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RÉSUMÉ 

Chaque année, la grippe saisonnière est responsable de trois à cinq millions de cas graves et 
entre 250 000 à 500 000 décès. De plus, la grippe engendre des pertes économiques élevées, 
malgré les programmes de vaccination. Les vaccins actuellement utilisés sont efficaces chez les 
personnes âgées de 17 à 49 ans. Par contre, les populations à risque sont peu ou pas 
protégées par ces vaccins. La conception de nouveaux adjuvants ciblant les muqueuses va 
permettre de cibler les voies naturelles d’infection et d’induire une réponse immunitaire 
systémique et des muqueuses. Parmi ces nouveaux adjuvants, les adjuvants/systèmes de 
libération à base de Proteosome ont été utilisés dans plusieurs études cliniques et animales et 
ont démontré leur efficacité. Ils sont formés de protéines de la membrane externe (OMP) non 
covalemment associées avec un antigène (p. ex. hémagglutinine) ou le LPS (Protollin). Le but 
de notre étude était de caractériser la réponse immunitaire adaptative induite par les adjuvants à 
base de Proteosome, en utilisant un modèle murin d’immunisation intranasale/intrapulmonaire 
avec un vaccin contre le virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1). 

Des souris BALB/c ont été immunisées avec Proteosome, Protollin et CpG et la réponse induite 
entre 7 et 21 jours post-immunisation a été analysée dans le but de comparer l’habilité de ces 
adjuvants à potentialiser la réponse immune contre l’antigène hémagglutinine (HA). Nous avons 
trouvé que les adjuvants à base de Proteosome induisent la différenciation des cellules Th17, et 
ce, dès 7 jours post-immunisation. Cela corrèle avec une régulation à la hausse de l’expression 
de l’IL-17A, l’IL-17F, de l’IL-21, du CXCL9, du CXCL10 et du CXCL11. Des souris BALB/c 
immunisées avec l’antigène HA coadministé avec ces adjuvants étaient protégées suite à une 
infection expérimentale par le virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1), mais une 
perte de poids (morbidité) était toujours présente chez les souris immunisées avec l’adjuvant 
Proteosome. Étonnamment, les souris déficientes en IL-17A/F étaient aussi protégées d’un défi 
létal après immunisation, et la morbidité était réduite significativement en comparaison aux 
souris sauvages BALB/c. De plus, la déficience en IL-17A et en IL-17F a un faible impact sur la 
production d’anticorps au niveau systémique (IgG) et des muqueuses (IgG et IgA). 

De plus, à la suite d’une infection primaire, non mortelle, par le virus de l’influenza, les souris 
déficientes en IL-17A et en IL-17F ont une plus faible morbidité ainsi qu’un taux de survie plus 
élevé que les souris BALB/c sauvages ou les souris IL-17AKO. Nous avons observé que les 
souris IL-17A/FKO, infectées par le virus de l’influenza, ont un nombre de cellules NK et de 
lymphocytes T γδ augmenté en comparaison aux souris BALB/c. De plus, ces mêmes souris ont 
une augmentation de l’expression génique de l’IFN-α et de l’IFN-β avant l’infection. 

Tous ces résultats nous permettent de conclure que la protection induite par les adjuvants à 
base de Proteosome est indépendante de l’IL-17A et de l’IL-17F et que ces cytokines ne sont 
pas essentielles pour la protection contre une infection par le virus de l’influenza.  

 

Mots clés : Vaccination, Th17, adjuvants à base de Proteosome, influenza, réponse adaptative, 
réponse antivirale  

 

 
______________________________           ______________________________ 
Benoît Bélanger      Claude Daniel  
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ABSTRACT 

Every year, seasonal flu is responsible for between three and five million severe cases, of which 
250,000 to 500,000 result in death. Influenza also generates important economic costs, despite 
the vaccination programs available. The vaccines currently in usage are effective in people aged 
17 to 49. However, at-risk populations are either protected less or not at all by these vaccines. 
The development of new adjuvants targeting the mucosa will enable the vaccines to target 
natural infection pathways and to induce a systemic and mucosal immune response. Among 
these new adjuvants, the Proteosome-based adjuvants/delivery systems have been used in 
multiple clinical and animal studies, where their efficiency was successfully demonstrated. These 
adjuvants/delivery systems are made up of outer membrane proteins (OMPs) bonded non-
covalently with to an antigen (e.g. hemagglutinin) or with LPS (Protollin). We aimed to 
characterize the adaptive immune response induced by Proteosome-based adjuvants, using a 
murine model of intranasal immunization with an influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1) 
vaccine. 

BALB/c mice were immunized with Proteosome, Protollin and CpG, and the induced response 
between days 7 and 21 post-immunization was analyzed, in order to compare these adjuvants’ 
capacity to potentiate the immune response to hemagglutinin (HA). We found that Proteosome-
based adjuvants induced the differentiation of Th17 cells as soon as 7 d.p.i., and this correlates 
with the upregulation of IL-17A, IL-17F, IL-21, CXCL9, CXCL10 and CXCL11 expression. 
BALB/c mice immunized with HA antigen, co-administered with these adjuvants were protected 
against a lethal influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1) virus challenge, although weight loss 
(morbidity) was still observed in mice immunized with the Proteosome-based adjuvant. 
Surprisingly, IL-17A/F-deficient mice were also protected against a lethal virus challenge after 
immunization, and morbidity was significantly reduced when compared with wild-type BALB/c 
mice. Furthermore, IL-17A/F deficiency had little impact on systemic (IgG) and mucosal (IgG and 
IgA) antibody production. 

Moreover, following sublethal infection by the influenza virus, IL-17A/F-deficient mice had lower 
morbidity and a higher survival rate than wild-type BALB/c and IL/17AKO mice. We found that 
IL-17A/FKO mice infected with the influenza virus had a higher number of NK cells and T γδ 
lymphocytes, compared with BALB/c mice. These same mice express higher levels of IFN-α and 
IFN-β before infection. 

These results have allowed us to conclude that the protection induced by Proteosome-based 
adjuvants is independent from IL-17A and IL-17 F, and that these cytokines are not essential for 
protection against influenza virus infection. 

Keywords: Vaccination, Th17, Proteosome-based adjuvants, influenza, adaptive response, 
antiviral response  
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Les infections par le virus de l’influenza causent une maladie peu ou moyennement sévère qui 

peut dégénérer en cas graves, voire mortels. Les épidémies saisonnières de grippe sont 

responsables de trois à cinq millions de cas graves et de 250 000 à 500 000 décès 

annuellement (WHO, 2014). Normalement, les symptômes de la grippe disparaissent après une 

semaine, mais chez les personnes hautement à risque, tel que les personnes âgées, les enfants, 

les malades chroniques ainsi que les personnes immunovulnérables, elle peut causer la mort. 

De plus, les épidémies saisonnières causent des pertes économiques élevées, et ce, malgré 

l’existence des traitements anti-grippaux et de programmes de vaccination. Les vaccins 

actuellement utilisés sont très efficaces chez les personnes âgées de 17 à 49 ans. Par contre, 

les personnes à risques sont peu ou pas protégées par ces vaccins (Beyer et al., 2002). 

Depuis son introduction dans la pratique médicale au 19e siècle, la vaccination a été reconnue 

comme une des approches ayant le plus de succès dans la prévention des maladies 

infectieuses, en diminuant la mortalité et la morbidité. Par contre, certains des mécanismes de 

protection induits par ces vaccins sont encore inconnus. L’amélioration ou le développement de 

nouveaux vaccins comptent sur la compréhension des mécanismes conduisant à l’induction et à 

la maintenance d’une immunité efficace et de longue durée contre les pathogènes. Depuis la 

découverte des récepteurs de reconnaissance de motifs (PRRs) et la compréhension de leurs 

rôles dans l’immunité innée, de nouveaux adjuvants ont été créés. De plus, ces nouveaux 

adjuvants ciblent les voies naturelles d’infection, qui sont les muqueuses. Il a été démontré que 

les protéines de la membrane externe (OMP) de Neisseria meningitidis et Neisseria 

gonorrhoeae, plus spécifiquement les porines, pouvaient agir comme un agent mitogène sur les 

cellules B, induire la maturation des cellules dendritiques et augmenter la réponse immune à 

des substances faiblement immunogéniques, tels les peptides synthétiques. En raison de leur 

nature hydrophobe, les OMP isolés par extraction au détergent s’assemblent spontanément en 

particule ressemblant à des vésicules, nommées Proteosome. Le système de libération/adjuvant 

Proteosome est capable de faire des liaisons non covalentes avec des antigènes afin de former 

des vaccins, lesquels administrés par voie intranasale (i.n.) augmentent la réponse immunitaire 

systémique ainsi que celle des muqueuses (S. M. Chabot et al., 2007, T. Jones et al., 2003, T. 

Jones et al., 2004, Plante et al., 2001). 

Les adjuvants et systèmes de libération d’antigènes basés sur le Proteosome sont 

particulièrement efficaces pour l’induction d’une immunité protectrice parce qu’ils sont capables 

d’activer les cellules de l’immunité innée, en particulier les cellules dendritiques, lesquelles 

permettent une présentation antigénique optimale et l’activation des réponses immunes 
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adaptatives. Une protection est observée chez les souris et les humains ayant été vaccinés par 

la voie intranasale, avec les vaccins à base de Proteosome. De plus, une immunisation par la 

voie intranasale va induire la différenciation des lymphocytes Th17 (Zygmunt et al., 2009), qui 

ont un rôle dans l’homéostasie des voies respiratoires ainsi que dans la protection contre 

certaines infections bactériennes, fongiques et virales (Lin et al., 2010). De plus, plusieurs 

études ont démontré un rôle des lymphocytes Th17 pulmonaires dans l’immunité induite par les 

vaccins (Higgins et al., 2006, Khader et al., 2007, Lin et al., 2010). 

Sachant que les adjuvants à base de Proteosome protègent contre les infections par le virus de 

l’influenza, nous avons voulu déterminer quels étaient les types cellulaires qui engendraient 

cette protection ainsi que les mécanismes impliqués. Nous avons émis l’hypothèse que les 

lymphocytes Th17 pourraient avoir un rôle dans la protection induite par les adjuvants à base de 

Proteosome, puisqu’ils sont impliqués dans la protection vaccinale d’autres infections 

pulmonaires (Lin et al., 2010). Avec notre étude, nous avons démontré que la protection induite 

par les adjuvants à base de Proteosome ainsi que celle contre le virus de l’influenza est 

indépendante de l’IL-17A et de l’IL-17F.  
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1. Le virus de l’influenza 

1.1. Épidémiologie 

Le virus de l’influenza A est l’agent pathogène responsable de l’influenza (la grippe). La grippe 

saisonnière se caractérise par de fortes fièvres, de la toux, des maux de tête, un malaise 

généralisé, des écoulements nasaux et des douleurs musculaires (Eccles, 2005, WHO, 2014, 

Zambon, 1999). Normalement, les symptômes de la grippe disparaissent après une semaine, 

mais la grippe peut entraîner une maladie grave pouvant aller jusqu’au décès, chez les groupes 

à haut risque, tels que les jeunes, les personnes âgées, les malades chroniques et les 

personnes immunovulnérables. Les épidémies saisonnières de grippe sont responsables de 

trois à cinq millions de cas graves et de 250 000 à 500 000 décès annuellement. Dans les pays 

industrialisés, les décès reliés à l’influenza se produisent majoritairement chez les personnes 

âgées de 65 ans et plus (WHO, 2014). 

1.2. Phylogénie 

Le virus de l’influenza fait partie de la famille des Orthomyxoviridae qui comprend cinq genres 

différents, soit l’influenza A, B et C, le Thogotovirus et l’Isavirus. Il s’agit de virus enveloppés 

avec un génome segmenté d’ARN à polarité négative.  

Chaque souche virale possède une désignation selon les règles internationales mentionnant 

successivement différentes informations : le type de virus/l’hôte d’origine (uniquement pour les 

souches animales)/le lieu d’isolement (ville ou pays)/le numéro de la souche/l’année d’isolement. 

Ces indications sont suivies par les caractéristiques antigéniques de l’hémagglutinine et de la 

neuraminidase pour les souches de type A (Hayden et al., 2009, Wright et al., 2007).  

Les genres de virus sont différenciés par le séquençage des gènes codant pour les protéines de 

la matrice (M1) et de la nucléocapside (NP) (Hayden et al., 2009, Suzuki, 2005). Dans cette 

thèse, nous allons principalement discuter du virus de l’influenza de type A. Les virus de 

l’influenza A sont catégorisés en sous-types en fonction de leurs protéines de surface : 

l’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA). Il existe 17 sous-types de HA (Tong et al., 

2012) et neuf sous-types de NA distincts, mais seulement trois sous-types de HA (H1, H2 et H3) 

et deux sous-types de NA (N1 et N2) ont la capacité d’induire des épidémies et des pandémies 

chez l’homme, et ce, depuis le début du 20e siècle. En ce moment, les sous-types H1N1 et 
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H3N2 sont en circulation et sont responsables des épidémies saisonnières (Figure 1) (Beby-

Defaux et al., 2003, N. J. Cox et al., 1999, Zambon, 1999). 

 

 
 

Figure 1 : Circulation épidémique des virus grippaux A et B au cours du 20e siècle (Tiré de (Beby-
Defaux et al., 2003) 

1.3. Protéines virales  

Les virus grippaux sont enveloppés, de forme sphérique, ovale ou allongée, possédant une 

nucléocapside à symétrie hélicoïdale. Les virions ont un diamètre d’environ 100 nm (Rossman 

et al., 2011). La particule virale d’influenza est composée de huit segments génomiques codants 

pour 11 protéines (Jegaskanda et al., 2014). Les segments 1, 3, 4, 5, 6 mènent à la synthèse 

d’un seul ARNm, respectivement PB2, PA, HA, NP et NA. Le segment 2 code pour la 

polymérase PB1, le facteur de virulence proapototique PB1-F2, issu d’un cadre de lecture 

alternatif. Les segments 7 et 8 donnent naissance aux protéines M1 et NS1, et par épissage 

alternatif M2 et NEP/NS2 (Bouvier et al., 2008, Hayden et al., 2009). Dans cette thèse, nous 

allons seulement aborder de manière plus détaillée la protéine HA. 

1.3.1. Hémagglutinine 

La protéine HA est responsable du l’attachement du virus et subséquemment de la fusion de la 

membrane virale avec la membrane cellulaire (Wright et al., 2007). La protéine HA est une 

protéine transmembranaire de type 1 synthétisée sous forme de précurseur HA0 qui nécessite 

une activation par des protéases cellulaires provoquant le clivage en deux sous-unités HA1 et 
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HA2 (Cross et al., 2009). Ce clivage est essentiel pour l’infectivité, puisqu’il permet l’exposition 

des acides aminés hydrophobes terminaux du HA2, lesquels servent d’intermédiaires lors de la 

fusion entre l’enveloppe virale et la membrane des endosomes (Beby-Defaux et al., 2003, 

Wright et al., 2007). De plus, le HA1 se lie de façon spécifique avec son récepteur cellulaire 

constitué de glycoprotéines contenant soit de l’acide sialique ou de l’acide N-acétyl 

neuraminique présent sur les cellules de l’épithélium cilié (Beby-Defaux et al., 2003). 

1.4. La dérive antigénique et le réassortiment antigénique 

Afin de se maintenir dans la population et d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte, le virus 

de la grippe a développé diverses stratégies. Une première, la dérive antigénique, lui permet 

d’accumuler des changements mineurs afin de mieux s’adapter à son hôte et de diminuer la 

reconnaissance du système immunitaire. La seconde, le réassortiment antigénique, implique 

des changements plus importants et permet le passage d’une espèce à l’autre et est associée à 

la génération des virus pandémiques. 

1.4.1. La dérive antigénique 

La dérive antigénique implique une série de mutations ponctuelles et spontanées qui 

apparaissent graduellement et qui conduisent à des changements mineurs dans le HA et le NA. 

Ces mutations ponctuelles sont induites par l’ARN polymérase virale qui ne contient pas de 

mécanismes de correction de la transcription, ce qui mène à l’accumulation de mutations suite à 

chaque ronde de réplication (Stephenson et al., 2002). À titre d’exemple, il est estimé que le 

taux de mutation dans le gène HA est de 2 à 4 x 10-3 substitutions par nucléotide par année 

(Webster et al., 1992, Wright et al., 2007). L’accumulation de mutations ponctuelles modifie 

suffisamment l’antigénicité de certains variants pour que ces derniers soient capables 

d’échapper au système immunitaire. Ces nouveaux variants deviennent une nouvelle souche 

d’influenza, à l’origine d’un autre cycle d’épidémie saisonnière annuelle (Carrat et al., 2007). De 

plus, la réponse immunitaire de l’hôte, principalement la réponse humorale, joue un rôle 

important en exerçant une pression pour la sélection des variants ayant accumulé des mutations 

dans les sites antigéniques. Ces dernières sont généralement localisées dans la partie 

globulaire des protéines (Hayden et al., 2009). De plus, il est possible que d’autres mutations 

ponctuelles s’accumulent dans d’autres segments, mais à une moins grande fréquence que 

dans les protéines de surface, probablement dues à une pression sélective plus faible. 
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1.4.2. Le réassortiment antigénique 

Le réassortiment antigénique se produit seulement chez les virus de l’influenza de type A et 

résulte en le remplacement du sous-type du HA et moins fréquemment du NA avec un nouveau 

sous-type, et ce, lorsque deux virus infectent la même cellule (Figure 2). De plus, des 

remplacements dans les protéines internes du virus sont aussi possibles (Stephenson et al., 

2002, Wright et al., 2007). Un réassortiment antigénique apparaît grâce à des réassortiments 

génétiques de segments homologues entre les virions de l’influenza humain et ceux animaux. 

Ceci est possible en raison de la nature segmentée du génome viral, pouvant se solder par 256 

(28) combinaisons théoriquement possibles pouvant mener à la génération d’un nouveau virus. Il 

est estimé qu’un réassortiment antigénique peut se produit trois fois par siècle et engendre une 

plus grande morbidité ainsi que des pandémies (Carrat et al., 2007). 

1.5. Modèles animaux pour les études du virus de l’influenza 

Les virus d’influenza A infectent une grande variété d’animaux, incluant les mammifères et les 

oiseaux. Les virus de tous les sous-types de HA et de NA se retrouvent chez les oiseaux 

aquatiques, lesquels sont considérés comme le réservoir naturel des virus d’influenza de type A 

(N. J. Cox et al., 1999, Wright et al., 2007). La capacité du virus à passer la barrière des 

espèces est due au fait que le virus cible des récepteurs cellulaires présents chez une grande 

variété d’animaux (Suzuki, 2005). Ce large éventail d’hôtes permet d’avoir un vaste choix de 

modèles animaux.  Un des facteurs importants dans le choix du modèle animal, c’est qu’il doit 

représenter l’humain en terme de signes cliniques, de changements histopathologiques, de 

cinétiques de réplication virale ou de transmission (Bouvier et al., 2010). Des infections 

expérimentales ont été réalisées chez une grande variété d’espèces, incluant les hamsters, les 

rats de coton, les cochons d’Inde, les chevaux et les primates non humains, mais les souris, les 

furets, les poulets et les porcs restent les modèles les plus utilisés (Hayden et al., 2009). Dans 

notre étude, le modèle murin sera utilisé. 
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Figure 2 : Exemple de réassortiment antigénique avec la phylogénie du virus pandémique H1N1v (tiré de 
(Munier et al., 2010). 

diaire par le porc ou les volailles domestiques, espèces sensibles à
l’infection par ces virus, peut favoriser leur transmission et leur
adaptation à l’homme.

La mise en évidence pour la première fois en 1997 de cas
humains d’infection mortelle par des virus influenza A(H5N1)
circulant chez les volailles à Hong Kong [9,10] a déclenché une
surveillance accrue des risques de zoonoses à virus influenza.
Depuis, d’autres cas de transmission de la volaille à l’homme
impliquant des virus de sous-types H5, H7 ou H9 ont été détectés,
principalement en Asie du Sud-Est, mais également au Moyen-
Orient, en Europe et en Amérique du Nord (Fig. 1). Les virus de
sous-types H5 et H9 sont généralement responsables de syn-
dromes respiratoires, alors que les virus de sous-type H7 causent
plus fréquemment des conjonctivites. L’épisode le plus marquant
est certainement celui lié aux virus A(H5N1) hautement patho-
gènes qui depuis 2003 circulent de manière continue chez la
volaille en Asie du Sud-Est, ont diffusé en 2006 jusque dans des
élevages d’Europe et d’Afrique, et sont aujourd’hui encore
régulièrement détectés en Égypte et au Bangladesh [6]. Les
467 cas humains d’infection par ces virus A(H5N1) [2] résultent
pour l’essentiel d’évènements de transmission directe de la volaille

infectée à l’homme, leur potentiel de transmission interhumaine
étant très limité (Fig. 1). Les patients présentent pour la plupart
une insuffisance respiratoire aiguë, une hypercytokinémie [11,12],
et la mortalité associée à l’infection est extrêmement élevée,
proche de 60 % en moyenne sur la période 2003–2009. L’évolution
du nombre de cas humains virologiquement confirmés a été
marquée par un pic en 2006, avec 115 cas dont 79 décès, répartis
dans neuf pays distincts [2]. Des mesures de surveillance, de
fermeture ou de désinfection régulière des marchés de volailles sur
pied et d’abattage systématique des élevages infectés ont été mises
en place afin de limiter l’épizootie et le nombre de cas humains. Du
1er janvier au 30 décembre 2009, 72 cas humains dont 32 décès ont
été dénombrés en Indonésie, en Chine, au Vietnam, au Cambodge
et en Égypte [2].

Les virus influenza circulant actuellement chez les porcs sont
principalement de sous-types H1N1, H3N2 et H1N2 [13]. Les porcs
sont naturellement sensibles aux virus aviaires et aux virus
humains, et des évènements naturels de réassortiment génétique
entre virus grippaux d’origines diverses ont été documentés dans
cette espèce. Les virus réassortants, dont le génome est constitué
d’un mélange de segments d’ARN génomique issus de plusieurs

Fig. 2. Phylogénie du virus pandémique H1N1v. Des analyses phylogénétiques ont permis d’établir l’origine de chacun des segments du virus pandémique A(H1N1)v introduit
dans la population humaine en 2009. Les segments NA et M dérivent d’un virus porcin H1N1 du lignage eurasiatique. Les autres segments dérivent d’un virus porcin H1N1 ou
H1N2 triple-réassortant porcin/humain/aviaire, apparenté à ceux qui circulent dans les élevages de porcs nord-américains depuis la fin des années 1990 [18]. Chez ces virus
triple-réassortants, les segments PB2 et PA dérivent d’un virus aviaire, le segment PB1 dérive d’un virus H3N2 humain, les segments HA, NP, M, NS dérivant d’un virus
H1N1 dit du lignage « porcin classique ». Selon que ces virus sont de sous-type H1N1 ou H1N2, le segment NA dérive d’un virus H1N1 « porcin classique » ou d’un virus
H3N2 humain.

S. Munier et al. / Pathologie Biologie 58 (2010) e59–e68 e61
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1.5.1. Le modèle murin 

Le modèle de la souris, dit murin, est celui qui est le plus fréquemment utilisé dans l’étude du 

virus de l’influenza, et ce, malgré le fait qu’elle ne soit pas un hôte naturel de celui-ci. Afin de 

rendre pathogène le virus chez la souris, celui-ci doit préalablement être adapté (Mount et al., 

2010, Wright et al., 2007). Toutefois, il a été observé que les souches du virus de l’influenza de 

type H5N1 d’isolat humain (H. M. Kang et al., 2013) ou celles hautement pathogènes telles que 

les souches pandémiques de 1918 (Medina et al., 2010) ou de 2009 (Manicassamy et al., 2010) 

étaient naturellement pathogènes chez la souris. En raison de la prédominance des acides 

sialiques α-2,3 dans leur tractus respiratoire, les souris sont peu susceptibles aux virus humains 

qui reconnaissent préférentiellement les acides sialiques α-2,6 (Glaser et al., 2007, Ibricevic et 

al., 2006). La plupart des souches de souris sont susceptibles à l’infection avec un virus de 

l’influenza A. De plus, elles ont été largement utilisées pour étudier la pathogenèse ainsi que la 

réponse immunitaire au virus de l’influenza (Wright et al., 2007). Par contre, la majorité des 

souches de souris utilisée en laboratoire est déficiente pour le gène MX1, qui code pour la 

protéine inductible par l’interféron Mx, lequel joue un rôle important dans la réponse antivirale 

contre le virus de l’influenza (Haller et al., 1998). De plus, la pathologie et la transmission du 

virus ne sont pas comparables à ce qui est observé chez l’humain. Malgré tout, l’abondance de 

réactifs et la diversité des souches permettent à la souris de rester un modèle favorisé pour 

l’étude des acteurs de la réponse immunitaire et dans l’élaboration de traitements antiviraux. 

 
 



 12 

2. Pathogenèse du virus de l’influenza et réponse 
immunitaire induite 

2.1. Pathogenèse du virus 

Une infection par le virus de l’influenza cause généralement une maladie peu ou moyennement 

sévère qui peut dégénérer en cas graves, voire mortels. Le virus se transmet par aérosol, de 

personne à personne, sous forme de gouttelettes. La période d’incubation est courte, soit d’un à 

quatre jours, en moyenne deux jours, suivant l’infection et le début de la maladie est 

généralement prompt (WHO, 2014).  

Le virus de l’influenza se réplique presque exclusivement dans les cellules superficielles des 

voies respiratoires. L’infection se produit dans les cellules de l’épithélium trachéo-bronchial, où 

le premier cycle de réplication prend de quatre à six heures (Zambon, 1999). Cette première 

réplication permet la production de milliers de particules virales et la mort des cellules infectées. 

Les particules virales sont préférentiellement libérées à la surface apicale de la membrane 

plasmique des cellules épithéliales, dans le tractus broncho-alvéolaire (Behrens et al., 2006). Le 

site optimal de réplication, dans les voies respiratoires, est régulé par la prédominance des 

acides sialiques α-2,3 ou α-2,6, puisque ces dernières permettent l’attachement du virus à la 

cellule cible (Shinya et al., 2006). Chez l’humain, les acides sialiques α-2,6 se situent 

préférentiellement dans les voies respiratoires supérieures, tandis que les acides sialiques α-2,3 

se situent dans les voies respiratoires inférieures. Le récepteur cellulaire reconnu pour la 

protéine HA, des souches d’influenza infectant les humaines, est l’acide sialique α-2,6 

(Fukuyama et al., 2011, Kuiken et al., 2012, Zambon, 2001). Cette spécificité dans l’expression 

des acides sialiques explique pourquoi les virus de souches aviaires hautement pathogènes ne 

sont pas transmissibles d’humain à humain, puisqu’ils se lient préférentiellement aux acides 

sialiques α-2,3 (Hayden et al., 2009, Wright et al., 2007). De plus, la réplication virale est 

généralement restreinte aux cellules épithéliales des voies respiratoires supérieures et 

inférieures. Cette restriction est causée par l’expression limitée de sérine protéase, en particulier 

la tryptase Clara, qui est sécrétée par les cellules de Clara non ciliées de l’épithélium bronchique 

(Behrens et al., 2006). 

La rupture de la barrière épithéliale (Mori et al., 1995), la diminution de la motilité mucociliaire 

(Pittet et al., 2010), l’augmentation de l’adhérence bactérienne (McCullers, 2014) ainsi qu’une 

altération dans la fonction des neutrophiles (McNamee et al., 2006) contribuent aux risques de 
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surinfection bactérienne dans le tractus respiratoire, associés aux cas de morbidité sévère et de 

mortalité observés chez les patients infectés par le virus de l’influenza (Behrens et al., 2006, 

Morens et al., 2008). 

2.2. Réponse immunitaire induite 

La protection contre le virus de l’influenza est due autant à l’immunité systémique qu’à celle des 

muqueuses. De plus, les anticorps générés localement dans les voies respiratoires supérieures 

constituent la principale défense contre les infections naturelles. Les immunoglobulines de type 

A (IgA) sécrétoires sont impliquées dans la défense des voies respiratoires supérieures tandis 

que les immunoglobulines de type G (IgG) sériques protègent les voies respiratoires inférieures. 

