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Résumeé

Induction de réponses memoires lymphocytaires T CD8 et protection

vaccinale apres transfert de genes par le vecteur AAV recombinant

La meémoire immunologique est le mécanisme biologique fondamental a la base du
développement de la vaccination. La compréhension de ce mécanisme ainsi que de ses
interactions avec les différents acteurs du systéme immunitaire a permis 1’¢laboration de
vaccins qui sont aujourd’hui les garants d’une protection accrue face a 1’émergence de
maladies infectieuses potentiellement mortelles. La voie d’injection et le mode de transfert de
ces vaccins sont des parametres majeurs a prendre en considération car ils définissent une
modulation des réponses immunitaires et de leurs spécificités d’action. De nos jours, seule la
voie intramusculaire demeure la voie majoritaire d’administration de vaccins lors de la

prophylaxie primaire en santé humaine.

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressés a comparer 1’injection d’un antigene
(’ovalbumine) selon deux Vvoies d’administration : la voie intramusculaire et la voie
intradermique. Nous nous sommes également appuyés sur une technologie du laboratoire qui
consiste a transférer des genes par des vecteurs AAV2/1 recombinants. Nous disposions de
deux constructions de ces vecteurs ayant une spécificité pour cibler les cellules musculaires et
permettant I’apport d’un effet auxiliaire par les lymphocytes T CD4" lors d’injections dans
des souris femelles. De plus, une de ces constructions nous permettait d’éviter la voie de
présentation directe de 1’antigéne par les DCs aux lymphocytes T CD8". Les capacités
modulatrices de ces vecteurs nous permirent de montrer pour la premiére fois que le vecteur
AAV2/1 recombinant était capable de faire exprimer un transgene au sein de la peau et d’y
générer une réponse cellulaire forte. Nous avons également montré qu’il existait une synergie
d’action entre ’effet auxiliaire et la voie intradermique qui améliorait considérablement les
réponses cellulaires issues de la présentation croisée d’antigéne. Enfin, nous avons pu
démontrer que les lymphocytes T CD8" générés suite a cette synergie d’action présentaient un
profil phénotypique de cellules mémoires polyfonctionnelles et capables de protéger 1’hote

face a un challenge pathogénique.
Mots-clés : mémoire immunologique, vaccination, vecteur AAV recombinant, lymphocyte T
CD8" mémoire, voies de présentation d’antigéne, voies d’administration, lymphocyte T CD4"

auxiliaire.
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PREAMBULE : Le systeme immunitaire ou la quintessence dans

les mécanismes assurant le maintien de I’intégrité cellulaire

A. Généralités

Tout au long de notre vie, notre organisme est sans cesse assailli par des pathogenes ou agents
infectieux plus ou moins virulents dont 1’unique objectif est de déstabiliser et rompre notre
intégrite cellulaire afin de favoriser leur survie au détriment de notre santé. De fagon
concomitante au développement de pathogenes de toute sorte, notre organisme s’est doté au
cours de 1’évolution de différentes stratégies de défense ayant chacune un réle bien défini et

participant au maintien global de notre santé.

Notre corps est totalement enveloppé de peau qui couvre une surface d’environ 2 m2 Cet
épithélium de revétement est le premier a étre en contact avec des organismes étrangers et
représente une barriére de protection a la fois physique et mécanique. En effet, les cellules ou
kératinocytes qui composent 1’épiderme sont juxtaposees, riches en jonctions adhésives et
jointives formant un maillage trés resserré qui rend trés difficile le passage depuis 1’extérieur.
Au sein de cet épithélium se trouvent également les glandes sébacées, basées dans le derme,
spécialisées dans la sécrétion de sébum qui permet de recouvrir la peau d’un film protecteur.
Enfin, la desquamation de 1I’épiderme représente également un moyen de renouveler sans
cesse les kératinocytes et de former une couche de cellules mortes, le stratum corneum, qui
représente un obstacle important résistant a 1’infection par des corps étrangers qui pourraient
tenter de s’introduire dans les couches plus profondes. Malgré cette premiére ligne de défense
aérienne, certains pathogeénes réussissent a la contourner et a se frayer un chemin atteignant le
derme puis la circulation sanguine, et enfin les cellules qui composent les différents organes.
Dés lors, une seconde ligne de défense minutieusement organisée entre en action pour parer a
la propagation de I’infection: c’est le systeme immunitaire. Ce systéme repose sur la
coopération tres fine entre différents acteurs cellulaires appartenant a deux composantes,
Pimmunité innée et immunité adaptative, dont le role fondamental est de faire la

distinction entre le soi et le non-soi.
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1. L’immunité innée

L’immunité innée est la premiére composante du systéme immunitaire a s’engager dans la
détection et 1’éradication des agents infectieux. Cette immunité a pour caractéristiques d’étre
immeédiate, peu spécifique et ubiquitaire. Au sein de cette immunité se trouvent différents
acteurs cellulaires, les leucocytes encore appelés globules blancs, aux fonctions bien
spécifiques. Les polynucléaires neutrophiles sont en général les premiers a entrer en action,
participent aux mécanismes d’inactivation des agents infecticux par phagocytose et par
projection de filets d’ADN (acide désoxyribonucléique). 1ls sont recrutés sous 1’influence de
signaux inflammatoires au niveau des tissus et ils ont une action importante dans la régulation
des réponses immunitaires car ils sécrétent de nombreuses cytokines qui vont moduler la
nature de la réponse qui va intervenir. Les polynucléaires éosinophiles sont essentiellement
impliqués dans 1’élaboration des processus inflammatoires grace a leurs sécrétions de
cytokines pro-inflammatoires. Les polynucléaires basophiles et les mastocytes présents au
niveau des muqueuses sont recrutés pour participer aux processus inflammatoires en alertant
les autres composants du systeme immunitaire, causant parfois des désordres tels que
I’hypersensibilité immédiate comme 1’allergie. Leur capacité de deégranulation rapide leur
permet de sécréter des molécules telles que I’histamine impliquée dans ces mécanismes. Les
macrophages, qui dérivent de progeniteurs tissulaires d’origine embryonnaire mixte ainsi que
de monocytes du sang, sont des cellules a haut potentiel phagocytaire qui happent toute
cellule anormale sur leur passage. Ce sont également en quelque sorte les « charognards » de
I’immunité innée car ils sont entre autre responsables de 1’élimination des polynucléaires
neutrophiles qui meurent par apoptose et dont I’ensemble se renouvelle totalement tous les
deux jours, mais également de 1’éradication de toute cellule apoptotique. Les macrophages
sont essentiels dans le processus de I’hémolyse car ils interviennent dans la destruction des
globules rouges au sein de la pulpe rouge de la rate. Les monocytes sont des cellules
circulantes du sang qui participent fortement a la régulation des réponses immunitaires, tout
comme les polynucléaires neutrophiles, puisqu’ils sécrétent de grosses quantités de cytokines
et leur intervention au niveau du site de 1’infection, sous la forme différenciée de
macrophages, se fait quelques heures apres celle des polynucléaires neutrophiles. Les DCs
(cellule dendritique) sont des cellules spécialisées qui patrouillent au sein de I’organisme et
qui sont a D’interface entre I’'immunité innée et adaptative car ce sont elles qui sont

responsables des mécanismes initiateurs de la réponse immunitaire adaptative. Je reviendrai
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sur leur réle dans la Partie B. de ce Préambule. Les NKs (cellule tueuse naturelle) sont des
cellules qui scannent I’organisme a la recherche de toute cellule infectée ou tumorale qui a
perdu la capacité d’expression des molécules du CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) de classe I, dans le but de la lyser spontanément par des processus de
dégranulation libérant des protéines lytiques. Enfin, le complément est un complexe
multiprotéique qui par un processus appelée opsonisation sécréte des opsonines qui vont venir
recouvrir les parois des pathogenes pour en faciliter leur phagocytose par les cellules

spécialisées telles que les macrophages.

2. L’immunité adaptative

L’immunité adaptative est la seconde composante du systéme immunitaire et elle est apparue
au cours de 1’évolution chez les vertébrés supérieurs il y a environ 500 millions d’années. Elle
intervient en complément de I’immunité innée lorsque celle-Ci n’est pas parvenue a endiguer
I’infection qui prend de I’ampleur et menace de se propager au sein de tout I’organisme. En ce
sens cette immunité n’est donc pas immédiate et nécessite de quatre a six jours pour étre
complétement opérationnelle. Contrairement a I’immunité innée, elle est spécifique et 1’une
de ses caractéristiques majeures est qu’elle est a ’origine de 1’établissement de la mémoire
immunologique, mécanisme fondamental qui sera largement discuté dans le Chapitre 1. La
stabilité et le bon fonctionnement de cette immunité reposent principalement sur la
communication entre trois principaux acteurs cellulaires : les DCs, les lymphocytes T et les

lymphocytes B.

B. Initiation de la réponse primaire adaptative

Les DCs immatures sont des sentinelles qui résident dans les différents tissus de 1’organisme
qu’elles scannent en permanence a la recherche de corps étrangers ou fragments de cellule
apoptotique pour les capturer par endocytose, phagocytose ou pinocytose. Dans le cas ou ces
particules sont solubles, les DCs initient leur capture par des mécanismes de micropinocytose
ou macropinocytose. Dans certains cas, la capture participe au mécanisme d’induction de la
maturation des DCs. Cette maturation peut aussi étre déclenchée par la reconnaissance de
signaux de « danger » ou PAMPs (motif moléculaire associé au pathogene) grace aux PRRs
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(récepteur de reconnaissance de motif) qu’arborent les DCs au niveau de leur surface comme
les TLRs (récepteur de type Toll) et les CLRs (récepteur de lectine de type C), mais
également au niveau de leurs endosomes pour certains TLRs, ou encore au niveau de leur
cytosol comme les NLRs (récepteur de type NOD) et les RLRs (récepteur hélicoidal a la
protéine RIG-1). Ces interactions conduisent a une succession de cascades de signalisation au
sein des DCs qui entreprennent alors des changements métaboliques et de morphologie qui
résultent en une diminution de leur capacité phagocytaire et une augmentation d’expression a
leur surface des molécules du CMH et de costimulation, afin de leur permettre d’assurer une
nouvelle fonction, celle de CPAs (cellule présentatrice d’antigéne) professionnelles. Elles
vont alors migrer vers les organes lymphoides secondaires tels que les ganglions

lymphatiques proches du lieu de I’infection.

Les lymphocytes T matures sélectionnés dans le thymus se retrouvent également dans les
ganglions lymphatiques. Leur particularité est d’arborer a leur surface de fagon clonotypique
un complexe appelé TCR (récepteur de la cellule T) dont les recombinaisons alléliques et
mutations somatiques des fragments des chaines moléculaires le constituant permettent de
générer un répertoire trés diversifié (10'°> TCRs différents possibles dont 10° TCRs différents
présents en périphérie chez la souris (Casrouge et al., 2000)). Ceci démontre le potentiel
énorme de I'immunité adaptative pour la reconnaissance d’une trés grande variété de

pathogenes.

Les lymphocytes B matures, qui se développent eux directement dans la moelle osseuse,
rejoignent également les ganglions lymphatiques. lls expriment a leur surface de facon
clonotypique un récepteur lui-méme tres diversifié appelé BCR (récepteur de la cellule B) qui
est une Ig (immunoglobuline) de surface et qui a la particularité de pouvoir étre sécrétée par la

cellule sous forme d’anticorps.

Au cours de ma thése, je me suis focalis¢ sur 1I’étude des lymphocytes T, et donc je
n’aborderai les parties activation puiS mémoire dans la suite de mon Introduction qu’en ce qui

concerne uniquement cette population de I’immunité adaptative.

Au sein des ganglions lymphatiques, les DCs matures vont activer les lymphocytes T matures
mais encore naifs via des mécanismes de présentation antigénique. Pour initier I’activation
des lymphocytes T, les DCs doivent présenter a leur surface un peptide antigéenique sur des
molécules du CMH de classe | ou de classe Il. Si le peptide est d’origine endogéne c’est-a-
dire qu’il provient de la synthése protéique effectuée au sein méme des DCs puis du clivage
par le protéasome de cette protéine, il sera alors apprété (pas plus de 9 acides aminés) puis
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chargé au sein du réticulum endoplasmique sur des molécules du CMH de classe | pour étre
présenté aux lymphocytes T CD (cluster de différenciation) 8 ; ce mécanisme est appelé voie
de présentation directe de I’antigéne par les molécules du CMH de classe I. Si le peptide est
d’origine exogéne c’est-a-dire issu de la lyse, au sein du phagosome/lysosome des DCs, d’une
protéine provenant du milieu extracellulaire, il sera alors apprété (entre 12 a 25 acides aminés)
puis chargé sur des molécules du CMH de classe Il pour étre présenté aux lymphocytes T
CD4 auxiliaires ; ce mécanisme est appelé voie de présentation de I’antigéne par les
molécules du CMH de classe Il. Enfin, il a été montré qu’il existait une autre voie pour
activer les lymphocytes T CD8. En effet, lorsqu’une protéine d’origine exogéne est capturée
par les DCs, elle peut également étre adressée au protéasome et suivre le méme cheminement
qu’une protéine endogeéne conduisant a I’apprétement et au chargement du peptide sur des
molécules du CMH de classe | ; ce mécanisme est appelé voie de présentation croisée de
P’antigéne par les molécules du CMH de classe I. A noter que ce méme mécanisme a été
décrit comme pouvant également se dérouler au sein du compartiment endosome/lysosome
des DCs sans nécessiter le passage de la protéine exogene par le protéasome et le réticulum

endoplasmique (Pfeifer et al., 1993).
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La figure ci-dessous récapitule les deux voies déecrites de présentation croisée de 1’antigene.
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Figure 1 : Mécanismes intracellulaires de la présentation croisée d’antigéne au sein des
DCs.

A la suite de la phagocytose, les antigénes exogénes peuvent étre exportés dans le cytosol, ou ils vont
étre pris en charge par le protéasome. Une fois clivés, les antigénes peuvent étre soit chargés sur les
molécules du CMH de classe I a ’intérieur du réticulum endoplasmique (ER), c’est la voie cytosolique
avec chargement dans I’ER ; soit réimportés au sein du phagosome pour étre chargés sur les molécules
du CMH de classe I, c’est la voie cytosolique avec chargement dans le phagosome. La protéine
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) SEC22B, qui se
trouve au niveau du compartiment intermédiaire entre I’ER et le Golgi (ERGIC) et interagit avec la
syntaxine 4 présente sur les phagosomes, permet le recrutement de composants de I’ER notamment de
TAP (transporter associated with antigen processing) au sein des phagosomes. Une autre alternative
consiste a ce que les antigénes exogénes soit dégradés en peptides directement dans le phagosome ou
ils sont ensuite chargés sur les molécules du CMH de classe I, ¢’est la voie vacuolaire. D’apres Joffre
et al., Nature Reviews Immunology, 2012.
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Le lymphocyte T va commencer a s’activer en engageant son TCR avec un de ces complexes
peptide/CMH (voir figure ci-dessous). Cette stimulation du TCR conduit au travers d’une
cascade de signalisation a la formation d’une synapse immunologique entre le lymphocyte T
CDB8/CD4 et la DC (Dustin, 2004). Des expériences in vivo utilisant la microscopie a deux
photons pour étudier la migration des lymphocytes T et leurs interactions avec les DCs au
sein des ganglions lymphatiques ont montré que la synapse immunologique formée pouvait
étre maintenue entre 18 h et 24 h apres la rencontre entre les deux types cellulaires (Mempel
et al., 2004). L’équilibre quantitatif des signaux regus par les lymphocytes T conditionne la
nature de leur réponse au moment de leur activation et impacte a la fois le ratio et I’amplitude
des futures populations de cellules mémoires (Mescher et al., 2006), points sur lesquels nous
reviendrons plus en détails lors du Chapitre 1 de cette Introduction. A noter que ’activation
des lymphocytes T CD4 auxiliaires conduit a générer une réponse primaire de type Thl
(lymphocytes T CD4" auxiliaires de type 1) a médiation cellulaire permettant la stimulation
de la fonction cytotoxique des lymphocytes T CD8", et/ou une réponse primaire de type Th2
(lymphocytes T CD4" auxiliaires de type 2) a médiation humorale conduisant a la
transformation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Il est cependant
important de noter que si les DCs qui ont migré n’ont pas subi de modifications métaboliques
et morphologiques suite a la reconnaissance de motifs pathogéniques, en d’autres termes
qu’elles n’ont pas évolué vers un phénotype matures mais sont restées invariablement
immatures, cela conduit a une induction de tolérance pour les lymphocytes T (Steinman and
Nussenzweig, 2002). Cette dichotomie du stade de maturation chez les DCs représente un
point névralgique dans la compréhension des mecanismes qui régissent la tolérance et
I’immunité (Heath and Carbone, 2001a, 2001b; Moser, 2003).
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Figure 2 : Activation d’un lymphocyte T CD8 par une DC.

A la suite de leur maturation et de I’acquisition de I’antigéne, la DC fournit les signaux nécessaires
requis pour activer le lymphocyte T CD8 naif. Ces sighaux comprennent le Signal 1, la liaison entre le
peptide/CMH-1 et le TCR/CDS ; le Signal 2, la liaison de costimulation entre les molécules CD80/86
et CD28; et le Signal 3, la sécrétion de cytokines telles que I'IL (interleukine )-12 et les IFNs
(interféron) de type 1.
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Les différentes étapes de la réponse primaire adaptative conduisant a 1’établissement de la

mémoire immunologique sont représentées dans la figure ci-dessous.
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Figure 3: La réponse primaire adaptative conduit a I’édification de la mémoire
immunologique.

Une fois activés par les DCs (1), les lymphocytes T CD8" subissent une phase rapide et forte
d’amplification cellulaire amenant a la génération d’un pool homogéne (clones) de lymphocytes T
CD8" effecteurs (2) capables de sécréter des cytokines inflammatoires et de tuer les cellules infectées
par le pathogéne. Pendant la phase de contraction, 90 a 95 % des nouveaux lymphocytes T CD8"
effecteurs vont mourir, et les 5 & 10 % restants vont s’établir en phase de mémoire précoce (3). Parmi
ces lymphocytes T CD8" mémoires, ceux qui sont dans un environnement favorable a leur maintien
grace notamment a la présence de signaux cytokiniques (IL-7, IL-15) peuvent alors transiter en phase

de mémoire tardive (4) ou ils se maintiennent & trés long terme gréce a leur capacité de prolifération
homéostatique.

19



CHAPITRE 1: La mémoire immunologique : le lymphocyte T

CD8" mémoire, sa maintenance et ses interactions fonctionnelles

A. Considérations immunologiques

Lors d’une premiére rencontre avec un pathogéne (infection primaire ou primo-infection), les
cellules du systeme immunitaire adaptatif, et notamment les lymphocytes T, déclenchent ce
que I’on appelle une réponse primaire (voir Préambule). Pendant la phase précoce de cette
réponse primaire, cet agent infectieux est responsable de divers symptdmes chez 1I’h6te qui
sont synchrones avec I’apparition de la pathologie. Au terme de cette réponse primaire, 1’hote
est totalement guéri et le systétme immunitaire adaptatif a mis en place un mécanisme
conduisant a la génération de lymphocytes T capables de reconnaitre spécifiquement un ou
des antigénes provenant du pathogéne : ce mécanisme cellulaire est appelé mémoire
immunologique. Les différents agents infectieux préalablement rencontrés vont donc grace a
ce mécanisme étre «fichés » par le systeme immunitaire adaptatif, et toute exposition
ultérieure déclenchera une réponse secondaire ou réponse anamnestique conduisant a leur
éradication massive et rapide sans I’apparition du moindre symptome et par consequent de la
maladie. Cette mémoire immunologique est le fondement majeur de la vaccination (voir
Chapitre 2) et de 1’¢élaboration des vaccins servant a la protection de 1’h6te face a des maladies

infectieuses pouvant étre potentiellement mortelles.

Cette mémoire immunologique repose sur des mécanismes treés fins régulant le bon
développement des cellules mémoires caractérisées a terme par leur efficacité protectrice et
fonctionnelle. Ces cellules mémoires, et notamment les lymphocytes T CD8" mémoires dont
il sera question dans tout ce chapitre, différent par leur nature, leur fonction, leur localisation
et ceci se determine au fur et a mesure de leur développement lequel est soumis a des
modulations provenant des interactions des lymphocytes T CD8" avec les autres types

cellulaires mais également avec les facteurs environnementaux.

20



B. Les différentes populations de lymphocytes T CD8" mémoires

1. Marqueurs phénotypiques et localisations

a. Caractérisation des deux grandes familles de cellules T CD8" mémoires
systemiques

I. CCR7 et CD62L

Il ya maintenant plus d’une décennie, la notion de mémoire systémique, c’est-a-dire la
dispersion des cellules mémoires en différentes localisations d’un organisme consecutive a
une infection généralisée, fut redéfinit en scindant les cellules T CD8" mémoires circulantes
en deux populations en tenant compte de leur capacité effectrice, proliférative et de leur
propension migratoire. Cette nouvelle nomenclature a pu étre mise en évidence en se basant
sur I’expression de deux principaux marqueurs : CCR7 et CD62L. Le premier marqueur est
un récepteur aux chimiokines de type 7 de la famille CC (deux premieres cystéines
adjacentes) dont la signalisation par son ligand permet la migration des cellules immunitaires
vers les organes lymphoides secondaires. Le second marqueur est une glycoprotéine appelée
sélectine L (pour leucocytes) dont la principale fonction est d’assurer 1’adhésion des
lymphocytes a I’endothélium pour permettre a ceux-ci d’entrer dans les organes lymphoides

secondaires via les veinules post-capillaires.

En 1999, I’équipe de Sallusto s’appuya sur ces deux marqueurs et réussi a démontrer que 1’on
pouvait discriminer les cellules T CD8" mémoires humaines en deux populations distinctes
(Sallusto et al., 1999). Dans cette étude, ils isolérent des lymphocytes T CD8" du sang
périphéerique et les séparerent tout d’abord en fonction de leur expression de CCR7 et du
marqueur CD45RA connu pour identifier la lignée leucocytaire et étre exprimé sur les
lymphocytes T naifs. Puis pour chacune des quatre populations potentielles (CD45RA
CCR7", CD45RA" CCR7°, CD45RA" CCR7" et CD45RA CCRY) ils évaluérent 1’expression
du marqueur CD62L. lls réussirent a mettre en évidence qu’au sein des populations de
lymphocytes T CD8" naifs (CD45RA") et mémoires (CD45RA’) exprimant CCR7, le
marqueur CD62L était fortement exprimé. Au contraire, dans les populations n’exprimant pas
CCR7, CD62L était exprimé a des niveaux beaucoup plus faibles. CCR7 apparaissait donc

comme étant un marqueur permettant de discriminer des populations aux capacités
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migratoires distinctes. De plus, ils firent la démonstration des capacités prolifératives et
effectrices des populations de lymphocytes T CD8 mémoires CCR7" et CCR7  aprés
immunisation avec de I’anatoxine tétanique ; les résultats montrerent que leurs capacités
furent conservées méme dix années apres la vaccination. En utilisant a nouveau 1’anatoxine
tétanique comme challenge vaccinal, ils s’apercurent que seuls les lymphocytes T CD8*
mémoires CCR7" produisaient de I’IFN-y. Ces capacités furent également démontrées in vitro
aprés stimulation des populations de lymphocytes T CD8" mémoires CCR7" et CCR7" ol
seules les cellules CCR7" produisirent uniquement de 1’IL-2, cytokine connue pour stimuler la
prolifération cellulaire. Les cellules CCR7" quant a elles secréterent de I’IL-4, de I’IL-5 et de
I’TFN-y, cytokines permettant d’activer la fonction effectrice des cellules par leurs propriétés
inflammatoire et cytotoxique. Cette étude fut donc a la base de la dénomination de deux
grandes familles de lymphocytes T CD8 mémoires : les Tcm (cellule T mémoire centrale) et
les Tem (cellule T mémoire effectrice). Les Ty arborent les marqueurs CCR7 et CD62L., sont
essentiellement présents dans les organes lymphoides secondaires et possedent de fortes
capacités prolifératives mais n’ont aucune fonction inflammatoire et cytotoxique. Les Tgm
n’expriment pas a leur surface CCR7 et CD62L, sont essentiellement présents dans les tissus
(Masopust et al., 2001) et le sang périphériques et sont dotés de différentes fonctions

effectrices qui seront détaillées ultérieurement dans ce chapitre (voir Partie 3.).

ii. IL-7Ra (CD127)

D’autres marqueurs moléculaires furent également considérés comme permettant la
démarcation de précurseurs de lymphocytes T CD8" mémoires. Ainsi I’IL-7, qui est une
cytokine importante dans la survie, le développement et 1’homéostasie des thymocytes
(lymphocytes T naifs du thymus) jusqu’a leur maturité en lymphocytes T CD8" effecteurs
périphériques, a également été montrée comme étant impliquée dans la différenciation en
cellules mémoires (Schluns and Lefrancois, 2003; Schluns et al., 2000). La signalisation
déclenchée par I'IL-7 au sein du lymphocyte T se fait via son récepteur, I'IL-7R, et
notamment sa chaine a, I’'TL-7Ra (appelé également CD127). La régulation de I’expression a
la surface de ce récepteur conditionne 1’évolution de la phase effectrice vers la phase mémoire
pour le lymphocyte T CD8". Une étude a pu démontrer qu’un petit pool de cellules primaires
effectrices (5-20 %) exprimait des taux détectables a leur surface de CD127 a la suite d’une
infection par LCMV (virus de la chorioméningite lymphocytaire). Au sein de cette population
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capable de survivre trés longtemps, les cellules qui étaient CD127™" contenaient des quantités
importantes de molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-2 (lymphome a cellule B) et Bel-X,
(lymphome a cellule B extra large) (Kaech et al., 2003). Toujours dans cette méme étude, ils
isolérent et transférérent in vivo des lymphocytes T CD8* CD127™" et CD127™"*® dans des
souris naives puis les challengérent avec un pathogéne et mirent en évidence sur la base d’une

7fort

analyse cellulaire que les souris qui avaient recu les cellules T CD8" CD12 étaient

beaucoup mieux protégées que celles qui avaient recu les cellules T CD8* CD127%",

En conclusion, les précurseurs mémoires arborant un phénotype CD127"" sont beaucoup plus

efficaces a générer les lymphocytes T CD8" mémoires spécifiques & long terme.

7™ notamment a travers des

La caractérisation plus avancée des cellules T CD8" CD12
modeles d’infection par Lm (Listeria monocytogenes), démontra la présence de sous-
populations exprimant un des marqueurs précédemment évoqué, CD62L, scindées en
CD62L™" et CD62L™"® rappelant la discrimination faite entre les Tcw et les Tem
respectivement (Huster et al., 2004, 2006). Badovinac et Harty confirmerent ce modele en
traitant, préalablement a une infection avec Lm, des souris avec des antibiotiques. Dans ce
contexte, les lymphocytes T CD8" mémoires furent générés en absence de contraction des
effecteurs et cette apparition corréla avec une forte proportion de cellules T CD8" exprimant
CDI127 au moment du pic de la phase d’amplification (Badovinac et al., 2004). Pourtant
malgré cette corrélation, d’autres études de la méme équipe d’ailleurs apportérent une

7™ et I’absence

controverse quant a cette notion reliant la quantité de cellules T CD8* CD12
de contraction dans la génération de lymphocytes T CD8" mémoires. C’est ainsi qu’une
immunisation avec des DCs chargées en peptide génére une forte amplification des
lymphocytes T CD8" spécifiques de 1’antigéne dont une grande partie d’entre eux (plus de 70
%) expriment CD127 au pic de la phase d’amplification (Badovinac et al., 2005). Malgré
cette réponse, ils constatérent que les cellules T CD8" spécifiques de I’antigéne avaient subi
une forte contraction (plus de 90 % de perte) suivant une cinétique et une amplitude
identiques a celles observées pour des cellules T CD8" spécifiques du méme antigéne mais
générées apres une infection avec Lm ; situation ou seulement 5 a 20 % des lymphocytes T
CD8" spécifiques de I’antigéne expriment CD127 au pic de la phase d’amplification
(Badovinac et al., 2005; Hamilton and Harty, 2002). De maniéere similaire d’autres études
montrérent que le maintien d’un fort taux de CD127 par des effecteurs T CDS" (dont le TCR
est transgénique), aprés des immunisations avec des DCs chargées en peptide ou des

complexes peptide-adjuvant, ne permettait tout de méme pas d’éviter leur contraction
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(Lacombe et al., 2005). Badovinac et Harty apportérent une complication supplémentaire a ce
sujet, a savoir qu’ils montrérent que des lymphocytes T CD8™ activés par des DCs, et dont la
destinée est de disparaitre majoritairement au cours de la phase de contraction, furent capables
de proliférer en réponse a un boost précoce conférant une fonction s’apparentant a celle

observée en phase de mémoire pour ces cellules T CD8" (Badovinac et al., 2005).

