (expression de 

CD69) (Sailaja et al., 2007). Dans d’autres expériences chez la souris, des réponses 

neutralisantes supérieures à 50% ainsi que des réponses T cytotoxiques sont observées. Ces 

deux réponses sont dirigées contre plusieurs clades (A et B), ce qui est intéressant puisque le 

clade A représente 25% des souches présente dans le monde et prédomine dans les pays 

subsahariens d’où proviennent 70% des infections (Buonaguro et al., 2002). 

 

 OMV : Les vésicules externes de membrane (ou en anglais Outer Membrane Vesicule 

(OMV)) sont produites naturellement par des bactéries à Gram négatif pour le transport de 

molécules (ADN, ARN, Ag, toxine), pour les interactions entre bactéries ou en réponse à un 

stress (Balhuizen et al., 2021). La membrane des bactéries est constituée d’une membrane 

interne, d’une membrane externe et d’une couche intermédiaire de peptidoglycane. Lorsque la 

membrane externe se détache de la couche de peptidoglycane, des vésicules se forment. Les 

OMV sont de bons candidats vecteurs pour une vaccination, car elles combinent transport d’Ag 

et adjuvant. En effet, elles sont composées naturellement de nombreux PAMPs comme les LPS 

qui sont activés par les TLR4, les lipoprotéines qui ciblent les TLR2, les flagellines (pour les 

bactéries à flagelline) qui sont reconnues par les TLR 5 ainsi que d’autres protéines de 
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membrane donnant aux OMV des propriétés immunostimulantes. Elles sont alors susceptibles 

d’être phagocytées par les APC et d’induire des réponses innées. Les OMV ont déjà prouvé 

leur efficacité chez l’humain avec le vaccin approuvé contre la bactérie Neisseria meningitidis 

qui a protégé la population contre une épidémie clonale en Nouvelle-Zélande (MeNZB) (Oster 

et al., 2005). Naturellement le rendement de production des OMV est faible pour un usage 

industriel, mais peut être augmenté de différentes façons : modification génétique, détergent, 

stress, EDTA. Les méthodes de productions et d’isolement des OMV peuvent avoir des 

conséquences sur les propriétés immunitaires des OMV. Par exemple, l’isolement des OMV 

par détergent pour le vaccin MeNBZ permet de déstructurer la membrane et d’augmenter la 

production d’OMV. Cependant le détergent élimine également les LPS, ce qui diminue le 

pouvoir immunogène des OMV. Ainsi le MeNZB a dû être adjuvanté avec de l’Alum (Oster et 

al., 2005). Des techniques de production sans détergent se développent pour améliorer le vaccin. 

L’EDTA peut être utilisé afin d’augmenter le rendement sans diminuer les LPS (van de 

Waterbeemd et al., 2012). Des modifications géniques des souches produisant les OMV sont 

également mises au point. Par exemple pour Neisseria meningitidis la délétion du gène rmpM 

codant pour une protéine de membrane se liant aux peptidoglycanes permet d’augmenter le 

rendement des OMV (van de Waterbeemd et al., 2010). De plus, une seconde modification 

génique peut être réalisée pour détoxifier les LPS. En effet, les LPS des OMV peuvent être 

toxiques et induire de fortes réponses inflammatoires (Kuipers et al., 2015). Les souches 

mutantes de Neisseria meningitidis dépourvues de l’acyltransferase lpxL1 permettent d’obtenir 

des LPS détoxifiés induisant une activation des TLR4 de moindre ampleur (van der Ley et al., 

2001). Des OMV produits par d’autres espèces de bactéries sont très prometteurs. Par exemple, 

une équipe met au point la souche SL3261 Salmonella Typhimurium, génétiquement modifiée 

afin d’intégrer un autotransporteur membranaire de E. coli, l’hémoglobine protéase (Hbp). 

L’Hbp transporte à la membrane des bactéries des Ag hétérologues ce qui augmente la présence 

des Ag sur les OMV (Daleke-Schermerhorn et al., 2014). Les OMV produit avec cette souche 

ont montrés une bonne réponse mucosale avec l’induction de Th-17 (IL-17A) lors de 

l’immunisation de souris avec des OMV contenant une protéine conservée de pneumocoques 

(PspA) (Kuipers et al., 2015). La réponse Th17 est intéressante et corrélée à une diminution de 

la colonisation de bactéries chez l’homme (Pido-Lopez et al., 2011).  

 

 Virosome et ISCOM : Les virosomes sont composés de 70% de phospholipides, 

formant une bicouche de lipides et 30% de glycoprotéines hémagglutinine (HA) et 

neuraminidase (NA) d’influenza. L’Ag est intercalé dans la bicouche lipidique. Les virosomes 
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sont connus pour délivrer les Ag aux CPA qui les présentent sur les CMH-I et les CMH-II 

induisant une réponse T et une réponse B (Okitsu et al., 2007).  

 Les complexes immuno-stimulateurs (ImmunoStimulatory COMplexe ISCOM) 

sont des NP composées d’une bicouche lipidique de cholestérol et de phospholipide, mais ils 

ont en plus des adjuvants comme la saponine (Duewell et al., 2011). L’inconvénient c’est qu’ils 

ne peuvent être chargés qu’avec des Ag hydrophiles. 

 

 Les différentes NPs (vecteurs viraux ou non vivants) peuvent avoir des tailles, des 

formes, des compositions différentes qui vont influencer la qualité des réponses immunitaires 

innées.  

 La taille des NP est un facteur important pour le traitement des Ag. Tout d’abord 

pour la prise en charge par les CPA. En effet, les CPA sont programmées pour internaliser des 

éléments de la taille d’une bactérie ou d’une cellule entière (ordre du µm) ou même d’un virus 

(10-100 nm). La taille des NP est similaire à celle des pathogènes. En effet les VLP font 20 à 

200 nm, les liposomes, les virosomes de 100 à 200 nm, les OMV de 20 à 250 nm et les 

polymères de 20 à 500 nm, ce qui facilite leur prise en charge (Kovacsovics-Bankowski et al., 

1993). La taille est aussi importante pour le transport jusqu’aux OLS. En effet, les Ag peuvent 

circuler dans les vaisseaux soit librement soit dans une cellule. La circulation libre est un facteur 

non négligeable pour l’activation des cellules B qui reconnaissent les Ag sous leur forme native. 

Les petites particules de 20 nm à 200 nm pénètrent facilement les vaisseaux lymphatiques avec 

une taille optimale de 40 nm (Reddy et al., 2006), tandis que les plus grosses (>200nm) doivent 

être transportées par des CPA professionnelles (Manolova et al., 2008). Cependant, cela dépend 

également de l’hydrophobicité des particules puisque certains vaisseaux lymphatiques sont 

imperméables aux petites molécules hydrophiles d’un rayon de 5-6 nm (Ono et al., 2005). Les 

petits Ag peuvent diffuser à travers les pores du sinus sous-capsulaire et interagir avec des 

cellules B directement, par exemple en activant les BCR ou en présentant des ligands aux TLR 

4,7 et 9 des cellules B (Pape et al., 2007) ; (Eckl-Dorna and Batista, 2009) ; (Pasare and 

Medzhitov, 2005). Les ligands de TLR sont présents à la surface de beaucoup de NPs. Les plus 

grosses molécules (taille d’un virus) sont d’abord capturées par les macrophages du sinus sous 

capsulaire puis transmises au B (Junt et al., 2007). Une étude montre que les petites particules 

se retrouvent aussi bien dans les zones B que les zones T alors que les plus grosses molécules 

se trouvent uniquement dans les zones T (Manolova et al., 2008). Dans les zones T les Ag sont 

pris en charge par les DC puis transmis au B dans la zone frontière (Wykes et al., 1998). L’Ag 

sous sa forme libre est non négligeable pour cibler les réponses B mais les Ag présentés sur les 
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CPA sont essentiels pour cibler les réponses T CD4 et TFH. Ce qui est indispensable pour 

induire des réponses neutralisantes. En effet pour rappel, sans TFH, les mutations RSC ainsi 

que la mise en place d’une réponse B à long terme, spécifique et neutralisante des Ag sont peu 

probables. Par ailleurs, la géométrie des particules est prise en compte lors du « design » des 

NP. Ceci imite la disposition des protéines sur les virus et les bactéries qui sont constitués : 

d’une ou plusieurs molécules très répétées et hautement organisées. Les cellules de l’immunité 

innée et adaptative ont évolué afin de reconnaître des structures hautement répétitives (comme 

expliqué dans le paragraphe précédent). De telles structures favorisent la complexation des 

BCR et induisent de puissants signaux d’activation des cellules B. Pour confirmer cela, une 

étude montre que 15 à 20 molécules d’haptène espacées de 5 à 10 nm, forment une géométrie 

idéale pour activer les B (Dintzis et al., 1976). Ceci est équivalent à la structure des protéines 

de l’enveloppe virale. Dans une autre étude, des séquences répétées d’Ag sont plus 

immunogènes qu’un Ag libre (Chackerian et al., 2001). 

3) Les voies d’administration influencent les réponses immunitaires  
 

 La voie d’administration a un impact majeur sur la qualité et l’intensité des réponses 

immunitaires, beaucoup d’études comparent les différentes voies d’administration. Le choix de 

la voie d’administration peut dépendre du tropisme du pathogène. Si le pathogène envahit les 

muqueuses, par exemple pour le SARS-CoV-2 qui se loge dans les voies respiratoires ou le 

VIH qui colonise d’abord les voies urogénitales, une réponse mucosale serait donc souhaitable, 

ainsi la voie intranasale, orale, ou même intravaginale serait intéressante. Beaucoup 

d’expériences sur les primates non humains étudient les réponses mucosales après injection 

intranasale ou intrarectal avec des résultats prometteurs (Vajdy et al., 2004) ; (Gómez-Román 

et al., 2005). Cependant, il y a très peu de vaccins approuvés qui utilisent l’administration 

mucosale. L’exemple le plus connu est le Flumist® contre la grippe, qui est administré par voie 

intranasale. En effet, ces voies comportent beaucoup de barrières physiques et chimiques, elles 

sont difficiles à pratiquer en masse et très invasives. Lors d’une campagne de vaccination une 

voie plus accessible est souhaitable. Une étude utilisant un épitope VIH montre que la voie 

intramusculaire (IM) induit des réponses d’Ac spécifiques avec l'utilisation d'éléments 

augmentant l'immunogénicité. Ceci montre que les voies alternatives aux voies mucosales 

peuvent aussi induire de bonnes réponses immunitaires, si la formulation est composée avec les 

bons adjuvants et/ou systèmes de délivrance (Egan et al., 2004). La voie IM est la voie utilisée 

conventionnellement, car elle est très bien décrite, maîtrisée, simple à utiliser et non invasive. 

Cependant, il a été montré dans l’histoire de la vaccination que la voie intradermique (ID) est 
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très efficace notamment avec le vaccin contre la variole qui a permis l’éradication de la maladie 

et le vaccin BCG couramment administré en ID. Malgré cette efficacité de nombreux vaccins 

sont administrés en IM, car la voie ID utilisant la méthode conventionnelle « Mantoux » (décrite 

par la suite) n’est pas intuitive et nécessite une formation rigoureuse du personnel afin que 

l’injection soit précisément réalisée au niveau du derme et non en sous-cutanée, ce qui n’est pas 

évident au vu de la finesse de la peau. L’injection IM est plus facile, car le muscle est facilement 

ciblé. 

La peau est une voie de vaccination très intéressante, car elle possède un environnement 

immunologique très riche comparé au muscle. La peau a évolué de façon à se défendre au 

maximum contre les pathogènes. Sa première couche est directement en contact avec 

l’extérieur, c’est la couche cornée aussi appelée stratum corneum. En effet, elle est composée 

de cellules mortes (corneum) et de lipides (ceramide, cholestérol et acide gras) qui forment un 

bouclier imperméable et empêchent les molécules et les pathogènes d’entrer. Les couches 

suivantes de la peau, l’épiderme, le derme et l’hypoderme (sous-cutanée (SC)) ont des 

compositions différentes en cellules immunitaires, notamment en CPA, permettant de se 

défendre avec des réactions immunitaires optimales. La vaccination cible ces trois couches avec 

des administrations transcutanées (TC), ID et SC (Figure 9). 
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i) L’environnement immunitaire de la peau et du muscle 
 

 L’épiderme est majoritairement composé de kératinocytes et de cellules de Langerhans 

(LC). Les LC sont des DC spécialisées, exprimant les marqueurs de surface CD1a+CD14-

CD207+. L’épiderme possède aussi des cellules T CD8 mémoire. Le derme se compose de 

matrices extracellulaires comme le collagène et des DC du derme (dermal dendritic cell en 

anglais, DDC). La plupart des études décrivent au moins trois sous-groupes les CD14+ CD1a-, 

les CD1c+CD14-/CD1a+CD14- et les CD141+ (Haniffa et al., 2012) ; (Harman et al., 2013) ; 

(Haniffa et al., 2009) ; (McGovern et al., 2014). Cependant en comparant les différentes études 

qui caractérisent les DC du derme, il est observé que les sous-groupes sont un peu plus 

diversifiés. En effet, certaines études utilisent aussi le CD11c comme marqueur de 

différenciation. Ils identifient une population CD141hi n’exprimant pas le CD11c (CD11c-), et 

une population CD11c+ divisée en deux : une partie CD141+ et une autre CD141-. Les deux 

populations CD11c-CD141+ et CD11c-CD141- sont également CD1c+ et CD1a+ (McGovern et 

al., 2014), elles sont décrites comme appartenant aux CD1c+ (Haniffa et al., 2012)ou CD1a+ 

(Gunawan et al., 2016). D’autres études décrivent simplement la population CD1a+CD14- 

(Fehres et al., 2015) ; (Klechevsky et al., 2008) qui semblerait correspondre à la CD1c+. 

Cependant, une autre étude décrit une population CD1c+ CD11clow/int (Haniffa et al., 2009). 

Certaines études décrivent aussi la population CD1c+ (CD141-ou CD141+) ayant un CD1aint qui 

est surexprimé lorsque la population s’active et migre (Haniffa et al., 2012) ; (Gunawan et al., 

2016). La même étude décrit une population CD141hi CD1c- CD1a- minoritaire et une 

population CD141hiCD1a+CD1c+ majoritaire en migration (Haniffa et al., 2012). La CD141hi 

est intéressante, car elle a la faculté de cross-présenter l’Ag très efficacement comparé au CD1c+ 

et au CD14+ et d’activer un plus large panel de cellules adaptatives avec un même Ag. Une 

étude décrit des CD14+ dérivant des monocytes avec un sous-groupe pouvant aussi exprimer le 

CD141+ (Chu et al., 2012). L’expression du CD1c et du CD1a dans la population CD14+ est 

variable (Haniffa et al., 2009), mais accentuée lorsque la population migre (McGovern et al., 

2014). Il est intéressant de montrer la diversité des DC du derme de la littérature : il semblerait 

Figure 9 : Schéma des différentes voies d’administration. Les voies d’administration sont IM dans le muscle, SC dans 

l’hypoderme. La peau est composée de la couche cornée, de l’épiderme du derme et de l’hypoderme. ID dans le derme et 

TC, ciblant plutôt l’épiderme. Les voies IM et SC utilisent de longues aiguilles hypodermiques creuses. Les voies ID utilisent 

soit de courtes aiguilles hypodermiques creuses (1.5 mm), soit la méthode Mantoux (longue aiguille hypodermique creuse) 

avec une pénétration à 15° par rapport à la peau, soit des microaiguilles. La voie TC utilise soit des patchs en associant avec 

des méthodes de diffusion à travers la couche cornée (électroporation, ionisation, sonoporation), soit le follicule pileux vide 

avec la méthode CSSS (de l’anglais, The cyanoacrylate skin surface stripping). La peau possède beaucoup plus de cellules 
de l’immunité que le muscle : les cellules de Langerhans dans l’épiderme, les DC du derme dans le derme, les macrophages 

résidents, ainsi que des cellules qui infiltrent le tissu lors de la vaccination (neutrophile, basophile, éosinophiles) et des 

cellules T mémoire. Le muscle possède quelques macrophages. La peau est également constituée de vaisseaux sanguins et 

lymphatiques. ID : intradermique. IM : intramusculaire. SC : sous-cutané. TC : transcutané. Schéma inspiré de la revue 

« transcutaneous and intradermal vaccination », Combadière Behazine et Christelle Liard et al., (2011). 
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qu’il y ait bien trois populations, DDC CD141hi, DDC CD1c+ (ou DDC CD1a+) et DDC CD14+ 

avec pour chacune, des variantes en fonction de l’état d’activation des cellules et des marqueurs 

utilisés par les équipes de recherche (Figure 10). Le derme accueille aussi une population de 

macrophages (CD163+ CD14+), ainsi que des LC CD1ahiCD207+ qui ont migré de l’épiderme 

vers le derme après activation, et des cellules TCD4+ faisant du derme une zone très riche en 

CPA et cellules immunitaires. La troisième couche de la peau ciblée par la vaccination est la 

SC, qui se compose d’adipocytes. C’est la couche la plus pauvre en cellules immunitaires 

(quelques rares monocytes activés). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Le muscle est un groupe de fibres musculaires composées de cellules musculaires, de 

protéines d’actine et de myosine, assemblées entre elles grâce aux tissus conjonctifs (vaisseaux 

sanguins et nerfs). Le muscle ne possède pas de DC résidentes, les seules cellules du système 

immunitaire présentent entre les fibres musculaires, sont les macrophages (Figure 9). Elles 

perçoivent les perturbations de l’homéostasie tissulaire et favorisent le recrutement des 

leucocytes sanguins (Brigitte et al., 2010).  

 Le muscle, et la peau sont deux environnements pouvant interagir avec le système 

immunitaire. En effet, les kératinocytes et les cellules musculaires secrètent de nombreuses 

cytokines telles que l’IL-1 et l’IL-32 qui sont connues pour activer les DC ainsi que l’IL-6 et le 

Figure 10 : Les cellules dendritiques du derme. Il semblerait que le derme soit composé de trois populations, 

DDC CD141hi, DDC CD14-CD1c+ (ou DDC cD1a+) et DDC CD14+ avec pour chacune, des variations des niveaux 

d’expression des marqueurs de surface CD1a, CD11c, CD1c et CD141, en fonction de l’état d’activation des 

cellules et des marqueurs utilisés. Les chiffre entre parenthèse sont les références bibliographiques relatant les sous 

populations de DDC. Ref : 1 = Haniffa et al., (2012) ; 2 = Klechevsky et al., (2008) ; 3 = Haniffa et al., (2009) ; 4 

= McGovern et al., (2014) ; 5 = Gunawan et al., 2016 ; 6 = Fehres et al., (2015) ; 7 = Chu et al., (2012). 
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TNFα(Arend et al., 2008). Les deux types de cellules possèdent également des TLR pouvant 

signaler un danger et activer le système immunitaire. Cependant, les kératinocytes en expriment 

plusieurs types (TLR1, 2, 4, 5, 6, 3, 9), pouvant reconnaitre un plus large panel de pathogènes 

(Lebre et al., 2007), contrairement au muscle qui exprime seulement le TLR3 (Schreiner et al., 

2006). La peau est constituée de quelques éléments qui en font un environnement 

particulièrement immunologique. Par exemple, les follicules pileux (FP). Les FP n’ont pas 

de couche cornée. Ainsi, ils sont en contact direct avec l’extérieur et pour faire face à cette 

situation, ils ont des propriétés immunologiques spécifiques. Bien que le FP prenne racine dans 

le derme, il est entouré d’épiderme (kératinocytes et de LC) et de matrice extracellulaire 

immunosuppressive, créant une jonction avec la couche dermique. Les kératinocytes autour des 

FP participent beaucoup au rôle immunologique des FP (Figure 9). Chez la souris, les 

kératinocytes produisent des cytokines distinctes suivant leur localisation le long du FP et 

contrôlent le mouvement des leucocytes (Nagao et al., 2012). Par exemple, elles participent au 

recrutement de précurseur de LC quand leur nombre diminue (Nagao et al., 2012). La sécrétion 

d’IL-15 et d’IL-17 maintient les cellules T mémoires CD4 et CD8 autour des FP (Adachi et al., 

2015). En effet, le FP est un lieu de résidence des T mémoires T CD4 et T CD8 permettant de 

conserver l’immunité à long terme dans la peau. Les FP régulent négativement 

l’immunogénicité du microenvironnement en produisant des puissants immunosuppresseurs : 

TGF-β et IL-10. Ceci permet de supprimer les cellules T auto réactives et induit la diminution 

de l’expression des CMH-I sur les kératinocytes (Paus et al., 2003). Pendant l’inflammation, il 

semblerait que les DC dérivés de monocyte (CX3CR1+) forment, de manière dépendante au 

CXCR2, un amas autour des FP, ce qui favorise la reconnaissance de l’Ag par les cellules T 

effectrices chez la souris (Liu et al., 2018). Les glandes sébacées sont un appendice des FP et 

influencent aussi l’immunité de la peau en sécrétant des lipides, des peptides anti-microbiens, 

des cytokines et des chimiokines (Kabashima et al., 2019). Une autre structure très importante 

de la peau est la jonction de liaison épiderme-derme qui regroupe une concentration importante 

de LC et de DDC. Le muscle et la peau sont également des microenvironnements qui 

favorisent la migration des cellules de l’immunité innée. Le derme et le muscle sont très 

vascularisés en vaisseaux sanguins et lymphatiques. Le derme profond (réticulaire) est traversé 

de vaisseaux qui se ramifient dans le derme supérieur (papillaire). Les vaisseaux permettent aux 

cellules de circuler dans le reste du corps et notamment vers les OLS. La migration des cellules 

innées est permise notamment grâce à la sécrétion de chimiokines. Par exemple, le CCL20, 

ligand du récepteur CCR6, est produit par les vaisseaux sanguins du muscle et du derme. Le 

CCL20 émet un signal chimio-attractant, reconnu par le récepteur CCR6, présent à la surface 
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des cellules inflammatoires (neutrophiles, macrophages et DC plasmacytoïdes) et participe 

ainsi à leur recrutement sur les sites de l’inflammation (Dieu-Nosjean et al., 2000). D’autres 

chimiokines participent au recrutement des cellules sur le site de l’inflammation telles que le 

CCL2 pour les monocytes/macrophages et CXCL8 pour les neutrophiles. Par ailleurs, les 

cellules du muscle expriment des molécules de costimulation telles que le CD40 favorisant la 

sécrétion des chimiokines. Dans la peau, le CD40 est exprimé principalement par des CPA 

résidents (LC/DDC), c’est une marque de leur activation. Les CPA activées de la peau 

expriment des récepteurs aux chimiokines permettant leur migration vers les OLS. Par exemple, 

les LC et les DDC expriment le CCR7 qui répond au pouvoir attractant du CCL20 et permet 

leur migration (Villablanca and Mora, 2008). De plus, il a été démontré que les Kératinocytes 

peuvent influencer la migration des LC. En effet, IL-32 produit par les Kératinocyte, après 

immunisation par MVA, induit le changement de forme des LC (qui deviennent rondes), une 

augmentation de l’expression de CXCL10 et une diminution des molécules d’adhésion (Epcam 

et E-cadherin) (Gonnet et al., 2018). Tous ces facteurs sont le signe d’une activation et d’une 

migration des LC vers le derme puis vers les OL. De même, les neutrophiles ou macrophages 

recrutés après immunisation, peuvent aussi influencer l’activation des CPA de la peau, en 

secrétant du TNF-α (Epaulard et al., 2014). 