L’élimination des cellules infectées par le virus de l’influenza est principalement causée par les 

cellules T cytotoxiques (Gasparini et al., 2011). 

2.2.1. Réponse immunitaire innée 

La réponse immunitaire innée représente la première ligne de défense contre une infection par 

le virus de la grippe. Le tractus respiratoire possède plusieurs mécanismes de défense non 

spécifiques comme les mucines, les collectines, les protéines du surfactant, les cils présents sur 

certaines cellules ainsi que certains inhibiteurs de protéases. L’action concertée de tous ces 

mécanismes contribue à prévenir l’infection (Hayden et al., 2009, Wright et al., 2007). 

Finalement, les cellules épithéliales infectées et les cellules du système immunitaire inné vont 

générer une réponse immunitaire qui permet le contrôle de l’infection et l’induction de la réponse 

immunitaire adaptative. 

2.2.1.1. Récepteurs intracellulaires 

Les cellules épithéliales, les macrophages alvéolaires et les cellules dendritiques échantillonnent 

continuellement les constituants de la lumière respiratoire et détectent la présence des 

microorganismes par différents types de récepteurs (Kohlmeier et al., 2009). Ces récepteurs, 

nommé récepteur de reconnaissance de motifs (PRR), reconnaissent des motifs moléculaires 

associés aux pathogènes (PAMP) tels que les sucres, les peptidoglycanes, les acides 

nucléiques, les peptides bactériens et les acides lipotéichoïques. Les PRRs sont divisés en trois 

familles distinctes soit les Toll-like receptor (TLR), les Nod-like repector (NLR) et les Retinoic-
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acid inducible gene 1 (RIG-1)-like helicases (RLR) (Kumagai et al., 2008). Le virus de l’influenza 

est reconnu par le système immunitaire inné et par certains membres des trois classes de PRR 

soit le TLR3 qui reconnaît l’ARNdb, le TLR7/8 qui lie l’ARNsb et le TLR9 qui reconnaît le motif 

CpG, le RIG-1 et le NLRP3 (McGill et al., 2009). Les différents TLRs présents dans les 

endosomes ont des rôles distincts lors d’une infection par le virus de l’influenza.  Le TLR3 

reconnaît l’ARNdb dans les endosomes. Par contre, le virus de l’influenza ne produit pas 

d’ARNdb, dû à l’activité d’une hélicase cellulaire (UAP56) (Iwasaki et al., 2014). Par contre, le 

TLR3 reconnaît des structures d’ARN non-identifiées présentent dans les cellules infectées par 

le virus qui ont été phagocytées. Cette reconnaissance va induire l’expression de chimiokines 

dans les poumons avec l’effet de recruter des cellules inflammatoires ayant un effet néfaste sur 

la réponse immunitaire. Le TLR7 induit une réponse de type interféron (IFN) pour bloquer la 

réplication virale et pour promouvoir la réponse humorale (Iwasaki et al., 2014). Le récepteur 

RIG-1, qui va reconnaitre des ARNdb contenant un 5’-triphophate, est crucial pour la détection 

du virus ainsi que pour la production des interférons de type I par les cellules épithéliales 

infectées, les cellules dendritiques et les macrophages alvéolaires (Kato et al., 2005). Le 

NLPR3/inflammasome est exprimé chez les monocytes, les cellules dendritiques myéloïdes, les 

neutrophiles, les macrophages et aussi dans les cellules épithéliales des bronches. L’activation 

de NLPR3 induit la production d’interleukine (IL)-1β et d’IL-18 (Iwasaki et al., 2014). 

2.2.1.2. Cytokines induites par les récepteurs intracellulaires 

Après la reconnaissance des PAMPs par les PRRs, une cascade de signalisations engendre la 

production de cytokines et chimiokines. La libération de ces médiateurs inflammatoires dans 

l’environnement alerte le système immunitaire inné de la présence d’une infection et établit un 

état antiviral. De plus, les chimiokines présentes fournissent les signaux nécessaires pour le 

recrutement des leucocytes au site d’inflammation. Les premières cytokines produites en 

réponse à l’infection par le virus de l’influenza sont les interférons de type I, soit l’IFN-α et les 

l’IFN-β, qui sont associés à la réponse antivirale dans les poumons (Kohlmeier et al., 2009). Les 

IFN de type I engendrent une boucle de rétroaction en signalant par le récepteur de l’IFN-α/β 

(Figure 3), et agissent de concert avec les PRRs pour induire la production des cytokines pro-

inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF), l’IL-1α, l’IL-1β, l'IL-2, l'IL-4, l’IL-6, 

l’IL-8, l'IL-10, l'IL-12, l’IFN-γ, l’interferon gamma inducible protein 10 (IP-10), RANTES, les 

monocytes chemoattractant protein (MCP) et les monocytes inflammatory protein (MIP) (Hayden 

et al., 2009, Kohlmeier et al., 2009). De plus, les IFN de type I induisent la transcription de 
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plusieurs gènes dépendants de l’IFN, tels que le Mx, dont plusieurs peuvent protéger ou 

interférer dans l'infection des cellules non infectées (McGill et al., 2009). 

L’importance des IFNs dans la régulation de la réplication du virus de l'influenza est confirmée 

par le fait que la protéine virale NS1 est un antagoniste de l'IFN. La déplétion de NS1 permet 

une augmentation de l'induction d'IFN et le virus est fortement atténué (Garcia-Sastre, 2004). 

 

 

Figure 3 : Voie de signalisation classique des interférons de type 1 (modifié de (Ivashkiv et al., 2014) 
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2.2.2. Réponse immunitaire adaptative 

2.2.2.1. La réponse humorale 

L’infection par le virus de l’influenza induit la production d'anticorps, qui commencent à être 

détectables dans le sérum et les lavages nasaux à environ huit jours post-infection. Ils atteignent 

une concentration maximale entre 14 et 21 jours post-infection et persistent à un niveau 

détectable pendant plusieurs mois, voire plusieurs années (Kunzel et al., 1996). À la suite de 

l'infection par le virus de l'influenza A, des anticorps contre les protéines HA, NA, NP et M2 sont 

produits (Wright et al., 2007). Les anticorps contre les glycoprotéines de surfaces NA et NA sont 

associés à une résistance à l'infection, ce qui n'est pas le cas pour les anticorps contre les 

protéines internes (R. J. Cox et al., 2004). Par contre, le transfert passif d'anticorps 

monoclonaux anti-M2 induit une protection chez la souris (J. J. Treanor et al., 1990). Les 

anticorps produits sont majoritairement d'isotypes IgG, IgA et IgM, lors de l’infection primaire (B. 

R. Murphy et al., 1989). Les anticorps anti-HA qui se lient à la tête globulaire de la protéine 

préviennent l'attachement et l'entrée du virus dans la cellule cible. De plus, il favorise aussi la 

cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) induite par les cellules NK 

et les neutrophiles (Kreijtz et al., 2011). Les anticorps anti-HA sont donc capables d'empêcher 

une seconde infection par un virus homologue. En effet, des souris déficientes en cellules T et B, 

auxquelles on injecte des anticorps contre le HA survivent à une infection par le virus de 

l’influenza (Mozdzanowska et al., 1997, Scherle et al., 1992, Waffarn et al., 2011). Les anticorps 

anti-NA ne neutralisent pas l’entrée du virus, mais limitent sa propagation en inhibant l’activité 

neuraminidase. La neuraminidase a un rôle dans le clivage du HA avec son récepteur, ce qui 

permet la libération du virion. L’ajout d’anti-NA et d’anti-M2 ne bloque pas l’infection, mais 

permet une diminution de la charge virale dans les poumons (Kreijtz et al., 2011). 

Une infection par le virus de l'influenza va engendrer une réponse humorale sérique et des 

muqueuses (Hayden et al., 2009, Kohlmeier et al., 2009, Kreijtz et al., 2011, Wright et al., 2007). 

Le principal isotype dans les muqueuses est l’IgA qui est produit localement et transporté par 

transport transépithélial (Tuma et al., 2003). Il a été proposé que les IgA agissent de manière 

intracellulaire, durant la transcytose du virus sur la surface apicale, en inhibant la réplication et 

en participant ainsi à l'élimination du virus des cellules épithéliales et de la lumière du tractus 

respiratoire (Renegar et al., 1991, J. J. Treanor et al., 1990). Les anticorps sécrétés dans les 

voies respiratoires sont un des facteurs majeurs dans la résistance à une infection. Les IgA 

sécrétoires (SIgA) sont impliquées dans la protection des voies respiratoires supérieures tandis 
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que les IgG sériques sont impliquées dans la protection des voies respiratoires inférieures (R. J. 

Cox et al., 2004). Pour ce qui est des IgG, il existe une concordance entre le niveau d'IgG 

muqueux et d'IgG sérique, ce qui suggère une diffusion passive au niveau des épithéliums 

alvéolaires, que vient confirmer la présence d'un transporteur pour les IgG sur les cellules 

épithéliales bronchiques (M. Yoshida et al., 2004). Les anticorps IgM amorcent la neutralisation 

du virus de l'influenza induite par le complément et sont la signature de la réponse primaire 

(Kreijtz et al., 2011). Les anticorps muqueux (IgG et IgA) seuls ou les anticorps sériques (IgG et 

IgM) seuls sont suffisants pour protéger contre une réinfection s'ils sont présents en 

concentrations suffisantes (Clements et al., 1986, Renegar et al., 2004). 

2.2.2.2. La réponse cellulaire 

Les cellules dendritiques résidentes du poumon, caractérisées par des phénotypes distincts 

(CD103+ et CD11bhiCD103-), ayant acquises l'antigène provenant du virus de l'influenza, 

deviennent activées et migrent jusqu'aux ganglions drainants. Cette migration dans les 

ganglions va permettre aux cellules dendritiques de présenter les antigènes aux lymphocytes T 

CD8+ ou aux lymphocytes T CD4+ par le complexe majeur d'histocompatibilité (MHC) de classe I 

ou de classe II, respectivement (McGill et al., 2009). Lorsque les lymphocytes T sont activés, ils 

migrent vers le site d'infection, par exemple les poumons, où ils produisent leur activité antivirale 

(Behrens et al., 2006, Kohlmeier et al., 2009). 

La réponse cellulaire joue un rôle dans la guérison suite à l'infection par le virus de l’influenza et 

elle peut aussi prévenir les complications associées à cette infection. Par contre, elle ne semble 

pas contribuer de manière considérable à la prévention d’une infection subséquente (R. J. Cox 

et al., 2004). L'infection par le virus de l'influenza induit l'activation des lymphocytes T CD8+ 

(lymphocytes T cytotoxiques [CLT]), des lymphocytes T CD4+ (lymphocytes T auxiliaires ou T 

helper cells [Th]) ainsi que des lymphocytes T régulateurs (Tregs) (Kreijtz et al., 2011). Les 

lymphocytes T cytotoxiques spécifiques du virus sont activés dans les organes lymphoïdes 

secondaires et sont recrutés au site d'infection dans les jours cinq à sept suivant l'infection 

(Kohlmeier et al., 2009, Wright et al., 2007). Ces lymphocytes disparaissent, en grande partie, 

21 jours après l'infection (Wright et al., 2007). Les lymphocytes T cytotoxiques peuvent éliminer 

une cellule infectée grâce à la libération des perforines et des granzymes qui induisent la lyse 

des cellules infectées. Ils peuvent aussi induire l'apoptose des cellules infectées grâce à 

l'interaction de FAS (CD95) et FAS Ligand (CD95L) (Andersen et al., 2006, Topham et al., 1997). 

De plus, les CTLs produisent des cytokines, telles que l’IL-2, IL-4, IL-6 et l’IFN-γ, qui améliorent 
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la présentation antigénique en stimulant l'expression des complexes majeurs d'histocompatibilité 

ainsi qu'une action antivirale (Kreijtz et al., 2011, Wiley et al., 2001). Les protéines virales 

principalement reconnues par les lymphocytes T CD8+ sont les protéines HA, M, NP et PA 

(Kreijtz et al., 2011, Wright et al., 2007). Puisque les protéines M1, NP et PA sont assez bien 

conservées, les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques à ces protéines peuvent induire une 

protection croisée entre les différents sous-types du virus de l'influenza A (Boon et al., 2002, 

Fleischer et al., 1985, M. Wang et al., 2007).  

Bien qu'un rôle cytotoxique direct des lymphocytes T CD4+, dans l’élimination des cellules 

infectées par le virus de l’influenza, par l’exocytose des perforines et des granzymes a été 

récemment postulé (Soghoian et al., 2010), le rôle principal des lymphocytes T CD4+ est 

l’activation des lymphocytes T cytotoxiques ainsi que le changement de classe et 

l’hypermutation somatique des lymphocytes B. Les lymphocytes T CD4+ sont sous-divisés en 

plusieurs sous-types, soient les Th1, les Th2, les Th9, les Th17 et les Tfh. Les deux principaux 

sous-types, Th1 et Th2, seront activés suite à l’infection et auront des fonctions différentes. Les 

Th1 sécrètent de l’IFN-γ et de IL-2 afin de soutenir la réponse cytotoxique (Kreijtz et al., 2011) 

tandis que les Th2 vont produire de l’IL-4 et de l’IL-13, ce qui est crucial pour la protection contre 

les helminthes (Cannons et al., 2013, Lamb et al., 1982, Wright et al., 2007). Les lymphocytes T 

auxiliaires folliculaires (Tfh) aident les lymphocytes B à la génération des centres germinatifs et 

sont requis pour la génération d’une réponse des lymphocytes B dépendante des lymphocytes T 

(Cannons et al., 2013, Crotty, 2011, Ma et al., 2012). L’autre sous-population de lymphocytes Th, 

les lymphocytes Th17, a un rôle plus nébuleux lors de l’infection par le virus de l’influenza. 

Certaines études démontrent un rôle protecteur (McKinstry et al., 2009), tandis que d’autres 

montrent un effet néfaste (Crowe et al., 2009), mais il en sera discuté ultérieurement.  

Le rôle des lymphocytes T CD4+ et CD8+ est primordial pour la protection suite à une infection 

par le virus de l’influenza. Puisque des animaux déficients en lymphocytes T CD4+ et T CD8+ 

succombent à l’infection, cela démontre que les médiateurs non spécifiques ne sont pas 

suffisants pour restreindre l’infection (Brown et al., 2004, Gerhard, 2001, Wright et al., 2007). 
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3. La vaccination contre le virus de l’influenza 

La vaccination est l’un des plus grands succès et l’un des plus rentables outils de santé publique 

pour la prévention des maladies. En conjonction avec l’introduction des antibiotiques ainsi que 

des pratiques d’hygiène moderne, la vaccination a contribué à la diminution constante de la 

mortalité et de la morbidité causées par les agents infectieux (O'Hagan et al., 2004). Le plus 

grand succès de la vaccination est l’éradication de la variole (Kersten et al., 2011). Chaque 

année, la vaccination générale prévient jusqu’à trois millions de morts et plus de 750 000 

enfants sont protégés contre une grave invalidité (O'Hagan et al., 2004). La vaccination a pour 

but d’induire une réponse spécifique contre un microorganisme pathogène par l’administration 

d’organismes atténués ou morts, ainsi que sous forme de particules. Si la vaccination est un 

succès lors de l’infection par le pathogène, la réponse immunitaire spécifique sera rapide et 

permettra une élimination de celui-ci. La vaccination contre l’influenza est efficace pour la 

prévention de la maladie et de la mort chez les groupes de personnes fortement à risques, et ce, 

dans un contexte de vaccination de routine. La vaccination contre l’influenza reste la mesure de 

prévention la plus efficace (Korsman, 2006). 

Il existe deux approches vaccinales contre le virus de l’influenza, les vaccins inactivés et les 

vaccins vivants atténués. Ces vaccins sont trivalents, puisque constitués des souches 

circulantes, soit deux souches d’influenza de type A (H1N1 et H3N2) et d’une souche d’influenza 

de type B. Les variants qui constituent les vaccins sont sélectionnés selon les recommandations 

de l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) qui se réunit deux fois par année afin d’anticiper 

les futures souches circulantes (Barr et al., 2010). Au Canada, huit vaccins contre la grippe sont 

actuellement homologués, sept vaccins inactivés et un vaccin vivant atténués (Tableau I) 

(Canada et al., 2013). 

3.1. Les vaccins inactivés 

Au Canada, nous utilisons deux types de vaccins trivalents inactivés (VTI) contre l’influenza, soit 

les vaccins sous-unitaires et les vaccins à virions fragmentés. Par contre, les premiers vaccins 

inactivés étaient faits à partir de virus entier (Korsman, 2006). Les virus réassortis, produits dans 

des œufs de poule, sont constitués de la souche A/Puerto Rico/8/34 (A/PR/8/34) auxquelles les 

gènes HA et NA ont été remplacés par les gènes de la souche ciblée (Gerdil, 2003). Pour les 

vaccins sous-unitaires, le HA et le NA ont été purifiés par élimination des autres composantes 
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virales, tandis que pour les vaccins à virions fragmentés, le virus a été fragmenté au moyen d’un 

détergent (Bridges et al., 2008). Un seul VTI est administré avec un adjuvant, le Fluad®, et il est 

uniquement utilisé chez les personnes âgées (Tsai, 2013). La principale voie d’administration 

est la voie intramusculaire car elle permet d’induire une immunité systémique humorale. Le 

degré de protection après la vaccination est dépendant de la correspondance antigénique entre 

les souches choisies et celles circulantes, l’âge de la personne vaccinée et son historique de 

vaccination passé contre l’influenza (R. J. Cox et al., 2004). Quelques-uns des désavantages 

des VTI sont sa mauvaise induction d’IgA et de la réponse adaptative cellulaire ainsi que sa 

faible immunogénicité et efficacité chez les personnes âgées (N. J. Cox et al., 1999, R. J. Cox et 

al., 2004, Ellebedy et al., 2009). 

Tableau I : Caractéristiques des vaccins anti-grippaux homologués au Canada, 2013-2014 (Canada et al., 
2013) 

Fabricant et 
nom du produit

 Abbott 
InfluvacⓇ

GSK 
FluviralⓇ

Novartis 
AgrifulⓇ

Novartis 
FluadⓇ

Sanofi Pasteur 
VaxigripⓇ

Sanofi Pasteur 
FluZoneⓇ

Sanofi Pasteur 
IntanzaⓇ

AstraZeneca 
FluMistⓇ

Préparations 
vaccinales

VTI VTI VTI VTI VTI VTI VTI VVAI

Type de vaccin Inactivé - sous-
unitaire

Inactivé - 
virion 
fragmenté

Inactivé - sous-
unitaire

Inactivé - 
sous-unitaire

Inactivé - virion 
fragmenté

Inactivé - virion 
fragmenté

Inactivé - virion 
fragmenté

Vivant atténué

Voie 
d’administration

IM IM IM IM IM IM ID Vaporisation 
intranasale

Adjuvant Non Non Non MF59 
(émulsion 
huile dans 
eau)

Non Non Non Non

 

3.2. Les vaccins vivants atténués 

Le but de la vaccination par des vaccins anti-grippaux vivants atténués (VVAI) est d’induire une 

réponse systémique et des muqueuses qui ressemblent à celles produitent par l’infection 

naturelle. Le vaccin actuellement disponible est atténué, génétiquement stable, non 

transmissible, sécuritaire, immunogène, et induit une protection et une immunité efficace (R. J. 

Cox et al., 2004). Les vaccins vivants atténués contiennent les gènes codants pour les 

glycoprotéines de surfaces (le HA et le NA) du virus d’intérêt et les six autres segments 

proviennent de la souche donneuse atténuée. Il existe deux souches donneuses, une pour les 

virus de type A (A/Ann Arbor/6/60 [H2N2]) et une pour les virus de type B (B/Ann Arbor/1/66) (N. 

J. Cox et al., 1999, R. J. Cox et al., 2004, Korsman, 2006). Les souches donneuses sont 

adaptées au froid, ce qui implique qu’elles se répliquent dans les muqueuses nasales plutôt que 

dans les voies respiratoires inférieures (Canada et al., 2013, R. J. Cox et al., 2004). Les 

avantages de l’instillation d’un vaccin vivant sont : son habileté à induire une réponse 
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immunitaire des muqueuses, en plus de la réponse immunitaire systémique cellulaire et 

humorale, sa facilité d’administration et son acceptabilité. Un vaccin vivant atténué peut aussi 

induire une réponse d’une plus longue durée que les vaccins inactivés (N. J. Cox et al., 1999).  

Une des plus importante question par rapport au vaccin vivant atténué est leur stabilité. Il est 

redouté que le virus présent dans le vaccin retourne à son état sauvage. Une étude, en 1999, 

par Cha et al, a démontré que la souche adaptée par le froid était stable après réplication chez 

l’humain (Cha et al., 2000, Gasparini et al., 2011). De plus, pour que la souche vaccinale 

redevienne virulente, il faudrait que des mutations indépendantes se produisent dans quatre 

gènes différents (Tosh et al., 2008). De plus, la transmission du vaccin à une autre personne n’a 

été observée qu’une seule fois et cette personne n’a présenté aucun symptôme (Gasparini et al., 

2011, Talbot et al., 2005, Tosh et al., 2008). 

3.3. Immunité induite par les vaccins 

Plusieurs facteurs vont avoir un impact sur la réponse immunitaire induite suite à une 

vaccination. Le type du vaccin, la nature de l’antigène ainsi que le calendrier de vaccination vont 

exercer une influence directe sur le type d’effecteurs immunitaires qui seront principalement 

suscités. Cela induit une protection efficace. De plus, la voie d’administration a aussi une grande 

influence dans la protection induite. Les vaccins vivants (immunisation intranasale) en 

comparaison avec les vaccins inactivés (immunisation intramusculaire) induisent plus fortement 

la réponse innée, car une plus forte présence de l’antigène causée par la réplication et une 

persistance de ce dernier, ce qui résulte en une meilleure réponse en anticorps (Siegrist, 2008). 

3.3.1. La réponse humorale 

La vaccination par un vaccin inactivé contre le virus de l’influenza va induire une production 

d’anticorps contre les protéines de surfaces, HA et NA, et dans certains cas contre les protéines 

NP et M1. La robustesse de la réponse humorale sérique dépend de l’âge, ainsi que du niveau 

d’anticorps préexistants. Chez les individus préalablement vaccinés ou infectés, on observe une 

réponse majoritairement de type IgG (IgG1) avec un pic d’anticorps sériques atteint entre deux 

et quatre semaines après la vaccination (Brokstad et al., 1995, R. J. Cox et al., 2004, el-Madhun 

et al., 1998). Par contre, chez les personnes âgées ou naïves, le pic d’anticorps est atteint après 

plus de quatre semaines (Dormitzer et al., 2011, Gross et al., 1997). Les vaccins inactivés 

contre le virus de l’influenza, administrés par la voie intramusculaire, peuvent induire une faible 
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production d’anticorps IgA spécifiques au niveau oral et des fluides respiratoires (Bridges et al., 

2008, el-Madhun et al., 1998). 

Suite à la vaccination avec un VVAI, il y a une production d’anticorps contre toutes les protéines 

virales. À la différence des vaccins inactivés, les vaccins vivants atténués induisent des 

réponses immunitaires systémiques et des muqueuses qui sont semblables à celles induites par 

une infection naturelle (Bridges et al., 2008, R. J. Cox et al., 2004, Ellebedy et al., 2009, 

Korsman, 2006). Les anticorps sériques IgA et IgM vont atteindre leur pic environ deux 

semaines après la vaccination, tandis que pour les IgG ceux-ci vont y arriver entre quatre à 12 

semaines. Pour les différents types d’anticorps, cette présence perdure jusqu’à un an. Dans les 

lavages nasaux, on observe la production d’IgA, lesquelles atteingnent leur apogée entre deux 

et 11 semaines post-vaccination et décline ensuite graduellement pendant six mois (R. J. Cox et 

al., 2004). 

3.3.2. La réponse cellulaire 

Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont un rôle important dans l’immunité à l’influenza. En 

contraste à la réponse souche spécifique des anticorps, la réponse immunitaire 

des lymphocytes T semble être contre des épitopes plus conservés, et ce, autant pour les 

glycoprotéines de surface que pour les protéines internes (Bridges et al., 2008). Chez les 

personnes vaccinées, avec un vaccin entier contre l’influenza, on remarque une production de 

lymphocytes T cytotoxiques tandis qu’une immunisation avec un vaccin sous-unitaire engendre 

une faible induction de ceux-ci (Bridges et al., 2008). Pour ce qui est de la réponse cellulaire 

induite par les vaccins vivants atténués, une production de lymphocytes T cytotoxiques est 

observée (R. J. Cox et al., 2004, Lambert et al., 2010, Rimmelzwaan et al., 2008, Siegrist, 2008). 

Face à ces observations, une corrélation a été établie entre l’efficacité de la réponse CTL induite 

suite à la vaccination et la diminution de la morbidité associée au virus de l’influenza (Forrest et 

al., 2008, Moskophidis et al., 1998). Il est à noter qu’une production de lymphocytes T CD4+ est 

induite et ce peu importe le type de vaccin inoculé (Rimmelzwaan et al., 2008). 

3.4. Efficacité des vaccins 

Le degré de protection après la vaccination varie en fonction de la similarité antigénique entre 

les souches vaccinales et les souches circulantes, l'âge de la personne vaccinée et son 

historique de vaccination (Ambrose et al., 2011). Il a été démontré que les vaccins VTI et VVAI 
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sont efficaces pour prévenir la morbidité et la mortalité induite par une infection par le virus de 

l’influenza. Les vaccins inactivés sont efficaces dans 60 à100 % des cas pour la prévention de la 

morbidité et de la mortalité chez les personnes âgées de 17 à 49 ans, mais ils ont un effet plus 

faible chez les enfants et les personnes âgées (Beyer et al., 2002). Les vaccins trivalents 

inactivés comme les vaccins vivants atténués peuvent induire une réponse immune et stimuler 

une réponse immunitaire préexistante anti-influenza. Par contre, le VVAI semble être plus 

efficace que le VTI dans l’induction d’une réponse immune anti-influenza primaire, tandis que les 

VTI sont plus efficaces pour stimuler une réponse immunitaire anti-influenza préexistante (R. J. 

Cox et al., 2004, Johnson et al., 1986). Chez les enfants de 6 mois à 17 ans, les VVAI sont plus 

efficaces que les VTI (Ambrose et al., 2011, Fleming et al., 2006). Pour les personnes âgées de 

17 à 49 ans, des études ont démontré que les VTI et les VVAI ont une efficacité similaire tandis 

que d’autres démontrent que les VTI sont plus efficaces (Ambrose et al., 2011, Monto et al., 

2009, Ohmit et al., 2008). Les vaccins trivalents inactivés pourraient être plus efficaces chez les 

adultes en raison de leur réponse anti-influenza préexistante, causée par leurs antécédents 

médicaux (vaccination ou infection). De plus, l’efficacité de VVAI décline chez les adultes, parce 

qu’il existe une immunité anti-influenza préexistante qui pourrait réduire la réplication de VVAI 

(Monto et al., 2009, Ohmit et al., 2008). 

3.5. Approches vaccinales en développement 

Plusieurs approches vaccinales sont en cours de développement afin d’améliorer ou d’optimiser 

l’étendue de la protection des vaccins contre le virus de l’influenza. 