En résumé, la mesure de I’expression de CD127 peut représenter une caractéristique
importante définissant les lymphocytes T CD8" mémoires (Schluns and Lefrangois, 2003).
Mais pour autant cette expression n’évite pas la phase de contraction, ce qui souléve la
question de savoir si ce marqueur moléculaire peut finalement étre communément utilisé pour
identifier les précurseurs des lymphocytes T CD8" mémoires au pic de la phase

d’amplification des cellules T CDS8" effectrices.

ii. IL-15

Une autre cytokine semble aussi jouer un réle important dans le maintien a tres long terme des
populations de lymphocytes T CD8" mémoires : I’IL-15 et son récepteur I’IL-15R. Bien que
dans notre étude nous ne nous soyons pas focalisés sur 1’expression de ce récepteur comme
marqueur moléculaire pour identifier les populations de lymphocytes T CD8" mémoires, il
paraissait important de le mentionner. La signalisation déclenchée par 1’'IL-15 au sein du
lymphocyte T se fait via son récepteur, I’IL-15R, et notamment sa chaine o, I’'IL-15Ra. L’IL-
15R possede également une chaine B, I'TL-15RpB (appelé également CD122) partagée avec
I’IL-2RB. Il apparait que trés longtemps aprés une infection ou une vaccination, les
populations de lymphocytes T CD8" mémoires sont soumises a une substantielle prolifération
homéostatique in vivo. Au contraire des signaux de survie fournis par le signal déclenché par
I’IL-7, I’IL-15 semble étre requise pour la maintenance a tres long terme des lymphocytes T
CD8" mémoires (Schluns and Lefrangois, 2003). Il a été démontré qu’en 1’absence de signal
déclenché par I’'IL-15, les cellules mémoires ne perdurent pas dans le temps bien que la
génération de ces cellules par les précurseurs mémoires puisse avoir lieu (Becker et al., 2002).
Etant donné que I’TL-15 est un puissant activateur de la prolifération des lymphocytes T CD8"
mémoires en absence d’une quelconque stimulation de leur TCR, les signaux de survie
pourvus par le signal de I’'TL-7 ne sembleraient pas étre suffisants a eux seuls pour garantir le

maintien a tres long terme de ces cellules mémoires. En résumé, un cocktail bien dosé d’IL-7
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et d’IL-15 semble étre une condition nécessaire a la survie et a ’entretien homéostatique des

populations de lymphocytes T CD8" mémoires destinées a une longue espérance de vie.

iiii. CD44

Un des marqueurs moléculaires que I’on retrouve communément associ¢ a la description de
lymphocytes T mémoires ou tout au moins ayant été préalablement activés, est le CD44. Ce
marqueur identifié tel quel chez I’homme est une glycoprotéine de surface dont un des ligands
principaux est 1’acide hyaluronique. Il intervient principalement dans les mécanismes
d’adhésion et de migration cellulaires. La premiére fois qu’il a été « suspecté » de pouvoir
caractériser des cellules activées depuis une longue période, ce fut en utilisant un modele
murin. En effet, comme précédemment mentionné le terme de CD44 est a mettre en relation
avec le géne qui encode cette molécule chez I’homme, le gene CD44 sur le chromosome 11
(Spring et al., 1988) ; mais chez la souris cette molécule fut identifiée sous le nom de Pgp-1
(phagocytic glycoprotein-1). Dans cette étude datant de 1987, les auteurs démontrérent que
les cellules T Pgp-1" présentent a la périphérie ne dépendaient que de la présence du thymus
chez ces souris. En effet, chez des souris thymectomisées la proportion des cellules T Pgp-1-
était moindre et ils notérent une absence complete de ces cellules dans des souris athymiques
nudes. L’acquisition de Pgp-1 a la surface des lymphocytes T a pu étre démontrée comme
étant concomitante avec une stimulation antigénique permettant de les activer et de leur faire
subir une différenciation. A travers des expériences in vivo ou ils firent de multiples
immunisations avec différents antigénes, ils observérent que le pool de splénocytes
s’enrichissait de cellules Pgp-1" et qu’il y avait une corrélation avec I’augmentation d’une
activité cytolytique des CTLs (lymphocyte T CD8" cytotoxique) Pgp-1". D’aprés leurs
résultats, ils proposérent un modeéle qui jusqu’aujourd’hui est encore admis stipulant que les
thymocytes matures n’exprimant pas Pgp-1 a leur sortie du thymus vers la périphérie
deviennent Pgp-1" lors d’une stimulation antigénique (Budd et al., 1987). En résumé,
I’expression de CD44 ou Pgp-1 au niveau des lymphocytes T périphériques est un marqueur
important de leur différenciation car il permet de mettre en évidence les lymphocytes T

effecteurs et les Tem plus expérimentés.
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Nous avons discuté jusqu’a présent des marqueurs moléculaires permettant d’établir une
discrimination intrinséque aux lymphocytes T CD8" mémoires en les scindant en deux
populations, les Tcum et les Tew, ainsi que de marqueurs plus généralement utilisés dans le
suivi de populations lymphocytaires T activées. Bien qu’étant des populations bien définies
par leurs caractéristiques phénotypiques mais aussi comme on le verra plus tard
fonctionnelles, les lymphocytes T CD8" mémoires n’en restent pas moins des cellules dont le
métabolisme et I’évolution circadienne sont proches de ceux des autres types cellulaires. En
effet, lorsqu’un organisme vieilli la proportion de lymphocytes T ainsi que leur activité
métabolique diminuent. Au sein de ce lignage, une certaine quantité de cellules converge
inéluctablement vers des stades de maturité tres avancés, on parle de cellules extrémement
différenciées. Ces cellules présentent alors des défauts fonctionnels qui pourraient expliquer
en partic une diminution de I’efficacité du systéme immunitaire chez les individus agés
(Fletcher et al., 2005). Les lymphocytes T CD8" extrémement différenciés affichent une perte
d’expression des molécules de costimulation telles que CD28 et CD27 a leur surface (Appay
et al., 2002; Plunkett et al., 2005). En contrepartie, le vieillissement semblerait accroitre
I’expression de molécules de co-inhibition et notamment un récepteur co-inhibiteur KLRG1
(killer cell lectin-like receptor G1). Ce marqueur a été montré a la fois chez les humains et les
rongeurs comme identifiant des cellules T et NK sénescentes (Blaser et al., 1998; Hanke et
al., 1998; Voehringer et al., 2002). Son expression augmente trés fortement avec 1’age et il a
méme été montré que des individus de plus de 65 ans possédaient des lymphocytes T CD8"
exprimant KLRG1 a plus de 90 % (Henson et al., 2009; Ito et al., 2006; Ouyang et al., 2003).
Une des observations intéressantes concernant 1’utilisation de ce marqueur moléculaire pour
identifier une nouvelle population de lymphocytes T CD8" mémoires fut que 1’expression de
KLRG1 augmente considérablement comme vu précédemment avec 1’dge mais aussi au cours
des phases de différenciation les plus avancées des cellules T CD8" effectrices et au niveau
des Tem CD8" (Voehringer et al., 2002). Dans un contexte notamment de stimulations
répétées par LCMV chez la souris, une augmentation significative de 1’expression de KLRG1
a pu étre observée sur les lymphocytes T CD8" gp33™ (épitope de classe | de LCMV).
Toujours dans la méme étude mais cette fois-ci chez ’homme, la plupart des lymphocytes T
CD8" spécifiques d’infections virales chroniques (VIH (virus de I’immunodéficience
humaine), CMV (cytomégalovirus) et le virus d’Epstein-Barr) ont été montrés comme étant

KLRGL1", alors que ceux spécifiques d’infections virales éradiquées (virus de la grippe) ne
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1’étaient pas (Thimme et al., 2005). Au sein du laboratoire, il nous a paru intéressant d’utiliser
un marqueur tel que KLRGI car chez la souris, qui est notre principal modele d’étude, il est
souvent utilisé pour identifier les précurseurs mémoires provenant des lymphocytes T CD8"
effecteurs. En effet, dans des mode¢les d’infections virales aigu€s, KLRG1 permet de faire la
distinction entre les lymphocytes T CD8" effecteurs de courte durée qui sont généralement
KLRG1™" et les lymphocytes T CD8" effecteurs précurseurs mémoires dont le phénotype est
KLRG1™"® (Joshi et al., 2007; Mousavi et al., 2008). Un des paramétres & prendre en
considération pour notre étude est qu’il a été montré qu’il existe une corrélation entre une
forte expression de KLRG1 et une incapacité proliférative (ou de prolifération clonale) des
lymphocytes T CD8" KLRG1" aprés activation (Schwartzkopff et al., 2007; Voehringer et al.,
2001). De plus, KLRG1 contient dans son domaine intracytoplasmique un ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) et sa liaison avec ses ligands, 1’E-cadhérine
et la N-cadhérine (Griindemann et al., 2006; Ito et al., 2006), déclenche des cascades
d’inhibition par I’intermédiaire de molécules adaptatrices (Tessmer et al., 2007) (voir figure

ci-dessous).
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Figure 4: Mécanismes d’action de la signalisation par KLRG1 sur I’évolution
phénotypique d’un lymphocyte T au cours de sa différenciation.

Une cellule qui n’a pas encore subi de différenciations (ou peu) initie un signal a travers la molécule
de costimulation CD28, déclenchant la voie de signalisation d’Akt (aussi appelée PKB pour protéine
kinase B) conduisant ainsi a I’activation d’un large panel de fonctions cellulaires incluant la
prolifération. Dans le cas d’une cellule trés différenciée, I’expression de CD28 est perdue et il apparait
une surexpression de KLRG1 qui gréce a son ITIM va recruter une phosphatase par son domaine SH2
(Src homology-2 domain), SHIP-1 (SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1), conduisant
ainsi & la dégradation du PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) en PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) ne permettant plus la phosphorylation de la sérine 473 d’ Akt
menant donc a une perte de la prolifération. Adapté de Henson and Akbar, AGE, 20009.

Enfin une étude récente sur la peau démontra qu’une autre population de lymphocytes T
CD8" mémoires, les Tryw (cellule T mémoire résidente du tissu) dont il est question dans la

Partie b., provient de cellules précurseurs KLRG1 (Mackay et al., 2013).

En résumé, I'utilisation de KLRG1 comme marqueur moléculaire s’avére intéressante et
pertinente pour notre étude car celui-ci permet de raffiner la nature des lymphocytes T CD8”
générés notamment entre les lymphocytes T CD8" effecteurs trés différenciés plutot de courte
durée et les futurs Tgy CD8" et surtout Tey CD8™ dont les facultés de prolifération cellulaire

nécessitent d’étre maintenues.
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b. Caractérisation de la famille de cellules T CD8" mémoires résidentes des
tissus périphériques

i. CD103

Durant les dix années suivant leur description, les Tcu et les Tegm furent les deux grandes
familles de lymphocytes T mémoires que I’on pensait impliquées dans toutes les réponses
mémoires de I’immunité adaptative cellulaire. Puis, une nouvelle population dont le profil
phénotypique semblait se rapprocher de la famille des Tgy fut identifiée comme pouvant
résider de maniére permanente au sein des tissus périphériques aprés 1’éradication d’une
infection (Gebhardt et al., 2009) ; ces cellules T mémoires furent dénommées Tru. Gebhardt
et ses collegues utilisérent un modele d’infection locale de la peau par le virus HSV-1 (virus
de I’herpés de type 1) pour générer des lymphocytes T CD8" mémoires spécifiques de
I’épitope de classe | de HSV-1, gBT-I. Dans ce but, ils transférérent des lymphocytes T CD8"
naifs spécifiques de gBT-I couplé a la GFP (protéine fluorescente verte) dans des souris
C57BL/6 naives un jour précédant I’infection du flanc. Puis, ils réalisérent des marquages
immuno-histochimiques sur des coupes de la peau du flanc et démontrérent que 13 jours apres
Iinfection par HSV-1 celui-ci avait été totalement éradiqué. Mais 1’observation la plus
intéressante et novatrice fut la découverte de lymphocytes T CD8" mémoires spécifiques de
HSV-1 au niveau du site de D’infection dans la région entre le derme et 1’épiderme,
lymphocytes totalement absents dans le flanc contralatéral. Cette présence inattendue les
poussa a caractériser cette population qui ne semblait pas étre des Tgm puisque n’ayant pas
recirculé apres avoir combattu I’infection. Pour déterminer si cette présence était transitoire
ou a long terme ils regardérent plusieurs semaines aprés I’infection et s’apergurent que les
lymphocytes T CD8" spécifiques de HSV-1 étaient toujours accumulés a la lisiére de
I’épiderme. La caractérisation phénotypique de cette population qui se maintenait a long
terme montra qu’elle exprimait fortement une intégrine appelée ag(CD103)p; capable de lier
I’E-cadhérine des cellules épithéliales telles que les kératinocytes et formant un complexe
impliqué dans 1’adhésion cellulaire. Cette intégrine a été démontrée comme étant
majoritairement exprimee par les IELs (lymphocyte intra-épithélial) dans I’intestin (Cepek et
al., 1994), dans la peau (Pauls et al., 2001) et par quelques Tregs (cellule T régulatrice CD4"
CD25%) périphériques (Lehmann et al., 2002). En effet, dans un modele d’inflammation de la
peau par le psoriasis, Pauls et ses collegues montrérent par des marquages immuno-

histochimiques que la plupart des lymphocytes T CD8" résidaient dans 1’épiderme et que 55
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% d’entre eux exprimaient CD103. Par contre, parmi les lymphocytes T CD8" du derme
seulement 5 % d’entre eux exprimaient CD103 et aucune expression de cette intégrine ne fut
détectée au sein d’une peau dont I’intégrité n’avait pas été corrompue. Pour aller plus loin
dans leur caractérisation, ils cultivérent in vitro des lymphocytes T CD8" du sang
périphérique en présence de phytohémagglutinine et d’IL-2 pendant 10 jours puis ils
enrichirent la culture avec une cytokine, le TGF-B; (facteur de croissance transformant),
pendant 14 jours supplémentaires. Cette expérience révéla qu’en présence de TGF-B; les
lymphocytes T CD8" étaient capables d’exprimer CD103 a leur surface. Ce fut donc la
démonstration d’un systéme d’induction spécifique de I’expression de CD103 sur une
population de lymphocytes T CD8" activés, systéme confirmé une dizaine d’années plus tard
par d’autres études (Casey et al., 2012; Lee et al., 2011; Mackay et al., 2013; Sheridan et al.,
2014; Zhang and Bevan, 2013). Si I’on transpose cette observation in vivo dans le cas d’une
inflammation de la peau par le psoriasis, cela suggere qu’une surexpression de TGF-f;
localisée au site d’infection pourrait entrainer la surexpression de CD103 a la surface des
lymphocytes T CD8" mémoires générés et conduire a leur accumulation au sein de
I’épiderme. En conclusion, ces résultats tendent a attribuer a 1’intégrine og(CD2103)B7 un role
majeur dans la localisation des Trm CD8" de la peau, role amplifié en présence de facteurs
microenvironnementaux capables d’induire son expression. De plus, des études précédentes
mirent en lumiére des preuves indirectes que ’expression de CD103 était associée aux
lymphocytes T et notamment au lignage CD8" (Kilshaw and Murant, 1990; Lefrancois et al.,
1994) ; ce qui était en adéquation avec I’induction sélective de CD103 sur les lymphocytes T

CD8" démontrée par Pauls et al.

A la méme époque que Gebhardt et dans un autre contexte d’infection, Rafi Ahmed et ses
collaborateurs mirent en évidence la présence de Trm CD8" au niveau de 1’épithélium
intestinal (Masopust et al., 2010). IIs utilisérent entre autre un modele d’infection systémique
par le virus LCMV et souhaitérent savoir si les lymphocytes T CD8" mémoires générés au
niveau de I’épithélium intestinal avaient la capacité de recirculer ou non. Pour cela, ils eurent
recours a un puissant agoniste modulateur du récepteur de la S1P (sphingosine-1-phosphate),
appelé fingolimod (FTY720), dont une des particularités est de favoriser la rétention des
lymphocytes T recirculants au niveau des organes lymphoides et par voie de conséquence de
diminuer leur nombre au sein des autres tissus (Schwab and Cyster, 2007). Des lymphocytes
T CD8" naifs provenant de souris transgéniques dont le TCR permet la reconnaissance
spécifique d’un des épitopes de classe | de LCMV, gp33 (souris appelées P14), furent
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transférés dans des souris C57BL/6 naives puis celles-ci furent ensuite infectées par LCMV.
Trois mois apres I’infection, les souris furent traitées ou non par du FTY720 pendant 2 jours
ou 30 jours. Le nombre de lymphocytes T CD8" mémoires P14 spécifiques de LCMV fut
évalué dans le sang périphérique, dans les ganglions lymphatiques inguinaux et dans
I’épithélium intestinal. 1ls constatérent une forte déplétion des lymphocytes T CD8" mémoires
du sang apres 2 jours de traitement et ceci fut maintenu également aprés 30 jours. Comme
attendu, le traitement provoqua une augmentation considérable du nombre de cellules P14
dans les ganglions lymphatiques inguinaux suggérant que la recirculation de ces cellules a
travers les ganglions avait été interrompue. Néanmoins, aucune réduction du nombre de
cellules P14 intra-épithéliales n’a pu étre observée méme aprés 30 jours de traitement. Ces
résultats soutinrent I’hypothése que les lymphocytes T CD8* mémoires intra-épithéliaux ne
recirculaient pas via les vaisseaux afférents lymphatiques. Cette étude vient corroborer les
observations faites par Gebhardt et al., a savoir que les lymphocytes T CD8" mémoires
générés lors d’une infection sont capables de résider de maniére permanente dans les tissus
cibles non lymphoides en 1’absence de tout antigene, et possédent des particularités qui en

font une population & part entiére identifiée désormais comme étant les Tgry CD8".

Il est intéressant de noter que d’autres études mirent en évidence I’existence de présumées
populations de Try CD8" non recirculants se formant dans le cerveau (Hawke et al., 1998;
Wakim et al., 2010), dans les glandes salivaires (Hofmann and Pircher, 2011), dans le vagin
(Gebhardt et al., 2011; Tang and Rosenthal, 2010), et dans 1’estomac, le rein, le pancréas et le
cceur (Casey et al., 2012).

Enfin récemment, une large investigation basée sur I’isolation de lymphocytes T CD8"
mémoires spécifiques au sein de treize tissus périphériques non lymphoides montra que la
majorité de ces cellules étaient des Try, Ce qui apporta un constat supplémentaire quant a la

régionalisation de cette population de lymphocytes T mémoires (Steinert et al., 2015).

ii. CD69

Un autre marqueur moléculaire se trouve également impliqué dans la maintenance et
I’homéostasie des Try, il s’agit de CD69, une protéine transmembranaire appartenant a la
famille des lectines de type C, qui a été tout d’abord montrée comme étant 1’antigéne de
surface le plus précocement induit lors de I’activation du lymphocyte T et dont la fonction est

d’agir comme une molécule costimulatrice pour I’activation et la prolifération de celui-ci
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(Ziegler et al., 1994). CD69 a été montré comme étant induit sur les Trym aprés que ceux-ci
aient rejoint leurs sites de résidence que ce soit dans 1’épithélium intestinal (Masopust et al.,
2006) ou dans la peau (Mackay et al., 2013). Mackay et ses collegues montrerent dans le cas
d’une infection de la peau par HSV de souris naives que lorsqu’ils transférerent des cellules
gBT-I dans ces souris et qu’ils séparérent le derme de I’épiderme 11 jours apres 1’infection,
les lymphocytes T CD8" gBT-I présentaient des niveaux hétérogénes d’expression de CD69
dans le derme mais que quasiment toutes les cellules gBT-I de 1’épiderme étaient CD69". Par
ailleurs, ils notérent que ces mémes cellules gBT-I de 1’épiderme exprimaient CD103 ce qui
les amena a la conclusion que ces deux marqueurs CD69 et CD103 étaient nécessaires au
maintien et a la survie des Tgrw dans 1I’épiderme. Cette hypothese fut confirmée car ils
utiliserent des cellules gBT-I provenant de souris déficientes en CD69 ou CD103 et les co-
transférérent avec des cellules gBT-I sauvages avant 1’infection, et ils constatérent que le
rapport Trm Sauvages sur Trw déficients dans 1’épiderme était largement en faveur des
sauvages (Mackay et al., 2013). Il est également intéressant de noter que CD69 est un
antagoniste du récepteur de la S1P (S1PR1) car son expression a la surface des lymphocytes T
a été montrée par plusieurs études comme coincidente avec la perte d’expression de SIPR1
(Cyster and Schwab, 2012; Matloubian et al., 2004; Schober et al., 1999; Shiow et al., 2006;
Skon et al., 2013). Comme vu dans le paragraphe précédent, la signalisation via SIPR1 améne
a la rétention des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires donc CD69 de par
son expression favorise I’accés des futurs Try aux tissus périphériques ou ils éliront
résidence. Dans la régulation de S1PR1, un facteur de transcription du nom de KLF2
(kruppel-like factor 2) a été montré comme étant nécessaire a 1’expression de S1PR1 sur les
lymphocytes T CD8", mais son activation doit étre stoppée pour permettre aux précurseurs

des Trm d’aller coloniser les tissus périphériques non lymphoides (Skon et al., 2013).

Treés récemment, une étude est venue apporter une vision plus contrastée de 1’implication de
CD69 en tant que marqueur associé aux Trm (Steinert et al., 2015). Les auteurs isolerent
plusieurs Trym CD8" spécifiques issus de différents compartiments tissulaires non lymphoides
et montrérent que beaucoup d’entre eux étaient CD69", ce qui concordait avec les études
précédentes (Mackay et al., 2013), mais que plusieurs Try CD8" étaient également CD69™ et
CD103". Ces résultats amenerent donc une complexité supplémentaire quant a la définition de
cette population de lymphocytes T CD8" mémoires résidents des tissus qui semblerait ne pas
étre unique de par son profil phénotypique, mais qui se subdiviserait en sous-populations de
Trm.
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En résumé, pris tous ensemble ces résultats montrent que les Try sont une population de
lymphocytes T mémoires plus hétérogéne qu’il n’y parait dont la maintenance semble
requérir, mais non de maniere exclusive, les expressions conjointes de marqueurs
moléculaires comme CD103 et CD69 a leur surface, avec un microenvironnement favorable
fournissant des cytokines telles que le TGF-B;, et enfin une absence de certains types de
récepteurs comme S1PR1 et KLRG1.

En conclusion de cette partie, il est important de retenir que 1’expression ou non de différents
marqueurs moléculaires a la surface du lymphocyte T CD8" effecteur issu d’une activation
antigénique, va conditionner 1’appartenance de celui-ci a une des trois familles de
lymphocytes T CD8" mémoires ; et que ce sont également ces marqueurs moléculaires qui

définiront le lieu d’action de ces cellules et leur maintien ou non sur le site a long terme.

c. Bilan

Dans le tableau récapitulatif ci-dessous sont listées les différentes populations de lymphocytes

T CD8" mémoires, leurs phénotypes et leurs localisations.

Population Phénotype Localisation
Tem CD44high. CD62L+, CCR7+, Lymph nodes, spleen (white pulp > red pulp),
CD127+, CD69~, CD103~ blood, and bone marrow
Tem CD44hisb. CD62L-, CCR7-, Spleen (red pulp > white pulp); fewer in lymph
CD127+, CD69—-, CD103- nodes, blood, lung, liver, intestinal tract,

reproductive tract, kidney, adipose tissue, and
heart

Trm CD44hisb. CD62L-, CCR7-, CD8: epithelium of the skin, gut, and vagina;
CD11aMgh CD69+, CD103+ salivary glands and lung airways; brain and ganglia

Figure 5 : Identification des familles de lymphocytes T CD8" mémoires en fonction de
leur phénotype et de leur localisation.

N.B. : le marqueur KLRG1 ne figure pas dans ce tableau mais les trois types de populations mémoires
ont été identifiés comme étant KLRG1". Adapté de Mueller et al., Annu. Rev. Immunol., 2013.
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La figure ci-dessous reprend les différentes populations de lymphocytes T CD8" (et CD4")

mémoires en y associant leurs potentialités migratoires et leurs localisations tissulaires.
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Figure 6: Recirculation et sites de résidence des populations de lymphocytes T
memoires dans les tissus périphériques.

Les Tcm CD4™ et CD8" recirculent principalement a travers les organes lymphoides secondaires (rate
et ganglions lymphatiques). Les Tgy CD4" et CD8" recirculent quant a eux majoritairement a travers la
rate et une petite fraction d’entre eux est retrouvée dans les ganglions lymphatiques. Un grand nombre
de Tem migrent a travers les tissus non lymphoides tels que (a.) la peau, (b.) la muqueuse intestinale
ou vaginale, (c.) le poumon, et retournent a la circulation via les vaisseaux lymphatiques drainant les
ganglions lymphatiques a proximité du tissu. Les Tgry non recirculants sont localisés uniquement au
niveau des épithéliums dans un contexte d’activation préalable de la peau, des muqueuses intestinale
et vaginale et des voies respiratoires pulmonaires. Adapté de Mueller et al., Annu. Rev. Immunol.,
2013.
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2. Modeéles de différenciation

En se basant sur les caractéristiques des Tgy CD8” et des Tey CD8 il semblerait que celles
qui interviennent dans la mémoire précoce en se positionnant dans le sang ou la rate sont
principalement les Tgy; alors que celles impliquées dans la mémoire tardive sont
essentiellement les Tcy. Dans le cadre d’infections aigués et en se basant sur des mode¢les de
transfert adoptif de cellules T CD8" pourvues d’un TCR transgénique, la conversion des Tgy
en Tcw a pu étre démontrée comme s’effectuant au niveau d’une seule cellule sans avoir
besoin de proliférer ; ce modéle fut appelé modele de différenciation linéaire (Wherry et al.,
2003). Ces résultats sous-entendraient que le phénotype CD62L™" CCR7™" pourrait constituer
le but ultime & atteindre dans la différenciation des lymphocytes T CD8" mémoires
(Badovinac and Harty, 2003; Wherry et al., 2003).

Le débat reste ouvert sur le développement et la relation d’origine des populations de
lymphocytes T CD8" mémoires. Des études ont proposé a 1’inverse du modéle de Wherry et
al. que les Ty et les Teym sont des populations figées qui ne se convertissent pas au cours du
temps (Manjunath et al., 2001; Marzo et al., 2005; Sallusto and Lanzavecchia, 2001). Au
contraire, des études avancérent a I’instar de Wherry et al. que les Tgv en absence de
stimulation antigénique peuvent se convertir en Tcy (Badovinac et al., 2007; Bouneaud et al.,
2005; Wherry et al., 2004). Tirant parti de ces résultats, Kaech et Wherry (Kaech and Wherry,
2007), proposerent 1’existence de trois populations au sein du pool de lymphocytes T de la
mémoire précoce, a la suite d’infections virales aigués. Tout d’abord, il existe des Tgm
provenant de cellules effectrices précurseurs mémoires CD127™" définissant ainsi une
population de Tgm convertible pouvant se transformer lentement au cours du temps en Tewm
(Badovinac et al., 2007; Marzo et al., 2005; Wherry et al., 2003, 2004). En effet, les Tgy font
partis du pool de cellules primaires ayant rencontré un antigéne et ayant survécu a la
contraction et ils arborent majoritairement le phénotype CD62L"™"P"® CCR7™ P! ||_-2% P noyr
se convertir en Tey dont le phénotype CD62L™" CCR7™" IL-2" leur attribue un fort potentiel
prolifératif pour assurer leur maintien homéostatique (Wherry and Ahmed, 2004). Ensuite, il
y a une population de Tcy initialement dérivée des Tegm convertibles et qui a acquis la
capacité de s’auto-renouveler de maniére tres efficace en utilisant le remplacement cellulaire
homeostatique (Wherry et al., 2003, 2004). Certains Tcyw pourraient dériver directement de

Lfort

cellules effectrices précurseurs mémoires CD62 qui se trouvent en grand nombre au

moment du pic de la phase d’amplification clonale. Enfin, il reste des lymphocytes T
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effecteurs de courte durée de vie CD127™""® KLRG1™" CD62L™"" différenciés de maniére
extréme (ou terminale) qui peuvent passer en phase mémoire tout en perdant I’expression de
marqueurs d’activation propres aux effecteurs tels que le granzyme B par exemple. Ces
lymphocytes T devenus latents au sein du pool de cellules mémoires, ne survivent pas
longtemps, n’entreprennent pas d’auto-renouvellement, et ne se convertissent pas en Tcum

(Joshi et al., 2007) ; ils semblent étre le reflet d’un stade terminal de la population de Tgp.
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Figure 7 : Modeles décisionnels dans la destinée des cellules effectrices et mémoires au
cours d’une infection virale aigué.

Modeéle 1: potentiel uniforme. Toutes les cellules effectrices activées développent un potentiel
similaire a devenir des cellules effectrices précurseurs mémoires (MPEC = memory precursor effector
cell), cependant des facteurs externes vont limiter le nombre de lymphocytes T mémoires générés. Ce
sont les MPECs qui vont donner naissance aux Tgy convertibles en Tey capables d’auto-
renouvellement. Modéle 2 : potentiel en diminution. De courtes périodes de stimulation antigénique
privilégient les MPECs qui font former les futurs Tcy. De plus longues stimulations avantagent la
différenciation ultime des cellules effectrices de courte durée de vie (SLEC = short-lived effector cell)
et provoquent I’entrée en stade terminal des Tgy VOués a disparaitre au cours du temps. Modéle 3 :
lignage figé. Des I’activation, les lymphocytes T naifs se différencient en SLECs ou en lymphocytes T
mémoires matures pouvant éviter la différenciation en Tgy et directement étre capables d’auto-
renouvellement leur conférant le phénotype de Tcy. Modeéle 4 : engagement vers une destinée avec
une différenciation progressive. En fonction de la force du signal, une destinée de MPEC ou de SLEC
sera attribuée précocement apres 1’activation. Les MPECs se voient attribuer des fonctions effectrices
mais demeurent multipotentes (possibilité de devenir des lymphocytes T mémoires matures ou des
SLECs). La plupart des SLECs vont mourir et ceux qui persistent auront une destinée a court terme
équivalente a celle des Tgy en stade terminal. Les MPECs vont survivre et donner naissance aux
convertibles Tey qui deviendront les Ty subsistants a longue durée de vie. D’aprés Kaech and
Wherry, Immunity, 2007.
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Deux récentes études ont analysé a 1’échelle d’une seule cellule T CD8" I’importance de la
phase d’amplification clonale sur la nature de la réponse générée apres une infection par Lm.
Pour cela des cellules OT-I, provenant de souris transgéniques dont le TCR est mono-
spécifique de 1’épitope de classe I de ’OVA (protéine du géne de I’ovalbumine), OVAys7, ont
¢été utilisées soit dans des transferts d’une seule cellule soit dans des études basées sur des
méthodes de codes a barres pour estimer la contribution de chaque famille de lymphocytes T
CD8" & la réponse contre le pathogéne en suivant les progénitures de chaque cellule
(Buchholz et al., 2013; Gerlach et al., 2013). Les résultats montrerent un large éventail
d’amplifications clonales pour chaque lymphocyte T CDS8". De plus, chaque cellule OT-I
transférée avait subi une meilleure amplification par rapport aux cellules T CD8" provenant
d’un répertoire polyclonal. Il est a noter dans ces deux études la démonstration d’une
corrélation négative entre I’expression de CD62L et une forte amplification. Un modele
mathématique fut utilisé pour caractériser une voie de différenciation linéaire stochastique
dans la distinction des populations de lymphocytes T CD8", voie dans laquelle les précurseurs
des Tcm sont les progéniteurs des autres lignées (Buchholz et al., 2013). Dans une autre étude
récente, un systéme de transfert d’une seule cellule a été développé pour suivre la destinée des
précurseurs de chaque lymphocyte T CD8" polyclonal (Plumlee et al., 2013). Les auteurs ont
montré que selon le type de pathogéne et le microenvironnement inflammatoire qu’il induit,
les différents clones se différencient en adoptant des phénotypes de cellules effectrices
précurseurs mémoires (faible pression inflammatoire du milieu) ou de cellules effectrices de
courte durée de vie (forte pression inflammatoire du milieu). De plus, ils ont démontré que les
lymphocytes T CD8" mémoires clonaux provenant de cellules OT-1 challengées avec VSV
(virus de la stomatite vésiculaire)-OVA ou Lm-OVA (Listeria monocytogenes recombinante
sécrétant I’OVA), sont intrinsequement biaisés pour se différencier en effecteurs secondaires
KLRG1™", Récemment, une étude montra qu’une infection chronique s’accompagnant de
signaux inflammatoires soutenus impactait négativement la différenciation des lymphocytes T
CD8" effecteurs en cellules mémoires ainsi que leur nombre (Stelekati et al., 2014). Cette
¢tude renforca ainsi 1’idée de la nécessité d’éradiquer complétement un pathogéne de
I’organisme une fois I’infection maitrisée pour permettre 1’établissement optimal d’une
mémoire efficace. Comme Marshall et Kaech le soulignent dans leur préface (Marshall and
Kaech, 2013), ces résultats tendent a suggérer que la différenciation d’effecteurs secondaires a
partir de cellules mémoires « au repos » est plus fortement soumise a I’influence de facteurs
intrinséques tels que des changements épigénétiques régulateurs de génes ou a la propension

de ces cellules mémoires a surexprimer rapidement le facteur de transcription T-bet (T-box-
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expressed-in-T-cells) connu pour caractériser des cellules différenciées de maniere terminale

(Joshi et al., 2011), plutot qu’a I’influence de signaux extrinseques.

En conclusion, la destinée d’un lymphocyte T CD8" venant d’étre activé dépend de plusieurs
paramétres qu’ils soient aussi bien extrinseques (voir Partie C.) qu’intrinseques au
lymphocyte T CD8" lui-méme. La décision d’un précurseur mémoire de s’engager vers la
génération de cellules mémoires complétement matures, ou I’évolution inéluctable d’un
effecteur vers sa différenciation terminale, sont des parametres primordiaux a considérer car
ils conditionneront la nature du potentiel fonctionnel et I’accomplissement de I’efficacité

protectrice du lymphocyte T CD8" mémoire.

3. Evaluation du potentiel fonctionnel et de Iefficacité de protection

a. Les Tgy CD8™ et les Ty CD8*

Maintenant que la nature des différentes populations de lymphocytes T CD8" mémoires a pu
étre etablie, il devient intéressant d’évaluer leur potentiel fonctionnel face a différentes
situations qui pourraient mettre a mal 1’intégrité de 1’organisme. C’est ainsi que la fonction
occupée par ces différentes populations va varier selon leur capacité a pouvoir accéder a
certaines zones de ’organisme mais aussi a pouvoir s’entourer d’un microenvironnement
favorable & leur homéostasie. Certaines populations de lymphocytes T CD8" mémoires seront
donc au premier rang dans I’éradication d’un pathogene alors que d’autres auront plutdt un
role de cellules « souches » pour approvisionner le stock de I’organisme en cellules mémoires
effectrices.

