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RESUME

La plupart des vaccins utilisés de nos jours permettent le développement de réponses
immunitaires protectrices contre certains pathogeénes en induisant des anticorps (Ac)
spécifiques et neutralisants chez les patients immunisés. Malgré I’efficacité indéniable
de ces vaccins dans certains cas, ils sont souvent inefficaces dans la lutte contre les
infections virales chroniques qui requierent habituellement, pour Etre résorbées, le
développement de réponses cellulaires spécifiques et la production de lymphocytes T
CD8" cytotoxiques (CTL). Grice aux récentes découvertes et avancées dans le
domaine de la vaccinologie, de nouvelles stratégies vaccinales ont ét€ mises de I’avant
afin de remédier & ce probleme. Plusieurs études ont démontré I’efficacité des
pseudoparticules virales (PPV) dans I’induction de réponses immunitaires & médiation
cellulaire. Cependant, la co-administration d’adjuvant est souvent nécessaire afin de
permettre I’induction de réponses cytotoxiques protectrices et de longue durée.
Récemment, nous avons démontré que la surexpression de la protéine de la capside
(CP) du virus de la mosaique du papayer (PapMV) dans Escherichia coli (E. coli)
meéne a la production de PPV via I’auto-assemblage des protéines en des particules
quasi identiques au virus sauvage. De plus, nous avons démontré la possibilité
d’exposer des épitopes de virus murins ou humains a la surface de ces PPV sans nuire
a leur capacité d’assemblage. Dans la présente étude, nous évaluons la capacité des
PPV du PapMV exposant I’épitope T CD8* immunodominant p33 (PPV du PapMV-
p33) du virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) 2 induire, chez la souris,
une réponse cellulaire protectrice en absence d’adjuvant. Tout d’abord, nous
démontrons, autant in vitro qu’in vivo, que les diverses PPV du PapMV sont
efficacement captées par les cellules dendritiques (DC) de la rate des souris
immunisées. De plus, notre étude met en évidence la capacité des diverses PPV du
PapMYV a entrainer la maturation des DC in vivo. D autre part, des tests in vitro et in
vivo ont démontré que les PPV du PapMV-p33 sont efficacement apprétées et
présentées par les DC dans le contexte du complexes majeurs d’histocompatibilité de
classe I (CMH-I), permettant ainsi d’exposer 1’épitope viral étranger 4 des CTL p33-
spécifiques et d’entrainer leur activation et leur prolifération. De plus, I’immunisation
de souris C57BL/6 en absence d’adjuvant induit la production d’un grand nombre de

CTL p33-spécifiques. D’ailleurs, I’infection subséquente des souris immunisées par le
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LCMYV induit I’expansion de la population de CTL p33-spécifiques et I’activation de
leur fonctions effectrices, permettant ainsi de protéger les souris contre I’infection.
Nous démontrons également que le niveau de protection induit par les PPV du
PapMV-p33 est dépendant de la dose et de la fréquence d’administration. En
conlusion, ces résultats mettent en évidence la grande efficacité des PPV du PapMV 2
cibler les DC. De plus, grice a leur capacité a induire la maturation des DC, les PPV
du PapMV présentent une activité intrinséque d’adjuvant qui optimise probablement
leur capacité¢ a induire des réponses cellulaires efficaces. Ces résultats démontrent
Iefficacité des PPV du PapMV i étre utilisées comme plateforme vaccinale capable

d’induire une réponse cellulaire spécifique contre un épitope étranger présenté a leur

surface.

Patrick Lacasse Alain Lamarre
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INTRODUCTION

Depuis la création, en 1796, du premier vaccin contre la variole par Edward Jenner,
les nombreuses avancées dans le domaine de I’'immunologie, de la vaccinologie et de
la biologie moléculaire ont permis le développement de plusieurs vaccins efficaces
permettant de lutter contre divers agents pathogénes. Cependant, malgré Ila
disponibilité de ces vaccins et I’efficacité des diverses campagnes de vaccination,
I’émergence de certaines maladies infectieuses et I’incapacité d’approvisionner les
pays en voie de développement avec des vaccins économiquement abordables pousse

Pindustrie a revoir les stratégies vaccinales utilisées.

Le développement de vaccins pouvant susciter des réponses cellulaires spécifiques et
protectrices est sans aucun doute I'un des plus importants objectifs visés par ces
nouvelles stratégies. En effet, la plupart des vaccins présentement utilisés induisent
des réponses protectrices via la stimulation de I’immunité humorale (i.e. la production
d’Ac neutralisants). Or, plusieurs agents pathogeénes intracellulaires nécessitent la
présence de CTL spécifiques pour étre efficacement éliminés. Par exemple, les virus
résistants de fagon intrinséque aux Ac neutralisants (e.g. virus de I’immunodéficience
humaine (VIH)), les virus dont la grande variabilité antigénique rend I’action des Ac
inefficace (e.g. virus de l’influenza) et les virus qui établissent des infections
chroniques entrainant I’épuisement des réponses cytotoxiques normales (e.g. virus de
I’hépatite C) requitrent la mise en place de réponse immunitaires & médiation
cellulaire pour étre efficacement éliminés ou contr6lés. Les PPV sont des candidats de
choix pour le développement de nouveaux vaccins répondant aux exigences actuelles
du domaine de la vaccinologie. En effet, comme nous le verrons au cours de la revue
de littérature, des études ont démontré I’efficacité de certaines pseudoparticules issues
de virus humains, murins ou de plantes dans 1’induction de réponses humorales et/ou
cellulaires protectrices chez un hote donné. De plus, diverses PPV se sont montrées
efficaces en tant que plateforme vaccinale capable d’induire des réponses

immunitaires spécifiques contre des épitopes de virus étrangers exposés a leur surface.

Les DC jouent un réle central dans le développement des réponses immunitaires

adaptatives. De plus, en raison de leur grande efficacité a capter et a présenter des



antigenes (Ag) et grice a I’expression de molécules clés a leur surface, les DC jouent
un ro6le essentiel dans I’induction des réponses cellulaires. Pour ces raisons, I’une des
stratégies de I’heure actuellement exploitée dans le domaine de la vaccinologie est de
cibler le matériel vaccinal vers les DC afin de favoriser I’induction de réponses
cellulaires protectrices. Il est cependant a noter qu’afin d’exercer leur plein potentiel
immunostimulant, les DC doivent recevoir un signal activateur leur permettant
d’atteindre leur pleine maturité. Comme le matériel vaccinal est souvent inefficace
pour induire la maturation des DC par lui-méme, la co-administration d’adjuvant lors
des immunisations est souvent requise pour assurer une forte immunogénicité aux
vaccins. Malgré I’efficacité de certains adjuvants (e.g. lipopolysaccharides (LPS), sels
d’alun) dans l’induction de la maturation des DC et, conséquemment, dans la
promotion du développement des réponses cellulaires, leur utilisation comporte
souvent plusieurs désavantages (e.g. toxicité chez I’hdte, coiits plus élevés des
immunisations) qui limitent leur utilisation chez I’humain. Les nouvelles stratégies en
matiere de vaccination mettent donc également I’emphase sur le développement de

vaccins possédant une activité intrinséque d’adjuvant.

Nous avons récemment mis au point un systeme d’expression permettant de produire
de grandes quantités de PPV du PapMV. En effet, en surexprimant la CP de ce virus
de plante dans E. coli, les protéines produites s’auto-assemblent en particules
hautement semblables aux particules virales sauvages. Suite a I’observation que ces
pseudoparticules sont trés immunogenes chez la souris (i.e. production de hauts titres
d’Ac spécifiques apres une seule injection), nous avons voulu déterminer si elles
pouvaient étre utilisées comme plateforme vaccinale capable de présenter des épitopes
CTL de virus étrangers au systtme immunitaire murin afin d’induire des réponses
cellulaires spécifiques contre ces épitopes. Tout d’abord, nous avons évalué I’effet de
ces pseudoparticules sur la maturation des DC. Des analyses de cytométrie de flux et
de microscopie confocale nous ont permis de mettre en évidence la capacité des DC a
capter et a internaliser efficacement les PPV du PapMV in vitro et in vivo. De plus, en
analysant I’expression de divers marqueurs de maturation a la surface de DC exposées
aux PPV du PapMV, nous avons pu démontrer I’efficacité de ces derniéres a induire
la maturation des DC, reflétant ainsi leur forte activité intrinséque d’adjuvant. D’autre
part, suite a la production de PPV du PapMV-p33, nous avons évalué le potentiel de

ces PPV a induire des réponses cellulaires protectrices chez des souris immunisées en
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absence d’adjuvant. Premiérement, grice a divers tests in vitro et in vivo, nous avons
mis en évidence la capacité des DC exposées a ces PPV a induire I’activation et la
prolifération de CTL p33-spécifiques. Ce résultat permet de confirmer que 1I’épitope
viral étranger présenté a la surface de nos PPV est efficacement apprété et présenté
dans le contexte du CMH-I par les DC via un mécanisme de présentation croisée.
Deuxieémement, grice au marquage, & I'aide de tétrameéres p33-spécifiques (Tet-
gp33), de cellules issues de la rate de souris immunisées en absence d’adjuvant, nous
avons démontré que les PPV du PapMV-p33 permettent le développement de CTL
p33-spécifiques. Des tests de cytotoxicité cellulaire et de production d’interféron
(IFN) v ont également permis de démontrer que les CTL p33-spécifiques induits lors
des immunisations exercent efficacement leur activité effectrice suite a une infection
par le LCMV. Finalement, suite & des tests de titrage viral effectués sur la rate de
souris immunisées, en absence d’adjuvant, a I’aide des PPV du PapMV-p33 et
infectées par le LCMV, nous avons pu prouver que les réponses cellulaires

cytotoxiques p33-spécifique induites lors des immunisations sont protectrices.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats confirme la possibilité d’utiliser les PPV du
PapMV comme plateforme vaccinale capable de présenter des épitopes de virus
étrangers au systeme immunitaire. De plus, cette étude démontre que la forte
efficacement la maturation des DC et le développement de réponses cellulaires
protectrices en absence d’adjuvant. Nous croyons donc qu’en plus d’offrir plusieurs
avantages sur les autres types de vaccins couramment utilisés, cette nouvelle
plateforme vaccinale répond aux exigences actuelles dans le domaine de la
vaccinologie et pourrait, un jour, étre utilisée pour le développement de vaccins

permettant de lutter contre diverses maladies émergentes.



REVUE DE LITTERATURE

1. L’essor de la vaccination

La vaccination reste & ce jour I’approche la plus efficace pour prévenir le
développement de maladies infectieuses. Son origine scientifique remonte aux travaux
de Edward Jenner qui, en 1796, effectua avec succés une premiére immunisation
contre la variole. Il inocula a un jeune gargon de 8 ans du pus provenant d’une pustule
portée par une femme infectée par la variole de la vache (virus de la vaccine). Dix
jour suivant I’inoculation, une pustule vaccinale apparue au point d’inoculation sans
toutefois affecter la santé du jeune garcon. Le patient immunisé subit ensuite une
variolisation qui n’aboutit au développement d’aucune maladie (Payette et Davis,
2001). Cette importante découverte de Jenner allait lancer la premigre campagne de
vaccination contre la variole au début du 19° siécle dans plusieurs pays d’Europe.
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), c’est en 1979, soit environ 200 ans
apres le début des travaux de Jenner, que le dernier cas de variole affectant I’humain

fut déclaré (Andre, 2003).

Les travaux de Jenner furent suivis par ceux de Robert Koch et de Louis Pasteur. La
formulation des postulats de Koch vers 1880 permit d’établir pour une premigre fois
les régles de base pour I’identification du rdle étiologique d'un microorganisme lors
d’une maladie. Grice a ses postulats et au milieu de culture solide qu’il développa,
Koch réussit a identifier I’agent causal de I’anthrax (i.e. anthrax bacillus) en 1876 et
de la tuberculose (i.e. Mycobacterium tuberculosis) en 1882 (Kaufmann et Schaible,
2005). Pour sa part, Pasteur fut 4 ’origine du rejet de la théorie de la génération
spontanée en proposant que plusieurs maladies étaient causées par de minuscules
organismes qu’il appela «germes». Il décrit également pour la premiére fois les
principes et les premiéres techniques d’atténuation de la virulence des microbes grice
a ses études sur le choléra de la poule. De plus, en 1885, Pasteur développa un vaccin

contre la rage chez I’humain (Payette et Davis, 2001).

L’importance scientifique des travaux de Jenner, Koch et Pasteur allait ainsi précipiter

le développement du domaine de la vaccinologie. En 1886, Salmon et Smith



démontrérent que certains microorganismes inactivés (i.e. tués) par la chaleur
conservaient leur capacité a induire une immunité protectrice, découverte qui mena au
développement des vaccins inactivés (Plotkin, 2005). En peu de temps, la conception
de vaccins contre la fievre typhoide (1886), le choléra (1896) et la peste (1897) allait
suivre (Makela, 2000). A la méme époque, le domaine de I'immunologie connu aussi
ses moments de gloire. Des études révolutionnaires comme celles de Metchnikoff (qui
démontra I’importance des phagocytes du sang et de I’immunité cellulaire en 1883) et
celles de Von Behring et Kitasato (qui découvrirent les Ac en 1890) aidérent
grandement a la compréhension des mécanismes immunitaires et favorisérent les
avancées dans le domaine de la vaccinologie (Payette et Davis, 2001). Les travaux de
Von Behring et Kitasato menérent également au développement des principes de
Iimmunothérapie passive, technique qui domina grandement la médecine
thérapeutique pendant la premiére moitié du 20° sigcle (Hilleman, 2000). La fin du 19°
siecle fut aussi marquée par la découverte de la toxine diphtérique par Roux et Yersin
(1888), de la toxine tétanique par Faber (1889) et de la toxine botulique par Van
Ermengem (1898). A partir de 1920, Ramon effectua des études plus approfondies sur
ces toxines et démontra que celles-ci gardaient leur immunogénicité une fois
inactivées (e.g. par le formaldéhyde). Les toxines dénaturées, appelées toxoides,
furent ensuite utilisées pour la conception de vaccins contre la diphtérie et le tétanos.
Ces deux vaccins eurent un impact positif majeur dans les villes industrialisées. On
note aussi 2 la fin du 19° siecle I’élaboration du concept de virus. Mayer, Ivanofsky et
Beijerick, qui travaillaient indépendamment sur la maladie de la mosaique de tabac,
établirent que I’agent pathogeéne provoquant cette maladie nécessitait absolument un
héte vivant pour survivre et se répliquer. Ce n’est toutefois pas avant le
perfectionnement des techniques de propagation virale que I’importance étiologique
des virus dans plusieurs maladies fut démontrée sans équivoque. En 1931, le
développement d’une technique efficace de culture virale dans des ceufs de poules par
Goodpasture et Woodruff révolutionna le domaine de la virologie et permis la
conception d’un vaccin contre ’influenza (1936) et contre la figvre jaune (1937)
(Payette et Davis, 2001). Une autre innovation majeure dans le domaine de la
production de vaccins viraux fut la mise au point par Sanford, en 1948, d’un systéme
permettant la culture d’un type cellulaire donné a partir de tissus. Ce systtme fut
ensuite exploité par Enders pour la culture et la production du virus de la

polyomyélite & I’aide de cellules non-neuronales embryonnaires humaines. Cette
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avancée mena a la création du vaccin anti-polyomyélite Salk en 1955. Ce vaccin fut
produit suite & I’inactivation, au formaldéhyde, du virus de la polyomyélite cultivé in
vitro (Babiuk, 1999). Cependant, la distribution d’un stock de vaccin Salk ayant subi
une inactivation insuffisante causa la maladie chez environ 150 patients. Cet
événement précipita le développement, en 1961, du vaccin oral Sabin. Ce nouveau
vaccin, plus sécuritaire, fut produit a partir de virus de la polyomyélite vivants mais
atténués (Nathanson et Langmuir, 1995). Le succés du vaccin Sabin fut suivi par celui
du treés populaire vaccin trivalent pédiatrique rougeole-rubéole-oreillons (RRO) en

1971.

En parallele aux nombreuses découvertes dans le domaine de la virologie et des
vaccins viraux, la lutte contre les infections bactériennes prit également de I’ampleur
au début du 20° sicle. Par exemple, en 1921, les Dr Calmette et Guérin développérent
leur vaccin BCG contre mycobacterium tuberculosis, I’agent causal de la tuberculose.
De plus, un vaccin inactivé contre la coqueluche fut également introduit en 1926.
Eventuellement, ce vaccin allait &tre combiné aux toxoides tétaniques et diphtériques
pour former le vaccin trivalent DTP, un vaccin qui a longtemps fait parti du
programme vaccinal pédiatrique. Toutefois, I’événement clé ayant le plus marqué le
développement des vaccins anti-bactériens fut la découverte, au début des années
1940, du réle crucial des polysaccharides capsulaires dans la virulence des bactéries
(Lindberg, 1999). En 1945, MacLeod et al démontrérent qu’une immunisation avec
des polysaccharides purifi€s de Streptococcus pneumoniae permettait de prévenir le
développement de pneumonies causées par cette bactérie. Cette découverte allait
ouvrir la voie au développement du premier vaccin polysaccharidique. Finalement,
afin d’améliorer I’efficacité et I’'immunogénicité de ce nouveau type de vaccin,
plusieurs chercheurs entreprirent des études sur la conjugaison de polysaccharides a
des protéines immunogenes (e.g. sur des toxoides). Ces études menerent, en 1987, a la
mise en marché du premier vaccin polysaccharidique conjugué contre Haemophilus

influenzae de type b (Lesinski et Westerink, 2001).

La fin du 20° siécle fut pour sa part marquée par de nombreuses avancées dans les
domaines de la génétique, de la biologie moléculaire, de Fimmunologie, de la
virologie et de la microbiologie. Les nombreuses découvertes effectuées permirent

I’élaboration de nouvelles stratégies vaccinales innovatrices pour lutter contre les
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maladies infectieuses importantes et/ou émergentes. En 1984, les nouvelles techniques
de clonage allaient permettre la production d’un premier vaccin recombinant contre le
virus de I’hépatite B (VHB) (McAleer et al., 1984). Pour la premigre fois de I’histoire,
les chercheurs réussirent a identifier, & produire synthétiquement, a purifier et a
utiliser une composante antigénique provenant d’un agent infectieux afin de conférer
une protection chez un hoéte. Ceci confirma le grand potentiel des vaccins
recombinants dans la lutte contre les maladies infectieuses. De plus, le déchiffrage du
génome de plusieurs organismes infectieux facilita grandement I’identification de
protéines pathogéniques ayant un potentiel vaccinal (Liu, 1999). Les vaccins a base
d’acides désoxyribonucléiques (ADN) (Shedlock et Weiner, 2000), les adjuvants
(Moyle et al., 2004) et les thérapies géniques (Morenweiser, 2005) sont également
d’autres exemples d’outils innovateurs maintenant utilisés en vaccinologie.
Finalement, une meilleure compréhension des mécanismes de développement des
réponses humorales et cellulaires a rendu possible [’optimisation des divers
programmes de vaccination en facilitant le choix de la voie et de la fréquence
d’administration des divers vaccins en fonction du type de réponse immunitaire

recherché (Payette et Davis, 2001).

2. Les types d’immunisation

2.1 Immunisation passive

L’immunisation passive consiste a transférer des Ac préformés a un hote donné. 1l
existe également un phénomeéne d’immunité passive naturelle dans lequel le feetus ou
le nouveau-né regoit des Ac maternels via le placenta, le colostrum ou le lait maternel.
Les Ac ainsi transférés permettent d’apporter, au feetus ou a I’enfant, une protection
temporaire contre certains microorganismes déja rencontrés par la meére.
L’immunisation passive peut aussi &tre utilisée dans un contexte médical lors duquel
des Ac préformés sont injectés a un patient nouvellement infecté. Méme si cette
technique était amplement utilisée avant I’avénement de la vaccinologie moderne, elle
comporte certains risques (e.g. choc anaphylaxique systémique, réaction
d’hypersensibilité de type III). Afin d’éviter ces effets dangereux, I’immunisation
passive est principalement réservée aux patients ayant des déficiences au niveau de la

production d’Ac, aux patients qui ne disposent pas de suffisamment de temps pour
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développer une protection adéquate via une immunisation active, ou aux patients
atteints d’une maladie dont les symptomes pourraient étre éliminés & I’aide d’Ac.
L’injection d’anti-toxine de cheval pour contrer le botulisme, la diphtérie, le tétanos

ou I’effet d’un venin est un exemple d’immunisation passive.

2.2 Immunisation active

L’immunisation active consiste a induire une réponse immunitaire protectrice de
longue durée caractérisée par le développement de lymphocytes B (LB) et/ou de
lymphocytes T (LT) spécifiques & un microorganisme donné. Ceci peut se faire de
fagon naturelle (i.e. lors d’une infection normale par un microorganisme) ou
artificielle (i.e. suite a I’administration d’un vaccin). Au cours de I’histoire, les divers
programmes de vaccination instaurés au niveau mondial, dont celui couramment
donné aux enfants & partir de I’dge de 2 mois, ont contribué considérablement a la
diminution de la fréquence de plusieurs maladies. Cependant, I’administration d’un
vaccin ne confére pas toujours une protection parfaite. En effet, certaines personnes
ne répondront que faiblement & une immunisation et ne seront pas totalement
protégées contre la maladie. De plus, selon le type de vaccin utilisé, des doses de
rappel ou [utilisation d’adjuvant peuvent &tre requises afin d’assurer le

développement d’une réponse immunitaire optimale.

3. Les principaux types de vaccins

La prochaine section a pour but de faire un survol des diverses stratégies vaccinales
présentement utilisées et/ou test€ chez I’humain. Une attention particuliére sera

accordée a I’utilisation des PPV pour la conception de nouveaux vaccins.

3.1 Les vaccins a base de microorganismes morts et inactivés

L’inactivation d’un microorganisme pour la conception d’un vaccin consiste a rendre
ce microorganisme incapable de réplication chez I’hdte tout en conservant I’intégrité
structurale des épitopes importants provenant des Ag de surface. L’inactivation peut
se faire par un traitement a la chaleur ou par un traitement chimique a I’aide d’agents

alkylants (e.g. formaldéhyde). Les traitements chimiques sont les plus couramment
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utilisés puisque I’inactivation par la chaleur provoque souvent la dénaturation des
protéines et la perte de leur immunogénicité (Makela, 2000). Les vaccins Salk contre
la poliomyélite, contre la coqueluche, contre la rubéole et contre le choléra sont tous

des exemples de vaccins inactivés.

Les principaux désavantages des vaccins inactivés se situent au niveau de leur sécurité
et de leur efficacité. Tout d’abord, méme si les microorganismes devraient

.

théoriquement tous mourir suite a une inactivation, il arrive que certains virions
réussissent a survivre et a contaminer les préparations vaccinales. D’autre part,
comme les microorganismes inactivés sont incapables de se répliquer chez un hote,
ceci influence négativement I’efficacité des vaccins inactivés. En effet, ce type de
vaccin nécessite souvent des rappels répétés et I’utilisation d’un adjuvant pour
maintenir une réponse immune adéquate chez I’hé6te. Finalement, ce type de vaccin

induit principalement des réponses immunitaires & médiation humorale et est trés peu

efficace dans I’induction de réponses cellulaires (Makela, 2000).

3.2 Les vaccins a base de microorganismes vivants et atténués

L’atténuation d’un microorganisme a pour but d’éliminer les propriétés pathogéniques
et virulentes du microorganisme tout en conservant sa capacité a croitre au sein d’un
héte inoculé. Dans le cas des virus, la sélection d’un clone atténué a partir d’une
population pathogéne initiale peut étre faite par des passages répétés en culture
cellulaire. Les bactéries peuvent pour leur part €tre cultivées dans des milieux
appauvris ou encore dans des conditions de culture anormales. De plus, il est
également possible de traiter les souches initiales & I’aide d’agents mutagenes,
favorisant ainsi I’apparition de mutations délétéres au niveau de la pathogénicité
(Makela, 2000). Toutefois, comme ces mutations sont généralement aléatoires, ces
techniques ne permettent pas de prévoir la stabilité¢ de l'atténuation obtenue et les
risques de réversion. Heureusement, les nouvelles techniques de biologie moléculaire
permettent maintenant I’atténuation de microorganismes par génie génétique, soit en
éliminant complétement du génome de I’agent pathogéne un ou plusieurs génes
responsables de sa virulence. Ce meilleur contr6le de [Patténuation réduit
considérablement les risques de réversion (Babiuk, 1999). Des exemples de vaccins

atténu€s utilis€s chez ’humain sont le vaccin contre Ia rougeole, le vaccin Sabin

9



contre la poliomyélite, le vaccin a base de bacilles de Calmette-Guérin contre la
tuberculose, le vaccin contre les oreillons, le vaccin contre la fievre typhoide et le

vaccin contre la fievre jaune (Ada, 2001).

Due a leur croissance lente au sein de I’héte, les vaccins vivants atténués jouissent
d’une plus longue période d’exposition au systtme immunitaire. Ceci a I’avantage de
générer de meilleures réponses mémoires et d’éliminer le besoin d’administrer des
doses de rappel répétées. Notons aussi que ce type de vaccin a I’avantage de pouvoir
induire a la fois une immunité humorales et cellulaire. En revanche, I’utilisation de
microorganismes atténués comporte un désavantage majeur, soit un risque que le
microorganisme retrouve sa virulence et sa pathogénicité au sein de 1’hote.
L’atténuation par génie génétique a toutefois permis de réduire considérablement les

risques de réversion (Ada, 2001).

3.3 Les vaccins i base de toxoides

Le caractere pathogénique de certaines bactéries repose sur la production de toxines
responsables de la plupart des symptomes de la maladie engendrés suite & une
infection. C’est le cas des bactéries Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae
et Bordetella pertussis qui produisent respectivement la toxine tétanique, la toxine
diphtérique et la toxine de la coqueluche. Un moyen efficace de se défendre contre les
effets nocifs des toxines bactériennes est I'immunisation a 1’aide de toxoides. Un
toxoide est une toxine bactérienne dont la toxicité a été diminuée ou complétement
éliminée et dont Pimmunogénicité a ét€ maintenue. L’inactivation des toxines est
généralement accomplie par un traitement chimique ou par génie génétique (Robbins
et al., 2005). L’immunisation i I’aide de toxoides, comme dans le cas du vaccin
trivalent contre le tétanos, la diphtérie et coqueluche, permet I’induction d’Ac
capables de lier les toxines naturelles et de neutraliser leurs effets. Finalement,
certains toxoides comme ceux a base de la toxine du choléra ou de la «heat-labile
enterotoxin» de la bactérie E. coli ont efficacement été utilis€és comme adjuvants
capables d’induire de plus fortes réponses immunitaires contre d’autres Ag (Del

Giudice et Rappuoli, 1999).
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L’utilisation de toxoides a des fins vaccinales comporte cependant certains
désavantages. Il existe tout d’abord un risque que la toxine d’intérét n’est pas été
suffisamment inactivée, entrainant ainsi le développement de symptémes similaires a
ceux rencontrés lors de la maladie. De plus, les toxoides requiérent souvent une co-
administration d’adjuvant afin d’induire une réponse efficace et protectrice (Jefferson,

Rudin et Di Pietrantonj, 2004).