Une des approches consiste à administrer par voie intranasale ou intramusculaire des 

pseudoparticules virales (VLP) contenant uniquement les protéines de l’enveloppe du virus HA, 

NA et M2 dans le but de mimer une infection virale (Y. T. Lee et al., 2014). Les VLP sont 

avantageux comme vaccins, puisqu’ils peuvent induire autant l’immunité systémique que des 

muqueuses, exposer un large répertoire de sites antigéniques et présenter des épitopes 

discontinus qui miment les particules virales (Conner et al., 2004). Il a été observé dans un 

modèle de souris (Quan et al., 2007) et de furet (Mahmood et al., 2008) que l’injection de VLP 

contenant des protéines du virus de l’influenza induit une réponse immunitaire humorale et 

cellulaire menant une protection croisée contre le virus de l’influenza. De plus, le VLP 

représente une solution de remplacement attrayante aux vaccins inactivés et pourrait servir 

d’assise à un vaccin universel contre le virus de l’influenza (S. M. Kang et al., 2012, Y. T. Lee et 

al., 2014).  
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Une autre approche vaccinale consiste en l’injection de plasmide (pDNA) codant pour 

différentes protéines du virus de l’influenza. L’utilisation de tels vaccins à ADN est déjà en 

application contre d’autres pathogènes (revue par (Kutzler et al., 2008). Il a été démontré que 

l’injection de pDNA codant pour les protéines HA, NP et M2 du virus de l’influenza peut induire 

une immunité protectrice chez le furet (Lalor et al., 2008), ainsi que chez la souris (Fu et al., 

1999, Laddy et al., 2008). Cette approche permet d’induire une immunité spécifique sans être 

dépendant du long processus de production des vaccins traditionnels (Y. T. Lee et al., 2014). 

La dernière approche vaccinale, qui sera discutée dans le prochain chapitre, est l’utilisation 

d’adjuvants ciblant les muqueuses. Ces dernières années, de nouvelles formulations vaccinales 

ont été étudiées, celles-ci ne ciblent plus uniquement les agents infectieux, mais aussi des 

structures antigéniques reliées à certains types de cancers, d’allergies ou de maladies auto-

immunes. La recherche sur les vaccins sous-unitaires a démontré que l’utilisation de petits 

antigènes, ou de portions de ceux-ci, ont la capacité d’induire une protection. Cependant, le 

développement de la majorité de ces vaccins est dépendant des adjuvants, et ce, à cause de 

leur faible immunogénicité (O'Hagan et al., 2004). Mais, même les antigènes suffisamment 

immunogéniques en combinaison avec un adjuvant, restent moins efficaces lorsqu’ils sont 

administrés par une voie ciblant les muqueuses. Par exemple, l’alum, qui est l’adjuvant 

parentéral le plus utilisé, est totalement inefficace lorsqu’il est administré par la voie orale ou 

nasale (Petrovsky et al., 2004). La majorité des vaccins à l’étude en ce moment sont constitués 

de protéines sous-unitaires purifiées de pathogènes. Ces protéines hautement purifiées 

manquent la majorité des particularités du pathogène original et sont normalement moins 

immunogéniques, d’où la nécessité d’adjuvants vaccinaux pour améliorer l’immunogénicité de 

celle-ci (O'Hagan et al., 2004).  

Les muqueuses (les tractus aéro-digestif et uro-génital, la conjonctive, la paroi de l’oreille interne 

ainsi que les canaux des glandes exocrines) couvrent une vaste surface et sont vulnérables aux 

infections par des microorganismes pathogènes (Anjuere et al., 2007). Face à ce fait, il devient 

donc de plus en plus évident que la réponse induite dans les muqueuses est importante pour la 

protection contre certaines maladies. Par exemple, les anticorps muqueux contre la bactérie 

Vibrio cholerae et la toxine du choléra sont associés à une résistance au choléra (Neutra et al., 

2006). De plus, la réponse immunitaire des muqueuses est induite de façon plus efficace 

lorsque le vaccin est administré par une des muqueuses (Anjuere et al., 2007), alors que les 

vaccins injectés sont généralement de faibles inducteurs de l’immunité des muqueuses, donc 

protègent moins efficacement contre une infection par ces surfaces (Lamm, 1997, Neutra et al., 
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2006, Petrovsky et al., 2004). Seulement quelques vaccins muqueux ont été approuvés pour 

être utilisés chez l’humain comme le vaccin oral contre la poliomyélite (Modlin, 2004), contre le 

rotavirus (Kapikian et al., 1996), ainsi qu’un vaccin intranasal contre le virus de l’influenza 

(Belshe et al., 1998). Deux adjuvants ciblant les muqueuses, la CT (la toxine du choléra) et la LT 

(la toxine thermolabile d'Escherichia coli) ont démontré qu’en combinaison avec la protéine HA 

de l’influenza, et en réponse à une immunisation intranasale, on induit une production 

d’anticorps sériques et des muqueuses, ainsi qu’une protection supérieure aux vaccins 

couramment utilisés chez la souris (Barackman et al., 1999, Tamura et al., 1994). Par contre, 

ces deux adjuvants sont trop toxiques pour être utilisés chez l’humain. Récemment, une étude a 

démontré que l’administration d’un adjuvant par la voie nasale induit une réponse immunitaire 

de type Th17 (Zygmunt et al., 2009), connue pour induire une protection lors d’infections 

pulmonaires (Sonnenberg et al., 2009).   
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4. Adjuvants à base de Proteosome 

La reconnaissance de l’importance de la réponse immunitaire innée a coïncidé avec la prise de 

conscience que la majorité des adjuvants classiques était des composantes de pathogènes. 

Lesquels sont connus pour activer les cellules de l’immunité innée incluant les cellules 

présentatrices d’antigène, comme les cellules dendritiques. Il devient donc évident que plusieurs 

adjuvants incluant le monophosphoryl lipid A (MPL), l’ARN double brin (ARNdb), le 

lipopolysaccharide (LPS), la lipoprotéine (LPP) et l’ADN bactérien, lesquels sont riches en motifs 

CpG, sont efficaces en raison de leur habilité à reconnaître et activer les PRRs présents, entre 

autres, sur les cellules de l’immunité innée (Bendelac et al., 2002, Medzhitov, 2001, O'Hagan et 

al., 2004). 

4.1. Adjuvants 

Un vaccin sous-unitaire efficace est composé de deux composantes essentielles, la première 

composante est l’antigène contre lequel la réponse immunitaire doit être générée. Ces 

antigènes peuvent être des protéines, des polysaccharides, des lipopolysaccharides (LPS) 

purifiés de l’organisme d’intérêt ou des peptides synthétiques. La seconde composante est 

l’adjuvant et/ou le véhicule de vaccination. Le rôle de l’adjuvant est de promouvoir la 

reconnaissance de l’antigène, la présentation ainsi que le traitement qui génère la réponse 

immunitaire optimale au lieu requis (Lowell et al., 2004). De plus, l’utilisation d’un adjuvant 

permet de réduire la quantité d’antigènes utilisée ou le nombre d’immunisations requis pour 

induire une immunité protectrice. Les adjuvants peuvent aussi augmenter l’efficacité des vaccins 

chez les personnes âgées (Fluad®, VTI contenant l’adjuvant MF59), chez les nouveau-nées et 

chez les personnes immunovulnérables (J. C. Cox et al., 1997, Petrovsky et al., 2004). À 

l’inverse de l’immunisation par la voie parentérale, qui permet de résoudre les infections avant le 

début de la maladie, l’immunisation par les muqueuses permet de prévenir les infections 

(Freytag et al., 2005).  

Différentes stratégies ont été développées pour faciliter et augmenter la réponse immunitaire 

obtenue après une immunisation par les muqueuses, incluant l’utilisation de bactéries mutantes 

atténuées (i.e. Salmonella spp., Shigella spp.) comme porteuses d’antigènes hétérologues, 

l’encapsulation de l’antigène dans des microsphères, l’utilisation de capsules de gélatine, 

différentes formulations de liposomes, l’adsorption sur des nanoparticules, l’utilisation de 
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complexes lipophiles immunostimulateurs ainsi que l’addition de produits bactériens ayant des 

propriétés adjuvantes (Freytag et al., 2005). De plus, plusieurs systèmes qui combinent un effet 

transporteur et adjuvant pour la présentation de peptides synthétiques sont actuellement à 

l’étude. Ces systèmes incluent les liposomes, les complexes immunostimulateurs (ISCOMs) et 

la technologie Proteosome, qui sera le sujet de ce chapitre (Levi et al., 1995).  

4.2. La technologie Proteosome pour vaccin et adjuvant 

La nomenclature proteosome a été choisie pour mettre l’accent sur les propriétés physiques et 

biologiques de la préparation des protéines de la membrane externe (OMPs) de Neisseria 

meningococci. Deux formes de vaccins formées à partir des adjuvants proteosome seront 

décrites, soient le complexe proteosome-antigène (Proteosome) et le complexe proteosome-

LPS (Protollin).  

L’immunisation par la voie intranasale nécessite la création de nouveaux adjuvants, puisque 

ceux actuellement utilisés chez l’humain sont inefficaces lorsqu’ils sont utilisés par la voie 

intranasale ou orale (Petrovsky et al., 2004). De plus, les infections par le virus de l’influenza 

sont restreintes aux voies respirations supérieures et inférieures. Une vaccination administrée 

par la voie nasale est une approche qui permettrait d’augmenter la protection chez toute la 

population. De plus, la vaccination intranasale est plus efficace que l’immunisation 

intramusculaire puisque la production SIgA dans les voies respiratoires supérieures permet la 

protection contre les infections par le virus de l’influenza. Les particules de proteosomes ont été 

choisies puisqu’elles sont de taille comparable à certains virus, hydrophobique et sécuritaire 

pour une utilisation chez l’humain (Lowell et al., 1988, Lynch et al., 1984). 

4.2.1. Le complexe proteosome-antigène (Proteosome) 

Les protéines constituant le proteosome sont très hydrophobes et lorsqu’elles sont isolées par 

extraction sous détergent, les interactions hydrophobes protéines-protéines entraînent un 

assemblage sous forme de vésicules (Lowell et al., 1988). De plus, le processus d’extraction 

influence fortement la dimension des vésicules de proteosome, lesquelles peuvent atteindre des 

diamètres de centaines de nanomètres (Lowell et al., 2004).  

Les complexes proteosome-antigène sont définis par l’interaction entre les domaines 

hydrophobes des OMPs et l’antigène amphiphile tels que des glycoprotéines de la membrane 
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virale, des lipopeptides et des lipooligosaccharides (Lowell et al., 2004, Lowell et al., 1988). 

Brièvement, ces complexes OMPs-antigène, qui forment les vaccins Proteosome, sont produits 

en mélangeant l’antigène avec des OMPs solubilisés dans du détergent, qui est éliminé par 

dialyse (Lowell et al., 2004). Ce processus peut aboutir en particules de vaccin Proteosome 

solubles quand la fraction hydrophobe de l’antigène satisfait les sites hydrophobes des 

particules de proteosome et que la fraction hydrophile de l’antigène reste exposée. Cela crée un 

microenvironnement hydrophile autour des vaccins Proteosome (Figure 4) (Lowell et al., 2004). 

Dans notre cas, l’antigène utilisé est le HA provenant du virus de l’influenza 

A/New Caledonia/20/99 (H1N1). 

 

Figure 4 : Formation du vaccin nasal Proteosome (Tiré de (Burt et al., 2011). 

4.2.2. Le complexe proteosome-LPS (Protollin) 

Une seconde approche pour développer des vaccins à base de proteosome est de formuler une 

mixture contenant l’antigène vaccinal avec une forme soluble des adjuvants proteosomes 

associés avec le LPS (Lowell et al., 2004). Ce système diffère du précédent par le fait que 

l’antigène peut-être amphiphile ou hydrophile, dépourvu de fraction hydrophobe et que 

l’antigène est en suspension avec le complexe Proteosome-LPS (Lowell et al., 2004). Un 

exemple de ce type d’adjuvant est le Protollin, lequel comprend du proteosome associé avec du 

LPS, provenant de Shigella flexneri, de manière non covalente (Burt et al., 2011). Pour le reste 

de la thèse, nous allons faire référence à Protollin en tant qu’adjuvant par les capacités 

immunomodulatrices de proteosome ainsi que pour les propriétés adjuvantes du LPS (Figure 5) 

(Lowell et al., 2004). Tout comme pour le vaccin Proteosome, l’antigène utilisé est le HA 

provenant du virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1). 
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Figure 5: Formation du vaccin nasal Protollin (tiré de (Burt et al., 2011). 

4.2.3. Mécanisme d’action 

4.2.3.1. Caractéristiques des adjuvants à base de Proteosome : Structure 
particulaire et hydrophobe 

Les particules de proteosome sont constituées des protéines de la membrane externe (OMPs) 

de Neisseria meningitidis et d’autres Neisseria (Lowell et al., 2004). Les porines représentent 

approximativement 60 % des OMPs contenues chez Neisseria. Chez Neisseria meningococcus, 

les différentes classes de porines sont désignées par PorA (protéine de classe 1) ou PorB 

(protéine de classe 2 ou 3) (Massari et al., 2003, Wetzler, 2010). Les particules de proteosome 

sont constituées d’environ 20 % de PorA, 75 % de PorB et de 5 % de protéine de classe IV (S. 

M. Chabot et al., 2007). La structure native des porines de Neisseria est trimérique, et chacune 

est composée de trois polypeptides de 35 kDa (Massari et al., 2003). Les porines ont une 

fonction de pores et sont essentielles pour la survie bactérienne par leur action modulatrice dans 

l’échange d’ions entre la bactérie et l’environnement. De plus, les porines peuvent interagir 

directement avec les membranes artificielles et les membranes de cellules eucaryotes (Lynch et 

al., 1984, Massari et al., 2003).  

Les particules de proteosomes servent de système de livraison aux antigènes qui leur sont 
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associés en vertu de leur nature de vésicule. Les systèmes de livraison pour les antigènes ont 

les propriétés suivantes : la protection de l’antigène en transit de la dégradation par les enzymes 

(p. ex. les protéases), la bile ou les acides, l’habilité de maintenir un relargage de l’antigène sur 

une période de temps étendu, la livraison de l’antigène à l’intérieur des cellules présentatrices 

d’antigène contribuant à la réponse des lymphocytes T cytotoxiques et cible les APCs (Collins, 

2011, Li Wan Po et al., 1995, Mohan et al., 2013, Neutra et al., 2006, Perez et al., 2004). Les 

particules de vaccin Proteosome sont généralement comparables à la taille de certains virus, 

entre 20 et 800 nm de diamètre (S. M. Chabot et al., 2007). De plus, le caractère hydrophobe 

des porines de Neisseria ainsi que de l’antigène amphiphile pourrait contribuer à la capacité 

vaccinale, et ce en inhibant la dégradation de l’antigène, en facilitant l’absorption de l’antigène 

par les lymphocytes B ou les cellules présentatrices de l’antigène et/ou en dirigeant l’antigène 

dans le processus intracellulaire qui promeut la réponse cellulaire de type Th1 (S. Chabot et al., 

2005, Lowell et al., 2004, Plante et al., 2001). Les caractéristiques biophysiques de l’antigène 

vaccinal associé avec les particules de proteosomes sont traitées comme étant des particules 

plutôt que comme des antigènes solubles. Cela représente un avantage, puisque le système 

immunitaire reconnaît et répond aux particules de façon plus efficace qu’aux antigènes solubles 

(S. M. Chabot et al., 2007, Lowell et al., 2004).  

Les caractéristiques intrinsèques des porines constituant les particules de proteosomes ainsi 

que leur capacité immunostimulatrice (décrite ultérieurement) les distinguent clairement des 

systèmes inertes qui comptent uniquement sur leur nature particulaire pour promouvoir une 

réponse immunitaire (Lowell et al., 2004). 

4.2.3.2. Caractéristiques des adjuvants à base de Proteosome : 
Immunostimulation 

Le potentiel des adjuvants proteosome a été suggéré par la capacité des OMPs, mais plus 

particulièrement les PorB, à amorcer une activation des cellules B, déterminée par une 

prolifération de celles-ci et par une sécrétion d’anticorps polyclonaux chez l’humain (Lowell et al., 

2004) et la souris (Wetzler et al., 1996). Il a été démontré que cette activation des cellules B 

n’était pas due au LPS, composante mineure dans la préparation du proteosome (moins de 2 %) 

ou au lipooligosaccharide (LOS) (Lowell et al., 2004, Wetzler, 2010), car en utilisant des 

souris C3H/HeJ résistantes au LPS, on observe toujours une activation des cellules B. Cette 

souche de souris est résistante au LPS, car une mutation présente dans le gène codant pour le 

TLR4 empêche sa signalisation (Poltorak et al., 1998). 
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Il a été démontré que les OMPs de Neisseria agissent comme adjuvant dans la réponse 

immunitaire par l’activation des cellules B. Cette activité adjuvante est induite par une 

augmentation de l’expression de la molécule de costimulation CD86 à la surface des cellules B, 

et résulte en une augmentation de l’interaction entre les cellules T, via leur récepteur CD28, et 

les cellules B (Massari et al., 2003). Cette activation des cellules B peut aussi délivrer de l’aide 

aux CTLs antivirales et conséquemment les IgG anti-influenza augmentent l’activité des CTLs 

(McLain et al., 1991). De plus, en utilisant des souris déficientes en TLR2, il a été démontré que 

ces OMPs induisent l’activation des cellules B par un mécanisme dépendant du TLR2, de NF-κB 

et de MyD88 (S. M. Chabot et al., 2007, Lowell et al., 2004). Plus récemment, des études ont 

démontré que les PorB, une des constituantes majeures des particules de Proteosome, 

pouvaient induire une maturation des cellules dendritiques en augmentant l’expression de CD86, 

du MHC de classe I et du MHC de classe II. Au même titre que pour les cellules B, cette 

augmentation de l’expression de CD86 sur les cellules dendritiques, procure le second signal 

qui accroît la costimulation des cellules T (Lowell et al., 2004).  

Le complexe Proteosome-antigène induit la sécrétion de TNF et d’IL-6 par des cellules 

adhérentes provenant de cellules mononucléées humaines du sang périphérique (PBMC) et de 

lignées cellulaires de type macrophage. Ces réponses étaient inhibées par des anticorps anti-

TLR1 ou anti-TLR2, alors qu’un anticorps anti-TLR4 n’avait que peu d’effet, démontrant le rôle 

des OMPs dans la stimulation immunitaire induite à cet adjuvant (Burt et al., 2011). De plus, en 

utilisant des souris déficientes pour le TLR2, il a été démontré que Proteosome induisait la 

migration des cellules dendritiques de façon dépendante du TLR2 (S. M. Chabot et al., 2007). 

Par contre, Protollin active des lignées cellulaires de monocytes par son action sur le TLR1, 

TLR2 et le TLR4, signifiant que le LPS et les OMPs ont un rôle dans l’immunostimulation induite 

par cet adjuvant (Burt et al., 2011, Lowell et al., 2004). 

4.2.4. Réponse immunitaire induite suite à la vaccination avec les adjuvants 
à base de Proteosome contre le virus de l’influenza 

Les études chez la souris ont démontré que le vaccin nasal Proteosome contre l’influenza 

montre une induction d’IgG sériques spécifiques du virus, ayant une capacité d’inhibition de 

l’hémagglutinine (HAI) et en plus, le titre d’anticorps spécifiques neutralisants est équivalent à 

celui induit par le vaccin classique administré de façon intramusculaire ou à une dose sublétale 

avec un virus homologue. De plus, l'induction des réponses IgA sériques spécifiques du virus, 

tout comme des IgA nasaux et pulmonaires a été obtenue chez les souris vaccinées par voie 
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intranasale avec le vaccin Proteosome contre l’influenza, mais non lors d’une immunisation 

intramusculaire avec le vaccin classique ou avec le HA seul sans particule de proteosome (T. 

Jones et al., 2003, Lowell et al., 2004, Plante et al., 2001). De plus, les vaccins à base de 

Proteosomes engendrent une réponse en cytokines de type Th1 (IFN-γ), sans activation de la 

réponse Th2 (IL-5), spécifique du virus de l’influenza. Cela diffère lorsque l’antigène est donné 

seul ou par voie intramusculaire, car il induit une réponse majoritairement de type Th2 et une 

faible production de type Th1, donc une réponse mixte (Plante et al., 2001). Le type de réponse 

engendrée par le vaccin Proteosome contre l’influenza est consistant avec celui qui est 

normalement associé avec une réponse des CTLs, qui prévient la propagation du virus. De plus, 

le vaccin nasal Proteosome contre l’influenza induit une protection efficace contre une infection 

expérimentale avec un virus homologue adapté à la souris, comparable à celle obtenue par 

l’antigène seul administré par la voie intramusculaire (Lowell et al., 2004, Plante et al., 2001). 

Une réponse humorale et cellulaire, systémique et des muqueuses, similaire est obtenue lors de 

la vaccination avec Protollin mélangé avec l’antigène HA (Lowell et al., 2004). De plus, une 

hémagglutinine recombinante (rHA) purifiée du virus A/Texas/91 (H1N1) et mélangée avec 

Protollin protège complètement les souris contre un défi avec une souche ayant une dérive 

homotypique A/Taiwan/86 (H1N1). Par contre, la rHA seul parvient uniquement à induire une 

protection partielle chez les souris lorsqu’administrée par la voie intramusculaire (Burt et al., 

2011, T. Jones et al., 2004).  

Il a aussi été démontré que les particules de Proteosome pouvaient être utilisées comme 

adjuvants avec des peptides synthétiques, soient des épitopes de cellules B de la glycoprotéine 

de surface HA ou des épitopes de cellules T CD4+ et CD8+ de la nucléoprotéine du virus de 

l’influenza. Tous ces peptides induisent une réponse immunitaire protectrice partielle chez la 

souris (Levi et al., 1995).  

Des études cliniques de phase I et II ont démontré que les vaccins à base de Proteosome 

induisent une protection chez l’humain et que l’utilisation de ces adjuvants est sécuritaire 

(Langley et al., 2006). 

Tous ces résultats appuient le concept que la technologie Proteosome est un système de 

livraison intranasal multifonctionnel, pour des peptides vaccinaux, qui améliore l’immunité 

cellulaire et humorale, systémique et des muqueuses, contre des microbes pathogènes. 
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5. Th17 et IL-17 

Les cellules T auxiliaires CD4+ (cellules Th) sont d’importants médiateurs de la réponse 

immunitaire adaptative. Lors de l’interaction avec les cellules présentatrices d’antigènes, les 

cellules T reçoivent un signal par l’engagement du récepteur des cellules T (TCR) (signal 1), des 

récepteurs de costimulation (signal 2), et un réseau complexe de signaux de cytokines (signal 3) 

et vont subir l’activation et la différenciation en cellules T effectrices CD4+. Leurs rôles critiques 

dans la défense de l’hôte contre les infections se manifestent clairement chez l’humain avec une 

déficience congénitale (par exemple, le syndrome de Di George) ou acquise (virus de 

l’immunodéficience humaine [VIH]) de la lignée des cellules T (Khader et al., 2009). Les cellules 

T naïves peuvent se différencier en cellules de type Th1 ou Th2 en réponse à la stimulation qui 

est dépendante des cytokines présentes dans l’environnement exogène (D. Chen et al., 2013). 

L’IL-12 et l’IL-4 dirigent le développement des cellules Th1 et Th2, respectivement. Les cellules 

effectrices Th1 produisent de l’IFN-γ, et régulent l’immunité cellulaire contre les infections 

intracellulaires, tandis que les cellules Th2 produisent de l’IL-4, l’IL-5 et de l’IL-13 qui ont un rôle 

dans la protection contre les infections parasitaires intestinales et servent d’intermédiaire dans 

l’immunité humorale (D. Chen et al., 2013). Récemment, le paradigme Th1/Th2 a été élargi, 

suivant la découverte d’un troisième type de cellules T auxiliaires qui produisent de l’IL-17A, 

nommé Th17, et qui ont des fonctions distinctes des cellules Th1 et Th2 (Korn et al., 2009). La 

fonction primaire des cellules Th17 apparaît être l’élimination des pathogènes qui ne sont pas 

adéquatement détruit par les cellules de type Th1 et Th2. Un rôle dans l’élimination des 

infections fongiques a été identifié (Moseley et al., 2003, Waite et al., 2012). À l’inverse des 

cellules Th1 et Th2, les cellules Th17 sont considérées comme ayant une forte plasticité. Les 

cellules Th17 ont la capacité d’acquérir les caractéristiques fonctionnelles des Th1 (Muranski et 

al., 2013). Il a été démontré que des cellules Th17 peuvent produire les cytokines  IL-17A ainsi 

que l’IFN-γ, ce qui suggère que les cellules Th17 peuvent agir comme des Th1 (Muranski et al., 

2013). En plus des Th17, une nouvelle classe de cellules T auxiliaires a été découverte, les 

lymphocytes Th9. La différenciation des cellules Th9 nécessite du TGF-β et d’IL-4. De plus, les 

cellules Th9 semblent être impliqués dans les maladies auto-immunes inflammatoires, l’allergie 

inflammatoire ainsi que dans l’immunité anti-tumorale (Kaplan, 2013, Tan et al., 2012).  
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5.1. Généralités 

Chez les souris, la différenciation des cellules Th17 (Figure 6) requière du TGF-β et de l’IL-6 ou 

de l’IL-21 (Korn et al., 2007, Lankford et al., 2003) et une activité coordonnée de l’IL-1β et du 

TNF accélère la différenciation (Bettelli et al., 2007, Iwakura et al., 2008, Veldhoen et al., 2006). 

L’IL-23 est requise pour la croissance, la survie et pour les fonctions effectrices des 

cellules Th17, ainsi que dans l’induction de l’IL-17A et de I'lL-17F par ces cellules (Stritesky et 

al., 2008). Après la différenciation initiale des Th17, la disponibilité de l'IL-23 serait un facteur 

limitant pour déterminer si la réponse Th17 sera soutenue durant la réponse immunitaire et 

inflammatoire (Veldhoen et al., 2006). Il a été établi que l’IL-23 agit en synergie avec les 

agonistes du TLR2 afin d’améliorer la différenciation des Th17 ainsi que la production d’IL-17A 

par les lymphocytes Th17 (Bird, 2010, Kwok et al., 2012). De plus, plusieurs agonistes, dont 

certains ont des capacités adjuvantes, ont la capacité d’induire la génération des cellules Th17 

en se liant à d’autres PRRs. (Tableau II).  

 

Figure 6 : Différenciation des différents types de cellules T auxiliaires (modifiée de (Deenick et al., 2007) 
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Si de récentes études démontrent que le TGF-β n’est pas indispensable, il semble qu’il pourrait 

aussi aider à renforcer la réponse Th17 en inhibant les cellules Th1 et Th2, lesquelles inhibent la 

différenciation des cellules Th17 (Das et al., 2009, Schumann et al., 2012). Suite à leur 

différenciation, les cellules Th17 vont sécréter de l’IL-17A, de l’IL-17F, de l’IL-21 et de l’IL-22 

(Bettelli et al., 2007, Jin et al., 2013, Korn et al., 2009, Weaver et al., 2007). Tout comme les 

cellules Th1 et Th2, les cellules Th17 ont des facteurs de transcription qui leur sont spécifiques, 

tels que le signal transducer and activator of transcription 3  (STAT3), le RORγT et le RORα (Jin 

et al., 2013, Korn et al., 2009, Marwaha et al., 2012, Moseley et al., 2003). De plus, un 

mécanisme d’autorégulation existe chez les cellules Th17 murines. Ce mécanisme se produit 

lorsque les cellules effectrices Th17 sont stimulées à nouveau avec des cytokines leur 

permettant de se différencier (IL-6 et TGF-β) en absence d’IL-23. Cela engendre la 

coexpression de la cytokine régulatrice, l’IL-10 (Gaffen, 2009). 