Au sein de la lignée des lymphocytes T CD8", une étude montra il y a une dizaine d’années
qu’il restait difficile d’établir de véritables différences dans les fonctions effectrices telles que
la production d’IFN-y ou I’activité cytolytique entre les Tgy et les Tem (Unsoeld et al., 2002).
La véritable discrimination fonctionnelle alors entre ces deux populations s’établissait surtout
sur la capacité a produire de I’IL-2. Faisant le corollaire a cette preuve de distinction, Wherry
et ses collegues (Wherry et al., 2003) utiliserent LCMV ou Lm-gp33 comme modeéles
d’infections virale ou bactérienne systémiques pour générer des populations de Tem et Tem

puis les transférérent en quantité équivalente dans des souris naives qu’ils challengérent avec
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le pathogéne correspondant pour tester la capacité de chaque population a contréler
I’infection. Ils isolérent les populations de cellules mémoires au sein de différents tissus et les
distinguérent sur la base de leur expression de CD62L en CD62L™" (Tgy,) et CD62L™"
(Tcwm) pour étre certains qu’une quantité équivalente de ces deux types de cellules mémoires
avait bien eté transférée. Compte tenu de leur phénotype, les Tcm Se retrouvérent en grande
partie dans les ganglions lymphatiques alors que les Tgpm capables de recirculer se trouvaient
majoritairement dans des tissus périphériques non lymphoides comme le poumon et le foie.
La rate quant a elle contenait autant de Tgw que de Tem. Les auteurs démontrerent ensuite les
capacités fonctionnelles de ces deux populations au sein des différents tissus en mesurant leur
production d’IFN-y, de TNF (facteur de nécrose tumorale)-o. et d’IL-2 et ils mirent en
évidence au sein des splénocytes que les Tcy €taient capables de produire beaucoup plus
d’IL-2 que les Tgy alors que pour les deux autres cytokines cette capacité de production était
similaire pour les deux populations. lls évaluérent la protection conférée par les deux types de
cellules mémoires et montrerent que lorsqu’ils challengerent les souris naives ayant regu ces
populations de Tgym et Tem avec une souche virulente de LCMV injectée en intraveineuse, ce
furent les Tcm les plus prompts a contrdler 1’infection. Ensuite, ils estimérent la capacité de
ces deux types de populations mémoires a réduire la réplication virale de maniere localisée en
injectant par voie intrapéritonéale VV (vaccinia virus) exprimant gp33 (VV-gp33), et une fois
de plus ce furent les Tcwm les plus efficaces a contr6ler la réplication virale au sein des ovaires.
La méme observation a pu étre faite lorsque VV-gp33 fut administré de maniere intranasale.
Cette étude a permis de mettre en évidence que quelle que soit la voie d’entrée d’un
pathogéne et les tissus infectés, la population de Tcym se distinguant par sa forte faculté a
produire de I’IL-2 mais aussi tout comme les Tgy les autres cytokines inflammatoires, est
également celle qui confere la meilleure protection dans le contrdle de la charge virale au sein
des organes mais également de la virémie au sein de 1’organisme tout entier. Cette propension
a produire une grande quantit¢ d’IL-2 soutient le fait que les Tcm peuvent engager des
processus de prolifération cellulaire massifs et rapides a la suite d’une seconde rencontre avec
un pathogéne, processus ayant une action autocrine ou paracrine en vue soit de maintenir le
pool de cellules Tcw progeénitrices soit d’initier la formation entre autre d’un nouveau pool de

cellules effectrices mémoires spécifiques telles que les Tew.

Bien entendu, la part des Tgm dans la protection antivirale ne doit pas étre occultée. En effet,
dans des modeéles murins d’infections virales les Tgy CD8' ont été montrés grace a leurs

capacités cytolytiques accrues comme étant d’aussi efficaces sinon meilleurs médiateurs de la
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protection de tissus non lymphoides que les Tcy CD8" (Bachmann et al., 2005; Roberts and
Woodland, 2004). En effet, Roberts et Woodland utilisérent un modéle d’infection systémique
par le virus Sendai, virus proche de celui de la grippe, et montrérent que les lymphocytes T
CD8" mémoires CD62L"™"* (Tgy CD8") étaient en ligne de front et répondaient de maniére
trés efficace contre ce type de virus mais également qu’ils étaient a 1’origine de la génération
de nouveaux Tgy établissant ainsi une seconde génération de cellules mémoires effectrices.
Cette étude apporta une vision contrastée sur les roles respectifs des Tgy et des Ty établis par
Wherry et ses collégues un an auparavant qui stipulaient que les Tcy CD8" étaient la

population la plus impliquée et réactive dans 1’éradication d’infections virales systémiques.

Dans cette premiére partie, il ressort que les Tem et les Tem sont dotés de fonctions
specifiques qui permettent au sein de 1’héte infecté de pouvoir controler et éradiquer dans la
plupart des cas l’origine infectieuse. Mais il faut garder a I’esprit que c’est la
polyfonctionnalité associée a chacun de ces phénotypes mémoires qui reste la meilleure arme
dans le cas d’infections virales ou la charge virale et le temps de résidence du virus sont

restreints (voir figure ci-dessous).
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Figure 8 : Corrélation entre la qualité des lymphocytes T CD8" générés et la charge
virale.

L’estimation de la fonctionnalit¢ des lymphocytes T CD8" chez des personnes infectées avec
différents virus a été déterminée par I’analyse de cinq fonctions correspondant a la mesure
d’expression d’IL-2, d’IFN-y, de TNF-a, de CCL4 (CC-chemokine ligand 4) et de CD107 aprés
stimulation avec des peptides antigéniques. L’arc de cercle noir met en évidence la proportion de
lymphocytes T CD8" polyfonctionnels (3 a 5 fonctions) selon chaque type d’infection. On observe une
corrélation inverse entre 1’acquisition de réponses polyfonctionnelles et la longévité du virus et de sa
charge virale (fond grisé). HIV-1 et HIV-2 : human immunodeficiency virus ; LTNP : long-term non-
progressor. D’apres Seder et al., Nature Reviews Immunology, 2008.
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En résumé, plus un lymphocyte T CD8" mémoire apparait étre polyfonctionnel a ’issue de la
premiere rencontre avec son antigene plus il sera efficace a protéger rapidement son hote face
a une nouvelle rencontre du méme type. En effet, des lymphocytes T CD8" sécrétant a la fois
de ’IFN-y et du TNF-a présentent une activité cytolytique améliorée comparée aux mémes
cellules ne sécrétant uniquement qu’une seule des deux cytokines telle que I’IFN-y (Betts et
al., 2006; Lichterfeld et al., 2004; Sandberg et al., 2001). A titre d’anecdote mais non des
moindres, Betts et al. en 2006 ont publié la premiere étude utilisant la cytométrie en flux
multiparamétrique pour caractériser la qualité des réponses lymphocytaires T CD8" chez
I’homme aprés une infection, et suggérant que des cellules polyfonctionnelles sont

essentielles a la préservation de 1’intégrité cellulaire d’un organisme.

Plus récemment, 1’équipe de Rafi Ahmed (Tan et al., 2012) démontra qu’en immunisant des
souris avec différents sérotypes de vecteurs adénovirus (Ad26, Ad35 et Adb), il était possible
de générer des populations de lymphocytes T CD8" mémoires ayant des capacités
fonctionnelles accrues. En effet, les auteurs mirent en évidence que les expressions de CD127
et Bcl-2 étaient significativement plus fortes chez les populations de cellules mémoires
initiées par Ad26 et Ad35 que chez celles initiées par Ad5. De plus, ’expression de KLRG1
au niveau des cellules mémoires provenant de I’immunisation par AdS était quant a elle
significativement plus forte que celle mesurée avec les deux autres vecteurs adénovirus. Forts
de ces premiéres observations, ils en conclurent que les cellules mémoires issues d’une
immunisation par Ad26 et Ad35 présentaient des caractéristiques phénotypiques
s’apparentant aux populations de lymphocytes T CD8" mémoires de longue durée de vie (Tew
et Tcwm) ; alors que les cellules mémoires issues d’une immunisation par Ad5 apparaissaient
différenciées de maniere terminale et étaient de plus courte durée de vie. Puis les auteurs
évaluerent la capacité fonctionnelle de ces populations mémoires identifiées et ils montrérent
que les lymphocytes T CD8" mémoires issus de la rate étaient de meilleurs coproducteurs
d’IFN-y et de TNF-a lorsqu’ils avaient été générés par Ad26 et Ad35. La méme observation a
pu étre faite en ce qui concernait la production conjointe des trois cytokines que sont I’IFN-y,
le TNF-a et I'IL-2. Cette étude démontra que selon le type de vecteur choisi lors d’une
immunisation, il apparaissait une gradation dans la nature des lymphocytes T CD8" mémoires
générés ce qui avait pour conséquence de leur conférer des capacités polyfonctionnelles
variables et donc un impact plus ou moins efficace en termes de protection face a un agent

infectieux.
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Quelques mois apres les travaux de 1’équipe de Rafi Ahmed, une étude a été publiée mettant
en avant lefficacité de cellules mémoires effectrices apparentées aux Tgy dans
I’établissement d’une immunité cellulaire a la fois forte et protectrice. Olson et ses collegues
(Olson et al., 2013) mirent en évidence, suite a une infection par LCMV, la génération de trois
types de sous-populations de cellules mémoires définies par leur niveau d’expression de deux
marqueurs de surface, CD27 et CD43. CD27 appartient a la famille des récepteurs au TNF et
CD43 est une protéine de surface transmembranaire dont le complexe formé avec un de ses
ligands (moésine et ezrine) a été démontré comme participant a 1’activation du lymphocyte T
(Pedraza-Alva et al., 1998; Serrador et al., 1998; Yonemura et al., 1998). Les auteurs
montrérent qu’au sein de ces trois types de sous-populations des différences frappantes sont
apparues. Les deux sous-populations CD27°" cD43™P!e" contenaient des sous-ensembles
exprimant CD62L™" et CD62L™"" et arboraient des phénotypes typiques de lymphocytes T
CD8" mémoires avec de fortes expressions de CD122 et CD127 et de faibles expressions de
KLRG1. Suite a cette observation, ils ont donc pu en conclure que les deux sous-populations
CD27™" cD43™Pler ranfermaient les deux grands types de cellules mémoires, les Tewm et les
Tewm CD8'. La troisiéme sous-population CD277" cD43™P"® guant a elle présentait un tout
autre phénotype avec une expression intermédiaire de CD127 et cette fois-ci de fortes
expressions de KLRGL1. De plus, cette sous-population affichait une forte expression de T-bet
et une expression réduite du facteur Eomes (Eomesodermin), deux caractéristiques des
cellules effectrices (Banerjee et al., 2010; Intlekofer et al., 2005; Joshi et al., 2007). A
premiere vue, cette derniere sous-population en phase mémoire semblerait s’apparenter aux
lymphocytes T CD8" effecteurs de courte durée de vie décris précédemment mais leur niveau
d’expression de CD127 a été montré par Olson et al. comme étant équivalent a celui de
cellules naives ce qui tendrait plutdt a les considérer comme une sous-population au
phénotype CD127" KLRG1" déja identifiée par d’autres études (Obar and Lefrancois, 2010).
Des résultats précédents suggérérent que les lymphocytes T CD8" mémoires CD27%Pe
CD43"™"" n°étajent pas capables de proliférer suite a un rappel antigénique (Hikono et al.,
2007). Pour tester la véritable capacité des trois sous-populations a protéger efficacement leur
hote, Olson et al. transférérent celles-ci dans des souris naives aprés qu’elles aient été
géneérées plusieurs mois auparavant par LCMV ou VV puis les souris naives furent ensuite
challengées par Lm-gp33 ou Lm-B8R (épitope dominant de classe | de VV). A la grande
surprise des auteurs de cette étude, ce furent les lymphocytes T CD8" mémoires arborant le
phénotype mémoire le moins conventionnel, & savoir CD27%"** CD43™"" qui s’avérérent étre

responsables de la protection la plus robuste dans ces expériences d’infections virales aigués.
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Cette découverte fut renforcée par le fait que cette méme sous-population était la plus efficace
a générer une activité cytolytique importante (mesure d’expression de granzyme B) impliquée
dans 1’éradication des pathogénes, constat beaucoup moins significatif pour les autres sous-
populations testées. De plus, dans des souris déficientes pour la perforine, I’'impact sur le
potentiel cytolytique des sous-populations fut majeur pour les lymphocytes T CD8" mémoires
CD27""e cp43™™®  démontrant que Iefficacité de ces cellules reposait beaucoup sur
I’acquisition de molécules cytolytiques telles que la perforine en vue d’une protection robuste

contre des pathogénes infectieux.

Finalement, une des mesures de 1’efficacité fonctionnelle repose la libération trés rapide de
molécules cytotoxiques par les lymphocytes T CD8" mémoires pour endiguer une infection
secondaire. L’utilisation de cytokines inflammatoires telles que 1I’IFN-y a été montrée comme
essentielle pour éradiquer directement des pathogenes au sein de cellules (lijima et al., 2008).
Pourtant des mécanismes non basés sur une activité cytolytique directe existent également en
tant qu’outils efficaces a ’éradication infectieuse. Par exemple, les lymphocytes T CD8"
mémoires ont été montrés comme capables de maintenir latente une infection par HSV-1 en
sécrétant des granules lytiques dans des neurones infectés. Par cette action, cela permit
d’éviter de déclencher une pathologie sérieuse provoquée par la destruction des neurones qui
restérent ainsi intacts ; et seule une protéine précoce importante pour la réplication du virus
fut dégradée par le granzyme B relaché (Knickelbein et al., 2008). En conclusion, ces
différents mécanismes tendent a moduler 1’acquisition d’une immunité protectrice grace aux

caractéristiques fonctionnelles des populations de lymphocytes T CD8" mémoires.

b. Les TrMm CD8+

Depuis plusieurs années maintenant, de nombreuses évidences s’accumulent faisant état de la
capacité supérieure des Tgrm @ conférer une meilleure protection que leurs homologues
mémoires recirculants, les Tgy et les Tem (Hofmann and Pircher, 2011; lijima and Iwasaki,
2014; Shin and lwasaki, 2012). En effet, les Tgrw ont été décrits comme occupant des
positions stratégiques aux points d’entrée des pathogénes en particulier au niveau des
muqueuses qui sont des sites privilégiés d’infections. Ce positionnement leur confére ainsi
une capacité de réactivité accrue, les mettant en ligne de front pour exercer un contréle
efficace de la dissemination du pathogene et au final établir une protection anti-infectieuse

robuste. La ou les Tcum nécessitent la présence de 1’antigéne au niveau des organes lymphoides
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secondaires pour lancer une prolifération accrue générant des Tgm spécifiques de 1’antigéne
devant ensuite rejoindre le site d’infection, les tissus contenant des Trwm bénéficient d’une
protection in situ immédiate. Comme déja évoqué précédemment et également souligné par
Carbone et al. (Carbone et al., 2013), I’étude menée par Gebhardt et al. (Gebhardt et al.,
2009) est la premiére montrant une protection accrue par les Trw dans les tissus
périphériques. Avec Masopust et al. (Masopust et al., 2010), ensemble ces deux études ont
permis de définir une sous-population « autonome », n’appartenant pas a la discrimination
classique faite des populations de lymphocytes T CD8" mémoires, de cellules mémoires
spécifiques d’un pathogéne dans des contextes d’infections de la peau et des muqueuses : les
Trm CD8" CD103". De plus Mackay et al. (Mackay et al., 2012) ainsi que Casey et al. (Casey
et al., 2012), démontrérent que plusieurs tissus peériphériques pouvaient de maniere
intrinséque supporter la formation et la maintenance de Try CD8" CD103" en absence totale
de stimulation antigénique. Des expériences avec des souris parabiotiques montrerent
qu’uniquement 1’animal qui avait été infecté a l’origine avait pu étre protégé contre un
challenge avec VV au niveau de la peau (Jiang et al., 2012). Le plus frappant dans cette étude
fut que I’animal ayant a la fois des Tgrwm et des cellules mémoires recirculantes réussit a
abaisser sa charge virale de 99,99 % 6 jours seulement aprés le challenge. La méme
observation avait pu étre faite dans une expérience similaire de parabiose ou seul I’animal
ayant au préalable été infecté avait pu étre protégé contre un challenge avec le virus de la
grippe au niveau du tractus respiratoire (Teijaro et al., 2011). Ces expériences démontrerent
que malgreé le partage équilibré entre les deux animaux parabiontes des cellules mémoires du
sang périphérique recirculantes, celles-ci n’étaient pas capables de conférer a elles seules la
protection optimale de I’animal naif face a une infection aigué localisée. De fagon
intéressante, il a été montré par microscopie confocale que les Trmy CD8" de 1I’épiderme
présentaient une morphologie similaire a celle des DCs leur permettant ainsi de « patrouiller »
et de scanner efficacement leurs tissus hotes en vue de détecter des cellules infectées (Ariotti
et al., 2012; Gebhardt et al., 2011). D’autres modéles de challenge avec différents pathogenes
montrérent que les Try étaient bien la sous-population de lymphocytes T CD8" mémoires a
I’origine de la protection de différents types d’organes (Ariotti et al., 2014; Schenkel et al.,
2014; Wu et al., 2014). Une étude intéressante s’appuyant sur un modele d’immunisation par
voie intravaginale avec des pseudovirus HPV (virus du papillome humain) utilisés en tant que
vecteurs, montra qu’une partie des lymphocytes T CD8" induits et spécifiques de ce
pathogene étaient des Tgrw polyfonctionnels et avaient une forte capacité cytotoxique (Cuburu

et al., 2012). En effet, parmi les Try CD8" présents au niveau de la muqueuse du col de
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I’utérus prés du vagin et producteurs de cytokines, une grande majorité (61 %) s’avéra étre

des doubles producteurs de cytokines essentiellement de I’IFN-y et du TNF-a.

Trés récemment dans une autre étude du méme premier auteur (Cuburu et al., 2015),
I’utilisation d’un vecteur HPV exprimant des glycoprotéines de HSV-2 (virus de I’herpes de
type 2) et injecté par voie intravaginale conforta les observations faites dans 1’étude
précédente sur la fonctionnalité des Try induits. En effet, les Try CD8" spécifiques de HSV-2
au niveau de la muqueuse vaginale furent identifiés comme étant des producteurs d’IFN-y et
de TNF-a pour 37 % des cellules productrices de cytokines aprés un challenge intravaginal
avec HSV-2. Ces résultats montrent donc que la polyfonctionnalité des Trwm contribue a leur
conférer un role clé dans 1’éradication in situ d’un pathogéne infectant un tissu périphérique
non lymphoide. La démonstration croisée de la protection d’un tissu par des Tgrm Spécifiques
d’un pathogeéne ayant un autre point d’entrée a été notamment investiguée en administrant par
voie intranasale HSV-2 conduisant a terme a 1’induction de Try CD8" spécifiques de HSV-2
au niveau de I’appareil génital capables de conférer une protection précoce et robuste apres un
challenge intravaginale avec HSV-2 (Sato et al., 2014). Enfin, une étude démontra que la voie
d’infection contribue de maniere critique a favoriser ou non la génération de cellules
mémoires protectrices (Sheridan et al., 2014). En effet, en utilisant une méthode
d’administration par voie orale de Lm, Sheridan et ses collégues mirent en évidence la
génération de fortes réponses T CD8" au sein de I’intestin définissant ainsi une population de

Trm CD8” critique et indispensable pour une protection secondaire.

En parallele d’agir en premiére ligne directement dans le contréle d’une infection des cellules
du tissu hote via leurs fonctions cytotoxiques, il semble que les Trym pourraient également
interagir avec d’autres types cellulaires pour les activer en vue de collaborer avec eux dans
I’établissement a long terme d’une protection tissulaire robuste. Supportant cette hypothese, il
a été montré que lorsque les Tgrm sécrétaient de I’IFN-y cela avait pour consequence
d’augmenter 1’expression au niveau de I’endothélium de VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1) impliquée dans le recrutement des lymphocytes T CD8" mémoires circulants et
des lymphocytes B au niveau du site de résidence des Trwm (Schenkel et al., 2014). De plus,
I’apport d’IFN-y par les Trm au sein de la peau a pu étre démontré comme étant la
conséquence de I’augmentation rapide de 1’expression de plusieurs geénes antibactériens et
antiviraux (Ariotti et al., 2014). Enfin, la réactivation de Tgrym présents au niveau de 1’appareil
reproducteur femelle a pu étre montrée comme étant a 1’origine d’une maturation anticipée

des DCs ainsi que d’une activation des NKs via une sécrétion cytokinique (Schenkel et al.,
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2014). Tous ensembles, ces mécanismes de régulation qui requiérent la participation des Trm
dans le but de déclencher une protection antivirale locale assurent le maintien de 1’intégrité

cellulaire péeriphérique de I’hote.

C. Facteurs influencant I’établissement de la réponse mémoire T CD8"

La génération des populations de lymphocytes T CD8" mémoires repose sur un équilibre dosé
de plusieurs parametres conditionnant a terme la capacité fonctionnelle et 1’efficacité
protectrice de ces cellules au cours non seulement de leur développement, mais également
tout au long de leur vie. Dans cette partie nous nous intéresserons plus particulierement a
deux types de signaux : les signaux inflammatoires (signal 3) et I’aide procurée par les
lymphocytes T CD4".

1. Roéles du contexte inflammatoire

Un principe émergent tend a se généraliser en ce qui concerne I’impact de I’inflammation sur
la génération de cellules mémoires : plus les niveaux d’inflammation et d’antigéne sont
importants plus la proportion de lymphocytes T effecteurs de courte durée de vie augmente
par rapport a celle des lymphocytes T mémoires (Badovinac et al., 2004; Joshi et al., 2007;
Obar et al., 2011). Faisant écho a ce principe, il a été montré que pendant des infections
chroniques, ou le niveau d’antigéne mais également le niveau d’inflammation demeurent
persistants, les cellules mémoires non spécifiques ne se forment pas (Wherry, 2011). Donc en
abolissant la réplication du pathogene et par voie de conséquence en réduisant la persistance
de I’antigéne et de I’inflammation générée, on se retrouve dans un contexte favorable a
I’établissement d’une mémoire, ce qui fut démontré par la génération de Tcym (Badovinac et
al., 2004).

Comme mentionné précédemment, les signaux inflammatoires ont une influence critique sur
la modulation et I’intensité des réponses des lymphocytes T CD8". 1l a été montré que I’TL-12
est une des cytokines régulatrices majeures impliquée dans la formation des lymphocytes T
CD8" effecteurs, mais qu’elle est aussi capable de réguler négativement la génération de
populations mémoires (Pearce and Shen, 2007). En effet, en utilisant un modéle de souris

déficientes pour I’'TL-12 les auteurs ont pu montrer que les souris étaient beaucoup plus
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résistantes a une réinfection par Lm-OVA mais également que ces souris présentaient
beaucoup plus de précurseurs mémoires au sein de leur pool de lymphocytes T CD8"
effecteurs. D’autres études mirent en avant le role important de la signalisation par 1’IL-2 dans
la formation des lymphocytes T effecteurs de courte durée de vie (Kalia et al., 2010; Pepper et
al., 2011; Pipkin et al., 2010). Au contraire, STAT3 (signal transducer and activator of
transcription)-SOCS (suppressor of cytokine signalling) ainsi que la signalisation par 1’'IL-10
semblent protéger les lymphocytes T des stimuli inflammatoires ce qui permettrait de
promouvoir la formation d’une mémoire (Cui et al., 2011). Ces résultats tendent a démontrer
qu’a différentes étapes de la vie d’un lymphocyte T CD8" effecteur, des signaux notamment
inflammatoires peuvent moduler la programmation de la destinée de celui-ci. Le choix de la
destinée d’un lymphocyte T CDS8" effecteur reste quelque peu flexible du moins jusqu’a
I’acquisition de caracteres phénotypiques le définissant comme différencié a un stade ultime

et dont le destin, une fois la réponse immunitaire terminée, est de mourir.

De maniere intéressante une étude chez I’homme montra qu’au niveau des lymphocytes T
CD8", I’IL-12 induisait une différenciation vers un phénotype s’apparentant & celui des Tgm
alors que les interférons de type | favorisaient la formation des Tcu (Ramos et al., 2009). Ces
résultats pourraient sous-entendre que différentes CPAs ou des microenvironnements
activateurs seraient impliqués dans I’engagement vers une population mémoire plutét que
vers une autre. D’ailleurs, la plupart des cellules du systéme immunitaire sont capables de
« ressentir » les variations de leur environnement et donc de s’alerter en cas de rupture de
I’intégrité de 1’organisme. Ce mécanisme participe fortement a la mise en place de signaux
inflammatoires plus ou moins forts et il est relié a la présence de TLRs a la surface des
cellules qui vont pouvoir détecter des signaux de danger provenant de particules de
microorganismes et ainsi engager des signalisations intrinséques et extrinseques pour

endiguer, via la coopération cellulaire, le probleme (Hervas-Stubbs et al., 2007).

Les cytokines pro-inflammatoires ont été montrées comme étant impliquées dans le
faconnage des phases d’amplification et de contraction des lymphocytes T CD8" primaires a
travers I’accroissement de la survie des lymphocytes T CD8" effecteurs ; et la magnitude du
taux de conversion des cellules ayant survécu a la contraction et passant de la mémoire
précoce a la mémoire tardive (Haring et al., 2006; Mescher et al., 2006). A titre d’exemples,
plusieurs études ont montré que les signaux provenant des interférons de type I, de I’'IL-12 et
de I’IFN-y peuvent agir directement sur les lymphocytes T pour engager une amplification

optimale des effecteurs ainsi qu’une meilleure survie (Badovinac et al., 2000; Curtsinger et
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al., 2003; Haring et al., 2005; Kolumam et al., 2005; Mullen et al., 2001; Whitmire et al.,
2005). De fagon intéressante, il a été montré que la nature du pathogéne engage la production

d’un type de cytokine inflammatoire plus qu’un autre conditionnant ainsi la réponse des

lymphocytes T CD8" effecteurs (Way et al., 2007).
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Figure 9 : L’inflammation paralléle & I’activation du lymphocyte T CD8" régule le taux
pour lequel les cellules T CD8" induites acquiérent un potentiel prolifératif.

A. A la suite d’une immunisation avec un vecteur virulent (vecteur viral par exemple), une forte
inflammation systémique permet d’accroitre la survie des lymphocytes T CD8" effecteurs spécifiques
de I’antigene conduisant & une phase effectrice de longue durée (en bleu) et une relative augmentation
de ’accumulation des lymphocytes T CD8* mémoires. Dans ce contexte, il apparait une « période
réfractaire » (entre quelques semaines et plusieurs mois) au cours de laquelle la majorité des
lymphocytes T CD8" induits et spécifiques de 1’antigéne ne peuvent pas étre stimulés de nouveau et
accedent a la phase mémoire tardivement. B. L’ immunisation avec des particules immunogénes améne
a présenter de maniére croisée aux lymphocytes T CD8" des antigénes exogénes dans un
environnement de faible inflammation. Les cellules T CD8" issues bien qu’en nombre relativement
faible, passent par une phase effectrice condensée et arborent rapidement des caractéristiques de
lymphocytes T CD8" mémoires tardifs. Dans ce contexte, les lymphocytes T CD8" sont capables de
répondre & un nouveau boost dans les 4 a 5 jours suivant leur activation. D’apres Butler et al., Cellular
Microbiology, 2011.
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Bien que I’exposition a une forte inflammation pendant 1’activation des lymphocytes T CD8"
conduise a une plus large capacité de réponses, cette inflammation comme vu précédemment
impacte de maniere négative la génération de populations mémoires tardives et par
conséquent diminue potentiellement 1’efficacité d’un boost pour la réponse secondaire. Des
travaux ont avanceé la théorie que I’apport d’une particule immunogene en absence
d’inflammation systémique mesurable accélére de maniére significative le niveau pour lequel
les lymphocytes T CD8" présentent des caractéristiques de mémoire tardive (Badovinac et al.,
2005; Pham et al., 2009). En effet, Badovinac et al. ont montré que des DCs qui ont maturé in
vitro avec soit du LPS (lipopolysaccharide), soit des CpG ou soit du LPS + CpG ont toutes
réussi aprés immunisation a activer des lymphocytes T CD8" leur conférant un phénotype de
cellules mémoires précoces et ayant un potentiel prolifératif élevé car capables de subir une
forte amplification secondaire 6 jours apres leur activation. De maniére intéressante,
I’injection de CpG 3 jours aprés avoir injecté ces-mémes DCs, qui ne sont plus détectables,
empéche encore la formation de lymphocytes T CD8" mémoires précoces suggérant que les
CpG n’agissent pas au travers des DCs préalablement injectées. Pour autant, les lymphocytes
T CD8" ne semblent pas exprimer TLR9 qui est le récepteur des CpG (Wagner, 2002) ce qui
souléve la notion en concordance avec les résultats précédents que des cytokines
inflammatoires puissent étre induites par les CpG et agir sur les lymphocytes T CD8"
empéchant leur acquisition rapide de caractéristiques de cellules mémoires (Badovinac and
Harty, 2006). Alors que les lymphocytes T CD8" expriment des récepteurs pour une large
quantité de cytokines inflammatoires, 1’IFN-y semble étre le principal « suspect » empéchant
la transition rapide du phénotype effecteur au phénotype mémoire. En effet, dans un modele
de souris deficientes pour le récepteur I a I’ IFN-y, un traitement avec des CpG n’a eu aucun

effet sur ’établissement d’une réponse T CD8* mémoire (Pernis et al., 1995).

Une étude récente sortie dans la littérature en 2013 a montré que le microenvironnement dans
lequel évolue un lymphocyte T CD8" influence le type de cellules filles qu’il donnera aprés
I’amplification et la contraction clonales (Plumlee et al., 2013). Ainsi, pendant une infection
par VSV qui génére un milieu pauvre en signaux pro-inflammatoires, la différenciation des
clones de lymphocytes T CD8" effecteurs a été montrée comme convergente vers des
phénotypes de cellules effectrices précurseurs mémoires et de cellules effectrices précoces.
Au contraire, pendant une infection par Lm qui génere un milieu riche en signaux pro-
inflammatoires, une grande majorité des clones cellulaires a été montrée comme ayant acquis

une différenciation vers un phénotype de cellules effectrices de courte durée de vie. Cela
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indique donc que la nature du milieu cytokinique, induit par différentes infections, et d’autres
signaux externes sont des modulateurs de 1’établissement d’un type de réponse mémoire T
CD§".

Collectivement, ces résultats tendent a démontrer que le signal 3 recu par un lymphocyte T
CD8" naif au moment de son activation par une DC et impliquant la sécrétion de cytokines
inflammatoires dans son environnement, pourrait étre a fortes doses un signal contradictoire a
I’établissement d’une mémoire précoce avec des cellules ayant un fort potentiel prolifératif et
réactivables rapidement apres la premicre rencontre avec 1’antigéne. Bien entendu, il ne faut
pas tirer de conclusions hatives en pensant que I’absence de conditions inflammatoires
améliore la génération de cellules mémoires; ce qui mettrait en doute 1’utilité de
I’inflammation dans les méthodes de vaccination actuelles. En effet, 1’activation de
lymphocytes T CD8" en absence totale d’inflammation conduit a 1’établissement d’une

tolérance et/ou d’une délétion clonale (Redmond and Sherman, 2005).