3.4 Les vaccins i base de polysaccharides

Plusieurs vaccins 2 base de polysaccharides de capsules bactériennes sont
présentement utilisés dans la prévention d’infections par diverses bactéries
pathogenes. L’utilisation de ce type de vaccin repose sur le fait que les capsules
polysaccharidiques de plusieurs bactéries pathogenes comme Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus
et Salmonella typhi agissent comme facteur de virulence capable de protéger les
bactéries de la phagocytose (Lindberg, 1999). De plus, plusieurs études ont démontré
que l'induction d’Ac spécifiques aux polysaccharides de capsules bactériennes
augmente considérablement I’efficacité de I’activité phagocytaire des macrophages
(M®) et des neutrophiles. (Lee, Wang et Tai, 1997; Romero-Steiner et al., 2006). Le
recouvrement des capsules bactériennes par les composantes du complément facilite
également les mécanismes de phagocytose. L’effet opsonisant des Ac et des
composantes du complément permet donc une élimination rapide et efficace des
bactéries. Pour assurer leur efficacité contre I’hétérogénicité antigénique des
polysaccharides capsulaires d’une population bactérienne donnée, ce type de vaccin
inclus habituellement divers sérotypes de polysaccharides retrouvés au sein d’une
méme population bactérienne. C’est le cas du vaccin actuel contre Streptococcits
pneumoniae (Pneumovax 23 ou Pnu-Immune 23) qui contient 23 différents
polysaccharides capsulaires antigéniquement différents (Lindberg, 1999). D’autres
exemples de vaccins a base de polysaccharides approuvés et utilisés dans la lutte
contre des infections bactériennes sont les vaccins contre Streptococcus pneumoniae,

contre Neisseria meningitidis de type C et contre Staphylococcus aureus (Ada, 2001).



L’utilisation de préparations vaccinales composées uniquement de polysaccharides
purifiés comporte un désavantage majeur. En effet, les polysaccharides purifiés et
administrés seuls sont souvent peu immunogenes et incapables d’activer I’immunité
cellulaire. Ils activent plutdt les LB de fagon thymo-indépendante de type 2, sans qu’il
se produise une commutation de classe des immunoglobulines (Ig), une maturation de
I’affinité de Ig et le développement d’une réponse mémoire efficace (Lesinski et
Westerink, 2001). De plus, les jeunes enfants (< 2 ans), les personnes agées ainsi que
les personnes immunodéprimées répondent généralement peu a plusieurs types d’Ag
polysaccharidiques (Jodar, Griffiths et Feavers, 2004). Toutefois, méme si cette
technique multiplie les coiits de production, la conjugaison de polysaccharides
d’intérét a des protéines porteuses ayant une forte immunogénicité (e.g. toxoides)
permet d’augmenter I’immunogénicité des polysaccharides et d’induire la
commutation de classe des Ig, la maturation de I’affinité des Ig et la production de LB

mémoires. (Lesinski et Westerink, 2001).

3.5 Les vaccins a base de vecteurs recombinants

La production de vecteurs recombinants consiste a insérer, directement dans le
génome d’un microorganisme atténué, le ou les geénes codant pour une ou des
protéines d’agents pathogénes. De plus, dans le cas des vecteurs bactériens, il est
possible de transmettre le ou les geénes d’intérét par I’entremise d’un plasmide.
Lorsque le vecteur recombinant pénetre les cellules de I’héte, le ou les Ag étrangers
peuvent €tre produits en trés grande quantité a partir du ou des génes nouvellement
acquis. Selon le tropisme cellulaire du vecteur utilis€, certaines cellules de 1’hote
pourront alors exposer les Ag d’intérét aux cellules du systéme immunitaire, induisant
ainsi le développement de réponses immunitaires adaptatives. En plus de permettre le
développement de réponse humorales dirigées a la fois contre le vecteur et I’Ag
étranger, les vecteurs recombinants induisent efficacement des réponses cellulaires
protectrice. Il est également possible d’utiliser les vecteurs recombinants dans un
contexte thérapeutique pour lutter contre une tumeur ou une déficience génétique.
Dans ce cas-ci, les genes transférés codent pour des protéines régulant le
développement de tumeurs ou ayant un role précis dans certaines activités biologiques
normales (Gherardi et Esteban, 2005; Saklani-Jusforgues et al., 2003). Méme s’il

n’existe encore aucun candidat parfait, plusieurs vecteurs recombinants ont démontré
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divers niveau d’efficacité dans un contexte vaccinal ou thérapeutique (Souza et al.,
2005). Du coté des vecteurs viraux, [’utilisation de poxvirus, d’adénovirus,
d’alphavirus, de poliovirus et d’herpesvirus atténués a jusqu’a maintenant suscité
beaucoup d’intérét. Pour leur part les souches atténuées de Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Shigella, Mycobacterium bovis, Vibrio cholerae, Bacillus
subtilis sont toutes des exemples de vecteurs bactériens utilisés avec succes (Konjufca
et al., 2006; Paccez et al., 2006; Kochi, Killeen et Ryan, 2003; Ikonomidis et al.,
1997). Mentionnons aussi que certaines levures recombinantes peuvent également étre
utilisé€es pour la conception de vaccins capables d’induire des réponses humorales et

cellulaires spécifiques (Stubbs et Wilson, 2002; Georgiou et al., 1997).

Les vecteurs recombinants offrent plusieurs avantages par rapport aux autres
techniques de vaccination traditionnelles. Ils permettent d’abord de produire une trés
grande quantité d’Ag directement a I’intérieur des cellules de I’h6te immunisé. De
plus, plusieurs des vecteurs couramment utilisés sont capables de cibler et d’infecter
les cellules présentatrices d’antigenes (CPA), favorisant ainsi le développement des
réponses immunes (Souza et al., 2005). Finalement, les vecteurs recombinants
jouissent souvent d’une activité adjuvante intrinséque qui leur confére une forte
immunogénicité. En effet, comme nous le verrons plus tard, les virus et les bactéries
expriment tous des structures moléculaires conservées reconnues par des récepteurs
de I'immunité€ innée exprimés par les CPA. La reconnaissance des vecteurs par les
récepteurs de I’immunité innée entraine ’activation des CPA et induit la production
de cytokines et de chimiokines. Ces événements favorisent grandement le
déclenchement et la polarisation des réponses immunitaires adaptatives (Singh et

Srivastava, 2003).

3.6 Les vaccins a base d’acides désoxyribonucléiques

La vaccination a I’aide ADN consiste a administrer des plasmides circulaires
bactériens possédant le géne codant pour un Ag protéique afin d’induire une réponse
immunitaire contre cet Ag (Lewis et Babiuk, 1999). Depuis le début de leur utilisation
a des fins expérimentales au début des années 90, les vaccins 8 ADN ont démontré,
chez la souris, leur efficacité dans I’induction de réponses humorales et cellulaires

protectrices contre plusieurs maladies de nature virale, bactérienne, parasitaire,
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allergique ou tumorale (Gurunathan, Klinman et Seder, 2000). En plus de posséder le
gene codant pour I’Ag d’intérét, les plasmides utilis€s sont généralement constitués
d’un promoteur viral fort et constitutif, d’un géne de résistance a un antibiotique pour
permettre la sélection des bactéries transformées, et d’une séquence permettant la
polyadénylation terminale des acides ribonucléiques (ARN) messagers afin
d’optimiser I’expression protéique dans les cellules de mammiféres. De plus, un gene
codant pour une molécule adjuvante (e.g. cytokine) est souvent ajouté au sein du
plasmide afin d’augmenter I'immunogénicité du vaccin et d’amplifier la réponse
immunitaire résultante (Sheets et al., 2006). Apres avoir été produits en grande
quantité dans des bactéries (e.g. E. coli), les plasmides sont purifi€s, dissous dans une
solution saline, et administrés a2 un hote donné par voie intramusculaire ou cutanée
(Donnelly, Wahren et Liu, 2005; Donnelly et al., 1997). La capture de ces Ag par les
CPA et leur reconnaissance par les LB via leurs Ig de surface permet d’initier le
développement de réponses humorales (Lowe, Shearer et Kennedy, 2006). Pour ce qui
est des réponses cellulaires cytotoxiques, les mécanismes impliqués dans leur
induction sont moins connus et suscitent encore la controverse (Fu et al., 1997).
Finalement, la présence de motifs cytosine-guanosine non-méthylés (CpG) au sein
méme des plasmides bactériens confére une activité intrinseque d’adjuvant aux

vaccins a ADN (Barouch, 2006).

Les vaccins 8 ADN possedent plusieurs avantages sur les autres types de vaccin. Tout
d’abord, grice a leur production endogeéne par les cellules du Soi, les Ag protéiques
codés par les vaccins 2 ADN adoptent une conformation authentique, sans aucune
dénaturation ou modification. Ainsi, I'intégrit¢ des épitopes immunogeénes est
généralement conservée et ceux-ci sont exposés au syst¢éme immunitaire comme s’il
s’agissait d’une infection naturelle (Berzofsky, Ahlers et Belyakov, 2001). De plus, la
production endogene d’Ag favorise a la fois le développement de réponses humorales
et cellulaires, facteur important dans la lutte contre plusieurs pathogeénes. Les vaccins
a ADN sont également a I’origine d’une expression prolongée de I’Ag, permettant
ainsi de créer une mémoire immunitaire de longue durée. La possibilit€ d’un méme
plasmide a transporter les génes codant pour diverses protéines d’intérét avantage
également ce type de vaccin (Berzofsky, Ahlers et Belyakov, 2001). Contrairement a
plusieurs autres stratégies vaccinales, les vaccins & ADN sont capables d’induire une

immunité protectrice chez les nouveau-nés méme en présence d’Ac maternels. Les
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vaccins 2 ADN sont également peu dispendieux & produire, a entreposer et a utiliser.
Finalement, la mise au point d’une technique d’administration utilisant un canon 2 air
appelé «gene gun» évite I’utilisation d’aiguille, facteur important dans I’acceptation
de la technique de vaccination par la population. Malgré les nombreux avantages
potentiels des vaccins & ADN, leur efficacité chez ’humain s’est avérée décevante
lors de plusieurs essais cliniques. En effet, pour des raisons encore inconnues, les
vaccins 2 ADN sont beaucoup moins immunogenes chez les gros mammiferes et chez
I’humain comparativement a chez la souris (Barouch, 2006; Babiuk et al, 2003).
Heureusement, des stratégies ont été développées afin d’amplifier I'immunogénicité
de ces vaccins chez I’humain, comme I’insertion de génes codant pour des cytokines,
chimiokines ou molécules de costimulation (Donnelly, Wahren et Liu, 2005;

Scheerlinck, 2001).

3.7 Les vaccins i base d’antigénes recombinants

Les premiéres tentatives d’immunisation a I’aide d’Ag purifié€s a partir de culture de
certains microorganismes ont démontré le potentiel de cette approche dans I’induction
de réponses immunitaires protectrices. Cependant, comme certains pathogénes sont
difficiles ou encore impossibles 2 cultiver in vitro (e.g. VHC, Mycobacterium leprae,
Chlamydia pneumoniae, Plasmodia), le développement de cette stratégie a longtemps
été freiné par ’incapacité d’obtenir suffisamment de matériel purifi€é pour instaurer
des programmes de vaccination & grande échelle (Makela, 2000). Heureusement, le
développement des techniques de biologie moléculaire a permis de surmonter cette
difficulté. En effet, en clonant le géne d’une protéine immunogene d’intérét dans un
systtme d’expression (e.g. bactéries, levures, cellules d’insecte ou cellules de
mammifére), la protéine en question peut étre rapidement synthétisée en trés grande
quantité et a trés faible coiit. Des étapes subséquentes de purification permettent
ensuite d’obtenir une préparation d’Ag homogénes pouvant étre utilisée & grande
échelle a des fins vaccinales. Comme il en sera discuté dans une prochaine section, les

PPV sont issues de la production d’Ag recombinants et suscite maintenant beaucoup

d’intérét dans le domaine de la vaccinologie.

Il existe divers avantages a produire, de fagon controlée, des Ag recombinants a 1’aide

d’un systeme d’expression. Tout d’abord, les hdtes disponibles pour la production
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d’Ag recombinants sont généralement faciles et peu coiiteux a cultiver. De plus,
comme les protéines recombinantes sont produites en trés grande quantité, la
purification de celles-ci devient beaucoup plus facile. Cependant, 2 la suite de leur
production, certaines protéines recombinantes n’adoptent pas leur conformation
«naturelle», ce qui empéche, dans plusieurs cas, la production d’Ac protecteurs. De
plus, afin d’assurer leur pleine antigénicité et stabilité, certaines protéines doivent
subir des modifications post-traductionnelles (e.g. glycosylation). Dans ce cas-ci, le
choix du systeme d’expression devient critique. Par exemple, I’utilisation de bactéries
meéne habituellement a la production de protéines recombinantes non-glycosylées
tandis que I’utilisation de levures ou de cellules d’insecte favorise la glycosylation des

protéines (Makela, 2000).

La prochaine section de ce document portera exclusivement sur la présentation des
diverses caractéristiques des PPV et sur les différentes facons de les utiliser dans un

contexte vaccinal ou thérapeutique.

4. Les pseudoparticules virales

4.1 Caractéristiques générales des pseudoparticules virales

L’utilisation d’ADN recombinant et d’un systéme d’expression pour la production de
protéines structurales de divers virus meéne souvent 2 I’auto-assemblage de ces
protéines en PPV présentant une structure organisée trés similaire a celle des virus
d’origines (Pattenden et al., 2005). Par exemple, I’expression de la petite protéine de
I’enveloppe du VHB dans des levures ou des cellules de mammifére meéne a la
formation de particules de 22 nm identiques a celles retrouvées lors d’une infection
naturelle (McAleer et al., 1984). Lors de tests d’immunisation menés tant chez les
animaux que chez les humains, plusieurs PPV issues de divers virus se sont montrées
trés immunogeénes et efficaces pour induire des réponses immunitaires spécifiques et
protectrices en absence d’adjuvant (Noad et Roy, 2003). D’ailleurs, pour plusieurs
raisons, les PPV représentent une alternative intéressante pour le développement de
nouveaux vaccins et suscitent beaucoup d’intérét auprés de la communauté
scientifique. Tout d’abord, comparativement aux autres types de vaccins, les

techniques de production des PPV sont simples et peu dispendieuses. De plus, comme
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les PPV sont non-réplicatives et ne contiennent aucun matériel génétique infectieux,
leur utilisation est beaucoup plus sécuritaire que celle des vaccins vivants atténués ou
des vaccins inactivés (Eriksson et Holmgren, 2002). Finalement, certaines
caractéristiques intrinseques des PPV, soit leur nature particulaire, leur expression de
motifs antigéniques reconnus par les récepteurs de I'immunité innée, et leur haut
niveau d’organisation et de répétitivité antigénique, leur conférent une forte
immunogénicité permettant I’induction de réponses immunitaires spécifiques 2

médiation humorale et/ou cellulaire, souvent sans I’aide d’adjuvant.

4.2 Structure des pseudoparticules virales

Jusqu’a maintenant, des PPV issues de virus possédant diverses caractéristiques
structurales ont été produites. La taille de ces particules, qui varie en fonction du type
de protéines virales incorporées, se situe en moyenne entre 22 et 150 nm (Grgacic et
Anderson, 2006). Selon la structure finale des particules, on distingue une premiére
classe de PPV, dite simple, qui inclue les PPV formées d’une ou, dans certains cas, de
deux protéines majeures de la capside (e.g. virus du papillome humain (VPH),
parvovirus porcin et canin, virus Norwalk, circovirus, et polyomavirus) (Noad et Roy,
2003). 11 est également possible de produire des PPV formées par I’assemblage de
plusieurs protéines de la capside (e.g. poliovirus, virus bluetongue, rotavirus).
Cependant, la production de ces PPV représente un plus grand défi technique puisque
toutes les protéines structurales doivent étre co-exprimées au sein de la méme cellule
afin d’assurer un assemblage efficace. Une des fagcons d’arriver 2 cette fin est de
produire une seule polyprotéine qui est ensuite clivée dans la cellule pour permettre la
formation des particules. Finalement, la production de PPV issues de divers virus
possédant une enveloppe lipidique est également possible (e.g. virus de I’influenza,
VHC, virus Hantaan). Dans ce cas-ci, bien qu’il ne s’agit pas d’une régle s’appliquant
a tous les virus enveloppés, le choix du systéme d’expression semble avoir un impact
important sur I’efficacité de la formation de ce type de PPV (Noad et Roy, 2003). Par
exemple, alors que la production de PPV du virus Hantaan est peu efficace avec le
systeme baculovirus/cellules d’insecte, les PPV du virus de I'influenza et du VHC
sont produites sans probleme avec ce méme systeme (Betenbaugh et al., 1995;

Baumert et al., 1998; Latham et Galarza, 2001).
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4.3 Production des pseudoparticules virales

Afin d’assurer la distribution de nouveaux vaccins a I’ensemble de la population
mondiale, incluant celle des pays sous-développés, il est important de maximiser
Iefficacité des techniques de production de vaccins tout en minimisant les coiits s’y
rattachant. L’utilisation de PPV a des fins vaccinales représente une stratégie
prometteuse pour répondre a cette demande. En effet, la production des Ag
nécessaires a la formation des PPV repose sur la technologie de I’ADN recombinant,
qui demeure une technique simple, rapide, et peu dispendieuse de produire des Ag
vaccinaux (Leclerc, 2003). Depuis longtemps, la production de PPV peut se faire a
’aide d’un systteme d’expression procaryote (i.e. E. coli) ou d’un systéme
d’expression eucaryote (i.e. levures). En plus de permettre la production de grandes
quantit€s de protéines en trés peu de temps, les coiits liés a I’utilisation de ces deux
systemes sont peu €levés. Cependant, certains désavantages limitent I’utilisation d’ E.
coli et des levures pour la production de PPV. Dans certains cas, les protéines
produites dans E. coli ou dans les levures subissent un repliement inefficace qui
avorte ou réduit la production de PPV. D’autre part, les protéines issues de cellules
bactériennes ne peuvent subir les mémes modifications post-traductionnelles (e.g.
glycosylation) que celles issues de cellules de mammifere. En plus d’affecter
Pefficacit€é du repliement des protéines, I’absence de certaines modifications post-
traductionnelles empéche souvent I’obtention de PPV présentant les mémes
caractéristiques observées sur les particules virales sauvages lors d’une infection
naturelle. De plus, la surexpression de protéines dans des cellules bactériennes
entraine la formation de corps d’inclusion qui rendent les protéines insolubles et plus
difficiles a purifier et a utiliser (Brumfield et al., 2004). Tous ces inconvénients ont
donc, pendant longtemps, limité la variété de PPV pouvant &tre produites et utilisées.
Heureusement, la mise au point récente de nouveaux systemes d’expression permet
maintenant d’élargir I’éventail de PPV pouvant étre produites. Par exemple, I’un de
ces systemes fait appel a des baculovirus recombinants qui produisent les protéines
d’intérét dans des cellules d’insectes. En plus d’assurer une expression suffisante de
protéines recombinantes, ce systeme permet le déroulement des modifications post-
traductionnelles nécessaires au bon repliement des protéines nouvellement
synthétisées. De plus, ce systtme s’avere également un moyen trés sécuritaire de

produire des protéines vaccinales en vue d’une utilisation chez I’humain (Casal,
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Rueda et Hurtado, 1999). Comme les baculovirus sont trés facilement inactivés par
des traitements chimiques et possédent un nombre trés réduit d’hdtes (i.e. quelques
especes de lépidopteres, un type d’insecte), les risques encourus par les individus
vaccinés sont pratiquement inexistants (Rueda et al., 2000). De plus, les cellules
d’insectes utilisées peuvent &tre cultivées en absence de suppléments dévirés de
cellules de mammifére, ce qui assure un niveau supplémentaire de sécurité en
empéchant la croissance de pathogeénes opportunistes indésirables (Maranga et al.,
2002). Malgré ces nombreux avantages, le systtme baculovirus/cellules d’insecte
possedent aussi certains inconvénients comme un coit d’utilisation et un temps de
production plus élevé que les autres systeémes (Rueda et al, 2000). Finalement, un
nouveau systeme reposant sur I’expression de protéines recombinantes au sein de
cellules de mammifere a aussi récemment été développé mais reste encore peu utilisé
pour la production de protéines vaccinales. Comme il n’existe aucun syst®éme
d’expression parfait, le choix de celui-ci doit se faire en fonction du type de PPV, des

exigences personnelles ou publiques, et des limites techniques rencontrées.

4.4 Utilisation des pseudoparticules virales en vaccinologie

4.4.1 Utilisation des pseudoparticules virales comme immunogéne direct

Comme les PPV miment la structure originale des virus et exposent les épitopes
naturels de ces virus au systtme immunitaire, il est possible de les utiliser comme
immunogenes directs pour I’induction de réponses humorales et/ou cellulaires
protectrices (Harro et al., 2001). Le type de réponse immunitaire suscitée et les
mécanismes empruntés pour induire ces réponses varient grandement en fonction du
type de PPV. De plus, alors que certaines PPV sont suffisamment immunogénes pour
induire des réponses immunitaires efficaces par elles-mémes, d’autres nécessitent la
co-administration d’adjuvant. Jusqu’a maintenant, deux vaccins a base de PPV sont
autorisés i étre utilisés chez I’humain, soit un vaccin contre le VHB et un autre contre
le VPH. En plus de la présentation de ces deux vaccins, d’autres exemples de PPV

ayant démontré une efficacité sur le plan vaccinal seront présentés ci-dessous.

Le VHB, qui touche des millions de personnes a travers le monde, est responsable du

développement de maladies chroniques du foie, de cirrhose du foie et

19



d’hépatocarcinome. En 1965, Blumberg et al découvrirent que le sang des patients
porteurs chroniques du VHB contenait I’antigéne de surface du VHB (HBsAg). Aprés
des années d’étude sur les caractéristiques du HBsAg, un premier vaccin fut mis au
point a partir de HBsAg purifiés du plasma d’individus infectés. Or, plusieurs facteurs
limitaient I’utilisation et la distribution & grande échelle de ce vaccin. En effet, la
nécessité d’avoir acces a un nombre important de patients infectés pour
I’approvisionnement en Ag et la difficulté d’obtenir des préparations pures et
sécuritaires d’Ag, c’est-a-dire libres de tous contaminants ou particules infectieuses,
poussa les chercheurs a tenter de développer une version améliorée du vaccin (Payette
et Davis, 2001). C’est ainsi qu’en 1984, le tout premier vaccin a base de PPV a étre
autorisé d’utilisation chez ’humain fut mis sur le marché pour lutter contre le VHB.
Ce vaccin fut produit en surexprimant I’HBsAg dans des levures recombinantes de
type Saccharomyces cerevisiae. Les protéines virales ainsi produites se replient
spontanément pour former des particules identiques aux particules virales sauvages
mais ne contenant aucun matériel génétique infectieux. Des études menées chez la
souris, chez le singe vert et chez le chimpanzé démontrérent qu’une co-administration
de ces PPV et de sels d’alun (un adjuvant composé de sulfate de potassium et
d'aluminium hydraté) induisait de fortes réponses humorales caractérisées par le
développement d’Ac spécifiques, neutralisants et protecteurs (McAleer et al., 1984).
Suite au succeés des tests d’immunisations menées chez les animaux, des études
cliniques chez I’humain ont été mises en place et ont apporté des résultats tout aussi
satisfaisants. En effet, entre février 1984 et aofit 1986, plus de 58 études cliniques
différentes ont démontré que le nouveau vaccin a base de PPV du VHB permettait
d’obtenir des réponses immunitaires quantitativement et qualitativement semblables &
celles obtenue a I’aide du vaccin a base de HBsAg purifiés du plasma de patients
infectés (Andre et Safary, 1987). Aujourd’hui, deux vaccins a base de PPV du VHB
sont couramment utilisés, soit le Recombivax-HB® (produit par Merck) et le Engerix-
B® (produit par GlaxoSmithKline). Ces deux vaccins, qui peuvent étre administrés
des la naissance, sont trés sécuritaires et bien tolérés par les patients. De plus, ils
offrent une excellente immunogénicité et permettent d’obtenir des taux de
sé€roprotection (titre d’ Ac spécifiques 210 IU/L) de 85 a 100% chez les nouveaux-nés,

les enfants, les adolescents et les adultes (Keating et Noble, 2003).
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Le VPH est responsable de I’'une des infections transmises sexuellement les plus
répandues au monde. Ce virus non-enveloppé posséde un génome circulaire d’environ
8 kb codant pour deux protéines structurales (L1 et L2) et pour d’autres protéines non-
structurales importantes pour le cycle de vie du virus mais qui ne sont pas incorporées
dans les virions. Lorsque le virus réussi & pénétrer la couche épithéliale basale, il
infecte les cellules résidantes et, dans certains cas, réussit a échapper au systeme
immunitaire en limitant sa réplication au niveau de la couche cellulaire suprabasale
(Lowy et Schiller, 2006). Une infection par certains types de VPH peut mener au
développement de lésions bénignes sous forme de verrues anogénitales ou non-
génitales ou sous forme de papillomes de la bouche ou du larynx (Schiffman et Kjaer,
2003). Les types VPH-6 et VPH-11 sont responsables de plus de 90% des cas de
verrues génitales chez ’homme et chez la femme (Hymel, 2006). De plus, une
infection a long terme par certains types de VPH peut mener au développement de
tumeurs malignes, incluant le cancer du col de I’utérus, de I’anus, de la vulve, du
vagin et du pénis et de certains cancers oraux (Lowy et Schiller, 2006 ; Gillison et
Lowy, 2004). Méme si 15 types de VPH dit «a haut risque» peuvent mener au
développement du cancer du col, une infection par le VPH-16 et/ou le VPH-18 y est
associée dans 70% des cas. Afin de lutter contre ce type d’infection, plusieurs équipes
tentérent de développer un vaccin a base de PPV du VPH. La surexpression de la
protéine L1 du VPH a P’aide de baculovirus entraine la formation de PPV
pratiquement identiques aux particules virales sauvages (McLemore, 2006). Des tests
d’immunisation effectués chez le chimpanzé a I’aide de PPV du VPH de type 6, 11,
16 et 18 donnerent des résultats impressionnants. En effet, la co-injection de ces PPV
et de sels d’alun permit une forte induction d’Ac spécifiques et neutralisants. De plus,
les chimpanzés immunisés démontrérent une production spécifique d’IFN-y et
d’interleukine (IL) 5 et le développement d’une réponse cytotoxique spécifique a la
protéine L1 du VPH (Palker et al., 2001). Des essais cliniques tous aussi convaincants
furent également effectués chez I’humain. C’est ainsi que Santé Canada approuva, en
2006, un tout nouveau vaccin quadrivalent a base de PPV du VPH. Commercialisé par
Merck sous le nom de Gardasil® et prescrit pour les jeunes filles et les femmes entre 9
et 26 ans, ce vaccin est composé de PPV du VPH de type 6, 11, 16 et 18 (Garcea et
Gissmann, 2004). Lorsqu’administré en présence de sels d’alun, le Gardasil® permet

la production d’Ac spécifiques qui bloquent la progression de I’infection et prévient
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’apparition du cancer du col et de verrues génitales chez prés de 100% des sujets
vaccinés (Ljubojevic, 2006; Schmiedeskamp et Kockler, 2006). Toutefois, malgré
I’efficacité du Gardasil®, plusieurs données restent 2 &tre établies quant a la durée de
protection, au degré de protection croisée contre les autres types de VPH et au niveau
de I’efficacité du vaccin chez I’homme (Schiller et Lowy, 2006). Toujours dans la
lutte contre le VPH, un autre vaccin a base de PPV du VPH devrait prochainement
étre approuvé par Santé Canada. Commercialisé par GlaxoSmithKline sous le nom de
Cervarix®, ce vaccin divalent différe du Gardasil® en ciblant uniquement le VPH de
types 16 et 18 et en étant administré avec du ASO4, un adjuvant composé de
«aluminum hydroxide plus 3-deacylated monophosphoryl lipid A» (Hymel, 2006).

Une comparaison entre |’efficacité des deux vaccins reste a étre effectuée.