 La peau et le muscle sont deux environnements très différents qui influencent beaucoup 

la qualité des réponses immunitaires comme cela a été montré dans l’étude d’Abadie et Co 

(2009). Elle montre que les souris immunisées par le muscle ayant reçu des CPA provenant 

d’un environnement inflammatoire de peau ont des réponses similaires aux souris immunisées 

par la peau. Ceci suggère que la maturation et l’éducation des CPA ne sont pas les mêmes selon 

l’environnement immunitaire, donnant une qualité des réponses immunitaires différentes.  

 

ii) La qualité des réponses immunitaires en fonction de la voie 

d’administration 
 

 Les réponses immunitaires induites après vaccination par les voies cutanées et 

musculaires ont été beaucoup étudiées. L’étude d’Abadie et Co démontre que l’administration 

du MVA par ID induit de plus fortes réponses T CD4 et une meilleure polyfonctionnalité des 

réponses T CD4 et T CD8, par rapport à la voie IM. En effet, les cellules T produisent des 

cytokines plus variées, lors d’une administration par voie ID que par voie IM, avec une 

dominance de TNF-α pour les CD4 et d’IFN-/TNF-α pour les CD8. Dans cette étude, la 

différence de qualité des réponses adaptatives est associée à une réponse innée différente. En 



 

77 
 

effet, l’injection par voie ID entraîne un plus gros recrutement des cellules innées : les 

macrophages, les DC et les neutrophiles dans le ganglion. Dans le ganglion des souris ID, les 

DC et les macrophages sont aussi davantage impliqués dans l’amorçage des réponses T, avec 

la production d’IFN- significativement plus grande que chez les souris IM. Cette différence de 

réponses est sans doute liée à une inflammation plus précoce ainsi qu’à la présence de DC plus 

importante au site d’injection dans la peau que dans le muscle. En effet, dans le muscle les 

réponses semblent être totalement dépendantes du recrutement des monocytes (qui se 

différencient en CPA) ainsi que celui des neutrophiles. Dans la peau, la réponse est directement 

médiée par les CPA résidentes en plus de celle médiée par les DC et les cellules inflammatoires 

recrutées (Abadie et al., 2009). 

 Plusieurs études sont réalisées pour des vaccins dirigés contre plusieurs pathogènes  : la 

rage (Vien et al., 2008), l’hépatite B (Charest et al., 2000) ; (Egemen et al., 1998), la grippe 

(Boonnak et al., 2017) ; (Gonçalves et al., 2019) et VIH (Estcourt et al., 2005) ; (Liard et al., 

2011). Ils ont montré que la voie ID est capable de favoriser une réponse humorale comparable 

à celle observée par la voie IM ou SC mais en utilisant une quantité plus faible d’Ag, certains 

vaccins allant jusqu’à 1/10e de la dose standard utilisée pour la voie IM (Rols, 2008) (études 

cliniques de phase 1). Par exemple, il a été prouvé chez la souris que le vaccin à ADN administré 

par voie ID avec seulement 20% de la dose par voie IM induit une plus forte poly fonctionnalité 

des cellules T CD4 que celle induite par la voie IM (Bråve et al., 2011). Il est alors suggéré que 

suivant la voie d’administration, les réponses immunitaires sont orientées différemment. 

Le vaccin à ADN est reconnu pour son efficacité à favoriser plus de réponses T CD8 par rapport 

aux réponses humorales. Il a été utilisé dans un essai clinique de phase 1, réalisé dans l’équipe 

de B. Combadière, afin d’étudier l’administration IM et ID (IM + l’ID) ou IM et TC (IM + 

TC) simultanée, lors de l'administration d’un candidat VIH (GTU®MultiVIH de clade B). 

En effet, l’administration par voie IM pour les vaccins à ADN a l’avantage de pouvoir 

accueillir des volumes importants d’ADN par rapport à la vaccination par la peau et donc 

d’augmenter la transduction des monocytes et l’expression du transgène. La combinaison des 

voies IM + ID ou IM + TC a l'avantage de maximiser l’expression du transgène en injectant par 

voie IM une dose suffisante pour induire une réponse immunitaire, tout en optimisant 

l'activation des diverses CPA résidentes de la peau par l’injection en ID ou l’injection en TC. 

Les résultats montrent que l’injection IM + ID induit des réponses T effectrices avec la 

production d’IFN- et une baisse de la charge virale. Tandis que l’administration IM + TC 

induit globalement des réponses T CD4 et T CD8 avec une expression de cytokine 

correspondant à une réponse Th17 (Haidari et al., 2017). Il est intéressant de noter que, dans 
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d’autres études cliniques utilisant un vaccin protéique d’influenza, l'immunisation par la voie 

TC induit également une production de TNF-α, d’IFN- mais de moindre ampleur. Surtout, il 

n’a jamais été rapporté de phénotype IL-17 après administration par voie TC (Combadière et 

al., 2010). Il est alors supposé que la combinaison des administrations IM + TC apporte une 

réponse unique et qu’il y a une différence de réponse suivant la forme de vaccin. De plus, les 

réponses IL-17 semblent être impliquées dans la protection des muqueuses et de l’épiderme 

(Kumar et al., 2013). Ceci est en accord avec les études sur la souris, dans lesquelles 

l’administration de protéines recombinantes et de virus atténué par voie TC semble favoriser la 

production d’IgA (Ig spécialisée des muqueuses) (Liard et al., 2011) ; (Etchart et al., 2007). 

Une expérience supplémentaire réalisée par l’équipe de B. Combadière, associe 

l’électroporation à l’IM (EL + IM) lors de l’injection de l’ADN. Il est constaté que la quantité 

des réponses T CD4 et T CD8 surpasse celle observée par la combinaison des voies (IM + ID 

ou IM + TC). La charge virale est également diminuée chez plus de sujets avec une protection 

contre d’autres clade du VIH (Haidari et al., 2017). Ainsi pour un vaccin ADN, la stratégie 

qui semble la plus efficace est l’injection IM avec une électroporation. Les réponses 

humorales ne sont pas observées dans cette même étude. Ceci est le reflet d’une forme de vaccin 

conçue pour induire des réponses CD8. En effet, il est connu que la voie IM induit des réponses 

humorales lors de l’injection d’épitopes protéiques (Gonçalves et al., 2019). Par ailleurs, la voie 

SC favorise aussi la formation d’Ig. En injectant une protéine de VIH, la P24 formulée dans 

une NP de polymère (PLA) en SC, la formation d’IgG est observée après injection en l’absence 

de réponses T CD8. De plus, l’administration du PLA-P24 dans les différentes couches 

souligne la différence d’orientation de la qualité de la réponse immunitaire induite suivant 

la couche de peau visée : l’injection ID induit à la foi des réponses cellulaires cytotoxiques et 

humorales tandis que l'injection TC favorise les réponses T CD8 (Liard et al., 2011). Dans cette 

expérience l’injection ID semble plus favorable à une réponse complète par rapport à l'injection 

TC. De manière générale, la vaccination par la peau semble être une voie qui induit une plus 

grande diversité de réponses en adaptant la dose et la forme de l’Ag. Elle est donc très étudiée, 

notamment pour la recherche de vaccins contre le SARS-CoV-2. Des études précliniques de 

vaccin protéique à base de la protéine S sont effectuées, montrant des réponses humorales et 

cellulaires similaires à celles obtenues en injection IM avec une légère augmentation des 

réponses humorales en IM et une meilleure réponse cellulaire en injection ID (Yadav et al., 

2021). Par ailleurs, d’après ce qu’il a été constaté, la voie TC pourrait localiser les réponses au 

niveau des muqueuses, ce qui est intéressant pour limiter la colonisation du virus dans les voies 

respiratoires et ainsi éviter les complications lors de l’infection (Joly, 2020). La voie TC est 
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alors étudiée en injectant la nucléocapside du SARS-CoV-2 dans l’épiderme à l’aide de 

microaiguilles dissolvables, ce qui induit de bonnes réponses cellulaires et humorales 

(Kuwentrai et al., 2021). Par ailleurs, l’expression d’un d’ARNm auto-amplificateur, transporté 

par un liposome dans un explant de peau humaine, a été optimisé en faisant varier plusieurs 

paramètres : type de lipide, concentration du liposome, concentration de NP-ARNm, ratio entre 

différents lipides. Le type de lipide (Cephalin, C12-200, DDA, DOTAP) ainsi que sa 

concentration ont joué beaucoup sur l’expression de l’Ag. La formulation à base de céphalin 

est la plus optimisée, elle permet une expression du transgène augmentée par 7 par rapport à la 

formulation initiale à base de DOTAP. L’étude montre que 50% des cellules qui expriment le 

transgène sont des cellules immunitaires résidentes et même si celles-ci ne représentent que 7% 

de cellules de la peau elles sont très efficaces pour capturer le transgène. Ainsi l’injection par 

voie ID pourrait être très prometteuse pour l’injection d’ARNm dans la peau (Blakney et al., 

2019). Ceci pourrait être intéressant dans le cadre du SARS-CoV-2, qui a montré des vaccins 

ARNm-liposome très efficaces.  

 

 En conclusion, en adaptant la dose ainsi que la manière d’injecter par rapport à la forme 

de l’Ag, il est possible de moduler différemment les réponses adaptatives en choisissant la voie 

d’administration. Il semble aussi qu’il est possible de modeler les réponses apportées par un 

vaccin en fonction des différents pathogènes et de leur tropisme. Ceci est vrai entre les voies 

IM et intra-cutanée, mais aussi selon la couche de peau visée, épiderme, derme ou SC. Cette 

différence de réponse entre les couches de la peau serait liée aux différences de populations de 

cellules innées qui n’induisent pas les mêmes réponses immunitaires comme vues dans le 

chapitre 2 et dans l’étude d’Abadie et co. La différence de phénotype des CPA situées dans 

chaque couche de la peau et dans le muscle semble importante. Pour façonner l’immunité 

adaptative, il est essentiel d’optimiser l’apport d’Ag aux cellules. Pour cela de nombreux 

dispositifs d’administration sont en cours de développement. 

 

iii) Les dispositifs d’administration 
 

 Les dispositifs d’administration pour le muscle et l’hypoderme sont des aiguilles 

hypodermiques (creuses) et assez longues pour atteindre le muscle ou la couche SC (>10mm) 

en traversant la peau. Pour l’injection IM, la longueur des aiguilles est de 30-40 mm pour les 

adultes de poids moyen et de 16 mm pour les enfants jusqu’à 18 mois. La pénétration se fait 

avec un angle de 90 degrés. Cette technique est très bien maîtrisée par les praticiens et acceptée 
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par la population. Contrairement aux voies IM et SC qui ont des dispositifs bien optimisés, les 

dispositifs pour les voies ID et TC sont encore en plein développement. 

 

a) Dispositifs couramment utilisés 

 

 Initialement l’instrument utilisé pour la vaccination anti-variolique, était une lancette 

(stylo) ou lancette rotative (avec plusieurs très petites aiguilles de 1 mm) contenant quelques 

gouttes de la solution vaccinale, avec laquelle la peau était égratignée. Cependant, la méthode 

ne pouvait pas être standardisée puisque le volume injecté n’était pas précis. Comme il a été vu 

dans le chapitre 1, le développement de l'aiguille bifurquée par Benjalin A. Rubin apporte une 

contribution majeure à la vaccination de masse et donc l'éradication du virus de la variole en 

1980, avec un volume plus maitrisé (Fenner et al., 1988) ; (Artenstein, 2014) Figure 2 et 11). 

Une étude montre que deux insertions avec l’aiguille bifurquée semblent préférables pour la 

prise de la vaccination plutôt que deux insertions avec la lancette (Pattanayak et al., 1970).  

 Les systèmes d’injection sans aiguille se développent aussi dans les années 1940. Ils 

consistaient à faire pression sur la peau à l’aide d’un gaz, forçant la solution vaccinale à pénétrer 

(Figure 11). Le dispositif ressemblait à un pistolet. Il servit pendant les campagnes de 

vaccination de masse, mais à cause des risques d’infection par le sang notamment dûe à la 

réutilisation du même dispositif pour plusieurs individus, le dispositif a été abandonné. Depuis, 

le système s’est amélioré, en développant des adaptateurs jetables et a montré une très bonne 

efficacité de réponse immunitaire. L’injection par ce système n’est pas précise et très diffuse, 

le vaccin peut atteindre le derme, l’hypoderme et le muscle, ce qui peut créer une grosse réaction 

inflammatoire et des effets secondaires importants. Ceci n’encourage pas son utilisation. 

 De nos jours, l'injection standard par voie ID est la méthode de Mantoux, introduite 

par Charles Mantoux pour le diagnostic de la maladie de la tuberculose en 1910 (Figure 11). 

La méthode utilise une aiguille hypodermique de calibre 27. Elle pénètre presque parallèlement 

la peau étirée (angle de 15°C) avec le biseau vers le haut. Le succès de l'injection est visualisé 

avec l‘apparition de papules (Lambert and Laurent, 2008a) et l'injection est efficace pour 

induire des réponses souhaitées (Henderson et al., 2000). La méthode est maintenant utilisée 

pour la vaccination contre le BCG et la rage (Bricks, 2004) ; (Briggs et al., 2000). Elle cible la 

partie supérieure de la peau, avec l’activation des LC. Cependant, la méthode de Mantoux n'est 

pas le premier choix dans les stratégies de vaccination en raison de ses nombreux 

inconvénients : les effets secondaires, les réactions cutanées, les douleurs pendant l'injection, 
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les difficultés à procéder, la formation technique pour pouvoir pratiquer, le gaspillage de liquide 

(fuite, volume mort) (Jarad et al., 1999).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En raison des nombreux inconvénients de la méthode Mantoux les nouveaux dispositifs 

pour l'injection par voie ID font l’objet de nombreuses recherches.  

 

b) Développement de méthode d’administration transcutané sans aiguille 

 

 Les méthodes d’administration TC se développent pour administrer le vaccin dans la 

peau par une application topique (sans aiguilles). Les difficultés soulevées par 

l'imperméabilité du Startum Corneum (la couche cornée (CC) directement en contact avec 

l’extérieur) empêchent la diffusion des molécules lipophobes et de haut poids moléculaire > 

500 Da (Bos and Meinardi, 2000). Le défi est de modifier les propriétés physicochimiques de 

cette couche pour la rendre perméable aux solutions vaccinales déposées à sa surface. 

Plusieurs techniques ont émergé permettant de perturber temporairement la perméabilité de la 

peau. L’électroporation, qui a été citée précédemment, utilise un champ électrique à haute 

tension pour augmenter la transfection des acides nucléiques dans les cellules à travers la CC 

(Titomirov et al., 1991). L’ionophorèse utilise la même technique, mais avec des tensions 

transdermiques plus faibles et plus longues (Toyoda et al., 2015). La sonoporation est une 

méthode qui consiste à appliquer des champs d’ultrasons à basse fréquence pour perturber 

temporairement les lipides de la CC (Dahlan et al., 2009). Une étude émet aussi l’hypothèse 

que les ultrasons peuvent activer les cellules immunocompétentes (Tezel et al., 2005). Des 

impulsions au laser peuvent être aussi utilisées pour augmenter l’administration de 

médicaments sans douleur, ce sont des procédés photomécaniques (Menon et al., 2003). Toutes 

Aiguille Bifurcat 

 

Méthode Mantoux 

 

Figure 11 : Les aiguilles intradermiques 

déjà utilisées au cours de campagnes de 

vaccination. L’injecteur Jet est un injecteur 

à compression d’air. L’aiguille Bifurcate et 

l’injecteur Jet sont utilisés pendant la 

campagne de vaccination contre la variole. 

La méthode Mantoux est utilisée pour la 
vaccination BCG. 
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ces techniques sont approuvées sur animaux, ou au premier stade de développement. Elles 

s’appliquent après l’injection des formulations vaccinales sous forme de patch (Eypper et al., 

2013) ou de gel (Toyoda et al., 2015). Ces techniques ne sont pas invasives, et semblent être 

bien tolérées par la population. Cependant la nécessité d’un équipement spécialisé et d’un 

personnel formé rend leur application à l’échelle industrielle chère et compliquée. D’autres 

méthodes plus simples d’administration TC se développent. Par exemple, il a été prouvé qu’en 

hydratant et en rasant la peau, un certain nombre d’adjuvants peuvent induire de bonnes 

réponses immunitaires (Godefroy et al., 2005). L’équipe de B. Combadière propose de déposer 

l'Ag dans les FP vides. Ce qui est très prometteur, car le FP constitue un réseau immunitaire 

riche. La technique de décapage de la surface de la peau par cyanoacrylate (en anglais, 

The cyanoacrylate skin surface stripping (CSSS)), développée par notre équipe, a été validée 

avec différents modèles de vaccins (NP, vecteur viral, protéines et ADN) sur des explants de 

peau humaine et en étude clinique, avec notamment l’utilisation d’un candidat vaccin VIH 

(expérience décrite dans le paragraphe précédent (GTU®MultiVIH de clade B)) (Vogt et al., 

2015) ; (Vogt et al., 2006) ; (Combadière et al., 2010) ; (Liard et al., 2011) (Figure 9). 

 

c) Les microaiguilles 

 

 La miniaturisation de l'injection émerge avec le développement de la micro-injection 

et des microaiguilles ciblant l’épiderme ou le derme. Les patchs à microaiguilles sont un 

compromis entre des aiguilles hypodermiques et des patchs TC. La taille des aiguilles est 

réduite par rapport à l’hypodermique, mais elles sont toujours capables d’administrer une large 

gamme de molécules. Ces dispositifs se présentent sous forme d’aiguilles seules ou de patchs 

composés de plusieurs microaiguilles et fournissent un pont pour transporter des molécules de 

poids élevées à travers la couche SC. Le dispositif possède l’avantage d’être non invasif et non 

douloureux. Plusieurs types de microaiguilles sous forme de patch existent (Figure 12) :  

1) Les microaiguilles solides sont fabriquées à base de silicone, silicium de polymères 

biodégradables/dégradables, de métal, de céramique et de composés hydrosolubles. Les 

microaiguilles en polymère biodégradable et hydrosoluble peuvent être classées dans la 

catégorie de microaiguilles dissolvables (Sabri et al., 2019). La longueur des aiguilles 

varie de 150 à 200 µm. Elles sont utilisées pour transpercer la peau formant des cavités 

pour accueillir les molécules vaccinales lors de l’application topique de patch TC 

(McAllister et al., 2003). Une étude démontre l’efficacité de la méthode pour 
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l’immunisation topique de plasmide d’ADN qui induit des réponses immunitaires plus 

fortes et moins variables qu’une injection SC (Mikszta et al., 2002). 

2) Les microaiguilles enrobées de solutions vaccinales permettent de délivrer directement 

les composés dans la peau lors de la pénétration des aiguilles. Le métal ou le silicone 

sont les matériaux le plus souvent utilisés pour assurer une perforation de la peau. Lors 

de la conception de l’aiguille, le revêtement uniforme de la solution vaccinale est 

nécessaire pour assurer la reproductibilité et le contrôle de la dose. La méthode ainsi 

que les matériaux doivent être optimisés, d’une part pour éviter que la solution vaccinale 

ne s’étale à la surface de la peau lors de l’insertion et d’autre part pour contrôler la 

cinétique de délivrance (libération rapide ou prolongée) (Gill and Prausnitz, 2007). Son 

efficacité a été prouvée utilisant le patch enrobé (75 µm) de vaccin contre la grippe sur 

souris. Les réponses obtenues étaient comparables à celles de l’injection par voie IM 

avec un patch de 5 aiguilles et une quantité de vaccin égale à 10 µg (Zhu et al., 2009). 

3) Les microaiguilles dissolvables permettent d’encapsuler l’Ag dans un polymère 

biodégradable, moulé sous la forme d’une microaiguille. Elle se dissout spontanément 

au contact des fluides libérant la solution dans la peau. Si pour les microaiguilles 

enrobées le composé se trouve à l’extérieur, pour les microaiguilles dissolvables, le 

composé se trouve mélangé aux matériaux servant pour la fabrication. Il n’y a donc pas 

de risque de perte de composé au moment de l’insertion comme cela a été montré lors 

de la formulation de vaccin ADN (Liao et al., 2017). La difficulté se trouve au niveau 

de la fabrication qui doit être compatible avec les propriétés du composé et ne pas le 

dégrader (pression, température) (Donnelly et al., 2009). Les microaiguilles 

dissolvables participent aux recherches de stratégie vaccinale pour le développement de 

vaccin contre le SARS-CoV-2. Une étude utilise un patch de 100 microaiguilles à base 

de carboxyméthylcellulose pour la délivrance de 20 µg de vaccin transportant la sous 

unité S1 de la protéine S du SARS-CoV-2. De puissantes réponses Ac spécifiques sont 

détectées 2 semaines après l’immunisation (Kim et al., 2020). Une autre étude rapporte 

que l’administration dans la peau, de NP composées de protéines du SARS-CoV-2 

formulées avec de l’Alum, en utilisant un patch de microaiguilles dissolvables, à base 

de polyméthylsiloxane peut induire des réponses T et B significatives chez la souris 

(Kuwentrai et al., 2021). Ces résultats soutiennent les recherches pour l’utilisation de 

patch à microaiguilles dissolvables dans le cadre d’une vaccination et notamment d’une 

vaccination SARS-CoV-2. 
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 Les microaiguilles sous forme de patch sont donc prometteuses, mais peu d'entre elles 

passent le cap du développement préclinique en raison de problèmes techniques de fabrication, 

de leur incompatibilité avec les propriétés des molécules vaccinales et de leur manque de 

maniabilité notamment par rapport à la charge maximale de vaccin (Chen et al., 2018). 