2. Roles des lymphocytes T CD4" auxiliaires

a. Impacts sur la mémoire T CD8" systémique

Bien que ce soit un fait établi dans de nombreux modeles que les lymphocytes T CD4"
auxiliaires sont importants dans la mise en place de la mémoire des cellules T CD8", il existe
pourtant plusieurs études dans la littérature qui apportent des controverses a ce sujet.
Certaines études indiquent que les réponses primaires des lymphocytes T CD8" sont
dépendantes de I’aide fournie par les lymphocytes T CD4" auxiliaires qui conditionnent alors
leur développement en populations mémoires (Novy et al., 2007). D’autres études avancent
plutot ’argument que seules les réponses secondaires ou mémoires des lymphocytes T CD8"
sont dépendantes des lymphocytes T CD4" auxiliaires (Belz et al., 2002; Janssen et al., 2003;
Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 2003). Le timing d’intervention des lymphocytes T
CD4" auxiliaires fait également débat. En effet, des travaux montrent que les lymphocytes T
CD4" auxiliaires sont nécessaires au moment de ’activation des lymphocytes T CD8" pour
leur garantir une amplification efficace lors d’une réponse secondaire, mais inutiles lors de
leur amplification primaire (Janssen et al., 2003; Shedlock and Shen, 2003). D’autres travaux
rapportent que la présence des lymphocytes T CD4" auxiliaires est requise pendant la

maintenance de la phase mémoire (Matloubian et al., 1994; Sun et al., 2004). Certains agents
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infectieux ont été identifiés comme générant une mémoire indépendante des lymphocytes T
CD4" auxiliaires (Marzo et al., 2004; Xu et al., 2004), mais ce mécanisme reste pour le
moment inconnu. Comme dit précédemment, il a été établi qu’une déficience en lymphocytes
T CD4" auxiliaires conduit en la génération d’une population de cellules mémoires
ressemblant aux Tgy et ayant une faible capacité de réponse proliférative face a un nouveau
challenge, voire dans certains cas a 1’expression du récepteur de mort, Trail (tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) (Badovinac et al., 2006; Janssen et al., 2005). Un
mécanisme proposé dans le contexte de I’assistance précoce des lymphocytes T CD4*
auxiliaires soutient que ces derniers aideraient les DCs a activer plus rapidement les
lymphocytes T CD8" naifs en améliorant leur chimiotactisme (Castellino et al., 2006).
Bachmann et al. (Bachmann et al., 2004) montrérent qu’il existe des évidences que les
anticorps de haute affinité, produits par la coopération des lymphocytes B et des lymphocytes
T CD4" auxiliaires, puissent de maniére indirecte aider au développement des lymphocytes T
CD8" mémoires. Ensemble ces deux derniéres études (Bachmann et al., 2004; Castellino et
al., 2006) apportent comme évidence que les lymphocytes T CD4" auxiliaires peuvent
également soutenir la génération de lymphocytes T CD8" mémoires de maniére indirecte.
Enfin il est & noter que les lymphocytes T CD4" auxiliaires jouent également le réle indirect
de pourvoyeurs de signal 3 par I’intermédiaire des DCs en stimulant celles-ci pour qu’elles
déclenchent le développement en cellules effectrices et mémoires des lymphocytes T CD8".
Pour autant ce role des lymphocytes T CD4" auxiliaires peut étre contourné si les DCs sont

directement stimulées par les ligands des TLRs qu’elles expriment a leur surface.

Une étude basée sur une immunisation utilisant une combinaison de poly I:C (acide
polyinosinique:polycytidylique), qui est un agoniste du TLR3, et un anticorps agoniste du
CD40, montra la génération de lymphocytes T CD8" mémoires de maniére totalement
indépendante de la participation des lymphocytes T CD4" auxiliaires (Edwards et al., 2013).
Ces cellules mémoires étaient capables de protéger efficacement contre des challenges
infectieux mais leurs caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques n’étaient en rien
comparables a celles des cellules mémoires générées par d’autres formes d’immunisations
s’appuyant sur la dépendance des lymphocytes T CD8" aux lymphocytes T CD4" auxiliaires
pour leur acquisition du phénotype mémoire. Les auteurs démontrérent que ce type
d’immunisation créait des Tcy protecteurs méme en présence de Blimp-1 (B lymphocyte-

induced maturation protein-1), qui est un facteur de transcription répresseur du promoteur de
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I’IFN-B et est également associé¢ a un phénotype de différenciation terminale et d’épuisement

clonal (Crotty et al., 2010; Rutishauser et al., 2009).

L’aide apportée & la génération de lymphocytes T CD8" mémoires a également été décrite
comme dépendante de 1’expression de la protéine CD40 a la surface des lymphocytes T CD8",
mais pour autant cette génération de cellules mémoires ne nécessitait pas 1’expression de
CD40 par les CPAs (Bourgeois et al., 2002). En effet, des cellules T CD8" déficientes pour
CD40 ne parviennent pas a acquérir une capacité proliférative et une sécrétion cytokinique
accrues, caractéristiques des lymphocytes T mémoires, et ne sont pas en mesure de recevoir

I’aide apportée par les lymphocytes T CD4" auxiliaires.

b. Impacts sur la mémoire T CD8" des tissus périphériques

En ce qui concerne les Tgry, il a été montré que ces cellules mémoires reposaient pour leur
développement sur un ensemble de signaux régulateurs bien définis (Mackay et al., 2013;
Skon et al., 2013). Ces signaux apparaissent d’autant plus singuliers qu’ils sont en lien
directement avec le microenvironnement tissulaire ou résident les Trv. Un des parametres
récemment étudié concerne I’influence des lymphocytes T CD4" auxiliaires sur le
développement des Trm CD8" a la suite d’une infection par le virus de la grippe des voies
respiratoires et notamment du poumon chez la souris (Laidlaw et al., 2014). Dans cette étude,
les lymphocytes T CD8" associés au tissu arboraient un phénotype distinct des autres
populations ayant la capacité de recirculer, a savoir de fortes expressions a leur surface de
CD103, CD69, d’un récepteur aux chimiokines appelé CXCR3, et enfin une expression
réduite de KLRGL1. A la vue de ce phénotype, les auteurs associerent ces caractéristiques aux
Trm CD8" et voulurent connaitre 1’impact des lymphocytes T CD4" auxiliaires dans leur
formation en supprimant ces derniers par des anticorps déplétants. Ils constatérent qu’en
absence de lymphocytes T CD4" auxiliaires les Try CD8' n’étaient plus en mesure
d’exprimer CD103, CXCR3 et CD69, marqueurs essentiels dans leur maintenance et rétention
au sein du tissu et les différenciant des autres populations mémoires. De plus ces Try CD8*
n’avaient plus la capacité d’aller se positionner dans les épithéliums des voies respiratoires
comme dans celui du poumon. Ils en conclurent que pour générer au sein du tissu infecté de
véritables Try CD8" CD103, les lymphocytes T CD4™ auxiliaires étaient indispensables. Les
auteurs allérent plus loin en démontrant que le mécanisme par lequel les lymphocytes T CD4"
auxiliaires régulaient le développement optimal des Try CD8" CD103" reposait sur la
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sécrétion d’IFN-y dans le milieu proche des Trym. Une des hypothéses faite serait que les
lymphocytes T CD4" auxiliaires fourniraient I’aide nécessaire a I’entrée des Try dans le tissu
par leur sécrétion d’IFN-y conditionnant de ce fait le microenvironnement. Un tel mécanisme
a été démontré au niveau de I’établissement des réponses T CD8" de la muqueuse vaginale ou
I’IFN-y sécrété par les lymphocytes T CD4" auxiliaires était a I’origine de 1’induction de
ligands de CXCRS3 présent a la surface des lymphocytes T CD8" effecteurs et leur permettant
d’infiltrer le tissu (Nakanishi et al., 2009). Il est important de souligner que 1’aide apportée
par les lymphocytes T CD4" auxiliaires n’est primordiale qu’a la phase précoce de
développement des Trym CD8™ car ceux-ci une fois établis au niveau du tissu ne requiérent
plus I'influence de cytokines telles que 1I’IFN-y minimisant a ce stade ’impact des cellules T
CD4" auxiliaires. Laidlaw et al. (Laidlaw et al., 2014) montrérent également que les
lymphocytes T CD4" auxiliaires étaient requis pour supprimer ’expression de T-bet et que
cette perte d’expression conditionnait le développement optimal des Try. T-bet pourrait avoir
un role de répresseur d’activation de génes car en tant que facteur de transcription il est connu
pour se lier a des régions régulatrices d’un gene clé dans le développement des Try, le géne
Cd103. De plus, il a été montré que 1’environnement tissulaire et notamment la présence de
TGF-B permettait de supprimer I’expression de T-bet, ce qui corrélait avec une forte
expression de ce facteur de transcription chez les lymphocytes T CD8" ayant un défaut de
localisation en absence d’aide des lymphocytes T CD4" auxiliaires, et une protection moindre

contre une nouvelle infection avec des variants du virus de la grippe.
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La figure ci-dessous reprend I’impact des lymphocytes T CD4" auxiliaires sur une réponse T

CD8" restreinte au tissu pulmonaire.
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Figure 10 : Les lymphocytes T CD4" auxiliaires participent a la formation des Tgy CD8"
du poumon.

Les lymphocytes T CD4" auxiliaires sécrétent de I'IFN-y, lequel conditionne le microenvironnement
tissulaire et oriente la localisation des lymphocytes T CD8" vers les épithéliums des voies respiratoires
ou ils sont sujets a une conversion en Tgry CD8" sous I’influence de cytokines comme le TGF-f. Les
cellules T CD8" assistées des cellules T CD4" expriment en grande quantité CD103, CD69, CXCR3 et
trés peu T-bet (a gauche). En absence de lymphocytes T CD4" auxiliaires, les lymphocytes T CD8"
n’accédent pas aux épithéliums des voies respiratoires. Les cellules T CD8" sans assistance perdent la
capacité d’expression de CD103, CD69 et CXCR3 mais expriment fortement T-bet (a droite). Adapté
de Mackay and Carbone, Immunity, 2014.

L’importance des lymphocytes T CD4" auxiliaires dans le développement des Trm CD8" a
également été démontrée dans une autre étude ou un vecteur HPV était injecté par voie
intravaginale dans des souris (Cuburu et al., 2012). La déplétion quasi-complete des
lymphocytes T CD4" auxiliaires in vivo entraina la perte totale de réponses T CD8"
spécifiqgues de HPV au niveau du tractus génital et de la rate. Néanmoins, quelques
lymphocytes T CD8" spécifiques furent détectés au sein des ganglions inguinaux présentant
majoritairement des caractéristiques phénotypiques les apparentant aux Tcw CD8'. Ces
résultats soulignent comme dans 1’étude précédente que les lymphocytes T CD4" auxiliaires
ont un rdle critique dans I’induction de réponses effectrices et effectrices mémoires T CD8" a
la suite d’une immunisation avec des vecteurs HPV, mais pour autant on apprend ici que leur
présence ne semble qu’en partie requise pour la génération de Tcy CD8" dans les ganglions

inguinaux.
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Enfin, une étude intéressante montra que la nature du tissu infecté pouvait moduler I’influence
des lymphocytes T CD4" auxiliaires sur les lymphocytes T CD8" effecteurs pour leur
développement en cellules mémoires (Jiang et al., 2012). En effet, dans un mod¢le d’infection
de la peau par VV, les auteurs montrérent que les lymphocytes T CD8" spécifiques de VV
étaient capables de proliférer au sein des ganglions lymphatiques drainants méme en absence
totale de lymphocytes T CD4" auxiliaires. De plus, ils observérent que I’accumulation de ces
cellules T CD8" spécifiques au sein de la peau n’était pas altérée malgré le fait que les cellules
T CD4" auxiliaires étaient manquantes. Au contraire, les lymphocytes T CD8" spécifiques se
retrouvérent en plus grande quantité dans une peau de souris ol les lymphocytes T CD4"
auxiliaires avaient été déplétés. En conclusion, I’accumulation des lymphocytes T CD8" au
sein de la peau aprés une infection avec VV n’est pas dépendante de la présence de
lymphocytes T CD4" auxiliaires ; ce qui apporte une nouvelle vision quant & 1’utilité d’une

assistance auxiliaire pour les lymphocytes T CD8" se spécialisant dans la protection cutanée.
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CHAPITRE 2 : La vaccination et le développement de nouvelles

approches immunologiques

La vaccination, et plus particuliérement la capacité a manipuler le systtme immunitaire en
vue de protéger un organisme contre un pathogéne responsable d’une maladie, reste de nos
jours 1’une des plus grandes réussites de la recherche scientifique dans le domaine de la santé
publique (André, 2003). La premiére tentative d’immunisation enregistrée eut lieu au cours du
16°™ siécle quand le concept de variolisation fut mis en place pour prévenir I’apparition de la
variole (Plotkin, SL.; Plotkin, SA. A short history of vaccination. In: Plotkin, SA.; Orenstein,
WA.; Offit, PA., editors. Vaccines. Elsevier Inc; 2008. P. 1-16). Cette méthode reposait sur le
fait d’injecter des pustules de variole provenant d’un patient infecté dans des patients sains.
Ce qui fut remarquable pour cette époque, c’est que ces tentatives d’injection précédaient
toute connaissance au sujet de la microbiologie et de I'immunologie. La découverte capitale
en vaccination fut faite en 1796 quand Jenner utilisa le virus de la variole chez les vaches
comme vaccin contre le virus de la variole humaine. Ce fut trés astucieux de sa part, d’autant
plus qu’il avait pu observer le mécanisme de la meémoire immunologique car des vaches
laitieres ayant été infectées par le virus de la variole bovine furent épargnées par le virus de la

variole humaine.

La vaccination moderne a su démontrer toute son efficacité jusqu’a 1’éradication mondiale du
virus de la variole humaine en 1977 (date du dernier cas recensé en Somalie), éradication
confirmée en 1980 par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) (Breman and Arita, 1980).
Pour autant, la vaccination telle qu’on la connait aujourd’hui ne parvient toujours pas a étre la
réponse ultime face a des maladies infectieuses comme la malaria, le SIDA (syndrome
d’immunodéficience acquise) ou encore la tuberculose. Enfin, le développement de vaccins
dans le but de combattre les cancers et les maladies auto-immunes est devenu un objectif trés
recherché, ce qui constitue pour les années futures de nouvelles approches de recherche et

développement dans le domaine de la vaccination.
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A. Les différents types de vecteurs utilisés en vaccination

Le but de la vaccination est de conditionner le systéme immunitaire adaptatif d’un hote en vue
d’établir une mémoire immunologique robuste (voir Chapitre 1) capable de parer a toute
invasion d’origine infectieuse et de conduire a I’éradication de pathogénes lorsque ceux-ci ont
franchi I’intégrité cellulaire de 1’hdte. Pour pouvoir moduler la mémoire immunologique, il
faut pouvoir introduire au sein de I’hote des agents ou particules infectieux susceptibles d’étre
analysés, meémorisés et reconnus par le systeme immunitaire adaptatif lors de nouvelles

infections de méme nature.

L’une des maniéres les plus aisées de le faire est d’injecter directement 1’agent infectieux
(inactivé, vivant atténué ou vivant recombinant) ou les particules infectieuses (protéines,
fragments d’enveloppe, etc.) dans I’hote par différentes voies d’immunisation ; méthode qui
est couramment utilisée de nos jours en santé humaine dans le cadre de la prophylaxie
primaire. La limite de cette méthode est qu’il est difficile d’anticiper le devenir de I’agent
infectieux et d’estimer les différentes étapes conduisant a I’établissement d’une mémoire
immunitaire protectrice ; ¢’est pour cela que différentes voies d’administration (voir Partie B.)
sont considérées afin de moduler au mieux les réponses immunitaires. De plus, cette méthode
repose surtout, en ce qui concerne les vaccins a base d’agents infectieux inactivés, sur la
génération d’une réponse humorale produisant des clones de lymphocytes B mémoires
capables de sécréter de grandes quantités d’anticorps de haute affinité lors de rencontres

ultérieures avec un pathogeéne similaire de celui ayant initié la réponse primaire.

Une autre méthode consiste a utiliser des outils vaccinaux plus élaborés tels que des vecteurs
permettant une intégration mieux contrélée de I’agent infectieux au sein de 1’hote. Le choix
du vecteur s’avére primordial puisqu’il doit a la fois tenir compte du type de pathogéne, de la
nature du tissu choisi comme site préférentiel d’infection par le pathogéne, mais également de
la nature de la réponse immunitaire adaptative induite (humorale, cellulaire ou les deux)
faisant intervenir différents acteurs de la réponse mémoire. Bien entendu, la pénétration au
sein de I’hote de ce vecteur ne doit pas se faire au détriment de sa santé, et donc par
conséquent, il ne doit pas étre déeclencheur de pathologies ou voire méme létal. De plus, les
réponses immunitaires générées a 1’encontre du vecteur ne doivent pas interférer sur la mise
en place et I’efficacité des réponses immunitaires spécifiques a un pathogene contre lequel on
veut établir une protection (Casimiro et al., 2003; Quirk et al., 2008). En effet, ceci est

souvent soulevé par des problémes liés a la réutilisation d’un vecteur, ou I’utilisation de
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vecteur dans des hotes qui ont déja été exposés au virus tels que les vecteurs pour le virus de
la variole dans des hotes immunisés auparavant. Enfin, la stimulation de I’immunité innée
déclenchée par les vecteurs eux-mémes (Ulmer et al., 2009; Zhu et al., 2007) représente
également un facteur permettant d’accroitre le potentiel des vecteurs vaccinaux. En tenant
compte de tous ces parametres, les techniques avancées de vaccination se sont focalisées sur
’utilisation de tels vecteurs pour transporter les agents infectieux a I’intérieur de I’hote ; et
ainsi elaborer une réponse immunitaire mémoire reposant sur la geénération de cellules
mémoires trés spécifiques et capables de conférer une protection maximale, fondement

essentiel du principe de la vaccination.

I1 est aujourd’hui admis que ce sont majoritairement les réponses immunitaires adaptatives
cellulaires et particulierement les réponses impliquant des CTLs qui sont les meilleures
garantes de la protection contre des infections virales ou des cancers. C’est donc logiquement
que I’élaboration de vaccins vectorisés a pu se développer car ils sont capables de faire
exprimer des antigenes hétérologues qui seront traités par les voies de transformation
d’antigénes indispensables a 1’activation des CTLs qui sont restreints a la reconnaissance de
peptides chargés sur les molécules du CMH de classe | (Liu, 2010). Ce type de stratégie
reposant sur 1’utilisation de vecteurs ne doit pas étre considéré comme étant seulement
restreint a la réponse cellulaire laissant penser que la réponse humorale n’est pas une
composante importante des vaccins vectorisés. En effet, ces vecteurs vaccinaux sont plutdt un
moyen beaucoup plus sOr de générer des réponses cellulaires qui jusqu’ici étaient difficiles a
stimuler sans I’utilisation de vaccin vivant atténué potentiellement dangereux pour I’hote. 1l y
a presque 20 ans, il a été montré qu’il était possible d’introduire directement des protéines
dans la voie de présentation d’antigéne par les molécules du CMH de classe 1, et ce grace a
I’utilisation de certaines particules (Oh et al., 1997) incluant les particules antigéniques de
surface du virus de I’hépatite B (Schirmbeck et al., 1998). Pourtant on sait sans équivoque
qu’il est bien plus réalisable de délivrer un géne codant pour une protéine donnée, source de
I’antigéne, dans des cellules telles que les DCs qui se chargeront d’appréter 1’antigéne sous
forme de peptides qui a terme seront charges sur des molécules du CMH de classe | pour étre
présentés aux lymphocytes T CD8* (Donnelly et al., 1997). De nombreuses techniques furent
utilisées pour tenter de mimer ce mécanisme, la transfection de cellules entre autres, mais
I’utilisation de vecteurs comme outils vaccinaux s’est avérée étre le meilleur compromis en
terme d’efficacité vaccinale générée par les réponses immunitaires mémoires et de risques
pour I’héte (Liu, 2010).
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Le tableau ci-dessous récapitule les différents types de vecteurs utilisés en vaccination en

fonction de leur nature, de leurs avantages et de leurs limites.

Vector Potential Advantages Issues/Concerns
Nudleic Acids
Plasmid DNA Licensed veterinary vaccines Low human potency without heterologous boost
Relativaly generic construction and production Use of delivery device or technology will increase
complexity and cost
Potent prime in animal studies
RNA Considered to have fewer safety requlatory issues than  Instability; likely require formulation and/or delivery
other vectors, e.g., no Integration, no issue of technology
autoimmunity
Fadile production with high purity
Viruses
Poxviruses Licensed veterinary vaccine vector Possible issue of pre-axisting immunity for vaccinia
(smallpox) vaccinees
MVA known clinical safety Probably will need prime, increasing complexity and cost
Reom for large gene insert
Varlous strains available
Adenovirus Historlc oral adenovirus vaccine Pra-existing immunity to certain human strains may not
preclude use as vectors, but results of HIV STEP trial need
to be understood re: safety for high-titered vaccinees
relative to subsequent risk of HIV infection if exposed
Strong immune responses Hurman Ad strains oncogenic in animals
Many strains available
Adeno-associated virus  Apparent efficacy as vector in small gene Disputed risk of integration
therapy tral for eye disease®
Salfety shown in small gene-Rx trials Limited gene insert capacity
Alphaviruses Virus particles or DNA replicons Modest gene capacity
High expression
No risk of integration because RNA particle
can target DCs
Herpes virus Broad tropism including DCs Neurotropism may be safety issue
Possible pre-existing immunity
Measles virus Mucosal delivery possible Possible pre-existing immunity
RNA virus fno integration issue)
Vesicular stomatitis virus  Broad tropism including DCs Neurotropism® may be safety issue
High expression
Bactera
Salmonella/Shigella Oral delivery Concem about heterologous gene If on plasmid
Infect M celis {gut antigen uptake cells) Potential stabilty of antigen gene if on plasmid
BCG Extensive safety of BCG vacdne Bacterial (versus mammalian) posttransiational
modifications
Listeria Efficient mechanisms for CTL induction Concems re: vector virulence in immunocompromised

Figure 11 : Exemples de vecteurs vaccinaux utilisés.
#(Maguire et al., 2008) °(Johnson et al., 2007). D’aprés Liu, Immunity, 2010. Voir annexe 1 également.
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Enfin, s’il existe une autre raison qui doit étre citée comme étant importante et justifiant
I’utilisation de vecteurs en tant qu’outils vaccinaux, c’est leur capacité a délivrer de maniére
ciblée les vaccins. En effet, comme discuté précédemment les vecteurs permettent d’insérer
leur contenu au sein de la machinerie des voies de présentation d’antigéne, mais aussi ils
permettent de focaliser la distribution des antigenes au niveau de tissus et de cellules
particuliers. Pour autant et comme c’est le cas des vecteurs dérivés d’adénovirus qui sont
capables de cibler une large gamme de cellules, cette faculté pourrait étre une limite a leur
utilisation car ils atteignent également des cellules qui ne sont pas des CPAs spécialisées dans
la présentation d’antigéne telles que les hépatocytes (Arnberg, 2009). Des améliorations ont
été apportées aux vecteurs pour qu’ils puissent atteindre des types particuliers de cellules ou
pour qu’au contraire ils s’en ¢loignent ; et ceci en additionnant ou en supprimant des motifs

de ciblage sur les vecteurs (Einfeld et al., 2001).

Bien qu’au niveau du développement clinique de vaccins vectorisés chez I’homme il demeure
une certaine frustration suite a 1’échec de I’utilisation d’un vaccin VIH (Buchbinder et al.,
2008), il n’en reste pas moins que le potentiel des vaccins vectorisés semble énorme
notamment grace aux études précliniques et cliniques menées chez I’animal pour le
développement de vaccins a usage Vvétérinaire (Bergman et al., 2003; Davis et al., 2001;
Kurath, 2005; Liao et al., 2006; Turell et al., 2003).

Illustrant cet intérét grandissant pour 1'utilisation de vecteurs vaccinaux, une étude récente a
démontré qu’un vaccin ADN contre VIH-1 vectorisé dans un plasmide était tres efficace a
générer des réponses humorales et cellulaires s’il était injecté de maniere combinée en
intradermique et en intramusculaire (Mann et al., 2014). Encore plus récemment, Cuburu et
ses collégues ont a leur tour démontré 1’efficacité d’un vaccin ADN contre HSV-2 vectorisé
dans un vecteur HPV dans la génération de Try protecteurs au niveau du tractus génital
femelle (Cuburu et al., 2015).
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B. Les différentes voies d’administration en vaccination

L’introduction d’un vaccin au sein d’un héte peut s’effectuer par différentes voies d’acces.

Selon la localisation et la nature du tissu (ou organe) que 1’on souhaite cibler car étant le site

privilégié d’entrée d’un pathogene ou un site favorable a 1’induction de réponses immunitaires

systémiques robustes, le vaccin peut étre administré par les voies suivantes : intramusculaire,

sous-cutanée, intradermique, transcutanée, orale, intranasale, ou encore intravaginale.

Dans cette partie, il sera essentiellement discuté de deux des voies majoritairement utilisées

en vaccination humaine et qui sont a la base de mon travail de these, a savoir les voies

intramusculaire et intradermique.

La figure ci-dessous donne une vue d’ensemble des différentes techniques d’immunisation

réalisées via la peau en vaccination, ainsi que leurs zones de diffusion.
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Figure 12 : Les différentes voies d’administration en vaccination.
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SC : sous-cutanée, IM : intramusculaire, 1D : intradermique. D’aprés Combadiere and Liard, Human

Vaccines, 2011.
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1. La voie intramusculaire

Pour atteindre le muscle, il faut pouvoir passer sous 1’hypoderme ce qui nécessite I’utilisation
d’une aiguille assez longue. Les seringues utilisées permettent d’injecter de larges volumes de
solution vaccinale (> a 1 mL) (Nicolas and Guy, 2008). Cette voie d’administration cible le
muscle squelettique et les fibres musculaires (myocytes) qui le composent. Elle contribue a
I’attraction des leucocytes qui vont alors infiltrer le muscle sous I’influence de cytokines
inflammatoires sécrétées au niveau du site de I’injection (Marino et al., 2011). De plus,
récemment il a été montré que le muscle pouvait étre aussi un lieu de résidence pour certaines
CPAs qui seraient donc impliquées dans 1’activation de I’immunité adaptative (Langlet et al.,
2012).

a. Identification des cellules présentatrices d’antigene du muscle

Des travaux décrivirent pour I’une des premieres fois la capacité intrinseque des myoblastes
et des myocytes a pouvoir présenter des antigénes, caractéristique qui les apparentait a des
CPAs non professionnelles (Marino et al., 2011). Si de nombreuses études, aussi bien dans
des modeles de souris dystrophiques au muscle naturellement inflammé (Hartigan-O’Connor
et al., 2001), d’inflammation du muscle (Brigitte et al., 2010; Liao et al., 2012; Tateyama et
al., 2011) ou d’injections d’adjuvants (Awate et al., 2014; Calabro et al., 2011), ont pu faire
état du faible nombre de DCs résidentes dans le muscle squelettique, une seule étude a ce jour
c’est proprement attelée a les caractériser chez la souris démontrant des profils bien
particuliers (Langlet et al., 2012). Dans cette étude, les auteurs identifierent les CPAs du
muscle squelettiqgue comme étant des DCs conventionnelles et des Mo-DCs (DC dérivée de
monocyte). lls discriminérent ces deux sous-populations de DCs en fonction de leur
expression de CD64, le récepteur pour les 1gG de haute affinité aussi appelé Fc (fragment
cristallisable) yRI (van der Poel et al., 2011). A I’état basal, ils montrérent que le muscle
squelettique renfermait deux sous-populations de DCs conventionnelles et des Mo-DCs
identifiées comme suit : les DCs interstitielles CD45" CD11c" CMHIIT CD24* CD11b*
CD64, les DCs interstitielles CD45" CD11c" CMHII* CD24™* CD11b Ly6C” CD64" et les
Mo-DCs interstitielles CD45* CD11¢” CMHII" CD24*" CD11b" Ly6C* CD64". En utilisant la
dépendance des monocytes au CCR2 pour leur différenciation (Serbina and Pamer, 2006) et le

fait que les DCs conventionnelles ne sont pas soumises a cette dépendance, Langlet et al. ont
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notamment clairement pu confirmer que les DCs CD24* CD11b* du muscle étaient
composees de Mo-DCs et de DCs conventionnelles. Les auteurs allerent plus loin dans la
caractérisation des DCs conventionnelles du muscle et montrérent que les DCs interstitielles
CD24* CD11b™ arboraient également un phénotype CD207 (langérine)” CD8o.*""* CD172¢r,
et qu’environ la moitié¢ d’entre elles exprimaient CD103. En revanche, les DCs interstitielles
CD11b" CD64" étaient CD1720." mais n’exprimaient pas du tout CD207, CD8a. et CD103. En
tenant compte de ces caractéristiques phénotypiques les DCs interstitielles CD24®" CD11b et
les DCs interstitielles CD11b* CD64" semblent respectivement s’apparenter aux DCs CD8o.*
et aux DCs CD11b" décrites dans la littérature (Guilliams et al., 2010; Heath and Carbone,
2009; Helft et al., 2010).

En résumé grace a cette étude (Langlet et al., 2012), trois types de DCs CD11c” CMHII" ont
pu étre mis en évidence au sein du muscle squelettique : les DCs interstitielles de type
CD8a’, les DCs interstitielles de type CD11b" et les Mo-DCs interstitielles.

b. Capacite d’induction de réponses immunitaires

Comme évoqué précédemment, les myoblastes et les myocytes ont pu étre associés a des
CPAs non professionnelles (Marino et al., 2011). En conditions physiologiques et standard, ni
des fibres musculaires matures ni des myoblastes humains en culture ne sont capables
d’exprimer les molécules du CMH de classe II. Dés lors que les conditions varient et que les
cellules musculaires se retrouvent dans un milieu inflammatoire, elles se mettent a exprimer
les antigenes du CMH de classe Il. Ainsi des études ont rapporté une forte expression des
molécules de HLA (antigene des leucocytes humains)-DR a la surface de fibres musculaires
soumises a une inflammation chronique (polymyosite) (Bartoccioni et al., 1994; Englund et
al., 2001; Wiendl et al., 2005). De plus, il a egalement été montré qu’une stimulation avec de
I’IFN-y seul ou en combinaison avec du TNF-a., induisait les expressions de HLA-DR et plus
tardivement de HLA-DP et HLA-DQ sur des myoblastes humains en culture (Curnow et al.,
1998; Nagaraju et al., 1998). Donc de par ces caractéristiques, les myoblastes humais sont
considérés comme des CPAs non professionnelles capables de participer a I’activation et a la
prolifération des lymphocytes T CD4" (Curnow et al., 2001; Goebels et al., 1992) ; mais
n’ayant pas la capacit¢ d’activer des lymphocytes T naifs comme le feraient des CPA
professionnelles telles que les DCs. En ce qui concerne 1’induction de réponses cytotoxiques a

travers la reconnaissance des molécules du CMH de classe | par les lymphocytes T CD8, il a
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été montré que le muscle squelettique exprime a des niveaux tres faibles les molécules du
CMH de classe | en conditions physiologiques (Daar et al., 1984). En conditions
inflammatoires, les fibres musculaires se mettent a exprimer les molécules du CMH de classe
I. Ceci concorde avec I’observation, sur des coupes histologiques marqueées, de 1’infiltration
de CTLs puis d’une régénération cellulaire avec des fibres musculaires centro-nucléées
(Bender et al., 1995; Dalakas, 1991). Enfin, si I’on considére que la majorité des cellules
transduites lors d’une vaccination par la voie intramusculaire sont des cellules musculaires,
alors celles-ci vont se mettre a produire 1’antigéne qui sera ensuite capturé par des CPAs
professionnelles, recrutées par des cytokines inflammatoires, pour étre présenté via la
présentation croisée d’antigéne sur des molécules du CMH de classe | aux lymphocytes T
CD8" et activer leur capacité cytolytique (Rice et al., 2008).