Le virus de Norwalk est un virus entérique de la famille des Caliciviridae responsable
d’épidémies mondiales de gastro-entérite (Estes et al., 2000). La capside de ce virus
est formée de 180 copies d’une protéine de 58 kDa et I’expression de cette protéine a
I’aide du systeme baculovirus/cellules d’insecte permet la formation spontanée de
PPV identiques aux particules sauvages. La forte immunogénicité des PPV du virus
de Norwalk fut tout d’abord démontrée chez la souris. En effet, suite & une
administration orale en absence d’adjuvant, les souris développerent des taux élevés
d’IgG sériques et d’IgA fécaux (Ball et al, 1996). Des études cliniques de phase I
démontrerent également la forte immunogénicité des PPV du virus de Norwalk chez
’humain. Environ 85% des patients présentérent une importante augmentation du
taux d’IgG sériques spécifiques apres I’administration orale d’une seule dose de 250
ug de PPV sans adjuvant (Ball et al., 1999). De plus, environ 40% des patients
présenterent un taux appréciable d’IgA spécifiques au niveau des muqueuses orales et
génitales. Finalement, une réponse lymphoproliférative spécifique caractérisée par la
production d’IFN-y pouvait également &tre détectée chez les patients immunisés

(Tacket et al., 2003).

L’immunogénicité des PPV du VHC, formées par la surexpression des protéines
virales core, E1 et E2, fut d’abord démontrée par I’équipe de Lechmann et al. En
effet, suite a I’administration, sans adjuvant, de cinq doses de 20 pg de PPV du VHC

a des souris BALB/c, ces dernieres développerent de fortes réponses humorales. Une
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analyse isotypique des Ac produits révéla la production d’Ac spécifiques a El et E2 et
le développement d’une réponse de type Tul. Ces Ac pouvaient étre détectés jusqu’a
six mois apres la derniére immunisation. La restimulation in vitro des cellules de rates
issues des souris immunisées permis de mettre en évidence une prolifération cellulaire
et une production d’IFN-y en réponse a I’ Ag core, démontrant ainsi la capacité de ces
PPV 2 induire I’activation des LT CD4'. De plus, des réponses cytotoxiques
spécifiques a E2 ont pu étre détectées chez les souris immunisées. Finalement, des
immunisations menées avec des PPV du VHC dénaturées a la chaleur inhibent
grandement le développement de ces réponses immunitaires, prouvant ainsi la
nécessité de préserver l'intégrité structurale de ces PPV afin de maintenir leur
immunogénicité. Il est également a noter que la co-administration d’adjuvant lors de
ces immunisations n’influencait pas significativement I’ampleur des réponses
immunitaires induites (Lechmann et al., 2001). L’efficacité des méme PPV a
également €té¢ démontrée chez les babouins. L’administration de quatre doses de 100
pg de PPV du VHC sans adjuvant permit une forte production d’Ac spécifiques a El
et a E2. De plus, des Ac spécifiques a I’Ag core pouvaient étre détectés apres la
quatrieme dose. Chez tous les babouins immunisés, ces Ac persistaient dans le sérum
pour plus de huit mois suivant le dernier rappel. Une production d’IFN-y par les
cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) des primates immunisés pouvait
étre détectée, suggérant le développement d’une réponse de type Tyl. D’ailleurs, cette
production d’IFN-y pouvait encore étre détectée huit mois suivant le dernier rappel.
Finalement, des réponses cellulaires cytotoxiques spécifiques pouvaient étre détectées

suite a I’administration de la quatrieme dose de PPV (Jeong et al., 2004).

La forte immunogénicité des PPV du VIH, formées par la surexpression de la protéine
Pr558%, a été démontré a plusieurs reprises dans différents modeles animaux. Des
réponses humorales spécifiques dirigées contre I’Ag Gag ont pu efficacement &tre
induites chez des lapins et chez des macaques rhésus en présence ou non d’un
adjuvant (Montefiori et al., 2001; Wagner, 1997; Wagner et al., 1996). De plus, une
étude de Paliard ef al mit en évidence le fort potentiel des PPV du VIH pour
I’induction de réponses cytotoxiques spécifiques sans I’aide d’adjuvant. En effet, des
macaques rhésus immunisés a I’aide de ces PPV développérent un vaste répertoire de

CTL spécifiques. En plus de rester en circulation pour une longue période (i.e. plus de
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huit mois), ces CTL démontraient une spécificité contre divers épitopes de la
polyprotéine Gag. Finalement, il est a noter que la co-administration de divers
adjuvants lors de ces immunisations ne permettait pas d’augmenter significativement

I’ampleur des réponses immunitaires induites (Paliard ez al., 2000).

Des tests d’immunisation sur des souris BALB/c a I’aide de PPV du rotavirus ont été
effectué€s en présence ou non de divers adjuvants (i.e. toxine thermolabile d’E. coli,
CpG). Six semaines suivant la réception de deux doses de 10 png de PPV par voie
rectale, les souris immunisées furent infectées par une souche murine du rotavirus. En
absence d’adjuvant, les PPV du rotavirus ne démontrérent aucune immunogénicité
(i.e. aucune production d’Ac spécifiques) et ne permirent pas de protéger les souris
contre I’infection. Cependant, la co-injection de PPV et de «heat-labele toxins» permit
Iinduction d’IgA et d’IgG spécifiques permettant de protéger les souris contre
I’infection. Finalement, méme si I'utilisation de CpG lors des immunisations permet
la production d’IgA et d’IgG spécifiques au rotavirus, elle ne permet pas le
développement d’une réponse protectrice chez les souris immunisées (Parez et al.,

2006).

Finalement, plusieurs autres exemples de PPV ayant démontré leur potentiel a étre
utilisées comme immunogeénes directs pour la lutte contre diverses maladies
infectieuses ont été décrits (e.g. PPV du virus influenza, PPV du virus Ebola, PPV du
virus de Marburg, PPV du poliovirus, PPV du coronavirus SARS) (Grgacic et
Anderson, 2006).

4.4.2 Utilisation des pseudoparticules virales comme plateforme vaccinale

En plus d’étre utilisées comme immunogenes directs, les PPV peuvent servir de
plateforme vaccinale pour la présentation d’épitopes de microorganismes étrangers au
systeme immunitaire. En effet, il est possible d’exploiter la forte immunogénicité des
PPV afin d’induire des réponses humorales et/ou cellulaires contre des peptides
étrangers. L’ajout d’épitopes étrangers a la surface des PPV peut se faire selon deux
techniques. La premiere consiste & modifier la séquence du ou des génes codant pour

la ou les protéines nécessaires a la formation des PPV en y ajoutant la séquence
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codant pour I’Ag protéique d’intérét. En choisissant un site d’insertion approprié qui
n’interféra pas avec le repliement des particules, la protéine de fusion résultante
conservera sa capacité a former des PPV une fois synthétisée (Grgacic et Anderson,
2006). La deuxieme technique consiste quant a elle 2 conjuguer chimiquement I’Ag
vaccinal & des PPV pré-formées. L’avantage majeur de cette technique est qu’elle
rend possible la conjugaison d’Ag non-protéique a la surface des PPV. D’ailleurs,
cette technique a été utilisée avec succes pour le couplage de I’hapténe nicotine a la
surface de PPV du bactériophage QP et cette construction fait présentement 1’objet
d’études cliniques prometteuses dans le but de développer un vaccin anti-nicotine
(Maurer et Bachmann, 2006). Finalement, la longueur des peptides pouvant étre
insérés sur un type de PPV donné est plutot limitée. En effet, plus les peptides a
insérer sont longs, plus les chances de rencontrer des probléemes d’encombrement
stérique limitant ou inhibant le repliement adéquat des PPV sont grandes. Des études
structurales approfondies sur les PPV (e.g. résonance magnétique nucléaire,
dichroisme circulaire, microscopie électronique, analyses mutationelles) sont donc
requises afin d’effectuer I’insertion efficace d’épitopes a la surface des PPV (Johnson

et Chiu, 2000).

Au cours des dix derniéres années, I’équipe de Leclerc et al publia une multitude
d’études portant sur I’efficacité des PPV du parvovirus porcin comme plateforme
vaccinale. Ces PPV, produites a I’aide de baculovirus recombinants, sont formées par
I’auto-assemblage de la CP virale VP2 (Casal, Rueda et Hurtado, 1999). Les études
structurales menées sur ces particules ont permis d’identifier deux principaux sites
d’insertion d’épitopes B et T. Tout d’abord, le «loop 2» de VP2 est propice a
Pinsertion d’épitopes B et permet I’exposition de ces épitopes & la surface des PPV.
D’autre part, la région N-terminale de VP2 peut étre utilisée efficacement pour
I’insertion d’épitopes T CD4" et CD8". Les épitopes insérés au niveau de la région N-
terminale se retrouvent d’ailleurs a I’intérieur des particules (Casal, 1999). Plusieurs
tests d’immunisation menés avec des PPV du parvovirus porcin exposant divers
épitopes ont été effectués. Par exemple la séquence 118-132 de la nucléoprotéine du
LCMV, qui contient 4 la fois un épitope T CD4" et CD8", a été insérée avec succes
sur les PPV du parvovirus porcin. L’injection intrapéritonéale d’une seule dose de 10

lg de cette construction, sans adjuvant, a des souris BALB/c permit I’induction d’une
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forte réponse T CD8" cytotoxique spécifique au LCMV (Sedlik et al., 2000; Lo-Man
et al., 1998; Sedlik et al., 1997). Cette réponse cytotoxique était persistante chez les
souris immunisées puisque des CTL spécifiques pouvaient encore étre détectés neuf
mois suivant I’'immunisation (Sedlik er al, 1997). De plus, une forte réponse
proliférative régulée par les LT CD4" fut également détectée, démontrant la capacité
de la plateforme 2 entrainer I’activation des LT CD4". Suite a la restimulation in vitro
de cellules issues des ganglions lymphatiques des souris immunisées a I’aide de ces
PPV, des quantités importantes d’IFN-y et d’IL-2 étaient produites, indiquant le
développement d’une réponse cellulaire de type Tyl (Lo-Man er al, 1998).
Finalement, I’utilisation de ces PPV confére aux souris immunisées une protection
totale contre une infection normalement mortelle par le LCMV (Sedlik er al., 2000).
Des PPV du parvovirus porcin présentant I’épitope B C3:B du poliovirus ont
également été produites. La production d’Ac spécifiques chez des souris BALB/c
immunisées par voie intrapéritonéale et en présence ou non d’adjuvant incomplet de
Freund fut analysée. Les souris immunisées avec ou sans adjuvant présentérent toutes
de hauts titres d’Ac spécifiques a la plateforme vaccinale. Toutefois, les titres d’Ac
spécifiques a C3:B étaient faibles les souris immunisées en absence d’adjuvant et

élevés pour les souris immunisées en présence d’adjuvant (Rueda et al., 1999).

Des PPV formées de I’Ag core du VHB ainsi que des PPV du bactériophage QP, sont
également efficaces dans la présentation d’épitopes B étrangers au systéme
immunitaire. En effet, ’équipe de Zinkernagel et al réussit & exposer, a la surface de
ces deux types de PPV, I’épitope B immunodominant du domaine pre-S1 du HBsAg.
L’administration, par voie intraveineuse, de 50 jig de ces constructions suivi d’une
dose de rappel 13 jours suivant la premiére injection, permit I’induction, chez des
souris C57BL/6, d’IgM et d’IgG spécifiques aux PPV et a I’épitope B étranger. La
méme étude permit également de déterminer que cette réponse humorale était induite
indépendamment de I’aide des LT CD4" (Fehr et al., 1998). Une autre étude effectuée
avec les PPV formées de I’Ag core du VHB exposant cette fois-ci I’épitope NS3 du
VHC a démontrer la capacité d’induire, chez la souris, une forte production d’IgG2a
et une plus faible production d’IgG1 spécifiques au VHB et 2 NS3 (Mihailova et al.,
2006). Les PPV formées de I’Ag core du VHB peuvent également étre utilisées pour

Pinduction de réponses cellulaires contre des épitopes T étrangers. Ceci a été
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démontré en exposant I’épitope p33 du LCMYV a la surface de ces PPV. Tout d’abord,
I'immunisation de souris a I’aide de cette construction permet I’activation de LT
CD8* p33-spécifiques et I’induction de réponses cytotoxiques (Storni et al., 2002). De
plus, lorsqu’elles sont injectées en présence d’adjuvant (i.e. CpG), ces PPV permettent

I’induction de réponses cellulaires protectrice contre le LCMYV (Storni et al., 2004)

Des PPV du virus de I’hépatite E (VHE) ont également été utilisées avec succes
comme plateforme vaccinale. En effet, I’insertion d’un épitope B «tag» d’une
longueur de 11 acides aminés a I’extrémité c-terminale de la protéine ORF2 du VHE
ne nuit pas a ’assemblage des protéines en PPV. Les fluides intestinaux de souris
BALB/c immunisées par voie orale quatre fois, a2 deux semaines d’intervalle, avec 50
g de ces PPV sans adjuvant présentent des taux appréciables d’IgG et d’IgA
spécifiques au VHE et a I’épitope B «tag» (Niikura et al., 2002).

Des PPV issues de certains virus de plante ont également été utilisées efficacement
comme plateforme vaccinale pour la présentation d’épitopes de virus étrangers. Par
exemple, des PPV du virus X de la pomme de terre exposant I’épitope gp41 du VIH
permettent I’induction d’IgG et d’IgA spécifiques a gp41l lorsqu’elles sont
administrées a des souris par voie intrapéritonéale ou intranasale (Marusic et al.,
2001). D’autre part, I’immunisation de souris a 1’aide de PPV du «Johnson grass
mosaic virus» présentant un épitope B du virus de I’encéphalite japonaise permit, via
la production d’Ac neutralisants, de protéger ces souris contre une infection
normalement mortelle par ce virus (Saini et Vrati, 2003). D’autres exemples de PPV
issues de virus de plantes suscitant de 1’intérét pour la présentation d’épitopes de virus
étrangers dans un contexte vaccinal sont les PPV du «cowpea mosaic virus», du
«tobacco mosaic virus», du «alfalfa mosaic virus», du «tomato bushy stunt virus», du

«Zucchini yellow mosaic virus» et du «Plum pox virus» (Denis et al, 2007

Canizares, Lomonossoff et Nicholson, 2005; Natilla et al., 2004).

Finalement, I’utilisation de PPV comme plateforme vaccinale induit nécessairement la
production d’Ac dirigés spécifiquement contre la plateforme. L’effet de ces Ac sur
Iefficacité d’une plateforme vaccinale donnée est encore source de controverse.

Certaines études ont démontré que la production d’Ac spécifiques a la plateforme nuit
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a D’efficacité des immunisations en bloquant, par exemple, la capture des PPV par
certains récepteurs cellulaires. Cet effet fut d’ailleurs démontré lors d’une étude sur
I’efficacité¢ des PPV du VPH pour la présentation de peptides étrangers (Da Silva,
Schiller et Kast, 2003). Néanmoins, une étude effectuée a I’aide de PPV formées de
I’Ag core du VHB et exposant des épitopes étrangers semble démontrer que les Ac
spécifiques produits contre la plateforme vaccinale n’affectent en rien les réponses
immunitaires induites contre I’épitope étranger (Ruedl et al, 2005). Les auteurs
suggerent méme que ces Ac, en formant des complexes immuns avec les PPV,
facilitent probablement leur capture par les CPA qui expriment des récepteurs des

immunoglobulines (FcR).

4.4.3 Utilisation des pseudoparticules virales pour la livraison de molécules

Certaines caractéristiques naturelles des capsides virales leur permettent de contenir et
de protéger le matériel génétique viral. En effet, des domaines polypeptidiques
orientés vers I’intérieur des particules virales neutralisent la charge négative globale
du squelette phosphate des acides nucléiques, établissant ainsi des interactions
ioniques stables et de haute affinité avec le matériel génétique (Garcea et Gissmann,
2004). Comme les PPV conservent la méme capacité d’encapsidation et le méme
tropisme cellulaire que les virus d’origine, certains groupes tentent de les exploiter
afin de mettre au point de nouveaux syst¢mes de livraison de molécules et de génes.
(Petry et al., 2003). Par exemple, cette approche pourrait permettre de livrer, a un type
cellulaire précis, du matériel génétique codant pour des genes d’intérét thérapeutique
ou des molécules possédant des propriétés pharmacologiques (Garcea et Gissmann,
2004). Jusqu’a maintenant, deux stratégies sont utilisées pour I’inclusion de molécules
ou d’acides nucléiques a lintérieur des PPV. La premiére technique consiste a
effectuer ’assemblage in vitro des PPV en présence de la molécule d’intérét afin que
cette derniére puisse se retrouver emprisonnée, de fagon aléatoire, a I’intérieur des
PPV (Henke et al., 2000). La deuxiéme technique est de faire subir un choc osmotique
a des PPV déja formées en les diluant dans un tampon de faible force ionique. Ceci
aurait pour effet d’augmenter I’espace entre les sous-unités constituant les PPV afin

d’y faire pénétrer la molécule d’intérét (Garcea et Gissmann, 2004).

28



5. Réle des cellules dendritiques au niveau du systéme immunitaire

A Ia fin du 19° siécle, suite 2 ’observation de cellules similaires a des neurones, Paul
Langerhans décrit pour la premiere fois un type de DC (i.e. cellules de Langerhans)
dans des échantillons de peau humaine marquée a I’or. Les travaux de Langerhans ne
permirent toutefois pas d’associer une fonction précise a ces cellules (Becker, 2003).
II fallu attendre a la publication des travaux de Steinman et Cohn, de 1973 a 1979,
pour voir naitre le terme «cellule dendritique» et pour mieux comprendre le réle et

I’'importance de ces cellules dans le systtme immunitaire (Trinchieri, 2007).

La prochaine partie de cette revue de littérature a pour but de présenter les divers
types de DC, leurs principales caractéristiques, et leur réle dans I’induction des
réponses immunitaires, particulierement contre les PPV. Comme nos études ont été

effectuées chez la souris, une attention particuliére sera accordée aux DC murines.

5.1 Caractéristiques générales des cellules dendritiques

Les DC sont un type de CPA formant une population hétérogéne de leucocytes
migratoires (Ardavin, 2003). Elles sont retrouvées dans les organes lymphoides
primaires (e.g. thymus) et secondaires (e.g. rate, ganglions lymphatiques, tissus
lymphoides associés aux muqueuses) et dans pratiquement tous les tissus
périphériques non-lymphoides (sauf le cerveau et les testicules) (Lipscomb et Masten,
2002). En général, les DC présentent de longs prolongements membranaires (i.e.
dendrites) leur donnant un aspect €toilé. L’expression de divers niveaux d’intégrine
CDl1c et de complexes majeurs d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) a leur
surface est une caractéristique commune a tous les types de DC (Itano et Jenkins,
2003). Au niveau fonctionnel, les DC jouent plusieurs roles clés dans le systéme
immunitaire innée et adaptatif. Grice a ’expression de récepteurs associés au systéme
immunitaire inné, elles peuvent détecter rapidement les moindres signes d’infections
afin de mettrent en branle, tout aussi rapidement, les mécanismes de défense innés
(Pulendran, 2005). De plus, les DC sont essentielles dans I’induction et la régulation
des réponses immunitaires adaptatives, particulierement celles impliquant les LT.
D’ailleurs, les DC sont les seules CPA a étre équipées pour activer efficacement les

LT naifs, entrainant ainsi, de facon Ag-spécifique, leur expansion et leur
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différentiation en cellules effectrices (Heath et al., 2004). Un nombre grandissant
d’études démontrent également I’importance des DC dans I’induction et le maintien

des mécanismes de tolérance (Tan et O'Neill, 2005).

Malgré les nombreuses études effectuées dans le domaine, 1’origine et les mécanismes
de développement des divers types de DC sont encore source d’incertitude et de
controverse. Néanmoins, il est généralement reconnu que les DC sont issues de
précurseurs des DC (pDC) dérivés des cellules souches CD34" de la moelle osseuse,
de PBMC et de cellules du sang de cordon (Zou et Tam, 2002; Robinson, Saraya et
Reid, 1998). Pendant longtemps, les études chez la souris semblaient démontrer
’existence de deux principaux types de pDC. 1l avait été établi que toutes les DC
CD8" provenaient de pDC d’origine lymphoide tandis que toutes les DC CDS§
dérivaient de pDC d’origine myéloide. Toutefois, de nouvelles études semblent
démontrer I’existence d’une trés grande plasticité développementale pour ces deux
types de pDC, permettant a chacun d’entre eux de produire toutes les sous-populations
de DC retrouvées dans les organes lymphoides murins (Shortman et Liu, 2002).
D’ailleurs, comme il en sera discuté dans la prochaine section, les chercheurs ont
jusqu’a maintenant caractéris€é six sous-populations de DC phénotypiquement
distinctes. Chacune de ces sous-populations peut &tre retrouvée sous deux formes

fonctionnellement différentes, soit la forme immature et la forme mature.

Une fois dans la circulation sanguine, les pDC infiltrent les organes lymphoides et les
divers tissus de I’organisme pour y devenir des DC immatures pouvant échantillonner
I’environnement antigénique local. Lors de la capture d’Ag et de la réception de
signaux de danger, les DC immatures entreprennent un processus de maturation
complexe, quittent les tissus périphériques, et débutent leur migration vers les organes
lymphoides secondaires pour y induire les réponses immunitaires (Lipscomb et
Masten, 2002). Tous les processus migratoires des DC (i.e. du sang ou de la lymphe
vers les tissus périphériques, des tissus périphériques vers les organes lymphoides)
sont orchestrés par la production de molécules chimiotactiques (e.g. chimiokines). Au
niveau de tissus périphériques, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales et les
leucocytes produisent des chimiokines inflammatoires qui attirent les DC en
périphérie. Pour leur part, les cellules endothéliales, les cellules stromales et les

leucocytes des organes lymphoides secondaires produisent des chimiokines
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lymphoides qui régulent les rencontres entre les DC et les LT ou les LB (Lipscomb et
Masten, 2002; Cyster, 1999). La capacité des DC a répondre aux diverses chimiokines
est grandement influencée par leur niveau de maturité. En effet, au cours de leur

BN

maturation, les DC perdent peu & peu leur capacité a répondre aux chimiokines
inflammatoires mais augmentent considérablement leur capacité a répondre aux
chimiokines lymphoides (Allavena er al., 2000). D’autre part, selon le compartiment
anatomique dans lequel les DC captent les Ag, le site d’induction des réponses
immunitaires peut varier. En effet, chacun des organes lymphoides secondaires assure
la surveillance de différentes parties de I’organisme. Ainsi, les DC ayant capté des Ag
sanguins se dirigeront dans la rate tandis que les DC ayant capté des Ag dans les
autres tissus périphériques migreront dans les ganglions lymphatiques desservant la

région anatomique concernée (Heath et al., 2004).

5.2 Classification des cellules dendritiques

La classification des DC peut étre faite selon divers critéres phénotypiques,
fonctionnels ou anatomiques. Au niveau phénotypique, divers marqueurs sont utilisés
afin de ségréguer les divers types de DC (e.g. CD4, CD8, CDl11b, CDll1c, B220,
DEC-205, langérine) (Valladeau et Saeland, 2005). Selon I’expression de ces
marqueurs, les DC murines sont généralement classées en six sous-populations

phénotypiquement distinctes.

Les DC sont tout d’abord divisées en DC plasmacytoides (DC B220") et en DC dites
conventionnelles. Les DC B220" different des DC conventionnelles par I'expression
des molécules CD45R (B220) et Ly6C et par une plus faible expression de CDl1lc.
Lors de I’activation des DC B220", il se produit une augmentation de leur viabilité en
culture et une régulation a la hausse du niveau d’expression des CMH-II et des
molécules co-stimulatrices. De plus, les DC B220" activés expriment de plus hauts
niveaux de CD8a (O'Keeffe er al., 2002; Nakano, Yanagita et Gunn, 2001). Chez la
souris, les DC B220" de la rate sont surtout regroupées au niveau des manchons
lymphoides périartériolaires de la pulpe blanche. Toutefois, elles sont également
retrouvées dispersées dans la zone marginale et la pulpe rouge. En condition

d’inflammation, les DC B220" forment des amas dans la zone marginale et les régions
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riches en LT de la rate ol sont recrutées dans le ganglion lymphatique correspondant
(Colonna, Trinchieri et Liu, 2004). Au niveau fonctionnel, les DC B220* sont
principalement impliquées dans les réponses antivirales (Asselin-Paturel et al., 2001).
En réponse a I’ARN ou a I’ADN viral, elles produisent de grandes quantités d’IFN de
type I et des cytokines IL-6 et IL-12, ce qui assure une résistance antivirale rapide,
une augmentation de I’activité cytotoxique des cellules NK et une production d’IFN-Y.
La production d’IFN de type I facilitent également I’activation des LT, augmentent
leur durée de vie, et favorise le développement de réponses cytotoxiques. Les IFN de
type I et ’IL-6 permettent aussi aux DC B220"* d’exercer un controle sur les réponses
humorales en favorisant la différentiation des LB en plasmocytes producteurs
d’immunoglobulines y (IgG) (Colonna, Trinchieri et Liu, 2004). Les DC B220*
produisent également des chimiokines qui favorisent le recrutement de LT activés
(Penna et al., 2002). Notons finalement que les DC B220* activées sont moins
efficaces que les DC conventionnelles dans la présentation d’Ag sur les CMH et dans

I’induction des réponses cellulaire spécifiques (Colonna, Trinchieri et Liu, 2004).

Cinq autres sous-populations de DC, dites conventionnelles, sont retrouvées chez la
souris. La rate contient trois de ces sous-populations, principalement classées selon
I’expression des molécules CD4 et CD8a (Kamath er al,, 2000). Ces trois sous-
populations, qui dérivent de pDC du sang, incluent les DC CD4*CD8oDEC205
CDI1b*, les DC CD4CD8a'DEC205°CDIIb" et les DC CD4CD8o
DEC205°CD11b (Lipscomb et Masten, 2002). Au stade immature, ces trois types de
DC expriment un niveau basal appréciable des molécules CD40, CD80, CD86 et
CMH-II et sont trés efficaces pour la capture d’Ag particulaires par phagocytose.
Dans la rate, les DC CD4*CD8c DEC205°CD11b* et CD4CD8c DEC205°CD11b"
sont concentrées au niveau des zones marginales tandis que les CD4
CD8o'DEC205'°CD11b™ sont surtout retrouvées dans les régions riches en LT.
Cependant, suite 2 la rencontre d’un signal de danger, les DC CD4*CD8o DEC205
CDI1b* et CD4CD8o’ DEC205°CD11b’ quittent rapidement les zones marginales

pour se rendrent dans les régions de LT (Shortman et Liu, 2002).

En plus des trois sous-populations de DC conventionnelles précédemment décrites, les

ganglions lymphatiques contiennent deux autres sous-populations issues de pDC
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dérivés des tissus. Les DC dermiques (provenant de la peau) ou interstitielles
(provenant d’autres tissus), représentent I’une de ces sous-populations et possedent le
phénotype CD4CD8a/CDI1b*CD205™. La derniére sous-population, appelée
cellules de Langerhans, est quant a elle retrouvée uniquement dans les ganglions
lymphatiques  drainant la pean. En plus de leur phénotype CD4
CD80°CD11b*CD205", les cellules de Langerhans se distinguent par leur plus forte
expression basale de CMH-II et des molécules CD40, CD80 et CD86 (Shortman et
Liu, 2002).