Tableau II : Récepteurs de l’immunité innée et adjuvants impliqués dans la génération des cellules Th17 
(modifié de (Lin et al., 2010) 

Adjuvants Récepteur Cytokines produites par 
les CPA

Réponse T auxiliaire

Peptidoglycan TLR2 IL-23, IL-1β Th17
LPS TLR4 IL-23, IL-6, IL-1β, IL-12

Acide lipoteichoique TLR2 IL-23 Th1 et Th17
Pam2c TLR2/6 IL-23
Pam3c TLR1/2 IL-23

Toxine pertussis TLR2/TLR4 IL-12, IL-1β, IL-23 Th1 et Th17
Resimiquod (R848) TLR7/8 IL-23, IL-6, IL-1β

β-glucan Dectin 1 IL-23, Il-10 Th17
Adjuvant complet de Freund MyD88 dépendant TGF-β, IL-6, IL-23 Th17  

 

La famille de l’IL-17 est composée de six membres, incluant l’IL-17A (communément appelé IL-

17), l’IL-17B, l’IL-17C, l’IL-17D, IL-17E (aussi connu sous le nom d’IL-25) et l’IL-17F. De ces 

derniers, les fonctions biologiques ainsi que la régulation de l’IL-17A et de l’IL-17F sont les plus 

connues. Elles partagent aussi la plus grande homologie. De plus, la proximité sur le même 

chromosome des gènes codants pour l’IL-17A et l’IL-17F, chez l’humain (chromosome six) et la 

souris (chromosome un), mettant en évidence leur profil d’expression partagé (D. Chen et al., 

2013, Korn et al., 2009). Les cellules Th17 sont la principale source d’IL-17A et d’IL-17F dans la 

réponse adaptative. Plusieurs autres types cellulaires peuvent produire de l’IL-17A ainsi que de 

l’IL-17F, tels que les cellules T CD8, les cellules B, les cellules T γδ, les cellules NK et NK T 

ainsi que les granulocytes, démontrant le rôle de ces cytokines dans les réponses immunitaires 



 36 

innées et adaptatives (Cua et al., 2010, K. A. Lee et al., 2008, Leon et al., 2013, Lockhart et al., 

2006, Weaver et al., 2007). Puisque l’IL-17A et IL-17F sont des cytokines effectrices qui sont 

produites par les cellules de l’immunité innée et adaptative, ceci suggère une fonction de ponts 

entre ces deux types d’immunité. De plus, cette production par les cellules de l’immunité innée 

et adaptative suggère que l’IL-17 puisse combattre l’invasion des pathogènes à différents 

moments ainsi qu’en différents lieux de l’infection (Jin et al., 2013). 

L’interleukine-17A et l’IL-17F ont des propriétés pro-inflammatoires (Jin et al., 2013) et agissent 

sur une grande variété de types cellulaires pour induire l’expression de cytokines (TNF, IL-1β, 

IL-6, GM-CSF et G-CSF), de chimiokines (CXCL1, CXCL8 et CXCL10) et de métalloprotéinases 

(Korn et al., 2009). De plus, IL-17A et IL-17F ont un rôle clé dans l’activation, la migration et le 

recrutement des neutrophiles (Aggarwal et al., 2003, Moseley et al., 2003). Cette mobilisation de 

neutrophiles est régulée par la production de cytokines et chimiokines telles que l’IL-6, l’IL-8, le 

CXCL1 (KC, Groα), le CXCL2 (MIP2), mais aussi par le G-CSF (Langrish et al., 2004, Miyamoto 

et al., 2003, Ye et al., 2001a). De plus, l'IL-17A augmente la granulopoïèse en provoquant 

l'expression de GM-CSF et de G-CSF (Waite et al., 2012).  

La famille des récepteurs de l’IL-17 (IL-17R) est constituée de cinq membres, incluant IL-17RA, 

IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD et IL-17RE (Gaffen, 2009, Korn et al., 2009, Moseley et al., 2003). 

L’IL-17RA et l’IL-17RC sont les récepteurs pour l’IL-17A et l’IL-17F. L’IL-17RA lie autant l’IL-17A 

que l’IL-17F, mais son affinité avec l’IL-17A est supérieure (Korn et al., 2009, Moseley et al., 

2003). L'IL-17RA est fortement exprimé sur les cellules hématopoïétiques, mais aussi, à un plus 

faible niveau, sur les ostéoblastes, les fibroblastes, les cellules endothéliales et sur les cellules 

épithéliales (Gaffen, 2009, Iwakura et al., 2008, Korn et al., 2009). Chez l'humain, l'IL-17RA 

forme un hétérodimère avec l'IL-17RC qui va lier l'IL-17A et l'IL-17F. L'IL-17RC est le récepteur 

analogue de l'IL-17F. Contrairement à l'IL-17RA, l'IL-17RC est exprimé très faiblement sur les 

cellules hématopoïétiques, mais il est fortement exprimé sur les cellules non hématopoïétiques 

(Gaffen, 2009, Iwakura et al., 2008). Bien que chez l'humain l'IL-17RA peut lier l'IL-17F, chez la 

souris, l'IL-17RC apparaît être spécifique pour l'IL-17F et ne semble pas lier l'IL-17A (Gaffen, 

2009, Kuestner et al., 2007). La liaison de l’IL-17A à son récepteur IL-17R active les voies de 

signalisation des MAPK ainsi que la voie NF-κB par le TRAF-6 grâce à l’interaction avec la 

protéine adaptatrice Act1 (Korn et al., 2009). 
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5.2. Rôle des cellules Th17 

L’inflammation est un processus dans lequel les cellules immunitaires sont mobilisées au site de 

l'infection ou de la blessure. Par contre, une inflammation chronique joue un rôle important dans 

la pathogenèse des maladies auto-immunes et des allergies. Les Th17 ont pris de l'importance 

à cause de leur implication dans les maladies auto-immunes (Dong, 2008). Par contre, ce ne 

sont pas tous les types de Th17 qui sont pathogéniques. La génération de cellules Th17 

pathogénique est dépendante de la production de l’IL-23 en réponse à une stimulation par le 

TGF-β1 et de l’IL-6, laquelle induit la production de TGF-β3 par les cellules Th17. La 

combinaison de TGF-β3 avec l’IL-6 induit la production de cellules Th17 pathogéniques, tandis 

que les cellules Th17 non pathogénique sont induites par le TGF-β1 et l’IL-6 (Jin et al., 2013, 

Marwaha et al., 2012). Par ailleurs, des études récentes ont démontré que l'IL-17A et l'IL-17F 

peuvent avoir des effets bénéfiques lors de certaines infections ou vaccinations (Dong, 2008, 

Sonnenberg et al., 2009, Tong et al., 2012). Dans cette section, le rôle des Th17 dans 

l'immunité sera discuté. 

5.2.1. Immunité microbienne 

Les cellules Th17 jouent un rôle très important dans la défense de l'hôte contre des infections 

bactériennes et fongiques, en particulier dans les muqueuses (Lin et al., 2010). La production 

d’IL-17 et d’IL-22 par les cellules Th17 améliore la barrière de la surface des muqueuses en 

stimulant la production de peptides antimicrobiens et le recrutement des neutrophiles (Waite et 

al., 2012). L’interleukine-17A et l’IL-17F ont un rôle protecteur dans la défense de l’hôte contre 

certains pathogènes au niveau des muqueuses et de l’épithélium. Ces cytokines sont 

importantes pour l’élimination des bactéries extracellulaires Staphylococcus aureus, Clostridium 

rodentium et Klebsiella pneumoniae, lesquelles infectent la peau, le colon et les poumons, 

respectivement (Aujla et al., 2008, Cho et al., 2010, Ishigame et al., 2009). Tout dépendant du 

pathogène, l’IL17A et l’IL-17F ont des fonctions redondantes ou différentes. Par exemple, lors 

de l’infection par S. aureus, les animaux deviennent sensibles lorsqu’ils sont déficients pour les 

deux cytokines (IL-17A et IL-17F). De plus, lors de l’infection par C. rodentium, les deux 

cytokines sont requises pour la protection. Dans les temps précoces de l’infection autant l’IL-17A 

et l’IL-17F sont importantes, tandis que lors des temps plus tardifs, c’est l’IL-17F qui devient 

crucial (Ishigame et al., 2009, Jin et al., 2013). De plus, il a aussi été rapporté que les cellules 

productrices d’IL-17A sont aussi impliquées dans la protection contre certaines bactéries 
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intracellulaires, comme Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes et Salmonella 

typhimurium (S. Hamada et al., 2008, Lockhart et al., 2006, Meeks et al., 2009). 

En plus de son rôle dans l’immunité antibactérienne, l’IL-17A est aussi impliquée dans le 

contrôle des infections fongiques (Jin et al., 2013). La neutralisation de l’IL-17A durant l’infection 

par Pneumocystis carinii augmente de façon significative la charge microbienne et exacerbe la 

maladie (Rudner et al., 2007). Les souris déficientes en IL-17A montrent une augmentation de la 

susceptibilité à l’infection systémique de Candida albicans avec un taux de survie réduit (Saijo et 

al., 2010).  

Les patients déficients en STAT3 sont plus susceptibles aux infections virales. Puisque le 

STAT3 est l’un des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des Th17, il se 

peut que les Th17 aient un rôle mineur dans la protection contre les infections virales (van de 

Veerdonk et al., 2009). L’infection avec le Theiler’s murine encephalomyelitis virus (TMEV) induit 

la production d’IL-23p19 et d’IL-12/23p40. De plus, il a été montré que les cellules Th17 

promeuvent la persistance de l’infection virale et jouent un rôle important dans la maladie 

chronique démyélisante (Hou et al., 2009). Par exemple, chez les personnes atteintes d’une 

infection cornéenne par le virus de l’herpès (HSV), une induction d’IL-17 se produit. Cette 

augmentation d’IL-17 induit la migration de neutrophiles, ce qui augmente l’inflammation causant 

des dommages à la cornée et éventuellement la cécité (Maertzdorf et al., 2002). Par contre, les 

souris déficientes en IL-17R ont une migration de neutrophiles réduite, mais cet effet est 

transitoire et le contrôle du virus n’est pas affecté (Molesworth-Kenyon et al., 2008). Plusieurs 

autres virus, tels que le rhinovirus (Wiehler et al., 2007), le virus de la chorioméningite 

lymphocytaire (LCMV) (Intlekofer et al., 2008) et le virus T-lymphotropique humain (HTLV) 

(Dodon et al., 2004), ont la capacité d’induire de l’IL-17A en réponse à leur infection, mais le rôle 

de cette production n’est pas encore défini (Khader et al., 2009, van de Veerdonk et al., 2009). 

Le virus de l’influenza induit lui aussi une production d’IL-17A et d’IL-17F, mais il en sera traité 

ultérieurement. 

Lors d’une infection par Toxoplasma gondii ou Leishmania major, les souris déficientes pour le 

récepteur de IL-27 (IL-27R) développent une réponse inflammatoire qui exacerbe la maladie. 

L’IL-27 est une cytokine qui inhibe la différenciation des Th17, donc en absence de cette 

cytokine ou de son récepteur, la différenciation des cellules Th17 est accrue (H. Yoshida et al., 

2007). De plus, il a été démontré que l’IL-17 est requise pour le développement de la 

leishmaniose cutanée (Lopez Kostka et al., 2009). 
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5.2.2. Maladies inflammatoires 

Malgré un rôle crucial dans la protection de l’hôte contre l’invasion de plusieurs types de 

pathogènes, une instabilité dans la production d’IL-17A et d’IL-17F peut entraîner une 

expression excessive de cytokines pro-inflammatoires et une inflammation chronique (Jin et al., 

2013). Les cellules Th17 sont associées à plusieurs maladies auto-immunes comme l’arthrite 

rhumatoïde, la sclérose en plaques, le psoriasis, le lupus, et le diabète de type 1 (Iwakura et al., 

2008, Jin et al., 2013). La sclérose en plaques a longtemps été considérée comme une maladie 

dépendante des Th1. Depuis des études ont démontré que les cellules Th17 jouent un rôle clé 

dans cette maladie (Langrish et al., 2005, Park et al., 2005). Les cellules Th17 et les cytokines 

qui leurs sont associées sont la principale force qui entraine la formation des lésions et 

l’inflammation du système nerveux central (Jin et al., 2013). 

L’IL-17A est facilement détectée dans le fluide synovial et le synovium des patients atteints 

d’arthrite rhumatoïde (RA) (Chabaud et al., 1998). Plusieurs études, utilisant les différents 

modèles murins de RA, ont démontré un rôle clé dans la progression de la maladie pour l’IL-17A 

(Lubberts et al., 2004, C. A. Murphy et al., 2003, Nakae et al., 2003a, Nakae et al., 2003b). Un 

blocage de l’IL-17A, après le commencement de la maladie, prévient l’érosion du cartilage et 

des os et réduit la sévérité des symptômes cliniques (Lubberts et al., 2004).  

Pour ce qui est de la maladie de Crohn ou de la maladie inflammatoire chronique de l’intestin, le 

rôle des Th17 est toujours controversé. Une étude montre que les Th17 ont un rôle protecteur 

en inhibant la réponse Th1 (O'Connor et al., 2009), tandis que d’autre groupes montrent que 

l’absence de Th17 n’a pas d’influence sur la maladie (Leppkes et al., 2009) ou exacerbe la 

maladie (Ogawa et al., 2004). 

5.2.3. Vaccination 

Plusieurs études ont démontré l’importance des cellules pulmonaires Th17 lors d’une immunité 

induite par un vaccin, mais plus précisément lors d’une réponse mémoire contre Bordetella 

pertussis (Higgins et al., 2006), M. tubercolosis (Khader et al., 2007), Helicobacter pylori et 

Streptococcus pneumoniae (Lin et al., 2010). Si nous prenons le cas de M. tuberculosis, il a été 

démontré qu’une réponse de type Th1 et Th17 était produite lors de cette infection. La 

neutralisation ou l’absence d’IL-17A n’a pas d’impact sur la protection induite en réponse à une 

infection primaire avec M. tuberculosis. Malgré ce fait, il a été découvert qu’une 

réponse pulmonaire Th17 mémoire, induite à la suite d’une vaccination sous-cutanée, était 
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critique pour accélérer et augmenter la réponse immunitaire secondaire de type Th1 à une 

infection expérimentale par M. tuberculosis (Chackerian et al., 2006, Khader et al., 2007, Khader 

et al., 2005). Cette accumulation de cellules Th17 était accompagnée par l’induction de 

chimiokines, CXCL9, CXCL10 et CXCL11, lesquelles sont connues pour réguler la migration des 

cellules Th1 en se liant au récepteur CXCR3 (Khader et al., 2007, Lin et al., 2010). 

La protection observée après la vaccination avec des polysaccharides de parois cellulaires ou 

des cellules entières de S. pneumoniae, administrée avec l’adjuvant CT par les muqueuses, 

était exercée par une action de la cytokine IL-17. De plus, la neutralisation de l’IL-17 ou une 

infection expérimentale chez des souris déficientes pour le récepteur de IL-17, préalablement 

immunisées, résultent en une protection réduite et une colonisation plus élevé (Lin et al., 2010, 

Lu et al., 2008).  

Une vaccination avec une construction d’ADN, codant pour le gène de l’hémagglutinine du virus 

de l’influenza et de l’IL-23, montre une protection cellulaire sur une longue période de temps et 

élimine plus de virus lors d’une infection expérimentale avec un virus de l’influenza en 

comparaison avec une vaccination avec la construction codant seulement pour le HA (Lin et al., 

2010, Williman et al., 2008). Il semble alors exister un rôle pour l’IL-23 et l’IL-17 dans la 

génération d’une immunité de longue durée, induite par la vaccination, contre les virus.  

Une vaccination induisant la cytokine IL-17 ou la différenciation en Th17 est bénéfique pour 

plusieurs microorganismes, tels que Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Pneumocytis 

carnii, Aspergillus fumigatus ainsi que le rotavirus (Lin et al., 2010). 

5.3. Les cellules productrices d’IL-17 et le virus de l’influenza 

Nous avons précédemment discuté du fait que les cellules Th17 pouvaient induire une 

protection contre certains virus, mais nous avons seulement mentionné qu’une production d’IL-

17A et d’IL-17F avait été observée lors d’une infection par le virus de l’influenza (Crowe et al., 

2009). Plusieurs études ont été effectuées afin de déterminer si l’IL-17A et l’IL-17F avaient un 

rôle dans la protection induite par le virus de l’influenza. Une de ces études démontra que les 

cellules Th17 et Tc17, cellules T CD8+ qui produisent de l’IL-17A, étaient présentes suite à une 

infection par le virus de l’influenza. De plus, une perte de poids plus grande ainsi qu’une plus 

forte mortalité était observée lors de la neutralisation de l’IL-17A. Cette étude a aussi démontré 

que les cellules Tc17 peuvent induire une protection suite à une infection létale, et ce après un 

transfert adoptif à des souris naïves (H. Hamada et al., 2009). Ensuite, McKinstry et al. (2009) 
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ont montré qu’un transfert adoptif des cellules Th17 spécifiques du virus permet d’induire une 

protection suite à une infection létale du virus de l’influenza (McKinstry et al., 2009). Par contre, 

Maroof et al. (2014) ont observé une perte de poids plus faible suite à la neutralisation de l’IL-

17A (Maroof et al., 2014). 

Afin de confirmer l’impact de l’IL-17A et l’IL-17F, Crowe et al. (2009) ont utilisé des souris 

déficientes en IL-17RA, puisque les deux cytokines peuvent être liées par cette sous-unité. Ils 

ont observé que les souris déficientes en IL-17RA avaient une perte de poids plus faible ainsi 

qu’un taux de survie plus élevé. De plus, l’IL-17RA n’est pas nécessaire pour le recrutement des 

cellules T CD8+ spécifiques de la protéine de l’hémagglutinine et de la nucléocapside. Ils ont 

donc pu conclure que l’IL-17RA n’est pas nécessaire pour l’élimination du virus (Crowe et al., 

2009). Donc, le rôle de l’IL-17A et de l’IL-17F, lors d’une infection par le virus de l’influenza, n’est 

pas encore déterminé. 
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6. Problématique 

Chaque année, les épidémies saisonnières de grippe causent entre trois et cinq millions de cas 

grave et entre 250 000 à 500 000 décès mondialement. De plus, ces épidémies engendrent des 

pertes économiques élevées et ce, malgré l’existence de traitements anti-grippaux et de 

programmes de vaccination. Cela s’explique principalement par l’apparition de souches 

résistantes aux traitements et par les fréquents changements antigéniques à la surface du virus. 

De plus, les vaccins actuellement utilisés sont très efficaces chez les personnes âgées de 17 et 

49 ans. Par contre, les populations à risque (les jeunes enfants, les personnes âgées et les 

personnes immunovulnérables) ne sont peu ou pas protégées par ces vaccins. Ces 

problématiques soulèvent le fait qu’il faut développer de nouveaux adjuvants et de nouveaux 

vaccins qui protègent contre une plus grande variété de souches, mais aussi toutes les 

populations qui peuvent être atteintes.  

Depuis la découverte des PRRs et la compréhension de leurs rôles dans l’immunité innée, de 

nouveaux adjuvants ont été créés. En plus de la création de nouveaux adjuvants, de plus en 

plus de vaccins ciblent les voies naturelles d’infection, qui pour une infection par le virus de 

l’influenza sont les voies respiratoires. L’un des principaux avantages de cibler les muqueuses 

est que les immunités systémiques et des muqueuses vont être induites. Différentes stratégies 

ont été développées pour faciliter et augmenter la réponse immunitaire obtenue après une 

immunisation par les muqueuses, incluant l’encapsulation de l’antigène dans des microsphères, 

l’utilisation de capsule de gélatine, différentes formulations de liposomes, l’adsorption sur des 

nanoparticules, l’utilisation de complexes immunostimulateurs lipophiles ainsi que l’addition de 

produits bactériens ayant des propriétés adjuvantes, tels que les Proteosomes (Freytag et al., 

2005).  

Les adjuvants à base Proteosome ont la capacité d’être conjugués avec des protéines 

amphiphiles et de former des vésicules qui peuvent atteindre un diamètre comparable à certains 

virus. Dans notre cas, l’antigène utilisé est le split Flu donc la protéine hémagglutinine est 

majoritaire, du virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1). Une protection est observée 

chez les souris et les humains ayant été vaccinés, par la voie intranasale/intrapulmonaire, avec 

les vaccins à base de Proteosome. Ces vaccins induisent une réponse immunitaire systémique 

et des muqueuses. De plus, une immunisation par la voie intranasale/intrapulmonaire va induire 

la différenciation des cellules Th17, qui ont un rôle dans l’homéostasie des voies respiratoires 
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ainsi que dans la protection contre certaines infections bactériennes, fongiques et virales (Lin et 

al., 2010).  

Sachant que les vaccins à base de Proteosome protègent contre une infection par le virus de 

l’influenza, nous avons voulu déterminer quels étaient les types cellulaires qui engendraient 

cette protection ainsi que les mécanismes qui étaient impliqués dans la protection. Nous avons 

émis l’hypothèse que les cellules Th17 pourraient avoir un rôle dans la protection induite par les 

vaccins à base de Proteosome. Afin de vérifier cette hypothèse, mon projet de doctorat a été 

divisé en trois parties : 

1. Déterminer si une réponse Th17 pulmonaire est induite par les adjuvants à base de 

Proteosome; 

2. Vérifier si les souris déficientes en IL-17A et en IL-17A/F sont toujours protégées suite à 

l’immunisation et à une infection expérimentale; 

3. Caractériser la réponse immunitaire, chez des souris déficientes en IL-17A et en IL-

17A/F, en réponse à une infection par le virus de l’influenza. 

Pour déterminer si une réponse Th17 était induite par les adjuvants à base de Proteosome, 

nous avons immunisé des souris avec Proteosome et Protollin et récolté les poumons à 

différents temps post-immunisation afin de caractériser la réponse induite par les lymphocytes 

T CD4+ en plus de celle induite dans le poumon. 

Pour atteindre le deuxième objectif, nous avons, dans un premier temps, immunisé des souris 

BALB/c sauvages et déficientes pour l’IL-17A (IL-17AKO) et pour l’IL-17A et l’IL-17F (IL-

17A/FKO) avec les adjuvants à base de Proteosome. Par la suite, une infection expérimentale, 

avec une souche d’influenza adaptée à la souris, a été effectuée afin de déterminer si une 

protection ou une diminution de la morbidité était observée. De plus, les titres viraux ont été 

comparés entre les différentes souches de souris ainsi qu’entre les différentes vaccinations 

effectuées. 

Dans le cadre de mon troisième objectif, nous avons voulu comparer les réponses immunitaires 

induites chez des souris IL-17AKO et IL-17A/FKO. Les souris sauvages et déficientes ont été 

infectées avec le virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1) adapté à la souris et la 

sévérité et la mortalité ont été observées. De plus, les titres viraux dans les poumons ont été 

comparés. Des coupes histologiques ont été réalisées à différents temps post-infection afin de 

comparer la pathologie. Finalement, les profils de cytokines ont été comparés entre les souris 

sauvages et déficientes. 
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1.1. Résumé  

La vaccination intranasale par les adjuvants/système de livraison à base de Proteosome a été 
utilisée dans plusieurs études animales et cliniques afin d’induire une immunité systémique et 
des muqueuses. Ces adjuvants sont formés de protéines de la membrane externe (OMP) non 
covalemment associées avec un antigène ou du LPS (Protollin). Le but de notre étude était de 
caractériser la réponse immunitaire innée et adaptative engendrée par les adjuvants à base de 
Proteosome en utilisant un modèle murin d’immunisation intranasale. Des souris BALB/c ont été 
immunisées avec Proteosome, Protollin ou oligonucléotides CpG, comme adjuvant inducteur de 
Th1, et la réponse induite entre deux heures et 21 jours a été analysée dans le but de comparer 
la capacité de ces adjuvants à potentialiser la réponse immune contre l’antigène HA. Nous 
avons trouvé que les adjuvants à base de Proteosome induisent rapidement une réponse 
spécifique pour IL-23/IL-17A, mais que CpG est associé avec une production d’IL-12. Bien que 
semblable, Protollin engendre une réponse immune plus forte que Proteosome et cette réponse 
a été caractérisée par un milieu particulier en cytokine/chimiokine dans lequel les chimiokines et 
cytokines CXCL1, CXCL2, CCL20, G-CSF, IL-6 et IL-1β ont été fortement régulées à la hausse. 
Nous avons aussi trouvé que les adjuvants à base de Proteosome induisent la différenciation 
des cellules Th17, et ce, dès sept jours post-immunisation et ceci corrèle avec une régulation à 
la hausse de l’expression de l’IL-17A, l’IL-17F, de l’IL-21, du CXCL9, du CXCL10 et du CXCL11. 
Des souris BALB/c immunisées avec l’antigène HA coadministé avec ces adjuvants ont été 
protégées d’un défi létal par le virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1), mais la 
morbidité était toujours présente chez les souris immunisées avec l’adjuvant Proteosome. 
Étonnamment, les souris déficientes en IL-17A/F ont aussi été protégées d’un défi létal après 
l’immunisation, et la morbidité était réduite significativement en comparaison aux souris 
sauvages BALB/c. De plus, la déficience en IL-17A et en IL-17F a un faible impact sur la 
production d’anticorps au niveau systémique (IgG) et des muqueuses (IgG et IgA). En 
conclusion, la protection induite par les adjuvants à base de Proteosome est indépendante de 
l’IL-17A et de l’IL-17F.  
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1.2. Abstract 

Intranasal vaccination with Proteosome-based adjuvant/delivery systems have been used in 
several animal studies and clinical trials in order to raise both mucosal and systemic immunity. 
These adjuvants are formed of outer-membrane proteins (OMP) non-covalently associated with 
antigens or LPS (Protollin).  The aim of our work was to characterize the innate and adaptive 
immune responses elicited by Proteosome-based adjuvants using a murine model of intranasal 
immunisation. BALB/c mice were immunized with either Proteosome, Protollin or CpG 
oligodeoxynucleotides, as Th1-inducing adjuvants, and responses induced between 2h and 21 
days were analysed in order to compare the ability of these adjuvants to potentiate immune 
responses against split flu antigens. We found that Proteosome-based adjuvants induced early 
specific IL-23/IL-17A responses while CpG was associated with IL-12 production. Although 
similar, Protollin actions on the immune response were far more potent than Proteosome and 
were characterized by a particular cytokine/chemokine milieu in which CXCL1, CXCL2, CCL20, 
G-CSF, IL-6 and IL-1β were highly upregulated. We also found that Proteosome-based 
adjuvants induced the differentiation of Th17 cells as early as 7 days post-immunisation that 
correlated with upregulation of IL-17A, IL-17F, IL-21, CXCL9, CXCL10 and CXCL11 expression. 
BALB/c mice immunized with split flu antigens complexed with these adjuvants were also 
protected from a lethal challenge with influenza A/New Caledonia/20/99 virus H1N1, although 
morbidity was still present in mice immunized with Proteosome adjuvant. Surprisingly, IL-17A/F-
deficient mice were also protected from lethal challenge after immunisation and morbidity was 
significantly reduced compared to wild-type BALB/c mice. Moreover, the deficiencies in IL-17A 
and IL-17F have a weak impact on the production of IgG in serum, and comparable mucosal IgG 
and IgA titers were observed in deficient mice. Thus, the protection induced by Proteosome-
based adjuvants is independent of IL-17A and IL-17F. 
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1.3. Introduction 

IL-17A is a cytokine that is mostly produced by a newly defined subset of effector CD4+ T 

lymphocytes, distinct from the classical Th1/Th2, called Th17 (Korn et al., 2009, Lankford et al., 

2003). In mice, Th17 cell differentiation requires TGF-β and IL-6 or IL-21 (Korn et al., 2007) and 

is augmented by the coordinated activities of IL-1β and TNF (Iwakura et al., 2008, Veldhoen et 

al., 2006). IL-23 is required for the growth, survival, and effector functions of Th17 cells and 

promotes IL-17A and IL-17F production by this T cell subset (Stritesky et al., 2008). Recent 

studies have shown that TGF-β is dispensable and may only help to strengthen Th17 responses 

by inhibiting Th1 or Th2 cells, which in turn suppress Th17 cells (Das et al., 2009, Schumann et 

al., 2012). In addition to Th17, CD8+ T cells, NK and NK T cells lacking the NK1.1 marker are 

known producers of IL-17A thus showing the contribution of this cytokine to both innate and 

adaptive compartments (K. A. Lee et al., 2008, Lockhart et al., 2006). Neutrophil recruitment as 

a result of IL-17A or IL-17F overproduction has also been reported (Miyamoto et al., 2003). This 

neutrophil mobilization is regulated through cytokine/chemokine production (IL-6, IL-8, CXCL1, 

CXCL2, and G-CSF) from IL-17-stimulated local cells (Langrish et al., 2004, Miyamoto et al., 

2003). While less potent than IL-17A, IL-17F is also produced by Th17 cells and signals through 

the same receptor complexes, consisting of IL-17RA and IL-17RC (Gaffen, 2009, Toy et al., 

2006). Consistent with the redundant function of IL-17A and IL-17F, both cytokines also induce 

microbial peptide production (Y. Chen et al., 2003, Iwakura et al., 2008, Kao et al., 2004) and 

improve antigen presentation by enhancing ICAM-1 expression on epithelial cells (Aggarwal et 

al., 2003, Bastos et al., 2004, Kawaguchi et al., 2001).  