La capacité de présentation d’antigéne et d’induction de réponses immunitaires fut également
évaluée pour les DCs résidentes du muscle squelettique décrites precédemment (Langlet et al.,
2012). Dans le cadre d’un modéle de vaccination intradermique a 1’aide d’un antigéne
protéique modéle (OVA) couplé a un adjuvant (Alum), Langlet et ses collégues montrérent
que les DCs CD11b* CD64 migratoires étaient les plus efficaces a présenter OVA aux
cellules T CD4*. De maniére intéressante, les trois populations de DCs migratoires
possédaient la méme capacité de présentation croisée d’OVA aux cellules T CD8". Ces
résultats tendent & démontrer donc que les DCs CD11b* CD64" migratoires, capables a la fois
d’induire des réponses impliquant les lymphocytes T CD4" et les lymphocytes T CD8",
semblent faire partie des DCs résidentes du muscle squelettique impliquées dans une grande

majorité des réponses des cellules T suite a une vaccination par voie intramusculaire.

2. La voie intradermique

La vaccination intradermique correspond a la distribution d’un antigéne au niveau de la
couche profonde de la peau, le derme. Pour réaliser cette injection, une seringue munie d’une
micro-aiguille est nécessaire car la réussite de cette vaccination dépend fortement de la
précision de I’injection. En effet, une vaccination intradermique mal réalisée peut s’apparenter
a une vaccination sous-cutanée. La voie d’injection sous-cutanée, ou encore appelée voie de
vaccination hypodermique correspond & une immunisation visant a atteindre le tissu adipeux
entre les couches de la peau et le muscle, I’hypoderme. En plus des cellules adipeuses,

I’hypoderme contient les glandes sudoripares. Le fait que cette zone ne contienne quasiment
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pas de CPAs, contrairement & la peau, ne permet pas une activation efficace du systeme
immunitaire, ce qui est donc un facteur limitant a une induction efficace de 1I’immunité

adaptative.

La vaccination intradermique telle qu’elle est pratiquée aujourd’hui en santé humaine repose
sur la technique développée par le physicien francais Charles Mantoux en 1910 alors qu’il
était en train de développer un test tuberculinique. Techniquement, cela consiste a introduire
une seringue de calibre 26-27 dans la peau avec I’aiguille légérement inclinée a 45°. Cette
technique permet une injection de 100 a 200 ul de solution vaccinale, ce qui est beaucoup
plus faible qu’une injection faite par voie intramusculaire. De plus, la difficulté d’exécution
de cette technique, qui nécessite une bonne formation du praticien, associée a des effets
indésirables tels que des sensations de douleur au point d’injection, ont marginalisé cette

vaccination.

Néanmoins, la peau renferme de nombreuses cellules appartenant au systéme immunitaire et
notamment des DCs spécialisées capables, une fois I’antigene capturé, de déclencher des
réponses immunitaires robustes ; ce qui confere a la voie intradermique un avantage non

négligeable lors du choix de la voie d’administration de vaccins.

a. Identification des cellules présentatrices d’antigéne de la peau

Les populations principales de DCs dans la peau que I’on peut distinguer a la fois chez
I’homme et la souris sont les LCs (cellule de Langerhans épidermique) et les dDCs (DC
dermique). Chez les deux especes, les LCs sont organisées en réseau continu a travers les
kératinocytes épidermiques et peuvent étre identifiées grace a leur expression de la langérine
(CD207), un récepteur de la famille des lectines de type C (Ginhoux et al., 2012; Teunissen et
al., 2012).

Chez la souris, les dDCs sont representées par les DCs résidentes du derme qui sont les DCs
CD103" et les DCs CD11b", et on trouve également a cet endroit des LCs migratoires (Merad
et al., 2008). Les DCs CD11b" négatives pour la langérine constituent la majorité des dDCs
(environ 70 % des DCs) résidentes du derme (Ginhoux et al., 2009). Les DCs CD103"
positives pour la langérine se situent juste en dessous de la jonction entre 1’épiderme et le
derme (Bursch et al., 2007). Outre ces deux populations de dDCs, une troisieme a été
identifiée et elle exprime a la fois le CMH de classe Il et CD11c, mais pas CD11b, CD103 ou
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la langérine (Ginhoux et al., 2009; Henri et al., 2010). A ce jour, le phénotype exact de cette

population de dDCs n’est pas encore bien caractérisé (Ginhoux et al., 2012).

Au niveau de la peau chez ’homme, trois populations de DCs négatives pour la langérine ont
été identifiées : les DCs CD1c", les DCs CD14" et les DCs CD141™" (Haniffa et al., 2009,
2012; Nestle et al., 1993). D’apres les caractéristiques de ces trois populations, il semblerait
que les DCs CD141" s’apparentent aux DCs CD8a/CD103", les DCs CD1c" aux DCs
CD11b", et pour les DCs CD14" les évidences sont moins claires mais elles pourraient étre

proches des monocytes chez la souris (Schlitzer and Ginhoux, 2014).

Enfin, au niveau des parties superficielle et basale de 1’épiderme se trouvent également les
kératinocytes qui peuvent se comporter comme des CPAs non professionnelles. En effet, il a
d’abord ét¢é montré qu’ils pouvaient exprimer les molécules du CMH de classe II a leur
surface lors d’études sur la maladie du greffon contre 1’hote (Nickoloff and Turka, 1994). Puis
faisant suite, des études ultérieures ont également démontré la capacité des kératinocytes a
exprimer les molécules du CMH de classe 1l notamment dans des pathologies de troubles de
la peau caractérisées par une infiltration massive des cellules T (Nickoloff and Turka, 1994).
De plus, il a ét¢ montré que I’IFN-y peut stimuler in vitro ’expression du CMH de classe 11
sur des cultures primaires de kératinocytes humains et sur des lignées cellulaires de

kératinocytes immortalisées (Nickoloff and Turka, 1994).
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La figure ci-dessous reprend les différentes populations de CPAs de la peau, chez la souris,

ainsi que leurs localisations.
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Figure 13 : Phénotypes des cellules présentatrices d’antigéne de la peau chez la souris en

conditions physiologiques.

La peau renferme deux populations principales de DCs positives pour la langérine : les LCs dans

I’épiderme et les DCs langérine” dans le derme. Les LCs migratoires peuvent se retrouver également

dans le derme afin de rejoindre les ganglions lymphatiques via les vaisseaux afférents. Les LCs et les
dDCs langérine” peuvent étre discriminées par leur expression de CD11b, d’EpCAM (epithelial-cell
adhesion molecule) et de CD103. La peau contient également deux types supplémentaires de CPAS :
les dDCs langérine” et les macrophages du derme. Les dDCs langérine™ et les macrophages du derme

sont similaires aux dDCs langérine” et peuvent se retrouver dans d’autres tissus que le derme, alors

que les LCs sont uniquement présentes au sein de 1’épiderme. D’aprés Merad et al., Nature Reviews

Immunology, 2008.
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b. Capacité d’induction de réponses immunitaires

Chez la souris, les DCs CD11b" résidentes du derme ont été identifiées comme étant les
principales instigatrices de 1’induction de réponses immunitaires par les lymphocytes T CD4",
mais pour autant toutes les dDCs sont capables de présenter des antigénes viraux (Bedoui et
al., 2009). Il a également été montré que les DCs CD11b" favorisent la prolifération locale des
lymphocytes T effecteurs et des Tregs (McLachlan et al., 2009). Dans la différenciation en
Th1/Th2 des cellules effectrices, les DCs CD103" sont impliquées dans 1’induction de
réponses de type 1gG2a/c et 1gG2b, alors que les LCs interviennent dans la génération de
réponses humorales basées sur la sécrétion d’IgG1 (Nagao et al., 2009). Une caractéristique
unique des DCs CD103", est qu’elles sont les seules DCs a pouvoir présenter de maniére
croisée un antigéne aux lymphocytes T CD8" en vue de les activer (Bedoui et al., 2009). Par
ailleurs, il a été montré que les dDCs CD207" CD103" étaient aptes a présenter de maniére
croisée des antigénes dérivés de produits d’expression provenant de kératinocytes, et ce

indépendamment de la présence de LCs (Henri et al., 2010).

Chez ’homme, plusieurs études ont souligné la capacité des DCs CD14" a induire une
réponse de type Thl biaisée (Klechevsky et al., 2008, 2009) et a favoriser la sécrétion de
grandes quantités d’immunoglobulines différentes (Caux et al., 1997; Klechevsky et al.,
2008). Les DCs CD141™" ont été caractérisées comme étant capables de présenter
efficacement de maniére croisée des antigénes exogénes aux lymphocytes T CD8"
périphériques (Haniffa et al., 2012).

L’implication des LCs est plus complexe car il leur a été attribué a la fois un role dans le
maintien de la tolérance périphérique au sein d’une peau saine en Yy activant les Tregs
résidents, mais également un réle dans I’induction de I’activation des cellules T suite a une
infection (Seneschal et al., 2012). A noter que leur rdle dans le maintien de la tolérance
périphérique est d’autant plus difficile a analyser a cause des modeles disponibles qui
résultent en une ablation de plusieurs populations de DCs a la fois (langerinDTR (diphtheria
toxin receptor) vs hlangerinDTA (diphtheria toxin fragment A)). Chez 1’homme, dans un
contexte infectieux, les LCs ont démontré in vitro une capacité supérieure a déclencher une
immunité antivirale en activant les lymphocytes T CD8", et a développer des réponses de type
Th17 (lymphocyte T CD4" auxiliaire capable de produire de I’IL-17) (van der Aar et al.,
2011; Klechevsky et al., 2009; Mathers et al., 2009). Ceci est loin d’étre le cas chez la souris

oU au contraire, in vivo, les LCs ne sont pas nécessaires et ce sont les dDCs langérine™ qui
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sont impliquées dans le déclenchement des réponses anti-infectieuses (Henri et al., 2010;
Seneschal et al., 2014). Enfin, une étude a montré que lorsque de la peau humaine ou murine
était injectée par voie intradermique avec un vaccin élaboré a partir d’une particule, la
morphologie des LCs était modifiée et elles se mobilisaient au niveau du derme. Les auteurs
notérent que ce recrutement des LCs a la suite d’une immunisation intradermique était
nécessaire a I’induction des lymphocytes T CD8" spécifiques de 1’antigéne, mais pour autant
pas essentiel a la génération de lymphocytes T CD4" spécifiques et d’anticorps neutralisants
(Liard et al., 2011).

En ce qui concerne les kératinocytes, certains modeéles in vitro et in vivo ont initialement
suggéré qu’ils pourraient étre responsables de I’induction de tolérance ou d’anergie des
cellules T plut6t que de leur activation (Gaspari and Katz, 1991). Néanmoins, il a pu étre
constaté que les kératinocytes peuvent participer a la prolifération, sous 1’influence d’un
superantigéne, des lymphocytes T anergiques, ce qui démontre qu’ils sont aptes a fournir les
signaux nécessaires a la prolifération cellulaire sans toutefois avoir un véritable réle de CPAs
professionnelles (Nickoloff et al., 1993). Une étude intéressante montra que les kératinocytes
pourraient induire des réponses fonctionnelles au sein de populations de lymphocytes T CD4"
et CD8" mémoires spécifiques (Black et al., 2007). En effet, ils pourraient appréter I’antigéne
et le présenter aux lymphocytes T CD4" qui deviennent alors les médiateurs de la production
de cytokines de type Thl et de type Th2. Les auteurs montrérent que les kératinocytes
pourraient également appréter des peptides viraux endogenes ou exogeénes et les présenter
directement ou de maniére croisée aux lymphocytes T CD8" chargés de la production de
cytokines pro-inflammatoires et de la lyse spécifique des cellules cibles, celles-ci étant ici les
kératinocytes eux-mémes. Donc cette étude apporte une nouvelle vision sur les capacités des
kératinocytes qui bien que n’étant pas capables d’activer des cellules T naives comme peuvent
le faire des DCs, peuvent réactiver des cellules mémoires qui pourront initier une réponse
anamnestique. Cette vision du réle des CPAs au sein de la peau en tant que réactivatrices de
cellules mémoires spécifiques est aussi discutée dans une revue récente (Malissen et al.,
2014), ou par exemple des kératinocytes ou des DETCs (dentritic epidermal yo T cell) ont pu
participer a la réactivation de Trm CD8" de 1’épiderme lors d’une réinfection avec HSV-1
(Wakim et al., 2008).
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C. Les vecteurs recombinants dérivés de PAAV

1. Origine et caractéristiques de ’AAYV sauvage

L’AAV (virus adéno-associ€) sauvage a été découvert pour la premiere fois sous forme de
petites particules virales uniformes suite a 1’observation par microscopie électronique d’une
préparation d’un adénovirus simien de type 15 (Atchison et al., 1965). Puis deux ans plus
tard, des AAVs ont pu étre directement isolés au sein d’échantillons humains (Blacklow et al.,
1967). L’AAYV est un virus @ ADN simple brin appartenant a la famille des Parvoviridae et a
la sous-famille des Parvovirinae, et les différents sérotypes d’AAV décrits chez les primates
(Gao et al., 2004) identifient le genre des Dependovirus (Brown, 2010). Comme déja suggéré
par Atchison et ses collégues en 1965, il a été montré que I’AAV ne peut pas enclencher sa
phase de réplication de maniére autonome au sein d’une cellule. En effet, pour que sa
réplication soit efficace cela nécessite la présence d’un virus auxiliaire avec lequel il va co-
infecter une cellule. Les virus les plus fréquemment décrits comme étant auxiliaires de ’AAV
pour sa réplication lors d’infections sont les adénovirus, HSV-1 et 2 et HPV (Buller et al.,
1981; Schlehofer et al., 1986; Thomson et al., 1994; Walz et al., 1997). En absence de virus
auxiliaire, la réplication de I’AAV est trés limitée, I’expression des génes viraux est réprimée.
L’AAV de sérotype 2 (AAV2), premier serotype a avoir été cloné en 1982 (Samulski et al.,
1982), déclenche alors sa propre mise en latence en s’intégrant dans le chromosome 19 au
locus q13.4 appelé AAVS1 (Kay et al., 2000; Kotin et al., 1990), s’établissant ainsi comme
I'unique ADN de mammifére connu capable d’opérer une intégration a un site specifique, on
parle d’intégration site-spécifique. 1l a été montré que 40 & 70 % des intégrations s’effectuent
au niveau d’AAVS1 (Daya and Berns, 2008). Le génome de I’AAV?2 est linéaire, COmMposé
d’un ADN monocaténaire de 4,7 kb (Kkilobases) (Srivastava et al., 1983). Le génome est
caractérise par deux ITRs (répétition terminale inversée) composées de 145 bp (paires de
bases) qui encadrent deux ORFs (cadre de lecture ouvert). Le réle majeur des ITRs est
d’assurer le bon fonctionnement de la réplication de ’ADN de ’AAV ainsi que son
encapsidation. En effet, ’ITR est le point d’origine de la réplication et sert d’amorgage
(« primer ») dans la synthése du second brin d’ADN par I’ADN polymérase. L’ORF gauche
contient le géne Rep qui code pour la synthése de quatre protéines Rep78, Rep68, Rep52 et
Rep40. Rep78 et Rep68 regulent positivement et négativement 1’expression du gene de

I’AAV que ce soit en présence ou en absence de virus auxiliaire, et elles sont indispensables a
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la réplication de I’ADN (Pereira et al., 1997). Rep52 et Rep40 quant a elles sont impliquées
dans I’accumulation d’ADN viral monocaténaire utilisé pour le conditionnement au sein des
capsides d’AAV. D’ailleurs, 1’absence des protéines Rep a été montrée comme conduisant a
une intégration de I’AAV a la fois inefficace et aléatoire. Il est cependant reconnu que les
cellules peuvent étre efficacement transduites avec des vecteurs AAV sans exiger de
processus d’intégration. Ceci est rendu possible par la formation de molécules d’ADN
circulaires concatamériques et monomériques associées a des episomes (Penaud-Budloo et al.,
2008). L’ORF droite contient le géene Cap qui code pour la synthése de trois protéines de la
capside virale VP1, VP2 et VP3. La capside de ’AAV2 comprend soixante protéines de

capside virale arrangées dans une structure icosaédrique.

PR po ,,TA

o5~ Rep78
] § Rep63

e s e
p19: i

Figure 14 : Structure du génome de I’AAV sauvage.

Les séquences des genes Rep et Cap sont encadrées par les ITRs. Rep78 et Rep68 sont produites a
partir de transcrits induits sous le promoteur p5, alors que Rep52 et Rep40 sont produites & partir de
transcrits induits sous le promoteur p19. Rep78 et Rep52 proviennent de transcrits non épissés, alors
que Rep68 et Rep40 dérivent de transcrits épissés. VP1, VP2 et VVP3 sont produites a partir d’un
transcrit induit sous le promoteur p40. L’épissage alternatif de ce transcrit est utilisé pour synthétiser
les trois protéines virales a partir de deux transcrits. Le transcrit non épissé produit VVP1, alors que le
transcrit épissé produit VP2 et VP3. * indique que VP2 est produite en utilisant un codon start ACG
non conventionnel. D’aprés Daya and Berns, Clinical Microbiology Reviews, 2008.
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Le génome de ’AAV est entouré d’une capside qui le protége et lui permet d’entrer dans les
cellules avant d’étre libéré au niveau du noyau. Cette capside et notamment les protéines qui
la composent ont permis de définir de nouveaux sérotypes d’AAV autres que celui de ’AAV?2

historiquement décrit (voir figure ci-dessous).

Figure 15 : Arbre phylogénétique des différents sérotypes d’AAV.

L’élaboration de cet arbre de données phylogénétiques s’est appuyée sur la méthode dite de
« neighbor-joining » qui tient notamment compte des différences de vitesse d’évolution entre les
différentes ramifications de I’arbre phylogénétique. Cette phylogénie a été déduite avec une correction
de Poisson pour les séquences protéiques des protéines de capside VP1 de I’AAV. D’aprés Calcedo et
al., The Journal of Infectious Diseases, 2009.

Un nouveau sérotype est définit lorsque I’AAV et notamment ses protéines de capside ne sont
pas reconnues par des anticorps neutralisants préexistants au sein d’un héte ayant été
préalablement infecté par les sérotypes d’AAV connus ; cela permet de déterminer la
séroprévalence en terme d’anticorps neutralisants anti-AAV pour un sérotype donné. C’est
ainsi que dans des études epidémiologiques, des analyses ont suggeré qu’avec un AAV
recombinant, ne nécessitant pas la présence d’un virus auxiliaire, la séroprévalence était
beaucoup plus faible en Europe, en Australie et aux Etats-Unis avec environ 30 % d’adultes
présentant des anticorps neutralisants contre la capside de ’AAV2, et 10 a 20 % d’adultes
avec des anticorps neutralisants contre les capsides des autres sérotypes humains (Calcedo et
al., 2009; Halbert et al., 2006). Aujourd’hui, outre ces différents sérotypes bien caractérisés
une centaine de variants naturels d’AAV ont été isolés provenant pour la plupart de primates
non humains (Gao et al., 2003, 2004; Mori et al., 2004).
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L’intérét suscité par 1’étude des différents sérotypes s’est trés vite acces sur 1’utilisation des
propriétés des différentes capsides virales en vue de I’utilisation des AAVS en tant que
vecteurs pour effectuer du transfert de genes vers des tissus ou organes cibles (voir Partie 2.).
En effet, il a été démontré que chaque sérotype, définit par ses caractéristiques de protéines de

capside, arbore un tropisme d’infection qui lui est propre (voir figure ci-dessous).

AAV-2  AAV-8 AAV-1 AAV-6 AAV-7 AAV-5 AAV-9

L E T

0 / A\ 4
Skeletal

Liver Lung Heart
muscle

Figure 16 : Représentation des organes préférentiellement ciblés par les différents
sérotypes d’AAV.

Ici sont représentés les sérotypes les plus communément utilisés en tant que vecteurs pour effectuer du
transfert de geénes dans des petits et grands modeles d’animaux ainsi que leurs principaux organes
cibles (cerveau non représenté). D’aprés Arruda and Xiao, Journal of Thrombosis and Haemostasis,
2007. Voir annexe 2 également.

L’AAV2 et ’AAVS ont ét¢ montrés comme particulierement efficaces dans la transduction
des hépatocytes. L’AAV1, ’AAV6 et ’AAV7 semblent étre plus spécifiques des cellules
musculaires, alors que ’AAV9 quant a lui aurait un tropisme qui tendrait a le diriger vers le
cceur (Gao et al., 2006, 2002; Wu et al., 2006). Une étude un peu plus récente a également
démontré que I’AAV9 pourrait grace a sa capside cibler le cerveau, méme constat en ce qui

concerne un sérotype non présenté sur la figure ci-dessus, I’ AAV10 (McCown, 2011).
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% d’homologies entre les différents sérotypes d’AAV

AAV
AAV-1 AAV-2 AAV3 AAVA4 AAV-S AAV-6 AAV-7 AAV-S AAVY

AAV-1 100
AAV-2 83 100
AAV-3 87 88 100
AAV-4 63 60 63 100
AAV-S 58 57 58 53 100
AAV-6 99 83 87 63 58 100
AAV-7 85 82 85 63 58 85 100
AAV-8 84 83 86 63 58 84 88 100
AAV-9 82 82 84 62 57 82 82 85 100

Figure 17 : Homologies entre les séquences en acides aminés des capsides parmi les
sérotypes d’AAV1 a AAVY.

Adapté de Daya and Berns, Clinical Microbiology Reviews, 2008.

En accord avec leur capacité intrinséque a cibler de maniére plus ou moins spécifique certains
tissus, on peut noter qu’il existe des différences entre la plupart des sérotypes au niveau de
leur séquence en acides aminés (voir figure ci-dessus). Toutefois, on peut noter qu’il existe
une trés forte homologie entre ’AAV1 et ’AAV6 décrits précédemment tous les deux

comme ayant un tropisme prononcé pour la transduction des cellules musculaires.

Maintenant que 1’on connait mieux 1’organisation structurelle de I’AAV sauvage, il devient
intéressant d’en apprendre un peu plus sur son cycle de vie et ses modalités. Une fois
I’infection réalisée, il existe deux phases du cycle de I’AAV : une phase lytique et une phase
lysogénique. En présence d’un virus auxiliaire (adénovirus ou HSV), c’est la phase lytique
qui est activée. Au cours de cette période, I’AAV subit une phase d’infection productive
caractérisee par la replication de son génome, I’expression des genes viraux et la synthése de
virions. Dans le cas d’une co-infection avec HSV, ce dernier aide I’AAV dans I’expression de
ses geénes en fournissant I’ADN polymérase virale et ’hélicase qui lui sont par ailleurs aussi
indispensables pour assurer les fonctions précoces nécessaires a sa propre transcription. En
absence de virus auxiliaire et comme dit précédemment, la réplication de I’AAV est faible
sans possibilité d’expression des geénes viraux ; ceci met en avant une des caractéristiques de
I’AAV qui concerne sa capacité a s’intégrer de maniére spécifique et a établir une infection
latente (voir figure ci-dessous). Il a été montré que pour infecter des cellules cibles, ’AAV2
utilise les récepteurs cellulaires des protéoglycanes a héparane sulfate qui constituent ainsi un
premier site d’ancrage cellulaire (Summerford and Samulski, 1998). Cette liaison, qui

augmente souvent de fagon considérable I’infectiosité, permet de concentrer les particules
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virales au voisinage des récepteurs et corécepteurs tels que les intégrines ow/fs (Summerford
et al., 1999), le récepteur 1 au facteur de croissance des fibroblastes (Qing et al., 1999), le
récepteur au facteur de croissance des hépatocytes (Kashiwakura et al., 2005), I’intégrine
asB1 (Asokan et al., 2006), le récepteur des laminines (Akache et al., 2006), utilisés pour
I’internalisation du virus dans les cellules. L’endocytose de ’AAV2 se ferait de manicre
clathrine-dépendante car il a été montré que dans des cellules déficientes en dynamine la
capacité d’infection était fortement entravée (Duan et al., 1999). Par contre, la maniére dont
I’AAV pénetre dans le noyau aprés avoir échappé aux vésicules d’endocytose et aux
endosomes n’est pour le moment pas bien connue et suscite de nombreuses recherches. La
petite taille de ’AAV pourrait faire penser qu’en théorie il utiliserait le complexe de pores
nucléaires pour rentrer dans le noyau, mais il y a presque 15 ans une étude pionniére dans ce

domaine suggéra que son entrée serait indépendante de ce mécanisme (Hansen et al., 2001).

Cycle de vie de ’AAV  Infection —f————
: par TAAV
Chr19
integration

Co-intfection par un
virus auxiliaire

[—=
[——=ii
——=i

Réplication de . @ . Infection
s @I . par un virus
¢® @ v auxiliaire
D D ¢ &'
I Il= % I « Emballage » et . @'e (5 « Sauvetage » de I’”AAV
libération des virus N @ intégre et réplication

Figure 18 : Cycle de vie du virus AAV.

Avec la présence de ’adénovirus comme virus auxiliaire, ’AAV co-infecte la cellule puis réplique
son génome, active I’expression de ses génes viraux et la production des virions. En absence de
I’adénovirus, ’AAV s’établit de maniére latente en s’intégrant & un locus spécifique (AAVSL) du
chromosome 19. Ce génome de I’AAV latent peut étre « sauve » et se répliquer dés une superinfection
par un adénovirus. Adapté de Daya and Berns, Clinical Microbiology Reviews, 2008.
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A T’heure actuelle, il ne semble pas y avoir d’évidence de la pathogénicité d’une infection par
I’AAV sauvage méme lorsqu’il demeure a 1’état latent dans le génome (Flotte and Berns,
2005; Henckaerts and Linden, 2010).

Gréace aux nombreuses caractéristiques de I’AAYV, son absence d’effets déléteres chez 1’hote,
sa capacité a transduire des cellules ne se divisant pas (Podsakoff et al., 1994) et son potentiel
a exprimer a long terme les transgéenes vehiculés (Okada et al., 2002) ; la perspective de
I’utiliser comme vecteur dans le transfert de genes a des fins thérapeutiques a donc
naturellement suscité un vif intérét au sein de la communauté scientifique impliquée dans la

recherche biomédicale.

2. Caractéristiques des vecteurs AAV recombinants

a. Le vecteur

Les vecteurs AAV recombinants sont construits en remplacant les génes Rep et Cap par la
séquence du transgeéne d’intérét que 1’on veut faire exprimer sous un promoteur spécifique
tout en conservant les séquences ITRs de I’AAV2 sauvage (Samulski et al., 1989) (voir figure
ci-dessous). Comme mentionné précédemment, la perte du gene Rep va conduire a une perte
de I’efficacité de I’intégration du vecteur AAV recombinant, intégration qui devient alors rare

et aléatoire et ou le transgéne inséré va majoritairement persister sous forme d’épisome.

ps P 19 p40
r polyA
AAV2 sauvage
ITR2 ITR2
4,7 kb
promoteur polyA
AAV recombinant Transgene ]—D—I
ITR2 ITR2
4,7 kb

Figure 19 : Modélisation de la structure du génome d’un vecteur AAV recombinant.
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Dans un souci de toujours vouloir améliorer les outils & leur disposition pour en faire de
puissants « alliés » thérapeutiques, les chercheurs ont donc essayé de faire de méme avec les
vecteurs AAV recombinants en ayant recourt au génie génétique. En effet, une des
caractéristiques du vecteur AAV recombinant est que la cassette d’expression du transgene
que I’on souhaite insérer ne peut excéder 4,7 kb, ce qui pour beaucoup de geénes est
relativement faible surtout dans un contexte ou le vecteur AAV recombinant doit véhiculer
des transgenes en vue de réparer des genes déficients souvent de haut poids moléculaire tels
que la dystrophine par exemple. De plus, le génome au sein du vecteur AAV recombinant est
compos¢ d’un ADN monocaténaire ce qui ralenti fortement I’expression du transgene car il
doit d’abord passer par une phase de synthése d’un second brin complémentaire. Tenant
compte de ces limites, de nouvelles technologies axées sur les vecteurs AAV recombinants
ont été développées afin d’une part d’accroitre leur capacité génomique et d’autre part

d’améliorer leur expression génique.

Tout d’abord, pour augmenter la taille des transgenes insérés dans les vecteurs AAV
recombinants la technique du trans-épissage (« trans-splicing ») a été développée (Yan et al.,
2000). Cette technique repose sur la capacité intrinséque de I’AAV a former des concatémeres
en «téte a queue » via des recombinaisons entre les ITRs de deux vecteurs AAV
recombinants indépendants (Duan et al., 2001). Techniquement, la cassette d’expression du
transgéne est séparée en deux avec chaque vecteur AAV recombinant possédant une partie du
génome et contenant pour 1’un un site donneur et pour 1’autre un site accepteur pouvant étre
épissés. Une fois la recombinaison opérée entre les deux ITRs des deux AAV recombinants,
la transcription compléte du gene peut avoir lieu, et I’épissage de I’ARN (acide ribonucléique)
messager transcrit contenant les deux sites donneur/accepteur encadrant les deux ITRs

conduit a la traduction compléte de la protéine d’intérét (voir figure ci-dessous).
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Figure 20 : Technique du trans-épissage.

SD : site donneur, SA : site accepteur. Adapté de Daya and Berns, Clinical Microbiology Reviews,
2008.

Cette modulation de la taille du transgéne inséré dans le vecteur AAV recombinant devient
notamment intéressante lorsqu’il s’agit de véhiculer des genes thérapeutiques pouvant
atteindre jusqu’a 9 kb. La technique du trans-épissage fut utilisée avec succes dans des tests
d’expression de géne au sein de la rétine (Reich et al., 2003) et du muscle (Ghosh et al.,
2006) ; puis de maniére plus concréte dans des essais de thérapie génique du poumon (Liu et
al., 2005b) et du muscle (Lai et al., 2005). D’une maniére générale, 1’estimation de ’efficacité
des vecteurs véhiculant un transgéne issu de la technique du trans-épissage a néanmoins
démontré qu’ils étaient mois efficaces que les vecteurs AAV recombinants classiques (Daya

and Berns, 2008).

En paralléle, et pour améliorer 1I’expression génique de ces vecteurs AAV recombinants, des
vecteurs AAV « self-complementary », dont la séquence ADN présente la capacité de se
replier sur elle-méme pour former automatiquement un double brin d’ADN prét a étre
transcrit immédiatement (voir figure ci-dessous), ont été développés afin de s’affranchir de
I’étape de synthése d’un second brin d’ADN complémentaire normalement nécessaire

(McCarty et al., 2001). L’intérét d’un tel vecteur est bien entendu de pouvoir raccourcir le
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temps de latence di a la synthése d’un second brin d’ADN avant I’expression du transgéne au
sein de la cellule et donc d’améliorer ’efficacité du vecteur. Cependant, 1’utilisation de tels
vecteurs comporte un inconvenient et non des moindres a savoir que la taille maximale du
transgene inseré ne peut excéder 3,3 kb (Wu et al., 2007). Néanmoins, il faut noter une
caractéristique intéressante de ce type de vecteur a savoir que la transduction des cellules a été
montrée comme étant accélérée avec I’utilisation des vecteurs AAV « self-complementary »
que ce soit lors d’expériences réalisées in vitro ou in vivo (Fu et al., 2003; McCarty et al.,
2001, 2003; Wang et al., 2003; Yang et al., 2002).

AAV recombinant AAV “self-complementary”
simple brin (4,7 kbh) ou double brin (2,3 kb)
Génome vectorisé 1= 4

(3 25 ol
@@ < (2 94
@8~ 3

=5

Conversion du génome

Transgéne %ED%
(noyau de la cellule cible) Hybridation intermoléculaire %{Tﬁ:ﬁ

Hybridation
intramoléculaire
\ Synthése du second brin /
Expression Expression
retardee et inefficace immeédiate et efficace

Figure 21: Mécanismes de transduction cellulaire opérés par un vecteur AAV
recombinant classique et un vecteur AAV « self-complementary ».