5.3 Maturation des cellules dendritiques

Les DC ne peuvent exercer leur plein potentiel immunostimulant de fagon
constitutive. Elles doivent préalablement acquérir un phénotype mature via la
réception de signaux activateurs. Le passage au stade mature induit de profonds
changements au niveau du profil phénotypique, migratoire et fonctionnel des DC,
permettant ainsi le développement de réponses cellulaires et humorales optimales.
Pour cette raison, plusieurs nouvelles stratégies vaccinales tentent de cibler les DC et
d’induire leur maturation afin de maximiser I'efficacité des vaccins. La présente
section a pour but d’énumérer les principales caractéristiques des DC immatures et
matures, de présenter les étapes du processus de maturation, et de définir les

principaux signaux et récepteurs impliqués dans I’induction de la maturation des DC.
5.3.1 Caractéristiques des cellules dendritiques immatures

En absence de réponses inflammatoires, les DC se retrouvent sous la forme immature.
Elles agissent alors comme sentinelles dans I’organisme, échantillonnant
constamment leur environnement antigénique (Guermonprez et al., 2002).
L’expression de divers récepteurs permet aux DC immatures d’étre recrutées aux sites
inflammatoires afin d’y capter des Ag. Par exemple, I’expression des récepteurs de
chimiokines de type CC (e.g. CCR1, CCR2, CCRS5) et CXC (e.g. CXCRI1) permet aux
DC immatures de répondre efficacement & la production de certaines chimiokines
inflammatoires, comme la «macrophage inflammatory protein-lo» (MIP-1a), la

«monocyte chemotactic protein-1» (MCP-1), et la «regulated on activation normal T

33



cell expressed and secreted chemokine» (RANTES). De plus, les DC immatures
expriment des récepteurs pour certains produits du clivage de protéines bactériennes
(e.g. «formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine» (fMLP)), pour des produits du
systtme du complément (e.g. la composante C5a), et pour certains métabolites
lipidiques (e.g. «platelet activating factor» (PAF)) (Lipscomb et Masten, 2002). Les
DC immatures sont également des productrices de chimiokines inflammatoires (e.g.
MIP-1a, IL-8, RANTES, MCP-1). Cette production de chimiokines exerce a la fois
un effet autocrine et paracrine. De facon autocrine, elle régule I’expression de
plusieurs récepteurs impliqués dans la reconnaissance de molécules
chimioattractantes. De fagon paracrine, les chimiokines inflammatoires produites par
les DC permettent le maintient des processus inflammatoires en induisant le
recrutement de monocytes, de DC immatures et d’autres cellules inflammatoires au

site antigénique (Tang et Cyster, 1999).

Une fois rendu au site d’inflammation, les DC immatures utilisent divers mécanismes
de capture pour échantillonner les Ag (Villadangos et Heath, 2005). Par exemple,
elles peuvent capter des Ag solubles par macropinocytose, des protéines ou des
complexes immuns par endocytose médiée par des récepteurs ou des cellules entiéres
par phagocytose (Tan et O'Neill, 2005; Steinman et al., 1999). Malgré cette grande
aptitude a échantillonner les Ag, les DC immatures sont peu efficaces pour présenter
ces Ag dans le contexte du CMH et pour activer les LT naifs. En effet, elles exposent
des taux relativement faibles de complexes peptide-CMH (p-CMH) et de molécules
de costimulation (CD40, CD80 et CD86) a leur surface, ce qui les empéche d’établir
les interactions nécessaires a I’activation des LT naifs (Heath et Villadangos, 2005;
Guermonprez et al., 2002). Finalement, les DC immatures sont depuis longtemps
associées a I’induction et la régulation des mécanismes de tolérance (Tan et O'Neill,
2005; Hawiger et al., 2001). Cependant, de plus en plus d’études démontrent que cette
régle n’est pas aussi simple. En effet, certaines DC matures semblent pouvoir induire
et controler la tolérance, notamment via I’activation de LT régulateurs (LT,,) (Tan et

O'Neill, 2005; Heath et Villadangos, 2005).
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5.3.2 Caractéristiques des cellules dendritiques matures

Les DC matures régulent a la baisse I’expression de leurs récepteurs antigéniques et
leur capacité de phagocytose et d’endocytose, ce qui explique leur difficulté A capter
de nouveaux Ag (Tan et O'Neill, 2005; Sallusto et al., 1995). Elles augmentent
toutefois considérablement les mécanismes de dégradation des Ag internalisés et de
présentation des peptides antigéniques dans le contexte du CMH. Elles exposent donc
un nombre de plus en plus grand de complexes p-CMH a leur surface, favorisant ainsi
le début des interactions avec les LT de méme spécificité antigénique et la

transmission de signaux activateurs a ces LT.

Afin d’établir des interactions avec les LT, les DC doivent quitter la périphérie et étre
relocalisées au niveau des organes lymphoides secondaires. Cette relocalisation
repose sur une modification du profil d’expression des récepteurs de chimiokines
(Veeraswamy et al., 2003). Ceci est caractérisé par une régulation a la baisse de
’expression des récepteurs de chimiokines inflammatoires et une augmentation de
Pexpression des récepteurs des chimiokines lymphoides. Grice a sa capacité 2
reconnaitre la «secondary lymphoid tissue chemokine» (SLC) et la «Epstein-Barr
virus-induced ligand chemokine» (ELC), le récepteur CCR7 jouent un réle crucial
dans le processus de relocalisation des DC. Sous I’influence des SLC produites par les
cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques, le récepteur CCR7 permet tout
d’abord aux DC matures de migrer des tissus périphériques aux vaisseaux
lymphatiques afférents. Par la suite, les DC sont dirigées vers les organes lymphoides
secondaires grice a la production de SLC et de ELC par les cellules stromales et par
d’autres DC déja présentes dans les régions T des organes lymphoides secondaires
(Lipscomb et Masten, 2002). Les DC matures expriment également le récepteur de la
composante C5a du complément. Comme les LB naifs présents dans les follicules des
organes lymphoides secondaires sont une source importante de C5a, certains
chercheurs ont proposé que I’expression du récepteur de C5a permettrait de guider les

DC vers ces follicules pour participer aux réponses humorales (Yang et al., 2000).

Finalement, la maturation des DC permet de réguler a la hausse ’expression des

molécules costimulatrices CD40, CD80 et CD86 ainsi que de plusieurs molécules

d’adhésion (e.g. CD2, CD11a, CD54, CD58, intégrines Bl et $2). Les DC matures
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débutent également I’expression de diverses chimiokines lymphoides, comme DC-
CK1, qui possedent la capacité d’attirer préférentiellement les LT naifs (Quah et
O'Neill, 2005). L’ensemble de ces changements a pour but de favoriser et de
maintenir les interactions avec les LT spécifiques afin d’optimiser le développement

des réponses immunitaires.
533 Etapes du processus de maturation des cellules dendritiques

Malgré son déroulement transitoire et sa grande complexité, le processus de
maturation des DC peut étre divisé en deux principales étapes. La premiére étape se
déroule au site d’entrée de I’Ag et implique la détection, par des récepteurs du
systtme immunitaire inné, de signaux de danger dont la présence reflete
habituellement le déroulement d’une infection (Kapsenberg, 2003). Cette étape, d’une
importance cruciale pour la mise en place des mécanismes de défense innés et pour le

passage a I’immunité adaptative, sera abordée plus en détail dans la prochaine section.

La deuxiéme étape de la maturation des DC survient suite a leur migration dans les
régions T des organes lymphoides secondaires. Elle repose sur la réception de signaux
transmis lors de I’établissement de contacts Ag-spécifiques entre les DC et les LT
CD4" (Guermonprez et al., 2002). Lors de I’activation des LT CD4"* par les DC
matures, les LT augmentent leur expression de CD40L qui peut a son tour interagir
avec CD40 a la surface des DC. Cette interaction transmet un signal essentiel
permettant aux DC d’amplifier leur expression de molécules costimulatrices et de
compléter leur processus de maturation. Les DC pourront alors activer efficacement
les LT CD8" et produire divers facteurs solubles et membranaires permettant de
polariser les réponses T CD4" (Kapsenberg, 2003). L’aide apportée par les LT CD4*
par rapport a la maturation et a I’activité des DC peut également se faire de fagon
CD40-indépendante. Par exemple, I’interaction entre les molécules Fas et OX40L a la
surface des DC et les molécules FasL et OX40 a la surface des LT peut induire une
maturation fonctionnelle des DC. De plus, Pactivation, par les LT, de certains
récepteurs de la famille TNF-R (e.g. RANK/TRANCE-L) a la surface des DC
permettrait de prolonger la survie des DC dans les organes lymphoides secondaires et

assurerait le maintient de ’expansion des LT spécifiques (Guermonprez et al., 2002)
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Méme si les deux étapes décrites ci-dessus, sont sans aucun doute les plus importantes
dans le processus de maturation des DC, notons que de récentes études semblent
démontrer que les LB joueraient également un rdle dans la modulation du processus
de maturation des DC via la production de cytokines, de chimiokines, d’Ac et de
complexes immuns (Bayry et al., 2005). Ceci est rendu possible grice a I’expression
de FcR a la surface des DC. La fixation d’Ig ou de complexes immuns aux FcR
déclenche la phosphorylation des motifs ITAM de la région cytoplasmique du FcR,
provoquant ainsi une cascade de signalisation menant 2 la maturation des DC

(Regnault et al., 1999).

5.3.4 Détection de signaux de danger par les cellules dendritiques

Les signaux de danger, terme popularisé par Polly Matzinger, peuvent étre d’origine
exogene ou endogene et sont détectés par des récepteurs reconnaissant les pathogénes
(PRR). En exprimant divers types de PRR, les DC font partie intégrante du systéme
immunitaire inné et peuvent efficacement distinguer les molécules du Soi des
molécules du non-Soi (Azuma, 2006). Lors de la reconnaissance de signaux de danger
via les PRR, le déclenchement de signaux intracellulaires permet I’activation de
certains facteurs de transcription et induit le début du processus de maturation des
DC, étape cruciale au passage a I’immunité adaptative (Gallucci et Matzinger, 2001;
Matzinger, 1998). Il est également reconnu que certains PRR sont impliqués dans les
processus d’opsonisation d’Ag, d’endocytose, d’activation du complément,
d’activation des voies de signalisation des réponses inflammatoires, d’induction de
P’apoptose et d’activation de la coagulation (Kapsenberg, 2003; Janeway et
Medzhitov, 2002).

La réception de signaux de danger exogénes implique la reconnaissance de motifs
moléculaires associé€s aux pathogénes (PAMP), c’est-a-dire de structures antigéniques
conservées exprimées par des virus, des bactéries, des mycétes et des protozoaires
(Kapsenberg, 2003). L’exemple classique d’un signal de danger exogéne est le LPS
bactérien qui, via sa détection par le TLR-4, induit efficacement la maturation des
DC. La réception de signaux de danger endogénes est pour sa part un processus
PAMP-indépendants qui implique la reconnaissance de molécules dérivées des tissus

de I’hote et relachées ou exprimées en situation de dommage ou de mort cellulaire
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anormale (Gallucci et Matzinger, 2001). En plus d’alerter les cellules du systéme
immunitaire inné de la présence d’une infection ou d’un stress cellulaire, les signaux
de danger endogénes peuvent également induire la maturation des DC (Matzinger,
1994). Par exemple, les DC peuvent étre alertées de la présence d’un danger via la
détection de médiateurs inflaimmatoires (e.g. TNF-o, IL-1B, PGE-2) dont la
production est déclenchée par des pathogeénes. De plus, lors de dommages tissulaires,
il se produit une libération d’IL-1 et d’hyaluronates qui exerce également un effet
positif sur le niveau de maturation des DC. L’expression de récepteurs des
composantes du complément permet également aux DC d’acquérir des signaux de
danger endogenes. Les protéines de choc thermique (HSP) sont un autre exemple de
signaux de danger endogenes pouvant étre détectés par les DC. Les HSP agissent
d’ailleurs en chaperonnes pour la présentation de peptides antigéniques sur les CMH-I
et CMH-II. En liant les HSP, I’affinité de certains peptides pour les CMH augmente
considérablement, ce qui facilite le développement des réponses immunes (McLellan,
Brocker et Kampgen, 2000). Fait important, seules les cellules nécrotiques (et non les
cellules apoptotiques) induisent la maturation des DC. Cette observation illustre la
capacité des DC a discriminer une mort cellulaire anormale d’une mort cellulaire
normale (Gallucci, Lolkema et Matzinger, 1999). Finalement, en plus d’induire la
maturation des DC, les signaux de danger endogénes peuvent provoquer une
activation plaquettaire, une production de radicaux libres, de cytokines et de
chimiokines, une modification de I’expression des molécules d’adhésion a la surface
des cellules immunitaires et une augmentation du recrutement de ces dernieres

(McLellan, Brocker et Kampgen, 2000).

Parmi tous les PRR, les récepteurs de la famille «Toll» (TLR) sont sans aucun doute
les plus étudiés et les mieux caractérisés. Ils sont responsables de la liaison d’un
répertoire restreint de ligands (i.e. lipides, acides nucléiques, protéines) associés a des
microorganismes pathogénes ou a certains constituants endogénes (e.g. cellules
nécrotiques, HSP, composant de la matrice extracellulaire) (Tipping, 2006). Jusqu’a
maintenant, 11 et 13 différents TLR ont respectivement été identifiés chez ’humain et
chez la souris. En plus d’étre conservés entre I’homme et la souris, les TLR-1 & TLR-
9 sont sans aucun doute les mieux caractérisés et assurent la détection de divers

signaux de danger associés a la présence d’une infection (Azuma, 2006; Takeda et
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Akira, 2005). Par exemple, alors que le TLR-3 et le TLR-7 reconnaissent
respectivement les ARN double brin (dbARN) et simple brin (sbARN) d’origine
virale, le TLR-9 lie efficacement les ADN bactériens ou viraux contenant des CpG
(Takeda et Akira, 2005; Alexopoulou et al., 2001; Hemmi et al., 2000). D’autre part,
les LPS bactériens et la flagelline issues des flagelles bactériens sont respectivement
reconnus par le TLR-4 et le TLR-5 (Re et Strominger, 2004; Hayashi et al., 2001).
Alors que la plupart des TLR sont exprimés au niveau de la surface cellulaire, d’autres
(i.e. TLR-3, TLR-7, TLR-8 et TLR-9) sont retrouvés dans des compartiments
intracellulaires de la voie endosomale (Takeda et Akira, 2005; Akira et Takeda,
2004). Une grande variété de cellules d’origine lymphoide et non-lymphoide
expriment au moins un type de TLR (Azuma, 2006; Boehme et Compton, 2004). Les
cellules phagocytaires (i.e. DC, M®, neutrophiles) sont cependant les cellules
exprimant le plus grand nombre et la plus grande variété de TLR. Ceci représente un
avantage certain pour le syst¢tme immunitaire car ces cellules, qui sont a I’origine des
mécanismes de défense innés et de I’initiation des réponses adaptatives, peuvent
capter un Ag et recevoir un signal activateur simultanément (Boehme et Compton,

2004).

L’expression des TLR et la réception de signaux activateurs via les TLR influence
considérablement I’activité des DC et le déroulement des réponses immunitaires. Tout
d’abord, les TLR peuvent étre impliqués dans la capture d’Ag par endocytose (West
et al., 2004) et dans le transfert de ces Ag dans les voies de présentation croisée (Datta
et Raz, 2005). L’activation des TLR mene a la production de cytokines et de
chimiokines qui permettent d’instaurer un état inflammatoire et qui influencent le
développement des réponses immunitaires adaptatives (Azuma, 2006). D’autre part,
en reconnaissant du matériel génétique d’origine virale, les TLR-7 et TLR-9 exprimés
au niveau intracellulaire par les DC B220" permettent d’établir un état antiviral en
induisant la production d’IFN de type 1 (Iwasaki et Medzhitov, 2004). 11 est a noter
que les cytokines induites par les ligands d’un TLR donné peuvent varier selon le type
de DC en jeu (Hemmi et al., 2003). La signalisation via les TLR joue également un
role crucial dans le processus de maturation des DC et dans le passage de I’immunité
innée a I'immunité adaptative. En effet, suite a I’activation d’'un TLR donné, il se

produit une augmentation rapide de I’expression des molécules costimulatrices a la
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surface des DC. Par la suite, comme les signaux transmis par les TLR permettent la
modulation de I’expression de certains récepteurs de chimiokines a la surface des DC,
ces derniéres peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques régionaux, lieux ot les
Ag pourront étre présentés dans le contexte du CMH aux LT spécifiques (Azuma,
2006; Iwasaki et Medzhitov, 2004). Il est généralement reconnu que I’activation des
TLR induit également la production de cytokines impliquées dans la polarisation des
réponses cellulaires adaptatives vers un type Tyl (Dabbagh et Lewis, 2003).
Contrairement aux réponses Tyl, trés peu de preuves ont été apportées sur
I'implication des TLR dans I’induction de réponses adaptatives de type Tj2.
Cependant, de récentes études semblent démontrer que, dans certains cas, I’activation
du TLR-4 par les LPS peut mener au développement de réponses cellulaires de type
Tu2. Dans ce cas-ci, la dose et la durée d’exposition aux LPS seraient les facteurs
influencant le choix entre la polarisation des réponses vers un type Tyl ou Ty2

(Eisenbarth et al., 2002).

Outre les TLR, plusieurs autres PRR ont également été identifiés et caractérisés. Par
exemple, diverses lectines de type C ont la capacité a lier les résidus carbohydrates de
microorganismes de fagon Ca’*-dépendante. La «DC-specific ICAM3-grabbing
nonintegrin» (DC-SIGN), exprimée par les DC dermiques et par les DC interstitiels
des tissus muqueux, est impliquée dans I’interaction et la capture de plusieurs virus
(e.g. VIH, VHC, virus de dengue, virus Ebola), bactéries (e.g. Helicobacter pylori,
Mpycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumonia), et levures (Barth et al., 2005;
Cambi er al, 2004; Geijtenbeek et van Kooyk, 2003). De plus, DC-SIGN serait
impliquée dans la capture des PPV du VPH par les DC et dans Pactivation
subséquente de ces dernieres (Garcia-Pineres et al., 2006). Dectin-1, une autre lectine
de type C, peut lier les polysaccharides B-glucans (e.g. zymosan) et semble jouer un
role important dans I’activation des DC par les levures (Brown et al., 2003). Dectin-1
aurait également la capacité de collaborer avec le TLR-2 pour répondre aux levures
(Gantner et al., 2003). Le récepteur du mannose (MR) est un autre exemple de lectine
de type C ayant une activit¢ de PRR. En reconnaissant, par exemple, des résidus
mannose a la surface de certains Ag, le MR entraine I’endocytose des Ag et permet
leur transfert vers la voie endocytaire (Sheng et al., 2006). Une autre classe de

récepteurs, les récepteurs de type «scavenger» (SR), peuvent également agir en PRR
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en liant et en permettant I’endocytose d’une variété de ligands polyanioniques (e.g.
lipoprotéines modifiées de faible densité, LPS, bactéries Gram + et Gram -, acides
lipoteichoiques) (Shakushiro er al., 2004). La protéine kinase R (PKR) permet pour sa
part la détection de virus via la reconnaissance de dbARN au niveau du cytosol (Reis
e Sousa, 2004). Finalement, certaines protéines de la famille des «nucleotide
oligomerization domains» (NOD) exercent aussi une activité de PRR dans le cytosol
en permettant la reconnaissance de bactéries intracellulaires. En effet, les protéines
NODI et NOD2 détectent respectivement les acides diaminopiméliques (Chamaillard
et al., 2003) et les muramyl-dipeptides (Girardin et al., 2003) retrouvés dans les

peptidoglycanes bactériens.

5.3.4.1 Les pseudoparticules virales comme signal de danger

Comme elles miment fidelement la structure des particules virales sauvages, les PPV
représentent une source de signaux de danger pouvant potentiellement induire la
maturation des DC. D’ailleurs, I’utilisation de formulations vaccinales congues a base
de PPV pouvant directement entrainer la maturation des DC représenterait un
avantage certain sur d’autres types de vaccins nécessitant la co-administration

d’adjuvant afin d’obtenir des réponses immunitaires efficaces et protectrices.

Jusqu’a maintenant, diverses études ont démontré la capacité de certaines PPV a
induire la maturation des DC. Par exemple, une étude de Lenz er al permit de
démontrer la grande efficacité des PPV du VPH a induire I’activation et la maturation
des DC murines. L’exposition de DC a diverses constructions de PPV du VPH méne 2
une régulation a la hausse des marqueurs de maturation CD40, CD80 et CD86 et des
CMH-VCMH-II (Lenz et al., 2001). Cet effet n’est toutefois pas observé avec tous les
types de DC. En effet, méme si les cellules de Langerhans captent et internalisent les
PPV du VPH avec une efficacité quantitativement équivalente a celle des autres DC,
aucune régulation a la hausse de I’expression des molécules de costimulation n’est
observée a leur surface. Ceci explique probablement pourquoi, contrairement aux
autres DC, les cellules de Langerhans sont inefficaces dans I’induction des réponses T
contre ces PPV (Fausch, Da Silva et Kast, 2003). L’équipe de Lenz et al a également
observé que des PPV du VPH possédant une mutation compromettant 1’organisation

structurale des particules perdent leur capacité a activer et a entrainer la maturation
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des DC. Cette observation démontre que I’intégrité structurale des PPV du VPH est
essentielle a leur effet immunostimulant sur les DC (Lenz et al., 2001). Les PPV du
VPH permettent aussi d’induire la production des cytokines IL-6 et TNF-o par les
DC. De plus, lorsqu’un signal activateur supplémentaire provenant des LT est fourni
aux DC (e.g. production d’IFN-y, interaction CD40-CD40L), les PPV du VPH
induisent la production d’IL-12p70. Ces cytokines, particulierement 1’'IL-12p70,
jouent un rdle critique dans la polarisation des réponses immunitaires vers un type
Tul, permettant ainsi I’activation et I’expansion de LT spécifiques et la production de
hauts titres d’Ac neutralisants (Evans et al., 2001; Harro et al., 2001; Lenz et al.,
2001). Finalement, des études plus approfondies sur la transmission des signaux
activateurs par les PPV du VPH ont démontré que I’ensemble des effets de ces PPV
sur les DC reposait sur la transmission de signaux activateurs dépendants des
récepteurs de protéoglycanes, du récepteur TLR-4, de la molécule adaptatrice MyD88

et du facteur nucléaire NFxB (Yan et al., 2005).

D’autres exemples de PPV pouvant entrainer la maturation des DC ont été décrits. Les
PPV du VIH entrainent la maturation des DC humaines et induisent la production, par
ces derniéres, de cytokines permettant la polarisation des réponses immunitaire vers
un type Tyl (i.e. IL-2, IL-18R, IL23A, IL-6, IL-12p70, IL-10 et TNF-at) et vers un
type Tu2 (i.e. IL-13, IL-15) (Sailaja et al., 2007; Buonaguro et al., 2006; Arico et al.,
2005). La pré-incubation de ces mémes DC avec des Ac spécifiques au TLR-2 et au
TLR-4 n’affectent en rien la capacité des PPV du VIH a induire la maturation des DC,
ce qui exclu la participation de ces récepteurs dans la reconnaissance des particules
(Buonaguro et al., 2006). Les PPV du parvovirus porcin (Moron et al., 2002), du
polyomavirus murin (Bickert ef al., 2007) et du VHB (Ruedl et al., 2002) peuvent
également induire, a divers niveau, la maturation des DC murines en entrainant une
régulation a la hausse des marqueurs CD40, CD80 et CD86. Les PPV du VHC
exercent le méme effet stimulant sur les DC humaines. Dans ce cas-ci, il a €té
démontré que l’intégrit€¢ structurale des PPV du VHC était importante afin de
maintenir leur capacité a induire la maturation des DC (Barth et al., 2005). Les PPV
du virus Ebola et du virus de Marburg induisent aussi I’activation et la maturation des
DC humaines et entrainent la production de cytokines pro-inflammatoires (i.e. IL-6,

IL-8, TNF-0, et MIP-1a). (Bosio et al., 2004). Certaines PPV issues de virus de plante
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(e.g. virus de la mosaique du tabac) semblent également démontrer une aptitude a

induire la maturation des DC (McCormick et al., 2006).

5.4 Capture d’antigénes exogénes par les cellules dendritiques

L’internalisation d’Ag exogenes par les DC peut se dérouler selon diverses voies
d’endocytose. Le choix d’une voie d’endocytose donnée dépend de plusieurs facteurs,
dont le type, la taille et la solubilité de I’Ag rencontré et si I’Ag est incorporé ou non
dans des complexes immuns. Les diverses voies d’endocytose peuvent dépendre ou
non de la formation de puits de clathrine (Brode et Macary, 2004). L’endocytose
dépendante de la formation de puits de clathrine implique la capture d’Ag
particulaires via divers récepteurs exprimés a la surface des DC. Lorsque ces
récepteurs reconnaissent un ligand, la membrane plasmique s’invagine et forme des
puits de clathrine qui donneront naissance a des vésicules mesurant entre 150 et 200
nm. Pour leur part, les voies d’endocytose clathrine-indépendantes incluent la
phagocytose, la macropinocytose, I’endocytose dépendante de la caveoline et
I’endocytose indépendante de la caveoline mais dépendante des radeaux lipidiques
(Xiang et al., 2006). La phagocytose est généralement utilisée lors de la rencontre
d’Ag particulaires de grande dimension et destinés a une dégradation lysosomale (e.g.
débris cellulaires, cellules apoptotiques, bactéries). Les Ag s’attachent tout d’abord a
la surface des DC via divers récepteurs. Les DC réorganisent ensuite leur membrane
plasmique afin d’entourer les Ag et former des phagosomes qui seront détachés de la
membrane plasmique et reldchés au niveau du cytoplasme. Les phagosomes peuvent
finalement fusionner avec des lysosomes afin de former des phagolysosomes, lieu de
dégradation du matériel antigénique. Finalement, la macropinocytose permet la
capture non-spécifique de grands volumes de milieu extracellulaire et d’Ag solubles

dans des vacuoles pouvant atteindre un diamétre de 200 a 500 nm.

Comme mentionné ci-dessus, I’endocytose et la phagocytose dépendent de Pactivité
de divers récepteurs. Par exemple, les TLR et les lectines de type C jouent un rdle trés
important dans I’internalisation de plusieurs microorganismes. Les récepteurs de type
MR, dectin-1, et SR sont tous impliqués dans ’endocytose d’Ag bactériens. La
phagocytose d’Ag issus de corps apoptotiques ou nécrotiques est quant 2 elle

grandement dépendante de certains récepteurs du complément, du complexe
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calreticuline/CD91, de I’intégrine a5, de SR-A et de CD36. Finalement, les FcR sont
impliqués dans I’internalisation de complexes immuns, c’est-a-dire d’Ag complexés a

des Ac et/ou a des composantes du complément (Brode et Macary, 2004).

5.4.1 Capture des pseudoparticules virales par les cellules dendritiques

La nature particulaire des PPV et leur taille qui varie généralement entre 22 et 150 nm
les rendent trés accessibles aux divers mécanismes d’endocytose. Cependant, les
mécanismes exacts utilisés par les DC pour la capture et I’internalisation de plusieurs
types de PPV sont encore inconnus. Néanmoins, certaines études ont permis de
caractériser ces mécanismes et d’identifier un ou des récepteurs potentiels. Dans
certains cas, les régions impliquées dans la liaison du virus sauvage a son récepteur
normal sont conservées sur les PPV, ce qui permet a ces derniéres d’étre internalisées
via ce méme récepteur (Grgacic et Anderson, 2006). C’est le cas des PPV du
parvovirus canin qui, tout comme les particules virales sauvages, sont internalisées
par endocytose dépendante de la clathrine via une liaison aux récepteurs des
transférines (Singh et al,, 2006). D’autres études ont démontré que certaines PPV
peuvent étre internalisées par endocytose non-spécifique et/ou par endocytose régulée
par des PRR. Par exemple, les PPV du VPH interagissent avec les chaines héparane-
sulfate des protéoglycanes situées a la surface des DC et sont internalisées, de fagon
actine-dépendante, par endocytose dépendante de la formation de puits de clathrine ou
par macropinocytose. A I'inverse, Iinternalisation des mémes PPV du VPH par les
cellules de Langerhans se déroule selon des mécanismes indépendants de la clathrine
et de I’actine. Malgré ces différences dans les mécanismes d’internalisation, les DC et
les cellules de Langerhans captent les PPV du VPH avec une efficacité similaire
(Bousarghin et al., 2005; Fausch, Da Silva et Kast, 2003). L’équipe de Buonaguro et
al observa que les PPV du VIH semblent étre principalement captées par
macropinocytose (selon un processus actine-dépendant) mais aussi par endocytose
régulée par le récepteur DC-SIGN (Buonaguro et al., 2006). Les PPV du parvovirus
porcin sont internalisées trés efficacement par macropinocytose par les DC CD8a" et
CD8o et se retrouvent dans les endosomes tardifs peu de temps aprés leur

internalisation (Moron et al., 2003; Moron et al., 2002).