Although Th17 cells have already been associated with several inflammatory diseases, there is 

growing evidence for their relevance in protection against lung infection (Aujla et al., 2007). 

Although many studies have shown the importance of IL-17A in murine models of bacterial, 

mycobacterial and fungal infections (Curtis et al., 2009) such as M. pneumoniae (Wu et al., 

2007), K. pneumonia (Happel et al., 2003), M. tubercolosis (Lockhart et al., 2006), and P. carinii 

(Rudner et al., 2007), only a few studies have assessed its role in airway viral infection. Lately, 

Hamada et al. showed that Tc17, a subset of CD8 T cells that secrete IL-17A, could protect mice 

against a lethal influenza challenge (H. Hamada et al., 2009). Similarly, virus-specific Th17-

polarized cells could mediate protection against lethal flu infection upon transfer in naive mice 

(McKinstry et al., 2009). On the other hand, Crowe et al. suggest that IL-17RA knockout mice 

are able to better tolerate influenza challenge (Crowe et al., 2009).  
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Vaccination offers the possibility to raise both cellular and humoral immunity by mimicking prior 

antigen encounter without the risk associated with natural infection. Proteosome-based 

adjuvants, which can promote mucosal and systemic immunity when given intranasally, are 

formed of outer membrane proteins (OMP) derived from N. meningititis (T. Jones et al., 2003, 

Plante et al., 2001). The OMP of Proteosome-based adjuvants include PorB, a known agonist of 

TLR2 (S. M. Chabot et al., 2007, Massari et al., 2002, Singleton et al., 2005). The OMP are 

associated non-covalently with antigens such as split flu influenza antigens (Proteosome) or with 

LPS from S. flexneri 2a or P. shigelloides (Protollin) (T. Jones et al., 2004). The latter adjuvant 

was shown to induce specific responses when delivered with soluble antigens (S. Chabot et al., 

2005, T. Jones et al., 2006). Proteosome has previously been shown to be safe and 

immunogenic in human trials (Langley et al., 2006) and to induce protective immunes responses 

in animal studies (T. Jones et al., 2003, Plante et al., 2001). Humoral responses elicited by 

Proteosome and Protollin are characterized by increased IgG and IgA production (T. Jones et al., 

2004, Plante et al., 2001). Based on isotype ratios (IgG1/IgG2a) or cytokine quantification (IFN-

γ/IL-5) in culture supernatants from in vitro stimulated splenocytes, cellular responses induced 

by these two adjuvants are thought to drive Th1 polarization compared to a mixed Th1/Th2 cell 

response following immunisation with antigen alone (T. Jones et al., 2003, T. Jones et al., 2004, 

Plante et al., 2001).  

Some studies have shown the importance of lung Th17 cells in vaccine-induced immunity, 

specifically in the recall response against B. pertussis (Higgins et al., 2006), M. tubercolosis 

(Khader et al., 2007), H.pylori and S. pneumoniae (Lin et al., 2010). These studies, however, 

were based on intraperitoneal and subcutaneous vaccination. Little is known on the direct 

contribution of vaccine adjuvants, derived from bacterial product and administered via nasal 

route, to virus-specific Th17-mediated lung protection. Recently, Lee et al. showed that 

intranasal (i.n.) delivery of cholera toxin, another mucosal immunogen, lead to IL-6-dependent 

differentiation skewed toward Th17, and characterized by lung neutrophils infiltration (J. B. Lee 

et al., 2009). Whereas a key role for IL-17A has been suggested in a Th17-dependent protection 

against bacterial pathogens after intraperitoneal or subcutaneous vaccination (Higgins et al., 

2006, Khader et al., 2007), contribution of early IL-17A in i.n. immunisation against viral antigens 

has not been established.  Moreover, little is known about the mechanisms by which 

Proteosome and Protollin mediate their immunogenicity, in contrast to responses elicited by CpG, 

which are well characterized.  The aim of this study was to investigate the process by which 

these adjuvants, combined to split flu antigens, potentiate the immune responses using a murine 

model of nasal immunisation, and protect against an influenza challenge. Herein, we 
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demonstrated that Proteosome-based adjuvants induce early specific IL-23/IL-17A responses. 

Furthermore, these adjuvants induces the differentiation of Th17 cells and increases the 

expression of cytokines produced by this type of cell. Nevertheless, the protection induced by 

Proteosome-based adjuvants was independent of IL-17A and IL-17F. 

 



 52 

1.4. Materials and Methods 

Animals  

8- to 12-week-old female BALB/c (H-2d) mice were purchased from Charles River (St-Constant, 

QC, CA) and same aged BALB/c IL-17A/F-deficient (H-2d) (IL-17A/FKO) mice (kindly provided 

by Dr Yoichiro Iwakura, Tokyo University, Tokyo, Japan) were used for immunisation and 

infection procedures. Animals were kept in our own pathogen-free facilities and experiments 

were all performed according to Canadian Council on Animal Care guidelines after approval by 

our institutional ethics committee.  

Antigens and adjuvants 

Influenza antigen (sFlu; A/New Caledonia/20/99, H1N1), Proteosome vaccine (monovalent New 

Caledonia Flu vaccine already formulated at 4:1 ratio of Proteosome-Hemagglutinin (HA)) and 

Protollin vaccine (Proteosome-S.Flexneri 2a LPS vaccine) were obtained from Dr. Martin Plante 

(GlaxoSmith Kline, Laval, QC, CA). HA concentration had previously been determined by a 

single radial immunodiffusion assay (SRID). CpG ODN 1826 of sequence 

TCCATGACGTTCCTGACGTT was synthesized with a phosphorothioate nuclease resistant 

backbone (Sigma, Oakville, ON, CA).  

Animal procedures and sample collection 

The immunogenicity of the Proteosome-formulated vaccines was assessed by immunisation with 

3 µg of vaccine based on rHA content. For i.n. immunisations, mice were lightly anesthetized by 

isoflurane inhalation and 25 µl of vaccine or control was applied to the nares (12.5µl per nostril). 

Control groups received PBS or sFlu. Mice were immunized on days 0 and 14. At day 21 post-

immunisation, lungs were recovered, submerged in RNAlaterTM (Qiagen, Mississauga, ON, CA) 

and kept at -80°C until processed for RNA isolation.  Otherwise, lungs were mechanically 

disrupted between frosty slides.  Broncho-alveolar lavage fluids (BALF) were obtained after 

cannulating the trachea and injecting twice 1 ml PBS 0.1% BSA containing general use protease 

inhibitor (Sigma). Serums were obtained from cardiac puncture. Collected fluids were 

centrifuged to remove cell debris and antibody titers were measured by ELISA. 

Animals from each group were challenged, on day 28, by i.n. instillation with five LD50 of 

mouse-adapted influenza virus A/New Caledonia/20/99 (H1N1), kindly provided by Dr Ioanna 
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Skountzo, Emory University, Atlanta, USA) to assess protection. Mice were weighed before 

challenge, and every days after challenge. Mice losing ≥20% of their pre-challenge body weight 

or showing a smaller weight loss (≤20%) in conjunction with other clinical signs of distress and 

morbidity (e.g. pilo-erection, hunched posture, reduced mobility) were deemed to have met 

experimental endpoint criteria and were euthanized. At day 34 post-immunisation, mice were 

euthanized by exsanguination under ketamine/xylazine/acepromazine anesthesia. Lungs were 

recovered, submerged in DMEM 5% FBS and kept at -80°C until processed for viral titration. 

Lung cell culture and cytokine determination 

Prior to retrieval, lungs were perfused through the pulmonary artery with 1 ml PBS containing 5 

mM EDTA. A single cell suspension was obtained from mechanical disruption and filtration 

through a 40µM mesh. Cells were washed, resuspended at 2 x 106 cells/ml in complete medium 

(RPMI-1640, 10% FCS, 1x glutamax, 50 µg/ml gentamicin and 5x10-5 M 2-ME), and seeded in a 

24-well plate. Cell stimulations were performed for 6 hours at 37°C with 50 ng/ml PMA (Sigma) 

and 500 ng/ml ionomycin (Sigma). Otherwise, cells were stimulated with 5 µg/ml of pre-coated 

anti-CD3 mAb (145.2C11) and 10 µg/ml of soluble anti-CD28 mAb (37.51). Unstimulated lung 

cell cultures were included as controls. After incubation, supernatants were collected and 

cytokine levels were measured using the Mouse IL-17A, Mouse IFN-γ or Mouse IL-4 Ready-

SET-Go ELISA SET (eBioscience, San Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. 

Flow Cytometry 

Cells were stimulated with 50 ng/ml PMA (Sigma), 500 ng/ml ionomycin (Sigma) in the presence 

of 1µM monensin (eBioscience, San Diego, CA, USA) for 6 hr at 37°C. Intracellular cytokine 

staining was performed with Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer kit according to 

eBioscience procedure. Cells were treated with rat anti-mouse CD16/CD32 mAbs (93; 

eBioscience) in staining buffer (PBS containing 1% BSA and 0.02% sodium azide) to block FcR 

binding and then stained with APC rat anti-mouse CD4 (Gk1.5; eBioscience) and PerCP rat anti-

mouse CD8a (53-6.7, BD Pharmingen). After washing, the cells were fixed with IC fixation buffer 

(eBioscience).  After washing with permeablilization buffer (eBioscience), cells were incubated 

with FITC rat anti-mouse IFN-γ (XMG1.2; eBioscience) and PE rat anti-mouse IL-17A (TC11-

18H10; BD Pharmingen). The cells were analysed on a FACSCalibur system (Becton Dickinson) 

and data analyses were performed using FCS Express v3 (DeNovo Software, Los Angeles, CA, 

USA). 
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Antibody response assessment 

Nunc Maxisorb plates were first coated with 1 µg/ml of HA from sFlu overnight at 4°C. Samples 

were diluted in PBS 0.1% BSA for IgG and in PBS 5% dry skim milk for IgA assays. Detection of 

specific antibodies was achieved using HRP-conjugated anti-mouse IgG (whole molecule; 

Sigma) or IgA (α-chain specific; Sigma) and addition of substrate (OPD/peroxide). Reactions 

were stopped after 30 min by addition of 0.1N HCL. Plates were read at 490 nm and 

concentrations were calculated with a standard curve using purified immunoglobulins (mouse 

IgG or mouse IgA, kappa; Sigma).  

Neutralizing antibodies were quantified by neutralization assay. Briefly, serial dilutions of serum 

or BALF samples starting at a dilution of 1:10 were incubated with 102 TCID50 of influenza A/New 

Caledonia/20/99 and incubated for 15 min, before 2.5 × 104 MDCK cells were added. Viral 

neutralization was determined, after 3 days, by evaluation of CPE using an inverted microscope. 

Neutralizing titers were determined by the Kärber formula (TCID50 = ∆−δ(S−0.5)) where ∆ is the 

log10 of the dilution with 100% positive cultures, δ the log10 of the dilution factor and S is the 

sum of positive cultures per dilution including those at dilution with 100% infected cultures. 

Viral titration 

Determination of influenza viral titers in lung homogenates was accomplished by the tissue 

culture infectious dose 50% assay (TCID50) with titers expressed as the reciprocal of the dilution 

of lung extract that corresponds to 50% virus growth in Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells, 

calculated by the Reed-Muench method (Cottey et al., 2001). 

RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative PCR 

Lungs tissues were ground between frosty slides in TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) prior to chloroform extraction. The aqueous phase was recovered and ethanol was added 

before proceeding to total RNA extraction using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Mississauga, ON, 

CA). cDNA was synthesized from 100 ng to 1 µg of total RNA using the SuperScriptIIITM Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) and Hexanucleotides (Roche Applied Science, Laval, QC, CA) 

according to manufacturer’s specifications. qPCR was performed with a PerfeCTaTM SYBR 

Green Supermix, low ROX kit (Quanta BioSciences, Gaithersburg, MD, USA) using the 

Mx3000P QPCR system (Stratagene, LaJollam CA, USA). Primer sequences were retrieved on 

PrimerBank and synthesized at Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, USA). The 

primers used in these experiments are listed in Table I. PCR conditions consisted of 40 cycles of 
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denaturation at 95°C for 10s, annealing at 60°C for 15s, and elongation at 72°C for 20s. The 

relative induction of cytokines and chemokines was quantified using the 2-ΔΔCT method and was 

normalized to GAPDH expression. 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was 

performed using GraphPad Prism v6.0d with either a one-way or two-way ANOVA analysis and 

a Bonferroni post-test to respectively compare all pairs of columns or compare columns to 

control value.  Statistical significance was established at p < 0.05. 
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1.5. Results 

Protollin immunisation induces rapid IL-23p19 mRNA expression and IL-17A production in 

mouse lungs and BALF. 

Mice were immunized with HA, either in PBS (sFlu), incorporated into Proteosome or co-instilled 

with Protollin or CpG. Lungs were retrieved 2, 12, 24, or 48h after immunisation. RNA was 

isolated, cDNA synthesized and qPCR was performed. Otherwise, BALF and lungs 

homogenates were assayed by ELISA. Figure 1A shows that Protollin induced early but 

transient expression of IL-23p19 mRNA, since expression returned to baseline level 48h post-

immunisation. Interestingly, concomitant IL-23p19 down-regulation was associated with a rapid 

induction of IL-17A expression. Despite lower levels, Proteosome also induced early IL-23p19 

expression, which suggests a specific role for IL-23 production in Proteosome-based vaccination, 

in contrast to CpG that failed to induce IL-23p19 and IL-17A mRNA above control (PBS) level. 

Detectable amounts of IL-23 and IL-17A cytokines were found in every sample tested though 

only IL-17A was shown to be modulated following administration of an adjuvant (Figure 1B; IL-23 

data not shown). In the lungs, IL-17A production increased slightly after 24h of immunisation 

with either Proteosome or Protollin. Forty-eight hours post-immunisation (p.i.), IL-17A production 

in the lungs was further increased with Protollin vaccine and was detected at high levels in BALF 

of these mice. 

Other pro-inflammatory mediators are rapidly expressed in lungs following vaccination with 

Proteosome-based adjuvants. 

As IL-17 regulates granulopoiesis through the production of different cytokines/chemokines, we 

wanted to further characterize any modification of the lung cell environment following vaccination. 

Expression profiles of IL-1, IL-6, IL-12p40, CXCL1 (KC), CXCL2 (Mip2), CCL20 (Mip3), and G-

CSF were established as previously described (Miyamoto et al., 2003). Figure 2 shows that 

specific gene expression profiles were induced according to the adjuvants tested. IL-6 and IL-1β, 

two pro-inflammatory cytokines, were both expressed early following immunisation with 

Proteosome, Protollin or CpG vaccine albeit at different levels. After only 2h, Protollin clearly 

induced more IL-6 and IL-1β expression in lungs. However, CpG induced greater IL-12p40 

mRNA and thus, most likely IL-12 production than the two other adjuvants. Proteosome or 

Protollin immunisation also correlated with high early expression of CXCL1, CXCL2, two 



 57 

neutrophils chemoattractants, and CCL20, the ligand for CCR6, which is known to be expressed 

on lymphocytes and dendritic cells. Chemokine production correlated with massive neutrophil 

recruitment to the lung in mice immunized with Proteosome-based adjuvants, which numbers 

returned to baseline level by 96 hours post-immunization (data not shown). Strikingly, G-CSF 

expression was highly upregulated by Proteosome-based adjuvants vaccination.  

Proteosome-based adjuvants trigger expression of genes associated with Th17/Th1 responses 

in lungs.  

Mice were immunized with either PBS, sFlu, Proteosome, Protollin-sFlu or CpG-sFlu. Lungs 

were removed 21 days p.i. and RNA was isolated, cDNA synthesized and qPCR was performed. 

Naive mouse lungs were processed as described above and used to determine the relative gene 

induction following immunisation procedure. Figure 3 shows that Proteosome-based adjuvants 

induced cytokine expression known to be associated with Th17 cells such as IL-17A, IL-17F and 

IL-21. In contrast, those cytokines were not upregulated by CpG. Although we failed to detect 

any IFN-γ modulation (data not shown), increased expression of IFN-γ mediated T cell 

chemoattractants CXCL9, CXCL10 and CXCL11 was observed after Proteosome-based 

adjuvant immunisation suggesting that IL-17 could drive the recruitment of Th1 cells at the site of 

immunisation (Khader et al., 2007). 

Proteosome-based adjuvants induce Th17 differentiation. 

In order to determine if those cytokines/chemokines specifically induced by Proteosome-based 

adjuvants could reflect a distinct differentiation of lung immune cells, lung cell suspensions 

prepared from mice immunized as described above were restimulated in vitro with PMA, 

ionomycin, in presence of monensin. Six hours later, cells were collected and IL-17A and IFN-γ 

production were assayed by intracellular flow cytometry. Figure 4A shows that upon 

restimulation, the number of CD4+ T cells producing IL-17A (Th17) was increased in mice 

immunized by Proteosome-based adjuvants, as early as seven days post-immunisation, and 

these cells persisted until day 21 p.i. Protollin immunisation also correlated with a significant 

raise in the number of CD8+ T cells producing IL-17A (Tc17), at day 21 p.i. Furthermore, sFlu 

and Proteosome immunisation were associated with a significant increase number of CD4+ T 

cells producing IFN-γ (Th1), at day 11 p.i. 

Moreover, high level of IL-17A cytokine could be observed in supernatants of PMA/ionomycin-

stimulated, lung cell cultures derived from mice immunized with Proteosome-based adjuvants, in 

contrast to CpG. CD3/CD28 stimulation also triggered similar IL-17A production, supporting our 
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previous results suggesting that immunisation with Proteosome-based adjuvants induced 

differentiation of Th17 cells. Low IFN-γ concentrations were detected in lung cell cultures from 

mice immunized with Protollin, which suggests that the latter could also induce weak Th1 

differentiation (Figure 4B). As expected, all three adjuvants tested did not prompt Th2 

differentiation, as revealed by the absence of IL-4 production above control group (data not 

shown). 

The protection induced by Proteosome-based adjuvants is independent of IL-17A and IL-17F. 

In order to determine whether IL-17A and IL-17F have a role in the protection induced by 

Proteosome-based adjuvants (33), BALB/c and IL-17A/FKO mice were infected with five LD50 of 

mouse adapted Influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1). All BALB/c mice immunized with 

Proteosome-based adjuvants or CpG survived the challenge infection, although significant 

weight loss was observed in Proteosome and CpG, in contrast to mice immunized with Protollin. 

Moreover, protection in mice immunized with Protollin correlated with a significant decrease in 

viral burden in comparison to Proteosome, CpG and control mice (Figure 5A). Proteosome 

immunisation also caused a slight decrease in viral replication, which was less important than in 

Protollin mice. Interestingly, no weight loss was observed in IL-17A/FKO immunized with 

Proteosome, Protollin or CpG adjuvants, which also correlated with an important decrease in 

viral replication (Figure 5B). These results show that IL-17A and IL-17F are not essential for the 

protection induced by Proteosome-based adjuvants in BALB/c mice.  

The absence of IL-17A and IL-17F has no impact on antibody titers or neutralizing activity in 

mice vaccinated by Proteosome-based adjuvants. 

Twenty-one days post-immunisation, HA-specific antibody production was assayed by ELISA on 

mice serum and BALF. Figure 6A shows that Proteosome, Protollin or CpG induced a strong 

humoral response in contrast to sFlu. The results show that IgG titer was similar between the 

three adjuvants, in serum of BALB/c and IL-17A/FKO mice. Of note, sFlu alone failed to induce 

IgG or IgA production in lungs, hence indicating the absolute requirement of adjuvant to 

potentiate mucosal immunity. Interestingly, Proteosome-based adjuvants and CpG induced a 

comparable production of mucosal IgG and IgA titer only in IL-17A/FKO mice. Furthermore, 

virus-neutralizing antibodies with similar titers were identified in serum and BALF after 

vaccination with Proteosome-based adjuvants or CpG. Production of neutralizing antibodies was 

not significantly altered in IL-17A/FKO mice, except after vaccination with CpG adjuvant where a 

significant decrease in serum neutralizing antibodies was observed (Figure 6B). 
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1.6. Discussion 

In this study, two Proteosome-based adjuvants were compared for the first time in their ability to 

potentiate innate and adaptive immune responses in the context of vaccination against the 

influenza virus. We used CpG as a Th1 inducer control and showed, in a murine model of i.n. 

immunisation, that this adjuvant leads to increased IL-12 production in lungs. In contrast, 

vaccination with Proteosome-based adjuvants induced lower IL-12 but promoted early specific 

IL-23/IL-17A responses in lungs. Innate airway responses were also characterized by increased 

expression of pro-inflammatory mediators IL-1β, IL-6, CXCL1, CXCL2 and G-CSF, which 

preceded neutrophil recruitment. Unlike CpG responses which were rapidly detected in other 

lymphoid organs and thus considered more systemic, responses to Proteosome-based 

adjuvants were mainly localized in the lungs (data not shown). One possible mechanism by 

which Proteosome-based adjuvants might trigger these events could be through direct 

interaction with TLR expressed by airway epithelial cells. This activation would result in cytokine 

and chemokine production. It was previously showed in vitro that Proteosome induces a TLR2-

dependent release of DC-attracting chemokine CCL20 from epithelial cells (S. M. Chabot et al., 

2007). CCL20, on the other hand, has been linked to Th17 cell recruitment to the inflamed site 

(Hirota et al., 2007). Another possible mechanism explaining the early cytokine/chemokine 

production initiated by Proteosome-based adjuvants could be dependent and consequent to 

initial IL-17A production. The receptor of IL-17A is ubiquitously expressed, in contrast to the 

restricted expression of its ligand. Messenger RNA for IL-17A receptor has been detected in 

many tissues, including lungs and non-immune cells such as epithelial cells and fibroblasts 

(Gaffen, 2009, Yao et al., 1995). IL-17A was shown to amplify local inflammation via increased 

expression of IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF, CXCL1 and CXCL6 from human bronchial epithelial 

cells (C. E. Jones et al., 2002, Prause et al., 2003). In murine models, IL-17 and IL-6 have been 

shown to drive expression of mucin genes and promote growth of airway epithelial cells thus 

showing a modulation of cytokine release from activated epithelium (Y. Chen et al., 2003).  

Adjuvant activity of porins has been shown to trigger TLR2 and MyD88-dependent IL-6 

production from DC, which promote upregulation of costimulatory molecules, B-cell proliferation, 

Ig production and T cell differentiation (Massari et al., 2003, Singleton et al., 2005). In our study, 

Proteosome but mostly Protollin were shown to enhance IL-6 expression and production (data 

not shown). In addition, IL-23, which is mainly produced by activated APC, particularly 

macrophages and DC from myeloid lineage (Langrish et al., 2004, Waibler et al., 2007), was 

shown to be rapidly upregulated by Proteosome-based adjuvants, but not CpG. This is 



 60 

consistent with previous reports showing that myeloid DC stimulation with TLR4 agonists leads 

to increased IL-23 production compared to other ligands such as CpG (Waibler et al., 2007). 

TLR2 agonists were shown to be event more powerful than TLR4 ligand for triggering IL-23 

production by human DCs (Re et al., 2001). Whereas it is known that local IL-17 plays an 

important role in granulopoiesis, IL-23 was only recently demonstrated to be required for 

neutrophil homeostasis in mice (Smith et al., 2007). Phagocytosis of apoptotic neutrophils 

reduces IL-23 production, leading to decreased IL-17 production and therefore reduced 

cytokine/chemokine production and neutrophil infiltration (Stark et al., 2005). In our study, a 

decreased expression of IL-23p19, CXCL1 and CXCL2 was detected at 48h post-immunisation 

and lung infiltration was cleared by 96 hours, demonstrating neutrophil regulation, and re-

establishment of homeostasis.  

Proteosome-based adjuvants were previously reported to polarize T cell responses toward a 

type 1 phenotype, with increase IFN-γ and IgG2a production, similar to CpG (T. Jones et al., 

2003, T. Jones et al., 2004, Plante et al., 2001). It has been reported that the induction of Th17 

responses is a universal feature of intranasal immunisation (Zygmunt et al., 2009), consistent 

with our results showing that Proteosome-based adjuvants drive a Th17 cell differentiation. In 

addition, IL-17A, IL-17F and IL-21, which are cytokines mainly produced by Th17 cells (Curtis et 

al., 2009, Korn et al., 2009, S. G. Zheng, 2013), were shown to be upregulated by Proteosome-

based adjuvants, but not CpG. The accumulation of IL-17-producing cells was associated with 

the production of CXCL9, CXCL10, and CXCL11 chemokines, which are known to enhance 

migration of Th1 cells by binding to the receptor CXCR3 (Groom et al., 2012), which is also 

upregulated by Proteosome-based adjuvants (data not shown). The promoters of cxcl9, cxcl10, 

and cxcl11 chemokine genes have IL-17-responsive elements suggesting that IL-17 may directly 

induce these chemokines in the lung (Lin et al., 2010). As observed in many mucosal vaccines, 

Proteosome-based adjuvants induce a robust Th17 response, suggesting Th17 cells may be 

useful targets for vaccine-induced immunity (Kumar et al., 2013). 

Th17 cells have been implicated in the response to a number of pathogens (Bedoya et al., 2013, 

McAleer et al., 2011) and we show here that both CD4 and CD8 IL-17A-secreting cells can be 

detected in the lungs of mice responding to immunisation with Proteosome-based adjuvants. 

The role of IL-17A during influenza virus infection remains controversial, as reports showed 

either a role in protection or pathogenesis (Crowe et al., 2009, H. Hamada et al., 2009, 

McKinstry et al., 2009). Knowing that Th17 cells can be implicated in vaccinal immunity (Higgins 

et al., 2006, Khader et al., 2007, Kumar et al., 2013, Lin et al., 2010), we wanted to determine 



 61 

whether the protection induced by the Proteosome-based adjuvants (Burt et al., 2011, T. Jones 

et al., 2003, T. Jones et al., 2004, Plante et al., 2001) was dependent on Th17 cells, more 

specifically on IL-17A and IL-17F (Dubin et al., 2009, Korn et al., 2009). Our data conclusively 

showed that neither cytokine is critical for protection against influenza virus infection. In addition, 

reduced weight loss and morbidity were observed in IL-17A and IL-17F deficient mice, 

confirming a detrimental role of these cytokines in the pathology of influenza infection.  

Mucosal adjuvants are known to induce mucosal and systemic immune responses. The 

protection induced by the majority of influenza vaccines is mediated by the antibody response 

against the HA protein (Waffarn et al., 2011). Efficient virus clearance is dependent on both the 

cellular and humoral arms of the immune system. After demonstrating that IL-17-producing cells 

have no impact on the protection induced by Proteosome-based adjuvants, we want to 

determine whether IL-17A and IL-17F have an impact on antibody production. It was recently 

shown that IL-17A, together with BAFF, but not by itself, can enhance survival, proliferation and 

Ig class switching in B cells in vitro (Doreau et al., 2009). Similar to IL-17AKO mice, IL-17FKO 

mice showed reduced Ig production in certain immune responses (Ishigame et al., 2009). In 

contrast, we observed that IL-17A and IL-17F KO mice have a better mucosal antibody 

production in mice immunized with Proteosome and CpG, and this may explain why IL-17A/FKO 

mice are protected when immunized with Proteosome and CpG. Moreover, the deficiencies in 

IL-17A and IL-17F, in mice immunized with Proteosome-based adjuvants, have no effect on the 

neutralizing capacity of Ig in serum and BALF. It seems that IL-17A and IL-17F influence the 

antibody responses when mice are immunized with a Th1 inducer, CpG, but have no influence 

on the antibody response induced by Proteosome-based adjuvants. 