Adapté d’Okada, Biochemistry, Genetics and Molecular Biology, 2013.
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b. La capside

Dans le cadre de I’amélioration des vecteurs AAV recombinants, de nouveaux types de
capsides ont été congus en vue d’apporter une meilleure modulation du tropisme de chaque
vecteur mais également une meilleure transduction cellulaire. En effet comme vu
précédemment, la capside et plus particulierement les protéines qui la composent définissent
différents sérotypes d’AAV ayant un tropisme tissulaire préférentiel. L’une des techniques
utilisées pour modifier le tropisme intrinséque d’un vecteur AAV recombinant est d’associer
la séquence d’un transgeéne encadrée par les ITRs de ’AAV2 a une capside provenant d’un
autre sérotype que I’AAV2. Ainsi ce vecteur recombinant tout en gardant les caractéristiques
génomiques originelles développées sur la base de I’AAV2, en vertu du maintien des ITRs,
sera en mesure de cibler des tissus différents de ceux définis par le tropisme de ’AAV2 lui-
méme. Ce type de vecteur AAV recombinant est appelé pseudotypé et sa nomenclature est
définie comme suit : vecteur AAV2/X recombinant dérivé de I’AAV2 pour la conservation
des ITRs et associé a la capside de ’AAVX.

D’autres techniques quant a elles permettent de modifier la structure de la capside elle-méme,
c’est le cas pour les vecteurs AAV recombinants formés de capsides mosaiques. Ces capsides
sont composées d’une association de sous-unités de protéines de capsides provenant de
différents sérotypes (Wu et al., 2006). La fabrication de telles capsides est rendue possible en
transfectant un mix de plasmides auxiliaires de I’AAV codant pour différents genes Cap en
méme temps que le plasmide codant pour le transgéne d’intérét flanqué des deux ITRs et un
plasmide apportant les fonctions adénovirales auxiliaires (ou un adénovirus), dans des cellules
compétentes a la réplication de I’AAV (Ferrari et al., 1997; Grimm and Kleinschmidt, 1999).
Toutefois, la proportion des différentes protéines impliquées dans la formation de la capside
mosaique est rarement homogéne ce qui tend a favoriser la participation d’un sérotype par
rapport a un autre dans 1’élaboration du vecteur recombinant final (Blning et al., 2008). Pour
autant, grace a cette technique de combinaison des protéines de capsides des différents
sérotypes, les vecteurs recombinants produits acquiérent les caractéristiques des sérotypes
parentaux respectifs leur permettant de cumuler les tropismes tissulaires associés. A titre
d’exemple, des vecteurs recombinants possédant des capsides mosaiques issues de la
combinaison des protéines de capside de ’AAV1 et de ’AAV2 sont capables de transduire
efficacement des cellules musculaires mais également des cellules hépatiques tout comme le
feraient de maniere indépendante un vecteur AAV1 et un vecteur AAV2 recombinants

(Hauck et al., 2003). Quant aux mécanismes liés a leur infection dont dépendent les vecteurs
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AAV recombinants pour pénétrer dans une cellule, les vecteurs recombinants avec des
capsides mosaiques sont capables de se lier a différents motifs d’adhésion cellulaire. C’est
ainsi que des vecteurs recombinants possédant des capsides mosaiques issues de la
combinaison des protéines de capside de ’AAV3 et de I’AAVS5 sont capables de se lier a la
fois a des récepteurs a héparane sulfate (propriété de ’AAV3) et & mucine (propriété de

I’AAVS5) (Rabinowitz et al., 2004).

Une autre maniére de modifier la structure de la capside du vecteur recombinant est de
permuter les domaines des protéines de la capside d’un sérotype avec ceux d’un autre, cette
technique caractérise les vecteurs AAV recombinants formés de capsides chimeériques (Wu et
al., 2006). Techniquement, ce type de capside est généré en co-transfectant le génome de
I’AAV2 portant une mutation non fonctionnelle du géne Cap avec des plasmides codant pour
les séquences Cap sauvages d’un autre sérotype, dans des cellules compétentes a supporter la
réplication de I’AAV (Bowles et al., 2003). Par exemple, il a été montré qu’il est possible de
remplacer une sequence bien spécifique d’acides aminés (en position 350-430) de ’AAV2 par
une séquence homologue de I’AAV1 (en position 213-423) (Hauck et al., 2006). Cette
approche démontra une capacité accrue de ce vecteur a transduire les cellules musculaires,
mais sa reconnaissance par les anticorps anti-capside de I’AAV2 (anticorps A20) et les
anticorps neutralisants anti-AAV2, fut moins efficace. De plus, une étude a montré que
I’utilisation de vecteurs recombinants a capside chimérique permet d’en apprendre davantage
sur les mecanismes biologiques liés a I’infection par I’AAV (Grieger et al., 2006). Du point
de vue clinique, la permutation d’un domaine de capside de cinq acides aminés entre ’AAV1
et ’AAV2 a permis de produire un vecteur recombinant ayant un tropisme dirigé vers les
muscles (Wu et al., 2006), vecteur utilisé pour le traitement de la dystrophie musculaire de
Duchenne. De la méme maniere, Wu et ses collegues décrivirent un autre variant de vecteur

AAYV ayant un tropisme pour le cceur chez la souris.

Une derniére technique utilisée dans la modification des capsides virales des vecteurs AAV
recombinants consiste a insérer au sein des protéines de capside des ligands permettant un
adressage spécifique de la capside vers un récepteur cellulaire particulier différent de celui
pour lequel la capside de I’AAV posséde un tropisme intrinséque. De la méme maniére que
pour la permutation operée dans les capsides chimériques, il est nécessaire que le domaine
d’insertion du ligand pour le récepteur cellulaire naturel de ’AAV soit totalement supprimé
afin que le nouveau ligand puisse recibler la capside vers son nouveau récepteur cellulaire
(Bartel et al., 2011; Bining et al., 2008, 2011; Muzyczka and Warrington, 2005; Wu et al.,
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2006). Cette particularité caractérise les vecteurs AAV recombinants formés de capsides
reciblées, on parle également d’« AAV targeting vector ». Une telle technique permet la
transduction de types cellulaires qui sont normalement réfractaires a une infection par des
vecteurs AAV recombinants classiques. Il existe deux stratégies conduisant a 1’¢laboration de
ce type de vecteur a capside reciblée : un ciblage indirect (non génétique) et un ciblage direct
(génétique). Le ciblage indirect repose sur I’utilisation d’une molécule qui sert de « pont »
entre la capside virale et le récepteur cellulaire cible. La démonstration d’un tel procédé a pu
étre faite par Bartlett et ses collegues (Bartlett et al., 1999) lorsqu’ils créérent une liaison avec
un anticorps bispécifique entre la capside d’un vecteur AAV2 recombinant et le fibrinogéne,
constituant de la matrice extracellulaire, dans des lignées cellulaires normalement non
transduites par ce type de vecteur. Les auteurs montrerent ainsi que I’efficacité de
transduction était alors augmentée de 70 fois par rapport au bruit de fond établi. Une autre
étude montra qu’on pouvait également lier la capside d’'un AAV?2 au facteur de croissance de
I’épiderme ou a celui des fibroblastes grace a un complexe formé entre I’avidine et la biotine
(Ponnazhagan et al., 2002). L’approche par le ciblage direct comme mentionné au début de ce
paragraphe repose sur I’insertion génétique d’un ligand sous forme de peptide au sein du
domaine des protéines de la capside virale spécifique a ’adressage cellulaire. Un exemple de
cette approche consista a fusionner un anticorps a chaine unique avec la partie N-terminale de
la protéine de capside VP2 en vue de rediriger le vecteur AAV vers des cellules CD34" (Yang
et al., 1998). Cette étude révéla que les vecteurs AAV issus de cette production présentaient
des titres de génome viral faibles. Au contraire, il a été montré que la fusion de peptides
codant pour la GFP a la partie N-terminale de VP2 augmentait le rendement en génome viral
de la production de tels vecteurs utilisés ensuite pour la visualisation des mécanismes
d’infection cellulaire par ’AAV (Lux et al., 2005; Warrington et al., 2004). Ces différences
en termes de titres infectieux pourraient étre expliquées par les différentes techniques de
production et de purification des vecteurs AAV recombinants ou certains protocoles étaient
basés sur I’inactivation des virus auxiliaires restants par la chaleur, alors que d’autres
s’appuyaient sur des productions complétement indépendantes de virus auxiliaires (Biining et
al., 2008; Xiao et al., 1998).
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Figure 22: Modéles de modifications apportées aux capsides des vecteurs AAV
recombinants.

Adapté de Buning et al., The Journal of Gene Medicine, 2008.

3. Induction de réponses immunitaires

Toutes les caractéristiques précédemment décrites au sujet du vecteur AAV recombinant ont
naturellement permis de le positionner comme un outil phare pour la vectorisation de
transgeénes a but thérapeutique ou, plus récemment, vaccinal. Ainsi, le développement de la
thérapie génique visant a réparer des génes déficients responsables de pathologies sévéres
s’est accompagné d’un intérét grandissant pour I’utilisation des vecteurs AAV recombinants.
En effet, un vecteur qui ne presente aucune pathogénicité intrinseque, qui réside sous forme
d’épisome dans des sites spécifiques bien identifiés d’intégration de I’ADN de la cellule hote,
et qui peut bénéficier de plusieurs modulations de son contenu et de son tropisme, représente
un «candidat » idéal. Bien entendu pour que le transfert du transgéne jusqu’a sa cible
s’effectue dans les meilleures conditions et que celui-ci s’installe de maniére prolongée, le
vecteur AAV recombinant doit passer le plus inapercu possible au travers du maillage resserré
du systéme immunitaire et de ses «brigades » cellulaires. Ainsi certaines limitations a

I’utilisation des vecteurs AAV recombinants en thérapie génique, et notamment celles qui

85



concernent la génération de réponses immunitaires dirigées contre ces vecteurs, ont trés vite

émergé.

a. L’immunité innée

Parmi les différents PRRs impliqués dans le déclenchement de I’immunité innée a la suite de
la reconnaissance de PAMPSs, ce sont principalement deux TLRs, TLR2 et TLR9, qui ont été
décrits comme capables de reconnaitre les vecteurs AAV. Le TLR2 a été identifié comme le
récepteur pour la capside virale dans des études sur les réponses immunitaires de cellules
autonomes provenant de cellules primaires de foie humain et de cellules endothéliales
activées (Hosel et al., 2012). Le TLR9 quant a lui a été montré comme détecteur du génome
du vecteur AAV2 au niveau des endosomes de DCs plasmacytoides murines et humaines
activées in vitro. Cette liaison TLR9-génome de I’AAV2 déclencha la sécrétion d’IFN de type
| par les DCs plasmacytoides (Zhu et al., 2009). Les auteurs allerent plus loin et démontrerent
que cette sécrétion d’IFN de type I résultait non seulement de la présence du TLR9 mais était
également dépendante de la voie de signalisation impliquant I’adaptateur MyD88 (myeloid
differentiation primary response 88). De plus, Zhu et al. montrérent que I’activation de la voie
de signalisation TLR9-MyD88 par I’AAV était indépendante de la nature du transgéne inséré
ainsi que du sérotype d’AAV. Etant donné que le TLR9 a la capacité de reconnaitre des
motifs CpG, le vecteur AAV recombinant une fois endocyté serait, par 1’intermédiaire du
trafic intracellulaire et des différentes variations de pH (potentiel hydrogéne) des
compartiments cellulaires, décapsidé et son génome présenterait des motifs CpG aux TLR9
présents au sein des endosomes (Rogers et al., 2011). De maniére intéressante, une étude
basée sur le transfert de gene au sein des cellules hépatiques a montré que 1’utilisation d’un
génome provenant d’un vecteur AAV «self-complementary » et stimulant le TLR9,
conduisait a une sécrétion accrue d’IFN de type I comparée au génome dérivé d’un vecteur
AAV simple brin; ce qui participe & un renforcement des réponses de I’immunité innée

contre les vecteurs AAV recombinants « self-complementary » (Martino et al., 2011).

Les capsides des vecteurs AAV recombinants ont également été montrées comme
interagissant avec les molécules du complément, interactions participant a 1’¢laboration des
réponses immunitaires innées contre les vecteurs AAV (Zaiss et al., 2008). En effet, le
fragment issu de I’opsonisation de la protéine C3 du complément, iC3b, a été retrouvé lié a la
capside de I’AAV suite a des expériences d’immunoprécipitation menees in vitro, et cette

liaison a permis d’accroitre le potentiel des macrophages a phagocyter le vecteur AAV au
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niveau de sa capside et a activer leurs genes d’expression de cytokines pro-inflammatoires via

la voie NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).

Enfin, la voie d’acheminement du vecteur semble étre un paramétre important dans la
reconnaissance de I’AAV par I’'immunité innée. En effet, il a été montré que I’activation de la
voie de signalisation TLR9-MyD88 conduisant a la sécrétion d’IFN de type I permettait de
déclencher des réponses immunitaires adaptatives humorales et cellulaires contre la capside
de ’AAV mais également contre le produit du transgéne, lorsque le vecteur AAV
recombinant avait été injecté par voie intramusculaire (Zhu et al., 2009). Inversement, apres
une injection de vecteur AAV dans la veine de la queue par voie intraveineuse, aucune
induction de réponses humorales n’a pu étre détectée que ce soit par I’intermédiaire de TLR2,
TLR9 ou méme de la sécrétion d’IFN de type I ; seule la présence de MyD88 était requise
pour la génération d’anticorps spécifiques de classe 1gG contre I’AAV (Sudres et al., 2012).

b. L’immunité adaptative

L’immunité adaptative se trouve également sollicitée dés lors qu’un hote est exposé au
vecteur AAV recombinant. Ses deux composantes, la réponse humorale et la réponse
cellulaire, participent & 1’élimination des cellules transduites et a I’établissement dans la durée
d’une mémoire basée sur la génération d’anticorps neutralisants et de lymphocytes T CD8"
mémoires spécifiques de la capside, mais aussi du transgene véhiculé. C’est cette derniére qui
est tout particulicrement exploitée dans le cadre de ’utilisation vaccinale des vecteurs AAV

recombinants.

i. Les réponses humorales contre la capside

Comme souligné précédemment, la prévalence chez I’homme des anticorps neutralisants
contre la capside de I’AAV est variable selon le sérotype et également la région géographique
(Calcedo et al., 2009), avec une prévalence globale allant jusqu’a environ 60 % chez la
population saine (Mingozzi and Biining, 2015). De fagon intéressante, les sérotypes AAV4 et
AAVrh32.33 qui sont tres proches phylogénétiquement affichent la séroprévalence en
anticorps neutralisants la plus faible avec moins de 2 % de personnes détectées positives pour
ces deux sérotypes a travers le monde (Calcedo et al., 2009). Cet avantage en faibles réponses

humorales préexistantes placa le sérotype AAVrh32.33 comme un «candidat» tres
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prometteur pour la vectorisation de transgénes dans des expériences de thérapie génique.
Cependant, des études montrérent qu’il était aussi la source de réponses cellulaires fortes
contre le produit du transgéne qu’il véhiculait, réponses a hauteur de celles générées par un
adénovirus, et donc ne permettant pas le maintien de 1’expression du transgeéne sur le long
terme (Mays et al., 2009). Outre les anticorps neutralisants, les anticorps de capture jouent
¢galement un role important dans I’utilisation des vecteurs AAV pour des applications
cliniques. L’opsonisation des particules d’AAV par les anticorps non neutralisants conduit a
leur phagocytose par les DCs et les macrophages grace aux récepteurs Fc qu’ils possédent a
leur surface et dont les signaux d’internalisation activent la génération de réponses
inflammatoires. On estime que les fréquences d’anticorps de capture contre ’AAV1 et
I’AAV2 chez I’homme sont d’environ 70 %, contre I’ AAV6 et ’AAV9 de 45 % et de 38 %
contre I’AAV8 (Boutin et al., 2010). La présence de ces deux types d’anticorps a poussé les
chercheurs a tenter de les associer en essayant d’établir une mesure indirecte de la quantité
d’anticorps neutralisants en fonction de la quantité d’anticorps de capture détectés (Hurlbut et
al., 2010; Wang et al., 2011). Suite a ces études, une corrélation a pu étre établie entre ces
deux types d’anticorps, mais pour autant dans presque 20 % des échantillons présentant de
forts taux d’anticorps de capture il n’a quasiment pas été possible de détecter des anticorps
neutralisants. Une notion importante a souligner dans 1’¢tablissement des réponses
immunitaires adaptatives notamment humorales, est la capacité de réaction croisée des
anticorps générés contre un sérotype d’AAV particulier. En effet, les anticorps spécifiques
issus d’une premiére immunisation avec un vecteur AAV recombinant peuvent également
reconnaitre de maniére plus ou moins efficace les autres sérotypes d’AAV injectés lors
d’immunisations ultérieures. Ainsi, cette capacité de réaction croisée a pu étre mise en
évidence chez la plupart des sujets possédant des anticorps (neutralisants et/ou de capture)
spécifiques des sérotypes AAV7, AAVS8 et AAV9 qui sont capables également de reconnaitre
le serotype AAV2. Pour autant, la réciproque ne s’avéra pas vraie car peu de sujets ayant des
anticorps (neutralisants et/ou de capture) spécifiques de ’AAV2 eurent ces mémes anticorps
capables de réagir contre les sérotypes AAV7, AAV8 et AAV9 (Boutin et al., 2010; Calcedo
et al., 2009). Un essai clinique de phase 2 utilisant un vecteur AAV1 recombinant exprimant
I’al-antitrypsine montra que les sujets impliqués développerent des anticorps neutralisants
spécifiques de ’AAV1 avec une capacité de réaction croisée quasiment nulle envers les
sérotypes AAV2, AAVT et AAVS8 (Flotte et al., 2011). Une des explications potentielles,
serait la présence dans le sérum d’anticorps neutralisants dirigés contre un large spectre

d’antigénes homologues dii a I’exposition naturelle de I’homme aux infections par les AAVSs.
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En effet, des sujets avec des taux trés faibles d’anticorps neutralisants préexistants contre les
sérotypes AAV1, AAV2, AAV7 et AAV8 montrérent dans ce cas une capacité accrue de
réaction croisée des anticorps neutralisants générés lors de I’injection de I’AAV1 contre les
sérotypes AAV2, AAV7 et AAVB. L’AAV2 étant le sérotype le plus répandu dans la
population humaine avec le plus fort taux d’anticorps neutralisants (Calcedo et al., 2011), cela
suggeére qu’il est aussi celui par lequel I’infection naturelle est la plus courante, et donc la
capacité de réaction croisée des anticorps qui lui sont spécifiques sera d’autant plus

importante si le sérotype d’infection est proche de ’AAV2.

ii. Les réponses cellulaires contre la capside

De maniére intéressante, des études chez ’homme ont montré que chez des sujets ayant subi
une splénectomie, 2/3 des adultes de plus de 25 ans possédaient des lymphocytes T CD8"
capables de produire de I’IFN-y lorsqu’on les restimulait avec des peptides de la capside de
I’AAV2. Au contraire, chez des sujets 4gés de moins de 5 ans, peu d’entre eux montrérent une
telle réactivité des lymphocytes T pour la capside de ’AAV2 (Hui et al., Mol Ther ASGCT
Annu Meet Abstr, 2012). Ceci suggére donc une acquisition de la séroprévalence en AAV
assez tot dans la vie entre le stade de I’enfance et celui de jeune adulte lors d’expositions
naturelles. Il faut tout d’abord noter que du fait du fort degré de conservation de la séquence
en acides aminés de la capside de I’AAV (Gao et al., 2002), les cellules T affichent une forte
capacité de reaction croisée de leurs réponses contre la plupart des sérotypes (Mingozzi et al.,
2007). De plus, il semblerait qu’il n’existe pas de synergie d’action entre les réponses B et T
contre ’AAV car des sujets présentant une sérologie positive aux anticorps anti-AAV
n’affichaient pas de réactivité des lymphocytes T envers la capside, et vice versa (Veron et al.,
2012). Comme le soulignent également Basner-Tschakarjan et Mingozzi dans leur revue
(Basner-Tschakarjan and Mingozzi, 2014), a la suite d’une exposition a I’AAV certaines
personnes seraient donc sujettes a développer des réponses de type Thl impliquant les CTLs,

et d’autres de type Th2 impliquant les anticorps.

Le rble et I’implication des réponses cellulaires dirigées contre la capside ont notamment pu
étre mis en relief lors du premier essai clinique de thérapie génique impliquant 1’utilisation
d’un vecteur AAV?2 recombinant introduit au niveau du foie de patients atteints d’hémophilie
B sévere (Manno et al., 2006). Au cours de cet essai, deux sujets perdirent 1’expression du

transgene (facteur IX), véhiculé par ’AAV2, environ quatre semaines aprés I’injection.
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L’analyse des lymphocytes T CD8" du sang circulants et spécifiques de la capside de ' AAV2
de sujets immunisés avec I’AAV2-F.IX (facteur 1X) montra que leur amplification corrélait
avec une forte expression d’enzymes du foie (les transaminases) dans le sérum, trois semaines
aprés I’injection. La contraction de cette population de lymphocytes T se fit également en
parallele de la perte d’expression de ces transaminases (Mingozzi et al., 2007). Ces
observations apportérent la suspicion que les hépatocytes ciblés et transduits par ’AAV2-
F.IX devaient étre détruits par les lymphocytes T CD8" spécifiques de la capside, ne
permettant pas ainsi 1’établissement a long terme du transgéne. Pour confirmer cela, les
auteurs recherchérent des lymphocytes T CD8" spécifiques du transgéne mais ne réussirent
pas a en détecter. Par contre, une restimulation des lymphocytes T CD8" du sang circulants
avec de la capside d’AAV2 montra tout leur potentiel a sécréter de I'TFN-y, les désignant
comme les principaux responsables de la perte d’expression du transgéne au sein des
hépatocytes. Enfin, Mingozzi et al. réussirent & démontrer que les lymphocytes T CD8"
spécifiques de la capside en jeu dans ce rejet provenaient en fait d’une population mémoire de
lymphocytes T CD8" initiée lors d’une précédente exposition des sujets a I’AAV2. Donc cet
essai cliniqgue permit de mettre en évidence que tout comme les réponses humorales
préexistantes, les réponses cellulaires préexistantes s’avérent étre une limitation importante a

considérer dans le cadre de I'utilisation des vecteurs AAV recombinants en thérapie génique.

Un autre essai clinique basé sur le transfert de F.IX par le vecteur AAV8 recombinant au
niveau du foie de sujets atteints d’hémophilie B séveére, confirma les résultats obtenus lors de
I’essai avec ’AAV2-F.IX (Nathwani et al., 2011). Etant donné que les médiateurs cellulaires
impliqués dans ces deux essais étaient des lymphocytes T CD8" spécifiques de la capside,
cela suggere que les antigenes de capside ont du étre apprétés et présentés sur des molécules
du CMH de classe | par les hépatocytes transduits. A noter, la ou quatre semaines furent
nécessaires a 1’apparition des réponses T CD8" anti-capside AAV?2 et a ’augmentation de la
quantité¢ de transaminases apres I’injection du vecteur, il fallu attendre huit & neuf semaines
pour observer les mémes résultats dans I’essai conduit avec le vecteur AAV8 recombinant. A
I’heure actuelle, il n’y a pas d’explication avancée quant a cette différence de timing. De plus,
il semblerait que la réactivité des lymphocytes T CD8" spécifiques de la capside chez
I’homme soit dictée par la dose de vecteur injectée (Pien et al., 2009).

Quant au mécanisme de présentation des antigenes de la capside permettant de générer des
réponses T cytotoxiques spécifiques capables de detruire les cellules transduites, une étude

montra que le vecteur AAV devait échapper au trafic endosomal/lysosomal pour induire la
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lyse de sa capside par le protéasome, ceci n’étant efficace que si le génome viral restait
encapsidé (Li et al., 2013).

Les mesures des réponses cellulaires via les lymphocytes T CD8" spécifiques de la capside
n’ont pas été restreintes aux études de transfert de géne par les vecteurs AAV recombinants au
niveau du foie. En effet, de telles observations ont pu également étre faites lorsque le muscle
était ciblé par ces vecteurs dans le cadre d’études cliniques de thérapie génique (Brantly et al.,
2009; Flotte et al., 2005, 2011; Herson et al., 2012; Jaski et al., 2009; Mendell et al., 2009,
2010a, 2010b; Mingozzi et al., 2009). De méme que dans le cadre des études cliniques de
thérapie génique visant le foie, 1’intensité des réponses des lymphocytes T CD8" spécifiques
de la capside a été montrée comme dépendante de la dose de vecteur injectée au niveau du
muscle (Flotte et al., 2011; Mingozzi and A High, 2011). De maniére intéressante, il a été
montré que la présence de lymphocytes T CD8" spécifiques de la capside n’influait pas
forcément sur le maintien a long terme du transgene suite a I’injection de vecteur AAV
recombinant dans le muscle, corrélant avec la présence de Tregs également spécifiques de la
capside (Mueller et al., 2013).

iii. Les réponses contre le produit du transgene

Le vecteur AAV recombinant véhicule un transgéne qui peut s’avérer lui-méme étre la source
de réponses immunitaires adaptatives spécifiques non désirées lors de transfert de gene pour
la thérapie génique, mais au contraire souhaitées dans le cadre de la vectorisation de vaccins
pour I’établissement d’une mémoire immunologique. Ainsi, la premiére démonstration de
telles réponses fut faite vers la fin des années 90 avec I’utilisation d’un vecteur AAV2
exprimant soit la glycoprotéine B ou D de HSV-2 et injecté par voie intramusculaire qui mena
a la génération de CTLs et d’anticorps spécifiques des deux glycoprotéines (Manning et al.,
1997). De plus, les auteurs montrérent que I’immunisation par un vecteur AAV recombinant
était plus efficace dans I’induction de réponses humorales qu’une immunisation par ADN
plasmidique ou par protéine recombinante. La restimulation in vitro des lymphocytes T CD8"
montra qu’ils étaient capables de proliférer rapidement et de lyser des cellules exprimant
I’antigéne. Deux ans plus tard, une observation similaire de réponses humorales et cellulaires
put étre faite chez la souris suite a 'immunisation par un vecteur AAV2 exprimant ’OVA
sécrétée qui conduit a la formation d’anticorps de capture, d’anticorps neutralisants et de
CTLs anti-OVA (Brockstedt et al., 1999). Dans cette étude le vecteur AAV2-OVA fut injecté
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par différentes voies et les auteurs mirent en évidence que la voie intramusculaire était celle
ayant le plus faible pouvoir immunogéne quant a la génération de réponses cytotoxiques
comparée aux voies intrapéritonéale, intraveineuse ou sous-cutanée. Ceci dénote une
contradiction avec les résultats obtenus par Manning et al. qui apres une injection de vecteur
AAV?2 en intramusculaire observerent de fortes réponses cytotoxiques élimant rapidement le
transgeéne. L’une des potentielles explications de cette différence au niveau du pouvoir
immunogeéne lié a la voie intramusculaire pourrait étre la nature et la forme du transgene. En
effet, Sarukhan et al. (Sarukhan et al., 2001a) ont pu montrer qu’en reciblant a la membrane
I’expression de la protéine lacZ (géne de 1’opéron lactose codant pour la B-galactosidase)
codée par un vecteur AAV2-lacZ, des réponses cytotoxiques spécifiques étaient observables
et conduisaient a la destruction des cellules transduites ; ce qui n’était pas le cas lorsque
I’expression de la protéine lacZ était restreinte au cytoplasme. Donc comme déja suggéré
précédemment, la localisation du produit du transgéne impacte 1’efficacité de reconnaissance
par les CPAs, ce qui a pour conséquence de moduler I’activation des réponses cellulaires.
Brockstedt et al. montrérent que I’OVA sécrétée une fois délivrée par le vecteur AAV2 était
prise en charge par la voie de présentation d’antigéne par les molécules du CMH de classe I.
Il a été montré in vitro que le vecteur AAV recombinant n’était pas efficace pour transduire
des DCs car il n’a pas été possible d’y détecter la présence de transgéne (Jooss et al., 1998),
ce qui suggere que la voie de présentation directe est essentielle, et que donc 1’absence de
transduction des DCs par les vecteurs AAV recombinants est la raison principale de
I’induction de réponses cellulaires faibles. La comparaison des réponses induites par les
vecteurs AAV recombinants et les adénovirus a initialement suggéré que le faible potentiel de
transduction des DCs par les vecteurs AAV recombinants était a la base de leur plus faible
capacité a induire des réponses cellulaires. La voie de présentation croisée semble donc étre
spécifiquement sollicitée dans le cas de 1’utilisation des vecteurs AAV recombinants, et
pourrait étre la clé pour I’initiation de réponses cytotoxiques contre le produit du transgene
véhiculé. Enfin, il est important de noter que des lymphocytes T CD4" auxiliaires spécifiques
du transgene peuvent aussi étre activés et « collaborer » avec les CTLs pour leur permettre
d’accroitre leur efficacité a supprimer le produit du transgéne au sein des cellules ou du tissu

ciblés par le vecteur AAV recombinant (Wang et al., 2005a).
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Figure 23 : Mécanismes d’apprétement et de présentation des antigénes dérivés d’un
vecteur AAV recombinant au sein d’une CPA.

A. Le vecteur AAV recombinant transduit la CPA qui I’internalise au niveau d’un de ces récepteurs
spécifiques. Le vecteur va se retrouver dans des vésicules d’endocytose puis va pouvoir s’échapper du
trafic endosomal afin que le transgéne soit décapsidé pour étre libéré au niveau du noyau et permettre
la production endogéne de la protéine correspondante. Au niveau du cytoplasme, la protéine va étre
prise en charge par le protéasome (P) et réduite en peptides antigéniques qui sont ensuite véhiculés par
le transporteur d’antigénes TAP (transporter associated with antigen processing) jusqu’au réticulum
endoplasmique (ER) pour étre apprétés et chargés sur les molécules du CMH de classe 1. Puis le
complexe ainsi formé va passer ensuite par ’appareil de Golgi et va atteindre la surface cellulaire via
des vésicules golgiennes (GV), ce parcours décrit la voie de présentation directe. En paralléle, la
capside de I’AAV ayant échappé aux endosomes peut également se retrouver prise en charge par le
protéasome, et les fragments issus sont ensuite chargés sur les molécules du CMH de classe | pour étre
présentés a la surface de la cellule. Ce chemin emprunté par les molécules de la capside décrit la voie
de présentation croisée. Enfin, le vecteur AAV peut suivre le trafic endosomal et des morceaux de sa
capside peuvent se retrouver chargés sur les molécules du CMH de classe Il pour étre présentés
directement. B. Les produits de la phagocytose de cellules transduites par le vecteur AAV recombinant
ou les antigenes sécrétés par les cellules transduites préalablement, sont captés par la CPA. Une fois
dans le trafic endosomal ces antigénes exogenes sont directement présentés a la surface cellulaire via
les molécules du CMH de classe II. Ils peuvent également sortir des endosomes et se retrouver chargés
sur des molécules du CMH de classe | pour étre présentés de maniére croisée. N.B.: Les lignes
violettes pleines correspondent & la présentation directe d’antigéne par les molécules du CMH de
classe I, les lignes violettes pointillées correspondent a la présentation croisée d’antigéne par les
molécules du CMH de classe I, les lignes bleues correspondent a la présentation d’antigéne par les
molécules du CMH de classe Il. D’apreés Mays and Wilson, Molecular Therapy, 2011.
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Une étude intéressante basée sur I’utilisation de vecteurs AAV « self-complementary »
montra leur capacité a générer des réponses a la fois humorales et cellulaires contre le produit
du transgéne beaucoup plus fortes que lors de I’utilisation de vecteurs AAV recombinants
classiques (Wu et al., 2012). Le potentiel offert par ce type de vecteur en termes de rapidité de
production et de rendement semblerait donc avoir un impact sur I’intensité des réponses
immunitaires induites a I’encontre du produit du transgene ce qui dans le cadre de transfert de
genes en thérapie génique pourrait devenir tres limitant, et au contraire serait un atout en

vaccination dans la prophylaxie quaternaire.