 Des microaiguilles creuses se sont développées. Elles sont similaires aux aiguilles 

hypodermiques, mais plus petites (0.5-1.8 mm). Elles ont une taille plus grande que les 

microaiguilles de patch et ciblent le derme. Elles permettent d’injecter une quantité suffisante 

de vaccin pour une injection ID (100-200 µL). Elles se présentent sous la forme d’une seule 

aiguille ou de quelques aiguilles accrochées à une base. Elles s'insèrent perpendiculairement à 

la peau et rendent la vaccination intradermique intuitive et facile à réaliser contrairement à la 

méthode de Mantoux (Laurent et al., 2007). De plus, elles sont bien acceptées par les patients, 

car leur petite taille les rend presque imperceptibles. Ces systèmes sont en développement et 

certains sont déjà acceptés pour la vaccination : SoluviaTM de Becton Dickson est une aiguille 

de 1.5 mm et une gauge de 30G (Laurent et al., 2007), MicronJetTM de Nanopass est composé 

de 3 microaiguilles de 0.6 mm, montées sur une plateforme (Levin et al., 2015), et enfin Bella-

muTM de U-Needle est une aiguille de 1.4 mm avec une gauge de 31G (Figure 13). Ces trois 

aiguilles ne sont pas fabriquées à partir du même matériel et n’ont pas la même forme. 

 

 

Figure 12 : Les microaiguilles. Les microaiguilles sont en cours de développement pour l’injection ID visant 

les couches supérieures de la peau (Epiderme/derme supérieur). Les microaiguilles peuvent être solides, dans 

ce cas-là elles servent à créer des cavités dans la peau pour y déposer ensuite le composé vaccinal. Le vaccin 

peut aussi se trouver à l’intérieur c’est le cas pour les microaiguilles creuses, ou bien autour pour les 

microaiguilles enrobées. Les microaiguilles dissolvables sont fabriquées de telle sorte que le composé soit 
emprisonné dans le matériel utilisé. Image dérivé de la revue « Recent advances in microneedle composites for 

biomedical applications: Advanced drug delivery technologies » (Sharma et al. 2019). 
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 Plusieurs propriétés des aiguilles sont étudiées comme la pénétration de l'aiguille, la 

profondeur de l'injection, la forme et le matériau optimal pour réduire la douleur et améliorer 

l'utilisation de l'aiguille tout en fournissant une bonne réponse immunitaire. Les nouveaux 

dispositifs d'administration cutanée pour la vaccination sont très peu nombreux sur le marché. 

Les plus connus sont Intenza® (Ansaldi et al., 2012) et Fluozone® (Foy et al., 2013) de Sanofi 

Pasteur, utilisés pour le vaccin contre la grippe. Ces dispositifs d’injection ID ont montré des 

réponses immunitaires de meilleure qualité (cellulaire et humorale) qu’une injection IM 

(humorale) (Gonçalves et al., 2019) ; (Beran et al., 2009). Ces dispositifs associent des 

microaiguilles soluviaTM de Becton Dickson à une seringue pré-remplie (Icardi et al., 2012).  

 

 Pour conclure, la découverte empirique de la vaccination, avec la variole, fut le début 

d’une nouvelle aire de lutte contre les pathogènes. Cependant, les vaccins entiers utilisés alors 

ne sont pas sûrs, ni bien tolérés par toute la population. L’évolution de la vaccination vers une 

forme sous-unitaire s’accompagne de recherches très approfondies sur les réponses 

immunitaires. En effet, obtenir ces connaissances permet de pointer du doigt les mécanismes et 

les éléments clefs d’une bonne réaction immunitaire innée et d’une réponse adaptative 

complète. Ces éléments orientent la stratégie de vaccination afin d’obtenir un vaccin sûr, 

efficace et permettant de protéger l’organisme d’une nouvelle infection sur le long terme. Pour 

chaque pathogène, la réponse immunitaire protectrice doit être étudiée, la stratégie de 

vaccination adaptée et l’Ag utilisé doit être choisi avec soin. L’activation des réponses 

immunitaires innées est déterminante pour capturer l’Ag, le présenter sur les CMH-I et II et le 

transporter jusqu’aux OLS où elles pourront amorcer une réponse adaptative spécifique de l’Ag 

et générer les cellules mémoires spécifiques permettant de protéger l’organisme lors d’une 

nouvelle infection. Ainsi, les stratégies de vaccination ont pour objectif de cibler et d’activer 

spécifiquement les cellules immunitaires innées. La voie d’administration détermine 

Figure 13 : Des microaiguilles hypodermiques. Bella-muTM de U-needle, Soluvia TM de Becton dickson et 

Micronjet de nanopass sont des microaiguilles hydrodermiques acceptées pour la vaccination. Elles sont de très petites 

tailles, avec respectivement : 1.5 mm, 0.6 mm ou 1.4 mm. Beaucoup plus petites que les aiguilles utilisées pour l’IM, 

la SC et la méthode Mantoux, mais plus grandes que les microaiguilles sous forme de patch.  
www.U-needle.com www.nanopass.com levin et al 2015 

 

http://www.u-needle.com/
http://www.nanopass.com/
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l’environnement dans lequel l’Ag va être reconnu par le système immunitaire. Par exemple, un 

environnement plutôt riche en cellules immunitaires (ID), ou plutôt pauvre (IM). La 

formulation ainsi que la stratégie de primo injection/rappel sont alors adaptées en formulant 

l’Ag sous forme de NP pour faciliter la capture ou en ajoutant des éléments stimulants afin 

d’activer les cellules et permettre leur migration vers les OLS. L’instrument choisi pour 

administrer le vaccin doit être également adapté aux tissus visés. La formulation peut même 

être intégrée à ces dispositifs d’administration.  

 Deux maladies infectieuses ont été prises en exemple, qui n’ont pas les mêmes défis de 

développement de vaccin. Le VIH est un virus très complexe, qui mute énormément, échappe 

aux systèmes immunitaires, et ne laisse pratiquement pas de réponses protectrices, tandis que 

le SARS-CoV-2 est un virus un peu plus classique dont les réponses protectrices peuvent être 

étudiées. Ainsi le challenge pour le VIH est de trouver le ou les Ag ciblant une réponse 

protectrice tandis que pour le SARS-CoV-2, le challenge est de trouver une formulation très 

facile à produire, sûre et efficace. Malgré les grands écarts entre ces deux virus, les essais et le 

développement du vaccin utilisent les mêmes outils de formulation et d’administration déjà 

connus. Le choix et les combinaisons de ces outils associés aux bons Ag feront toute l’efficacité 

de la vaccination. 
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Figure 14 : Schéma récapitulatif des 

stratégies vaccinales. Les stratégies de 

recherche s’appuient soit sur les 

expériences du passé soit sur le séquençage 
du génome du pathogène. Le séquençage 

permet la recherche et la conception d’Ag in 

silico. L’étude des réponses protectrices 

induites chez les personnes infectées par le 

pathogène et ayant survécu permet 

également de développer des stratégies 

vaccinales. Ainsi les antigènes sont testés et 

sélectionnés. Les stratégies de formulation 

sont le choix de la forme de l’Ag (Acides 

nucléiques (ARNm ou ADN)) ou protéiques 

et de la formulation de l'Ag. Les Ag peuvent 

être véhiculés nus, avec potentiellement des 
modifications chimiques ou associés à des 

adjuvants (Al, MF59…). Ils peuvent 

également être véhiculés dans des 

nanoparticules : OMN, VLP, NPP, vecteur 

vivant (DC ou virus). Enfin, les stratégies 

d’administration sont le choix de la voie 

d’administration (IM, SC, TC, CC) et du 

dispositif utilisé pour délivrer le vaccin. En 

parallèle il est important de prendre en 

compte le système permettant la production 

du vaccin. Le vaccin peut être produit par 
des organismes recombinés (bactérie, 

levure, plante) ou par des cellules isolées en 

culture comme des cellules de mammifère 

par exemple. La production doit être 

standardisée et permettre une production à 

large échelle pour obtenir un vaccin très 

homogène et pour répondre à la demande. 

Finalement c’est au cours d’essais 

précliniques puis cliniques que pourront 

être validés ou non les stratégies de 

vaccinations pour garantir leur innocuité, 

leur immunogénicité et leur efficacité. ID : 
intradermique. IM : intramusculaire. SC : 

sous-cutané. TC : transcutané. OMV : de 

l’anglais outer membrane vesicle. VLP : de 

l’anglais vesicle-like particles, NPP : 

nanoparticules de polymère. NPL : 

nanoparticule de liposome.  
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4) Revue: Peptide-Based Vaccination for Antibody Responses 

Against HIV 
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Objectifs de thèse 
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 L’objectif de ma thèse est d’étudier la réponse immunitaire innée dans deux contextes 

d’immunisation : une voie d’administration cutanéee par microaiguilles et dans le cadre de 

formulation en adjuvant d’un vaccin contre le VIH.  

 

Project 1 :  

 Le premier objectif est d’évaluer la fonctionnalité d’un nouveau dispositif d’injection 

ID et son influence sur les cellules immunitaires locales. Ce dispositif est l’association de 

microaiguilles et d’une nouvelle formulation vaccinale à base de vésicules membranaires de 

bactérie (Outer Membrane Vesicules ou OMV). Ce travail est effectué dans le cadre d’un projet 

européen Eurostars nommé IDMAVAC en collaboration avec l’entreprise U-Needle et du 

laboratoire Radboudumc. Les microaiguilles fournies par U-Needle sont testées sur un modèle 

ex vivo d’explant de peau humaine obtenue et traités dans les premières heures qui suivent la 

chirurgie de sujets sains après consentement. Le vaccin composé d’OMV est développée par le 

laboratoire Radmoudumc. La localisation du site d’injection est les réactions des CPA sont 

étudiées et comparées avec la méthode Mantoux.  

 

Project 2 :  

 Le deuxième projet s’inscrit dans un sujet global dont le but est d’étudier l’influence de 

la localisation des cellules innées dans les ganglions lymphatiques de souris sur la qualité de la 

réponse adaptative à la suite d’une immunisation. Les souris sont immunisées avec un vaccin 

candidat de VIH, basé sur un peptide de la gp41, conjugué à la protéine Carrier KLH. L’équipe 

a récemment montré que suivant l’adjuvant utilisé, squalène (Sq) ou Alum, la vaccination 

permet d’induire des anticorps neutralisants ou non neutralisants, respectivement, contre le VIH 

dans les modèles animaux precliniques : macaque, souris et lapin (Bonduelle O et al., manuscrit 

en préparation). Le but des travaux présentés dans cette partie est de montrer comment la 

microscopie 3D peut apporter des informations visuelles et quantitatives, complémentaires aux 

analyses de cytométrie en flux. En effet la microscopie 3D permet d’apporter des informations 

de localisation dans l’espace des cellules les unes par rapport aux autres. 
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Résultats 
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Projet 1 : Nouveau dispositif pour 

l’administration intradermique d’un 

vaccin à base de vésicules de membrane 

externe de bactéries : preuve de concept 

dans un modèle d’explant de peau 

humaine. 
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Contexte :  
 

 La voie d’administration est un composant très important de la stratégie vaccinale car 

elle détermine l’environnement de la première rencontre entre le système immunitaire et l’Ag. 

Ceci peut orienter la qualité de la réponse immunitaire. L'environnement immunologique de la 

peau, riche en CPA (les LC dans l’épiderme et les DDC dans le derme), constitue une voie 

prometteuse pour la vaccination qui permet d'obtenir des réponses immunitaires robustes avec 

de faibles doses de vaccin, comparé à la voie intramusculaire (IM) (Abadie et al., 2009). 

Aujourd'hui, l'injection ID standard utilise la méthode de Mantoux, introduite par Charles 

Mantoux pour le diagnostic de la tuberculose en 1910 (Bricks, 2004). La méthode de Mantoux 

utilise une aiguille hypodermique de calibre 27 ou 26 pénétrant la peau tendue selon un angle 

de 20 ° à 15 ° avec le biseau vers le haut. L'injection est réussie si une papule apparaît (Lambert 

and Laurent, 2008b). Cependant cette méthode possède des inconvénients et des effets 

secondaires : réactions cutanées, douleur pendant l'injection, formation technique requise pour 

l'injection, et gaspillage de liquide, notamment fuite et volume mort. Ceci rend l’ID difficile à 

appréhender et favorise l’utilisation de l’IM. C’est pour cela que les stratégies s’intéressent à 

améliorer l'administration de vaccins dans la peau en développant des dispositifs adaptés, sûrs 

et efficaces, tels que des microaiguilles, des patchs et d'autres nouveaux systèmes 

d'administration pour induire les réponses immunitaires plus efficaces (Levin et al., 2015). Le 

sujet de la première partie de mes travaux a pour objectif d’évaluer la fonctionnalité d’un 

nouveau dispositif d’injection ID et son influence sur les cellules immunitaires locales. Ce 

dispositif est l’association de microaiguilles et d’une nouvelle formulation vaccinale à base de 

vésicules membranaires de bactéries (Outer Membrane Vesicules ou OMV en anglais). Ce 

travail est effectué dans le cadre du projet Européen Eurostars nommé IDMAVAC en 

collaboration avec l’entreprise U-Needle et l’équipe de Marien Dejong du laboratoire 

Radboudumc. L’entreprise U-Needle développe une nouvelle microaiguille en silicium, de 

forme hexagonale, facile à utiliser (Bella-muTM de la société U-Needle) permettant une 

injection perpendiculaire à l'aide de seringues jetables grâce à leur courte aiguille (1,4 mm à 1,8 

mm) et à leur biseau ultra-court. L’équipe de Marien Dejong développe la formulation OMV 

produite par des bactéries S. Typhimurium SL3261 ΔtolRA/ avec des liposaccharides détoxifiés 

(ΔmsmB), exprimant la protéine hémoglobine protéase (Hbp) de l’autotransporteur 

d’Escherichia coli, utilisé comme adaptateur pour exprimer l’Ag sur la surface des OMV 

(Kuipers et al., 2015). Cependant pour ces travaux, aucun Ag n’a été attaché à la Hbp. Les 
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OMVs contiennent beaucoup de TLRL (LPS, flagelin) à leur surface, les rendant très 

immunogènes, ainsi l’ajout d’adjuvant n’est pas nécessaire. Le travail effectué au cours de cette 

thèse consiste à utiliser les microaiguilles Bella-muTM de deux tailles différentes, 1,4 mm et 1,8 

mm pour injecter l’OMV dans un explant de peau humaine (Figure 15A). Le but est de 

comparer la profondeur d’injection du vaccin à base d'OMV administré avec deux dispositifs 

Bella-muTM à celle obtenue avec la méthode conventionnelle Mantoux (Figure 15B-1). Dans 

un second temps, l’effet des injections sur l’activation des LC de l’épiderme ainsi que la prise 

en charge du vaccin par les CPA du derme seront évalués avec les trois dispositifs (Figure 15B-

2 et 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 
 

 

Figure 15 : A) Organisation du projet IDMAVAC. L’entreprise U-needle développe les microaiguilles Bella-muTM, l’équipe de 

Marien Dejong développe le vaccin à base d’OMV et nous évaluons la fonctionnalité du nouveau dispositif ID dans un explant de 

peau. B) Plan d’expérimentation. La profondeur d’injection de l’OMV, ainsi de l’activation des CPA de l’épiderme (LC) et la 

prise en charge de l’OMV par les CPA du derme seront évaluées après injection de l’OMV en utilisant les deux tailles de Bella-

muTM (1,4 mm et 1,8 mm) en comparaison à la méthode conventionnelle d’injection ID Mantoux. 

 

A 

B 

1) Mesure de la distance de profondeur d’injection de l’OMV 

2) Évaluation de l’activation de cellules de Langerhans (CL) 

3) Évaluation de la prise en charge de l’OMV par les CPA du derme 



 

111 
 

Article: 
 

Novel microneedle device for intradermal delivery of outer membrane vesicle-based 

vaccine: Proof of concept in human skin explant model 

 

Manon Beaujean1, Rienke F. Uijen2, Jeroen D. Langereis2, David Boccara1,4, Denise Dam3, 

Angèle Soria1,5, Gert Veldhuis3, Lucille Adam1, Olivia Bonduelle1, Nicole N. van der Wel6, 

Joen Luirink7, Eric Pedruzzi1, Jeroen Wissink3, Marien I. de Jonge,2 and Behazine Combadière1 

 

1 Sorbonne Université, Inserm U1135, Centre d’Immunologie et des Maladies Infectieuses 

(Cimi-Paris), Paris, France; 

2 Laboratory of Medical Immunology, Radboud Center for Infectious Diseases, Radboud 

Institute for Molecular Sciences, Radboud University Medical Center, Nijmegen, The 

Netherlands. 

3 U-Needle, De Veldmaat, Netherlands;  

4 Hôpital Saint Louis, Reconstructive and Cosmetic and Burn, Paris, France;  

5 Service de Dermatologie et d'Allergologie, Hôpital Tenon, Paris HUEP, APHP, Paris, France  

6 Department of Medical Biology, Electron Microscopy Center Amsterdam, Academic Medical 

Center, University of Amsterdam, Amsterdam, the Netherlands. 

7 Department of Molecular Microbiology, Amsterdam Institute of Molecular and Life Sciences 

(AIMMS), Vrije Universiteit, De Boelelaan 1085, 1081 HV, Amsterdam, The Netherlands. 

 

Running title: Microneedle injection depth and vaccine delivery to skin cells 

 

Corresponding author information: 

Behazine Combadière, PhD, Centre d’Immunologie et des Maladies Infectieuses (Cimi-Paris), 

91 Boulevard de l’Hôpital, Faculté de Médecine Sorbonne Université, Pitié-Salpêtrière, 75013 

Paris, France, Phone: +33 1 40 77 98 88, e-mail: behazine.combadiere@inserm.fr  

 

Author contributions:  

MB, BC, & JDL, Conceptualization; Data curation; Formal analysis; RU, MD, NW: data Data 

curation; AS, JL & DB, clinical investigators; MB, BC, OB, EP, & LA, Methodology; MB, RU 

mailto:behazine.combadiere@inserm.fr


 

112 
 

& JDL Investigation. ; BC, GV, DD, MD & JW, Funding acquisition& resources; GV: Project 

administration; BC: Supervision; Validation; MB & BC, Writing the original draft.  

All authors reviewed and edited the manuscript.  

 

Funding 

This project has received funding from the European Union’s Seventh Programme for research, 

technological development and demonstration under grant agreement No 241904, the European 

Union’s Horizon 2020 Research, Innovation Programme under grant agreement No. 681137 

and EUROSTARS E! 11941 - IDMA-VAC. BC laboratory has received an award by Fondation 

pour la Recherche Medicale (FRM “Equipe”). 

  

Abbreviation 

OMV: Outer Membrane Vesicle; APC: Antigen Presenting Cells; ID: Intradermal 

 

 

  



 

113 
 

Abstract (237) 

 

For intradermal (ID) immunization, microneedle-based delivery systems have been proposed 

as an alternative to the Mantoux method. However, the penetration depth of microneedles in 

the human skin and its effect on immune cells residing in the different layers of the skin are not 

yet fully analyzed. A new improving easy to use silicon microneedle (Bella-muTM from U-

Needle company) has been developed. It allows for a perpendicular injection using disposable 

syringes due to its short needle length (1.4 mm to 1.8 mm) and ultrashort bevel. We aimed to 

characterize the performance of the Bella-muTM microneedles delivering an outer membrane 

vesicle (OMV)-based vaccine using an ex vivo human explant model obtained after plastic 

surgery from healthy donors. We compared two sizes of Bella-muTM microneedles (1.4 mm and 

1.8 mm) and the conventional Mantoux method to investigate the depth of compound injection 

and the skin antigen-presenting cell (APC) capacity to uptake the OMVs. The 1.4 mm Bella-

muTM needle deposited the antigen closer to the epidermis than did the 1.8 mm needle or the 

Mantoux method. Consequently, activation of epidermal Langerhans cells was significantly 

higher as measured by dendrites shortening. We found that five subsets of dermal APCs can 

uptake OMV vaccine, whatever the device. In conclusion, ID delivery using the 1.4 mm Bella-

muTM device of a OMV-based vaccine allowed epidermal and dermal APC targeting, with 

superior activation of Langerhans cells, showing the accuracy of this microneedle device for 

intradermal delivery of vaccine formulation in the human skin. 

 

Key words: intradermal (ID), microneedle, outer membrane vesicle (OMV), proof of concept, 

skin antigen-presenting cells (APC). 
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Introduction 

 

The immunological environment of the skin, rich in antigen-presenting cells (APCs), provides 

a promising route for vaccination leading to robust immune responses using low vaccine doses 

[1]. Strategies to improve vaccine administration into the skin have focused on development of 

suitable, safe, and efficient devices such as microneedles, patches, and other new delivery 

systems to induce the most effective immune responses. Intradermal (ID) vaccination has 

already proved its strong efficiency with eradication of the smallpox virus in 1980 [2]. A major 

contribution to this achievement was the development of the bifurcated needle by Benjamin A. 

Rubin [3]. Today, the standard ID injection uses the Mantoux method, introduced by Charles 

Mantoux for the diagnosis of tuberculosis in 1910, and it is currently used for BCG and rabies 

vaccines [4,5]. The Mantoux method uses a hypodermic 27 or 26-gauge needle penetrating the 

stretched skin at an angle of 20 to 15° with the bevel upward. The injection is a success if a 

wheal appears [6]. 

 

The ID route of injection is not the first choice in vaccination strategies, because of 

disadvantages and side effects associated with the use of the Mantoux method: skin reactions, 

pain during injection, technical training required for injection, and fluid waste including leakage 

and dead volume [7–9]. However, study results demonstrated a similar immune humoral 

responses rate using lower dose for ID compare to those use of the intramuscular. This have 

been shown for example using Hepatitis B [8] and Influenza [10] vaccine in clinical trial. 

Furthermore, ID vaccination has shown its superiority in the intensity and quality of induced 

immune responses [1]. The difference in magnitude and quality of immune responses between 

the intramuscular and ID routes of immunization has been explained by the poor variety and 

the low number of APCs in the muscle compared to the skin [1,11,12]. Since the development 

of the Mantoux method, various techniques and devices have emerged, aim at highly controlled 

delivery through penetration in the dermis or deposition on the dermis [11]. One of the emerging 

techniques is using hair follicles, called cyanoacrylate skin surface stripping (CSSS), this 

technique has been validated in human skin explants and in a clinical study with different 

vaccine models (nanoparticles, viral vector, proteins, and DNA) [13,14]. 

 

Moreover, development and manufacturing of microneedle technologies have grown 

substantially, an understanding of the role of skin APCs has helped in the selection of devices 

for efficient immunization. Benefits have been demonstrated by targeting specific APCs in the 

skin: Langerhans cells (LCs; CD1a+ and CD207+) [15,16] in the epidermal layer and 
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macrophage cells (CD163+), and dermal dendritic cells (DDCs; CD1c+) in the dermis [17]. It 

has been shown that in vitro targeting of different APCs elicits multiple immune responses: 

CD4 T cells, CD8 T cells, and humoral responses [18,19]. Notably, we have demonstrated that 

targeting of epidermal LCs favours cellular CD8 T-cell responses, whereas DDCs are directed 

toward humoral responses after vaccination [13,16,20].  