Our data suggest that IL-17A and IL-17F are dispensable for the resolution of influenza 

responses in vaccinated mice. Moreover, the absence of IL-17A and IL-17F reduces the 

morbidity caused by influenza infection. The protection induced by Proteosome-based adjuvants 

is independent on IL-17A and IL-17F and presumably mediated by antibody production. The 

contribution of cells producing IL-17A and IL-17F remains to be investigated.  
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1.8. Figure Legends 

 

 

FIGURE 1.  Increased IL-23p19 expression and IL-17A production in lungs and BALF from 
Protollin-immunized mice.  BALB/c mice (n=3/group/time point) were immunized intranasally for 2, 12, 
24 or 48 hours with either PBS, sFlu, Proteosome, Protollin-sFlu and CpG-sFlu.  A, Perfused lungs were 
removed and total RNA was extracted and reverse transcribed.  Quantitative RT-PCR was performed 
using primers specific for IL-23p19 and IL-17A. The fold-induction of these genes is relative to the 
expression in naïve mice and mRNA content of all samples is normalized to GAPDH.  B, IL-17A content in 
lungs and BALF was assayed by ELISA.  Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA and 
Bonferroni correction (*p≤0.05, ***p≤0.001, ****p≤0.0001). 
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FIGURE 2.  Proteosome-based adjuvants vaccination increases IL-1β, IL-6, CXCL1, CXCL2, CCL20 
and G-CSF expression.  BALB/c mice (n=3/group/time point) were immunized for 2, 12, 24 or 48 hours 
with either PBS, sFlu, Proteosome, Protollin-sFlu and CpG-sFlu.  IL-1β, IL-6, IL-12p40, CXCL1, CXCL2, 
CCL20 and G-CSF expression was determined by real time-PCR.  The fold-induction of these genes is 
relative to the expression in naïve mice and mRNA content of all samples is normalized to GAPDH 
Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA and Bonferroni correction (**p≤0.01, 
***p≤0.001, ****p≤0.0001). 
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FIGURE 3. Proteosome-based adjuvants vaccination increases IL-17A, IL-17F, IL-21, CXCL9, 
CXCL10 and CXCL11 expression.  BALB/c mice (n=4/group) were immunized at day 0 and boosted at 
day 14 with either PBS, sFlu, Proteosome, Protollin-sFlu and CpG-sFlu. Twenty-one day post-
immunisation, perfused lungs were removed and total RNA was extracted and reverse transcribed. IL-17A, 
IL-17F, IL-21, CXCL9, CXCL10 and CXCL11 expression was determined by real time-PCR.  The fold-
induction of these genes is relative to the expression in naïve mice and mRNA content of all samples is 
normalized to GAPDH. Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA and Bonferroni 
correction (p≤0.05, **p≤0.01). 
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FIGURE 4. Proteosome-based adjuvants induce the differentiation of Th17 cells in lungs. BALB/c 
mice (n=4/group/time point) were immunized for 7, 11, 15 and 21 days with either PBS, sFlu, Proteosome, 
Protollin-sFlu and CpG-sFlu. Lungs were mechanically disrupted and total cell counts were performed. A) 
Cells were restimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (500ng/ml), and monensin (1µM) for 5 hours. 
Fc-receptors were blocked with anti-mouse CD16/CD32 and cells were stained for both CD4 and CD8. 
Intracellular staining for IL-17A and IFN-γ was performed as Ebioscience procedure. B) After 21 days, cell 
stimulations were performed for 6 hours at 37°C with PMA (50ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml). 
Otherwise, cells were stimulated with pre-coated anti-CD3 mAb (5 µg/ml) and soluble anti-CD28 mAb (10 
µg/ml). Unstimulated lung cell cultures were included as controls. After incubation, supernatants were 
collected and assayed by ELISA. Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA and 
Bonferroni correction (*p≤0.05, **p≤0.01). 
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FIGURE 5. The protection induced by the Proteosome-based adjuvant is independent of IL-17A 
and IL-17F.  BALB/c (A) and IL-17A/FKO (B) mice (n=8/group) were immunized at day 0 and 14 with 
either PBS, sFlu, Proteosome, Protollin-sFlu and CpG-sFlu. On day 28 p.i., these mice were infected with 
influenza and weighed daily to assess morbidity. The values displayed represent the daily weight relative 
to the weight on day of infection (i.e., starting weight). Pulmonary virus titers were assessed by 
determining TCID50 in Madin-Darby canine kidney cell cultures (as described in the Materials and 
Methods).  
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FIGURE 6. Systemic and mucosal anti-HA responses elicited by intranasal administration of 
Proteosome and Protollin are similar to those elicited by CpG vaccine. BALB/c and IL-17A/FKO mice 
(n=4/group) were immunized on day 0 and boost on day 14 with either PBS, sFlu, Proteosome, Protollin-
sFlu and CpG-sFlu. After 21 days, serum and BALF were collected. Serum IgG and BALF IgG and IgA 
titers were measured by ELISA (A) and neutralization assay was performed (B). Mean concentration of 
each group is showed and expressed as µg/ml for serum and ng/ml for BALF. Statistical analyses were 
performed with a two-way ANOVA and Bonferroni correction (*p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001). 
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1.9. Tables 

TABLE I. Primers use for real time-PCR analyses 

 

 

 

 

 

 

 
 
  

GenBank 
Accession 

Forward (5'     3') Reverse (5'     3')

GAPDH NM_008084 CATGTTCCAGTATGACTCCACTC GGCCTCACCCCATTTGATGT
IL-1β NM_008361 GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
IL-6 NM_031168 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
IL-12p40 NM_008352 AGACATGGAGTCATAGGCTCTG CCATTTTCCTTCTTGTGGAGCA
IL-17A NM_010552 TTTAACTCCCTTGGCGCAAAA CTTTCCCTCGCGATTGACAC
IL-17F NM_145856 TGCTACTGTTGATGTTGGGAC AATGCCCTGGTTTTGGTTGAA
IL-21 NM_021782 GGACCCTTGTCTGTCTGGTAG TGTGGAGCTGATAGAAGTTCAGG
CCL20 NM_001159738 GCCTCTCGTACATACAGACGC CCAGTTCTGCTTTGGATCAGC
CXCL1 NM_008176 CTGGGATTCACCTCAAGAACATC CAGGGTCAAGGCAAGCCTC
CXCL2 NM_009140 CCAACCACCAGGCTACAGG GCGTCACACTCAAGCTCTG
CXCL9 NM_008599 GGCACGATCCACTACAAATCC GGTTTGATCTCCGTTCTTCAGT
CXCL10 NM_021274 CCAAGTGCTGCCGTCATTTTC GGCTCGCAGGGATGATTTCAA
CXCL11 NM_019494 GGTCACAGCCATAGCCCTG AGCCTTCATAGTAACAATCACTTCAAC
G-CSF NM_009971 ATGGCTCAACTTTCTGCCCAG CTGACAGTGACCAGGGGAAC
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2.1. Résumé 

Le virus de l’influenza est l’agent étiologique causant une maladie respiratoire aiguë hautement 
contagieuse qui provoque des épidémies et de la mortalité considérable chaque année. L’IL-17A 
est connu pour jouer un rôle critique dans la réponse immunitaire pulmonaire contre les 
bactéries extracellulaires et les champignons. Il y a de plus en plus d’évidence que l’IL-17 est 
impliqué dans la protection immunitaire contre le virus de l’influenza. Dans cette étude, nous 
avons montré que les souris déficientes en IL-17A et en IL-17F ont une plus faible morbidité 
ainsi qu’un taux de survie plus élevé que les souris BALB/c ou BALB/c IL-17AKO. De plus, les 
souris naïves IL-17A/FKO ont une augmentation de l’expression de l’IFN-α et de l’IFN-β. En 
accord avec cette observation, la fréquence des cellules NK et des lymphocytes T γδ sont 
augmentées en chez les souris IL-17A/FKO en comparaison à des souris BALB/c. Tous ces 
résultats montrent que l’IL-17A et l’IL-17F ont un rôle néfaste dans la protection contre le virus 
de l’influenza.   
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2.2. Abstract 

Influenza virus is the etiological agent of highly contagious acute respiratory disease that causes 
epidemics and considerable mortality annually. IL-17 plays a critical role in mediating the 
immune responses against extracellular bacteria and fungi in the lung, although there is 
increasing evidence that IL-17 is involved in protective immunity against influenza virus infection. 
In this study, we show that mice deficient in IL-17A and IL-17F (IL-17A/F-/-) have less morbidity 
and a better survival rate than BALB/c and BALB/c IL-17A deficient mice. Furthermore, naïve IL-
17A/F-1- mice have an upregulation in type I interferons. Consistent with this observation, the 
frequencies of NK cells and γδ T cells are increased in IL-17A/F-/- in comparison to BALB/c. 
Taken together, these finding demonstrate a detrimental role of IL-17A and IL-17F in the 
protection against an influenza virus infection. 
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2.3. Introduction 

Influenza infections cause acute, contagious respiratory diseases. Despite the availability of 

vaccines and antiviral therapies, influenza virus infections cause considerable morbidity and 

mortality each year. It is estimated that during seasonal epidemics 10% of the world population 

is infected, resulting in 2 to 3 million severe cases and up to 500,000 deaths (WHO, 2014). The 

virus has to bind and enter the cell, and then deliver as RNA. The viral RNA that is present 

within infected cells is recognized as foreign by various PRR, which leads to the secretion of 

type I interferon (IFNs), pro-inflammatory cytokines, eicosanoids, and chemokines (Iwasaki et al., 

2014). Type 1 interferon, mainly IFN-α and IFN-β, are produced following influenza virus 

infection form a feedback loop by signalling through the IFN-α/β receptor and act in concert with 

PRR signalling to promote sustained production of pro-inflammatory cytokines such as TNF, IL-

1β, and IL-6 from lung-resident innate immune cells (Chan et al., 2005, Kohlmeier et al., 2009). 

These pro-inflammatory cytokines and PRR-mediated signals also prompt alveolar 

macrophages, DC, and epithelial cells to initiate a coordinated program of chemokine production 

following virus infection (Kohlmeier et al., 2009). During a primary respiratory tract infection, the 

innate immune cells recruited to the lungs are predominantly neutrophils and NK cells. 

Interleukin-17 (IL-17), produced by cells of both adaptive and innate immune systems, functions 

as a potent pro-inflammatory cytokine and plays a role in both chronic autoimmune 

pathogenesis and host defenses against diverse pulmonary pathogens (O'Quinn et al., 2008, X. 

Wang et al., 2011). In the lungs, γδ T cells have been demonstrated to be the major source of 

early IL-17A production in response to some infections (Okamoto Yoshida et al., 2010, Price et 

al., 2012). Previous studies have demonstrated that IL-17 plays a beneficial role in infections by 

various pathogens, including Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumonia and vaccine 

virus (Happel et al., 2005, Khader et al., 2007, Kohyama et al., 2007). The involvement of IL-17 

in protection against influenza virus infection has also been reported. Studies in vivo have 

demonstrated that IL-17A can protect mice against a lethal infection with both A/Puerto 

Rice/8/34 (H1N1) and A/Alaska/6/77 (H3N2) influenza viruses, which are accompanied by 

enhanced early infiltration from neutrophils into the lungs (H. Hamada et al., 2009). Other 

studies using IL-10 knockout mice have also demonstrated that IL-17A can protect naive mice 

against a lethal dose of A/Puerto Rice/8/34 via unique mechanisms other than Th1-mediated 

protection (McKinstry et al., 2009). However, previous studies on IL-17A transgenic mice and IL-

17 receptor KO mice also reported that IL-17A may act as a “double-edged sword” and 
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contributes to pulmonary immunopathology (Crowe et al., 2009, Park et al., 2005). Elevated IL-

17A serum levels have also been found in patients with pandemic H1N1 severe influenza 

infections, which may potentiate lungs inflammation and its fatal consequence (Bermejo-Martin 

et al., 2009). All of these studies highlight the need for further investigations to clarify the role of 

IL-17A and IL-17F during influenza virus infection. 
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2.4. Materials and Methods 

Animals  

6- to 8-week-old female BALB/c (H-2d) mice were purchased from Charles River (St-Constant, 

QC, CA). Same aged BALB/c IL-17A-/- and BALB/c IL-17A/F-/- (H-2d) mice were kindly provided 

by Dr Yoichiro Iwakura (Tokyo University, Tokyo, Japan) and used for infection procedure. 

Animals were kept in our own pathogen-free facilities and experiments were all performed 

according to Canadian Council on Animal Care guidelines after approval by institutional ethics 

committee.  

Animal procedures and sample collection 

Animals from each group were infected by i.n. instillation with five LD50 of mouse-adapted 

influenza virus A/New Caledonia/20/99 (H1N1), (kindly provided by Dr Ioanna Skountzou, Emory 

University, Atlanta, USA) to assess protection. Mice were weighed before challenge, and every 

days after challenge. Mice losing ≥20% of their pre-challenge body weight or showing a smaller 

weight loss (≤20%) in conjunction with other clinical signs of distress and morbidity (e.g. pilo-

erection, hunched posture, reduced mobility) were deemed to have met experimental endpoint 

criteria and were euthanized. At different times post-infection, mice were euthanized by 

exsanguination under ketamine/xylazine/acepromazine anesthesia. Lungs were recovered, 

submerged in DMEM 5% FBS and kept at -80°C until processed for viral titration. 

Flow cytometry 

Prior to retrieval, lungs were perfused through pulmonary artery with 1 ml PBS containing 5 mM 

EDTA. This procedure was repeated three- to four times until lungs turned completely white. 

Single cell suspensions were obtained from mechanical disruption and filtration through a 40µM 

mesh. Cells were treated with rat anti-mouse CD16/CD32 mAbs (93; eBioscience) in staining 

buffer (PBS containing 1% BSA and 0.02% sodium azide) to block FcR binding and then stained 

with APC rat anti-mouse CD4 (Gk1.5; eBioscience), PerCP rat anti-mouse CD8a (53-6.7, BD 

Pharmingen), APC rat anti-mouse γδ TCR (eBioGL3), PerCP-Cy5.5 rat anti-mouse CD11c 

(N418), FITC rat anti-mouse Ly6G (Gr-1) (RB6-8C5), PE rat anti-mouse CD11b (M1/70) APC rat 

anti-mouse CD19 (MB19-1) and FITC rat anti-mouse CD49b (DX5). The cells were analyzed on 

a Fortessa Flow cytometer (Becton Dickinson) and analysis was performed using FlowJo 

software (TreeStar). 
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Viral titration 

Determination of influenza viral titers in viral stocks and in lungs homogenates was 

accomplished by the tissue culture infectious dose 50% assay (TCID50) with titers expressed as 

the reciprocal of the dilution of the lungs extract or viral stock that corresponds to 50% virus 

growth in Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells, calculated by the Reed-Muench method 

(Cottey et al., 2001). 

RNA extraction, cDNA synthesis 

RNA was extracted from lungs in Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and chloroform, 

followed by purification with the RNeasy kit (Qiagen, Mississauga, ON). For cDNA synthesis, 

DNases-digested RNA was primed with Hexanucleotides (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) 

and reverse transcribed with SuperscriptIII (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the 

manufacturer’s instructions. 

Quantitative PCR 

qPCR was performed with a PerfeCTaTM SYBR Green Supermix, low ROX kit (Quanta 

BioSciences, Gaithersburg, MD, USA) using the Mx3000P QPCR system (Stratagene, LaJollam 

CA, USA). Primers sequences were retrieved on PrimerBank and synthesized at Integrated DNA 

Technologies (IDT, Coralville, IA, USA). The primers used in these experiments are listed in 

Table I. PCR conditions consisted of 40 cycles of denaturation at 95°C for 10s, annealing at 

60°C for 15s, and elongation at 72°C for 20s. The relative induction of cytokines and 

chemokines mRNA expression was quantified using the 2-ΔΔCT method and was normalized to 

GAPDH expression. 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was 

performed using GraphPad Prism v6.0d with either a one-way ANOVA analysis and a Bonferroni 

post-test to respectively compare all pairs of columns or compare columns to control value.  

Statistical significance was established at p < 0.05. 
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2.5. Results and discussion 

Decreased morbidity and mortality among IL-17A/F-/- 

To examine the effect of IL-17A and IL-17F during influenza virus infection, we have challenged 

IL-17A-/- and IL-17A/F-/- mice and control mice (BALB/c) with 5 LD50 of A/New Caledonia/20/99. 

Following viral challenge, we observed that IL-17A/FKO mice experienced a reduced weight loss 

throughout the course of infection (Figure 1A). This correlated well with higher survival rates 

among IL-17A/F knockout mice (Figure 1B). In contrast, weight loss and survival of IL-17A-/- 

mice were similar to control, wild-type BALB/c mice (Figure 1A and B). In order to rule of the 

possibility that reduced viral replication was responsible for the lower morbidity and mortality 

observed in IL-17A/F-/- mice, viral titers in lungs were evaluated at day 2 and 6 post-infection. 

Surprisingly, the IL-17A-/- mice have a trend toward a lower viral burden at day 2 and 6 p.i. 

Nevertheless, the IL-17A/F-/- mice have a viral burden similar to BALB/c mice, with a trend 

toward a decrease at day 6 p.i. (Figure 1C). Taken together, the data show that IL-17A/F-/- mice 

are able to better tolerate an influenza virus challenge, because they ultimately recover from the 

challenge. This also suggests that these mice have decreased immunopathology that would 

correlate with the phenotype observed.  

NK cells and γδ T cells were increased in IL-17A/F-/-mice following viral infection 

IL-17A and IL-17F are responsible for the induction of several granulopoietic factors and 

chemokines that can result in an influx of neutrophils (Witowski et al., 2000, Ye et al., 2001b). 

Examination of the cells recovered from the lungs of IL-17A/F-/- mice revealed an increase in the 

number of γδ T cells and NK cells, at days 2 and 6 post-infection. In IL-17A-/- mice, a significant 

increase in the number of γδ T cells and NK cells was only observed at day 6 post-infection 

(Figure 2). This increase in γδ T cell recruitment can be explained by the fact that IL-17A and IL-

17F regulate the expression of certain cytokines/chemokines that could have an impact on γδ T 

cell migration. It has been demonstrated that expression of CXCL1, CXCL2 of, IFN-γ, IL-1β, IL-6 

and TNF was increased in the colons of mice deficient in IL-17A and/or IL-17F infected with 

Clostridium rodentium (Glatzel et al., 2002, Ishigame et al., 2009). Through the direct killing of 

virus-infected cells and the production of antiviral cytokines, γδ T cells can control infection by 

different strains of influenza virus, such as human seasonal H1N1, pandemic H1N1, and the 

avian H5N1 and H9N2 (Tu et al., 2011, J. Zheng et al., 2013). In addition to their cytotoxic 

capacities, γδ T cells are able to secrete dozens of potent soluble pro-inflammatory molecules 
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and directly attack infectious pathogens (J. Zheng et al., 2013). Moreover, a depletion of NK 

cells, in BALB/c and C57BL/6, or a deficiency in NCR-1 increase the morbidity and the mortality 

to influenza infection (McGill et al., 2009). This augmentation in the number of γδ T and NK cells 

may explain why IL-17A/F-/- mice have better survival and less morbidity than wild-type mice. In 

contrast to other studies (Crowe et al., 2009, Yu et al., 2007) using IL-17A and IL-17RA deficient 

mice, we did not observe any decrease in neutrophils recruitment in the lungs (Figure 2). It has 

been shown that inhibition of neutrophil recruitment to the lung following influenza virus infection 

had no effect on the course of infection, suggesting that these cells do not play an essential role 

in virus clearance (Kohlmeier et al., 2009). Moreover, no differences were observed in the 

number of CD4 and CD8 lymphocytes, nor macrophages in mice deficient in IL-17A or in IL-17A 

and IL-17F in comparison to intact BALB/c mice.  

Mice deficient in IL-17A and IL-17F have a natural antiviral state 

Given this better protection and decrease in morbidity, we sought to measure the expression of 

inflammatory cytokines in the lung. We compared the expression of pro-inflammatory cytokines 

(IFN-α2, IFN-β1, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-17A, IL-17F and TNF) in IL-17A- and IL-17A/F- deficient 

mice with wild-type mice (BALB/c). The main antiviral cytokines, IFN-α2 and IFN-β1, were 

drastically upregulated in naive IL-17A/FKO (Figure 3D). Studies conducted in mice clearly 

indicate that in the absence of type I IFNs, viral replication and severity of the disease are 

increased (Garcia-Sastre, 2011). Type I IFNs are critical for limiting viral replication and thereby 

ensuring the survival of the host (Hale et al., 2010, Iwasaki et al., 2014). Some studies have 

demonstrated that type I IFNs enhance the ability of NK cells to kill target cells (C. K. Lee et al., 

2000, Nguyen et al., 2002). Moreover, type I IFNs promotes the accumulation and/or survival of 

proliferating NK cells (Nguyen et al., 2002) and γδ T cells (Watanabe et al., 2006). This suggests 

that IL-17A/FKO mice have a better antiviral environment before the infection that allows mice to 

clear more easily the infection. This upregulation in type I IFNs could induce more pro-

inflammatory cytokines such as TNF, IL-1β, and IL-6 from lung-resident innate immune cells 

(Iwasaki et al., 2014). Furthermore, TNF and IL-1β, both of which can be produced by 

neutrophils and NK cells in influenza virus infection, trend toward an increase in IL-17A-/- (Figure 

3B) and IL-17A/F-/- (Figure 3E) infected mice. One potential explanation for these higher levels of 

TNF is that NK cells, which number is increased in deficient mice, are one source of TNF (R. 

Wang et al., 2012). Moreover, neutrophils also produce TNF and IL-1β (Gatti et al., 1993, 

Iwasaki et al., 2014, Parsey et al., 1998) and the fact that no difference was observed in the 

number of cells between wild-type and deficient mice could also explain the better expression of 
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these cytokines in deficient mice. However, IL-6 (Figure 3) was comparable in knockout mice 

and in wild-type mice, with or without influenza infection.  

IL-17AKO mice showed an upregulation of IL-17F expression, at day 2 post-infection, which 

returned to levels comparable to infected BALB/c mice at day 6 p.i. (Figure 3B, C). A study has 

already demonstrated that a deficiency in IL-17A induces the production of IL-17F (von 

Vietinghoff et al., 2009). This higher production of IL-17F has not been well-characterized. 

Further studies are necessary to elucidate the roles of IL-17F during influenza infection. 

In conclusion, our in vivo studies in IL-17A/F deficient mice demonstrated that IL-17A and IL-17F 

have a detrimental role during influenza virus infection. Our data also show that naive IL-

17A/FKO mice have an increase in the expression of type I IFN, which could potentially allow 

deficient mice to recruit more γδ T cells and NK cells in the lung before and during influenza 

virus infection.  
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2.7. Figure Legends 

 

Figure 1: Weight loss and mortality following viral challenge with influenza A/New Caledonia/20/99. 
Weight loss (A) and mortality (B) were assessed daily following viral challenge (n=8/group). Viral burden 
was determined by viral titration in MCDK cells (C) (n=4/group/time point) Statistical analyses were 
performed with a two-way ANOVA and Bonferroni correction (*p≤0.05).   
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Figure 2: Differences in immune cells after a viral infection with influenza A/New Caledonia/20/99. IL-
17A/F deficient mice show increases in the number of γδ T cells and NK cells in lung homogenates 
compared to BALB/c controls, but no differences in neutrophils, macrophages or lymphocytes 
(n=4/group/time point). Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA and Bonferroni 
correction (*p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001). 
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Figure 3: Cytokine response to influenza infection. The expression of cytokines mRNA was quantified at 
day 2 (B and E) and 6 (C and F) post-infection. We compared the expression of pro-inflammatory 
cytokines (IFN-α2, IFN-β1, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-17A, IL-17F and TNF) in IL-17A- and IL-17A/F- deficient 
mice with wild-type mice (BALB/c). Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA and 
Bonferroni correction (**p≤0.01, ***p≤0.001, ****p≤0.0001). 
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2.8. Tables 

Table I: Primers use for qPCR analyses 

 

 

  

GenBank 
Accession 

Forward (5'     3') Reverse (5'     3')

GAPDH NM_008084 CATGTTCCAGTATGACTCCACTC GGCCTCACCCCATTTGATGT
IL-1β NM_008361 GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
IL-6 NM_031168 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
IL-17A NM_010552 TTTAACTCCCTTGGCGCAAAA CTTTCCCTCGCGATTGACAC
IL-17F NM_145856 TGCTACTGTTGATGTTGGGAC AATGCCCTGGTTTTGGTTGAA
IFNα2 NM_010503 ATGAGGAGGCTCCCCTTTCTCT AGCCTTCTGGATCTGCTGGTT
IFNβ1 NM_010510 AGCTCCAAGAAAGGACGAACAG CCCTGTAGGTGAGGTTGAT
IFNγ NM_008337 ATGAAGGCTACACACTGCATC CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC
TNF-α NM_013693 CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG
Influenza Matrix protein CY125101 ATGCCCTTAATGGGAACGGG ATGAGGCCCATACAACTGGC
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3. Résultats complémentaires 

3.1. Introduction 

Les premiers résultats présentés dans cette section font suite aux travaux sur le rôle de l’IL-17A 

et de l’IL-17F dans la protection induite par l’immunisation avec les adjuvants à base de 

Proteosome, c’est-à-dire le deuxième objectif de ma thèse. Les premiers travaux, faits avec les 

souris déficientes en IL-17A et en IL-17F, nous ont permis de démontrer que la protection est 

indépendante de ces deux cytokines. Ils ont aussi permis de montrer qu’une réponse en IgG et 

en IgA contre le HA est induite par les adjuvants à base de Proteosome. Puisque l’IL-17A et l’IL-

17F sont connues pour avoir des rôles similaires dans la réponse immunitaire, nous avons voulu 

caractériser si l’absence d’une seule cytokine, soit IL-17A, avait aussi un impact sur la protection 

induite par les adjuvants à base de Proteosome ainsi que sur la production d’anticorps. Nous 

avons quantifié l’expression de certaines cytokines et chimiokines, ayant un rôle dans l’action 

des cellules Th17, et ce, après l’immunisation avec les adjuvants à base de Proteosome chez 

les souris déficientes en IL-17A. 

De plus, un autre de nos objectifs de recherche était de déterminer si une réponse de type Th17 

était induite par les adjuvants à base de Proteosome. Nous avons démontré dans l’article 

« Proteosome-adjuvanted intranasal influenza vaccines mediate Th17-independent protection 

against influenza » que les adjuvants à base de Proteosome induisaient bien une réponse de 

type Th17. Pour y faire suite, nous avons donc voulu savoir si cette réponse était spécifique de 

l’antigène, soit l’hémagglutinine. 

3.2. Matériel et méthodes  

L’immunisation, l’infection ainsi que l’évaluation de la réponse en anticorps, de même que 

l’expression génique de certains gènes, chez les souris déficientes IL-17A, ont été effectuées de 

la même façon que celle décrite dans l’article précédent : « Proteosome-adjuvanted intranasal 

influenza vaccines mediate Th17-independent protection against influenza » . 
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3.2.1. Réponse humorale spécifique de l'antigène 

Les souris ont été immunisées aux jours 0 et 14 avec PBS, Split Flu, Proteosome, Protollin-sFlu 

et CpG-sFlu. Au jour 21 post-immunisation, les poumons ont été perfusés, par l’artère 

pulmonaire, avec 1 ml de PBS contenant 5 mM d’EDTA. Une suspension cellulaire a été 

obtenue par broyage mécanique et par filtration sur filtres de 40 µm. Les cellules ont ensuite été 

lavées et mise en culture à une concentration de 1 x 106 cellules/ml dans du milieu complet 

(RPMI-1640, 10 % FCS, 1x glutamax, 50 g/ml gentamicine et 5x10-5 M 2-ME), en présence de 

cellules spléniques irradiées, préalablement chargées avec Proteosome (3 µg de HA) ou Split 

Flu et incubées durant 18 heures à 37 °C avec 5 % de CO2. Après l’incubation, les surnageants 

ont été récoltés et le niveau de cytokines a été déterminé en utilisant les ensembles Ready-

SET-Go ÉLISA pour l’IL-17A, pour l’IFN-γ et pour l’IL-4 (eBioscience, San Diego, CA, USA). 