Une autre étude démontra la capacité des réponses cellulaires induites par le vecteur AAV
recombinant a éliminer un transgene fortement immunogéne. Chez des souris exprimant un
TCR transgénique specifique de 1’épitope HA (protéine de 1’hémagglutinine du virus de la
grippe), un vecteur AAV2-HA recombinant fut transféré par voie intramusculaire et quatre
semaines apres 1’injection les fibres musculaires transduites furent complétement détruites par
les réponses cellulaires (Sarukhan et al., 2001b). Les auteurs comparérent 1’efficacité a
générer des réponses cellulaires entre le vecteur AAV2-HA recombinant et un vecteur
adénovirus recombinant exprimant HA, et ils observérent une différence de cinétique
d’activation des lymphocytes T CD4" spécifiques de HA. En effet, le vecteur adénovirus
transduit tres bien les DCs et donc celles-ci peuvent présenter directement sur les molécules
du CMH de classe | les antigénes endogénes HA pour activer a terme les lymphocytes T
CD8" responsables de 1’élimination du transgéne. Au final, ’immunisation par vecteur
adénovirus déclenche les deux types de voies de présentation d’antigéne par les molécules du
CMH de classe I ce qui explique la rapidité d’initiation des réponses cellulaires;
contrairement au vecteur AAV recombinant dont 1’injection ne déclenche majoritairement que

la voie de présentation croisée des antigénes.

La nature du sérotype d’AAV utilisé a aussi été montrée comme critique dans 1’induction de
réponses humorales et cellulaires spécifiques du produit du transgene. Ainsi, 1’utilisation d’un
vecteur AAV1 recombinant in vitro montra que celui-ci était beaucoup plus efficace dans la
transduction des DCs par rapport a un vecteur AAV8 recombinant (Lu and Song, 2009). De
plus, le vecteur AAV1 recombinant de par cette faculté, permettait de générer de fortes
réponses humorales et cellulaires contre le produit du transgéne qu’il véhiculait. De méme,
une autre étude montra que le vecteur AAV5 recombinant était beaucoup plus efficace que les
vecteurs AAV1, AAV2, AAV7 et AAV8 recombinants, dans la génération de réponses
humorales et cellulaires contre le produit du transgéne (Xin et al., 2006). Donc la nature de la
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capside du vecteur AAV recombinant impacte indéniablement le potentiel de celui-ci a
déclencher une réponse immunitaire adaptative, et conditionne également sa capacité a faire
s’exprimer I’antigéne via la voie de présentation directe, voie montrée précédemment comme

essentielle a I’initiation des réponses notamment cellulaires.

Enfin tres récemment, une étude menée au sein de notre laboratoire montra I’impact du
pouvoir immunogene d’un transgene vehiculé par un vecteur AAV1 recombinant injecté par
voie intramusculaire (Carpentier et al., 2015). Les auteurs mirent en évidence la participation
des lymphocytes T CD4" auxiliaires dans 1’initiation des réponses T CD8" contre le produit
du transgéne. De plus, les anticorps spécifiques contre le produit du transgene apparaisserent
comme nécessaires a I’activation des lymphocytes T CD8" anti-transgéne par la voie de
présentation croisee des molécules du CMH de classe I. Enfin la localisation cellulaire du
produit du transgéne, comme évoqué précédemment, fut montrée comme critique pour
I’initiation de réponses T CD8" car ’utilisation d’un vecteur AAV1 recombinant permettant
I’expression de la forme cytoplasmique de IOVA et régulé par un miR (microARN)
endogéne au lignage hématopoiétique (voir Partie Résultats pour plus de détails), s’avéra ne
pas déclencher de réponses cytotoxiques et permit le maintien du transgéne au sein des fibres
musculaires. Une telle absence de réponses ne put étre évitée lors de I'utilisation d’'un méme
vecteur AAV1 recombinant exprimant la forme membranaire de ’'OVA, ce qui conduit a la

destruction du muscle et a ’apparition de nouvelles fibres musculaires.

Pour conclure, bien que les vecteurs AAV recombinants soit des outils trés prometteurs pour
la vectorisation de transgenes dans le cadre de la thérapie génique et ce notamment dd a leur
absence de pathogénicité, il a bien été établi qu’ils étaient aussi générateurs de réponses
immunitaires spécifiques contre leur capside mais aussi, et ¢’est ce qui nous intéresse le plus
dans notre étude, contre le produit du transgene. En effet, si ces réponses immunitaires
adaptatives sont une barriere forte a 1’établissement a long terme d’un transgene au sein d’un
tissu cible, elles deviennent primordiales et indispensables a 1’établissement d’une mémoire
immunologique spécifique dans le cadre de la vectorisation de vaccins par le vecteur AAV
recombinant. Le niveau de protection conférée par cette mémoire immunologique déclenchée
par ’immunisation avec des vecteurs AAV recombinants représente un enjeu majeur dans les

futurs protocoles de vaccination.
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4. Utilisations en vaccination

L’utilisation des vecteurs AAV recombinants en vaccination s’est fortement développée a la
suite des premiéres observations de réponses immunitaires générées contre le produit du
transgéne (Manning et al., 1997). Il est alors devenu évident que vectoriser a 1’aide d’un
vecteur AAV recombinant un antigéne en vue d’établir une mémoire immunologique
protectrice, était une stratégie intéressante. De nombreuses études se sont donc intéressées a
établir une protection contre différents pathogénes en vectorisant des antigénes d’agents
infectieux avec différents types de vecteurs AAV recombinants et selon différentes voies

d’injection (voir tableau ci-dessous).

Une des caractéristiques remarquables des vecteurs AAV recombinants mise en relief lors de
plusieurs études, est leur capacité a induire de fortes réponses humorales qui subsistent au
cours du temps (Kuck et al., 2006; Li et al., 2012; Manning et al., 1997; Nieto et al., 2009;
Ploquin et al., 2013). Certaines études révélérent méme que cette voie d’induction de réponses
humorales était meilleure que d’autres types de vaccination tels que 'utilisation d’ADN, de
protéines recombinantes ou de virus inactivés (Liu et al., 2005a; Manning et al., 1997). Cette
capacité a maintenir dans le temps une telle quantité d’anticorps serait liée au fait que le
transgéne soit exprimé de maniére continue et en grande quantité (Li et al., 2012; Lin et al.,
2007a, 2007b; Ploquin et al., 2013). Pour autant, lorsque 1’on souhaite établir une vraie
protection telle qu’elle est définie dans le cadre de la vaccination contre des maladies
infectieuses, le fait de générer une réponse humorale forte et qui se prolonge dans le temps
n’est pas toujours suffisant. En effet, I’appui de la réponse cellulaire cytotoxique est
indispensable pour éradiquer définitivement certains pathogenes intracellulaires en stoppant

leur propagation et via la suppression des cellules infectées.

Deux études ont véritablement investigué les réponses cellulaires T CD8" spécifiques de
transgénes véhiculés par des vecteurs AAV recombinants en termes de qualité des réponses
ainsi qu’en nombre de cellules générées (Lin et al., 2007a, 2007b). Ces études ont établi une
incapacité des lymphocytes T CD8" a s’amplifier aprés un boost avec un vecteur adénovirus
et donc une absence de protection vaccinale. Les analyses phénotypiques montrérent des
marqueurs d’épuisement cellulaire corrélant avec une expression continue du transgene.
Cependant, I'utilisation d’un autre sérotype d’AAV, I’AAVrh32.33, permit d’induire des
réponses T CD8" fonctionnelles capables de s’amplifier lors d’un boost avec un vecteur

adénovirus chez les souris et les primates non humains, suggérant que le sérotype d’AAV
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joue un role important dans 1’établissement d’une mémoire cellulaire fonctionnelle (Lin et al.,
2009). De plus de maniére intéressante, ce serotype a été montré comme étant le seul chez la
souris a générer une réponse T CD4" anti-capside (Mays et al., 2009). L’ AAVrh32.33 a aussi
été caractérisé comme transduisant trés bien les DCs et ayant une capacité inflammatoire
(Mays et al., 2013).

Une autre méthode basée sur ’utilisation des vecteurs AAV recombinants consiste a faire
produire des protéines solubles telles que les immunoglobulines capables de former un
complexe immun avec un antigéne donné, cette méthode est appelée I’'immunothérapie
passive. Ici, le produit exprimé n’est pas destiné¢ a étre la cible d’une réponse immunitaire
cellulaire et/ou humorale, mais au contraire a étre un acteur de 1’éradication d’un pathogéne
précis. Quelques études ont mis en avant 1’utilisation des vecteurs AAV recombinants dans un
contexte d’immunothérapie passive (Balazs et al., 2011, 2013; Johnson et al., 2009; Lewis et
al., 2002; Limberis et al., 2013; Skaricic et al., 2008). Néanmoins, une limitation a cette
méthode peut en diminuer le potentiel vaccinal car pour une utilisation optimale d’une
thérapie basée sur la production d’anticorps il faut pouvoir s’assurer d’exprimer la totalité de
I’immunoglobuline avec des quantités équivalentes de chaines lourdes et 1égeres produites

(Fang et al., 2005).

A T’heure actuelle, deux essais cliniques, un de phase | (Mehendale et al., 2008) et un de
phase Il (Vardas et al., 2010), utilisant le transfert de gene par un vecteur AAV recombinant

dans un contexte d’induction de réponses immunitaires ont été réalisés chez 1’homme.

La faible immunogénicité des vecteurs AAV dérivés de sérotypes naturels soulignée par une
expression continue du transgéne et une absence de fonctionnalité des réponses cellulaires,
doivent étre des champs d’investigation principaux dans 1’amélioration de ces outils de
vaccination. De plus, la présence d’un peptide immunogeéne au sein de la capside est

également un parametre a prendre en considération (Mays et al., 2009).

L’existence de plusieurs capsides d’AAV permet notamment la mise en place de stratégies
d’activation et de boost utilisées en laboratoire qui s’apparentent a 1’injection primaire et au
rappel en vaccination, tout en évitant une capture de la particule d’AAV par des anticorps
neutralisants spécifiques d’une capside donnée. Bien entendu, il faut tenir compte de la
capacité de réaction croisée de certains anticorps générés contre des sérotypes d’AAV ayant

des séquences en acides aminés de capside proches.

De maniére intéressante, il a ét¢ montré chez la souris que méme dans le cadre d’une

immunité préexistante, il était possible de réadministrer par voie intranasale certains sérotypes
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d’AAV capables d’induire de bonnes réponses immunitaires contre le transgeéne qu’ils
vehiculaient en évitant leur capture par des anticorps neutralisants qui leur sont spécifiques
(Limberis and Wilson, 2006).

Chez la souris, le changement de sérotype d’AAV lors d’une seconde injection permet
d’éviter I’action des anticorps neutralisants générés pendant la premiere injection avec un
sérotype différent. Cependant, chez I’homme les anticorps anti-AAV neutralisants ont une
forte capacité de réaction croisée ne permettant pas une telle échappatoire. Comme vu
précédemment, le sérotype AAVrh32.33 affiche la séroprévalence en anticorps neutralisants
la plus faible (< 2 % de la population positive mondiale), caractéristique avantageuse dans un

contexte de vaccination humaine.

Enfin, les doses de vecteurs AAV recombinants injectées font également partie des
parametres a contrbler. En effet, de trop fortes doses peuvent avoir une incidence sur
I’amplitude des réponses immunitaires d’une part, mais également peuvent conduire a une

fuite d’expression du transgéne dans un compartiment différent du tissu cible d’autre part.

98



La figure ci-dessous regroupe I’ensemble des études impliquant les vecteurs AAV
recombinants en tant qu’outils vaccinaux, études décrites selon les sérotypes d’AAV utilisés,
les voies d’administration et les hotes, ainsi que la nature des réponses genérées. Il est
important de noter que les voies intramusculaire et intranasale ont été jusqu’a présent les
voies d’immunisation les plus investiguées, conférant ainsi & mon projet de these un intérét
tout particulier puisque se focalisant sur une voie d’injection décrite jusqu’ici dans une seule

et unique étude, la voie intradermique.

;s Serotype Voie d’injection / Nature des b
Antigene Y <o = : Reterence
d’AAV Hote reponses

HSV-1 AAV2 IM/mice cellulaire / humorale [1]

{gB and gD)

HPV (E7. E7/  AAV2 IM/mice cellulaire [2]

hsp70 L1) AAV2 IM/mice humorale [3]
AAVS IN/mice cellulaire / humorale 4]
AAVS, 8, 9 IN/mice cellulaire / humorale [3]
AAV1, 2 IM/mice cellulaire L6]
AAVS, 9 IN/macaques humorale 7]

HIV AAV2 IM, SC, IN, cellulaire / humorale [8]

{eny, tat, rev) IP/mice
AAV2 Oral/mice cellulaire / humorale [9]
AAV1,3,4,5,7 8 IM/mice cellulaire / humorale [10]
AAV1,2,5,78 9 IM/mice cellulawre / humorale |11]

cellulare [12]

AAVE, rh32-33 IM/mice cellulare / humorale [13]
scAAV2,7 8 IM/mice cellulaire / humorale [14]

SIV AAV2 IM/macaque cellulaire / humorale [15]

SARS-CoV AAV2 IM/mice humorale [16]

(S protein)

Malaria AAV1, 3 IM/mice humorale [17]

(MSP4, 4/5)

Influenza (NE  AAVS, rh32.33 IM/mice cellulaire / humorale [13]

H1, M1) AAVY IM/mice cellulawre / humorale [18]

DEV (Env) AAVS, rh32.33 IM/mice humorale [19]

TB (Ag85A) Modified AAV2 IM/mice humorale [20]

NIV (G protein) AAV1, 8,rh32.33  IM, ID/mice humorale [21]

Figure 24 : Tableau récapitulatif des études basées sur ’utilisation des vecteurs AAV
recombinants en vaccination.

IM : intramusculaire, IN : intranasale, ID : intradermique, IP : intraportale, SC : sous-cutanée, HIV :
VIH, SIV : virus de I’'immunodéficience simienne, SARS-CoV : coronavirus responsable du syndrome
respiratoire aigu sévere, DEV : virus de la dengue, TB : Mycobacterium tuberculosis, NIV : virus
Nipah. Adapté de Nieto and Salvetti, Frontiers in Immunology, 2014. Voir annexe 3 pour les
références.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE
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Dans les études expérimentales menées en vaccination, I’utilisation de vecteurs est devenue
de plus en plus répandue depuis que 1’on connait leur potentiel & pouvoir véhiculer et faire
s’exprimer un transgéne de maniére spécifiqgue dans des tissus cibles, et ainsi moduler
I’intensité et la qualité des réponses immunitaires adaptatives spécifiques au produit de ce
transgéne. Dans ce domaine, et plus particulierement en ce qui concerne I’induction de
réponses cellulaires par ces vecteurs, deux études ont montré que la vaccination avec des
vecteurs AAV recombinants ne conduisait pas a générer des réponses mémoires T CD8"
efficaces capables de conférer une protection telle qu’elle est définie dans un contexte de
vaccination (Lin et al., 2007a, 2007b). De plus, il est important de souligner que dans ces
deux études la voie intramusculaire fut choisie comme voie modéle d’administration des
vecteurs AAV recombinants, et que donc 1’appréciation de ces résultats doit étre restreinte a
ce type d’injection. Au sein du laboratoire, nous avons donc souhaité comprendre quels
pourraient étre les mécanismes qui régissent la génération de lymphocytes T CD8" mémoires
fonctionnels et protecteurs contre un antigéne vehiculé par un vecteur AAV recombinant. Le
laboratoire posséde une expertise dans 1’utilisation des vecteurs AAV recombinants dont celle
de deux constructions qui me permirent de réaliser les travaux de mon projet de these.
Comme évoqué précédemment, jusqu’a présent seule la voie d’injection intramusculaire des
vecteurs AAV recombinants avait été investiguée dans I1’évaluation des capacités
fonctionnelles des réponses cellulaires. Ainsi, hous nous sommes intéressés a une autre voie
d’injection, la voie intradermique, décrite depuis longtemps comme ciblant un site naturel
d’immunisation, la peau, qui est le lieu de résidence de différents types de CPASs suggérant un
tres fort potentiel de cette voie a générer des réponses cellulaires fortes et fonctionnelles. Les
deux constructions de vecteurs AAV recombinants sur lesquelles repose mon projet de these
permirent d’apporter des modulations quant & la nature et la fonctionnalité des réponses T

CD8" mémoires induites.
Baseé sur ce modéle unique, je me suis attelé a évaluer :

1. L’impact de la voie d’injection sur les réponses cellulaires induites par un vecteur AAV
recombinant et dirigées contre le transgéne, en menant 1’étude en paralléle au sein du tissu

musculaire et de la peau.

2. L’impact de la voie de présentation d’antigene, en analysant les réponses générées par une
construction régulée par le microARN miR-142-3p, dont la particularité est d’inhiber
I’expression du transgéne dans les CPAs (voir Partie Résultats pour la caractérisation en

détails de ces outils).
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3. L’impact d’un apport sélectif d’effet auxiliaire par les lymphocytes T CD4", et cela aussi
bien pour la construction sauvage que pour la construction régulée par le microARN miR-
142-3p.

Enfin, aprés avoir caractérisé les différentes populations de lymphocytes T CD8" mémoires
générées dans les différentes conditions listées ci-dessus, les souris immunisées issues des
groupes les plus intéressants furent soumises a un test ultime de protection vaccinale in vivo

en les challengeant avec une bactérie a fort pouvoir pathogénique.

Le schéma ci-dessous représente une vue d’ensemble de mon projet de these ainsi que les

objectifs définis pour sa réalisation.

LT auxiliaire spécifique
de I'épitope DBY

g 3. Influence du
!u LTCD4

1. Voie d'injection  Muscle squelettique

na"
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Figure 25: Un modéle unique d’étude des paramétres cellulaires et moléculaires
régulant Pinduction de lymphocytes T CD8" mémoires a long terme suite a une
vaccination par des vecteurs AAV recombinants.
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Contexte de I’étude

La genese de ce travail de thése repose sur I’expertise du laboratoire dans le domaine de la
thérapie génique et de la régulation des réponses immunitaires suite a 1’utilisation du vecteur
AAV recombinant en tant qu’outil majeur dans le transfert de géne. En effet, I'utilisation d’un
tel vecteur dans le cadre d’applications en biothérapie permet la transduction de cellules
déficientes pour un géne dans 1’espoir de rétablir I’expression et la fonctionnalité de celui-ci.
Le laboratoire s’intéresse notamment a la vectorisation de transgéne par la voie
intramusculaire, voie permettant un acces direct aux cellules atteintes dans un type particulier
de myopathies génétiques appelées dystrophies musculaires. Les travaux menés dans le
domaine de la thérapie génique sur ces dystrophies musculaires, dont une des formes les plus
connues est celle de Duchenne, représentent un enjeu majeur qui est avant tout thérapeutique
car on estime aujourd’hui qu’un garcon sur 3500 est atteint de la dystrophie musculaire de

Duchenne des la naissance (Kieny et al., 2013).

Dans le cadre des travaux de recherche menés dans le laboratoire, I’équipe s’intéresse de pres
a I’obstacle principal conditionnant I’établissement ou non a long terme d’un transgéne au
sein d’un tissu : la réponse immunitaire adaptative contre ce transgene. Lorsqu’une cellule
transduite se met a exprimer la protéine provenant du transgéne inséré dans le vecteur AAV
recombinant, elle devient la cible des cellules immunitaires et est rapidement éliminée ne
permettant pas le maintien du transgene. Ce mécanisme est 1’assurance de 1’intégrité cellulaire

par le systéeme immunitaire en vue de supprimer tout ¢élément étranger a 1’organisme.

Préalablement a mon arrivée dans le laboratoire, une étude fut réalisée dont le but premier
était d’essayer d’éviter les réponses immunitaires spécifiques contre un transgene, vectorisé
par un vecteur AAV recombinant, en vue de la greffe de celui-ci au sein d’un tissu cible défini
dans cette étude comme étant le muscle squelettique. En sélectionnant ce tissu, ’intérét était
évidlemment de se placer dans les conditions d’une pathologie telle que la dystrophie
musculaire de Duchenne. A travers un tel challenge, le laboratoire espérait induire un
mécanisme immunologique fondamental et indispensable en thérapie génique : la tolérance au
transgéne. Ce travail s’est appuyé sur la construction et I’utilisation in vivo d’un vecteur AAV
recombinant pseudotypé ayant un fort tropisme pour le tissu musculaire et contenant le gene
permettant 1’expression de la forme membranaire de ’OVA suivi de la séquence contenant
I’antigéne male H-Y, expressions contrdlées sous le promoteur ubiquitaire du géne PGK
(phosphoglycerate kinase) ; ce vecteur fut nommé rAAV2/1-mOVA-HY. Au sein de cette
construction ont été identifiés deux épitopes a forte immunogénicité : un épitope de classe |
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OVA,s; capable d’activer les lymphocytes T CD8” et un épitope de classe 11 DBY g capable
quant & lui d’activer les lymphocytes T CD4" auxiliaires. Les avantages de ce modele de
vecteur reposent donc sur le fait d’avoir un ciblage du muscle ainsi qu’une réponse
immunitaire détectable et facile a suivre, le transgéne OVA étant aujourd’hui trés bien
caractérisé grace a de nombreux outils disponibles. Afin de pouvoir utiliser cet outil dans le
but d’induire une tolérance a un transgéne modeéle, le laboratoire s’est intéressé aux résultats
pionniers de deux études. Tout d’abord, au début des années 2000 I’équipe de Lodish et
Bartel démontra la capacité de certains miRs a moduler ’expression de geénes au sein du
lignage hématopoiétique et donc a conditionner sa differenciation (Chen et al., 2004). Le fait
que les miRs soient capables d’interférer sur la régulation de 1’expression d’un géne au niveau
post-transcriptionnel n’était en soi pas nouveau car ils avaient été¢ identifiés au sein des
plantes et des animaux comme ayant une telle fonction depuis environ dix ans (Lee et al.,
1993). Le plus remarquable dans cette étude fut de mettre en évidence que certains de ces
mMiRs n’étaient présents qu’au sein du lignage hématopoiétique et nulle part ailleurs offrant
ainsi un potentiel considérable dans la régulation de 1’activation des cellules du systéme
immunitaire issues de ce lignage. Puis deux ans apres cette decouverte, 1’équipe de Naldini fit
la caractérisation d’un miR endogene au systeme hématopoiétique, le miR-142-3p. En
utilisant une construction reposant sur un vecteur lentiviral et permettant 1’expression de la
GFP, I’équipe de Naldini démontra in vivo que I’utilisation de séquences cibles de ce miR
ajoutées au vecteur permettait de réduire jusqu’a cent fois 1’expression de la GFP au sein des
cellules hématopoiétiques telles que les cellules de Kupffer tout en maintenant de maniére
significative son expression au sein des autres lignages et notamment dans les hépatocytes et
les cellules endothéliales (Brown et al., 2006). Ce constat ouvrait donc le champ a la
possibilité d’établir a long terme un transgene dans des cellules non hématopoiétiques tout en
évitant son expression dans les cellules immunitaires présentatrices d’antigéne capables
d’activer de maniére directe la réponse immunitaire adaptative. Forts de ces observations, il
fut d’abord décidé au sein du laboratoire d’utiliser les caractéristiques du miR-142-3p dans la
régulation d’un vecteur AAV recombinant codant pour la protéine humaine sarcoglycane du
muscle en lui ajoutant quatre séquences cibles répétées du miR-142-3p (Boisgerault et al.,
2013). Puis de la méme maniére, le vecteur AAV recombinant préalablement decrit
(rAAV2/1-mOVA-HY) fut modifie en lui ajoutant quatre séquences cibles répétées du miR-
142-3p ; ce vecteur fut alors nommé rAAV2/1-mOVA-HY-miR. Ce vecteur fut administré
par voie intramusculaire a des souris males et femelles de type C57BL/6 afin 1) soit de ne

focaliser la réponse immunitaire qu’envers le transgeéne principal a savoir le géne codant pour
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OVA et d’éviter un effet auxiliaire de la réponse contre 1’antigéne male H-Y chez les souris
males ; 2) soit de pouvoir visualiser une réponse immunitaire contre OVA supplémentée par

la réponse auxiliaire contre H-Y chez les souris femelles.

Les résultats de ces travaux sont presentés dans la figure ci-dessous.

mOVA-HY mOVA-HY-miR
400 ~ T W Female
— O Male

300 4

200 -

100

SFU per 10° cells

14 35 14 35
Time (Days) Time (Days)

Figure 26 : La réponse des lymphocytes T CD4" auxiliaires contre I’antigéne H-Y
conditionne ’amplitude de la réponse des lymphocytes T CD8" contre le transgéne OVA
et son apparition précoce au cours de sa régulation par le miR-142-3p.

(Carpentier et al., 2015)

Ces résultats mirent en évidence trois points : 1) En absence concomitante de présentation
directe de ’antigéne par les DCs ainsi que de réponses T CD4" auxiliaires, la régulation par le
miR-142-3p permet d’éviter une réponse des lymphocytes T CD8" cytotoxiques contre le
transgene OV A et ce jusqu’a 14 jours aprés immunisation intramusculaire. 2) Pour autant a
partir de 35 jours, des réponses T CD8" cytotoxiques deviennent & nouveau détectables et
équivalentes a celles observées lors de la présentation directe ne permettant pas la greffe a
long terme du transgéne au sein du tissu cible. 3) L’effet des réponses T CD4" auxiliaires sur
les réponses T CD8" cytotoxiques contre I’OVA permet a lui seul d’amplifier ces réponses
indépendamment de la régulation par le miR-142-3p et ce quel que soit le délai apres

I’injection.
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Ces travaux permirent d’estimer la relevance a utiliser notre construction régulée par le miR-
142-3p pour faire du transfert de géne et permettre son établissement a long terme au sein du
tissu tel que cela est souhaité en thérapie génique. Il est apparu que la voie de présentation
croisée d’antigeéne tissulaire favorisée par la régulation de la voie de présentation directe par
le miR-142-3p permet certes, de retarder I’induction de réponses spécifiques T CD8" contre le

transgéne OV A, mais a terme conduit a son élimination.
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ABSTRACT

Recombinant adeno-associated viral (rAAV) vectors exhibit interesting properties as vaccine
carriers for their ability to induce long-lasting antibody responses. However, rAAV-based
vaccines have been suggested to trigger functionally impaired long-term memory CD8" T cell
responses, in part due to poor dendritic cell (DCs) transduction. Such results, albeit limited to
intramuscular immunization, undermined the use of rAAV as vaccine vehicles against
intracellular pathogens. We report here that intradermal immunization with a model
rAAV2/1-based vaccine drives the development of bona fide long-term memory CD8" T cell
responses. The intradermal route of immunization and the presence of potent MHC Class 11
responses showed synergistic effects on the overall quantity and quality of both tissue-
resident and systemic long-term effector-memory transgene-specific CD8" T cells being
generated. Of key interest, we further found that the phenotype and protective potential of
memory CTLs induced following intradermal immunization were fully preserved in the
absence of transgene expression in DCs, as cross-presentation appeared highly enhanced for
skin-expressed transgenes. Overall our results provide rationale for the use of a novel
intradermal administration route and for carefully considering the availability of MHC-II
epitopes within transgenes in the future design of rAAV-based vaccines aimed at inducing

potent memory CD8" T cell responses.
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INTRODUCTION

Since the initial reports showing that recombinant vectors derived from the singled-stranded
DNA parvovirus Adeno-Associated Virus (rAAV) could generate adaptive immune responses
against the encoded transgene (1-3), TAAV have progressively drawn interest as potential
vaccine vehicles. rAAV can transduce both dividing and non-dividing cells, leading to high
and sustained level of transgene expression in target tissue, while exhibiting an excellent
safety profile in humans. The wild type AAV is naturally non-pathogenic in humans and
engineered recombinant vectors are devoid of any encoded viral gene and have been well
tolerated in clinical trials so far (1-5). Numerous serotypes and capsid variants have further
been characterized, allowing both heterologous prime/boost regimens as well as broad tissue-
tropism, of particular interest for the induction of local immunity. Experiments conducted in
various animal models have confirmed the ability of rAAV to drive sustained protective
humoral immunity through a variety of injection routes (6). However, reports of functionally
impaired memory CD8" T cell responses induced following intramuscular immunization led
to the current paradigm that rAAV vectors are poorly suited for the induction of cellular

immunity (7, 8), a key requirement for protective immunity against intracellular pathogens.

Sub-cellular localization of the transgene product (9, 10); presence of MHC-II epitopes (10);
vector dose; capsid serotype; route of immunization (2, 11) and target tissue inflammatory
status (12, 13) have all been shown to influence the generation of adaptive immunity
following rAAV injection (14). A key limitation of rAAV vectors in generating potent
cytotoxic T cell (CTL) responses notably resides in the limited triggering of local
inflammation and poor transduction of tissue-resident antigen-presenting cells achieved by

most common rAAV serotypes (15-17). The later most probably impose an enhanced reliance
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on efficient cross-presentation of tissue-expressed transgene products by tissue-resident

dendritic cells (DCs) for efficient T-cell priming following rAAV-mediated vaccination (18).

While muscles harbor few macrophages and dendritic cells at the steady state (19-21), the
skin houses an extensive network of residing dendritic cells (22) and represents a very well-
characterized tissue for vaccine delivery (23). Efficient cross-presentation capacity from
defined subsets of skin dendritic cells have been reported (24, 25). More importantly,
experimental data obtained in the context of vaccinia virus immunization suggest that the
direct presentation pathway is dispensable in the context of intradermal, but not
intramuscular, immunization (26). In spite of clear interest for potential rAAV-based
vaccines, scarce data exist regarding adaptive immune responses induced following rAAV
intradermal immunization, with, to our knowledge, only one report so far further focused on

anti-transgene humoral responses (27).

We report in this study that, in synergy with CD4" T cell help, targeting the skin with
rAAV2/1 vectors expressing a model ovalbumin transgene leads to increased numbers and
quality of all main anti-transgene memory CD8" T cell subsets, including the generation of
skin-resident memory CD8" T cells. Most importantly, this process led to a state of transgene-
specific protective systemic immunity and appeared to solely rely on the efficient cross-
presentation of skin-expressed transgene products, eliminating the need for additional

strategies aiming at enhancing rAAV-mediated DC transduction.
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RESULTS

Intradermal immunization with rAAV2/1 vector induces robust primary CD8" T cell

responses.

Robust anti-transgene B cell responses following intradermal (i.d.) immunization with
rAAV2/1 or rAAV2/8 vectors have recently been described (27). However, no study so far
has analyzed in detail the generation of CD8" T cell responses. We thus first assessed whether
intradermal immunization with rAAV would indeed induce significant CD8" T cell responses.
We wished in this study to compare intradermal and intramuscular (i.m.) immunization routes
as well as the impact of CD4" T cell help on the intensity and quality of rAAV-induced CD8"
T cell responses. We thus decided to focus our investigation on the rAAV2/1 vector, shown to
be very efficient at targeting muscle cells (28, 29). We additionally chose doses compatibles
with the inductions of CD8" T cells responses following intramuscular immunization in our
hands, both in the presence and in the absence of CD4" T cell help (10). Finally, we made use
of an OVA-based model transgene, which encodes the full-length membrane-bound
ovalbumin fused to UTY24 and DBY s male HY antigen epitopes (rAAV2/I-mOVA-HY)
(Figure 1A). The natural tolerance of male mice to the male-derived epitopes allows us to
efficiently track the establishment of rAAV-induced CD8" T cell responses in the presence

(female) or absence of anti-DBYjgg CD4" T cell responses (male), without potential

interferences from CD4-depleting treatments (10).