 

Miniaturization of needles has emerged with the development of microneedles for epidermal 

and dermal delivery. For example, patches using microneedles (50 µm and 1000 µm long) 

provide a bridge to transport high-weighted molecules to deep skin layers. A large variety of 

devices exist (e.g., solid, hollow, dissolving, coated microneedles) [21]. Larger needles (1000 

to 2000 µm) have been developed to reach the dermal layer; they are inserted perpendicularly 

to the skin, making ID vaccination intuitive and easy to perform, in contrast to the Mantoux 

method [9]. Only a few microneedles pass preclinical development because of denaturation of 

vaccine during the manufacturing processes which are not compatible to molecule properties 

[21,22]. A microinjection skin delivery device that has been successfully tested in a phase 4 

clinical trial is SoluviaTM (Becton Dickinson) for influenza vaccination [23,24]. However, the 

cost, shape, and material are not optimal to reduce pain and improve ease of use [25]. Thus, 

there is still a need to find ID devices that are suitable for vaccine delivery. Newly developed 

devices should efficiently target skin immune cells, be compatible with various vaccines, be 

easy to use, and be acceptable to vaccines. 

 

A new easy to use silicon microneedle (Bella-muTM from U-Needle company) has been 

developed and allows for a perpendicular injection using disposable syringes due to its short 

needle length (1.4 mm to 1.8 mm) and ultrashort bevel. As an example of vaccine delivery, we 

used an outer membrane vesicle (OMV)-based vaccine. OMVs has an intrinsic adjuvant activity 

by the presence of various pathogen recognition receptors ligand (lipopolysaccharide and 

immunogenic surface protein) targeting innate immune responses [26]. In this study, we used 

an ex vivo human skin explant model to examine the depth of the Bella-muTM device and the 

effect of the OMV-based vaccine on APC uptake and activation. Fresh human skin explants 

from plastic surgery provide model of human skin vaccination mimicking the real situation very 

closely because of the preservation of the human skin microenvironment [27] as compared to 

animal or artificial skin models [28]. We compared the 1.8 mm and 1.4 mm microneedles 

combined with OMV against the Mantoux method.   
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Materials and methods 

 

Outer membrane vesicle vaccine production 

OMV were derived from S. Typhimurium SL3261 ΔtolRA with detoxified lipopolysaccharides 

(ΔmsbB), expressing Escherichia coli autotransporter haemoglobin protease (Hbp) protein used 

as scaffold for antigen display on the OMV surface. In this study no antigens were attached to 

Hbp. OMV production has been conducted as previously described [29,30]. OMVs were 

chemically coupled with DyLight 488 NHS Ester (Thermo Fisher Scientific). OMV-DyLight 

488 was stored at -20°C into phosphate buffered saline (PBS 1X) and 10% glycerol. Sizes of 

particles were measured as follows: OMVs were diluted 5000-fold in PBS and OMV-DyLight 

488 size and concentration were determined using a NanoSight NS300 (Malvern Panalytical) 

with a 488 nm laser module and a complementary-symmetry metal-oxide-semiconductor 

camera module.  

 

Outer membrane vesicle preparation for electron microscopy 

Electron microscopy analysis was conducted as previously described [31]. In brief summary, 

crude OMVs in PBS 1X were fixed by the addition of an equal volume of fixation solution (4% 

paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde in 0.4 M PHEM buffer consisting of 240 mM 

piperazine-N,N′-bis(2-ethanesulfonic acid), 100 mM N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N′-2-

ethanesulfonic acid (PIPES); 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 8 

mM MgCl2, and 40 mM EGTA, pH 6.9) and incubated for 2 h at room temperature. The fixed 

OMVs were pelleted by centrifugation at 280,000 × g for 20 min, after which they were 

resuspended in 0.1 M PHEM buffer containing 0.5% paraformaldehyde. OMVs were stained 

with 2% uranyl acetate, and subsequent electron microscopy analysis was carried out using a 

transmission electron microscope (CM 10, FEI). 

 

Human skin explant treatment and intradermal injection 

Fresh skin samples were obtained less than 24 h after surgical excision from healthy volunteers 

(49-75 yo) undergoing breast plastic surgery (Saint-Louis Hospital, Paris, France). The study 

was approved by the institutional ethics committee guidelines (institutional review board 

00003835) and adhered to the ethical rules stated in the Declaration of Helsinki. All individuals 

provided written informed consent. Skin explants were washed with PBS 1X and dermic 10% 

povidone iodine (Betadine, Mylan, France). Fat layers were removed from the skin explants, 

and skin tissues were cut in pieces of 2 cm2 before different treatments. The skin pieces were 



 

117 
 

digested (description below), and the dermis cell suspensions were incubated with OMV-

DyLight 488 in a 96-well plate for 1 h for microscopy. 

 

For other experiments, ID injections were performed with 2 length Bella-muTM devices: 1.4 

mm and 1.8 mm. The needle was fully insert in the skin at an angle of 90°, followed by gentle 

injection into the skin tissue. The conventional Mantoux method was used as described 

previously[6], using a 26-G hypodermic needle (Becton Dickinson [BG]) inserted bevel 

upward, at an angle of 15°. In both methods, a wheal appeared when the solution penetrated 

into the skin, providing macroscopic validation of the ID injection. The OMV-DyLight 488 

vaccine was injected with a single injection of 50 µl at a concentration of 1.9x1011 OMV/ml. 

PBS was used as a negative control. Skin pieces were directly frozen for cryopreservation or 

incubated for 3 h in a 24-well plate at 37°C. After skin incubation, tissues were digested to 

separate epidermal and dermal layer. Epidermal layer was used for microscopy staining and 

dermis was digested to obtained dermis cell suspension for flow cytometry staining as 

descripted below. 

 

Skin digestion 

Skin samples were incubated with shaking in 2,4 U Dispase II (Sigma-Aldrich) overnight at 

4°C and 1 h 30 at 37°C. Epidermal layers were mechanically and gently separated in one piece 

from the dermis. The dermis was then digested using trypsin (0.2% trypsin-EDTA; Sigma-

Aldrich) treatment for 10 min at 37 °C. Dermis layers were cut in several pieces and digested 

in 3 mg/ml of hyaluronidase and collagenase II (Sigma-Aldrich) treatment for 1 h at 37°C. Both 

solutions were supplemented with DNase I (10 μg/ml, Roche) and prepared on RPMI 1640 

media (Life Technologies). Fetal bovine serum (Dominique Dutscher) was added to stop the 

reaction. For collection of cells from skin layers, tissues were pressed through a 70 µm nylon 

cell strainer (BD Biosciences) before being washed with RPMI 1640 supplemented with 20% 

of fetal bovine serum. This step was repeated 3 times, and cells were resuspended with PBS 

after centrifugation.  

 

Dermis cell suspension preparation for microscopy 

Dermis cell suspensions (5.5x105 cells) were deposited on a 96-well plate and incubated with 

2.75x108 OMV-DyLight 488 or PBS for 1 h, before being put on poly-L-lysine-coated slides 

(Sigma-Aldrich) following the supplier’s recommendation for adhesion. Cells were fixed with 

4% of paraformaldehyde and mounted with Vectashield mounting medium containing 4’,6’-
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diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories). Slides were analysed with the 

epifluorescence Axio Z1 apparatus microscope (Zeiss) and Zen software (Zeiss) and ImageJ 

open-source software. 

 

Skin explant cryosection 

After ID injection, skin pieces were included in OCT compounds (Tissue-Tek, Sakura Finetek 

Europe) and frozen in liquid azote for cryopreservation. Cryosections of 5 µm were prepared 

on slides with the NX50 cryostat (Microm Microtech, France) and mounted with Vectashield 

mounting medium containing DAPI (Vector Laboratories).  

 

Epidermal layer staining and dermal suspension flow cytometry 

Three hours after ID injection, skin pieces were digested to separate the epidermal layer from 

the dermal layer. Epidermal sheets were first saturated with 3% BSA for 1 h and stained with 

anti-CD1a (clone O10; Dako) for 1 h, them washed in PBS 1X and incubated with anti-mouse 

IgG1-Alexa-594 antibody (2 µg/ml; Molecular Probes Inc) for 1 h 30 in PBS 1X containing 1% 

BSA. Epidermal sheets were mounted for microscopy with Vectashield mounting medium 

(Molecular Probes Inc) and were analysed using the Axio Z1 apparatus microscope equipped 

for acquisition and analysis with Zen software. Dendrites’ length, number of dendrites per LC, 

and number of LCs per square millimetre were measured using ImageJ software. 

 

Dermal layers were digested to obtain a dermis cell suspension. A total of 500,000 dermis cells 

were incubated 10 min at 4°C with Fc block (Miltenyi Biotec) and Live/DeadTM Fixable Aqua 

dead cell stain kit (Molecular Probes Inc), according to the manufacturer’s recommendations. 

Cells were stained 20 min at 4°C for the following surface markers: CD1a (LFA-1-APC), CD14 

(MφP9-V450), CD163 (GHI/61-BV605), CD11c (ITGAX-PE-CF594), CD80 (L307.4-

APCH7), and CD86 (B7.2-Percp-Cy5.5) (BD Biosciences); and CD1c (BDCA-1-Pecy7), HLA-

DR (L243-BV786), and CD45 (H130-A700) (BioLegend). Intracellular CD207 (Langerin-PE; 

BD Biosciences) staining was performed using the Cytofix/CytopermTM 

fixation/permeabilization solution kit (BD Biosciences) following the supplier’s protocol. 

Samples were analysed with a flow cytometer (LSRFortessaTM, BD Biosciences) and FACS 

Diva v6 and FlowJoTM software (BD Biosciences). 
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Statistical analysis 

Prism 8 software (GraphPad) was used for data handling, analysis, and graphic representations. 

Statistical analyses were performed using the Kruskal-Wallis multiple comparison test. 

Significance was set at adjusted p-values p<0.05, p<0.01, p<0.001, and p<0.0001. The 

Friedman multiple comparison test was used to evaluate the difference in uptake between APC 

populations. Significance was set at adjusted p-values p<0.05, p<0.01, p<0.001, and p<0.0001. 

  

Results 

Characteristics of Bella-muTM devices and outer membrane vesicle delivery 

Bella-muTM is a device with a short intradermic needle designed for perpendicular injection into 

the dermis. Traditional steel needles are sharpened by means of grinding, which involves a 

trade-off between sharpness and bevel length. Bella-muTM needles are therefore made of 

monocrystalline silicon, the base material for the semiconductor industry (patent 

US6399429B1). Sharp needles can be manufactured with standard semiconductor processes 

without grinding and its corresponding long bevel length. Bella-muTM devices are available in 

2 lengths: 1.4 mm and 1.8 mm (Figure 1A). The needle has an outer diameter of 250 μm (31G) 

and a hydraulic inner diameter of 100 μm (Figure 1B). The needle combines a very short bevel 

of 170 μm with perfectly sharp (atom-sharp) cutting edges defined by the intersection of crystal 

planes (Figure 1C). A short bevel is a requirement for perpendicular injection to ensure a well-

defined injection depth in the relatively thin dermis. Figure 1D shows the Bella-muTM 1.4 mm 

needle and its dimensions. The length was measured from the top of the bevel until the plastic 

support. Both Bella-muTM needles were made using the same process. These microneedles can 

be connected to any standard luer-lock syringe and can be used with any liquid formulation of 

interest.  

 

The size of particle-based vaccines, like OMVs, is one of the important parameters for 

immunization and APC uptake. The OMV particles coupled with DyLight 488 used in the study 

were analysed by electron microscopy and appeared with homogenous in shape but with 

heterogenous in diameter. The sizes were measured by NanoSight and vary between 50 nm and 

300 nm, with a peak around 130 nm (Figure 2A and 2B). The different OMV particle sizes 

might lead to differential APC uptake [16]. To validate that the OMV-DyLight 488 particles 

were taken up by skin cells in vitro, OMV-DyLight 488 particles were incubated with dermis 

cell suspension for 1 h. Fluorescent particles were observed in dermal cell suspension cytoplasm 
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as observed by confocal microscopy (Figure 2C). Thus, OMVs and Bella-muTM needles were 

further used in the study to evaluate skin delivery depth and cellular activation. 

 

Depth of vaccine compounds in the skin by Bella-muTM microneedle length 

We compared the depth of delivery of vaccine compounds using 2 different needle lengths, 1.4 

mm and 1.8 mm, compared to the Mantoux method, in ex vivo fresh human skin explants from 

4 donors. The injection site was determined with the green fluorescence observed on skin 

cryosections (Figure 3A). The injection depth was measured using 3 distances (d) from the 

epidermis: d1 as the closest fluorescence to basal layer of the epidermis, d2 as the distance 

between the basal layer of the epidermis and the epicentre of the injection site, and d3 as the 

furthest fluorescence, represented in Figure 3B. Experiments were performed using skin 

explants from 4 donors. We observed a significantly higher d2 (p<0.01) with the 1.8 mm 

(1287±56 µm) compare to the 1.4 mm microneedle (895±63 µm), and to the Mantoux method 

(851±85 µm) (Figure 3C). We had hypothesized that the compound in the skin tissue would 

adopt different directions from the epicentre (d2) of the injection depending on the device. The 

compound spread was wider with either Bella-muTM device compared with the Mantoux 

method. Indeed d3-d1 distances were higher with the microneedles (887±101 µm) than with 

Mantoux method (596 ±36 µm) (Figure 3D). That mean Bella-muTM device induce deeper 

compounds infiltration in the skin explant. No difference in the injection area was observed 

(Figure 3E). Data are schematically summarized in Figure 3F. Because of these different 

depths, we questioned the impact of the compounds on the epidermal cells that we further 

examined. 

 

Stronger Langerhans cell activation with Bella-muTM devices than Mantoux method 

Skin resident APC activation is essential to induce adaptive immune responses [32]. We have 

previously demonstrated that LC activation in the epidermis can be observed following 

Modified Vaccinia virus Ankara and poly(d,l-lactic acid) particles by ID route [27,33]. The 

morphologic modification was measured by dendrite retraction and morphologic changes in the 

epidermis [33]. As demonstrated previously, these morphologic changes observed after 

injection of vaccine into the dermis indicate LC migration from the epidermis to the dermis 

after dermal injection of compounds [33]. 

 

To explore how the combination of Bella-muTM devices and OMV-DyLight 488 allows LC 

activation compared with the Mantoux method, we analysed CD1a staining of LCs at 3 h after 
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injection in epidermal sheets from 2 donors, using immunofluorescence microscopy (Figure 

4A). PBS injections with Bella-muTM 1.4 mm needles were used as a negative control. In 2 

independent experiments, different surfaces of epidermal sheets were analysed: 12.4 mm2 for 

PBS, 23.5 mm2 for the Bella-muTM 1.4 mm needle, 10.7 mm2 for the Bella-muTM 1.8 mm needle 

and 15.0 mm2 for the Mantoux method. Several parameters were measured according to 

dendrite length, dendrite numbers, and numbers of LCs remaining in the epidermis (Figure 

4A). 

 

Bella-muTM devices combined with OMV-DyLight 488 induced significant more LC activation 

as measured by reduction in the dendrite lengths compared with the Mantoux method (p<0,00 

for Bella-muTM 1.4 mm needle; p<0,05 for Bella-muTM 1.8 mm needle (Figure 4B) and fewer 

dendrites per LC (Figure 4C) compared with PBS. These data suggest the migration of LC 

from the epidermis to the dermis, 3 h after OMV injection using Bella-muTM devices, as shown 

in our previous publications [27,33]. The LC migration into the dermis is suggested by a 

significant lower LC/mm^2 count in the OMV compared to PBS condition (Figure 4D). 

Furthermore, CD80 and CD86 activation markers (measured by mean fluorescence intensity) 

expressed by LCs were increased only with use of the Bella-muTM 1.4 mm needle, not with 

other conditions (Figure 4E). We did not observe any activation of keratinocytes (Figure 4E). 

In conclusion, injection of OMV-DyLight 488 vaccine by Bella-muTM devices allowed 

induction of higher LC activation than did the Mantoux method. 

 

Proportion of outer membrane vesicle uptake by dermal APCs 

Uptake of OMVs by APCs is an important step before transport and antigen presentation in the 

secondary lymphoid organs, initiating the adaptive immune response [11]. Here, we analysed 

the proportion and quality of APCs that have taken up OMV-DyLight 488 according to different 

devices in 3 independent experiments (Figure 5). Skin explants were injected with OMV-

DyLight 488 by either the Bella-muTM 1.4 mm or 1.8 mm device or the Mantoux method and 

were incubated 3 h before isolation of dermal cells. Five skin APC subpopulations, determined 

by HLA-DR+CD45+, were identified in 3 donors. Gating strategy is presented in Figure 5A. 

The proportion of these APC subsets did not change with device after injection (data not 

shown). Averages of the proportions are represented in Figure 5B: CD163+ dermal macrophage 

(18%), CD1c−CD1a- (8.5%), CD1c+CD1a- (31%), CD1c+CD1aint(34%), and CD1c+CD1ahi 

(8.5%). 
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To determine if OMV particles are efficiently taken up by each cell subset, we measured the 

percentage of OMV-DyLight 488+ cells in each population comparing according to the injection 

method (Figure 5C) and compared to PBS control (supplemental data 1). Significantly higher 

proportions of CD1c−CD1a− cells were positive for OMV-DyLight 488 (48%±4.5%), although 

this population was less represented among skin APCs. Approximately one-third of 

CD1c+CD1a− cells and CD163+ dermal macrophages contained OMV-DyLight 488 

(48%±4.5% and 32.5%±8.16% respectively; Figure 5C). Finally, CD1c+CD1ahi cells contained 

the lowest number of OMV-DyLight 488 particles. The percentage of each OMV-DyLight 488+ 

population did not differ between devices, suggesting that the type of device does not affect 

OMV uptake. These data show that OMV particles were internalized by the APC populations 

3 h after injection, in different proportions. 

 

Discussion 

 

This study describes an important step forward towards the development of a novel 

microinjection delivery method showing highly controlled penetration of a particle-based 

vaccine in the human skin. Many delivery devices for skin vaccination have been developed as 

alternatives for the Mantoux method, since intradermal delivery is a promising approach to 

improve vaccine efficacy and to reducing vaccine doses, which highly relevant in times of 

scarcity as recently seen for the Covid vaccines [34]. Steel needles suffer from the trade-off 

between needle sharpness and the bevel length due to the need for grinding and are therefore 

not very well suited for perpendicular injection. The silicon Bella-muTM devices are 

manufactured using semiconductor technology, enabling a very short bevel of 170 µm with 

perfectly sharp (atom-sharp) cutting edges defined by the intersection of crystal planes. The use 

of well-established semiconductor also makes Bella-muTM an highly scalable and economically 

interesting product. 

 

The OMV particles, injected into the skin with Bella-muTM microneedles, have an average size 

of 130 nm. The very small diameter (31G), length (1.4/1.8 mm) and bevel (170 µm) of Bella-

muTM needles allow a precise and controlled injection to reach immune cells in the skin, which 

would be important to activate skin immune responses. We showed that both the 1.4 mm and 

1.8 mm needles were an appropriate length for intradermal delivery of vaccine compounds. We 

used 3 distances to evaluate the fluid dispersion from the epicentre (d2) to the closest (d1), and 

the farthest (d3) to the epidermis. This type of analysis was not performed in other studies that 
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generally describe the injection area by 3-dimensional ultrasound echography [9]. Bella-muTM 

devices deposit the compounds deeper into the skin compared with the Mantoux method, which 

induces a longitudinal shape.  

 

Laurent et al. confirmed our results by showing that fluid distribution by the Mantoux method 

in the papillary dermis (upper part of the dermis) and the SoluviaTM Micro Injection System 

(BD Biosciences) can infiltrate the papillary and reticular dermal layer (lower part of the 

dermis) [9]. The SoluviaTM Micro Injection System is used with perpendicular penetration 

similar to Bella-muTM devices and has a similar length to the Bella-muTM needle (1.5 mm vs 

1.4 mm for Bella-muTM) and similar gauge (30G vs 31G for Bella-muTM devices). This 

phenomenon should be due to the angle of injection. Indeed, the Bella-muTM needle was 

administered vertically, and the Mantoux method, parallel to skin surface. Study results show 

that the longitudinal injection creates destruction (capillary loop found in papillary dermis) and 

pain, which is reduced with perpendicular injection [9]. Therefore, the Bella-muTM devices 

theoretically would reduce pain and increase acceptability of vaccination.  

 

The Bella-muTM 1.4 mm device deposits the OMV-DyLight 488 at a closer distance to the 

epidermis compared with other devices. The Bella-muTM 1.4 mm needle also allowed a more 

significant LC activation (smaller and fewer dendrites) compared with the longer Bella-muTM 

needle and the Mantoux method. Le Luduec et al., in 2016, showed in swine that an ID injection 

using the BD SoluviaTM Micro Injection System for the delivery of pseudorabies virus 

glycoproteins induced a decrease of LC density on the epidermal layer after 24 h of incubation 

[35]. In our experiment, LC activation was observed only after 3 h. Moreover, in our previous 

work using poly(d,l-lactic acid) and Modified Vaccinia virus Ankara particle-based ID 

injection, LC activation was observed 2 h and 4 h, respectively, after injection [27,33], 

suggesting that LC activation also depends on the vaccine compounds injected. The vaccine 

injection with the Bella-muTM 1.4 mm needle allows more LC activation compared with the 

longer Bella-muTM needle and the Mantoux method, confirming that the epicentre of the 

injection site in explants is closest to the epidermis with this needle. 

 

Antigen uptake by local APCs and their transport are important steps in the initiation of immune 

responses [11]. We previously showed that free antigen can diffuse from the dermis to the 

lymph nodes; however, only antigen transported by local APCs can induce CD8 T-cell [33] or 

T follicular helper cell responses [32]. OMV particles were detected in all skin APCs. The 

lowest proportion of OMV-DyLight 488+ cells was detected in CD1c+CD1ahi cells, representing 
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8% of skin APCs. The CD1c+CD1ahi have been described as “en route” LC migrating from the 

epidermis to the dermis [36]. It is known that the size of particles and their physical and 

chemical properties allow internalization by LC, DDCs, and macrophages. For example, LCs 

can take up smaller particles of about 40 nm, while they are unable to internalize particles larger 

than 750 nm [16]. The average size of OMV-DyLight 488 particles is approximately 130 nm. 