3.2.2 Cytométrie en flux 

Les souris ont été immunisées aux jours 0 et 14 avec Proteosome. Au jour 21 post-

immunisation, les poumons ont été perfusés, récoltés et une suspension cellulaire a été 

effectuée. Les cellules obtenues ont été traitées avec un anticorps monoclonal anti-CD16/CD32 

de souris (clone 93, eBioscience) dans le tampon de marquage (PBS contenant 1 % de BSA et 

0,02 % d’azide de sodium) afin de bloquer la liaison des récepteurs Fc. Ensuite, les cellules ont 

été marquées avec le tétramère HA 127-136 (SFERFEIFPKE) conjugué à APC ou avec un 

tétramère témoin (PVSKMRMATPLLMQA). Après un lavage, les cellules ont été mises en 

présence d’un anticorps monoclonal anti-CD3 (clone 145-2C11) de souris conjugué au FITC et 

d’un anticorps monoclonal anti-CD4 (clone GK1.5) conjugué au PE. La fluorescence a été 

détectée par un système BD LSR fortessa (Becton Dickinson, Oakville, Canada) et les données 

ont été analysées en utilisant FCS express 4 (DeNovo Software, Los Angeles, CA, USA).  
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3.3. Résultats 

3.3.1. L’IL-17A n’a pas d’impact sur la protection induite par les adjuvants à 
base de Proteosome ainsi que sur la production d’anticorps. 

Afin d’observer si la protection induite par les adjuvants à base de Proteosome était dépendante 

de l’IL-17A, nous avons infecté des souris déficientes en IL-17A (IL-17AKO) avec 5 LD50 du 

virus de l’influenza A/New Caledonie/20/99 (H1N1) adapté à la souris. Les souris IL-17AKO 

immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome ou CpG ont survécu l’infection 

expérimentale. De plus, une perte de poids plus faible a été observée chez les souris 

immunisées avec Proteosome, Protollin et CpG en comparaison aux souris témoins (Figure 7A). 

La protection observée chez les souris immunisées avec Proteosome et Protollin corrèle avec 

une diminution significative de la charge virale en comparaison aux souris témoins (Figure 7B). 

Nous avons aussi observé une faible diminution de la réplication virale chez les souris 

immunisées avec CpG, ce qui corrèle avec la diminution de perte de poids. Nos résultats nous 

permettre de conclure que la protection induite par les adjuvants à base de Proteosome est 

indépendante de IL-17A.  

Ensuite, nous avons voulu caractériser, par ÉLISA, la réponse en anticorps spécifique de HA 

induite 21 jours post-immunisation, dans le sérum et dans les lavages broncho-alvéolaires 

(BALF) de souris immunisées par les adjuvants à base de Proteosome. La figure 8A montre que 

les souris IL-17AKO immunisées avec Proteosome, Protollin ou CpG induisent la production 

d’une forte réponse humorale en comparaison aux souris immunisées avec Split Flu, et ce, 

autant dans les muqueuses qu’au niveau systémique. De plus, la production d’IgG sérique est 

similaire entre les trois adjuvants. Nous avons aussi retrouvé, une production significative 

d’anticorps neutralisants spécifiques au virus dans le sérum et les BALF provenant des souris 

immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome (Figure 8B). Nous observons aussi une 

génération d’anticorps neutralisants chez les souris immunisées avec le CpG. La présence 

d’anticorps neutralisants corrèle avec la protection observée chez les souris IL-17AKO 

immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome, mais pas pour les souris immunisées 

avec CpG.  
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3.3.2. L’adjuvant Proteosome induit la surexpression d’IL-17F. 

Nous avons voulu déterminer si une déficience en IL-17A induisait une modulation de 

l’expression génique des cytokines et des chimiokines induites par les adjuvants à base de 

Proteosome. Pour ce faire, des souris déficientes en IL-17A ont été immunisées avec du PBS, 

Split Flu, Proteosome, Protollin-sFlu ou CpG-sFlu. Les poumons ont été récoltés 21 jours post-

immunisation, l’ARN a été isolé, l’ADNc a été synthétisé et une qPCR a été effectuée. Nous 

avons obtenu une augmentation de l’expression d’IL-17F et d’IL-21 par les adjuvants à base de 

Proteosome et CpG-sFlu. De plus, nous n’avons pas observé de modulation dans l’expression 

d’IFN-γ (données non montrées), mais nous avons observé que l’expression des chimiokines 

chemoattractante des cellules T (CXCL9, CXCL10 et CXCL11) est augmentée après 

l’immunisation avec Protollin-sFlu et CpG-sFlu (Figure 9). 

Ensuite, nous avons comparé l’expression des cytokines et des chimiokines (IL-17A, IL-17F, IL-

21, CXCL9, CXCL10 et CXCL11) quantifiée chez les souris IL-17AKO sur celle des souris 

BALB/c. Nous avons aussi remarqué qu’une immunisation intranasale induit une surexpression 

d’IL-17F en comparaison aux souris BALB/c, mais c’est principalement avec l’adjuvant 

Proteosome que nous avons observée la plus grande surexpression (Figure 10). De plus, suite 

à l’immunisation avec l’adjuvant Protollin et CpG, mais pas avec l’adjuvant Proteosome, nous 

avons constaté que le CXCL9 et le CXCL11, deux protéines chimioattractantes des cellules T, 

sont régulées à la hausse chez les souris déficientes IL-17A en rapport aux souris BALB/c. Tous 

ces résultats pourraient expliquer pourquoi les souris déficientes en IL-17A ont une réplication 

virale plus faible que les souris BALB/c. 

3.3.3. Les adjuvants à base de Proteosome induisent une persistance des 
anticorps contre l’hémagglutinine. 

Nous avons voulu déterminer si la production d’anticorps induit par les adjuvants à base de 

Proteosome que nous avions observé à trois semaines post-immunisation persistait dans le 

temps. Pour ce faire, nous avons immunisé des souris avec PBS, Split Flu, Protoeosome, 

Protollin-sFlu et CpG-sFlu et nous avons récolté le sang toutes les deux semaines afin de 

mesurer la production d’IgG sérique spécifique du HA. Nous avons observé que la production 

d’anticorps induite par les adjuvants à base de Proteosome et CpG persistait jusqu’à 38 

semaines post-immunisation (Figure 11A).  



 95 

De plus, nous avons aussi quantifié les différents isotypes d’IgG induits par les adjuvants à base 

de Proteosome. Nous avons constaté que Proteosome, Protollin et CpG induisent une 

production d’IgG2b, tandis que la production d’IgG1 est comparable chez toutes les souris, et ce, 

après trois semaines post-immunisation (Figure 11B). À 38 semaines post-immunisation, nous 

observons que les souris immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome et CpG 

induisent principalement la production d’IgG2a, mais que les souris immunisées avec Split Flu 

produisent majoritairement des IgG1 (Figure 11B). Tous ces résultats nous démontrent que 

l’environnement inflammatoire induit par les adjuvants à base de Proteosome se modifie dans le 

temps. 

3.3.4. Une réponse spécifique contre les particules de proteosome est 
induite, mais pas contre l’hémagglutinine. 

Afin de confirmer si une réponse spécifique à l’hémagglutinine était produite par les adjuvants à 

base de Proteosome, nous avons chargé des splénocytes irradiés avec Proteosome et les 

avons mis en présence des cellules pulmonaires provenant des souris immunisées avec PBS, 

Split Flu, Proteosome, Protollin-sFlu et CpG-sFlu. Nous avons observé que seulement les souris 

immunisées avec Proteosome et Protollin-sFlu induisaient de l’IL-17A et de l’IFN-γ en réponse à 

la stimulation provenant des cellules présentatrice d’antigène (CPA) chargés avec Proteosome. 

Les souris immunisées avec Split Flu ou CpG-sFlu ne produisent pas d’IL-17A ou d’IFN-γ. De 

plus, l’adjuvant Protollin est un meilleur inducteur d’IFN-γ que Proteosome (Figure 12A). Aucune 

production d’IL-4 n’a été observée (données non montrées). De plus, lorsque nous avons 

chargé des splénocytes irradiés avec Split Flu mis en présence avec les suspensions 

pulmonaires, nous n’avons constaté aucune production d’IFN-γ et d’IL-17A (Figure 12B), ce qui 

confirme une réponse contre les particules de proteosome et pas contre le Split Flu. Tous ces 

résultats nous démontrent que nous avons une réponse spécifique contre les particules de 

Proteosome, mais pas contre l’hémagglutinine, et ce dans les poumons.  

En utilisant un tétramère contre un peptide de l’hémagglutinine (HA 127-137, SFERFEIFPKE), 

nous avons voulu observer si nous pouvions détecter une réponse spécifique de 

l’hémagglutinine. Nous avons immunisé des souris avec Proteosome au jour 0 et au jour 14 et 

avons prélevé les poumons au jour 21 post-immunisation. Ensuite, un marquage avec des 

anticorps marqués contre le CD3 et contre le CD4 ainsi que contre le tétramère a été effectué. 

Nous avons observé que les souris immunisées avec Proteosome avaient un pourcentage 

(Figure 12E) et un nombre (Figure 12F) de cellules tétramères (HA, SFERFEIFPKE) positifs 
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inférieurs à celle obtenue par les souris naïves.  De plus, le marquage d’un hybridome de cellule 

T anti-HA spécifique (HA 1-2; IYSTVASSL) ainsi que le marquage d’un hybridome de cellule T 

anti-HA non spécifique (HA 3-2; CPKYVRSAKLRM) avec le tétramère ont un pourcentage de 

cellules positives similaire (Figure 12C et Figure 12D). Cela confirme que le marquage avec ce 

tétramère ne fonctionne pas, puisqu’un hybridome non spécifique pour la séquence reconnu par 

le tétramère est aussi fortement marqué que celle spécifique de cette séquence. Tous ces 

résultats nous démontrent que nous avons une réponse spécifique contre les particules de 

Proteosome, mais que les résultats contre l’hémagglutinine sont sous la limite de détection de la 

technique utilisée. 
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Figure 7 : L’absence d’IL-17A permet de réduire la morbidité observée chez les souris immunisées 
avec Proteosome. Des souris BALB/c IL-17AKO (n=8/groupe) ont été immunisées, au jour 0 et au 
jour 14, avec soit du PBS, Split Flu, Proteosome, Protollin ou du CpG. 28 jours post-immunisation, les 
souris ont été infectées avec 5 LD50 du virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1) adapté à la 
souris. Elles ont été pesées chaque jour pour évaluer la morbidité (A). Les valeurs montrées représentent 
la perte de poids relative quotidienne par rapport au poids lors de l’infection. Les titres viraux pulmonaires 
ont été évalués en déterminant la TCID50 dans la lignée cellulaire MDCK (B) (*p≤0.05; **p≤0.01; *** 
p≤0.001). 
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Figure 8 : Les adjuvants à base de Proteosome permettent une forte induction d’anticorps 
spécifiques du HA. Des souris BALB/c IL-17AKO ont été immunisées au jour 0 et au jour 14 avec du 
PBS, Split Flu, Proteosome, Protollin et CpG. Après 21 jours, le sérum et les BALF ont été récoltés. Le 
titre des IgG sériques, des IgG et des IgA des muqueuses (BALF) a été quantifié par ÉLISA (A) et un test 
de neutralisation a été effectué (B). La concentration moyenne de chaque groupe est montrée et 
exprimée en ng/ml pour le sérum et en µg/ml pour les BALF (*p≤0.05; **p≤0.001; ****p≤0.0001) 
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Figure 9 : Une déficience en IL-17A permet d’augmenter l’expression d’IL-17F, d’IL-21, de CXCL9, 
de CXCL10 et de CXCL11 par les adjuvants à base de Proteosome. Des souris BALB/c déficientes en 
IL-17A (n=4/groupe) ont été immunisées au jour 0 et au jour 14 avec PBS, Split Flu, Proteosome, 
Protollin-sFlu et CpG-sFlu. Vingt et un jour post-immunisation, les poumons ont été perfusés et récoltés et 
l’ARN a été extrait et ADNc synthétisé. L’expression d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21, de CXCL9, de CXCL10 et 
de CXCL11 a été déterminée par PCR en temps réel. L’augmentation relative de ces gènes est relative à 
l’expression par les souris naïves et le contenu en ARNm de tous les échantillons est normalisé à Gapdh 
(*p≤0.05;  ****p≤0.0001). 
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Figure 10 : Une immunisation intranasale, chez des souris déficientes en IL-17A, induit la 
surexpression de l’IL-17F par rapport au souris BALB/c. Des souris BALB/c (n=4) et BALB/c IL-
17AKO (n=4/groupe) ont été immunisées aux jours 0 et 14 avec PBS, Split Flu, Proteosome, Protollin-
sFlu et CpG-sFlu. Vingt et un jour post-immunisation, les poumons ont été perfusés et prélevés et l’ARN a 
été extrait et ADNc synthétisé. L’expression d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21, de CXCL9, de CXCL10 et de 
CXCL11 a été déterminée par PCR en temps réel. L’augmentation relative de ces gènes, mesurée chez 
les souris BALB/c IL-17A-/-, est relative à l’expression par les souris BALB/c immunisées avec le même 
adjuvant. De plus, le contenu en ARNm de tous les échantillons est normalisé à Gapdh. 
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Figure 11 : Les anticorps induits par les adjuvants à base de Proteosome persistent jusqu’à 38 
semaines post-immunisation. Des souris BALB/c (n=8/groupe) ont été immunisées au jour 0 et au 
jour 14 avec du PBS, Split Flu, Proteosome, Protollin et CpG. Après 21 jours, le sérum a été récolté 
toutes les deux semaines par la veine saphène. Le titre des IgG totaux (A) et le titre d’IgG1, d’IgG2a, 
d’IgG2b et d’IgG3 (B) ont été quantifiés par ÉLISA. La concentration moyenne de chaque groupe est 
montrée et exprimée en ng/ml pour le sérum (**p≤0.001; ****p≤0.0001). 
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Figure 12 : Une réponse spécifique aux particules de proteosome, mais pas contre le HA, est 
générée suite à l’immunisation par les adjuvants à base de Proteosome. A) Des souris BALB/c 
(n=4/groupe) immunisées avec PBS, Split Flu, Proteosome, Protollin-sFlu et CpG-sFlu ont été 
immunisées aux jours 0 et 14. Au jour 21 post-immunisation, les poumons ont été perfusés et prélevés et 
une suspension cellulaire a été effectuée. Un million de cellules/ml a été mis en contact durant 18 heures, 
avec des APC préalablement chargés avec Proteosome (A) ou Split Flu (B), le surnageant a été récolté et 
un test ÉLISA contre IL-17A et IFN-γ a été effectué. Des hybridomes de cellules T spécifiques (HA 1-2) 
(C) et non spécifiques (HA 3-2) (D) ont été marqués avec le tétramère HA 127-137, (SFERFEIFPKE). E) 
et F) Des souris BALB/c (n=2/groupe) ont été immunisées avec Proteosome aux jours 0 et 14. À jour 21 
post-immunisation, les poumons ont été perfusés et récoltés. Les cellules pulmonaires ont été marquées 
avec un tétramère contre HA 127-137, (SFERFEIFPKE) conjugué à l’APC. Ensuite, elles ont été 
marquées avec un anti-CD3-FITC et un anti-CD4-PE. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 
cellules positive pour le tétramère (E) et en nombre absolu de cellules positive pour le tétramère (F). 
(*p≤0.05; **p≤0.001; ****p≤0.0001).  
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Depuis l’introduction de la vaccination dans la pratique médicale au 19e siècle, la vaccination a 

été reconnue comme une des approches ayant le plus de succès pour prévenir les maladies 

infectieuses, en diminuant la mortalité et la morbidité. Les mécanismes de protection induits par 

ces vaccins sont bien souvent inconnus. L’amélioration ou le développement de nouveaux 

vaccins reposent sur la compréhension des mécanismes conduisant à l’induction et à la 

maintenance d’une immunité efficace et de longue durée contre les pathogènes. Il a été 

démontré que les protéines externes de Neisseria meningitidis et Neisseria gonorrhoeae, plus 

spécifiquement les porines, pouvaient agir comme un agent mitogène sur les cellules B, induire 

la maturation des cellules dendritiques, et augmenter la réponse immune à des substances 

faiblement immunogéniques, tels les peptides synthétiques. Dues à leur nature hydrophobe, les 

OMP isolées par extraction au détergent s’assemblent spontanément en particules ressemblant 

à des vésicules, nommées Proteosome. Le système de libération/adjuvant à base de 

Proteosome
 
est capable de faire des liaisons non covalentes avec des antigènes afin de former 

des vaccins, lesquels administrés par voie intranasale augmentent la réponse immunitaire 

systémique ainsi que celles des muqueuses.  

Les infections par le virus de l’influenza causent une maladie peu ou moyennement sévère qui 

peut dégénérer en cas graves, voire mortels. Les épidémies saisonnières d’influenza sont 

responsables de trois à cinq millions de cas graves et de 250 000 à 500 000 décès 

annuellement (WHO, 2014). Malgré l’utilisation de traitement efficace et de vaccins pour 

prévenir les infections contre le virus de l’influenza, il est essentiel de bien comprendre la 

pathogenèse de ce virus pour induire les réponses immunitaires les plus efficaces.   

Ce projet doctoral avait pour objectif de déterminer par quels types cellulaires ainsi que par 

quels mécanismes les adjuvants à base de Proteosome induisent une protection contre une 

infection par le virus de l’influenza. De plus, nous avions comme objectif de caractériser la 

réponse immunitaire, chez des souris déficiente en IL-17A et en IL-17A et IL-17F, en réponse à 

une infection par le virus de l’influenza. 
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1. Limitations des vaccins actuels contre le virus de l’influenza 

La grande majorité des vaccins actuellement disponibles sont des formulations inactivées (VTI), 

comprenant principalement les glycoprotéines virales qui induisent une immunité humorale 

dirigée uniquement contre ces antigènes. Les vaccins de type vivant atténués (VVAI) 

développés plus récemment sont capables d’induire une réponse immunitaire systémique et des 

muqueuses, cellulaire et humorale, dirigée contre l’ensemble des protéines du virus. L’efficacité 

de ces vaccins (VVAI) est amoindrie chez les individus ayant déjà été vaccinés ou infectés par 

le virus dans le passé. 

De plus, la production de ces vaccins est un processus long, pouvant prendre jusqu’à six mois 

après l’identification de la souche d’intérêt et ne peut être appliquée à toutes les souches de 

virus. La sélection des souches circulantes, la production d’une souche d’influenza réassortie 

exprimant les glycoprotéines de surface HA et NA choisies, la production massive puis 

l’accréditation prennent entre six et huit mois (Butler, 2012, Gerdil, 2003). De plus, certaines 

souches d’influenza sont difficilement compatibles avec une production massive de vaccins. Les 

virus d’influenza aviaire hautement pathogènes, tels que les virus H5N1, tuent les œufs qui sont 

utilisés pour la fabrication des vaccins, et des quantités d’antigènes élevées et répétées sont 

nécessaires pour induire une immunité protectrice (El Sahly et al., 2008). 

Également, comme cet argument a déjà été soulevé, nous ne pouvons pas exclure le risque 

d’un réassortiment antigénique entre les souches vaccinales VVAI et une souche circulante, lors 

d’une vaccination (Pfleiderer et al., 2001). La possibilité d’un tel réassortiment a déjà été 

observée lors d’essais cliniques en co-infection entre le VVAI et la souche circulante (Youngner 

et al., 1994). Le virus réassorti pourrait s’avérer virulent en combinant les protéines de 

l’enveloppe du VVAI et le complexe de réplication de la souche circulante et ainsi 

éventuellement donner naissance à une pandémie accidentelle. Pour cette raison, l’utilisation 

des vaccins VVAI est pour le moment restreinte aux souches circulantes et ne peut être 

appliquée aux souches non-humaines. 

Malgré l’efficacité des VTI et des VVAI, les populations à risques ne sont toujours pas bien 

protégées contre une infection par le virus de l’influenza. Il est donc important de continuer à 

chercher de nouveaux adjuvants qui permettront une meilleure protection pour ces populations. 

Du fait que les personnes immunovulnérables ne peuvent pas être vaccinées avec les VVAI et 

que les VTI sont peu efficaces chez eux (Beyer et al., 2002), il est important de trouver des 

adjuvants qui peuvent être utilisés avec des peptides synthétiques ou des protéines 
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recombinantes. De plus, les adjuvants nouvellement créés, ciblent pour la plupart les 

muqueuses, qui sont les principales voies d’infection des pathogènes, et peuvent produire une 

réponse immunitaire similaire à celle d’une infection par le pathogène. 
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2. Efficacité des adjuvants à base de Proteosome 

Une des premières évidences que les particules de proteosome pouvaient être utilisées comme 

adjuvant provient d’une étude utilisant des peptides synthétiques contre l’hémagglutinine et la 

nucléoprotéine du virus de l’influenza. Ces différents peptides étaient capables d’induire une 

réponse immunitaire protectrice partielle chez la souris (Levi et al., 1995). De plus, 

l’immunisation intranasale/intrapulmonaire de Split Flu avec les adjuvants à base de 

Proteosome protège complètement les souris contre une infection expérimentale (T. Jones et al., 

2003, Plante et al., 2001). À une dose équivalente d’antigène (HA), une immunisation avec une 

formulation contenant l’adjuvant Protollin induit une meilleure protection que celle induite par la 

voie intramusculaire (T. Jones et al., 2004). De plus, les vaccins à base de Proteosomes 

induisent des niveaux élevés d’anticorps HAI sériques spécifiques du virus qui sont 

comparables à ceux induits par les vaccins actuellement utilisés et administrés par la voie 

intramusculaire. En plus, seulement les adjuvants à base de Proteosome donnés par la voie 

intranasale induisent un niveau significatif d’IgA spécifiques de l’antigène dans les poumons 

ainsi que dans les lavages nasaux. Cette production d’anticorps ne nécessite pas seulement 

une instillation par la voie intranasale, mais aussi la présence des adjuvants à base de 

Proteosome, puisque le Split Flu instillé seul n’induit pas de production d’anticorps (T. Jones et 

al., 2003, T. Jones et al., 2004, Plante et al., 2001). Ces vaccins protègent contre une souche 

de virus homologue, et ce au même niveau que la vaccination intramusculaire, actuellement 

utilisée (T. Jones et al., 2003, T. Jones et al., 2004, Plante et al., 2001). Toutes ces données 

nous permettent de conclure que les adjuvants à base de Proteosome avec Split Flu induisent 

une réponse immunitaire protectrice contre le virus de l’influenza. De plus, nos résultats vont 

dans le même sens que ceux décrits dans la littérature et nous permettent de conclure que les 

adjuvants à base de Proteosome sont des adjuvants efficaces lors d’une vaccination contre 

l’influenza. 

Les vaccins à base de Proteosome contre l’influenza, administrés par la voie intranasale, ont été 

testés pour évaluer leur sécurité, leur immunogénicité et leur efficacité dans plusieurs études 

cliniques de phase 1 et 2 impliquant plus de 1800 sujets en santé (Langley et al., 2011, Langley 

et al., 2006, J. Treanor et al., 2006). Les vaccins à base de Proteosome contre l’influenza ont 

été bien tolérés dans toutes les études cliniques effectuées. Seulement de légers et de 

réversibles effets secondaires ont été observés chez 20 à 56 % des sujets, sans différence 

significative avec les sujets ayant reçu un placébo (Burt et al., 2011). Chez l’humain, tout 

comme chez la souris, les vaccins à base de Proteosome contre l’influenza, administrés par la 
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voie intranasale, induisent une augmentation sérique des HAI spécifiques du virus, ainsi qu’une 

augmentation des SIgA. De plus, ils induisent aussi une réponse immune protectrice dans le 

sérum et dans les compartiments des muqueuses qui persistent aussi longtemps que la saison 

de l’influenza. En plus, aucune production d’anticorps contre les OMPs, constituant des 

proteosomes, n’a été observée (Burt et al., 2011). Lors d’une infection expérimentale chez 

l’humain, il a été démontré que la réponse en anticorps sériques et des muqueuses contribue à 

la protection. La protection induite par ces vaccins semble être due à son habileté à induire un 

niveau significatif d’IgA dans les voies respiratoires (Burt et al., 2011). La protection induite par 

les vaccins proteosomes dans les études cliniques est comparable ou supérieure à celle induite 

au vaccin commercial VVAI (Ambrose et al., 2008).  

En ce moment, seulement deux vaccins vivants atténués intranasaux sont approuvés (FluMist® 

et NasovacTM) pour être utilisés chez l’humain. L’un des avantages d’utiliser des vaccins non 

vivants ciblant les muqueuses, telles que le vaccin Proteosome contre l’influenza, est l’absence 

de transmission de virus vivants après la vaccination. Il a été démontré qu’une journée après la 

vaccination, le relargage de virus vaccinal suite à la vaccination par le VVAI est observé chez 

les jeunes enfants (Ambrose et al., 2008), posant le risque d’un problème de réassortiment avec 

un virus sauvage ainsi que l’infection d’une personne immunovulnérable. Un autre des 

avantages des vaccins contre l’influenza non vivants est la tolérance à une plus grande variation 

de température d’entreposage. Par exemple, il a été démontré que le vaccin Proteosome contre 

l’influenza est stable à température ambiante durant un mois (Burt et al., 2011), tandis que le 

vaccin vivant atténué requiert absolument une température de 2 à 8 °C pour son entreposage 

(Canada et al., 2013). 

Les adjuvants à base de Proteosome ont aussi plusieurs avantages en comparaison à 

l’adjuvant MF59 (Fluad®) qui est composé de squalène. La composition des adjuvants à base de 

Proteosome est complètement différente de celle de l’adjuvant MF59, puisque les proteosomes 

sont essentiellement composés de protéines de la membrane externe de bactérie et contiennent 

de faibles quantités de lipides bactériens tandis que le MF59, une émulsion de lipide, est 

composé de plusieurs lipides. Aucun de ces adjuvants ne contient de quantité substantielle de 

protéines. Un des avantages des adjuvants à base de Proteosome est sa voie d’administration, 

intranasale, qui permet une induction des réponses immunitaires systémiques et des 

muqueuses tandis que l’adjuvant MF59 est principalement administré par la voie intramusculaire, 

qui permet l’activation de l’immunité systémique. De plus, il a été démontré que l’adjuvant MF59 

induisait des réactions locales (douleur, érythème et induration) plus fréquemment qu’un vaccin 
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sans adjuvant. Les réactions générales (myalgie, céphalées, fatigue et malaise) étaient 

similaires ou plus fréquentes avec Fluad® comparativement aux vaccins sans adjuvant (Canada 

et al., 2011). Pour ce qui est des adjuvants à base de Proteosome, lors des différentes études 

cliniques effectuées aucun effet secondaire diffère de ceux observés chez les sujets immunisés 

avec un vaccin sans adjuvant ou avec de la saline (Burt et al., 2011). Ceci nous permet de dire 

que les vaccins contre l’influenza à base de Proteosome seraient efficaces et sécuritaires. 
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3. Les adjuvants à base de Proteosome et les cellules Th17 

L’induction d’une immunité des muqueuses est une des premières lignes de défense contre les 

pathogènes, telle que le virus de l’influenza, puisque la surface du tractus respiratoire est la 

cible principale des infections virales respiratoires. En plus d’être une immunisation sans aiguille, 

l’immunisation intranasale permet l’induction d’une réponse immunitaire systémique et des 

muqueuses. Beaucoup de recherches s’effectuent pour découvrir de nouveaux adjuvants, 

efficaces et sécuritaires, qui faciliteraient la vaccination par les muqueuses.  

Dans le cadre de mon doctorat, nous avons comparé deux adjuvants à base de Proteosome, 

Proteosome et Protollin, et ce pour la première fois, dans leur capacité à potentialiser la réponse 

adaptative dans un contexte de vaccination contre le virus de l’influenza, suite à une 

immunisation intranasale. Il a été démontré précédemment que les adjuvants à base de 

Proteosome polarisent une réponse de type Th1, lequel augmente la production d’IFN-γ et la 

production d'IgG2a de façon similaire à l’adjuvant CpG (T. Jones et al., 2003, Plante et al., 

2001). De plus, il a été rapporté que l’induction d’une réponse Th17 est une particularité de 

l’immunisation intranasale, et ce peu importe l’adjuvant utilisé (Zygmunt et al., 2009), ce qui est 

compatible avec nos résultats démontrant que les adjuvants à base de Proteosome induisent 

une différenciation des cellules Th17. À l’inverse de Zygmunt et al. (2009), nous n’avons 

cependant pas observé de différenciation en lymphocyte Th17 en réponse à l’immunisation avec 

CpG. Bien que nos résultats ne correspondent pas à la littérature en ce qui a trait à la 

différenciation en Th17 avec l’adjuvant CpG, nous avons remarqué que la quantité de CpG 

instillé est beaucoup plus grande que celle que nous avons utilisée (J. B. Lee et al., 2009, 

Zygmunt et al., 2009). Il est donc fort probable qu’en utilisant une plus grande quantité de CpG, 

avec notre protocole de vaccination, nous aurions pu obtenir une production de cellules Th17. 