5.5 Apprétement et présentation d’antigénes par les cellules dendritiques

5.5.1 Apprétement et présentation d’antigénes sur CMH-11

L’apprétement et la présentation de peptides antigéniques sur les CMH-II permet
d’activer les LT CD4" exprimant un récepteur des LT (TCR) de méme spécificité
antigénique. La présentation d’Ag dans le contexte du CMH-II implique généralement
des protéines exogenes internalisées par les CPA ou des protéines endogénes
retrouvées dans les compartiments de la voie endocytaire (Ackerman et Cresswell,
2004). De plus, dans certains cas, des protéines provenant du cytosol (e.g. protéines
virales, protéines du Soi) et ayant été transférées dans des compartiments de la voie
endocytaire peuvent également E&tre présentées sur les CMH-II (Trombetta et

Mellman, 2005).

Les CMH-II, qui sont principalement exprimés par les CPA, sont formés d’une chaine
o (34 kDa) et d’une chaine B (29 kDa) et possédent une niche peptidique ouverte aux
deux extrémités. Cette niche permet d’accueillir des ligands antigéniques de longueur
variable, allant de polypeptides d’au moins 13 résidus a des protéines entiéres
(Trombetta et Mellman, 2005). Lors de la syntheése des CMH-II dans le réticulum
endoplasmique (RE), un trimére de protéines chaperonnes, appelée chaine invariante
(Ii), s'associe a trois diméres oy pour former un complexe offI (Hiltbold et Roche,
2002). En plus d’empécher temporairement la liaison de peptides au niveau de la
niche peptidique, la Ii permet de diriger les complexes ofI vers le systéme
endocytaire (Cresswell, 1996). Jusqu’a maintenant, les nombreuses études effectuées
sur le sujet ont permis d’identifier trois voies impliquées dans le transfert des
complexes offl vers le systtme endocytaire et, conséquemment, dans la liaison de
peptides antigéniques au niveau de la niche peptidique. Dans la premiére voie, les
complexes of}] sont transférés directement du réseau golgien aux lysosomes, sans
passer par les endosomes ou par les intermédiaires pré-lysosomiaux (Hiltbold et
Roche, 2002). Dans la deuxieéme voie, les complexes affI nouvellement synthétisés
dans le RE sont transférés a la surface cellulaire via des vésicules du réseau golgien.
Grice a la présence de deux signaux di-leucine dans le domaine cytoplasmique des Ii,

les complexes afI sont ensuite internalisés, via la formation d’endosomes, a partir de
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la membrane plasmique. Les complexes offI peuvent alors étre transférés aux
compartiments riches en protéases pour y étre chargés par des polypeptides
antigéniques (Pieters, 2000). Dans la troisi¢me voie, les complexes aflI transitent, via
le réseau golgien, vers les endosomes précoces qui fusionnent ensuite avec les
lysosomes. Dans chacune de ces trois voies, 1’apprétement des Ag repose sur I’activité
de certaines protéases contenues dans les divers compartiments de la voie endocytaire
(e.g. cathepsine S, L, B, D et AEP) et sur I’acidification de ces compartiments.
L’activité protéolytique des protéases et le pH acide sont également impliqués dans la
dégradation progressive de la Ii, jusqu’a I’obtention du peptide CLIP, qui posséde une
faible affinité pour la niche peptidique (Watts, 2004). Grice a I’action de la protéine
HLA-DM (chez I’humain) ou H2-M (chez la souris), le peptide CLIP est
éventuellement délogé par un peptide de plus grande affinité issus de la dégradation
d’Ag (Jutras et Desjardins, 2005). Le complexe p-CMH-II résultant peut ensuite &tre
redirigé 2 la surface cellulaire ot il sera exposé aux LT CD4". Finalement, soulignons
qu’une voie de recyclage des complexes p-CMH-II a également été identifiée. En
effet, des complexes «matures» (i.e. dont la niche est déja occupée par un Ag) exposés
sur la membrane plasmique peuvent réintégrer la voie endocytaire via la formation
d’un endosome. Le peptide antigénique déja présent dans la niche peptidique du
CMH-II peut alors étre délogé par un autre peptide de plus forte affinité (Hiltbold et
Roche, 2002).

5.5.2 Apprétement et présentation d’antigenes sur CMH-I (voie classique)

L’apprétement et la présentation de peptides antigéniques sur les CMH-I permet
d’activer les LT CD8" exprimant un TCR de méme spécificité antigénique. La voie
classique d’apprétement et de présentation d’Ag sur les CMH-I implique la
présentation de peptides antigéniques dérivés de protéines endogenes (e.g. protéines
cellulaires recyclées, protéines virales ou bactériennes produites au sein des cellules
lors d’une infection, protéines anormales apparaissant lors du développement de
tumeurs, produits ribosomaux défectueux) (Trombetta et Mellman, 2005; Williams,

Peh et Elliott, 2002).
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Les CMH-I sont exprimés par pratiquement toutes les cellules de I’organisme et sont
composés de deux protéines, soit la chaine lourde o (43 kDa) et la f2-microglobuline
(12 kDa). La chaine lourde o se replie en trois domaines globulaires (atl, o2 et o3) et
posséde, a son extrémité carboxy-terminale, une portion transmembranaire et une
portion cytoplasmique. Pour sa part, la B2-microglobuline est associée au domaine o3
de la chaine lourde et sa présence est essentielle a la stabilité du CMH-I (Ackerman et
Cresswell, 2004). Le repliement des domaines ol et a2 de la chaine lourde forme une
niche peptidique fermée aux deux extrémités. La conformation de cette niche
peptidique permet la liaison de peptides possédant entre 8 et 9 acides aminés. La
formation de ces peptides passe par la dégradation des Ag endogenes dans le cytosol
par un complexe multiprotéique appelé protéasome. Ce processus, qui est dépendant
de Il'adénosine triphosphate (ATP), nécessite I’ubiquitination des protéines
antigéniques. Les polypeptides obtenus suite a la dégradation par le protéasome
subissent ensuite une étape de protéolyse par des peptidases cytoplasmiques
(Williams, Peh et Elliott, 2002). Aprés avoir atteint une longueur optimale, les
peptides antigéniques sont transférés dans le RE grice au transporteur associé a
I’apprétement d’Ag (TAP) afin d’&tre chargés sur les CMH-I nouvellement
synthétisés. Les complexes p-CMH-I ainsi formés sont finalement redirigés a la
surface cellulaire via le systtme golgien afin d’étre présentés aux LT CD8*

spécifiques (Trombetta et Mellman, 2005).

5.5.3 Apprétement et présentation croisée d’antigenes sur CMH-I

Comme mentionné précédemment, la voie dite «classique» d’apprétement et de
présentation d’Ag sur les CMH-I implique le chargement d’Ag endogeénes sur les
molécules de CMH-I. Cependant, cette voie a elle seule ne permet pas d’expliquer
comment les DC peuvent induire une réponse cytotoxique contre un pathogene sans la
nécessité d’étre elles-mé&mes infectées par le pathogéne en question. Ce probléme fut
élucidé par la découverte d’une voie alternative pour la présentation d’Ag exogenes
sur les CMH-I, c’est-a-dire la voie de présentation croisée (Xiang et al., 2006). Dans
cette voie, les DC peuvent acquérir des Ag exogenes et les présenter dans le contexte
du CMH-I sans la nécessité d’étre infectées. Ces Ag peuvent pénétrer la voie de

présentation croisée via la plupart des voies d’endocytose. De plus, divers types d’Ag
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exogenes peuvent accéder a cette voie (e.g. Ag particulaires, Ag solubles, virus,
bactéries intracellulaires, parasites, Ag tumoraux, protéines purifiées, Ag cellulaires,
cellules apoptotiques, complexes immuns, complexes HSP-peptides, acides
nucléiques, peptides) (Shen et Rock, 2006; Brode et Macary, 2004). La présentation
croisée d’Ag particulaires internalisés par phagocytose ou par micropinocytose
semblent toutefois donné le meilleur rendement (Shen et Rock, 2006; Ackerman et
Cresswell, 2004). En plus d’&tre les seules cellules a pouvoir activer efficacement les
LT CD8" naifs, les DC sont sans aucun doute les cellules les plus efficaces pour
effectuer la présentation croisée d’Ag. L’efficacité de ce processus dépend toutefois
du type de DC impliqué (Shen et Rock, 2006). En effet, les DC CD8* semblent étre le
type le plus apte a induire des réponses cytotoxiques via la présentation croisée d’Ag
exogénes (den Haan, Lehar et Bevan, 2000). Les DC CD8" peuvent également
effectuer la présentation croisée d’Ag du Soi dérivés des tissus afin d’induire la
tolérance chez 1’hSte (Heath er al, 2004). Pour leur part, les DC CD8a ont été
associées a la présentation croisée de complexes immuns (Shen et Rock, 2006).
Finalement, notons que les M®, les LB, les kératinocytes, les cellules L, les
neutrophiles et les cellules endothéliales sont également capables d’effectuer la
présentation croisée d’ Ag exogeénes, mais avec un rendement beaucoup moins efficace

que celui des DC (Shen et Rock, 2006; Rock, 1996).

Jusqu’a maintenant, cinq voies différentes de présentation croisée ont été
caractérisées. Brievement, ces voies sont: 1) La voie vacuolaire: Les Ag sont
dégradés dans les endosomes grice a I’action d’une cystéine protéase (i.e. cathepsin
S) et les peptides résultants sont ensuite chargés sur des CMH-I présents dans les
phagosomes. Cette voies se déroule de facon TAP- et protéasome-indépendante. 2) La
voie endosome-cytosol-endosome : L’Ag est exporté de I’endosome au cytosol
possiblement via Sec61. L’Ag est ensuite apprété par le protéasome et les peptides
résultants retournent dans I’endosome via TAP afin d’étre chargés sur les CMH-1. Des
études semblent démontrer que I’endosome acquiert les CMH-1, TAP, Sec61 et autres
molécules du RE via une fusion avec le RE. 3) La voie endosome-cytosol-RE : L’Ag
est exporté de I’endosome au cytosol possiblement via Sec6l. L’Ag est ensuite
apprété par le protéasome et les peptides résultants pénetrent le RE via TAP afin

d’étre chargés sur les CMH-I. 4) La voie des jonctions GAP : Les DC acquierent les
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peptides antigéniques d’autres cellules environnantes via les jonctions GAP. 5) La
voie endosome-RE : Les Ag contenus dans les endosomes sont transportés dans le RE
pour étre ensuite exportés dans le cytosol ou ils seront dégradés. Les peptides
résultants sont ensuite redirigés dans le RE via TAP (Shen et Rock, 2006; Ackerman

et Cresswell, 2004; Ramirez et Sigal, 2004).

5.5.3.1 Présentation croisée des pseudoparticules virales

Les PPV peuvent étre utilisé€es pour induire des réponses cellulaires cytotoxiques chez
des hotes immunisés. Il est également possible d’induire ce type de réponse contre des
épitopes étrangers présentés 2 la surface des PPV. Dans les deux cas, le succes des
immunisations repose sur la capacité des DC a appréter et présenter les PPV sur les
CMH-I via les mécanismes de présentation croisée. L’efficacité de ce processus a été
démontrée pour plusieurs PPV, comme les PPV du VPH (Yan et al., 2004), du VIH
(Tsunetsugu-Yokota et al., 2003), de VHC (Barth et al., 2005), du parvovirus porcin
(Moron et al., 2003), du virus Ebola (Warfield et al., 2005), et du virus de Norwalk
(Tacket et al., 2003). Dans certain cas, la ou les voies exactes utilisées pour la
présentation croisée de PPV ont été précisément identifiées. C’est le cas des PPV du
parvovirus porcin exposant 1’épitope CTL SIINFEKL de I’ovalbumine (OVA). En
effet, une étude de Moron et al démontra que Pincubation de DC avec de Ia
chloroquine (un inhibiteur de I’acidification des endosomes), de la pepstatine (un
inhibiteur de I’action des protéases a aspartate comme les cathepsines D et E), des
inhibiteurs du protéasome et un inhibiteur du transport golgien (i.e. BFA) inhibe
grandement |’apprétement et la présentation de I’épitope OVA 2 partir des PPV du
parvovirus porcin. De plus, 'utilisation de DC issues de souris déficientes en TAP
confirma la nécessité de ce transporteur dans la translocation des peptides apprétés du
cytosol au RE. Ces observations permirent de conclure que les PPV du parvovirus
porcin exposant I’épitope OV A sont apprétées et présentées sur les CMH-I via la voie
endosome-cytosol-RE (Moron et al., 2003). D’autre part, apprétement des PPV
formées par le HBsAg du VHB nécessite I’acidification des endosomes et se déroule
de fagcon TAP-indépendante, ce qui laisse croire a I’utilisation de la voie vacuolaire
(Stober et al., 2002). L’épitope p33 du LCMV exposés 2 la surface des mémes PPV
est présenté sur les CMH-I selon des mécanismes TAP-dépendants ou TAP-

indépendants, démontrant ainsi la capacité des DC a utiliser diverses voie de
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présentation croisée pour un méme type de PPV (Ruedi et al., 2002). L’ensemble de
ces études indique que, selon les PPV utilisées, les DC peuvent recourir a diverses

voies de présentation croisée.

Comme mentionné précédemment, plusieurs PPV ont démontré leur efficacité en tant
que plateforme pouvant exposer des €pitopes T CD8* étrangers aux cellules du
systéeme immunitaire et permettre 1’induction de réponses cytotoxiques spécifiques.
Afin d’optimiser I’apprétement et la présentation des épitopes étrangers via les voies
de présentation croisée, le choix de la longueur et de la séquence des épitopes a
coupler aux protéines constituants les PPV devient un facteur important. Dans certains
cas, I’apprétement efficace d’épitopes CD8" 2 la surface de vecteurs vaccinaux peut
s’effectuer peu importe le contexte dans lequel les épitopes sont insérés (Gilbert et al.,
1997; Thomson et al., 1995). Dans d’autres cas, la présence des acides aminés
flanquants naturels aux extrémités des épitopes est requise. Par exemple, suite a une
étude visant & comparer P'efficacité¢ d’apprétement de I’épitope CTL SIINFEKL
d’OVA exposé a la surface de PPV du parvovirus porcin, il a été observé que la
présence de courtes séquences d’acides aminés naturels aux abords de I’épitope
augmentait considérablement I’efficacité de I’apprétement sur les CMH-I (Rueda et
al., 2004). L’étude de Bergmann et al permis de démontrer que les types d’acides
aminés présents dans les régions flanquantes naturelles influencent grandement, dans
certains cas, ’antigénicité et I'immunogénicité des épitopes CD8". Par exemple, la
présence d’acides aminés aromatiques (e.g. tyrosine), basiques (e.g. lysine), ou
comportant des petites chaines aliphatiques (e.g. alanine) permet un apprétement
efficace des épitopes tandis que la présence de résidus acides ou interférant avec la
formation d’hélice (e.g. glycine, proline) nuit au processus (Bergmann et al., 1996).
Comme ces observations ne permettent pas d’établir une régle générale et dépendent
en grande partie de la plateforme vaccinale utilisée, il devient essentiel d’effectuer des
études structurales afin d’établir les conditions et le contexte d’insertion optimal d’un

épitope donné a la surface d’une plateforme vaccinale.

6. Mécanismes impliqués dans le développement de réponses cellulaires

Les réponses immunitaires a médiation cellulaire impliquent deux différents types de

LT (i.e. LT CD4" et LT CDS8"). Alors que les LT CDS8" sont responsables des
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processus cytotoxiques permettant 1’attaque et la destruction de cellules infectées ou
de cellules anormales, les LT CD4" modulent I’ensemble des réponses immunitaires
via la production de facteurs solubles et membranaires. Malgré les différents roles
exercés par ces deux types de LT, il est possible de distinguer trois étapes communes
au développement de cellules mémoires a partir de ces populations. La premiére
étape, qui est initiée dans les tissus lymphoides, est une phase d’expansion lors de
laquelle la présentation d’Ag et la transmission de signaux de costimulation par les
CPA induit I’activation et la prolifération des LT CD4" ou CD8" naifs et leur
différentiation en cellules effectrices. Lorsque la source d’Ag est éliminée, la
deuxieéme étape, appelée phase de contraction, entraine la mort d’environ 90% des
cellules effectrices. Finalement, la troisieme étape, appelée phase mémoire, permet
aux LT ayant survécu a la phase de contraction de devenir des LT mémoires ayant une
longue durée de vie. Lorsque les LT mémoires rencontrent a nouveau le méme Ag, ils
sont rapidement réactivés et exercent leur activité effectrice sans la nécessité de
recevoir des signaux de costimulation de la part des CPA (van Lier, ten Berge et

Gamadia, 2003; Kaech, Wherry et Ahmed, 2002).

Cette section de la revue de littérature a pour but de présenter les mécanismes
généraux impliqués dans le développement et le déroulement des réponses T CD4™" et

CD8" ainsi que le role des DC dans ces processus.

6.1 Réponses cellulaires impliquant les lymphocytes T CD4*

Les réponses immunitaires sont sous le contrdle de trois différentes populations de LT
CD4", soit les LT CD4" de type Tul, Tu2, ou Treg. Les LT CD4™ de type Tyl et Ty2
sont responsables du contrdle de différents aspects des réponses cellulaires et
humorales. Les réponses de type Tyl permettent la production de cytokines pro-
inflammatoires et 1’augmentation de I’ampleur et du maintient des réponses
cytotoxiques. De plus, la production d’IFN-y par les LT CD4" de type Tyl permet
d’activer certains mécanismes de défense menant a P’élimination de pathogenes
intracellulaires et/ou intravésiculaires (Dong et Flavell, 2000). Pour leur part, les LT
CD4" de type Tu2 produisent une variété différente de cytokines (e.g. 1IL-4, IL-5, IL-
9, IL-10, IL-13) permettant la prolifération et la différentiation des LB en plasmocytes
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sécréteurs d’Ac et I’optimisation de I’activité antiparasitaire de divers types de
cellules immunitaires. Les réponses cellulaires de type Ty2 sont donc essentielles aux
mécanismes de défense contre plusieurs pathogénes extracellulaires (Kapsenberg,
2003; Dong et Flavell, 2000). Finalement, en plus d’assurer le développement de
réponses immunitaires mémoires robustes en contrélant la cinétique d’éradication des
agents pathogénes, les LT CD4" de type Tg., sont impliqués dans les mécanismes de
tolérance et de prévention du développement de réponses auto-immunes qui
pourraient potentiellement entrafner la destruction des tissus de 1’héte (Kapsenberg,

2003).

6.2 Réponses cellulaires impliquant les lymphocytes T CD8*

Les CTL jouent un rdle de premiére importance dans les mécanismes de défense
immunitaire contre plusieurs virus, contre certaines bactéries intracellulaires (e.g.
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Mycobacterium tuberculosis),
contre certains protozoaires (e.g. Plasmodium, Taxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi) et contre les tumeurs (Wong et Pamer, 2003). Comme pratiquement toutes les
cellules de I’organisme peuvent exprimer des complexes p-CMH-I, elles ont toutes la
capacité d’étre scrutées et reconnues de fagcon Ag-spécifique par les LT CD8".
Lorsque des LT CD8" se différencient en CTL effecteurs et que ces derniers
reconnaissent, via leur TCR, des complexes p-CMH-I 2 la surface des cellules
infectées, ils entrainent la lyse spécifique des cellules et permettent I’élimination des
agents infectieux intracellulaires. L’activité cytotoxique des CTL repose
principalement sur un mécanisme impliquant I’exocytose calcium-dépendante de
granules contenant diverses molécules effectrices (Smyth et al., 2001; Kagi et al.,
1996). Lors de la reconnaissance Ag-spécifique d’un complexe p-CMH-I 2 la surface
d’une cellule cible, les CTL réorganisent I’actine de leur cytosquelette vers le site de
contact avec la cellule cible, ce qui permet d’aligner le centre organisateur des
microtubules et d’orienter 'appareil de golgi en direction de la cellule cible. Cette
réorganisation du systtme de sécrétion assure que I’exocytose des molécules
effectrices se fasse uniquement en direction de la cellule a éliminer (Griffiths, 1995).
Parmi les molécules effectrices relichées, la perforine et les granzymes sont les mieux
caractérisées. La perforine posseéde la capacité de se polymériser afin de former des

pores dans la membrane des cellules cibles. Ces pores, de forme cylindrique, sont
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lipophiles a I’extérieur mais hydrophiles a I’intérieur, ce qui permet 1’entrée d’eau et
de constituants du milieu extracellulaire a I’intérieur de la cellule cible. Les
granzymes, qui regroupent au moins trois protéases a sérine, pénétrent dans le
cytoplasme des cellules cibles via les pores préalablement formés par la perforine et
déclenchent une cascade enzymatique qui meéne a I’activation de 1’apoptose. L’activité
cytotoxique des CTL peut également dépendre d’un mécanisme indépendant de la
perforine, des granzymes et du calcium. Brievement, ce mécanisme implique
I’interaction entre la molécule FasL exprimée a la surface des CTL et la molécule Fas
exprimée a la surface des cellules cibles. Cette interaction provoque I’apoptose des

cellules cibles via I’activation de certaines caspases (Kagi et al., 1996).

Plusieurs études ont démontré I’importance de I’aide fournie par les LT CD4" dans la
génération de réponses cytotoxiques primaires contre divers types Ag in vivo
(Prilliman er al., 2002). Des observations contradictoires ont toutefois permis de
mettre en €vidence la capacité du systtme immunitaire a développer des réponses
cytotoxiques en absence de I’aide des LT CD4", particulierement contre certains virus
(e.g. LCMYV, virus de la vaccine) (Bevan, 1995). Néanmoins, de telles réponses
cytotoxiques ont tendance a s’estomper avec le temps et a devenir incapables de
contréler la réplication virale et les infections persistantes. L’aide fourni par les LT
CD4" est donc essentielle au maintient des réponses cytotoxiques et du pool de CTL
mémoires (Kalams et Walker, 1998). D’autre part, méme si des cas contraires ont été
observés, la présentation croisée d’Ag exogenes (e.g. PPV) aux LT CD8" se déroule

également selon des mécanismes dépendants de ’aide des LT CD4" (Bennett et al.,

1997).

Finalement, comme il en sera discuté davantage ci-dessous, I’activation et la
différentiation des LT CD8" naifs en CTL effecteurs et en CTL mémoires requiert
plus qu’une simple reconnaissance de complexes p-CMH-I a la surface des cellules
cibles. En effet, le développement de réponses cytotoxiques efficaces et de longue
durée nécessite la réception, par les LT CD8" naifs, de signaux de costimulation
provenant des CPA (principalement des DC) et de signaux polarisant provenant de

cytokines exogenes (Sperling et Bluestone, 1996).
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6.3 Role des cellules dendritiques dans le développement des réponses cellulaires

En plus d’étre trés efficaces dans la capture, ’apprétement et la présentation d’Ag sur
les CMH-I et les CMH-1I, les DC sont les seules CPA a pouvoir activer efficacement
les LT naifs (Guermonprez et al., 2002). Grice a leur capacité a fournir, aux LT, trois
signaux essentiels a leur activation et a la régulation de leur activité, les DC jouent un
role essentiel dans I’initiation et le déroulement des réponses cellulaires. Lors de leur
passage dans les organes lymphoides secondaires, les LT naifs sont exposés aux DC
matures ayant capté un Ag donné. Ils peuvent alors établir des contacts de faible
affinité¢ avec les DC afin de scruter et de tester I’éventail de peptides antigéniques
présentés dans le contexte du CMH. Ces premiers contacts entre les DC et les LT
naifs sont régulés via des interactions transitoires entre certaines molécules de surface.
Ainsi, les molécules CD2, LFA-1 et ICAM-3 i la surface des LT lient respectivement
les molécules LFA-3, ICAM-1/ICAM-2 et DC-SIGN i la surface des DC (Grakoui et
al., 1999). Lorsque les LT CD4" ou CD8" naifs reconnaissent respectivement, via leur
TCR, un complexe p-CMH-II ou p-CMH-I de méme spécificité antigénique, ils
recoivent un premier signal activateur (signal DC-T #1). La spécificité antigénique du
signal DC-T #1 assure que seuls les LT pouvant répondre 4 un microorganisme donné
seront activés (Guermonprez et al., 2002). De plus, la réception de ce signal induit un
changement de conformation de la molécule LFA-1 a la surface des LT, ce qui
augmente I’affinit€ de cette molécule pour ICAM-1/ICAM-2 et stabilise le contact
entre les LT et les DC (Grakoui et al., 1999).

La réception du signal DC-T #l n’est toutefois pas suffisant pour entrainer la
prolifération des LT naifs et leur différentiation en LT effecteurs. En effet, les LT
naifs requiérent la réception d’un deuxiéme signal de costimulation provenant des DC
(signal DC-T #2). Comme mentionné précédemment, la maturation des DC entraine
une régulation a la hausse de P’expression des molécules de costimulation CD80,
CD86 et CD40. En interagissant avec la molécule CD28 exprimée a la surface des LT,
les molécules CD80 et CD86 permettent la transmission du signal DC-T #2
(Guermonprez et al., 2002; Dong et Flavell, 2000). L’acquisition de ce signal de
costimulation est essentielle a I’induction de réponses cellulaires robustes et efficaces.
En son absence, les DC entrainent habituellement I’anergie des LT, ce qui méne au

développement des mécanismes de tolérance (Guermonprez et al., 2002). D’autre

54



part, la réception des signaux DC-T #1 et #2 régule i la hausse I’expression de
CD40L a la surface des LT. Cette molécule peut a son tour interagir avec CD40 2 la
surface des DC afin de transmettre des signaux bidirectionnels qui augmentent 2 la
fois le niveau d’activation des LT et le niveau de maturation des DC (Dong et Flavell,
2000). La transmission des signaux DC-T #I et #2 permet également d’accentuer la
production d’IL-2, une cytokine essentielle & la prolifération et I’expansion des LT.
De plus, I’expression de la chaine o du récepteur de I’IL-2 est également augmentée.
Celle-ci, en s’associant aux chafnes P et y qui composent le récepteur de I’'IL-2 sur les
LT au repos, augmente considérablement I’affinité de ce récepteur pour I'IL-2, ce qui
facilite la réponse a cette cytokine et permet une progression plus rapide des LT dans
le cycle cellulaire. Finalement, Les molécules CD80 et CD86 peuvent également
interagir avec la molécule CTLA-4 a la surface des LT. Cette derniére, qui se lie aux
molécules de costimulation avec une affinité vingt fois plus élevée 2 celle de CD28,
transmet un signal inhibiteur aux LT activés qui réduit leur sensibilité a la stimulation
par les DC, limite leur production d’IL-2 et réduit leur niveau de prolifération (Henry,

Miller et Pontarotti, 1999).