The study by Rancan et al. using polystyrene particles observed that 3.5% of LCs could uptake 

100 nm particles; however, this proportion decreased when particles were about 200 nm [20]. 

The authors showed that uptake by LCs is less efficient than by DDCs. We also showed that 

DDCs (CD1c+CD1ahi, CD1c+ CD1aint, CD1c+ CD1a−, and CD1c−CD1a−) and CD163+ dermal 

macrophages are more efficient to take up OMV-DyLight 488 than “en route” LCs 

(CD1c+CD1ahi) were. In the literature numerous studies have characterized, DDCs phenotype 

in human but using distinct strategy. Some studies based their characterization on the expression 

of CD1a and CD14 and described CD1a-CD14+ and CD1a+CD14- populations [37], other used 

instead, the expression of CD1c [38], and other show a rare CD141hi DDC population[39]. 

Though the characterisation of DDC appears complex and variable between studies. Beside, 

DC phenotype change depending on activation state and stimulation [39]. Human CD141hi, 

CD1c+CD1a+ and CD14+ DDCs subset + have been respectively associated with mouse 

CD103+CD11b+CD301b- DDC (DC1) [39], CD103-CD11b+CD301b+ DDC (DC2) [40] and 

CD103-CD11b+CD301b+ DDC (Mo-DC) [38]. It have been shown that DC1 and DC2 can 

differentially drive T cell response. Indeed, DC1 would favorised Th1 response while DC2 

would favour Th2 response [40,41]. In our experiment, our CD1c+CD1aint DDC subset shares 

characteristic with DC2 while CD1c+CD1a- resemble to Mo-DC. However, in our study, the 

subset internalizing the most efficiently OMV particles are the CD1c−CD1a− cells (representing 

around 8% of total APC). We defined this population as macrophage-like subset according to 

its CD11c expression profile. Indeed this population displays a weak expression level of CD11c 

compared to other DDC subsets characterized in this study but a similar CD11c expression level 

compared to CD163+ macrophages (supplemental data 2). The phagocytosis capacity of 

macrophages allow them to take up large particles (until 2 µm) [42]. Moreover, a study showed 

that ID induce more macrophages Ags+ in the lymph node than other innate cell subset and it 

can induce polyfunctionnal T cell responses. We can conclude that they are able to transport 

Ags to lymph node and favour a good quality adaptive responses [1]. 
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The limitation of our model is the low number of human skin donors obtained; however, for 

one skin explant, numerous sections and replications were performed. In addition, the skin was 

used ex vivo, and the lack of infiltrating cells was representative of skin reactions.  

 

Conclusion 

This article proposes the Bella-muTM device as a new method for ID vaccination with a proof 

of concept in targeting of skin major antigen-presenting cells. Immunization with Bella-muTM 

needles would make ID vaccination easier to perform and likely more acceptable than the 

conventional ID vaccination method (Mantoux). 
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Figure 1: Bellu-mu
TM

 device characteristics. A) Bella-mu
TM

 needles 1.8 mm (green on left) and 1.4 mm 

(orange on right) are made using wet-etching techniques that are selective to the crystal orientation. B) Both 

needles have an atom shape with an outer diameter of 250 μm (31G) and a hydraulic inner diameter of 100 

μm. C) Base material is monocrystalline silicon. D) Bella-mu
TM

 dimension representing the size of the bevel 

(170 nm), the angle of the bevel (55°C), and length of the needle: 1.4 mm. The Bella-mu 1.8 mm has the same 

dimensions except the length of the needle, which is 1.8 mm. 
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Figure 2: OMV-DyLight 488 characteristics. A) Particle size (nm) is represented according to concentration 

(particles/ml). B) Representative electronic microscopy (EM) image of OMV-DyLight 488 suspension (x 

particles/ml), scale bar = 100 nm. C) Representative imaging of dermal cell stained with DAPI (blue) 

suspension containing OMV-DyLight 488 (green) after 1 h of incubation. Scale bar = 100 µm.  
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Figure 3: Depth of OMV-DyLight 488 particles after ID injection using Bella-mu
TM

 1.4 mm and 1.8 mm 

needles compared with Mantoux method in human skin. A) Representative epifluorescence microscopy 

images of 5 μm skin cryosection: DAPI (blue), OMV-DyLight 488 (green). Epidermis-dermis (E/D) junction 

(white dashed line), hypodermis (HD). Scale bar = 50 µm. B) Scheme of skin with devices and injection zones 

(light green). Three distances, d1, d2, and d3, are represented for measurement of depth of injection. Red line 

measures the difference between d3 and d1 represented in Figure 3D. C) Box and whisker (median, min, max) 

plots of d1, d2, and d3 for each device: 1.4 mm (orange), 1.8 mm (green) and Mantoux method (gray). D) 

Box and whisker (median, min/max) plots; points represent the distance between d3 and d1 on the injection 

site for the 3 devices. E) Box and whisker (median, min, max) plots; all points represent the injection area for 

the 3 devices. F) Schematic representation of data. Means of d1, d2, and d3 are reported on a scale. For each 

device, an arrow represents distances from the epidermis (E). Shape of the circle represents a putative injection 

zone. Most concentrated area of OMVs as observed in A) and measured in C) is indicated in (dark green). 

Data are measured for 4 independent donors (pooling the 4 donors, 14-24 sections were analysed for each 

condition). Statistical analyses were performed using 2-way analysis of variance (ANOVA) multiple 

comparison. Significance was set at adjusted p values p<0.05*, p<0.01**, P<0.001***.  

 



 

133 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: LCs activation after OMV-Dylight488 VS PBS particles injection with Bella-mu
TM 

1.4 mm, 1.8 mm 

devices VS Mantoux methods. OMV particles were injected using Bella-mu
TM

 devices 1.4 mm (orange) or Bella-

mu 1.8 mm (green) or Mantoux method (grey) in human skin. A superficies of epidermal sheet were analyze for 

each devices, in two independent experiment for a total of 12.4 mm
^

2 for PBS, 23.5 mm
^

2 for Bella-mu
TM

1.4mm, 

10.7 mm
^

2 for Bella-mu
TM

 1.8mm and 15 mm
^

2 for Mantoux. A) Image of stained epidermal sheet with anti-CD1a 

(red). Scale bar = 20 µm. Dotted line represents dendrites. LCs activation is evaluated after 3 h by measurement of 

dendrite length (B) their numbers per cells (C) and the number of LCs/mm
2

 (D). Data are represented by box and 

whisker plot (median, min and max). E) Representative flow cytometric CD80 and CD86 histograms on (LCs) and 

Keratinocytes (KCs). Statistical analyses were performed using Kruskal-Wallis multiple comparison test. 

Significance was set at adjusted p-value: p<0.05*, p<0.01**,p<0.001*** , p<0.0001****. 
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Figure 5: OMV-Dylight488 up-take by dermal APCs following i.d. injection. OMV-DyLight 488 particles are injected 

using Bella-mu
TM

 devices 1.4 mm Bella-mu
TM 

1.8 mm or Mantoux method in human skin (n=3). After 3h incubation, 

dermal cells are resuspended and analyzed by flow cytometry. A) Gating strategy is represented. Dermal APCs are 

represented with CD45
+

HLA-DR
+

marker. Subpopulations of dermal APC are detected using different level of surface 

markers CD1a, CD1c, CD163 as indicated. B) Percentages of subsets among the dermis APCs. C) Proportion of OMV-

DyLight 488 positive cells among each subpopulations expression are represented in bar for each i.d. method used (mean, 

min and max, all point represented). Statistical analyses were performed using Friedman multiple comparison test. 

Significance was set at adjusted p-value: p<0.05*, p<0.01**,p<0.001*** , p<0.0001****. 
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Supplemental data 1: PBS injection on skin explant, negative control condition for APC OMV uptake. 

Gating strategy is represented. Dermal APCs are represented with CD45
+

HLA-DR
+

marker. Subpopulations of 

dermal APC are detected using different level of surface markers CD1a, CD1c, CD163 as indicated. For OMV-

DyLight488 channel, gate represent positive cells (almost none cells were OMV-DyLight488
+

. 

Supplemental data 2: CD1c
-

CD11c
-

, a macrophage like population. The CD1c
-

CD1a
- 

population have 

the same expression of CD11c that macrophage (CD163
+

). For This two populations CD11c is negative 

and for the CD1c
+

 population CD11c is positive. 
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Projet 2 : Validation d’une approche de 

microscopie 3D pour identifier les 

événements de la réponse immunitaire 

innée pouvant impacter la qualité de la 

réponse adaptative à la suite d’une 

immunisation de souris avec un vaccin 

candidat-VIH formulé avec de 

l’aluminium versus du squalène. 
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Contexte :  
 

 Le VIH est une maladie mortelle, infectant les lymphocytes T CD4. Elle cause une 

inflammation chronique ainsi qu’une immunodépression. Aujourd’hui la thérapie anti-

rétrovirus est prescrite aux patients séropositifs, cependant la vaccination préventive ou 

thérapeutique resterait le moyen le plus efficace pour lutter contre la propagation de la maladie. 

La recherche du vaccin est parsemée de difficultés et échoue face aux stratégies de formulations 

classiques utilisant les protéines de l’enveloppe (Env) du virus comme immunogènes. Les 

principales causes de ces échecs sont liées au très haut taux de mutations du virus et à sa capacité 

à échapper au système immunitaire. Ceci aboutit à d’innombrables variants du VIH ayant 

chacun des séquences Env différentes. De plus, le virus a développé des mécanismes d’évasion 

immunitaire grâce à des caratéristiques particulières de son enveloppe : une variation 

importante d’acides aminés, une instabilité structurelle et conformationelle, et une 

immunodominance des régions hypervariables (Falkowska et al., 2014). Ainsi, obtenir une 

molécule immunogène capable d’induire des anticorps neutralisants à large spectre (AcNLS) 

est très difficile et reste un objectif majeur dans la vaccination VIH. L’équipe de Vincent 

Vieillard a détecté un motif très précis du virus, appelé motif 3S, ayant la capacité d’activer la 

lyse des CD4 par les cellules Natural Killer : NH2-SWSNKS-COOH (Vieillard et al., 2005). 

Le motif 3S appartient à la sous-unité gp41 de l’enveloppe du virus et est très conservé parmi 

les souches de virus (77%), ce qui en fait une cible vaccinale intéressante. Ainsi l’équipe de 

Vincent Vieillard a découvert, après un balayage par l’alanines dans le motif 3S, que la 

substitution d’un tryptophane (W) à la position 614 du motif 3S par une alanine (A), permet 

d’obtenir un immunogène (le W614A-3S) induisant des anticorps neutralisants à large spectre 

(contre les virus de classe 1 et 2 des clades A, B, C et E) chez la souris (Petitdemange et al., 

2013), puis chez le lapin et le macaque (données non publiées). De plus, il a été observé que 

des Ac anti W614A-3S ont été retrouvés chez des patients non progressifs sur le long terme, 

ayant aussi un taux de charge presque nul, ce qui indique que les anticorps W614A-3S peuvent 

jouer un rôle dans le maintien d’un statut non progressif (Lucar et al., 2017).  

 

Dans notre équipe, les recherches se sont concentrées sur la stratégie de formulation du 

vaccin à partir du motif W614A-3S. Le vaccin, ayant pour but de cibler très spécifiquement le 

motif 3S, est alors conçu sous forme peptidique. Des éléments lui sont associés pour augmenter 

son immunogénicité. Il est couplé avec une protéine carrier KLH et formulé avec des adjuvants. 
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Les résultats du laboratoire ont montré chez la souris que selon l’adjuvant utilisé, la réponse 

immunitaire n’était pas la même. En effet, pour une même quantité d’Ac IgG purifiée de sérum, 

le peptide formulé avec des émulsions à base de squalène (Sq) conduit à une réponse 

neutralisante, tandis que la formulation avec de l’hydroxide d’aluminium (Alum) n'induit pas 

de réponse neutralisante.  

Ceci amène à l’hypothèse que des événements précoces de la réponse immunitaire innée 

seraient différents suivant la formulation Sq et Al et impacterait la qualité de la réponse 

immunitaire adaptative. Notre laboratoire a pour but de comprendre les mécanismes de la 

réponse immunitaire innée pouvant être mis en jeu entre les deux formulations et orientant ainsi 

vers une réponse neutralisante versus non neutralisante. Plusieurs moyens complémentaires 

sont mis en œuvre pour répondre à cette problématique : 

- L’analyse de l’immunité innée en utilisant l’imagerie 3D (projet réalisé dans le cadre de 

ma thèse) et en utilisant la cytométie en flux (projet réalisé par la doctorante Chloé 

Chaudes-Aigues) 

- L’analyse des réponses cellulaires B, de leur différentiation et leur maturation en 

utilisant le transcriptome en « single cell » de la séquence variable des BCR (réalisé par 

Olivia Bonduelle) 

Le but des travaux présentés dans cette partie est de montrer comment la microscopie 3D 

peut apporter des informations visuelles et quantitatives, complémentaires aux analyses de 

cytométrie en flux. En effet la microscopie 3D permet d’apporter des informations de 

localisation dans l’espace des cellules les unes par rapport aux autres. Une cinétique apporte 

une dimension temporelle et, ensemble, les informations peuvent être pluridimensionnelles. Ces 

travaux sont réalisés dans le cadre du projet européen « European AIDS Vaccine Initiative 2020 

(EAVI2020). EAVI2020 est un consortium de 9 laboratoires publics européens, de groupes 

australiens, canadiens et de collaborateurs d’Amérique du Nord, qui regroupent leurs expertises 

de haut niveau au profit de la recherche VIH (Figure 16). 
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Figure 16 : Schéma de la problématique et intérêt de l’utilisation de la microscopie 3D 
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Projet : 
 

Validation d’une approche de microscopie 3D pour identifier les événements de la réponse 

immunitaire innée pouvant impacter la qualité de la réponse adaptative à la suite d’une 

immunisation de souris avec un vaccin candidat-VIH formulé avec de l’aluminium versus 

du squalène. 

Introduction et résultats préliminaires  

 La stratégie vaccinale est un facteur déterminant pour induire le type de réponse 

immunitaire voulu. Par exemple, l’adjuvant est un des éléments-clés qui peut changer 

l’efficacité du vaccin. Il a été observé dans l’équipe qu’un vaccin candidat contre le VIH, de 

type peptidique (W614A-3S), couplé à la protéine carrier Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) 

et formulé soit avec de l’aluminium (Alum) soit avec du squalène (Sq) n’implique pas le même 

type de réponse adaptative. En effet, la formulation Sq conduit à l’apparition précoce des 

cellules B du centre germinal (CG) et de TFH. De plus, une expérience de neutralisation après 

vaccination de lapin avec le peptide couplé à la protéine carrier CRM et formulé avec du Sq, 

induit des anticorps neutralisants à large spectre (AcNLS) contrairement à la formulation Alum. 

Les souches testées font partie du panel de Montefiori (panel représentatif des souches présentes 

dans le monde), des virus de tier 2 qui sont connus pour être difficiles à neutraliser et des virus 

de tier 1, plus faciles à neutraliser dont ConM et ConS. En regardant la couverture de 

neutralisation, les AcN 83% des souches après l’injection avec Sq contre 0% avec Alum 

(Figure 17). Les tests de neutralisation chez le lapin se font après immunisation avec le peptide 

couplé à la protéine carrier CRM afin d’utiliser la même formulation que celui des essais 

cliniques de phase I qui ont débuté en septembre 2021. 

Le développement de CG et de TFH est associé respectivement à une réponse 

immunitaire adaptative B et T, de haute qualité et très spécifique de l’Ag. Les cellules B du CG 

sont confrontées à des recombinaisons somatiques et à des permutations de classe induisant la 

sécrétion des AcN hautement spécifiques à l’Ag qui sont très efficaces dans la neutralisation du 

virus et l’élimination de la maladie. Les réponses adaptatives de haute qualité se développent 

dans le ganglion, notamment grâce aux interactions entre les cellules adaptatives (T et B) naïves 

et l’Ag. Les cellules B forment des follicules B (zone B) en périphérie du ganglion, et les 

cellules T forment une zone qui s’articule autour des follicules B et occupe le centre du 

ganglion. Le ganglion est parcouru d’un réseau sanguin et d’un réseau lymphatique par lequel 
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circulent les cellules (Hampton and Chtanova, 2016). C’est notamment par ces réseaux que les 

cellules innées arrivent dans le ganglion (Gorlino et al., 2014b). Les cellules innées comme les 

CPA (DC et les macrophages) sont essentielles à l’initiation des réponses adaptatives 

puisqu’elles présentent l’Ag aux cellules de la réponse adaptative naïve, activant leur 

différentiation en cellules effectrices, telles que les cellules du CG et les TFH. Les cellules 

migrantes suite à une inflammation locale comme les neutrophiles sont aussi montrées comme 

participant à la régulation de la réponse immunitaire dans le ganglion (Hampton and Chtanova, 

2016).  

 Le projet global s’intéresse à comprendre quelles sont les différences de mécanisme 

induites par l’administration du peptide-VIH formulé avec du Sq ou de l’Alum aboutissant à la 

formation de réponses adaptatives différentes. Il a été montré que le Sq induit un recrutement 

plus important de cellules innées dans le ganglion par rapport à l’Alum (Calabro et al., 2011) ; 

(Seubert et al., 2008). L’hypothèse propose que les mécanismes de la réponse innée se 

produisant lors de l’injection du peptide W614A-3S-Sq ou -Alum, influenceraient la réponse 

adaptative dans le ganglion. Plusieurs approches peuvent être utilisées pour répondre à cette 

hypothèse. Par exemple, des résultats préliminaires réalisés en cytométrie en flux montrent que 

parmi les cellules innées, les neutrophiles ont une cinétique différente entre la formulation Sq 

et la formulation Al (Figure 18). En effet, il y a un pic de neutrophiles à 4 heures et à 2 jours 

dans le ganglion, seulement avec la formulation Sq. Les neutrophiles pourraient alors être un 

des événements précoces de la réponse immunitaire pouvant influencer la mise en place des 

CG. Par ailleurs une approche par microscopie peut compléter ces analyses.  

 Pendant longtemps, les approches de microscopie étaient limitées à l’utilisation de 

sections d’organes découpés en tranches fines. Au cours des années, les techniques de 

microscopie ont beaucoup évolué notamment, vers une microscopie en temps réel ou vers 

l’imagerie 3D d’organismes ou d’organes entiers. Les techniques d’imagerie 3D associent 

l’immunofluorescence globale, la transparisation et l’imagerie optique de section. La 

transparisation a pour but d’homogénéiser les indices de réfraction et de diminuer l’opacité de 

l’échantillon dûe aux lipides, ce qui est indispensable pour une imagerie en profondeur. En 

effet, les différentes molécules qui composent la matière biologique ont des indices de 

réfraction de la lumière différents (protéines=1.43 ; lipide = 1.44 ; eau= 1.33), ce qui diffuse la 

lumière (Seo et al., 2016). Plusieurs méthodes de transparisation existent, par exemple les 

techniques de déshydratation/délipidation par solvants ou détergents ou les techniques 

d’immersion simple. Le tout est de choisir une technique optimale pour l’échantillon étudié en 
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fonction de sa taille et du type de fluorescence. La technique par immersion est celle utilisée 

dans ces travaux, elle permet une approche non toxique, sans photoblanchiment. 

La microscopie 3D est très intéressante, car elle a l’avantage par rapport aux techniques 

de cytométrie en flux ou d’imagerie sur coupe, d’apporter un visuel spatial, des interactions 

entre les cellules et des localisations spécifiques dans le ganglion entier afin d’identifier un 

comportement des cellules types, en lien avec la formation des CG. Elle permet d’analyser le 

ganglion dans son ensemble, et de quantifier les évènements observés dans l’espace pour tout 

le ganglion. Cependant, cette approche est très peu utilisée sur ganglion de souris. Cette partie 

sera donc consacrée à la description de la mise au point du protocole d’immunomarquage et de 

transparisation du ganglion entier. La visualisation des CG et des neutrophiles sera étudiée chez 

les souris immunisées avec le peptide W614A-3S en formulation Sq en comparaison avec la 

formulation en Alum. Afin d’illustrer le potentiel de cette méthode, une démonstration de 

l’analyse des quantités de cellules entre les conditions a été réalisée.  
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Figure 17 : Réponses adaptatives différentes entre Sq et Al. A) Les souris sont immunisées à semaine 0, 2, 4 et 10 avec le 

peptide VIH (W614A-3S-CRM) seul ou bien formulé avec du Squalène (Sq) en bleu ou avec de l’Alum (Al) en vert et la réponse 

neutralisante est mesurée chez les Lapins à semaine 20. Les IgG spécifiques sont purifiés sur colonne d’affinité du peptide puis 

un test de neutralisation TZM est réalisé. La souche de VIH utilisé, les souches testées font partie du panel de Montefiori (panel 

représentative des souches présente dans le mondial), du tier 2 qui sont connus pour être difficiles à neutraliser et du tier 1, plus 

facile à neutraliser dont ConM et ConS. Une très bonne neutralisation est atteinte lorsque 50% de l’infection est neutralisée avec 

une concentration en IgG < 0,9 µg/ml. Si la concentration est > 2µg/ml il n’y a pas de neutralisation. B) Le nombre de cellule B 

du CG de ganglion mesuré en cytométrie en flux à l’aide d’un marquage anti-GL7, 7 j après immunisation des souris avec du PBS 

(gris), le W614A3S-KLH seul (noir) le W614A3S-KLH-Sq (bleu) ou le W614A3S-KLH –Al (vert). Nombre d’expérience =5. C) 

Le nombre de cellules TFH de ganglions mesurés en cytométrie en flux à l’aide d’un marquage anti-CXCR5, 7 j après 

immunisation des souris avec le W614A3S-KLH-Sq ou -Al. Nombre d’expérience = 5. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  
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Matériel et Méthode : 

Injection des souris 

 Les souris BALB/c ont été achetées chez Janvier Labs et hébergées dans une animalerie 

libre (Centre d’expérimentation fonctionnelle (CEF)) de l’université de la Sorbonne, France) 

dans des conditions exemptes d’organismes Pathogène Spécifiés et utilisées pour les 

expériences à l’âge de 6-10 semaines. Les souris ont reçu 10 µg de peptide W614A-3S couplé 

avec la protéine carrier Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH; Covalab) par voie intramusculaire 

dans le quadriceps des deux pattes arrières. Deux adjuvants formulés avec le peptide sont 

injectés : l’hydroxyde d’aluminium (Alum; 100 µg; Alhydrogel 2% invivogen) ou une émulsion 

à base de squalène (Sq, 2.5% V/V; Polymun) diluée dans du PBS (de l’anglais Phosphate Buffer 

Saline, Gibco). Le peptide W614A-3S est une séquence mutée (substitution d’un Tryptophane 

(W) par une Alanine (A) à la position 614) du motif 3S, localisé sur la sous-unité gp41 de 

l’enveloppe du VIH. La séquence possède 15 acides aminés : NH2-PWNASASNKSLDDIW-

COOH. 