Par contre, d’autres groupes n’ont pas observé de différenciation en Th17 après une 

immunisation avec CpG (Werninghaus et al., 2009), ce qui corrobore nos résultats. Cette 

différence de réponse entre les adjuvants à base de Proteosome et CpG indique que les 

adjuvants à base de Proteosome ont une activité adjuvante qui diffère d'un agoniste classique 

du TLR9, tel que le CpG. 

Les cellules Th17 sont connues pour induire la production de plusieurs cytokines (IL-17A, IL-17F, 

IL-21 et IL-22) qui permettent de les différencier des autres types de lymphocytes T auxiliaires. 

Nous avons aussi observé une augmentation de l’expression de l’IL-17A, de l’IL-17F et de l’IL-

21, lesquelles sont des cytokines produites principalement par les lymphocytes Th17, en 
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réponse à une immunisation avec les adjuvants à base de Proteosome, mais pas avec CpG. 

Par contre, nous n’avons pas observé de production d’IFN-γ par les souris immunisées avec 

CpG-sFlu (données non montrées) ce qui est à l’encontre de la littérature (Marshall et al., 2006, 

Vollmer et al., 2004). L’accumulation de cellules productrices d’IL-17 a été associée avec la 

production des chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11, lesquelles sont connues pour 

augmenter la migration des cellules Th1 en se liant au récepteur CXCR3 (Groom et al., 2012), 

lequel est aussi régulé à la hausse par les adjuvants à base de Proteosome (données non 

montrées). De plus, les gènes des chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 ont dans leur 

promoteur des éléments de réponse à l’IL-17A suggérant que l’IL-17A induit directement ces 

chimiokines dans les poumons (Khader et al., 2007, Lin et al., 2010). Nous avons aussi 

démontré que les cellules CD4 et CD8 sécrétant de l’IL-17A peuvent être détectées dans les 

poumons de souris immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome, et ce après 

restimulation.  

Puisque nous avions démontré que les adjuvants à base de Proteosome induisent une 

différenciation et une production de lymphocytes Th17, nous avons voulu déterminer si cette 

réponse était spécifique de l’hémagglutinine, l’antigène utilisé dans notre étude. Nous avons 

observé que seulement les cellules pulmonaires prélevées chez des souris immunisées avec les 

adjuvants Proteosome et Protollin induisent une production d’IL-17A et d’IFN-γ en réponse à 

une stimulation avec des cellules présentatrices d’antigène préalablement chargées avec 

Proteosome. Par contre, lorsque les CPAs sont chargées avec HA, nous n’avons observé 

aucune production d’IL-17A et d’IFN-γ. Nos résultats démontrent que les adjuvants à base de 

Proteosome induisent une réponse, qui est majoritairement spécifique des particules de 

proteosome. Les adjuvants à base de Proteosome sont principalement composés de porines et 

celles-ci peuvent induire la sécrétion d’IL-17A et d’IFN-γ (Perez-Shibayama et al., 2014), ce qui 

confirme nos résultats. Un vaccin sous-unitaire, comme le Split Flu, manque l’ARN dérivé du 

virus de l’influenza et ne peut pas induire une réponse immunitaire au niveau des lymphocytes T 

(Akira, 2011). Il est donc prévisible que nous n’ayons pas obtenu de production d’IL-17A et 

d’IFN-γ suite à l’immunisation avec Split Flu. Il a aussi été démontré que Split Flu en 

combinaison avec CpG permettait l’induction d’une réponse immunitaire innée et adaptative 

(Akira, 2011). Nous nous attendions donc à obtenir une réponse spécifique de l’hémagglutinine 

en réponse à l’immunisation avec CpG-sFlu, mais aucune production d’IL-17A ou d’IFN-γ n’a 

été mesurée chez des cellules provenant d’une suspension pulmonaire et mise en présence de 

CPA chargées avec HA ou Proteosome. Malgré l’utilisation de tétramères spécifiques contre le 

peptide (SFERFEIFPKE) du HA de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1), nous n’avons 
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pas réussi à déterminer si une réponse spécifique de l’antigène était générée chez les 

lymphocytes T, mais puisque nous observons une induction d’une réponse humorale spécifique 

de HA, et comme le changement de classe des anticorps est dépendant des cellules T 

auxiliaires, nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une réponse Th spécifique de HA est induite, 

mais que nous ne parvenons pas à la détecter. 

3.1. Résumé 

Tous ces résultats nous permettent de conclure que les adjuvants à base de Proteosome ont la 

capacité d’induire la production des cytokines produites par les lymphocytes Th17, tels que l’IL-

17A, IL-17F et l’IL-21, et cette production semble être dépendante des particules de 

proteosomes. De plus, ils induisent la différenciation des lymphocytes Th17 et Tc17. Comme 

observé dans plusieurs vaccins muqueux, les adjuvants à base de Proteosome induisent une 

réponse de type Th17 et Tc17, suggérant que ces lymphocytes peuvent être importants à 

l’immunité induite par les vaccins. Plusieurs études ont démontré l’importance de l’IL-17 et des 

lymphocytes Th17 dans la protection contre des infections bactériennes dans les poumons 

(Chackerian et al., 2006, Khader et al., 2007, Khader et al., 2005, Williman et al., 2008). De plus, 

une vaccination induisant la cytokine IL-17 ou la différenciation en Th17 est bénéfique pour 

plusieurs microorganismes, tels que Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Pneumocytis 

carnii, Aspergillus fumigatus et le rotavirus (Lin et al., 2010).  
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4. La protection induite par les adjuvants à base de Proteosome est 
indépendante de l’IL-17A et de l’IL-17F 

Le but de la vaccination est la prévention des maladies infectieuses en induisant une réponse 

rapide et efficace, empêchant l’apparition de la maladie, lors d’une seconde rencontre avec le 

pathogène. Il a déjà été démontré que les vaccins Proteosome et Protollin ont la capacité 

d’induire une réponse immunitaire protectrice contre une infection expérimentale par le virus de 

l’influenza (T. Jones et al., 2003, T. Jones et al., 2004, Plante et al., 2001). 

Depuis la découverte des cellules Th17, celles-ci ont été impliquées dans la pathogenèse de 

certaines maladies auto-immunes, mais depuis peu on découvre qu’elles ont un rôle dans la 

protection contre certains pathogènes extracellulaire et intracellulaire. Le rôle de l’IL-17A durant 

les infections par le virus de l’influenza reste controversé, comme démontré dans la littérature 

avec un rôle protecteur ou délétère en fonction du modèle d’étude (Crowe et al., 2009, H. 

Hamada et al., 2009, McKinstry et al., 2009). Sachant que les cellules Th17 peuvent être 

impliquées dans l’immunité vaccinale (Kumar et al., 2013), nous avons voulu déterminer si la 

protection induite par les adjuvants à base de Proteosome était dépendante des cytokines IL-

17A et IL-17F (Dubin et al., 2009). Nos résultats démontrent qu’une déficience en IL-17A ou en 

IL-17A et en IL-17F n’est pas critique pour la protection contre le virus de l’influenza. De plus, 

une perte de poids plus faible est observée chez les souris déficientes en IL-17A, lorsque ces 

souris sont immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome, tandis que chez les souris 

déficientes en IL-17A et en IL-17F, nous remarquons cette diminution lorsqu’elles sont 

immunisées par Proteosome, Protollin ou CpG. Cela confirme le rôle nuisible de ces deux 

cytokines dans la pathologie d’une infection par le virus de l’influenza. Une autre étude, utilisant 

un adjuvant intranasal/intrapulmonaire, a démontré que l’IL-17A avait un rôle nuisible dans 

l’immunité contre une infection par le virus de l’influenza (Maroof et al., 2014). Les souris 

immunisées avec Protollin sont toujours protégées contre une infection expérimentale par le 

virus de l’influenza, et ce peu importe si les souris sont déficientes en IL-17A et en IL-17F. Par 

contre, on observe une perte de poids plus faible chez les souris déficientes. Chez l’humain, lors 

des études cliniques, le diamètre moyen des particules était entre 40 et 50 µm, et moins de 10% 

des gouttelettes avaient un diamètre inférieur à 10 µm, s’assurant que le vaccin soit 

majoritairement distribué dans le pharynx nasal et que par le fait même, il n’atteigne pas les 

poumons. De plus, aucune exacerbation de la maladie n’a été observée chez les personnes 

vaccinées (Burt et al., 2011). 
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Chez les souris déficientes en IL-17A, il semblerait que la signalisation de IL-17A n’est pas 

nécessaire pour l’élimination du virus, et ce, basé sur une charge virale plus faible chez ces 

souris que chez les souris BALB/c, qui ont pourtant été infectées avec la même quantité de virus. 

L’un des facteurs pouvant expliquer cette réplication plus faible est la surexpression d’IL-17F par 

les souris IL-17AKO (Haak et al., 2009, von Vietinghoff et al., 2009). Nous avons observé que 

les souris IL-17AKO surexpriment l’IL-17F dès qu’elles sont instillées, et ce peu importe le 

traitement effectué. Le fait que l’IL-17F se lie spécifiquement à l’IL-17RC, et que l’IL-17RC et 

l’IL-17RA ne soient pas exprimés par les mêmes tissus laisse supposer que les réponses de l’IL-

17A et de l’IL-17F pourraient être spécifiques à certains tissus (Chang et al., 2009). De plus, 

l’utilisation des souris IL-17A/FKO permet de confirmer cette hypothèse, puisque la charge virale, 

chez ces souris, est similaire à celle obtenue chez les souris BALB/c.  

4.1. Résumé 

Le fait d’avoir utilisé des souris déficientes en IL-17A ou en IL-17A et en IL-17F a éliminé toutes 

les sources d’IL-17A et d’IL-17F durant une infection chez des souris vaccinées. Nous pouvons 

donc conclure que chez les souris vaccinées et ensuite infectées avec un virus de l’influenza, la 

sécrétion d’IL-17A et d’IL-17F, par les cellules Th17 ou de sources différentes, ne joue pas un 

rôle important dans le contrôle du virus. Ces résultats mettent l’emphase sur le fait que l’IL-17A 

et l’IL-17F servent à augmenter l’inflammation, sans contribution à la protection contre une 

infection par le virus de l’influenza. 
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5.  L’absence d’IL-17A et d’IL-17F a peu d’impact sur la réponse 
humorale induite par les adjuvants à base de Proteosome 

Les adjuvants ciblant les muqueuses sont connus pour induire une réponse immunitaire 

systémique et des muqueuses. La protection induite par la majorité des vaccins contre 

l’influenza est engendrée par la réponse en anticorps contre la protéine hémagglutinine (Waffarn 

et al., 2011). Cependant, une élimination efficace du virus est dépendante des deux branches 

de l’immunité, cellulaire et humorale. Après avoir démontré que les cellules productrices d’IL-17 

n’ont pas d’impact sur la protection induite par les adjuvants à base de Proteosome, nous 

voulions donc déterminer si l’absence d’IL-17A ou d’IL-17A et d’IL-17F avaient une influence sur 

la production d’anticorps ainsi que sur la capacité neutralisante de ceux-ci. Il a été récemment 

démontré que l’IL-17A en collaboration avec BAFF, mais pas seulement IL-17A, peut augmenter 

la survie, la prolifération ainsi que la commutation de classe des immunoglobulines in vitro 

(Doreau et al., 2009). De plus, il a été démontré que les souris déficientes en IL-17F, de façon 

similaire aux souris déficientes en IL-17A, ont une production réduite en immunoglobulines dans 

certaines réponses immunes (Ishigame et al., 2009, Nakae et al., 2002). Au contraire, nous 

avons observé que les souris déficientes en IL-17A et IL-17F ont une meilleure production 

d’anticorps muqueux chez les souris immunisées avec Proteosome et CpG, tandis que chez les 

souris déficientes en IL-17A une production d’anticorps sériques et des muqueuses était 

similaire à celle obtenue par les souris BALB/c. Par contre, nos résultats concordent avec les 

observations faites par Shubui et al, (2012) qui ont démontré que ni l’IL-17A ou l’IL-17F ne peut 

induire la production anticorps par les cellules B, malgré que celles-ci expriment le récepteur 

pour l’IL-17. Ils ont aussi démontré qu’une déficience en IL-17A n’avait pas d’influence sur la 

production d’anticorps par les cellules B ainsi que sur la commutation de classe produite par 

l’IFN-γ, l’IL-4 et le TGF-β1 (Shibui et al., 2012). Cette augmentation d’anticorps muqueux 

pourrait expliquer pourquoi les souris IL-17A/FKO immunisées avec CpG sont protégées.  

Une autre cytokine, l’IL-21, produite par les cellules Th17 ainsi que par les Tfh est importante 

pour la prolifération et la production des anticorps par les cellules B (Nurieva et al., 2008). Chez 

des souris déficientes pour le récepteur de l’IL-21, on remarque une diminution de la 

production IgG1 (Shibui et al., 2012). Autant chez les souris BALB/c que chez les souris 

déficientes en IL-17A, nous observons une forte production d’IL-21 chez les souris immunisées 

avec les adjuvants à base de Proteosome. Il se pourrait que la production d’IL-21 permette de 

maintenir ou d’améliorer la production d’anticorps chez ces souris. N’ayant pas quantifié cette 

cytokine chez les souris déficientes en IL-17A et en IL-17F, il est possible que le même 
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phénomène se produise ou bien que d’autres mécanismes soient impliqués pour expliquer la 

production d’anticorps. 

L’utilisation de méthode sérologique telle que le test d’inhibition de l’hémagglutinine (HAI) ainsi 

que la capacité de neutralisation du virus sont des outils utiles et efficaces pour l’évaluation de 

l’immunogénicité d’un vaccin. Le test de neutralisation à plusieurs avantages pour la détection 

d’anticorps contre le virus de l’influenza. Comme le HAI, le test de neutralisation détecte les 

anticorps spécifiques de la protéine HA du virus de l’influenza (Rowe et al., 1999). De plus, le 

test de neutralisation est plus sensible que le test d’inhibition de l’hémagglutinine (Grund et al., 

2011). Nous avons démontré que les adjuvants à base de Proteosome ont la capacité d’induire 

une production d’anticorps spécifiques à l’hémagglutinine, et ce chez les souris BALB/c ainsi 

que chez les souris déficientes en IL-17A ou en IL-17A et en IL-17F. De plus, il est important de 

déterminer si les anticorps produits ont la capacité de neutraliser le virus. La déficience en IL-

17A ou en IL-17A et en IL-17F, chez les souris immunisées avec les adjuvants à base de 

Proteosome, n’a pas d’influence sur la capacité de neutralisation des immunoglobulines, et ce, 

autant dans le sérum et dans les BALF. Il semblerait que l’IL-17A et IL-17F aient une influence 

négative sur la réponse en anticorps lorsque les souris sont immunisées avec un adjuvant 

induisant une réponse de type Th1, comme CpG, mais n’ait pas d’effet sur la réponse en 

anticorps induite par les adjuvants à base de Proteosome. Nous pouvons conclure que les 

adjuvants à base de Proteosome ainsi que CpG ont la capacité d’induire des anticorps 

neutralisants. De plus, le pouvoir neutralisant des anticorps produits par les adjuvants à base de 

Proteosome n’est pas influencé par l’IL-17A, ni par l’IL-17F. Par contre, le pouvoir de 

neutralisation des anticorps produits par CpG est diminué en absence d’IL-17A et d’IL-17F. 

5.1. Résumé 

Les adjuvants à base de Proteosome ont démontré l’incapacité de Split Flu seul, administré par 

la voie intranasale, à induire une réponse immune humorale qui approche l’amplitude de celle 

obtenue par les adjuvants à base de Proteosome. L’absence d’IL-17A et/ou d’IL-17A et d’IL-17F 

a peu d’influence sur la production ainsi que sur le pouvoir neutralisant des anticorps production 

par les cellules B en réponse à une immunisation avec les adjuvants à base de Proteosome.  
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6. Les souris déficiente en IL-17A et en IL-17F ont un environnement 
inflammatoire favorisant la survie de l’hôte 

Le rôle de l’IL-17A lors d’infection virale n’a pas été considérablement étudié, en dépit du fait 

que la cytokine ait été détectée (Kohyama et al., 2007, Yue et al., 2008). Lors d’une infection par 

le virus de l’influenza, le rôle de l’IL-17A reste controversé. Certaines études lui confèrent un 

rôle protecteur et d’autres néfastes (Crowe et al., 2009, H. Hamada et al., 2009, McKinstry et al., 

2009).  

Après avoir démontré que la protection induite par les adjuvants à base de Proteosome était 

indépendante de l’IL-17A et l’IL-17F, nous avons voulu caractériser la réponse antivirale chez 

les souris déficientes en IL-17A et en IL-17A et en IL-17F après une infection expérimentale par 

le virus de l’influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1). Tout comme Crowe et al, (2009), nos 

résultats démontrent que les souris déficientes en IL-17A et d’IL-17F ont une morbidité (perte de 

poids plus falble) plus faible ainsi qu’une meilleure suivie que les souris BALB/c ou déficiente en 

IL-17A.  

Nous avons observé une diminution de la réplication virale chez les souris IL-17AKO en 

comparaison aux souris BALB/c et déficiente pour l’IL-17A et l’IL-17F qui est similaire à nos 

résultats pour la réplication virale chez les souris immunisées avec les adjuvants à base de 

Proteosome. Cette diminution de la réplication virale concorde avec une surexpression de l’IL-

17F, chez les souris déficientes en IL-17A, comme observé par von Vietinghoff et Ley (von 

Vietinghoff et al., 2009). Le fait que l’IL-17F se lie spécifiquement à l’IL-17RC, et que l’IL-17RC 

et l’IL-17RA ne sont pas exprimés par les mêmes types cellulaires (cellules non-

hématopoïétiques) laisseraient supposer que la réponse de l’IL-17A et de l’IL-17F pourrait être 

spécifique à certains tissus (Chang et al., 2009). Ce qui expliquerait la baisse de morbidité 

observée. L’utilisation des souris IL-17A/FKO a d’ailleurs permis de confirmer cette hypothèse, 

puisque la réplication virale chez ces souris est similaire à celle obtenue chez les souris BALB/c. 

Malgré le fait que les souris IL-17A/FKO ont une réplication virale similaire à celle des souris 

BALB/c, elles ont une plus forte capacité à tolérer une infection expérimentale avec le virus de 

l’influenza, puisque ultimement leur taux de survie est plus élevé. 

Il a été démontré que les souris déficientes en IL-17RA sont plus susceptibles à certaines 

infections pulmonaires par des bactéries extracellulaires, mais le rôle des IL-17 dans la réponse 

de l’hôte à une infection primaire par l’influenza n’a pas été évalué. De plus, l’IL-17A et l’IL-17F 

sont responsables de l’induction de plusieurs facteurs granulopoïétiques et de plusieurs 
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chimiokines qui permettent le recrutement de neutrophiles (Witowski et al., 2000, Ye et al., 

2001b). Lors d’une infection par le virus de l’influenza, plusieurs types de cellules immunitaires 

sont recrutés au site d’infection, bien que les neutrophiles et les cellules NK soient les types 

cellulaires principalement recrutés (Kohlmeier et al., 2009). Malgré le rôle de l’IL-17A et de l’IL-

17F dans le recrutement des neutrophiles (Korn et al., 2009, Smith et al., 2007, Wu et al., 2007), 

ainsi que l’observation d’une réduction du nombre de neutrophiles chez les souris IL-17RAKO 

(Crowe et al., 2009), nous n’observons aucune différence significative, entre les souris BALB/c 

et les souris déficientes en IL-17A et en IL-17F, dans le nombre de neutrophiles recrutés aux 

poumons. En plus des neutrophiles, les cellules NK ont aussi un rôle important dans la 

protection contre l’infection par le virus de l’influenza. En plus d’être un important producteur de 

TNF, d’IFN-γ et de MIP-1α, les cellules NK sont connues pour avoir une puissante activité 

cytotoxique (Tay et al., 1998). Il a été démontré qu’une déplétion des cellules NK, chez les 

souris BALB/c ou C57BL/6, ou bien une déficience en NCR-1 (natural cytotoxicity receptor) 

augmentait la morbidité et la mortalité en réponse à une infection par le virus de l’influenza (Guo 

et al., 2011, McGill et al., 2009). Un autre type cellulaire impliqué dans la protection lors d’une 

infection par le virus de l’influenza sont les lymphocytes T γδ. Par leur action de tuer directement 

les cellules infectées et par la production de cytokines antivirales, les lymphocytes T γδ peuvent 

contrôler l’infection de différentes souches de virus de l’influenza, telles que la souche humaine 

saisonnière H1N1, la souche pandémique H1N1 ainsi que les souches aviaires H5N1 et H9N2 

(Tu et al., 2011, J. Zheng et al., 2013). En plus de leurs capacités cytotoxiques, les lymphocytes 

T γδ sont capable de sécréter un douzaine de molécules pro-inflammatoires (tel que le TNF, IL-

6 et IFN-γ) et de directement attaquer les pathogènes (J. Zheng et al., 2013). Une augmentation 

du nombre de cellules NK et des cellules T γδ, comme nous l’avons observé, après deux jours 

post-infection chez les souris déficientes en IL-17A et en IL-17F, pourrait être l’une des raisons 

expliquant la diminution de morbidité et de mortalité observée. Cette augmentation dans le 

recrutement de lymphocytes T γδ peut être expliquée par le fait que l’IL-17A et l’IL-17F régulent 

l’expression de certaines chimiokines et cytokines qui pourraient avoir un impact sur la migration 

des lymphocytes T γδ. Il a été démontré que l’expression de CXCL1, de CXCL2, d’IFN-γ, d’IL-1β, 

d’IL-6 et de TNF est augmentée dans le colon des souris déficientes en IL-17A et/ou en IL-17F 

infectés avec C. rodentium.   

Du fait que les souris IL-17A/FKO aient un taux de survie plus élevé ainsi qu’une plus faible 

morbidité, nous avons voulu mesurer l’expression génique de certaines cytokines 

inflammatoires dans les poumons. Il existe trois types d’IFN qui ont tous un rôle différent dans la 

protection contre les infections. La réponse en IFN de type II (IFN-γ) contribue à l’établissement 



 119 

de la réponse adaptative. La réponse de type III (IFN-λ) permet un contrôle de l’infection par le 

virus de l’influenza et la réponse en IFN de type I (principalement IFN-α et IFN-β) apparaît être 

critique pour limiter la réplication du virus de l’influenza donc d’assurer la survie de l’hôte (Hale 

et al., 2010). Les principales cytokines antivirales, IFN-α2 et IFN-β1, sont fortement augmentées 

chez les souris naïves IL-17A/FKO. Cette forte expression d’IFN de type I permettrait un meilleur 

contrôle, à long terme, de la réplication virale. Des études, conduites chez les souris, ont 

clairement indiqué qu’en absence d’IFN de type I, la réplication virale et la sévérité de la maladie 

sont augmentées (Garcia-Sastre, 2011). Certaines études ont démontré que les IFNs de type I 

augmentent la capacité des cellules NK à tuer les cellules cibles (C. K. Lee et al., 2000, Nguyen 

et al., 2002). De plus, l’IFN-α et l’IFN-β promeuvent l’accumulation et/ou la survie des cellules 

NK (Nguyen et al., 2002) et des lymphocytes T γδ (Watanabe et al., 2006) qui prolifèrent. 

De plus, il est connu que les IFNs de type I agissent de concert avec les PRRs pour induire une 

forte production de cytokines pro-inflammatoires, tels que le TNF, l’IL-1β et l’IL-6 (Chan et al., 

2005, Iwasaki et al., 2014, Kohlmeier et al., 2009). De plus, le TNF et l’IL-1β peuvent être 

produits par les neutrophiles, les cellules NK et les lymphocytes T γδ lors d’une infection par le 

virus de l’influenza, (Iwasaki et al., 2014, McGill et al., 2009). Le fait que les cellules NK et les 

lymphocytes T γδ peuvent produire du TNF et de l’IL-1β, deux cytokines dont l’expression est 

augmentée chez les souris déficientes, et qu’un plus grand nombre de cellules NK et T γδ soit 

recruté, pourrait être une autre des explications qui expliqueraient la diminution de morbidité et 

de mortalité chez les souris IL-17A/FKO. 

6.1. Résumé 

En conclusion, notre étude a démontré que l’IL-17A et l’IL-17F ont un rôle nuisible durant une 

infection par le virus de l’influenza chez la souris. Tous ces résultats nous permettre de conclure 

que les souris déficientes en IL-17A et en IL-17F auraient un environnement inflammatoire plus 

efficace pour l’élimination du virus de l’influenza.  
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Les adjuvants à base de Proteosome induisent la différenciation des lymphocytes de type Th17 

ainsi que l’expression des cytokines qui lui sont associées (IL-17A, IL-17F et IL-21). Par contre, 

la protection engendrée par les adjuvants à base de Proteosome est indépendante de l’IL-17A 

et de l’IL-17F, puisque les souris déficientes en IL-17A ou en IL-17A et en IL-17F ont une 

morbidité plus faible en comparaison aux souris BALB/c, suite à une infection par le virus de 

l’influenza. De plus, une déficience en IL-17A et en IL-17F a peu d’influence sur la production 

d’anticorps aux niveaux systémiques et des muqueuses suite à l’immunisation par les adjuvants 

à base de Proteosome. Ces résultats démontrent que la protection induite par les adjuvants à 

base de Proteosome est indépendante de l’IL-17A et de l’IL-17F. 

Puisque l’utilisation des souris déficientes implique une absence d’expression et de production 

de ces cytokines par tous les types cellulaires les produisant, il serait intéressant d’utiliser la 

technologie des souris cre/lox pour inhiber seulement l’IL-17A et/ou l’IL-17F chez les 

lymphocytes T, ce qui permettrait de constater l’impact de l’IL-17, produite par les cellules de 

l’immunité innée, sur la protection induite par les adjuvants à base de Proteosome. De plus, il 

serait intéressant de caractériser la réponse mémoire induite par les adjuvants à base de 

Proteosome, afin de comprendre par quels mécanismes la protection est induite.  

Comme pour les souris immunisées avec les adjuvants à base de Proteosome, les souris 

déficientes en IL-17A et en IL-17F ont une plus faible morbidité ainsi qu’un taux de survie plus 

élevé que les souris BALB/c sauvages ou les souris IL-17AKO en réponse à un défi par le virus 

de l’influenza. Cette protection semble être due à une augmentation du nombre de cellules NK 

et des lymphocytes T γδ, puisque ces deux types cellulaires jouent un rôle important dans la 

protection contre une infection par le virus de l’influenza. Un autre facteur permettant d’expliquer 

cette protection accrue est le fait que les souris IL-17A/FKO expriment fortement l’IFN-α et de 

l’IFN-β avant l’infection, créant ainsi un environnement antiviral pouvant limiter la réplication 

virale et induire une forte réponse immunitaire adaptative. Tous ces résultats nous permettre de 

conclure que l’IL-17A et l’IL-17F ne sont pas essentiels pour la protection contre une infection 

par le virus de l’influenza.  

Pour poursuivre cette recherche, il serait intéressant d’observer si les souris déficiente en IL-17A 

et en IL-17F, une neutralisation ou une déficience en cellules NK ou en lymphocytes T γδ aurait 

un impact sur la protection ainsi que sur le taux de survie suite à une infection par le virus de 

l’influenza. De plus, il serait intéressant de mettre en évidence si la protection que nous 

observons, serait observé suite à l’utilisation de souches d’influenza, soit d’autres H1N1 ou tous 

autres souches de la famille de l’influenza A.  
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