Le troisieme et dernier signal fourni par les DC (signal DC-T #3) provient de divers
facteurs solubles et membranaires issus des DC et est responsable de la polarisation
des réponses T CD4" et. Par exemple, I'IL-12, ’IL-23, I’IL-27, ’'IFN-y et les IFN de
type I sécrétés ainsi que la molécule ICAM1 exprimée 2 la surface des DC sont tous
des exemples de facteurs permettant la polarisation des réponses cellulaires vers un
type Tyl. De plus, I'IL-18 permettrait d’amplifier I’effet de I’IL-12 afin d’optimiser
les réponses Tyl (Kapsenberg, 2003; Dong et Flavell, 2000). L’IL-4, I’'IL-6, I'IL-13,
la «monocytic chemotactic protein I» (MCP1 ou CCL2) et OX40L favorisent pour
leur part le développement de réponses T de type Ty2 (Mazzoni et Segal, 2004;
Kapsenberg, 2003; Dong et Flavell, 2000). Finalement, la production d’IL-10 et de
TGF-B assure le développement de LT CD4" de type Treg (Kapsenberg, 2003). Il est a
noter qu’en plus de maximiser le niveau de maturation des DC, I’interaction CD40L-
CD40 entre les LT et les DC permet a ces derniéres d’augmenter leur expression de

cytokines et d’autres facteurs polarisants (Dong et Flavell, 2000).
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La réception des trois signaux activateurs par les LT est essentielle & I’obtention de
réponses immunitaires efficaces. Dii au réle de premiére importance que jouent les
DC dans la transmission de ces trois signaux, les conditions dans lesquelles les DC
rencontrent les Ag influencent grandement le développement des réponses cellulaires.
Ainsi, des facteurs comme le site d’entrée des Ag, la localisation anatomique et
cellulaire des Ag, le type de DC impliqué et la capacité des Ag a entrainer la
maturation des DC ont tous un impact sur le déroulement des réponses cellulaires. Par
exemple, la capture d’un Ag n’entrainant pas la maturation des DC ne permet pas a
ces dernieres de réguler a la hausse I’expression des molécules de costimulation. Ceci
a pour effet d’empécher la transmission du signal DC-T #2 aux LT et meéne
habituellement au développement des mécanismes de tolérance (Guermonprez et al.,
2002). D’autre part, la nature du signal #3 fourni par les DC varie considérablement
en fonction du type d’Ag rencontré. Par exemple, le virus influenza, la levure
Candida albicans ainsi que plusieurs ligands des TLR comme le LPS d’E. coli (via le
TLR-4), les dsSRNA (via le TLR-3), la flagelline (via le TLR-5) et les CpG (via le
TLR-9) sont tous des exemples d’Ag induisant la production de cytokines permettant
la polarisation des réponses cellulaires vers un type Tyl. D’autre part, les réponses
cellulaires peuvent Etre polarisées vers un type Ty2 par les helminthes, les hyphes de
Candida albicans et par certains ligands des TLR comme les LPS de Porphyromonas
gengivalis (via le TLR-2), le zymosan (via le complexe TLR-2/TLR-6) et les
lipopeptides de type Pam3Cys (via le complexe TLR-2/TLR-1). Finalement, certains
microorganismes ont la capacité d’échapper au syst¢tme immunitaire en stimulant la
production de LT CD4" de type Treg Ou €n inhibant Pinduction de la maturation des
DC. Ceci a pour effet de favoriser les mécanismes de tolérance immunitaire, facilitant
ainsi la survie des microorganismes au sein de 1’h6te (Kapsenberg, 2003). Des
exemples de tels microorganismes sont la bactérie Bordetella pertussis, le parasite
Schistosoma mansoni, le VHC, le virus de P’herpes simplex et les cytomegalovirus

(Mazzoni et Segal, 2004; Kapsenberg, 2003).
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7. Les pseudoparticules du virus de la mosaique du papayer
7.1 Caractéristiques générales du virus de la mosaique du papayer

Le PapMV est un virus de plante faisant partie de la famille des Flexiviridea et du
genre Potexvirus. Méme si I’hdte naturel du PapMV est la papaye (Carica papaya),
plusieurs autres especes de plantes peuvent également étre infectées. L’infection par
le PapMV, qui se fait par inoculation mécanique, provoque des symptdmes de
mosaiques ou de nécroses sur les feuilles des plants infectés. Les particules virales du
PapMYV forment des batonnets filamenteux flexibles d’environ 500 nm de long et 15
nm de diametre (Tremblay et al., 2006). Les particules du PapMV sont composées
d’environ 1400 sous-unités identiques de la CP enroulées en hélice autour d’une copie
de ’ARN viral (Morin et al., 2007). Le génome de PapMV comporte 6656
nucléotides codant pour 5 protéines, soit une réplicase, trois protéines du «triple gene
block» (TGB) et la protéine CP. La réplicase est impliquée dans le processus de
réplication virale. Les trois protéines TGB (i.e. TGB 1, TGB2 et TGB3) sont pour leur
part impliquées dans le mouvement du virus dans les plants infectés. Finalement, la
CP, qui est composée de 215 acides aminés et qui posséde un poids moléculaire de 23
kDa, est impliquée dans la formation de la capside, dans la protection de I’ARN viral
et dans le mouvement du virus au sein de I’hdte infecté. L’ARN viral posséde une
coiffe a ’extrémité 5’ et une queue polyadénylée a I’extrémité 3’ (Tremblay et al.,
2006). La région incluant les 47 premiers nucléotides de P'extrémité 5’ de I’ARN
viral, qui représentent une région non-codante dépourvue de structure secondaire, est
impliquée dans I’initiation de I’assemblage des CP autours de I’ARN (Sit, Leclerc et
AbouHaidar, 1994). L’élongation de la particule se déroule de I’extrémité 5’ a
Iextrémité 3’ (Abouhaidar et Bancroft, 1979). Chaque sous-unité des particules du
PapMV posséde un atome Ca®* qui influence la structure finale de la protéine
(Durham et Bancroft, 1979). Finalement, notons qu’il est possible d’entrainer
I’assemblage des CP du PapMV autour d’ARN et d’ADN étrangers (Erickson et
Bancroft, 1980; Abouhaidar et Bancroft, 1979).
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7.2 Production de pseudoparticules du virus de la mosaique du papayer

Grice a lutilisation d’un systeme d’expression bactérien, 1’équipe du Dr Denis
Leclerc a mis au point une technique permettant la production in vitro efficace de
PPV du PapMV. Le gene codant pour la CP du PapMV, dont les 5 premiers acides
aminés de I’extrémité N-terminale ont ét€ exclus (CPANS), a été cloné dans un
plasmide. Suite au transfert de ce dernier dans la bactérie E. coli, de grandes quantités
de CPANS sont produites (i.e. plus de 25mg/L). Les CPANS5 obtenues peuvent étre
facilement purifiées sur une colonne d’affinité grice a la présence d’une queue
d’histidine («6xH-tag») a I’extrémité C-terminale. La surexpression des CPANS5 dans
E. coli permet d’obtenir des multimeres de diverses tailles (formés de CP assemblées
autours de I’ARN bactérien positif) ainsi que des disques ou des monomeres de CP
(ne contenant aucun ARN). Les multimeres (i.e. PPV), qui ont la forme de longs
bitonnets filamenteux flexibles (longueur moyenne de 50 nm) et qui sont trés
similaires aux particules virales sauvages, sont obtenues dans une proportion de 20%.
D’autre part, les disques (composées d’environ 18 a 20 CP) ainsi que les monomeéres
de CP sont obtenues dans une proportion de 80%. L’utilisation d’un mutant E128A
(i.e. CPANS ayant subit, en position 128, la substitution de son acide glutamique
(résidu acide chargé négativement) par une alanine (résidu hydrophobe)), permet
d’augmenter considérablement la production de multiméres (proportion d’environ
100%). De plus, les PPV obtenues a I’aide du mutant E128A, qui ont une longueur
moyenne de 280 nm, présentent une taille beaucoup plus semblable & celle des
particules sauvages. Notons toutefois que I'utilisation des clones CPANS5 et E128A
permet, dans les deux cas, d’obtenir un niveau d’expression protéique équivalent. Ces
résultats semblent indiquer que la substitution d’un résidu chargé négativement par un
résidu hydrophobe en position 128 de la CP augmente I’affinité des disques de CP
pour I’ARN, facilitant ainsi 1’assemblage des particules (Tremblay et al., 2006). Des
analyses de microscopie é€lectronique permettent de comparer I’apparence des

diverses PPV obtenues avec celle des particules virales sauvages (Figure A).
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Figure A. Analyse des pseudoparticules du virus de la mosaique du papayer par
microscopie €lectronique. (A) Particules sauvages du virus de la mosaique du papayer
(B) Pseudoparticules CPAN5 du virus de la mosaique du papayer (C)
Pseudoparticules E128A du virus de la mosaique du papayer (Tremblay et al., 2006)

7.3 Immunogénicité des pseudoparticules du virus de la mosaique du papayer

Tout comme le PapMV sauvage, les PPV du PapMV présentent une structure
cristalline hautement répétitive. Or, les structures antigéniques répétitives sont trés
efficaces pour induire des réponses humorales en entrainant le pontage des BCR a la
surface des LB (Bachmann er al, 1993). Nous avons donc voulu vérifier
I'immunogénicité des PPV du PapMV chez la souris. L’injection sous-cutanée de 25
pg de PPV du PapMV a des souris C3H/HeJ permet I’induction de hauts niveaux
d’IgM et d’IgG spécifiques a la CP sans I’aide d’adjuvant (Denis et al., 2007). De
plus, I’injection intraveineuse de 100 pug des mémes PPV 2 des souris C57BL/6
permet €galement I’induction de hauts titres d’IgM et d’IgG CP-spécifiques en
absence d’adjuvant (Lacasse et al, résultats non-publiés). Ces résultats ont permis de
confirmer la forte immunogénicité des PPV du PapMV chez la souris. Nous avons
également réussi a associer cette forte immunogénicité a la structure répétitive des
PPV du PapMV en démontrant que I’immunisation de souris A I’aide de monoméres
réduit drastiquement les titres d’IgM et d’IgG spécifiques obtenus (Denis et al., 2007).
Cependant, comme les monomeres sont dépourvus d’ARN bactérien et que ce dernier
peut induire ’activation des CPA via certains TLR, nous ne pouvons pas exclure que
I'immunogénicité des PPV du PapMV repose en partie sur la I’action de I’ARN

bactérien contenu dans les PPV. Finalement, il est & noter que la nature particulaire
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des PPV du PapMV joue sans aucun doute un role important dans leur forte

immunogeénicité en favorisant leur capture et leur présentation par les DC.

7.4 Les pseudoparticules du virus de la mosaique du papayer comme plateforme

vaccinale

Comme mentionné précédemment, il est possible d’induire des réponses humorales
et/ou cellulaires spécifiques contre des épitopes étrangers présentés a la surface de
diverses PPV. Notre équipe a donc tenté d’exploiter la forte immunogénicité des PPV
du PapMYV afin de développer une nouvelle plateforme vaccinale versatile pouvant
présenter des épitopes de virus étrangers au systtme immunitaire. Les diverses études
que nous avons menées ont permis de démontrer la possibilité¢ d’exposer divers
épitopes étrangers a la surface des PPV du PapMV sans affecter considérablement la
formation de ces PPV. Par exemple, I’insertion de 1’épitope B E2 du VHC sur la CP
du PapMV permet d’obtenir une quantité comparable de protéines recombinantes. De
plus, des analyses de microscopie électronique ont confirmé que I’insertion de
P’épitope E2 sur la CP ne nuisait pas a la formation des PPV (PPV du PapMV-E2).
Cependant, il est a noter que les PPV du PapMV-E2 obtenues présentent une longueur
inférieure a celle des PPV du PapMV n’exposant aucun épitope étranger. D’autre part,
des analyses d’immunoblot ont permis de prouver que I’épitope E2 était bel et bien
accessible a la surface de ces PPV. La structure secondaire des PPV du PapMV-E2 a
également €té déterminé par des études de dichroisme circulaire et s’est avérée tres
similaire a celle des PPV du PapMV (Denis er al., 2007; Lecours et al., 2006).
Finalement, en plus de I’épitope E2 du VHC, nous avons également démontrer la
possibilit€ d’insérer d’autres épitopes a la surface des PPV du PapMV, comme
I’épitope CTL p33 du LCMV (PPV du PapMV-p33) (Lacasse et al, sous presse),
I’épitope CTL SIINFEKL de d’OVA (PPV du PapMV-OVA) (Lacasse et al, sous
presse) et I’épitope CTL M1 du virus influenza (PapMV-FLU) (Leclerc et al., 2007).

L’injection sous-cutanée de 25 pug de PPV du PapMV-E2 sans adjuvant a des souris
C3H/Hel et Balb/c suivie d’une dose de rappel au jour 14 post-injection permet
Pinduction de réponses humorales spécifiques de longue durée 2 la fois contre la CP

de PapMV et contre I’épitope E2 du VHC. De plus, I’isotypage des Ac produits a
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permis de mettre en évidence la prévalence des isotypes IgG1, IgG2a et IgG2b et une
production moins élevée d’IgG3. La commutation de classe des Ig observée chez les
souris immunisées permet de confirmer que les PPV du PapMV-E2 induisent une
réponse humorale ayant un profil Ty1/Ty2 balancé et suggére la participation des LT
CD4*. D’autre part, les Ac spécifiques a la CP et au peptide E2 étaient toujours
détectés dans le sérum des souris immunisées 120 jours aprés la derniére
immunisation. Ceci démontre que les PPV du PapMV-E2 permettent I’induction de
réponses humorales mémoires. A I'inverse, des immunisations menées dans les
mémes conditions a I’aide de monomeres PapMV-E2 n’ont induit que de faibles taux
de d’IgG spécifiques a la CP alors qu’aucun Ac contre I’épitope E2 n’a pu étre
détecté. Ces résultats apportent une preuve supplémentaire de I’importance de
'intégrité structurale pour I'immunogénicité des PPV du PapMV. Curieusement, les
multimeres et les monomeres sont captés et internalisés par les DC avec une efficacité
similaire in vitro. Suite a leur capture, les PPV et les monoméres se retrouvent dans
des compartiments intracytoplasmiques, vésiculaires et périnucléaires. Finalement,
cette étude a permis de démontrer sans équivoque que la présence possible de LPS
bactériens contaminants dans nos échantillons de PPV n’a aucun impact sur les

réponses humorales observées (Denis et al., 2007).

Dans une autre série d’expériences effectuées a I’aide de PPV du PapMV-FLU, notre
laboratoire a démontré que cet épitope pouvait efficacement étre apprété et présenté
sur les CMH-I par des CPA d’origine humaine via un mécanisme de présentation
croisée. En effet, les deux types de CPA humaines testés (i.e. DC et LB stimulés via
CD40) se sont montrés efficaces pour entrainer I’activation (i.e. production d’IFN-y)
et I’expansion d’une population de CTL M1-spécifiques. Il a également été possible
de déterminer que la voie de présentation croisée utilisée par les DC et les LB
humains ne requiert pas la participation du protéasome pour |’apprétement et pour la
présentation de I’épitope M1 a partir des PPV du PapMV. De plus, I’acidification des
endosomes ne semble pas jouer un role essentiel dans ce processus (Leclerc et al.,

2007).

Les résultats des études menées jusqu’a maintenant sur les PPV du PapMV permettent
de croire qu’elles pourraient étre utilisées efficacement comme plateforme vaccinale

capable de présenter des épitopes étrangers au systtme immunitaire. En effet, en plus
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d’avoir démontré I’efficacité de cette plateforme dans I’induction de réponses
humorales spécifiques de longue durée, nous avons déterminé que des PPV du
PapMV présentant des épitopes CTL pouvait étre dirigées vers les voies de
présentation croisée pour y étre apprétées sur les CMH-I et permettre I’activation et la
prolifération de LT CD8" spécifiques. Des aspects importants du pouvoir
immunogene des PPV du PapMV restent toutefois a étre analysés, soit leur capacité a
induire la maturation des DC et a induire des réponses immunitaires protectrices chez
un hdéte immunisé. Ces deux aspects seront d’ailleurs évalués dans la présente étude.

7.4.1 Avantages a utiliser les pseudoparticules du virus de la mosaique du

papayer comme plateforme vaccinale

Le besoin de produire des vaccins efficaces a faibles coits est criant afin d’assurer
I’approvisionnement en vaccins aux pays en voie de développement et de freiner le
développement de plusieurs maladies infectieuses qui sévissent dans ces pays. En plus
de leur forte immunogénicité, I’utilisation de PPV du PapMV comme plateforme
vaccinale comporte plusieurs avantages qui répondent a ce besoin. Tout d’abord, cette
plateforme est versatile et permet I’insertion de divers épitopes étrangers. D’autre
part, ces PPV sont issues d’un virus de plante qui a évolué pour résister a des
conditions environnementales variables. Ceci confére aux PPV du PapMV une trés
grande stabilité a température ambiante, ce qui €limine la nécessité de les réfrigérer
afin de les conserver (Leclerc et al., 2007; Tremblay et al., 2006). En plus de réduire
les cofits associés a leur transport et a leur entreposage, cette caractéristique des PPV
du PapMV facilite grandement leur distribution dans les pays en voie de
développement qui sont pour la plupart situés dans des régions tropicales. Finalement,
comme I’h6te naturel du PapMYV est le plant de papaye, il pourrait éventuellement €tre
possible de produire les PPV du PapMV dans ces plantes. Notre équipe a d’ailleurs
évalué que I’infection d’un hectare de plants de papaye permettrait la production d’un
kilogramme de virus recombinants, ce qui représente des millions de doses vaccinales.
Comme [P’agriculture représente une fagon simple et abordable de produire de la
biomasse, ceci réduirait considérablement les cofits de production du vaccin tout en

maximisant la quantité¢ de matériel vaccinal obtenue.
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ABSTRACT

Currently used vaccines protect mainly through the production of neutralizing
antibodies. However, antibodies confer little or no protection for a majority of chronic
viral infections that require an active involvement of cytotoxic T lymphocytes (CTLs).
Virus-like particles (VLPs) have been shown to be efficient inducers of cell-mediated
immune responses; however administration of adjuvant is generally required. We have
recently reported the generation of a novel VLP system exploiting the self-assembly
property of the papaya mosaic virus (PapMV) coat protein. We show here that uptake
of PapMV-like particles by murine splenic dendritic cells (DCs) in vivo leads to their
maturation suggesting that they possess intrinsic adjuvant-like properties. Dendritic
cells pulsed with PapMV-like particles displaying the lymphocytic choriomeningitis
virus (LCMYV) p33 immunodominant CTL epitope (PapMV-p33) efficiently process
and cross-present the viral epitope to p33-specific transgenic T cells. Importantly, the
CTL epitope is also properly processed and presented in vivo since immunization of
p33-specific TCR transgenic mice with PapMV-p33 induces the activation of high
numbers of specific CTLs. C57BL/6 mice immunized with PapMV-p33 VLPs in the
absence of adjuvant develop p33-specific effector CTLs that rapidly expand following
LCMYV challenge and protect vaccinated mice against LCMV infection in a dose-
dependant manner. These results demonstrate the efficiency of this novel plant virus-
based vaccination platform in inducing DC maturation leading to protective CTL

responses.
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INTRODUCTION

For the past 200 years, vaccines have been widely used to prevent infections. Since
the development of the first vaccine against smallpox by Jenner, multiple vaccination
strategies have been tested in animals and humans, each of them showing variable
levels of efficacy (13). However, the emergence of new infectious diseases and an
incapacity to provide current vaccines to developing countries at low cost have

prompted the development of novel vaccination strategies.

One of the major drawbacks of most currently available vaccines is their failure to
induce cellular immunity against given antigens. Most vaccines promote the
production of neutralizing antibodies that offer protection against acute viral
infections (24, 47). In the context of chronic infections (e.g. HCV, HIV), neutralizing
antibodies are potent in controlling free viral particles but are usually inefficient at
eliminating infected cells (4, 9, 19). Recognition and destruction of infected cells by
specific CTLs is essential to carry out an effective battle against such viruses.
Professional APCs are key players in triggering adaptive immunity. In particular,
dendritic cells (DCs) play a pivotal role in priming cellular immune responses (16,
36). To become strong inducers of immunity, DCs acquire a mature phenotype
through diverse stimuli that induce a series of morphological and functional changes
(20). These modifications include migration to lymphoid organs, production of
cytokines and chemo-attractant molecules, and enhanced expression of essential
cosignaling molecules like CD86, CD80 and CD40 that allows the establishment of
key interactions between DCs and T cells. In addition to the classical MHC-I and
MHC-II antigen presentation pathways, DCs were shown to be particularly potent in
presenting exogenous antigens onto MHC-I molecules through a process known as
cross-presentation (10). To this date, the in vivo importance of cross-presentation is
still under debate, but recent studies have shown that this process probably plays a
crucial role in driving T cell responses against exogenous antigens and to pathogens
that do not infect DCs (29). Therefore, due to the efficacy of DCs to induce cellular
immunity, new vaccination strategies should aim at targeting and activating these
professional APCs to promote the development and maintenance of potent CTL

responses.
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Recently, virus-like particles (VLPs) have received much attention for their potential
for vaccine development. VLPs mimic the structure of viral particles without
containing infectious genetic material making them safe alternatives to conventional
live or attenuated vaccines (23). A number of different VLPs were shown to be highly
immunogenic antigen carriers capable of inducing humoral immune responses. As
examples, VLPs expressing proteins from infuenza virus, papillomavirus and
rotavirus all induce high titers of neutralizing or protective antibodies (25, 28, 35).
Some VLPs were also shown to induce CTL responses. Recombinant parvovirus-like
particles expressing an epitope from the nucleoprotein of LCMV induce protective
CTL responses (33). Hepatitis B surface antigen VLPs expressing both respiratory
syncytial virus and human papillomavirus CTL epitopes elicit simultaneous responses
to both pathogens (42). However, many VLPs require the co-administration of
adjuvant-like molecules (i.e. CpGs or anti-CD40 antibodies) for the induction of
strong CTL immunity (18, 27, 37, 44). In recent years, the use of plant virus-derived
VLPs as novel systems for the expression of foreign epitopes and for the development
of new vaccines has triggered much interest. By genetically modifying these viruses,
immunogenic peptides can be efficiently fused to the coat protein (CP) and exposed
on the surface of the assembled plant VLPs. To date, cowpea mosaic virus, tobacco
mosaic virus, alfalfa mosaic virus, potato virus C, tomato bushy stunt virus, zucchini
yellow mosaic virus and plum pox virus are all examples of plant viruses that have
been successfully produced and used for the presentation of murine and human

epitopes (6, 7, 22).

We have recently described the generation of a VLP system based on the papaya
mosaic virus (PapMV) (39). PapMV, a member of the potexvirus family, displays a
flexible rod-like structure composed of 1400 subunits of the viral coat protein
assembled around a positive-strand RNA (8, 34, 39, 46). PapMV VLPs, formed by the
self-assembly of the CP after over expression in E. coli (39), can carry foreign
epitopes and induce the production of specific antibodies in vaccinated mice (7).
Moreover, we have recently shown that a human B cell line can cross-present CTL
epitopes displayed on PapMV VLPs to specific T cells in vitro in a proteasome-
independent fashion (14). To determine whether such VLPs could also trigger the

development of protective cellular immunity in vivo, a PapMV VLP carrying the H-
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2" restricted dominant p33 CTL epitope (PapMV-p33 VLPs) from lymphocytic
choriomeningitis virus (LCMV) was engineered and evaluated for its capacity to
induce CTL responses against LCMV. We show here that vaccination with PapMV-
p33 VLPs induces DC maturation and cross-presentation of the p33 CTL epitope in

vivo resulting in the induction of protective cell-mediated antiviral immunity.
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MATERIALS AND METHODS
Mice

Female 6-10 week-old C57BL/6 mice were purchased from Charles River (Saint-
Constant, Canada). P14 TCR-transgenic mice were obtained from P. Ohashi (Princess
Margaret Hospital, Toronto, Canada). P14 mice express a transgenic Vo2 and V8.1
TCR specific for the p33 CTL epitope from the LCMV surface glycoprotein. 70-90%
of their CD8" T cells are p33-specific. All animal experiments were reviewed and

approved by the INRS-IAF Animal Care and Use Committee.
Cells, virus and peptides

LCMV WE was obtained from R. M. Zinkernagel (Institute of Experimental
Immunology, Zurich, Switzerland). The p33 synthetic peptidle KAVYNFATM
corresponding to a H-2"-restricted CTL epitope from the LCMV surface glycoprotein
was synthesized by Sigma-Genosys (Oakville, Ontario). EL-4 thymoma cells (H-2%)
were grown in MEM (Invitrogen Life Technologies, Burlington, Ontario) containing
10% heat-inactivated FBS (Invitrogen). MC57G fibroblasts were cultured in MEM

containing 5% heat-inactivated FBS.
Cloning of the recombinant PapMV-p33 construct

The PapMV CP gene was cloned into the pET-3d-derived CPANS5 vector as
previously described (26). The recombinant protein PapMV-p33 was derived from the
PapMV CP construct fused to the p33 peptide (PapMV-p33) (Fig. 1A). To fuse the
p33 peptide at the C-terminus of CPANS, the following oligonucleotides,
5S’CTAGTGGTGGCGGTCTGTTGCTGAAAGCGGTGTATAACTTTGCGACCAT

GA-3 and 5’CGCGTCATGGTCGCAAAGTTATACACCGCTTTCAGCAACAGA
CCGCCACCA3’, were annealed in 10mM Tris, pH 8 and 50mM NaCl and used
directly for cloning in the plasmid containing the PapMV CP linearized with the Spel-
Mlul cloning sites. The p33 peptide was flanked by 3 leucine and 3 glycine residues at
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its N-terminus and 2 threonine and 1 arginine residues at the C-terminus. The

insertion was positioned between the C-terminus of the PapMV CP and a 6xHis tag.

Expression and purification of recombinant proteins from E. coli

The E. coli expression strain BL21 (DE3) RIL (Stratagene, Torrey Pines Road, La
Jolla, CA, USA) was transformed with the pET-3d plasmid containing the constructs
of interest, and maintained in 2xYT medium containing ampicillin (50 mg/ml).
Recombinant proteins were purified by affinity chromatography on a nickel sepharose
column as previously described (26). Two additional washing steps were done
sequencially using buffer A:10 mM Tris-HCl 50 mM Imidazole 0.5% Triton X100
pH8, and then buffer B:10 mM Tris-HCI, 50 mM Imidazol, 1% Zwittergent pH8 to
remove endotoxin contamination. Protein purity was determined by SDS-PAGE and
confirmed by immunoblot analysis using rabbit polyclonal antibodies specific to
PapMV. LPS levels were determined by the limulus amebocyte lysate assay according
to manufacturer’s instructions (Cambrex Bio Science, Walkersville, MD) and were

always under 0.005 endotoxin units (EU)/ug of protein.

Electron microscopy

VLPs were diluted in 10 mM Tris-HCI pH 8 and were absorbed for 3 min on a
carbon-coated formvar grid. The grid was then washed 3 times for 1 min using the
same buffer and stained with 0.1% urany] acetate for 10 min at room temperature. The

grids were then observed on a Jeol JEM220FS transmission electron microscope.