Perfusion cardiaque  

 Les souris sont anesthésiées par un mélange Rompun 2% (15 mg/Kg de poids corporel, 

Bayer) et Kétamine 1000 (100 mg/kg) dilué dans du PBS en intrapéritonéale grâce à une 

seringue et aiguille 26 G. Une incision latérale est effectuée de la paroi abdominale jusqu'à la 

Figure 18 : Cinétique de la quantité de neutrophiles dans les ganglions. Les 

neutrophiles (LY6G) sont mesurés au cytomètre en flux dans les ganglions de souris 

immunisées avec du PBS (noir), du W614A-3S-Sq (bleu) ou W614A-3S-Al (vert) 

après 1 h, 4 h, 1 j ou 2 j d’immunisation. Nombre d’expériences = 3. 
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cage thoracique. Après l’ablation de la cage thoracique, une aiguille 26 G (BD) est insérée dans 

le ventricule gauche du cœur encore en battement jusqu’au début de l’aorte ascendante et une 

incision à l’oreillette droite de l’animal est réalisée pour créer une sortie. 40 ml de PBS froid 

sont injectés à l’aide d’une seringue de 20 mL (BD), suivis de 40 mL de PFA 4%, dilués dans 

du PBS froid. Les deux ganglions inguinaux ainsi fixés sont prélevés et conservés dans de la 

PFA (paraformaldehyde, Sigma) 2%. 

Le marquage et la transparisation des ganglions entiers 

 Après un immunomarquage des cellules d’intérêt sur le ganglion entier, la 

transparisation permet de visualiser à un temps t en profondeur dans l’organe la localisation des 

cellules et de reconstituer une image 3D. Ainsi, une grosse étape de mise au point est nécessaire 

pour trouver les bonnes conditions de pénétration et un marquage optimum (bonne 

visualisation, en profondeur en gardant l’intégrité des tissus). Tout d’abord une étape de 

perméabilisation et de blocage (P) est réalisée avec du tritonX-100 2% (Sigma) et de la BSA 

(de l’anglais Bovine Serum Albumin, Sigma) 3% et du sérum de vœux fœtal ((SVF) Dominique 

Dutscher) 10%. Les ganglions sont lavés 3 fois 1 h avec la solution de lavage Tween-20 0,5% 

(Sigma) diluée dans du PBS, puis introduits dans la solution de marquage contenant 1% de 

triton, 3% de BSA et 10% de SVF ainsi que les anticorps. Les anticorps utilisés ciblent les 

cellules B (anti-B220-APC de rat, clone RA3-6B2 553092 BD), les cellules T (anti-CD4-FITC, 

rat, clone RM4.5, 553047 BD). Les ganglions sont lavés pendant 3 j en changeant de milieu 

plusieurs fois par jour. Puis ils sont mis dans la solution de transparisation RapiClearTM 

(sunjinlab, Taïwan) à 4 °C. Les ganglions sont placés sur un portoir rotatif pendant toute la 

durée du protocole. 

 Les paramètres qui varient pendant les expériences de mise au point sont (Tableau 2) : 

- la température de l’étape de perméabilisation (T°C P) : 4 °C ou 30 °C. 

- le temps de perméabilisation (TPS P) : ON (de l’anglais overnight), 1 jour, 3 jours ou 4 

jours. 

- la température de l’étape de marquage (T°C M) : 4 °C, 15 °C, RT (de l’anglais room 

température), 30 °C, 37 °C.  

- le temps de l’étape de marquage (Tps M): 5 j ou 7 j. Enfin de temps de 

transparisation (Tps transpa) : 3 j ou 7 j. 

 Une fois le protocole mis au point les ganglions prélevés après 4 h ou 7 j d’immunisation 

avec le peptide W614A-3S formulé avec du Sq ou de l’Alum seront marqués puis transparisés 
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Figure 19 : Photo d’un 

ganglion transparisé. Le 

ganglion est monté entre lame 

et lamelle dans du rapiclear. La 

transparisation est validée par 

la lisibilité des lettres à travers 

l’organe (« al » de biological) 

dans le but de visualiser les neutrophiles (anti-LY6G-PE, rat, clone 1A8, 551461 BD) et les 

cellules B du centre germinatif (GL7-AF647, rat clone GL7 561529 BD) en plus des zones T 

et B.  

Les concentrations d’anticorps pour un volume final de 500 µL sont 1.5 μL d’anti-CD4-

FITC (0,5 mg/ml), 1.5µL d’anti-LY6G-PE (0,2 mg/ml), 3 μL d’anti-B220-APC (0,5 mg/ml) et 

3 µL d’anti-GL7-AF647 (0,2 mg/ml). Les marquages sont contrôlés avec des isotypes, dont les 

concentrations sont les mêmes que les anticorps correspondants : FITC-IgG2a, PE-IgG2a, 

APC-IgM et AF647-IgM (BD).  

Préparation des échantillons, imagerie et analyse 

 L’organe transparisé est monté entre lame et lamelle dans du RapiclearTM. Un adaptateur 

est utilisé afin de pouvoir créer un espace de la taille de l’organe entre la lame et la lamelle 

(ispacer IS008 et IS016 SunjinLab). L’acquisition des images s’est effectuée avec le 

microscope confocal Nikon A1R-HD25 à l’aide de l’objectif 10X en utilisant les filtres : 

405/425(50) ; 488/500(50) ; 561/570(50) et 640/663(75). Les ganglions sont parcourus en 

section, dans toute l’épaisseur Z de l’échantillon générant une image tous les 2,65 µm jusqu’à 

ce que l’intensité de la fluorescence soit insuffisante. Les images sont traitées soit avec le 

logiciel Nikon soit avec le logiciel Imaris. Une reconstitution 3D est effectuée pour tous les 

ganglions. Les volumes de la fluorescence LY6G et GL7 ont été réalisés grâce à l’outil de 

surface et de spot manuel d’Imaris. Les volumes sont normalisés par rapport au volume total 

du ganglion calculé avec le même outil. Une matrice de distance est calculée entre les objets 

LY6G et la surface des objets GL7 la plus proches en utilisant l’outil de distance transformé 

sur Imaris. 
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Résultats 

Une visualisation des zones T et B optimale sur toute la profondeur de l’organe   

 Dans le ganglion, les cellules innées peuvent interagir avec les cellules T et B et 

influencer la qualité de la réponse adaptative. Une étape de mise au point de marquage puis de 

transparisation du ganglion est tout d’abord réalisée pour s’assurer que les zones T et B sont 

correctement marquées dans le ganglion entier et visibles par microscopie 3D. Ceci est 

nécessaire pour, dans un deuxième temps, faire une analyse spatio-temporelle de la localisation 

des cellules innées par rapport à ces deux zones. 

 Les zones T et B sont marquées respectivement avec des anticorps anti-CD4-FITC et 

anti-B220-APC qui ciblent respectivement les cellules T et B. Des isotypes contrôles permettent 

de confirmer que le marquage est bien spécifique (Figure 20). La température et le temps de 

l’étape de perméabilisation (T°C P et Tps P) ainsi que la température et le temps de l’étape de 

marquage (T°C M et Tps M) sont les paramètres qui varient afin de mettre au point le protocole 

et de garantir une qualité de marquage, d’intégrité des tissus et une profondeur de pénétration 

des anticorps optimum (Tableau 2). La profondeur de marquage est la profondeur de 

l’acquisition dans l’axe Z, en µm. Les résultats montrent qu’une T°C M à 15 °C et à 4 °C/RT 

pour des T°C P à respectivement 30 °C (Expérience 1) et 4 °C (Expériences 2, 3 et 4) ne 

permet pas le marquage intégral des zones T et B ainsi qu’une pénétration des anticorps dans 

le ganglion entier. L’augmentation de la T°C M à 37 °C et RT pour respectivement une T°C P 

à 4 °C (Expériences 5 et 6) ou à 30 °C (Expérience 7) permet d’obtenir des zones T et B 

entièrement marquées et une bonne pénétration dans le ganglion. Cependant, l’association de 

T°C P 4 °C et T°C M 37  °C (Expériences 5 et 6) induit une plus forte dégradation du tissu 

comparé à l’association T°C P 30 °C et T°C M RT (Expérience 8). Ainsi cette dernière 

association est la plus optimale et sera choisie pour la suite. Les Tps P et Tps M ne semblent 

pas influencer grandement les résultats, ainsi pour le protocole final un Tps P de 2 j et un Tps 

M de 5 j sont choisis. Le Tps de transparisation (Tps transpa) est choisi à 7 j pour optimiser au 

maximum la transparisation et la qualité de l’acquisition des images. Ainsi le protocole final 

correspond à celui de l’expérience 8 : T°C P=30 °C ; Tps P=3 j ; T°C M=RT ; Tps M=5 j et 

Tps transpa=7 j). Il permet d’obtenir une bonne visualisation des zones T et B en profondeur 

dans le ganglion tout en gardant l’intégrité du tissu. 
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Evolution spatio-temporelle de la qualité des réponses B dans le ganglion après injection du 

vaccin VIH formulé avec du Sq versus de l’Alum. 

 Le vaccin peptidique W614A-3S formulé avec le Sq induit un plus grand nombre de 

cellules B du CG que la formulation Alum d’après les résultats obtenus en cytométrie en flux, 

7 j après immunisation. La visualisation de l’évolution de la mise en place de la réponse B dans 

l’espace peut être visualisée en utilisant la microscopie 3D à différents temps. Une seule 

expérience a pu être réalisée jusqu’ici en utilisant le temps 7 jours afin d’évaluer visuellement 

les CG entre les deux formulations. Les ganglions sont marqués avec un anticorps anti-GL7-

AF647 pour cibler les CG, puis ils sont transparisés suivant le protocole sélectionné dans le 

paragraphe précédent. Les résultats montrent que le volume total des CG de la condition Sq a 

tendance à être plus important que dans la condition Alum : respectivement 4,5.10-3 et 3.10-3 

µm3. Les volumes sont calculés grâce à l’outil de surface du logiciel IMARIS et normalisés par 

rapport au volume total des ganglions (Figure 21). L’isotype contrôle du fluorochrome AF647, 

utilisé sur un autre ganglion prélevé 7 j après l’injection de W614A-Sq est analysé. Il est observé 

que le volume calculé à partir du signal non spécifique de l’isotype est très faible par rapport 

aux marquages GL7-AF647 observés pour les conditions Sq et Alum (4,2.10-4 µm3). Ce qui 

confirme la spécificité du marquage GL7-AF647. Le nombre de CG compté manuellement sur 

chaque image 3D a également tendance à être plus important en condition Sq versus Alum : 

respectivement 18 et 11 à 7 j. 

 En conclusion le volume total de CG et leur nombre ont tendance à être plus importants 

après immunisation des souris avec le vaccin formulé en Sq versus Alum ce qui traduirait une 

réponse B intensifiée dans la condition Sq. D’autres expériences pourront confirmer et préciser 

ces résultats qui semblent cohérents avec les données obtenues en cytométrie en flux. De plus 

la même expérience réalisée à des temps plus précoces nous montrerait l’évolution de la 

formation des CG dans les deux conditions. 

Evaluation de la localisation spatio-temporelle des neutrophiles dans le ganglion après 

injection du vaccin VIH formulé avec du Sq versus de l’Alum. 

 Le vaccin peptidique W614A-3S formulé avec le Sq induit deux vagues de neutrophiles 

dans le ganglion, l’une à 4 h et l’autre à 2 j d’après les données de cytométrie en flux (Figure 

18). Ces deux vagues ne sont pas observées avec l’Alum. Ceci pourrait être un élément 

influençant une formation des CG plus précoce et en plus grosse quantité dans la condition Sq 

versus Alum. L’utilisation de la microscopie 3D permet d’obtenir des informations de quantité 
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de neutrophiles et de localisation dans le ganglion afin de visualiser l’impact des neutrophiles 

au stade précoce de la formation des CG. Pour commencer les ganglions sont prélevés au temps 

4 h, ce qui correspond à la première vague de recrutement des neutrophiles. Après le marquage 

et la transparisation des ganglions, suivant le protocole sélectionné dans le paragraphe 

précédent, les neutrophiles marqués avec l’anticorps anti-LY6G-PE sont analysés en imagerie 

3D. Une seule expérience a été réalisée dans laquelle il a été observé que le volume des 

neutrophiles dans le ganglion de la condition Sq a tendance à être supérieur à la condition 

Alum : respectivement 8,55.10-4 µm3 et 5,54.10-4 µm3. Les volumes sont normalisés par rapport 

au volume total des ganglions (Figure 22 A). Le signal de l’isotype contrôle du fluorochrome 

PE, utilisé sur un autre ganglion prélevé 7 j après l’injection de W614A-Sq, est également 

analysé. Il est observé que le volume du signal PE de l’isotype est beaucoup plus important que 

celui de l’anticorps anti-LY6G-PE des conditions Sq et Alum. Le ganglion étant prélevé à 7 

jours, un contrôle à 4 h aurait été plus pertinent pour faire une vraie différence entre le marquage 

LY6G et le signal non spécifique (Figure 22 A). Tout de même, le signal observé à la suite du 

marquage avec l’anti-LY6G-PE n’est sans doute pas totalement spécifique aux neutrophiles, 

ainsi, par la suite les « LY6G+» désigneront ce signal pour ne pas employer le terme 

« neutrophiles » directement. Malgré ce résultat et le manque de répétition permettant de valider 

et de préciser l’expérience, la tendance penche en faveur d’une plus grande quantité de LY6G+ 

dans la condition Sq par rapport à Alum, ce qui confirmerait les résultats de cytométrie en flux.  

 La visualisation des LY6G+ dans l’espace indique qu’ils ne sont pas regroupés au même 

endroit dans la condition Sq alors que dans la condition Alum, deux sites des LY6G+ sont 

visibles: S1 et S2. L’analyse d’image en section indique que pour le Sq les LY6G+ se situent 

entre 298 µm et 492 µm. La Figure 22 B représente la section à 298 µm. L’acquisition du 

ganglion s’effectue jusqu’à une profondeur de 593 µm, ainsi les LY6G+ de la condition Sq se 

situent au milieu du ganglion. De plus, les cellules LY6G+ sont situées dans une zone qui ne 

correspond ni à la zone T ni à la zone B. Il se pourrait alors qu’ils soient situés situés dans un 

vaisseau lymphatique. Concernant la condition Alum, les cellules LY6G+ se situent entre 166 

µm et 240 µm pour S1 et entre 572 µm et 746 µm pour S2. Les images Figure 22 B représentent 

les sections à 192 µm et 746 µm pour respectivement R1 et R2. Sachant que l’acquisition 

s’effectue jusqu’à 746 µm, il peut en être conclu que les deux spots se situent en périphérie du 

ganglion. Les images montrent que le S1 se situe dans une zone T alors que S2 se situe dans la 

zone frontière T et B et au bord du ganglion. 
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 Pour conclure, la microscopie 3D apporte une analyse quantitative dont la tendance 

indique que les neutrophiles sont recrutés en plus grande quantité lors de l’injection du peptide 

W614A-3S formulé avec le Sq comparé à la formulation Alum. Ceci est à confirmer avec des 

expériences supplémentaires et une optimisation du marquage des neutrophiles afin de 

supprimer le marquage non spécifique. L’information spatiale montre une différence de 

localisation entre les deux conditions. 

Intervention des neutrophiles dans la mise en place des CG dans les ganglions de souris après 

injection du Vaccin VIH formulé avec du Sq versus Alum 

 Les neutrophiles ont un comportement différent dans le ganglion des souris immunisées 

avec la formulation Sq versus Alum. Deux vagues de neutrophiles sont observées en cytométrie 

en flux à 4 h et à 2 j. Une même tendance est observée à 4 h en utilisant la microscopie 3D. De 

plus, il semblerait que les cellules LY6G+ ne se localisent pas de la même façon dans le ganglion 

entre les deux conditions à 4 h. Ce comportement précoce pourrait influencer la formation des 

CG en induisant une quantité plus importante de CG dans la condition Sq versus Alum, ce qui 

a été observé à 7 j dans les résultats précédents. Afin de confirmer cette hypothèse, la position 

des neutrophiles par rapport aux zones B peut être analysée à des temps précoces et au cours de 

la formation des CG dans les deux conditions. Jusqu’à maintenant une unique expérience a pu 

être analysée à 7 j. Même si ce temps n’est pas le plus pertinent pour identifier l’influence 

précoce des neutrophiles sur la formation des CG, il permet de poser à un temps donné leur 

localisation par rapport aux CG déjà formés. Ainsi, l’expérience propose d’évaluer la différence 

de proximité des neutrophiles par rapport aux CG dans les deux conditions. Pour cela, les 

ganglions prélevés à 7 j sont marqués afin de cibler les neutrophiles et les CG grâce aux 

anticorps, anti-LY6G-PE et anti-GL7-AF647, puis les ganglions sont transparisés. Une matrice 

de distance est réalisée par le logiciel Imaris après avoir créé des spots et des objets 

correspondant aux cellules marquées par respectivement les anticorps anti-LY6G et anti-GL7 

(CG). Cette matrice représente les distances minimales entre les spots correspondant aux 

cellules LY6G+ et les CG les plus proches. Un seuil à 200 µm a été défini visuellement comme 

étant la distance au-delà de laquelle les spots sont considérés comme étant éloignés des CG 

(spot rouge dans la Figure 23). Les résultats de la Figure 23 B semblent indiquer qu’une 

majorité de spots sont à une distance inférieure ou égale à 200 µm des CG dans la condition 

Alum (69,30%). Tandis qu’une minorité de spots sont proches des CG dans la condition Sq (35, 

29%) (spot bleu dans la figure 23A). 
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  En conclusion l’expérience montre qu’il est possible de mesurer la proximité des 

neutrophiles par rapport aux CG ce qui au cours du temps pourrait être très intéressant pour 

évaluer l’impact des neutrophiles sur la formation des CG. La tendance indique qu’il y aurait 

une majorité de neutrophiles proches des CG dans la condition Alum et une minorité dans la 

condition Sq à 7 j post vaccination. Des expériences supplémentaires sont cependant 

nécessaires pour valider ces résultats.  

Discussion 

 La compréhension des évènements précoces de la réponse innée pouvant impacter la 

différence de qualité des réponses adaptatives après injection du vaccin VIH formulé avec du 

Sq versus de l’Alum est un sujet vaste ayant recours a différentes techniques (cytométrie en 

flux, transcriptome, microscopie). Notre étude contribue à l’avancée de ce projet en proposant 

1) mise au point de la technique d’immunomarquage et de transparisation de ganglion 

entier de souris ; 2) des résultats préliminaires montrant la distribution différentielle des 

réponses innées et adaptatives dans le tissu ganglionnaire en réponse à deux formulations de 

vaccin peptidique : Sq et Alum. La technique permet une imagerie en profondeur avec une 

bonne qualité de marquage tout en gardant l’intégrité du tissu.  

Méthode de transparisation : 

 Plusieurs techniques de transparisation existent, elles ont chacune leurs avantages et 

leurs inconvénients. Dans la littérature, quelques études abordent la transparisation de ganglions 

de souris en utilisant différentes techniques. Par exemple, des équipes utilisent des solvants 

organiques comme le méthanol (Jeucken et al., 2021) ou l’éthanol (Bogoslowski et al., 2020) 

pour déshydrater et réhydrater le tissu, ce qui homogénéise l’indice de réfraction. Puis, elles 

utilisent un autre solvant organique pour délipider le ganglion afin de le rendre transparent : le 

benzyl Alcohol/benzyl Benzoate (Jeucken et al., 2021) et l’éthyl cinnamate (Masselink et al., 

2019). Cette technique est très efficace pour obtenir un organe très transparent pour imager un 

organe entièrement (Dodt et al., 2007). Cependant, il a été rapporté, que cette méthode induit 

une réduction du signal de fluorescence due à un fort photoblanchiment ainsi qu’une réduction 

de la taille de l’organe et une déstructuration des tissus. De plus l’utilisation de solvants est 

toxique, c’est pourquoi d’autres méthodes se sont développées (Azaripour et al., 2016). Les 

méthodes d’inclusion en hydrogel permettraient aux tissus de garder leur intégrité. Dans cette 

technique, les lipides sont enlevés par un détergeant, un courant électrique pouvant y être 

associé pour accélérer la transparisation (électrophorèse). La méthode la plus connue est 
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CLARITY®, cependant elle a été testée lors de la mise au point et montre des tissus 

endommagés. Ceci est sûrement dû au courant électrique utilisé pour faciliter la délipidisation 

qui a peut-être été trop fort (Seo et al., 2016). Une méthode existe qui consiste à immerger le 

ganglion dans une solution hydrophile (fructose, glycérol) qui va remplacer l’eau des tissus et 

ainsi homogénéiser l’indice de réfraction. Cette approche est non toxique et très simple à 

utiliser, puisqu’un seul bain est nécessaire contre plusieurs bains de différentes concentrations 

pour les techniques avec solvant. De plus aucun équipement n’est nécessaire contrairement aux 

approches par électrophorèse. Son principal désavantage est qu’elle permet rarement une 

transparisation complète, ce qui empêche une imagerie en profondeur. En contrepartie, elle ne 

dégrade pas l’intensité de la fluorescence. Plusieurs agents de transparisation à immersion sont 

développés dont la composition exacte n’est pas dévoilée. Par exemple, une étude utilise le 

FocusClearTM (CelExplorer) pour transpariser un ganglion et démontre que la solution est plus 

efficace que du glycérol à 75% pour obtenir une bonne transparisation et une imagerie en 

profondeur dans le ganglion (Song et al., 2015). Dans notre étude un autre agent de 

transparisation hydrophile à immersion est utilisé, le RapiClearTM de SunjinLab, dont la 

composition n’est pas révélée. Le RapiClearTM a fait ses preuves pour la transparisation ainsi 

que l’analyse de fluorescence de nombreuses sortes d’échantillons, notamment des organoïdes 

(Tan et al., 2020a) ; (Ayala-Nunez et al., 2019). Par exemple, une étude montre que le 

RapiClearTM est plus adéquat par rapport à d’autres techniques telles que TDE (technique de 

solvant organique), Opticlear (technique d’immersion), CUBIC (technique d’hyperhydratation, 

délipidation) pour la transparisation d’organoïdes d’intestin (Bekkouche et al., 2020). La durée 

du protocole mis au point dans la présente étude (T°C P=30 °C ; Tps P=3 j ; T°C M=RT ; Tps 

M=5 j et Tps transpa=7 j) est très longue, 18 jours en comptant le jour de prélèvement de 

l’organe. Ce qui est beaucoup plus long que dans les études citées précédemment (9-2 jours). 