Antibodies and flow cytometry

For cytometry analysis of mouse surface antigens, the following mAbs were used:
anti-CD4-FITC (clone H129.19), anti-CD80-FITC or anti-CD80-PE (clone 53-6.7),
anti-CD11¢-FITC (clone HL3), anti-CD40-PE (clone 3/23), anti-CD45R-FITC (clone
RA3-6B2), anti-CD69-PerCP-Cy5.5 (clone H1.2F3), anti-CD80-PE (clone 16-10A1),
anti-CD86-PE (clone GL1), isotype controls for the anti-CD40 and anti-CD86 mAbs
(Rat IgG2a, x) and anti-CD80 mAbs (Armenian Hamster IgG2, x) (all from BD
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Biosciences, Mississauga, Ontario). FITC-coupled F4/80 mAb (clone BM8) and anti-
IFN-y-FITC (clone XMGI.2) were obtained from eBioscience (San Diego, CA).
Stainings were performed for 20 min at 4°C. PE-coupled p33-H-2" tetrameric
complexes (Tet-gp33) were synthesized as previously described (30) and stainings
were performed for 20 min at 37°C. All cytometry analysis were performed on a
FACScalibur cytometer (BD Bioscience) and data were analyzed using the WinMDI

software.
Isolation of splenic DCs

Spleens of C57BL/6 mice were treated with 400 U/mL collagenase type IV (Roche
Diagnostics, Laval, Quebec) for 45 min at 37°C, 5 % CO,. Spleen cells were isolated
by passing through a 100 pm cell strainer and incubated 20 min at 4°C with CD1lc-
specific colloidal paramagnetic beads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) in pre-filtered
running buffer (0.5% BSA in PBS). After washing the cells once with running buffer,
CD11c" spleen cells were positively selected using an autoMACS system (Miltenyi
Biotec). The purity of the positive fraction was always above 95%. Where indicated,
the negative fraction was kept for subsequent analysis. CDI11c* cells were cultured in
MEM 10% and were analyzed by flow cytometry after staining with FITC-coupled

anti-mouse CD11c mAbs.
Capture assay of PapMV-like particles

PapMV-like particles were labelled using an Alexa Fluor 647 Protein Labelling Kit
(Molecular Probes, Eugene, OR) according to manufacturer’s instructions. Labelling
efficiency was determined by spectrophotometry and was similar for both control and
PapMV-p33 VLPs. For the in vivo capture assay, C57BL/6 mice were injected i.v.
with 100 pg of labelled VLPs and CD11c* cells were purified from spleens 2h post-
injection. Samples from the negative fraction obtain after purification of splenic
CD11c* cells were stained with FITC-coupled anti-mouse CD45R, F4/80, XA8a. or
CD4 mAbs. For the in vitro capture assay, purified CD11c" spleen cells from
C57BL/6 mice were pulsed 2h with various concentrations (0.5, 1 or 5 pug) of Alexa

Fluor 647-labelled VLPs. All samples were analyzed as previously described.
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Confocal microscopy

For the in vivo internalization assay, mice were injected with 100 pg of Alexa Fluor
647-labelled VLPs i.v. and spleens were collected 2h later. CD11c* spleen cells were
adhered on slides coated with poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) by centrifugation at 650
rpm for | min. Cells were fixed with 10% formalin for 20 min and labelled 45 min at
room temperature with Alexa Fluor 488-conjugated wheatgerm agglutinin (Molecular
Probes) as a membrane marker. After 3 washes with PBS, slides were mounted using
ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes) and analyzed using a Zeiss LSM
510 META scanning confocal microscope mounted on an Axiovert 100 oil immersion
objective (Carl Zeiss, Jena, Germany). Images were processed using the LSM 510
v3.2 software (Carl Zeiss). For the in vitro capture assay, purified CD11c" spleen cells
from naive C57BL/6 mice were incubated 2h at 37°C with different quantities (0.5, 1
or 5 nug) of Alexa Fluor 647-labelled VLPs. Cells were then washed, stained and

analyzed as described above.
In vivo DCs maturation assay

C57BL/6 mice were immunized i.v. with 100 pg of control PapMV VLPs, PapMV-
p33 VLPs or with 25 pg of LPS from E. coli serotype 5 (Sigma-Aldrich, Oakville,
Ontario) as a positive control. At 2, 6 or 24h post-injection, CD11c" spleen cells were
stained with FITC-coupled anti-mouse CD11c mAb in combination with PE-coupled
anti-mouse CD40, CD80, CD86 or isotype control mAbs. Samples were acquired and

analyzed by flow cytometry as described above.
T cell proliferation assay

For the in vitro assay, CD11c” spleen cells were treated 2h with mitomycin C (Sigma-
Aldrich). Following three washes in MEM 5% FBS, 5x10* cells/well were added in
96-well round-bottom plates and pulsed 8h with various concentrations (10, 100, 500
or 1000 ng) of control PapMV or PapMV-p33 VLPs. LCMV p33 synthetic peptide-

pulsed DCs served as positive controls. Magnetically isolated splenic p33-specific
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CD8 T lymphocytes from P14 transgenic mice were added (1x10%/well) to pulsed
DCs. After 24h, 0,4 puCi of 3H-thymidine was added to each well and cells were
cultured for another 24h. Cells were harvested with a MACH 2 Harvester 96
(TomTec, Hamden, CT) and proliferation of p33-specific CD8" T lymphocytes was
evaluated by measuring *H-thymidine incorporation in cellular DNA with a Trillux
1450 MicroBeta counter (Perkin-Elmer, Woodbridge, Ontario). Surface expression of
CD69 on proliferating p33-specific CD8* T lymphocytes was also analyzed. Briefly,
cells were stained with PE-coupled p33-H-2" tetrameric complexes, FITC-coupled
anti-mouse CD8a and PerCP-coupled anti-mouse CD69 mAbs. Samples were
acquired and analyzed by flow cytometry as described above. For the in vivo assay,
P14 transgenic mice were injected i.v. with 100 pg of control PapMV or PapMV-p33
VLPs. Spleens were collected 24h post-immunization and the activation state of p33-

specific CD8" T lymphocytes was evaluated as described above.
Detection of p33-specific CD8"* T lymphocytes in immunized mice

Spleens of immunized mice were collected 7 days following the last recall injection.
Cells were stained with PE-coupled p33-H-2° tetrameric complexes and FITC-
coupled anti-mouse CD8a mAb. 7-AAD (BD Bioscience) was used for exclusion of
dead cells. Samples (50,000 events in the lymphocyte gate) were acquired and
analyzed by flow cytometry as described above. Statistical analysis was done by an

unpaired t test using the GraphPad Prism 4.0 software.
Detection of IFN-y producing CD8" T lymphocytes

Five days following LCMYV infection, spleen cells were restimulated for 5h at 37°C
and production of IFN-yby CD8" cells was evaluated. Briefly, 1x10° spleen cells
were incubated in 96-well round-bottom plates in 5% RPMI supplemented with 100
units/mL mouse rIL-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN), 10 pg/mL Brefeldin A
(Sigma) and either PBS, 100 ng/mL PMA (Sigma) and | pg/mL ionomycine (Sigma)
or 10 uM p33 peptide (Sigma Genosys). Cells were then stained with PE-coupled
anti-mouse CD8o mAb and 7-AAD (BD Bioscience). Cells were fixed, permeabilized
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and stained with an anti-IFN-y-FITC mAb (eBioscience) and analyzed by flow

cytometry as described above.
3 Cr release assay

Five days following LCMYV infection of immunized mice, spleen cells were tested for
their cytotoxic activity in a standard *'Cr release assay. Briefly, EL-4 target cells were
pulsed with 10°M of p33 synthetic peptide and labelled with 250 mCi *'Cr for 2h at
37°C on a rocking platform. Labelled EL-4 cells were washed three times with MEM
2% FBS and 10* cells were added to splenic effector cells in 96-well round-bottom
plates and incubated for 5h at 37°C. Thirty microliters of each supernatant was mixed
for 30 min with 150 pL of OptiPhase SuperMix (Perkin-Elmer). Radioactivity release
was measured using a Trillux 1450 MicroBeta counter (Perkin-Elmer). The
percentage of specific lysis was calculated as 100 x (experimental release -
spontaneous release)/ (maximum release - spontaneous release). Maximum release
was accomplish by adding 2% Triton X-100 (prepared in MEM) to target cells alone

and spontaneous release was obtained by incubating target cells without effector cells.
LCMV focus assay

Immunized C57BL/6 mice were injected i.v. with 200 PFU of LCMV WE. Five days
post-infection spleens were collected and a LCMV focus-forming assay was
performed as previously described (31). Briefly, 2-fold serial dilutions of spleen
homogenates were added onto MC57G cell monolayers in 24-well culture plates.
Cells were cultured for 48h under an overlay of 1% methylcellulose and fixed with
25% formalin in PBS. Fixed cells were stained with rat anti-LCMV VL-4 mAb
(kindly given by Dr R. M. Zinkernagel), HRP-conjugated goat anti-rat mAbs (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA) and HRP-conjugated swine anti-goat mAbs
(Biosource, Camarillo, CA). Ortho-phenylene diamine (Sigma-Aldrich) was used to

reveal the infectious foci.
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RESULTS

Dendritic cells internalize PapMV VLPs and acquire a mature phenotype.

Overexpression of PapMV CP in E. coli produces VLPs that display a structure
similar to the wild type plant virus (39). We generated VLPs expressing the p33
immunodominant CTL epitope from the LCMV glycoprotein genetically fused to the
CP through a triglycine, tri-leucine linker (Fig. 1A). Bacterial expression of control
PapMV CP or PapMV-p33 yielded 29 kDa proteins (Fig. 1B, lane 3) that were
purified by nickel affinity chromatography (Fig. 1B, lane 4). Extensive washes were
performed to remove all traces of LPS and VLPs were isolated by high-speed
ultracentrifugation (Fig. 1B, lane 5). Electron microscopy analysis revealed that
PapMV-p33 VLPs displayed a rod-like structure resembling native PapMV virions
and control PapMV VLPs with, however a rougher appearance (Fig. 1C).

We next evaluated the capacity of various murine splenic cells to interact with
PapMV VLPs labeled with Alexa-Fluor 647 in vivo. Fluorescent VLPs were
administered to C57BL/6 mice by i.v. injection and 2h later, the amount of VLPs
associated with different cell types was determined by flow cytometry (Fig. 2A). All
APCs (DCs, B cells and macrophages) were able to interact with labeled PapMV-p33
VLPs at various extents but DCs were the most efficient with more than 40% of
CD1l1c" cells being associated with PapMV-p33 labeled-VLPs. As expected, both
CD4"* and CD8" T cells did not significantly interact with the VLPs (data not shown).
Interestingly, higher amounts of PapMV-p33 VLPs were associated with all APC
types compared to control PapMV VLPs suggesting that the presence of the CTL
epitope influences the interaction. To determine whether this is due to differences in
VLP capture or dissemination in vivo, splenic DCs were purified and pulsed in vitro
for 2h with labeled-VLPs and the levels of VLPs associated with DCs were
determined by flow cytometry (data not shown). Both VLPs associated with purified
DCs with similar efficiency suggesting that differences observed in vivo were
probably the result of different degradation or dissemination kinetics. Confocal
microscopy analysis of sorted CD11c¢* DCs from VLP immunized mice confirmed

that the fluorescently labeled material is localized in the cytoplasm (Fig. 2B).
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Fluorescently labeled PapMV-p33 VLPs are mostly found in large vesicular structures
in contrast to control PapMV particles that appear more evenly distributed in the
cytoplasm. This suggests that insertion of the p33 epitope in PapMV VLPs possibly
modified their structure allowing them to be internalized by DCs in a more stable
particulate form. This hypothesis is supported by the observation that PapMV VLPs
fused to an irrelevant ovalbumin epitope shows a similar vesicular localization pattern

as PapMV-p33 VLPs (data not shown).

Mature DCs are the most efficient APC type capable of priming naive T cells, we
therefore evaluated whether PapMV VLP uptake by splenic DCs could lead to their
maturation. Six hours following i.v. immunization of C57BL/6 mice with PapMV
VLPs, splenic CDIlc* DCs were isolated by magnetic cell sorting and the
upregulation of cosignaling molecules (CD40, CD80 and CD86) was determined by
flow cytometry (Fig. 2C). Both control PapMV and PapMV-p33 VLPs similarly
induce significant upregulation of CD40, CD80 and CD86 suggesting that the
presence of the p33 epitope does not affect this process. To ensure that maturation
was not resulting from traces of LPS contaminating the preparations, endotoxin levels
in each purified VLP stocks was quantified using the limulus amebocyte lysate assay.
The corresponding trace amounts of contaminating LPS were administered to
C57BL/6 mice and cytometric analysis of cosignaling molecules expression levels on
DCs revealed that such minute amounts of LPS had no significant effect on DC
maturation (data not shown). These results suggest that PapMV VLPs possess an
intrinsic adjuvant-like property that induces DC maturation. Compared to other VLP-
based systems, PapMV VLPs seem one of the more potent at inducing the

upregulation of cosignaling molecules on DCs (15, 18, 40, 41).

DCs efficiently process and present the p33 CTL epitope displayed on PapMV VLPs

To assess whether the LCMV p33 CTL epitope displayed on PapMV VLPs could be
correctly cleaved, processed and presented by DCs to specific T cells, purified splenic
CDl11c+DCs were pulsed for 8h with various concentrations of VLPs and co-cultured
with p33-specific naive CTLs isolated from TCR transgenic P14 mice. Proliferation
of p33-specific CTLs was assessed by thymidine incorporation (Fig. 3A). PapMV-p33
was very efficiently processed and presented by DCs as it induced high levels of CTL
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proliferation. As little as 100 ng of VLP (equivalent to 2 ng of free peptide) induced
significant T cell proliferation whereas up to 1 pg of control PapMV VLPs did not.
The ability of pulsed DCs to activate p33-specific naive T cells was next analyzed by
quantifying the upregulation of the T cell activation marker CD69 by flow cytometry
(Fig. 3B). P33-specific CTLs co-cultured with PapMV-p33 pulsed DCs became fully
activated with more than 90% upregulating CD69. To determine whether the efficient
capture, processing and presentation of heterologous epitopes presented on PapMV
VLPs could also be observed in vivo, p33-specific P14 TCR transgenic mice were
injected i.v. with 100 pg of PapMV VLPs and the activation of splenic p33-specific
CTLs was analyzed 24h after injection by evaluating CD69 surface expression (Fig.
3C). More than 80% of splenic p33-specific T cells from PapMV-p33-injected P14
mice express CD69, compared to less than 4% for mice injected with control PapMV
VLPs. Taken together, these results clearly demonstrate that DCs can efficiently

process and cross-present the p33 CTL epitope displayed on PapMV VLPs.

Vaccination with PapMV-p33 VLPs generates specific CTLs

The ability of PapMV-p33 VLPs to induce the development of a specific CTL
response in mice was then evaluated. Having showed that PapMV VLPs possess
adjuvant-like properties, C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of VLPs in
PBS without adjuvant. Following the administration of three identical booster
injections at 10-day intervals, total spleen cells were directly analyzed ex vivo by p33-
tetramer staining (Fig.4). Mice administered with PapMV-p33 VLPs developed
significant numbers of p33-specific T cells (0.75 + 0.05%) compared to mice injected
with control PapMV VLPs (0.03 + 0.008%) (p < 0.0001, N=6). This shows that
PapMV VLPs can efficiently prime peptide-specific T cell responses in vivo without

the need for using adjuvant.

Immunization with PapMV-p33 VLPs induces protective effector CTL responses
against LCMV infection

Acute LCMV infection is exclusively controlled by CTLs (35-37). To determine
whether the CTL responses induced by PapMV VLP immunization could protect

against viral infections, vaccinated mice were challenged with LCMV. Mice were
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primed with an i.v. injection of 100 pg of PapMV VLPs without adjuvant and
received two or three identical booster injections at 10-day intervals. Mice were
challenged with 200 PFU of LCMV 7 days after the last booster injection. To
visualize CTL expansion, the number of p33-specific T cells was determined by
tetramer staining 5 days following infection (Fig. 5A), at a time when p33-specific T
cells generated by the primary response to LCMV are not yet detectable (data not
shown). Mice having received two booster injections of PapMV-p33 VLPs showed
p33-specific T cell frequencies of ~3.3% of CD8" T cells (data not shown) whereas
mice receiving three booster injections had even higher numbers of specific T cells
(~7.3%) suggesting that the frequency of specific T cells generated by vaccination
increased through repeated injections. Importantly, mice vaccinated with either two
(data not shown) or three booster injections of the control PapMV VLPs showed no
detectable p33-specific CTLs (Fig. SA). We next determined whether the p33-specific
T cells generated through VLP vaccination displayed effector function by intracellular
IFN-y staining (Fig. 5B). Mice vaccinated with PapMV-p33 VLPs showed
frequencies of IFN-y production of (~6.9%) of CD8" T cells whereas no significant
IFN-y production was detected in the control PapMV vaccinated group. It is
noteworthy that the frequencies detected by tetramer staining and IFN-y staining were
very similar suggesting that most p33-specific T cells detected by tetramer staining
display effector function. We then evaluated whether these CTLs also displayed lytic
effector function using a standard °'Cr release assay (Fig. 5C). PapMV-p33
vaccinated group showed high levels of cytolytic activity whereas no cytotoxicity
could be observed in the PapMV vaccinated control group. To determine if such
cytotoxic responses are protective against LCMV infection, splenic viral titers were
determined 5 days following challenge (Fig. 6). Mice having received one or two
booster injections of PapMV-p33 VLPs were partially protected from LCMV
infection whereas mice receiving three boosts of the same VLP preparation were fully
protected as indicated by the absence of detectable virus in the spleen. In contrast,
mice receiving three booster injections of control PapMV VLPs showed high LCMV
titers in the spleen. Taken together these results demonstrate that vaccination with
PapMV-p33 VLPs induces the development of p33-specific effector T cells in a dose-
dependant manner and that protection from LCMV infection correlates with the

number of effector T cells generated.
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DISCUSSION

There is an urgent need for the development of vaccines capable of inducing cellular
responses against chronic viral infections and cancers. We describe here a novel plant
virus-based vaccination platform that induces protective cellular immune responses.
PapMV-like particles displaying the immunodominant p33 CTL epitope from LCMV
are internalized by DCs and cross-presented to specific CTLs. We have recently
reported that this is achieved through a proteasome-independent pathway (14) as was
shown for another VLP-based system (30). Importantly, and in contrast to many VLPs
described so far, PapMV-like particles directly prime protective CTL responses in
vivo without adjuvant (i.e. CPGs, anti-CD40). This ability probably resides in their
intrinsic capacity to induce DC maturation. The critical importance of activating
APCs for priming CTL responses to VLPs was demonstrated in a study by Storni et
al. (37). Hepatitis B VLPs fused to the p33 CTL epitope induced effective protection
against LCMYV infection only when co-administered with anti-CD40 antibodies or
CpG oligonucleotides suggesting that these particular VLPs do not directly induce DC
maturation. Similarly, another VLP system based on bacteriophage QP could induce
high numbers of peptide specific T cells using a prime-boost regimen but again CpG
oligonucleotides were required (32). CpGs have been shown to be potentially harmful
by destroying splenic architecture and inducing immunosuppression following
repetitive treatment and by altering fetal development at high doses (11, 26). Thus, the
ability of PapMV VLPs to induce DC maturation without the need of co-injecting
CpGs offers a significant advantage compared to other systems more dependent on
adjuvant administration. Our results suggest that PapMV particles possess pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) recognized by a pattern-recognition receptor
(PRR) on DCs, which upon binding, leads to their maturation. We have previously
showed that assembly of PapMV VLPs into rodlike structures requires RNA (39).
Thus, one possible PAMP candidate associated with PapMV VLPs could be bacterial
RNA. PRRs, such as Toll-like receptors (TLRs) have been implicated in the activation
of DCs by VLPs as illustrated by the failure of human papillomavirus VLPs to up
regulate IL-12 and IFN-a and -y in MyD88'/' DCs, a key adaptor protein involved in
the signaling pathway of many TLRs (43). Recently, McCormick et al. reported that
Tobacco mosaic virus (TMV)-like particles also induce DC maturation demonstrating

that recognition of plant virus PAMPs by DCs is not restricted to PapMV but is
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probably a more general phenomenon (18). However in this system, the ability of
TMYV VLPs to induce DC maturation was not sufficient to allow avoiding the use
adjuvant since administration of CpG DNA was needed to confer partial protection

against tumor challenge (18).

We showed that higher amounts of PapMV-p33 VLPs compared to control PapMV
VLPs were found associated with splenic APCs 2h post-immunization. This is not due
to different binding and uptake efficiencies since in vitro, both VLPs are similarly
internalized by purified DCs. This suggests that PapMV-p33 VLPs have different
dissemination or degradation kinetics in vivo than control PapMV-VLPs indirectly
influencing uptake by splenic APCs. Supporting evidence for this comes from
confocal microscopy analysis showing that PapMV-p33 VLPs are mostly found in
intracytoplasmic vesicles as large aggregates in contrast to control PapMV VLPs that
appear more evenly distributed in the cytoplasm. A similar observation was made
using a control VLP expressing the SHINFEKL CTL epitope from ovalbumin (data not
shown). Slight modifications in the overall VLP structure induced by the insertion of
the foreign epitopes might render the VLPs more stable in vivo. Additional
experiments will be required to pinpoint the exact mechanism involved and the

precise intracellular localization of the internalized VLPs.

In this study we show that vaccination of naive C57BL/6 mice with PapMV VLPs
without adjuvant induces p33-specific CTLs. Relatively high p33-specific CTL
frequencies were generated by VLP vaccination as shown by their direct ex vivo
detection by tetramer staining. Most other VLP systems displaying the p33 epitope
have been shown to require the use of adjuvant to generate significant CTL responses
(32, 37, 38). Moreover when compared to vaccination with peptide loaded DCs or
peptide in adjuvant, PapMV-p33 VLPs induce either higher or similar numbers of
p33-specific T cells as such systems (17, 37, 45). In addition, the p33-specific CTLs
induced by PapMV-p33 VLP vaccination rapidly expand following LCMV infection
and their frequency augments with the number of injections given. Moreover, induced
CTLs produce IFN-y and show strong cytolytic activity against p33-pulsed target
cells. Importantly, protection from LCMYV infection correlates with the frequency of
specific T cells generated and the number of VLP doses given. This situation is

reminiscent of prime-boost protocols used to trigger highly effective T cell responses.
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It is well recognized that the heterologous prime-boost approach is a highly effective
way of generating specific CTLs (2, 12, 31). However, the efficiency of a homologous
prime-boost regimen is less well documented. Nevertheless, a study by Schwarz et al.
showed that vaccines based on VLPs are equally effective at inducing antiviral CTL
responses if administered in a homologous or heterologous prime-boost setting (32).
In addition, they showed that repeated injections of VLPs were required to maintain
high frequencies of specific CTLs. Our results support these data and suggest that
repeated homologous recall injections of a CTL épitope displayed on PapMV VLPs
also induce a highly efficient T cell response that can protect against a rapidly

spreading viral infection.

In conclusion, our data demonstrate that PapMV-based VLPs can directly interact
with DCs inducing their maturation and leading to the efficient processing and cross
presentation of a LCMV CTL epitope triggering a protective antiviral T cell response.
We believe that the future use of plant virus-based vaccines should provide a safe,
stable, and economical prophylactic tool for the fight against chronic viral infections

and cancer.
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Figure 1. Expression and purification of PapMV-like particles. (A) The LCMV
immunodominant p33 peptide (bold and underlined) was fused between the PapMV
CP and a 6x His tag (6His) located at the C-terminus of the protein. (B) Purification of
recombinant proteins. The size and purity of the recombinant proteins were confirmed
by SDS-PAGE. (1) Molecular weight markers (2) total bacterial lysates without
plasmid (3) total bacterial lysates expressing the recombinant protein (4) proteins
purified by nickelaffinity chromatography (5) purified VLPs concentrated by
ultracentrifugation. (C) Electron microscopy of PapMV native virions, PapMV VLPs
and PapMV-p33 VLPs. Bars are 100 nm.
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Figure 2. Splenic DCs take-up PapMV-like particles in vivo and acquire a mature
phenotype. (A) C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of AlexaFluor 647-
labeled VLPs in PBS or 100 pL of sterile PBS as negative control. Spleens were
collected 2h post immunization and total CDI1c* splenic DCs were isolated by
magnetic bead separation and stained with FITC-labelled CD11c-specific mAbs. The
negative fraction obtain after magnetic purification of CD11c" cells was stained with
FITC-coupled B220 or F4/80 specific mAbs. Cells were analyzed by flow cytometry.
Values shown in the upper right quadrants represent the percentages of a given cell
population associated with labeled VLPs within the total population. (B) In vivo
capture of VLPs was visualized by confocal microscopy analysis. Mice were injected
with 100 pg of AlexaFluor 647-labeled VLPs (Red) in PBS or 100 pL of sterile PBS
as negative control and CD11c" spleen cells were purified 2h later. Purified CD11¢*
spleen cells were allowed to adhere 12h to glass slides coated with poly-L-lysine and
were fixed with 4% paraformaldehyde. Cells were labeled with wheat-germ agglutinin
conjugated to AlexaFluor 488 (green) to visualize the plasma membrane. ©
C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg VLPs in PBS. Spleens were collected
6h post immunization and CD11c" cells were isolated by magnetic separation. Mice
injected with 25 pug LPS served as positive controls. Purified CD11¢* DCs were
stained with FITC-labelled CD11c-specific antibodies in combination with PE-labeled
anti-CD40, CD80, CD86 or isotypic control antibodies. Data are gated on the CD11¢*
population. Isotypic controls (dotted lines), PBS injected mice (filled histogram) and
VLP injected mice (bold line). These results are representative of three independent
experiments.
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Figure 3. In vitro and in vivo processing of the LCMV p33 CTL epitope displayed on
PapMV-like particles by splenic DCs and cross-priming of naive T cells. (A) Splenic
DCs were purified by CDIlc magnetic bead separation and pulsed for 8h with
indicated concentrations of VLPs in 96-wells culture plates. DCs pulsed with the p33
synthetic peptide served as positive control. Splenic p33-specific CD8" T
lymphocytes purified from TCR transgenic P14 mice were then added to the pulsed
DC cultures. Proliferation of p33-specific CD8" T lymphocytes was assayed 48h later
by H-thimidine incorporation to cellular DNA. (B) Activation of p33-specific CD8"*
T lymphocytes was analyzed by flow cytometry following 24h of co-cultures between
specific T cells and DCs pulsed for 8h with 1 pg of VLPs. Cells were stained with
FITC-labelled anti-CD8 antibodies, PerCP-labelled anti-CD69 antibodies and PE-
labelled p33-specific tetramers. (C) P14 mice were injected i.v. with 100 pug of VLPs
in PBS and 24h later, total spleen cells were stained with FITC-labelled anti-CD8
antibodies, PerCP-labelled anti-CD69 antibodies and PE-labelled p33-specific
tetramers. Data are gated on the CD8" T cell population. Values shown in the upper
right quadrants represent the percentages of activated p33-specific CD8" T
lymphocytes within the total spleen p33-specific CD8" T lymphocytes population.
These results are representative of three independent experiments.
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Figure 4. Immunization with PapMV-p33 VLPs generates p33-specific CD8* T
lymphocytes. C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of VLPs in PBS and
identical recall injections were given 10, 20 and 30 days later. Total spleen cells were
then doublestained with FITC-labelled anti-CD8 antibodies and PE-labelled p33-
specific tetramers. 7-AAD was used for dead cells exclusion. Data are gated on total
lymphocyte populations. Values shown in the upper right quadrants represent the
percentage of p33-specific CD8* T lymphocytes within the total CD8* T lymphocyte
population. These results are representative of four independent experiments.
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Figure 5. Expansion of effector p33-specific CTLs following LCMYV infection of
immunized mice. C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of VLPs in PBS
followed by three recall injections at 10-day intervals. Seven days after the last recall
injection, immunized mice were infected i.v. with 200 PFU of LCMV. (A) Expansion
of p33-specific CD8" T lymphocytes was assayed 5 days post infection by flow
cytometry. Total spleen cells were double-stained with FITC-labelled anti-CD8
antibodies and PE-labelled p33-specific tetramers. 7-AAD was used for dead cells
exclusion. Data are gated on total lymphocyte populations. Values shown in the upper
right quadrants represent percentages of p33-specific CD8* T lymphocytes within the
total CD8" T lymphocyte population. (B) Production of IFN-yby CD8* T
lymphocytes was also assayed 5 days post infection by flow cytometry. Total spleen
cells were restimulated for 5h in vitro with the p33 peptide. Spleen cells were then
surface stained with a PE-labelled anti-CD8 antibody. After fixation and
permeabilization cells were stained with an anti-IFN-y-FITC mAb. 7-AAD was used
to exclude dead cells. Data are gated on the total lymphocyte population. Values
shown in the upper right quadrants represent percentages of CDS8'IFN-y* T
lymphocytes within the total CD8" T lymphocyte population. (C) Spleen cells were
tested for cytotoxic activity in a standard 5h *'Cr release assay on unpulsed (open
circle) or p33-pulsed (closed circle) EL-4 target cells. Results are representative of
four independent experiments.
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Figure 6. Immunization with PapMV-p33 VLPs induces protective immunity against
LCMV infection. C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of VLPs in PBS
followed by identical recall injections were given 10, 20 and 30 days later. Seven days
after the last recall injection, immunized mice were infected i.v. with 200 PFU of
LCMV. Spleens from infected mice were removed 5 days after infection and LCMV
titers were determined by a standard focus forming assay. Results are representative
of three identical and independent experiments.
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Figure Supplémentaire 1. Expression and purification of PapMV-OVA particles. (A)
The immunodominant CTL SIINFEKL peptide from the ovalbumin (bold and
underlined) was fused between the PapMV CP linked to 3 leucine and a 6x His tag
(6His) located at the C-terminus of the protein. (B) Purification of the recombinant
PapMV-OVA protein. The size and purity of the recombinant proteins were
confirmed by SDS-PAGE. (1) Molecular weight markers (2) total bacterial lysates
without plasmid (3) total bacterial lysates expressing the recombinant protein (4)
purified PapMV-OVA VLPs concentrated by ultracentrifugation.