La durée du protocole peut dépendre de la taille du ganglion. Un ganglion prélevé après 7 j 

d’immunisation est beaucoup plus gros et donc plus long à transpariser qu’un ganglion prélevé 

4 h après immunisation. Ceci dépend aussi de la technique d’immunomarquage. Certaines 

études utilisent des marqueurs endogènes grâce à l’utilisation de souris transgéniques, ce qui 

permet de sauter l’étape de marquage et de réduire considérablement la durée du protocole 

(Song et al., 2015). En contrepartie, si les anticorps utilisés sont des anticorps primaires et 

secondaires ceci rallonge le protocole, avec deux étapes de marquage de 5 j chacun (Masselink 

et al., 2019). C’est pourquoi des anticorps directement couplés à un fluorochrome, qui nécessite 

une seule étape de marquage sont utilisés dans cette étude.  
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Résultats préliminaires de la distribution différentielle des réponses innées et adaptatives 

dans le tissu ganglionnaire en réponse à deux formulations de vaccin peptidique : Sq et 

Alum. 

 Les résultats préliminaires obtenus au cours de cette étude indiquent tout d’abord que le 

volume total de CG ainsi que leur nombre ont tendance à être plus important après 

immunisation des souris avec le vaccin formulé en Sq versus Alum ce qui traduirait une réponse 

B intensifiée dans la condition Sq. Ceci avait été validé en cytométrie en flux dont les résultats 

montrent une quantité de cellules B du CG supérieure dans la condition Sq versus Alum après 

7 j. Alors que la cytométrie en flux donne des informations quantitatives par rapport à une 

intensité de signal par cellules analysées individuellement, la microscopie 3D apporte une 

visualisation des différents CG dans le ganglion, elle permet de calculer un volume et de 

déterminer le nombre d’amas de CG formés dans le ganglion. Ce qui apporte une information 

complémentaire aux analyses de cytométrie en flux. L’hypothèse posée dans l’étude est que la 

différence de réponse B observée entre les conditions Sq et Alum serait dûe à des évènements 

précoces de la réponse innée. Ainsi, l’étude montre que les LY6G+ ont tendance à être en plus 

grande quantité dans le ganglion à 4 h post injection du peptide W614A-3S formulé avec le Sq 

comparé à la formulation Alum. Ceci avait également été validé en cytométrie en flux, dont les 

résultats montraient une quantité de neutrophiles supérieure dans la condition Sq versus Alum 

après 4 h d’immunisation. La microscopie 3D apporte des informations supplémentaires par 

rapport à la cytométrie en flux. En effet, la visualisation des LY6G+ dans l’espace du ganglion 

indique que les cellules ne se localiseraient pas au même endroit dans le ganglion entre les deux 

conditions. Dans la condition Sq, les cellules LY6G+ sont situées au milieu du ganglion dans 

une zone qui ne correspond ni aux zones T ni aux zones B. Il se pourrait alors que ces cellules 

soient dans un vaisseau lymphatique. Dans la condition Alum, les cellules LY6G+ sont 

regroupées à deux endroits majoritaires. Le premier site (S1) se situe dans une zone T alors que 

le deuxième (S2) se situe dans la zone frontière T et B et au bord du ganglion. Dans la littérature 

il a déjà été montré que les neutrophiles se localisent dans la zone du sinus sous-capsulaire situé 

en périphérie du ganglion (Chtanova et al., 2008) ; (Hampton and Chtanova, 2016). Ainsi il se 

pourrait que ces neutrophiles soient dans le sinus sous-capsulaire. Il est connu que cette zone 

accueille les cellules qui arrivent par les vaisseaux afférents et qui rentrent dans le ganglion. 

Ainsi à 4 h, les cellules LY6G+ de la condition Alum arriveraient dans le ganglion. Plusieurs 

articles montrent également une arrivée des neutrophiles dans les ganglions par les HEV (de 

l’anglais high endothelial venules) (Kamenyeva et al., 2015) ; (Gorlino et al., 2014a). Un 
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marquage du réseau lymphatique et sanguin serait nécessaire pour colocaliser les cellules 

LY6G+ et les vaisseaux afin de confirmer ces hypothèses et savoir s’il y a une différence 

d’arrivée ou de départ dans le temps entre les formulations Sq et Alum. Pour aller plus loin dans 

la recherche d’événements pouvant influencer la qualité de la réponse B entre les deux 

conditions, la microscopie 3D est utilisée afin de déterminer la proximité entre les cellules 

LY6G+ et les CG. L’étude montre que dans la condition Alum, les LY6G+ ont tendance à se 

localiser en majorité à proximité des CG (distance ≤ 200 µm) tandis que pour la condition Sq, 

une minorité de LY6G+ a tendance à se localiser à proximité des CG. La méthode d’analyse 

utilise l’outil « spot » de Imaris qui détecte chaque cellule individuelle marquée avec du LY6G+ 

et les font apparaitre en sphère tandis que lors des expériences précédentes l’outil de « surface » 

avait été utilisé. La méthode de surface détecte des cellules ou des amas de cellules et les fait 

apparaître en un objet qui peut être plus ou moins gros en fonction de la taille de l’amas de 

cellules. Une distance par objet est calculée, ainsi, la variabilité de la taille de l’amas peut 

induire un biais. En effet si l’amas contient un grand nombre de cellules, il ne sera que considéré 

comme une seule unité et non une multitude de cellules. De ce fait, le nombre d’objets inférieur 

ou supérieur à 200 µm est faussé dans nos résultats. Ainsi, l’utilisation de spots permet de pallier 

ce biais, car ils sont tous de la même taille. Cette expérience a été réalisée à 7 jours, il aurait été 

intéressant d’avoir une cinétique plus précoce afin de visualiser la différence de la 

localisation/d’interaction des LY6G+ et des cellules B dans le ganglion entre la condition Sq et 

Al et leur potentielle répercussion sur la formation des CG. Les données de cytométrie en flux 

nous indiquent deux vagues de recrutement de neutrophiles, à 4 h et à 2 j dans la condition Sq 

mais non dans la condition Alum. Ainsi regarder la proximité des LY6G+ avec les zones B à 4 

h et 2 j aurait été intéressant pour savoir si ces différences de quantité de neutrophiles sont 

corrélées à différentes interactions avec les zones B. Une cinétique à 3 j et 5 j et 7 j serait 

également intéressante pour savoir comment les neutrophiles se localisent au cours de la 

formation des CG. Dans cette étude, les ganglions des temps 4 h et 7 j sont tous les deux 

marqués avec les mêmes anticorps afin de comparer les résultats. L’anticorps anti-B220-V450 

est utilisé pour cibler les cellules B, cependant avec les conditions de protocole choisies, il ne 

pénètre pas suffisamment dans le ganglion (résultats non montrés), ainsi la proximité entre les 

LY6G+ et les zones B n’a pas pu être analysée. L’anticorps ciblant les cellules B qui avait été 

utilisé lors de la mise au point du protocole et qui avait donné un très bon signal (anti-B220-

APC) n’a pas pu être réutilisé, car il émet dans les mêmes longueurs d’onde que l’anticorps 

anti-GL7-AF647 utilisé pour cibler les cellules des CG. Des mises au point supplémentaires 

sont à prévoir pour optimiser le marquage des cellules B. Par ailleurs il est remarqué que 
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l’anticorps anti-AF647 induit du bruit de fond et un signal non spécifique, pouvant être dû à la 

réalisation du marquage (débris, amats d’anticorps) ou un manque d’optimisation du protocole 

pour cet anticorps. Cependant ce marquage non spécifique est très faible et n’empêche pas la 

correcte visualisation des CG dans les ganglions marqués avec l’anticorps anti-GL7-AF647. En 

contrepartie, pour la condition isotypique PE, le volume du signal non spécifique est beaucoup 

plus élevé. Ceci indique qu’il y aurait peut-être un certain pourcentage de marquage non 

spécifique également présent dans les conditions Sq et Alum. L’interprétation des résultats de 

l’étude est donc à nuancer par ce marquage non spécifique. De plus, les expériences de l’étude 

n’ont pu être réalisées qu’une seule fois, ce qui est insuffisant pour confirmer un résultat. C’est 

pourquoi les résultats de l’étude sont des tendances qui seront confirmées et précisées après 

répétition des expériences, optimisation des marquages ciblant les neutrophiles et les cellules 

B. Par exemple, des anticorps GR1 (LY6G/LY6C) peuvent être utilisés pour cibler les 

neutrophiles. Cependant il faut avoir conscience que ces anticorps ciblent également les 

macrophages qui expriment LY6C. Dans le cadre de notre étude, dont le but est d’étudier les 

réponses innées, il n’est pas incohérent de cibler deux populations de la réponse immunitaire 

innée avec GR1 et d’étudier leur influence sur la mise en place des réponses B. En effet d’autres 

populations de cellules innées peuvent également influencer les réponses adaptatives. 
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Tableau 2 : Condition des étapes de marquage et de transparisation de ganglion entier. Les paramètres qui 

varient pendant les expériences de mise au point sont la température de l’étape de perméabilisation + blocage 

(T°C P) : 4 °C ou 30 °C; le temps de perméabilisation + blocage (TPS P) : ON (de l’anglais overnight), 1 j, 3 j ou 

4 j; la température de l’étape de marquage (T°C M) : 4  °C, 15 °C, RT (de l’anglais room température), 30 °C, 37 

°C; le temps de l’étape de marquage (Tps M): 5 j ou 7 j; enfin le temps de transparisation (Tps transpa) : 3 j ou 7 

j. Pour chaque combinaison de paramètres, le marquage du ganglion entier est évalué et indiqué par « oui » ou 

« non » en entier, la qualité de marquage et l’intégrité des tissus sont observés et notés à l’aide des symboles 

indiquant une bonne (+) ou une mauvaise (-) qualité de marquage ou l’intégrité du tissu. 

Figure 20 : Isotype control 

APC et FITC. Les ganglions 

sont marqués avec des 

isotypes contrôles FITC-

IgG2a et APC-IgM et 

transparisés dans les mêmes 

conditions que l’expérience 8 

puis les images sont générées 

avec le microscope confoca 

et analysées avec le logiciel 

IMARIS. Bar d’échelle: 500 

µm. 
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Figure 21 : Quantité de CG dans l’espace du ganglion prélevé après immunisation des souris avec le vaccin formulé en 

Sq versus Alum. Les ganglions sont prélevés 7 j après immunisation avec le peptide W614A-3S formulé avec du Sq (squalène) 

ou de l’Alum (Aluminium). Les ganglions sont marqués avec des anticorps anti-CD4-FITC en vert (ciblant la zone T : ZT) et 

anti-GL7-AF647 en gris (ciblant les CG) et anti-LY6G-PE en rouge (ciblant les neutrophiles) puis transparisés. Les ganglions 

entiers sont imagés avec microscope confocal avec un intervalle de 2.65 µm entre chaque image. L’isotype AF647 est utilisé 

sur des ganglions prélevés 7j après l’immunisation des souris avec W614A-3S-Sq. Le Volume de la fluorescence GL7 dans 

les ganglions de chaque condition est calculé à partir des images 3D, grâce à l’outil de surface du logiciel IMARIS. Les 

volumes sont normalisés par rapport au volume total du ganglion mesuré avec le même outil (µm
3
). Bar d’échelle : 500 µm. 

Le nombre de CG est compté manuellement sur chaque image 3D. Nombre d’expérience = 1. 
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Figure 22 : Quantité et localisation spatiale des LY6G dans les ganglions prélevés après immunisation des souris avec le 

vaccin formulé en Sq versus Alum. Les ganglions sont prélevés 4 h après immunisation avec le peptide W614A-3S formulé avec 

du Sq (squalène) ou de l’Alum (Aluminium). Les ganglions sont marqués avec des anticorps anti-CD4-FITC en vert (ciblant la 

zone T : ZT) et anti-LY6G-PE en rouge (ciblant les neutrophiles) puis transparisés. Les ganglions entiers sont imagés au microscope 

confocal avec un intervalle de 2,65 µm entre chaque image. L’isotype PE est utilisé sur des ganglions prélevés 7 j après 

l’immunisation des souris avec W614A-3S-Sq. Bar d’échelle : 500 µm. A) Volume de la fluorescence LY6G+ dans les ganglions 

de souris immunisées avec le peptide W614A-3S formulé avec du Sq versus l’Alum et dans la condition isotype-PE. Le volume est 

calculé à partir des images 3D des ganglions, grâce à l’outil de surface du logiciel IMARIS. Les volumes occupés par les objets 

LY6G+ sont normalisés par rapport au volume total du ganglion mesuré avec le même outil (µm
3
). B) Localisation dans l’espace 

des LY6G+. Image 2D des ganglions à la profondeur de 192 µm et de 746 µm, pour la condition Alum permettant de visualiser 

respectivement le premier et le deuxième regroupement de cellules LY6G+ : Site 1 (S1) et site 2 (S2). Image 2D des ganglions en 

ou à profondeur 298 µm pour la condition Sq. La profondeur maximale d’acquisition pour les ganglions des conditions Alum et Sq 

sont respectivement de 746 µm et 593 µm. Nombre d’expérience = 1. 
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Figure 23 : Proximité des LY6G par rapport au CG dans les ganglions prélevés après immunisation des souris 

avec le vaccin formulé en Sq versus Alum. Les ganglions sont prélevés 7 j après immunisation avec le peptide W614A-

3S formulé avec du Sq (squalène) ou de l’Alum (Aluminium). Les ganglions sont marqués avec des anticorps anti-CD4-

FITC en vert (ciblant la zone T : ZT) et anti-GL7-AF647 en gris (ciblant les CG) et anti-LY6G-PE en rouge (ciblant les 

neutrophiles) puis transparisés. Les ganglions entiers sont imagés au microscope confocal avec un intervalle de 2.65 µm 

entre chaque image. Une matrice de distance est réalisée par le logiciel Imaris après avoir créé des spots et des objets 

correspondant respectivement aux cellules marquées par les anticorps anti-LY6G et anti-GL7 (CG). Elle représente les 

distances minimales entre les spots LY6G et les CG le plus proche. Un seuil à 200 µm a été défini visuellement comme 

étant la distance au-delà de laquelle les spots sont considérés comme étant éloignés des CG. A) Image 3D des ganglions 

des conditions Sq et Alum avec la représentation des objets CG en gris, des spots LY6G en rouge (distance > à 200 µm 

par rapport au CG) et en bleu (distance ≤ à 200 µm par rapport au CG). Bar d’échelle = 500 µm. B) Pourcentage des 

spots ayant une distance > (rouge) ou ≤(bleu) à 200 µm dans la condition Sq et Alum. Nombre d’expérience = 1. 
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Discussion générale 
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 Bien choisir la stratégie d’administration et de formulation est primordial pour obtenir 

un vaccin efficace. Lorsque les vaccins ont commencé à se développer, le mécanisme d’une 

bonne efficacité n’était pas encore très bien connu et aujourd’hui encore les connaissances en 

immunologie s’accroissent afin d’optimiser au maximum l’efficacité d’un vaccin. Les deux 

principaux compartiments biologiques dans lesquels vont se jouer la majorité des réponses 

immunitaires innées puis adaptatives lors d’une vaccination sont le site d’injection et les OLS. 

Dans cette étude de projet de thèse, ces deux compartiments sont étudiés.  

 Le site d’injection est essentiel, car il installe l’environnement immunologique dans 

lequel les cellules immunitaires innées locales ou recrutées vont rencontrer, prendre en charge 

et présenter l’Ag. Différents dispositifs d’administration sont utilisés pour cibler précisément 

le site d’injection choisi. Le premier article de cette thèse décrit une étape très importante vers 

le développement d’une nouvelle méthode d’administration dans la peau : des microaiguilles 

de 1,4 mm. Il montre une pénétration très contrôlée d’un vaccin à base de vésicules 

membranaires de bactéries. De nombreux dispositifs d'administration pour la vaccination 

cutanée ont été développés comme alternatives à la méthode de Mantoux, car l'administration 

intradermique est une approche prometteuse pour améliorer l'efficacité et réduire les doses de 

vaccin, ce qui est très important en période de pénurie comme cela a été récemment le cas pour 

les vaccins contre Sars-CoV-2 (Migliore et al., 2021). Le matériau des aiguilles, leur forme et 

leur méthode de fabrication sont importants pour transpercer la peau correctement, sans douleur 

et faciliter leur utilisation. Par exemple, les aiguilles en acier sont coupantes, mais le biseau est 

long en raison d’une fabrication par meulage, ceci ne facilite pas l’injection perpendiculaire 

(Kanke et al., 1983). Les dispositifs Bella-muTM en silicium sont fabriqués à l’aide de la 

technologie des semi-conducteurs, ce qui permet d’obtenir un biseau très court de 170 µm avec 

des bords de coupe parfaitement aiguisés. L’utilisation de semi-conducteurs bien établis fait 

également de Bella-muTM un produit hautement évolutif et économiquement intéressant.  

 Nous avons montré que les aiguilles de 1,4 mm et de 1,8 mm étaient d'une longueur 

appropriée pour l'administration intradermique de composés vaccinaux. Nous avons utilisé 3 

distances pour évaluer la dispersion du fluide de l'épicentre (d2) au plus proche (d1), et au plus 

éloigné (d3) de l'épiderme. Il a été observé que les dispositifs Bella-muTM déposent les 

composés plus profondément dans la peau par rapport à la méthode de Mantoux, qui induit une 

forme longitudinale. Cette méthode de mesure par différentes distances n’est pas utilisée par 

d’autres études. En effet, Laurent et al décrivent généralement la zone d’injection par 

échographie tridimensionnelle (Laurent et al., 2007) et ont confirmé nos résultats et utilisant le 
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système d’injection SoluviaTM qui est très similaire à Bella-MuTM : longueur d’aiguille de 1,5 

mm contre 1,4 pour Bella-muTM et jauge de 30G contre 31G pour Bella-muTM. Ils montrent que 

les liquides se distribuent dans le derme papillaire (partie supérieure du derme) pour la méthode 

de Mantoux tandis que pour le système de micro-injection SoluviaTM (BD Biosciences) ils 

peuvent infiltrer la couche papillaire et réticulaire du derme (partie inférieure du derme) et vont 

donc plus profondément dans la peau. Ce phénomène devrait être dû à l'angle d'injection. En 

effet, l'aiguille de Bella-muTM a été administrée verticalement, et la méthode de Mantoux, 

parallèlement à la surface de la peau. Les résultats de l'étude de Laurent et al. montrent que 

l'injection longitudinale crée une destruction (boucle capillaire trouvée dans le derme papillaire) 

et une douleur, qui est réduite avec une injection perpendiculaire (Laurent et al., 2007). Par 

conséquent, les dispositifs Bella-muTM devraient théoriquement réduire la douleur et augmenter 

l'acceptabilité de la vaccination.  

 Notre étude démontre également que le dispositif Bella-muTM 1,4 mm dépose l'OMV-

DyLight 488 à une distance plus proche de l'épiderme par rapport aux autres dispositifs. 

L'injection de l’OMV avec aiguille Bella-muTM 1,4 mm a également permis une activation des 

LC plus importante (dendrites plus petites et moins nombreuses) par rapport à l'aiguille Bella-

muTM qui est plus longue et à la méthode de Mantoux. Ceci confirme que l'épicentre du site 

d'injection dans les explants est plus proche de l'épiderme avec cette aiguille. 

 Les expériences montrent que la stratégie d’administration utilisée permet de bien cibler 

les cellules innées locales. En effet, les particules d’OMV ont été détectées dans tous les CPA 

de la peau. La plus faible proportion de cellules OMV-DyLight 488+ a été détectée dans les 

cellules CD1c+CD1ahi, représentant 8% des CPA de la peau. Les CD1c+CD1ahi qui ont été 

décrites comme des LC " en route " migrent de l'épiderme vers le derme (Le Luduec et al., 

2016) ; (Meunier et al., 1993). Il est connu que la taille des particules et leurs propriétés 

physiques et chimiques permettent leur internalisation par les LC, les DDC et les macrophages. 

Par exemple, les LC peuvent absorber des particules plus petites d'environ 40 nm, alors qu'elles 

sont incapables d'internaliser des particules de plus de 750 nm (Vogt et al., 2006). La taille 

moyenne des particules OMV-DyLight 488 est d'environ 130 nm. L'étude de Rancan et al. 

utilisant des particules de polystyrènes a observé que 3,5% des LC pouvaient absorber des 

particules de 100 nm ; cependant, cette proportion diminue lorsque les particules sont d'environ 

200 nm (Rancan et al., 2014). Les auteurs ont montré que l'absorption par les LC est moins 

efficace que par les DDC. Nous avons également montré que les CDD (CD1c+CD1ahi, 

CD1c+CD1aint, CD1c+CD1a-, et CD1c-CD1a-) et les macrophages dermiques CD163+ sont plus 

efficaces pour absorber OMV-DyLight 488 que les LC "en route" (CD1c+CD1ahi). Dans la 
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littérature, de nombreuses études ont caractérisé le phénotype des DDC chez l'homme, mais en 

utilisant des stratégies différentes. Certaines études ont basé leur caractérisation sur l'expression 

de CD1a et CD14 et ont décrit des populations CD1a-CD14+ et CD1a+CD14- (Fehres et al., 

2015), d'autres ont plutôt utilisé l'expression de CD1c (McGovern et al., 2014), et d'autres 

encore montrent une population rare de CDD CD141hi (Haniffa et al., 2012). Cependant la 

caractérisation des DDC semble complexe et variable selon les études. De plus, le phénotype 

des DC change en fonction de l'état d'activation et de la stimulation (Haniffa et al., 2012). Les 

sous-ensembles de DDC humaine CD141hi, CD1c+CD1a+ et CD14+ ont été respectivement 

associés aux DDC de souris CD103+CD11b+CD301b- (DC1) (Haniffa et al., 2012), CD103-

CD11b+CD301b+ DDC (DC2) (Schlitzer et al., 2013) et CD103-CD11b+CD301b+ DDC (Mo-

DC) (McGovern et al., 2014). Dans notre expérience, le sous-ensemble de DDC CD1c+CD1aint 

partage des caractéristiques avec DC2 alors que CD1c+CD1a- ressemble à Mo-DC. Cependant, 

dans notre étude, le sous-ensemble qui internalise le plus efficacement les particules OMV est 

celui des cellules CD1c-CD1a- (représentant environ 8% du total des APC). Nous avons défini 

cette population comme un sous-ensemble de type macrophage dû à son profil d'expression 

CD11c. En effet, cette population présente un faible niveau d'expression de CD11c par rapport 

aux autres sous-ensembles de CPA caractérisés dans cette étude, mais un niveau d'expression 

de CD11c similaire par rapport aux macrophages CD163+ (données supplémentaires 2). La 

capacité de phagocytose des macrophages leur permet d'absorber des particules de grande taille 

(jusqu'à 2 µm) (Tabata and Ikada, 1988). De plus, une étude a montré que les ID induisent plus 

de macrophages Ag+ dans le ganglion lymphatique que d'autres sous-ensembles de cellules 

innées et qu'ils peuvent induire des réponses cellulaires T polyfonctionnelles. Nous pouvons 

conclure qu'ils sont capables de transporter les Ag vers les ganglions lymphatiques et de 

favoriser une réponse adaptative de bonne qualité (Abadie et al., 2009).  

 Cet article propose le dispositif Bella-muTM comme nouvelle méthode de vaccination 

ID. Les aiguilles Bella-muTM rendraient la vaccination ID plus facile à réaliser et plus accepté 

par les praticiens et la population que la méthode conventionnelle de vaccination ID, Mantoux. 

De plus, contrairement à la microaiguille soluviaTM, qui est vendue comme un dispositif entier 

avec des seringues pré-remplies, et aux microaiguilles qui doivent être fabriquées en intégrant 

le composé vaccinal, l’aguille Bella-muTM est vendue seule et peut s’adapter aux seringues 

utilisées pour tous types de vaccins (Holland et al., 2008) ; (Fernando et al., 2018). Ceci permet 

une utilisation simple, rapide et peu coûteuse et pourrait être un grand avantage pour les 

campagnes de vaccination de masse comme celle contre le Sars-CoV-2. Très récemment un 

vaccin contre le Sars-Cov-2 à été approuvé en Inde, le ZyCoV-D développé par l’entreprise 
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Cadila Healthcare. C’est un vaccin à ADN, utilisant un dispositif d’administration sans aiguille, 

le Pharmajet Tropis (Momin et al., 2021). Il utilise une pression à l’aide d’un gaz pour percer 

les différentes couches de la peau et déverser le vaccin. Il a été rapporté que les injections 

induites par ce « jet » sont diffuses, ce qui serait à l’origine de réponses inflammatoires 

observées provoquant de nombreuses réactions locales et d’évènements indésirables 

(Trumpfheller et al., 2012). L’aiguille Bella-muTM pourrait être plus précise en déversant 

précisément la solution et induire moins d’effets locaux.  

 Par ailleur Bella-muTM montre une bonne activation des LC et une prise en charge des 

particules par les DDC qui sont des étapes importantes dans l’initiation des réponses 

immunitaires. Nous avons précédemment montré que l'Ag libre peut diffuser du derme vers les 

ganglions lymphatiques ; cependant, seul l'Ag transporté par les CPA locales peut induire des 

réponses des cellules T CD8 (Liard et al., 2012) ou des cellules auxiliaires folliculaires T (Levin 

et al., 2017). Les particules OMV ont été détectées dans tous les CPA de la peau. De plus, il a 

été démontré que les DC1 et DC2 peuvent conduire de manière différentielle la réponse des 

lymphocytes T. En effet, les DC1 favoriseraient la réponse Th1 tandis que les DC2 

favoriseraient la réponse Th2 (Schlitzer et al., 2013) ; (Igyártó et al., 2011). 

 L’utilisation d’explants de peau humaine, tout juste prélevés pour expérimenter une 

nouvelle stratégie d’administration ID, est avantageuse car ils possèdent tout le 

microenvironnement de la peau humaine, contrairement aux modèles d'expérimentation 

animale ou de peau artificielle. Cependant, l’utilisation d’un tel modèle est associée à l’absence 

de cellules immunitaires infiltrantes. Les organes « on chip » et la microfluidique auraient pu 

être mis au point afin de mimer la vascularisation de la peau et d’étudier l’influence des cellules 

infiltrantes sur la réponse innée locale. Cependant ce modèle nécessite l’utilisation de peau 

artificielle (Mori et al., 2017). La microscopie 3D par transparisation de biopsie de peau aurait 

pu aussi être mise au point pour visualiser dans l’espace la zone d’injection dans tout l’explant, 

pour visualiser l’activation des LC et pour analyser les interactions entre les cellules et la 

solution vaccinale. Cependant cette méthode n’est pas appropriée à la visualisation de 

l’épiderme, car les techniques de transparisation actuellement développées ne permettent pas 

d’éliminer la mélanine dans les pigments de peau (Tan et al., 2020b).  

 

La première étude traite de la fonctionnalité d’une nouvelle microaiguille pour rendre 

plus accessible la stratégie d’administration ID. L’utilisation du modèle ex-vivo permet 

d’étudier les cellules immunitaires locales au site d’injection.  
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Dans le second projet, le ganglion est étudié, c’est le compartiment dans lequel se 

déroule la mise en place des réponses adaptatives, essentielles à l’efficacité du vaccin. 

L’utilisation de la microscopie 3D du ganglion entier est validée dans le cadre d’un projet 

global. Le projet tend à comprendre l’influence des réponses immunitaires innées dans 

l’induction de réponses neutralisantes versus non neutralisantes suite à l’injection par voie IM 

d’un peptide-VIH formulé respectivement avec du Sq et de l’Alum dans un modèle de souris. 

Le fait d’utiliser un organisme entier permet d’avoir une vision d’ensemble des réponses 

immunitaires du site dinjection à leur induction. 

 

 L’étude décrit tout d’abord une mise au point de la technique d’immuno marquage et de 

transparisation de ganglion entier de souris. La technique permet une imagerie en profondeur 

avec une bonne qualité de marquage tout en gardant l’intégrité du tissu.  

 Plusieurs techniques de transparisation existent et le choix doit s’adapter à l’échantillon 

utilisé et aux types d’analyse réalisés par la suite. La technique utilisée dans cette étude est celle 

par immersion dans une solution hydrophile, le RapiclearTM développé par le laboratoire 

SunJinLab. Le RapiclearTM a fait ses preuves pour la transparisation ainsi que l’analyse de 

fluorescence dans de nombreuses sortes d’échantillons, notamment des organoïdes (Tan et al., 

2020a) ; (Ayala-Nunez et al., 2019). Pour cette technique, les étapes de perméabilisation et 

d’immuno marquage se font avant la transparisation. L’étape de perméabilisation est cruciale 

pour faciliter le remplacement de l’eau par la solution hydrophile et pour permettre aux Ac de 

pénétrer en profondeur dans l’organe. Le marquage est indispensable pour révéler les cellules 

et structure d’intérêt. Dans l’expérience il est observé que la température des étapes de 

perméabilisation et de marquage influence beaucoup la qualité de la fluorescence observée et 

l’intégrité du tissu. Ainsi, après une mise au point, le protocole optimisé préconise une 

température et un temps de perméabilisation à, respectivement 30°C et 3 j; une température et 

un temps de marquage à respectivement, température ambiante et 5 j ; et enfin une durée de 

transparisation de 7 j. Le protocole permet de bien visualiser les zones T et B ce qui est 

indispensable pour analyser la localisation des neutrophiles par rapport aux cellules B, ainsi que 

leur potentiel influence sur la qualité des réponses. Pendant la mise au point du protocole les 

anticorps choisis pour cibler les B et les T sont respectivement l’anti-B220-APC et l’anti-CD4-

FITC qui pénètrent tous deux en profondeur dans l’organe. Dans la suite des expériences, 

l’anticorps anti-B220-APC n’a pas pu être réutilisé, car il émet dans les mêmes longueurs 

d’onde que l’anticorps anti-GL7-AF647 utilisé pour cibler les cellules des CG. Ainsi un autre 

anticorps a été testé, pour cibler les cellules B, cependant avec les conditions du protocole 
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choisies, il ne pénètre pas suffisamment dans le ganglion (résultats non montrés), ainsi la 

proximité entre les LY6G+ et les zones B n’a pas pu être analysée.  

  

 Les résultats préliminaires obtenus au cours de cette étude indiquent tout d’abord que le 

volume total de CG ainsi que leur nombre ont tendance à être plus importants après 

immunisation des souris avec le vaccin formulé en Sq versus Alum ce qui traduirait une réponse 

B intensifiée dans la condition Sq. Ceci avait été validé en cytométrie en flux dont les résultats 

montrent une quantité de cellules B du CG supérieure dans la condition Sq versus Alum après 

7 j. Ensuite, l’étude montre que les LY6G+ ont tendance à être en plus grande quantité dans le 

ganglion à 4 h après l’injection du peptide W614A-3S formulé avec le Sq versus la formulation 

Alum. Ceci avait également été validé en cytométrie en flux, dont les résultats montraient une 

quantité de neutrophiles supérieure dans la condition Sq versus Alum après 4 h et 2 j 

d’immunisation. L’avantage premier de la microscopie 3D par rapport à la cytométrie en flux 

est la visualisation dans l’espace du ganglion et la capacité à décrire une localisation. En effet, 

les LY6G+ ne sont pas localisés au même endroit dans les conditions Sq et Alum. Dans la 

condition Sq ils sont situés au milieu du ganglion dans une zone qui ne correspond ni au T ni 

au B. Dans la condition Alum, les LY6G+ sont localisés soit dans une zone T soit dans une zone 

frontière entre les T et les B et en périphérie du ganglion. Cette zone périphérique et centrale 

non marquée par les T et B pourrait correspondre à des vaisseaux lymphatiques afférents ou 

efférents à la zone du sinus sous-capsulaire. Des études ont montré que les neutrophiles peuvent 

arriver par les vaisseaux lymphatiques en condition homéostasique (Lok et al., 2019) ou après 

infection par un parasite (Chtanova et al., 2008). De plus, il a déjà été décrit que les neutrophiles 

arrivent dans le ganglion par les HEV (High endothelial venules) (Kamenyeva et al., 2015) ; 

(Gorlino et al., 2014a). Une étude décrit à l’aide de ganglion transparisé deux localisations des 

neutrophiles à l’était d’homéostasie, la première proche du sinus-sous capsulaire et la deuxième 

proche des vaisseaux sanguins. Cependant les neutrophiles sont associés aux HEV et non aux 

vaisseaux lymphatiques afférents, ce qui voudrait dire qu'ils arrivent par les HEV et qu'ils se 

déplacent jusque dans la zone du sinus-sous capsulaire. La même étude décrit une population 

de neutrophiles qui serait continuellement recrutée en condition d’homéostasie afin de s’assurer 

qu’aucune infection n’est en cours. Cette population serait nécessaire au recrutement rapide 

d’une deuxième vague de neutrophiles dans le cas d’une infection bactérienne, permettant la 

formation de « swarm » (un regroupement caractéristique des neutrophiles en train de réagir 

contre une infection). Dans notre étude, deux vagues de neutrophiles sont décrites une à 4 h et 

l’autre à 2 j dans la condition Sq. Deux vagues de neutrophiles sont également observées par 
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l’équipe de Kamenyeva qui décrit un pic entre 30 et 60 min ainsi qu'un autre pic entre 3 et 12 h 

après l’injection de la bactérie Staphylococcus aureus inactivé (Kamenyeva et al., 2015). Cette 

même étude décrit par microscopie en temps réel l’arrivée majoritaire des neutrophiles par les 

HEV, puis un déplacement vers les zones du sinus sous-capsulaire, marginal, T et 

interfolliculaire (Kamenyeva et al., 2015). Ainsi, un marquage du réseau lymphatique et 

sanguin serait intéressant pour co-localiser les cellules LY6G+ et les vaisseaux et savoir s’il y a 

une différence d’arrivée ou de départ dans le temps entre les formulations Sq et Alum.  

 Ici les neutrophiles sont étudiés particulièrement, car des analyses en cytométrie en flux 

ont mis en évidence une différente d’événement précoce entre la formulation Sq et Aluminum : 

un pic à 4 h et 2 j de neutrophiles présents après l’injection de Sq et non présente après 

l’injection d’Alum. La différence de quantité de neutrophiles entre adjuvants est aussi observée 

dans l’étude de Samuele Calabro montrant qu’une immunisation avec l’adjuvant à base de Sq 

pouvait recruter plus de neutrophiles qu’avec l’Alum au site d’injection (Calabro et al., 2011). 

Une autre expérience utilisant un Ag de VIH sur des macaques montre également un 

recrutement plus important de neutrophiles, au site d’injection et dans le ganglion, avec une 

formulation à base de Sq par rapport à l’Alum (Liang et al., 2017). Cette différence de 

neutrophiles au cours du temps entre les deux adjuvants peut être un des événements précoces 

pouvant influencer la qualité de la réponse adaptative entre les deux conditions. Afin 

d’approfondir cette hypothèse, la microscopie 3D est utilisée afin de déterminer la proximité 

entre les cellules LY6G+ et les CG. L’étude montre que dans la condition Alum, les LY6G+ ont 

tendance à se localiser en majorité à proximité des CG (distance ≤ 200 µm) tandis que pour la 

condition Sq, une minorité de LY6G+ à tendance à se localiser à proximité des CG. Avec ce 

type de donnée, il serait intéressant de comparer la proximité des neutrophiles au cours de 

l’évolution des CG (en prenant des ganglions à plusieurs temps) entre les conditions Sq et Alum. 

Cette expérience a été réalisée à 7 j, il aurait été intéressant d’avoir une cinétique plus précoce 

afin de visualiser la différence de la localisation/d’intéraction des LY6G+ et des cellules B dans 

le ganglion entre la condition Sq et Al et leur potentielle répercussion sur la formation des CG. 

Notamment à 4 h et 2 j, pour savoir si ces différences de quantité de neutrophiles sont corrélées 

à différentes interactions avec les zones B et à 3 j, 5 j et 7 j afin de comprendre comment les 

neutrophiles se localisent au cours de la formation des CG. Les interactions directes entre les B 

et les neutrophiles ont été étudiées en microscopie en temps réel, suite à l’infection avec 

S.Areus, il montre une interaction majoritairement transitoire en s’enroulant autour des B mais 

certaines interactions pouvant être persistantes forment un contact étroit. Il est montré que les 

filaments d’actine peuvent intervenir dans ce type d’interaction (Kamenyeva et al., 2015). Il a 



 

172 
 

été montré que les neutrophiles peuvent être en faveur d’une réponse adaptative, ils peuvent 

internaliser l’Ag et le transporter jusqu’aux ganglions et peuvent stimuler les réponses T CD4 

(Liang et al., 2017). Cependant plusieurs expériences montrent que la déplétion des 

neutrophiles induit une augmentation des la production d’Ac. Notamment l’étude de Samuele 

calabro qui montre que la déplétion des neutrophiles ne change pas le titre d’Ig produit ce qui 

veut dire que l’absence de neutrophiles n’influencent pas le pouvoir immunogène de l’adjuvant 

à base de Sq. Ceci est également confirmé dans une expérience réalisée au sein du laboratoire 

montrant qu’après la déplétion des neutrophiles la quantité de B du CG est toujours 

significativement plus grande avec la condition Sq que la condition Alum (résultats non 

montrés). Ainsi, l’absence de neutrophiles n’influencerait pas la présence des cellules B du CG. 

Un test de neutralisation aurait pu être réalisé pour savoir si l’absence de neutrophiles influence 

la neutralisation.  

 Ici, les expériences présentées en microscopie 3D n'ont été réalisées qu’une fois, de plus 

certains marquages doivent être encore optimisés tels que le marquage réalisé avec l’anticorps 

anti-LY6G-PE dont l’isotype émet un signal non spécifique; le marquage des cellules B dont 

l’anticorps utilisé pour les temps, 4 h et 7 j n’a pas montré une pénétration nécessaire permettant 

d’analyser les résultats. Les résultats sont alors des tendances à confirmer après répétitions des 

expériences et optimisation du marquage en ajustant certains paramètres du protocole ou en 

testant d’autres anticorps. 

 D’autres cellules de l’innée peuvent être étudiées, notamment les monocytes 

inflammatoires dont la quantité mesurée dans le laboratoire en cytométrie en flux avec la 

formulation Sq est significativement plus importante qu’avec la condition Alum (résultats non 

montrés). Les différents sous types de cellules innées auraient pu être analysés en imagerie, 

cependant la technique de microscopie 3D ne permet pas de visualiser plus de 4 fluorochromes 

à la fois. Très récemment une autre technique d’imagerie associée à la spectrométrie de masse 

a été développée, l’Hypérion. Cette technique permet de cibler plus de 30 marqueurs de surface 

à la fois et d’obtenir une image à partir d’une section très fine d’organe et intéressante pour ce 

type de projet. 

 En conclusion, cette étude a permis de mettre au point une technique d’immuno 

marquage et de transparisation de ganglion entier pour l’imagerie 3D. Une technique pouvant 

apporter des d’informations complémentaires par rapport aux analyses utilisant la cytométrie 

en Flux. Ceci a été démontré dans le cadre d’une problématique autour des mécanismes de 

réponses innées différentiels induits après injection de deux formulations de peptide-VIH sur 

une souris donnant des anticorps neutralisants versus non neutralisant. 
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 L’aiguille Bella-muTM s’ajoute aux outils de stratégie d’administration. Par rapport à la 

méthode Mantoux, Bella-muTM permet une utilisation intuitive avec une pénétration 

perpendiculaire. La taille de l’aiguille utilisée, combinée à l’injection du vaccin à base d’OMV, 

influence l’activation des APC locales. La plus courte aiguille (1.4 mm) permet une meilleure 

activation des LC, et une bonne prise en charge de l’OMV par les DDC. Cette influence sur les 

APC locales équivaut à celle obtenue avec la Méthode Mantoux. Ainsi Bella-muTM pourrait 

être utilisée alternativement à la méthode Mantoux. Avoir une telle aiguille à disposition permet 

de rendre la voie ID plus accessible pour les praticiens ce qui est très important, car cette voie 

est très prometteuse en raison des nombreuses cellules immunitaires innées qui y réside, de la 

dose réduite de vaccin pouvant être utilisé et de l’efficacité des réponses immunitaires. 

L’influence de cette stratégie vaccinale sur la qualité de la réponse adaptative devra être étudiée 

sur un modèle animal tel que le porc, qui possède les propriétés de la peau les plus proches de 

l’homme et une épaisseur adaptée à l’utilisation de cette aiguille contrairement à la souris. 

L’influence des stratégies de formulation sur la qualité des réponses adaptatives a pu être 

observée dans un modèle de souris immunisées avec un peptide-VIH formulé soit avec du Sq 

soit avec de l’Alum. Ces deux formulations ont conduit à une qualité de la réponse immunitaire 

très différente : le Sq induit des AcN tandis que l’Alum induit des Ac non neutralisants. Les 

deux formulations influencent sûrement des mécanismes de réponse immunitaire précoce qui 

dans le ganglion orientent la différentiation des T et des cellules B ainsi que leur maturation 

pour la production d’AcN ou non. L’étude de ces mécanismes est nécessaire pour comprendre 

le fonctionnement et affiner la stratégie de vaccination vers une efficacité optimum. Quelques 

informations ont déjà pu être mises en avant à l’aide de la cytométrie en flux dans le laboratoire. 

Notamment, un pic de neutrophiles et de monocytes inflammatoires à 4h avec la formulation 

Sq, mais pas avec la formulation Alum, est observé. La microscopie 3D est un outil puissant 

qui apporte des informations complémentaires. Le protocole de transparisation et de marquage 

mis au point permet de bien visualiser à un instant T les zones T, les follicule B et les CG du 

ganglion, en profondeur avec une bonne qualité de marquage tout en gardant l’intégrité du tissu. 

La microscopie 3D permet de quantifier des volumes de fluorescence entre les deux conditions. 

Il donne aussi des informations visuelles permettant de compter le nombre de centres germinaux 

et de localiser précisément les cellules, ce qui complète les informations tirées des analyses de 

cytométrie en flux. Il ajoute une autre dimension en calculant la proximité entre deux objets ce 

qui est très intéressant pour savoir si un type de cellules innées interagirait plus avec les cellules 

adaptatives qu’un autre au cours du développement des CG, par exemple. 
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Résumé 
 
 Le SARS-CoV-2 et le VIH sont deux exemples de maladies infectieuses montrant que 

la vaccination reste au centre des problèmes de santé publique. Elles illustrent les enjeux des 

recherches en vaccination qui se concentrent sur les stratégies vaccinales, ayant pour but 

d’induire des éléments clefs de la réponse immunitaire innée et des réponses adaptatives T et B 

spécifiques d’un antigène (Ag). Les stratégies vaccinales s’éloignent peu à peu de la stratégie 
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empirique et s’orientent autour de l’administration et de la formulation d’un Ag. En effet, les 

stratégies d’administration déterminent l’environnement immunitaire dans lequel le vaccin va 

être injecté. Par exemple, l’environnement immunitaire de la peau est très riche en cellules 

présentatrices d’Ag (CPA) contrairement au muscle ce qui la rend très prometteuse pour 

l’injection d’un vaccin. Cependant, très peu de dispositifs d’administration intradermique sont 

disponibles sur le marché. La méthode conventionnelle Mantoux est difficile à utiliser et 

demande beaucoup de pratique afin de bien cibler le tissu. Les premiers travaux de cette thèse 

consistent à valider la fonctionnalité de nouvelles microaiguilles Bella-muTM courtes, qui 

permettent une application simple de la voie ID. De plus, Bella-muTM cible les CPA de la peau, 

active les cellules de Langerhans et induit la prise en charge de l’Ag par les CPA du derme. 

L’environnement immunologique peut aussi dépendre de la formulation du vaccin qui doit 

s’adapter aux pathogènes. Par exemple, la vaccination VIH est très complexe au vu de l’extrême 

variabilité du virus qui rend très compliqué le développement d’un vaccin capable d’induire 

une réponse protectrice. L’administration d’un vaccin induisant des réponses à large spectre 

reste un objectif à atteindre. Notre équipe a identifié un peptide très conservé, le W614A-3S 

qui formulé avec différents adjuvants induit des qualités de réponses adaptatives différentes 

dans des modèles précliniques. Le squalène induit des réponses neutralisantes à large spectre 

contrairement à l’Aluminium. Une étude de la réponse immunitaire innée doit être réalisée afin 

de comprendre quels sont les éléments différemment induits par les adjuvants qui impactent la 

réponse humorale dans le ganglion. Pour cela les deuxièmes travaux de ma thèse utilisent la 

microscopie 3D pour apporter une vision spatio-temporelle et étudier la proximité et les 

interactions entre les cellules innées et les cellules B. En conclusion, les évènements de la 

réponse innée sont impactés par le choix des stratégies vaccinales telles que la voie 

d’administration et la formulation qui vont déterminer la qualité de la réponse adaptative et 

donc l’efficacité du vaccin. 

Mots clef : Stratégie vaccinale, adjuvant, microaiguilles, réponse innée, VIH, microscopie3D 