97



La Figure Supplémentaire | présente certaines étapes de la production et de la
purification des PPV du PapMV-OVA par I’entremise d’une électrophorése sur gel de
polyacrylamide. Tout d’abord, en comparant les échantillons des puits #2 et #3, il est
possible de confirmer que la synthése protéique a été efficace (i.e. présence d’une
large bande a environ 32.5 kDa). De plus, lorsque I’on observe I’échantillon contenu
dans le puit #4, il est possible de constater que la purification des protéines
recombinantes par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel et par
ultracentrifugation permet d’obtenir un échantillon pur et concentré de PPV du
PapMV-OVA. La production et la purification des PPV du PapMV-OVA peut donc se
faire tout aussi efficacement que celle des PPV du PapMV et des PPV du PapMV-p33
(Figure 1).
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Figure Supplémentaire 2. Splenic CD4+ or CD8+ T lymphocytes are inefficient in
capturing PapMV-like particles in vivo. C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg
of AlexaFluor 647-labeled VLPs in PBS or 100 pL of sterile PBS as negative control.
Spleens were collected 2h post immunization and total CD11c* splenic DCs were
isolated by magnetic bead separation, stained with FITC-labelled CD11c- -specific
mAbs and used for another experiment. The negative fraction obtain after magnetic
purification of CD11c"* cells was stained with FITC-coupled CD4 or CD8 specific
mAbs. Cells were analyzed by flow cytometry. Values shown in the upper right
quadrants represent the percentages of a given cell population associated with labeled
VLPs within the total population. (A) In vivo capture of PapMV-like particles by
splenic CD4" T lymphocytes (B) In vivo capture of PapMV-like particles by splenic
CDS8" T lymphocytes.

99



Les résultats de cytométrie de flux de la Figure Supplémentaire 2 mettent en évidence
I’incapacité des LT CD4* et des LT CD8" issus de la rate de souris C57BL/6
immunisées a capter les PPV du PapMV ou du PapMV-p33. Cette observation n’est
guere surprenante puisque la capture d’Ag est principalement exercée par les CPA.
D’ailleurs, rappelons qu’a la Figure 2a, nous avons démontré I’efficacité des CPA de
la rate, particuli¢rement des DC, & capter les diverses PPV du PapMV suite 2

I’immunisation de souris C57BL/6.
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PBS PapMV PapMV-p33

Figure Supplémentaire 3. Splenic DCs take-up PapMV-like particles in vitro. In
vitro capture of AlexaFluor 647-labeled VLPs (Red) by DCs was visualized by
confocal microscopy analysis. Total CDI11c* splenic DCs from CS7BL/6 were
isolated by magnetic bead separation and exposed for 2h to PBS or to 5 pg of
AlexaFluor 647-labeled PapMV-like particles. DCs were then washed three times
with PBS and were allowed to adhere 12h to glass slides coated with poly-L-lysine
and were fixed with 4% paraformaldehyde. Cells were labeled with wheat-germ
agglutinin conjugated to AlexaFluor 488 (green) to visualize the plasma membrane.
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Les résultats de microscopie confocale présentés a la Figure Supplémentaire 3
permettent de visualiser la capacité des DC issues de la rate de souris CS7BL/6 a
capter les diverses PPV du PapMV in vitro. En effet, lorsque ces DC sont incubées 2h
in vitro en présence de 5 ug de PPV marquées par un fluorochrome, les diverses PPV
se retrouvent internalisées par ces DC. En concordance avec les résultats obtenus lors
des tests d’internalisation in vivo (Figure 2b), les PPV du PapMV semblent se
retrouver dispersées un peu partout dans le cytoplasme des DC alors que les PPV du

PapMV-p33 sont regroupées dans des compartiments vacuolaires.
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Figure Supplémentaire 4. Splenic DCs take-up PapMV-OVA particles in vivo. (A)
C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of AlexaFluor 647-labeled PapMV-
OVA VLPs in PBS or 100 pL of sterile PBS as negative control. Spleens were
collected 2h post immunization and total CD11c" splenic DCs were isolated by
magnetic bead separation and stained with FITC-labelled CD1 lc-specific mAbs. Cells
were analyzed by flow cytometry Values shown in the upper right corner represent
the percentages of CDIlc" cells associated with labeled VLPs within the total
populatlon (B) In vivo capture of PapMV-OVA VLPs was visualized by confocal
microscopy analysis. Mice were injected with 100 pg of AlexaFluor 647-labeled
PapMV-OVA VLPs (Red) in PBS and CD11c" spleen cells were purified 2h later.
Purified CD11c" spleen cells were allowed to adhere 12h to glass slides coated with
poly-L-lysine and were fixed with 4% paraformaldehyde. Cells were labeled with
wheat-germ agglutinin conjugated to AlexaFluor 488 (green) to visualize the plasma
membrane.
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Les résultats présentés a la Figure Supplémentaire 4 démontrent que, comme dans le
cas des PPV du PapMV et des PPV du PapMV-p33, les DC peuvent capter les PPV
du PapMV-OVA. En effet, une analyse de cytométrie de flux démontre qu’environ
18% des DC CD1 1c* issues de la rate de souris C57BL/6 immunisées sont associées
avec les PPV du PapMV-OVA, 2h suivant I’injection (Figure Supplémentaire 4a). Il
est possible de constater que I’efficacité de la capture des PPV du PapMV-OVA par
les DC CD1lc" est Iégerement supérieure 2 celle observée pour les PPV du PapMV
mais grandement inférieure a celle observée pour les PPV du PapMV-p33 (Figure 2a).
D’autre part, des analyses de microscopie confocale permettent de confirmer que les
PPV du PapMV-OVA sont bel et bien internalisées par les DC CD1l1c* issues de la
rate des souris immunisées (Figure Supplémentaires 4b). De plus, comme dans le cas
des PPV du PapMV-p33 (Figure 2b), les PPV du PapMV-OVA sont concentrées dans

des compartiments vacuolaires.
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CD40 CD80 CD86

Figure Supplémentaire 5. Effect of LPS contaminants contained in PapMV-like
particles stocks on splenic DCs maturation. The concentration of Escherichia coli
derived LPS contained in the PapMV-p33 VLPs preparation was determined by the
limulus amebocyte lysate assay according to manufacturer’s instructions. The amount
of LPS corresponding to the one present when administering 100 pg PapMV-p33
VLPs was i.v. injected to a first group of C57BL/6 mice. Other groups of mice
received either 200 pL of sterile PBS or 100 pg PapMV-p33 VLPs. For all groups,
spleens were collected 6h post injection and CD11c" cells were isolated by magnetic
separation. Mice injected with 25 pg LPS served as positive controls. Purified
CDl11c* DCs were stained with FITC-labelled CD11c-specific antibodies in
combination with PE-labeled anti-CD40, CD80, CD86 or isotypic control antibodies.
Data are gated on the CDI1c” population. Isotypic controls (dotted lines), PBS
injected mice (filled histogram), LPS contaminants injected mice (bold line) and
PapMV-p33 VLPs injected mice (fine line). These results are representative of two
independent experiments.
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Les résultats présentés a la Figure Supplémentaire 5 présentent I’influence des
contaminants LPS dérivés d’E. coli et contenus dans nos préparations de PPV du
PapMV-p33 sur la maturation des DC de la rate des souris C57BL/6 immunisées en
absence d’adjuvant. Des analyses par cytométrie de flux de I’expression des
marqueurs de maturation CD40, CD80 et CD86 ont été effectuées sur les DC CD11c*
issues de la rate de souris C57BL/6 injectées, 2h plus t6t, d’une quantité de LPS
correspondante a celle contenue dans une dose de 100 pg de PPV du PapMV-p33. En
comparant la régulation a la hausse des marqueurs de maturation induite par les LPS
contaminants (ligne grasse) a celle induite par les PPV du PapMV-p33 (ligne fine), il
est possible de constater que la maturation des DC est principalement due aux PPV.
En effet, les LPS contaminants n’ont pratiquement aucun effet sur le niveau
d’expression de CD40 et de CD8O0 a la surface des DC CD11c*. Méme si on note une
certaine régulation a la hausse de I’expression de CD86 a la surface de ces mémes
DC, celle-ci est négligable par rapport a celle observée chez les souris immunisées a
I’aide des PPV du PapMV-p33. Ces résultats permettent donc de conclure que les LPS
contaminants contenus dans nos échantillons de PPV n’ont pratiquement aucun effet
sur I’induction de la maturation des DC de la rate des souris immunisées. De plus, ils
apportent la preuve que les diverses PPV du PapMV possédent une activité
intrinséque d’adjuvant leur permettant d’induire, par elles-mémes, la maturation des

DC CD11c*.
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Figure Supplémentaire 6. PapMV-p33 VLPs induces immature monocyte-derived
DCs (ImMoDCs) maturation in vitro. InMoDCs were generated from freshly isolated
PBMC:s using a standard technique as described previously except that IL-4 was used
at 40 ng/ml and GM-CSF at 5 ng/ml (9). InMoDCs were next exposed for 24h, in 96-
wells culture plates, to maturation stimuli (LPS 10 pg/ml; CD40L 400 ng/ml and
PapMV-p33 VLPs at 10 pg/ml) and analyzed by flow cytometry. Mean fluorescence
intensity (MFI) was compared between different maturation conditions.
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Les résultats présentés a la Figure Supplémentaire 6 mettent en évidence la capacité
des PPV du PapMV-p33 i induire la maturation in vitro de DC d’origine humaine. En
effet, des DC dérivées de monocytes humains exposés pour 24h in vitro 2 10 pg/mL
de PPV du PapMV-p33 présentent de plus hauts niveaux d’expression des marqueurs
de maturation CD80, CD83 et HLA-DR que les mémes DC non-stimulées. Notons
toutefois qu’aucune régulation a la hausse du marqueur de maturation CD86 n’est
observée. Lorsqu’un signal activateur supplémentaire (i.e. CD40L) est fourni aux DC
lors de leur incubation avec les PPV du PapMV-p33, il se produit une légere
augmentation du niveau d’expression des marqueurs de maturation, sauf dans le cas
du CD80 ou I’augmentation du niveau d’expression est plus significative. Finalement,
la régulation a la hausse des marqueurs de maturation CD80, CD83 et HLA-DR
induite par les PPV du PapMV-p33 est comparable a celle observée pour le groupe
contrdle positif, c’est-a-dire lors de I’incubation des mémes DC avec du LPS et du

CD40L.
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Figure Supplémentaire 7. Expansion of effector p33-specific CTLs following
LCMYV infection of immunized mice. C57BL/6 mice were injected i.v. with 100 pg of
VLPs in PBS followed by two recall injections at 10-day intervals. Seven days after
the last recall injection, immunized mice were infected i.v. with 200 PFU of LCMV.
Expansion of p33-specific CD8" T lymphocytes was assayed 5 days post infection by
flow cytometry. Total spleen cells were double-stained with FITC-labelled anti-CD8
antibodies and PE-labelled p33-specific tetramers. 7-AAD was used for dead cells
exclusion. Data are gated on total lymphocyte populations. Values shown in the upper
right quadrants represent percentages of p33-specific CD8* T lymphocytes within the
total CD8" T lymphocyte population.
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Les résultats présentés a la Figure Supplémentaire 7 démontrent que des souris
C57BL/6 immunisées par la voie i.v., en absence d’adjuvant, a I’aide de 100 pg de
PPV du PapMV-p33 suivi de deux rappels identiques 2 10 jours d’interval,
développent une population de LT CD8" spécifiques au LCMYV, 5 jours suivants une
infection. En effet, plus de 3,3% des LT CD8" de la rate des souris immunisées et
infectées sont spécifiques au peptide p33 du LCMV. Ce pourcentage de LT CD8"
p33-spécifiques est toutefois inférieur a celui observé chez des souris ayant recu un
rappel de plus (Figure 5b). Cette observation laisse sous entendre que I’ampleur de la
réponse cellulaire spécifique au LCMV se développant suite a2 I'immunisation de
souris a I’aide des PPV du PapMV-p33 est proportionnelle 4 la dose administrée et/ou
a la fréquence d’administration. Cette conclusion peut également étre appuyée par les
résultats présentés a la Figure 6. En effet, alors que le LCMV n’est plus détecté, 5

Jjours suivant I’infection, dans la rate des souris ayant regu 3 rappels, le virus est

toujours présent dans la rate des souris ayant uniquement regu 2 rappels.
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Figure Supplémentaire 8. Generation of p33-specific T cells by the primary
response to LCMYV. C57BL/6 mice were infected i.v. with 200 PFU of LCMYV.
Expansion of p33-specific CD8" T lymphocytes was assayed 5 days post infection by
flow cytometry. Total spleen cells were double-stained with FITC-labelled anti-CDS8
antibodies and PE-labelled p33-specific tetramers. 7-AAD was used for dead cells
exclusion. Data are gated on total lymphocyte populations. The value shown in the
upper right quadrant, represent the percentage of p33-specific CD8* T lymphocytes
within the total CD8* T lymphocyte population.

111



La Figure Supplémentaire 8 démontre que 5 jours suivant I’infection, par le LCMV,
de souris C57BL/6 non-immunisées, aucune réponse cytotoxique primaire ne peut
encore €tre détectée. En effet, une analyse de cytométrie de flux permet de mettre en
évidence qu’aucun LT CD8" p33-spécifique ne peut étre détecté dans la rate d’une
souris infectée par le LCMV, 5 jours suivant I’infection. Lorsque les résultats de la
Figure Supplémentaire 8 sont comparés a ceux de la Figure 5a et de la Figure
Supplémentaire 7, il est possible de confirmer que I’immunisation de souris a I’aide
de PPV du PapMV-p33 permet au systéme immunitaire de ces derniéres d’accélérer et
d’amplifier la production de LT CD8" p33-spécifiques et de favoriser le

développement d’une réponse cellulaire cytotoxique spécifique au LCMV.
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DISCUSSION

Notre étude avait pour but d’évaluer la capacité de PPV issues du PapMV, un virus de
plante, a exposer au systtme immunitaire un épitope CTL immunodominant
appartenant au LCMYV afin d’induire une réponse cytotoxique spécifique et protectrice
contre ce virus. Nous voulions également déterminer I’influence exercée par ces PPV

sur la maturation et sur Pactivité des DC.

Dans plusieurs cas, la surexpression de protéines structurales virales a I’aide d’un
systeme d’expression comme E. coli méne a I’auto-assemblage de ces protéines en
PPV structuralement identiques au virus d’origine (Pattenden e al., 2005). Une étude
antérieure effectuée par notre équipe a permis de démontrer la possibilité¢ de produire
des PPV du PapMV en transférant, a E. coli, un plasmide codant pour la CP du
PapMYV, une protéine structurale de 23 kDa (Tremblay et al., 2006). Dans la présente
étude, nous démontrons la capacité de produire des PPV du PapMV exprimant, a
Pextrémité C-terminale de la CP, I’épitope CTL immunodominant p33 du LCMV
(Figure 1). En effet, suite a la surexpression des protéines recombinantes dans E. coli
et a la purification de ces dernieres par chromatographie d’affinité sur colonne de
nickel et par ultracentrifugation, nous avons obtenu des échantillons purs et
concentrés de CP recombinantes. Lors de ’analyse de ces échantillons sur un gel de
polyacrylamide (Figure 1b), une différence entre le poids moléculaires des protéines
recombinantes (environ 29 kDa) et le poids moléculaire de la CP sauvage (23 kDa) a
pu étre observée. Cette différence s’explique par la présence de I’épitope p33 et d’une
queuve d’histidine ajoutée afin de faciliter la purification des protéines produites
(Figure la). Des PPV du PapMV exposant I’épitope CTL SIINFEKL d’OVA ont
également été produites avec succes selon la méme méthode (Figure Supplémentaire
1). Des analyses par microscopie électronique des PPV du PapMV-p33 ont pour leur
part démontré que celles-ci adoptaient une structure en forme de batbnnet, de
longueur variable, similaire a celle adoptée par les PPV du PapMV et par le virus
PapMV sauvage (Figure 1c). La fusion génétique d’épitopes étrangers a I’extrémité
C-terminale de la CP du PapMV ne nuit donc pas a I’expression de la protéine virale
et a la formation des PPV. Cette premiére série d’observations nous a donc permis de

croire que les PPV du PapMV pourraient potentiellement étre utilisées comme
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plateforme vaccinale capable de présenter des épitopes étrangers au systeme

immunitaire.

Afin de permettre I’induction de réponses cytotoxiques spécifiques contre des
épitopes présentés a la surface des PPV du PapMV, ces derniéres doivent pouvoir étre
captées et présentées, dans le contexte du CMH-I, par les CPA via un mécanisme de
présentation croisée. En plus d’étre le type de CPA le plus efficace pour exercer la
présentation croisée d’Ag exogénes aux LT CD8", les DC sont les seules CPA a
pouvoir activer efficacement les LT naifs (Guermonprez et al., 2002). Nous avons
donc évalué I'efficacité de DC issues de la rate de souris C57BL/6 a capter, in vivo et
in vitro, les diverses PPV du PapMV. Suite a des analyses de cytométrie en flux et de
microscopie confocale effectuées sur des DC exposées a des PPV du PapMV
marquées a I’aide d’un fluorochrome, nous avons mis en évidence la grande efficacité
des DC a capter les diverses PPV du PapMV tant in vivo (Figure 2a-2b et Figure
Supplémentaire 4) qu’in vitro (Figure Supplémentaire 3). Cependant, nous
démontrons que cette efficacité de capture varie considérablement en fonction de
I’épitope exposé a la surface des PPV. Ainsi, la capture des PPV du PapMV-p33 par
les DC est beaucoup plus importante que celle des PPV du PapMV ou des PPV du
PapMV-OVA. Méme si d’autres tests devront étre effectués afin d’expliquer
précisément les raisons de cette différence, nous suggérons que l’insertion d’un
épitope donné sur les PPV influence la stabilité des particules ou engendre de légéres
modifications au niveau de la structure des particules, influencant ainsi leur capacité a
interagir avec les DC ou avec un récepteur a la surface des DC. D’autre part, cette
différence pourrait étre due a I’utilisation de différents mécanismes d’internalisation
par les DC selon le type de PPV du PapMV rencontré. Finalement, nos travaux ont
également démontré que la capacité des DC a capter les PPV du PapMYV est largement
supérieure A celle observée chez les autres types de CPA, soit les M® et les LB
(Figure 2a-2b), et a celle observée chez les LT CD4* et CD8" (Figure Supplémentaire
2).

Afin d’exercer leur plein potentiel immunostimulant, les DC doivent acquérir des

signaux activateurs permettant d’induire leur maturation et de réguler a la hausse

I’expression de molécules de co-stimulation 2 leur surface. Ces molécules de co-
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stimulation sont essentielles pour assurer une activation optimale des LT naifs et le
développement de réponses cellulaires robustes et protectrices (Kapsenberg, 2003). Il
était donc crucial d’établir I’effet d’une exposition in vivo aux diverses PPV du
PapMV sur le niveau de maturation des DC. Des analyses de cytométrie de flux
cherchant a établir le niveau d’expression de divers marqueurs de maturation a la
surface de DC issues de la rate de souris C57BL/6 immunisées en absence d’adjuvant
ont révélé la grande efficacité des diverses PPV du PapMV a induire la maturation des
DC (Figure 2c). Notre étude permet dailleurs de confirmer que cette induction de la
maturation des DC est bel et bien due a une exposition aux diverses PPV du PapMV
et non a la présence d’endotoxines bactériennes contaminantes issues de E. coli
(Figure Supplémentaire 5). D’autre part, suite & des tests préliminaires, nous
démontrons également la capacité des PPV du PapMV-p33 a induire la maturation de
DC d’origine humaine (Figure Supplémentaire 6). Nous pouvons donc conclure que
les PPV du PapMYV posseédent une activité intrinseque d’adjuvant permettant d’induire
la maturation des DC. Comme les PPV miment fidélement la structure répétitive et
organisée du virus PapMV sauvage, elles sont probablement pergues comme un signal
de danger par les DC. Méme si cette hypothése reste a étre explorée et prouvée, nous
pouvons supposer que I’activité intrinséque d’adjuvant des PPV du PapMV passe par
la détection de ces dernieres via certains récepteurs de I'immunité innée exprimés a la

surface des DC et impliqués dans la détection de virus (e.g. TLR).

Afin d’induire des réponses cellulaires cytotoxiques, les DC doivent appréter et
présenter les Ag exogénes sur les CMH-I via I’une des voies de présentation croisée.
Jusqu’a maintenant, diverses études ont démontré la capacité des DC a capter et a
diriger certains types de PPV vers I'une de ces voies afin d’induire des réponses
cellulaires spécifiques contre des épitopes étrangers exposés a leur surface (Moron et
al., 2003; Ruedl et al., 2005). Dans la présente étude, nous démontrons que 1’épitope
p33 du LCMYV exposé a la surface des PPV du PapMV est bel et bien apprété et
présenté sur les CMH-I par les DC issues de la rate de souris C57BL/6. L’efficacité de
ce processus de présentation croisée est réfletée a la fois par la capacité des DC a
entrainer I’activation et la prolifération de LT CD8" p33-spécifiques dans un modele
de souris transgénique (Figure 3) et par la capacité de souris C57BL/6 a développer
une population de LT CD8" p33-spécifiques lorsqu’immunisées a I’aide de PPV du

PapMV-p33 en absence d’adjuvant (Figure 4). En concordance avec nos résultats, une
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autre étude menée par notre groupe a démontré la capacité de DC humaines a
présenter, dans le contexte du CMH-I, un épitope CTL du virus influenza exposé a la
surface de PPV du PapMV afin d’induire la prolifération de LT CD8" spécifiques
(Leclerc et al., 2007). Nous pouvons donc conclure que des épitopes CTL exposés a la
surface des PPV du PapMV peuvent efficacement étre apprétés et présentés dans le
contexte du CMH-I par les DC. D’autres études devront éventuellement étre menées
afin de préciser la ou les voies de présentation croisée utilisées par les DC pour
I’apprétement et la présentation, dans le contexte du CMH-I, de I’épitope CTL p33 du
LCMV a partir des PPV du PapMV.

Nous avons ensuite évalué I’activité effectrice des LT CD8" p33-spécifiques produits
suite 2 I'immunisation de souris C57BL/6 a I’aide de PPV du PapMV-p33 en absence
d’adjuvant. Ainsi, par des analyses de cytométrie de flux effectuées sur les cellules
issues de la rate de souris immunisées en absence d’adjuvant, nous mettons en
évidence I’expansion de la population de CTL p33-spécifiques suite a une infection
par le LCMYV (Figure 5a et Figure Supplémentaire 7). De plus, nous démontrons que
lors d’une infection par le LCMV, la majorité des CTL p33-spécifiques induits chez
les souris immunisé€es produit de I’'IFN-y (Figure 5b). Finalement, par des tests de
cytotoxicité cellulaire, nous démontrons la capacité de ces mémes CTL a induire, de
facon spécifique, la lyse de cellules cibles exposant I’épitope p33 du LCMV (Figure
5c). L’ensemble de ces résultats permet de confirmer que I’immunisation de souris
C57BL/6 a I’aide de la plateforme PapMV exposant un épitope CTL étranger permet
d’induire des CTL spécifiques capables d’exercer, de fagon spécifique, leur activité

effectrice en réponse a une infection virale.

Notre étude a finalement permis de démontrer que I’immunisation de souris a ’aide
de PPV du PapMV exposant un épitope CTL de virus étranger permet d’induire une
réponse cytotoxique protectrice contre ce virus sans la nécessité de co-administrer un
adjuvant. En effet, I’administration, en absence d’adjuvant, de quatres doses de 100
ug de PPV du PapMV-p33 a un intervalle de 10 jours a des souris C57BL/6 permet
d’induire des CTL p33-spécifiques capables d’éliminer compleétement le virus LCMV,
5 jours suivant une infection (Figure 6). En immunisant les souris selon divers

programmes de vaccination, nous avons également établi une corrélation entre le
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niveau de protection, le nombre de CTL p33-spécifiques générés et le nombre de
doses de PPV du PapMV-p33 administrées (Figure 6). Eventuellement, il serait
important d’effectuer de nouveaux tests d’immunisation afin d’établir les meilleurs
paramétres de vaccination (i.e. dose, fréquence d’administration, voie
d’administration) permettant d’optimiser I’ampleur des réponses cellulaires induites et

du niveau de protection conféré.

En conclusion, méme si d’autres études devront étre accomplies afin d’établir, de
préciser et de caractériser plusieurs des mécanismes immunitaires impliqués dans la
réponse contre les PPV du PapMV, les résultats de notre étude nous permettent de
croire que la plateforme PapMV pourrait éventuellement éte utilisée dans la lutte
contre diverses maladies émergentes nécessitant une participation active de
I’immunité cellulaire pour étre résorbées. En effet, nos résultats démontrent le grand
potentiel de la plateforme PapMV a é&tre utilisée comme vecteur de vaccination
capable de présenter des épitopes CTL étrangers au systeme immunitaire et d’induire
des réponses cellulaires cytotoxiques protectrices contre ces épitopes en absence
d’adjuvant. En plus d’étre efficacement captées, apprétées et présenté dans le contexte
du CMH-I par les DC, les PPV du PapMV possédent une activité intrinséque
d’adjuvant leur permettant d’induire directement la maturation des DC. Cette
caractéristique donne encore plus d’intérét a la plateforme PapMV puisque, comme
mentionné précédemment, I’utilisation d’adjuvants peut comporter des désavantages
importants pour les personnes immunisées. D’autre part, nous pouvons méme
proposer que les PPV du PapMV pourraient aussi étre utilisées directement comme
adjuvant pour augmenter I’immunogénicité d’autres vaccins. Finalement, comme les
diverses publications de notre laboratoire ont démontré la possibilité d’insérer
efficacement divers types d’épitope a la surface des PPV du PapMYV, il est également
possible d’envisager la possibilité d’utiliser la plateforme PapMV pour immuniser

simultanément un hote contre divers agents infectieux.
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