Following intramuscular immunization in the tibialis anterior, strong effector OV A,s;-specific
CDS8" T cell responses could be observed by day 14 in the blood of immunized C57Bl/6
female mice. This response was strongly curtailed in male individuals (Figure 1B-C),
confirming our previous observation regarding the impact of CD4" T cell help on the

regulation of primary CD8" T cell responses induced by intramuscular immunization with
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rAAV2/1 vectors (10). Similar responses were obtained in female mice following intradermal
immunization in the ear and theses response also appeared dependent on CD4" T cell help,
albeit to a lesser extend (Figure 1B-C). Similar results were obtained from the spleen and ear
draining lymph nodes of intradermally immunized individuals (data not shown). In line with
the robust anti-transgene cellular responses observed following intradermal rAAV2/1
immunization, such response led to strong CDS" T cell infiltration in both dermis and

epidermis of injected ear (Supplemental Figure 1).

Potent intradermal-induced CD8" T cell responses are generated in the absence of direct

presentation of the transgene.

We have previously shown that, in the absence of CD4" T cell help, T cell priming following
intramuscular immunization of an rAAV2/1 vector is partially dependent on the direct
presentation of the transgene product (10). This may represent a limiting factor for rAAV
serotypes less prone to transducing DCs (15, 18). Given the known cross-presentation
capacity of skin APCs (24-26), we wished to investigate whether these limitations hold true
following intradermal immunization. To test this, we made used of a previously described
miR-142-3p-regulated rAAV2/I-mOVA-HY construct in which the addition of four target
sequences of the endogenous microRNA miR142-3p (miR-142-3pT) were added in 3’ of the
original mOVA-HY expression cassette (10) (Figure 2A). The miR142-3p is naturally
expressed in all cells of the hematopoietic lineage, leading to a robust suppression of

transgene expression in all DC populations (30).

In agreement with our previous observations, intramuscular immunization with a miR142-3p-
regulated-mOVA-HY expressing TAAV2/1 vector led to a much-reduced CD8" T cell
responses (Figure 2B-C). This response appeared further delayed in time, with a peak around
day 21 as compared to day 14 for the regular mOVA-HY construct. In marked contrast, the
sole cross-presentation of skin-expressed transgene was sufficient to induced potent long-
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lasting anti-transgene CD8" T cell responses, with only a mild reduction of the intensity of the
response at day 14 (Figure 2B-C). This confirmed that direct priming is dispensable for the
induction of CD8" T cell responses following intradermal immunization with a rAAV2/1

vector, as previously observed with a recombinant vaccinia vector (26).

This clear difference in the intensity of the response observed between an intramuscular and
an intradermal immunization with the miR142-3p-regulated-mOVA-HY expressing rAAV2/1
vector suggested that skin-expressed transgene products are efficiently cross-presented. To
directly monitor cross-presentation events in vivo, we transferred naive OVA-specific TCR
transgenic OT-1 T cells, which recognize the MHC class-1 bound OVA257 epitope, at
different time point following the initial challenge and assessed their propensity to up-regulate
CD69 and CD25, two early T-cell activation markers, in hosts immunized with tAAV2/1-
OVA-HY+miR (Supplemental Figure 2A). In individuals immunized with rAAV2/1-mOVA-
HY via the intramuscular route, robust activation of transferred OT-1 was detected by day 5
in muscle-draining lymph nodes (Supplemental Figure 2B-C). Intramuscular immunization
with the miR142-3p-regulated construct, however, led to a reduced and delayed presentation
of OVA257 to the transferred OT-1, in line with the observed reduced CD8" T cell responses
(Figure 2D-E). This confirmed that cross-presentation of muscle-expressed transgene
products only accounts for a fraction of the overall antigen-presentation following
intramuscular immunization with rAAV2/1 vectors. In contrast, cross-presentation events of
skin-expressed transgene products appeared at earlier time points and were enhanced, with
robust activation of transferred OT-1 as early as day 5 and continuously higher levels of OT-1

activation than the intramuscular control group up to day 9 (Figure 2F-G).

Interestingly, the dependency of intramuscular-induced CD8" T cell responses on the direct
presentation pathway was not observed in female mice, in the presence of a strong CD4" T

helper response (Figure 3A-B). CD4" T cell help, however, only had a limited impact on the
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cross-presentation of transgene-derived products (Supplemental Figure 3), suggesting that
CD4" T cell help and route of immunization might act at different levels to control primary

CDS8" T cell responses in the context of rAAV immunization.

CD4" T cell help and route of immunization synergize in regulating the induction of
anti-transgene central and effector/memory CD8" T cells following rAAV2/1

immunization.

To further assess whether the route of immunization and the availability of CD4" T cell help
also impact the formation of memory CD8" T cells following rAAV-mediated immunization,
we next analyzed the phenotype of memory CD8" T cells generated following a single prime
with this model rAAV-based vaccine. By day 60, intramuscular immunization with rAAV2/1,
in the absence of help, mostly induced low number of splenic OVA-specific (OVAs;")
terminally-differentiated effector (CD44"KLRG1'CD62L long-lived Tef) and effector
memory (CD44"KLRG1 CD62L" T.n,) CD8" T cells (Figure 4A-C), as well as a population of
draining lymph nodes-resident OVA,s;" CD8" Ten (Supplemental Figure 4). No significant
frequency of central memory (CD44"KLRG1 CD62L" T,m) CD8™ T cells could be detected in
the lymphoid organs of most of the analyzed individuals. Simply changing the route of
administration (Male i.d. group) or adding CD4" T cell help (Female i.m; group) had no
significant impact on the generation of central memory (T.n) and effector memory (Tem)
CD8" T cells (Figure 4D-H and Supplemental Figure 4). While CD4" T cell help did increase
the overall number of OVA-specific CD8" T cell recovered, it mostly induced splenic
KLRG1" long-lived effector CD8" T cells, as previously reported in the context of several
anti-pathogen CD8" T cell responses (31). Enhanced frequencies and numbers of Tey, and Tem,
however, were clearly observed in all lymphoid organs analyzed following intradermal
immunization in the presence of CD4" T cell help (Female i.d. group) (Figure 4D-H,

Supplemental Figure 4 and data not shown). In line with our observation regarding the
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primary phase of the anti-transgene CTL response, the impact of targeting the skin or adding
CD4" T cell help alone was evident with the miR142-3p-regulated mOVA-HY construct, with
notably enhanced splenic long-lived effector CD8" T and Tep, in intramuscularly immunized
female mice and enhanced splenic and dLN-resident Ty, in intradermally immunized male
mice (Figure 4D-H and Supplemental Figure 4). Most importantly, and similar to the WT
construct, optimal differentiation of all three subtypes of memory T cells induced by the sole
presence of cross-presentation of an vaccinal rAAV-transgene was systematically observed

following intradermal immunization in the presence of CD4" T cell help.

Re-expression of receptors involved in receiving survival signals from the environment is an
additional key step for long-term memory T cell generation. IL-7Ra (CD127) - naturally
expressed by naive T cells, down-regulated upon activation and re-expressed upon memory
differentiation (32) - is a prototype example of such receptor. In the context of an
intramuscular immunization in the absence of help, IL-7Ra was weakly re-expressed by both
anti-transgene long-lived effector and effector memory populations generated (Figure 4I). In
the spleen, simply switching from an intramuscular to an intradermal route of immunization
was sufficient to restore IL-7Ra re-expression on OVAss7" Tem, to levels even higher than on
naive CD8" T cells, and partial re-expression on long-lived T generated with both constructs
(Figure 4] and data not shown). CD4" T cell help alone had little to no-impact. In draining
lymph nodes, maximal re-expression of IL-7Ra, however, did require the combination of an
intradermal immunization and a concomitant CD4" T cell response (Supplemental Figure 4).
Interestingly, OVAss7 Tem generated in this context bore even higher level of IL-7Ra,
regardless of the antigen presentation pathway being targeted or of the tissue being analyzed

(Figure 4K and Supplemental Figure 4).
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Overall these results demonstrate a key synergy between CD4" T cell help and the route of
administration in controlling the full acquisition of a bona fide central and effector/memory

phenotype on anti-transgene CD8" T cells following rAAV immunization.

CD4" T cell help and route of immunization synergize in regulating the induction of

functional memory CD8" T cell responses following rAAV2/1 immunization.

A key property of memory CD8" T cells, and predictive marker of protective immunity (33,
34), is their capacity to rapidly perform multiple effector functions, including the production
of various effector cytokines. Intramuscular immunization in the absence of CD4" T cell help,
with or without direct presentation, led to OVA-specific CD8" T cells mostly capable of
producing IFNy, with respectively less than 30% and 5% capable of producing TNFa and IL-
2 (Figure 5A-D). CD4" T cell help or skin targeting independently enhanced the overall
polyfunctionality of generated memory T cells against the wild type construct, with
intradermal immunization having the highest impact on IL-2 production (Figure 5B-D). CD4"
T cell help alone, however, was insufficient to restore maximal CTL polyfunctionality in the
absence of direct presentation after intramuscular immunization and targeting the skin proved

indispensible in this context (Figure 5D).

To further test whether these enhanced responses would indeed confer protective advantage to
immunized mice in the context of a secondary pathogen encounter, we challenged mice
intraperitoneally (i.p.) with lethal doses of 10° CFU of OVA-expressing Listeria
monocytogenes (Lm-OVA). Protective immunity against this model pathogen has been
shown to rely mostly on Lm-specific CTL (35). Given the strong effector/memory CD8" T
cell responses detected in our experimental setting, we chose to focus here solely on a single
intradermal rAAV prime regimen. The miR142-3p-regulated construct was further used as it
mimics best conditions under which rAAV might not efficiently transduce DCs. Female mice
previously immunized with a control rAAV2/1 vector gradually lost weight up to day 3
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(Figure 6A), at which time point mice analyzed harbored up to 10* CFU of Lm-OVA in the
spleen (Figure 6B), in line with the known kinetic of pathogenesis associated with Lm
infection (36). In contrast, intradermal cross-priming induced by a single rAAV2/1-mOVA-
HY-miR immunization was sufficient to achieve clear protection with lower weight loss
(Figure 6A) and, most importantly, complete clearance of the bacterial load by day 3 in 90%
of mice analyzed (Figure 6B). Moreover, infection appeared best controlled in rAAV2/1-
mOVA-HY-miR immunized female mice (Figure 6A), with weight loss being curtailed as
early as day 2. This observation is in line with the quantitatively and qualitatively enhanced
effector/memory CD8" T cell responses observed in these individuals in the presence of CD4"

T cell help (Figures 4 and 5).

Overall our results demonstrate that rAAV2/1 vector, when infused intradermally, have the
potency to generate protective systemic effector/memory anti-transgene CD8" T cells, and

this independently from direct transgene expression in dendritic cells.

Transgene-specific skin-resident memory CD8" T cells accumulate after intradermal

rAAV2/1 immunization.

In parallel to the systemic memory CD8" T cell responses being generated, a key aspect to
consider for future vaccine is the induction of an additional local line of defense, at the site of
immunization, consisting of non-recirculating resident memory T cell (Tw,) (37). The
induction of Ty, in the skin or other non-lymphoid tissues (NLT) has now been documented
following several viral infection or viral vectors immunization (38-42) but such a potential

has not been reported so far for rAAV vectors.

Based on our observations regarding the systemic memory CD8" T cell response induced
following rAAV2/1-mOVA-HY immunization, we first analyzed the induction of skin T, in

the presence of CD4" T cell help. 60 days post-immunization, a significant T cell population
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could still be detected in both dermis and epidermis of intradermally, but not intramuscularly,
rAAV2/1-mOVA-HY immunized female mice and a majority of infiltrating T cell appeared
OVA specific (Figure 7A and data not shown). An average of 10* OVA,s;” CD8" T cells
could be recovered per injected ear, of which a majority resided in the epidermis (57£3.6%)
(Figure 7B). This represented a 200-fold increase in OVA,s;7 CD8" T cells number as
compared to ears of mice injected intramuscularly or of control vector-injected ears.
Interestingly, similar numbers of OVA,s;” CD8" T cells could be recovered from rAAV2/1-

mOVA-HY-miR injected ears (Figure 7B).

Epidermal resident OVA,s7 memory CD8" T cell harbored a classical
CD69'CD103"KLRG1 CD44"CD127°™8CD62L" resident memory T cell phenotype (Figure
7C-D). Dermal resident OVA,s;" memory CD8" T cell also consisted of a majority of
CD69'CD103" OVA,s; CD8' T cells, albeit mixed with higher frequencies of CD69'CD103"
and circulating effector/memory CD69'CD103” OVA,s;” CDS8" T cells (Figure 7D). In both
cases, recovered OVA,s;” CD8" T cells were polyfunctional effector T cells (Figure 7E), with
similar if not enhanced profiles for IL-2, IFNy and TNFa production as splenic (Figure 4C) or
draining lymph node resident effector/memory OVA,s;” CD8" T cells (Figure 7E). Similar
phenotype could be observed on skin-resident OVA,s;” CD8" T cells induced by the miR 142-
3p-regulated OVA construct, further confirming that direct presentation is fully dispensable
for the induction of bona fide Trm following rAAV immunization (Figure 7D-E and data not

shown).

Finally, we wished to determine the impact of CD4" T cell help on the induction of Ty, in the
context of rAAV?2/1 intradermal immunization. CD4" T cell help has recently been shown to
be important for the induction of Ty, (42, 43). In line with these observations, and our own
observations in the spleen (Figure 4) and draining lymph nodes (Supplemental Figure 4), a 4-

fold reduction in the number of recovered epidermal OVA,s;" CD8" T cells could be observed
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in immunized male mice (Figure 8A). Absence of CD4" T cell help had a lower impact on the
absolute number of dermal-residing OVA,s;° CD8" T cells, albeit this mixed cell population
harbored a significantly lower frequency of CD69 and CD103 co-expressers (Figure 8B-C),
suggesting that CD4" T cell help could partially regulate the acquisition of the T, phenotype,

as previously shown for lung T, (43).
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DISCUSSION

In this study, we made used of a unique model transgene to address three potential
requirements for optimal rAAV-induced CD8" T cell memory in a vaccine setting: CD4" T
cell help, direct expression of the transgene in antigen-presenting cell and optimal
immunization route. Our results first exemplify a previously unappreciated synergy between
CD4" T cell help and skin targeting in regulating optimal differentiation of anti-transgene
CTL memory, both local and systemic. Of outmost interest for rAAV vaccines, our results
further clearly demonstrate that the requirement for direct DC transduction is highly
dependent on the targeted tissue. While clearly important in the context of an intramuscular
immunization, as previously observed by us (10) and others (15-18), it appears fully

dispensable in the context of intradermal rAAV2/1 immunization.

Several studies have now been able to demonstrate the potential of rAAV vector as vaccines
to induce long-lasting protecting antibody responses, alone or in combination with other
vectors in prime-boost regimens (6). In sharp contrast, rAAV-induced memory CDS" T cell
responses described so far, in the context of intramuscular immunization, have been
characterized by a lack of anti-transgene memory CD8" T cell displaying a central and/or
effector memory phenotype as well as capable of producing IL-2 (8), a result that we confirm
in this study, both in the presence or absence of CD4" T cell help. IL-2 is a key cytokine for
secondary proliferation of memory CD8" T cells (44), and the absence of potent IL-2
producers among rAAV-induced memory CTL has been correlated with reduced responses to
a secondary boost (7, 8). A number of mechanisms have been considered to explain such
results, including rAAV-intrinsic (poor DC transduction ability (15) and insufficient
inflammatory responses leading to poor MHC-I upregulation on myocytes (17)) or transgene-

intrinsic limitations (lack of potent MHC-II epitope in the construct (7, 8)). Part of these
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limitations can be bypassed by using self complementary rAAV vectors (45) or specific AAV
serotypes. The AAVrh32.33 serotype, in particular, drives capsid-specific CD4" T cell
responses (46) and demonstrated enhanced inflammatory and DC transduction potential (17).
Such strategies, however, strongly limits either the size of the transgene that can be packaged
or the number of available serotypes that can be used for future rAAV vaccines. We
hypothesized instead that the above-mentioned limitations could result from an inadequacy
between tissue being targeted, namely the skeletal muscle in previous studies (7, 8), and
rAAYV for the induction of protective cellular memory. The skeletal muscle notably presents
limited numbers of APCs at the steady state (19-21) and poor MHC-class I expression by
myocytes in the absence of strong inflammation has been suggested to favor chronic antigen

expression and induction of T cell exhaustion following rAAV immunization (17).

A potentiating impact of changing the route of administration on the generation of anti-
transgene CTL has been reported early on in the context of gene therapy (2), with
subcutaneous rAAV2 immunizations leading to stronger CTL, but not B cell, responses. Of
interest, enhanced frequencies of IL-2-producing anti-transgene CD8" T cell responses have
also been reported following intranasal immunization (47). In both cases, the precise
phenotypes of memory CTL being generated, however, remains to be fully studied. Our
results suggest that, at least for the AAVI1 serotype, targeting the skin can significantly
enhance the frequency of systemic anti-transgene CD62L'CDI27""KLRG1™ Ten and
CD62L'CDI127""KLRG1™ Tem CD8" T cells, correlating with enhanced anti-transgene IL-
2'TNFo'TFNy" triple producers. Importantly, the frequency of anti-transgene CD8" Tp
(0.39+0.07% of total CD8" T cells) and triple producers (0.87+0.17%) seen at day 60 in the
spleen of rAAV2/1-mOVA-HY i.d. immunized female mice exceeded the frequencies that we
routinely obtain following footpad immunization with LPS-matured OVA257-pulsed bone-

marrow DCs (unpublished observations).
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As an added bonus, we additionally show here for the first time that rAAV vector can induce
potent CD103"CD69 ' KLRG1 CD62L" CD8" Ty, in the skin, in number similar to previous
reports in the skin following herpes simplex virus (HSV) or vaccinia virus (VACV) infection
(39, 48) or in the vaginal mucosa following human papillomavirus vector (HPV)
immunization (42, 49). T, represent a novel subset of memory T cells whose main
characteristic is to reside in peripheral tissues (37). Ty, can be reactivated and divide in situ
(42, 50) and provide a direct barrier to incoming pathogen (38, 39, 51, 52), of key interest for
the design of future vaccine. While intramuscular rAAV2/1 immunization hardly generated
any anti-transgene CD8" T, in the skin, long-term anti-transgene CD8" T cell infiltration
could be seen in the injected tibialis anterior (unpublished observations). These cells,
however, only presented a partial CD103°CD69" T, phenotype, which could either reflect an
intrinsic property of muscle-T,y, or an impaired CD103 upregulation due to chronic antigen-
expression (53, 54). Nonetheless, this should prompt further assessment of the potency of the

different pseudotyped rAAV vectors to induce CD8" Ty, in their preferred target tissues.

While CD4" T cell help was required in both the generation of systemic and local bona fide
memory CTL, CD4" T cell help alone - in the context of an intramuscular immunization -
only promoted the enhanced induction and long-term survival of terminally differentiated
CD62L°CD127™KLRG1" long-lived effector CD8" T cells. This appears in line with results
obtained by Obar and colleagues in the context of immune responses to several pathogens
(31). The exact nature of the mechanism(s) driving enhanced memory CD8" T cell
differentiation following intradermal immunization, however, remains to be investigated.
Differences in DC subsets (55) or environmental cues (56-58) are among the numerous
mechanisms already proposed for the regulation of effector/memory CD8" T cells fate. One

can hypothesize that the skin, which naturally harbors a very large and diverse DC population
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(22) in direct contact with the commensal flora (59), might be less dependent on vector-

intrinsic inflammatory properties for the recruitment and activation of memory CD8" T cell.

Such hypothesis is further supported by our own results, and those by Shen et al in the context
of vaccinia virus (26), regarding the requirements for direct presentation following
intradermal and intramuscular immunization. Using here a previously described, miR142-3p-
based, strategy to inhibit transgene expression in all DC subsets (10, 30), we demonstrate that
skin-expressed transgene are more efficiently cross-presented than muscle-expressed
transgene, and that this nicely correlates with the fact that intradermally-induced T cell
responses do not rely on direct presentation following rAAV2/1 immunization. Such results
suggest that CTL responses induced by skin targeting of any given rAAV serotype would
solely depends on the ability of this given serotype to efficiently drive transgene expression in

skin cells, other than DCs.

While classical TAAV serotypes have been described for their potency to target various
tissues, very limited studies have addressed their ability to efficiently transduce keratinocytes.
Interestingly, the receptor for AAV binding, heparan sulfate proteoglycan (60), is highly
expressed by keratinocytes (61). In line with this observation, human keratinocytes
transduction by rAAV2 has been described in vitro (62, 63). rAAV2/1, 3 and 6, but not
rAAV2/8 and 9, appeared to bear similar potential (64). In vivo transduction of keratinocytes
in the epidermis and hair follicules has also been reported for rAAV2 in swine (65) and for
rAAV2, 5 and 8 in mice (66), with rAAV2/5 providing the best level of transduction. In vivo
studies also reported transgene expression in yet uncharacterized cells in the dermis as well as
in the underlying layer of smooth muscle — the panniculus carnosus — naturally found beneath
the mouse skin (66). Such targeting of muscle cells was dependent on the serotype (66) and
represented the majority of transgene expression in the context of subcutaneous rAAV?2

immunizations (67). In our study, we were thus particularly careful to perform all our
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intradermal immunization in the ear, which, like most of the human skin, is naturally devoid
of panniculus carnosus. It would nevertheless be interesting to explore whether similar results
can be obtain using other injection techniques designed to better target the various layers of
the skin, such as micro-needles (68), patches and skin surface stripping (23) or transcutaneous

vaccination via laser microporation (69).

Overall, our study highlights the skin as a promising target site for future rAAV vaccines.
Adding to the dose-sparring potential of intradermal immunization (70), we believe that these
results will prompt for a more global assessment of the potential of individual rAAV serotype
to induce strong adaptive immune responses and protective memory following intradermal

immunization.
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METHODS

Mice.

Six- to 8-week old C57BL/6JRj mice were purchased from JANVIER LABS (Le Genest
Saint Isle, France), housed under specific pathogen-free conditions in our animal facility and
handled in accordance with French and European directives. For intramuscular or intradermal
injection, mice were anesthetized and 25ul of indicated rAAV vector diluted in 1X phosphate-
buffered saline (1X PBS) was injected into the tibialis anterior or the ear dermis, respectively,
using a 30G RN Hamilton syringe. For OT-I cell transfer experiments, recipient CD45.1
C57BL/6 Foxp3 ™ (B6.Cg-Foxp3™™%/J) mice (71) and donor Ragl”™ OT-1 (CD45.2) mice

carrying a TCR specific for OVA,s7 bound to H2-K" were bred in our animal facility.

Plasmid construction and recombinant AAYV vector production.

mOVA-HY-expressing constructs and recombinant AAV2/1-pseudotyped vectors were
prepared as previously described (10). Briefly, the mOVA ¢cDNA (72) was fused to DBY s
and UTY 46 epitopes encoding sequences encompassed respectively by 5 Nter and 15 Cter
amino acids, and 4 Nter and 4 Cter amino acids of their original protein sequence to ensure
normal processing. This construct was further inserted in a pSMD2 AAV2 plasmid between
the hPGK promoter and a polyA signal to create the pPSMD2-mOVA-HY construct. For the
pSMD2-mOVA-HY-miR construct, 4 repeats of the miR-142-3p target sequence (30) were
additionally inserted in the 3 untranslated region of the pSMD2-mOVA-HY plasmid. The

control vectors used throughout this study were AAV2/1-pseudotyped vector coding for the
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Cre recombinase with (Figures 6 and 7) or without (All other figures) 4 repeats of the miR-

142-3p target sequence.

Cell isolation and analysis of cytokine production by T cells.

Lymphoid-organ-cell suspensions were prepared from immunized recipients by mechanically
dissociating spleen; pooled popliteal and inguinal (muscle-draining) or superficial cervical
(parotid and mandibular; ear-draining) LNs in sterile 1X PBS containing 0.1% HSA. 2x10°
cells per organ were then directly stained or re-stimulated for Sh in vitro in 2mL complete
RPMI medium containing 2pg/mL Brefeldin A (Sigma-Aldrich) and 1pug/mL OV A;s7 peptide

(SIINFEKL)(ProteoGenix).

Skin-cell suspensions were prepared by separating the ventral and dorsal sheets of immunized
ears and incubating them dermal side down in 0.5% Trypsin/EDTA (Gibco) for 45min at
37°C. The epidermis layer was then separated from the dermis layer and both were cut into
small piece and further incubated for 2h30 at 37°C in complete RPMI containing 2.5mg/mL
Collagenase D (Roche) and 10pg/ml DNase-I (Sigma-Aldrich). The resulting cell suspensions

were then filtered on a 40pum cell strainer (BD Biosciences) prior to staining.

OT-1 cell suspensions were prepared by mechanically dispersing pooled spleen, inguinal,
axillary, cervical and mesenteric lymph nodes of donor Ragl'/ " OT-I mice in sterile 1X PBS
containing 0.1% HSA. Cell suspensions were further stained in 1X PBS containing 2pug/mL
Violet Proliferation Dye 450 (VPD) (BD Biosciences) for 8min at 37°C followed by two
washes in 1X PBS containing 2% HSA and 0.1% HSA respectively. 2x10° VPD-labeled cells
were then injected into the retro-orbital venous sinus of previously immunized mice in a final

volume of 200ul of 1X PBS.
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Flow cytometry analysis.

For PBL staining, erythrocytes were first eliminated by hypotonic shock with BD Pharm
Lyse™ buffer (BD Biosciences). PE H2-K®/OVAss; (SIINFEKL) tetramer (Clinisciences)
staining was then performed in 1X PBS containing 0.1% HSA for 40min at room temperature.
Cell suspensions were further blocked with anti-CD16/CD32 antibody (2.4G2, BioXcell) for
10min at 4°C, followed by membrane staining for 15min at 4°C using a combination of
BV605 or eFluor450 anti-CD8a (53-6.7), FITC anti-CD44 (IM7), PE-Cy7 anti-CD62L
(MEL-14) and anti-CD69 (H1-2F3), PerCP-Cy5.5 anti-CD127 (A7R34), APC anti-KLRGI
(2F1/KLRGI) and anti-CD103 (2E7), APC or biotinylated anti-TCRf (H57-597) and Alexa
Fluor® 770 anti-I-A/I-E (M5/114.15.2). When necessary, a secondary staining step was
performed for 15min at 4°C with Qdot® 605-coupled streptavidin (Life Technologies). Dead
cell were excluded using the LIVE/DEAD® Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (Life
Technologies). For OT-I cell transfer experiments, transferred cell were tracked using a
combination of PE-Cy7 anti- CD8a (53-6.7), PerCP-Cy5.5 anti-CD45.1 (A20), PE anti-CD69
(H1.2F3) and APC anti-CD25 (PC61). For intracellular staining of cytokines, cells were
further fixed using BD Bioscience Cytofix/Cytoperm™ buffer (BD Biosciences) according to
manufacturer’s instructions and subsequent staining was performed in eBioscience
Permeabilization buffer (eBioscience) for 30 min at 4°C using a combination of PE anti-IL-2
(JES6-5H4), PE-Cy7 anti-TNFo (MP6-XT22) and APC anti-IFNy (XMG1.2). Data were
collected on a FACSCanto II or LSR-II Fortessa flow cytometer and further analyzed using
FlowJo software (Treestar). All antibodies were purchased from BioLegend unless stated

otherwise.
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Lm-OVA challenges.

Mice were challenged i.p. with 10° CFU of a recombinant strain of Listeria monocytogenes
expressing OVA and an erythromycin-resistance marker (73). 3 days after the challenge,
spleen were homogenized and lysed in 0.9% NaCl and bacterial titers were assessed by
plating dilutions on brain-heart infusion agar supplemented with 5Sug/ml erythromycin, and
grown for 2-3 days at 37°C. The lowest dilution used was a 1/16 dilution of the original

solution, given us a limit of detection <100 CFU/spleen.

Statistics.

All data are shown as mean + standard error of the mean (SEM). All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism Software version 6 (GraphPad, San Diego, California,
USA). When indicated, non-parametric Wilcoxon tests (2 groups); Kruskal-Wallis/Dunn’s
test or repeated measured (RM)-one way ANOVA (3 or more groups) or two-way ANOVA
followed by Sidak’s post-test analysis (2 variables such as CD4" T cell help and route of
immunization) were performed for selected pairwise comparisons. The minimal level of
confidence at which the result was considered significant was P<0.05. * P<0.05, ** P<0.01,

*** P<0.001 and **** P<0.0001.
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Figure 1: Intradermal immunization with rAAV2/1 vector induces robust primary CD8"

T cell responses:

(A-C) Female or male mice were immunized in the tibialis anterior (i.m.) or ear dermis (i.d.)
with 3x10" vg of rAAV2/1-mOVA-HY (mOVA-HY). (A) Representation of the mOVA-HY
construct. SS, signal sequence; TM, transmembrane domain. (B) Representative dot-plots and
(C) frequencies of CD44" Kb/OVA257 Tetramer” (OVA257+) in CD8" T cells at day 14 in the
blood of immunized individuals. Mean+£SEM (n=8-11 mice per group, pooled from at least 3

independent experiments). * P<0.05 and **** P<(0.0001 (2-way ANOVA/Sidak’s test).
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Figure 2: Potent intradermal-induced CD8" T cell responses are generated in the

absence of direct presentation of the transgene:

To analyze the requirements for direct presentation in rAAV-induced CD8" T cell responses,
male mice were immunized in the tibialis anterior (i.m.) or ear dermis (i.d.) with 3x10'° vg of
rAAV2/1-mOVA-HY (mOVA-HY); rAAV2/I-mOVA-HY-miR142-3pT (mOVA-HY-miR)

or a control rAAV2/1 vector (Ctrl).

(A) Representation of the mOVA-HY-miR construct. SS, signal sequence; TM,
transmembrane domain; miR-142-3pT, miR-142-3p target sequence. (B) Representative dot-

plots at day 14 and (C) frequencies of OV A-specific CD44"OVA,s; CD8" T cells at indicated
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time points in the blood of immunized individuals. Mean£SEM (n=4-11 mice per group and
per time point, pooled from at least 2 independent experiments). ** P<(0.01 and ****
P<0.0001 (2-way ANOVA/Sidak’s test, P<0.0001 and P=0.46 respectively for the overall
impact of the miR142-3p-mediated regulation on the rAAV-induced CD8" T cell response

following i.m. or i.d. immunization).

(D-G) Male mice were immunized in the tibialis anterior (i.m.) with 10'® vg of rAAV2/1-
mOVA-HY or rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT (D-E) or in the ear dermis (i.d.) with 10"
vg of TAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT (F-G). At indicated time points after rAAV2/1
immunization, mice were infused with 2x10® VPD-labeled OVA-specific TCR transgenic
OT-1 T cells. (D and F) Representative dot-plots for CD69 and CD25 expression and (E and
G) frequencies of CD25'CD69" in live VPD'OT-1 T cells recovered from muscle or ear
draining lymph nodes 18h after transfer. Mean+=SEM ((D-E) n=3-6 mice per group and per
time point, pooled from at least 2 independent experiments, except for day 7.5 and 9, n=3
mice per group from 1 experiment only; (F-G) n=5 mice per group and per time point, pooled
from 2 independent experiments). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<(0.001 and **** P<0.0001 (2-

way ANOVA/Sidak’s test).
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Figure 3: Availability of CD4" T cell help potentiates CD8" T cell responses generated in

the absence of direct presentation of the transgene:

(A-B) Female mice were immunized in the tibialis anterior (i.m.) or ear dermis (i.d.) with

3x10"

vg of rAAV2/I-mOVA-HY (mOVA-HY);

rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT

(mOVA-HY-miR) or a control rAAV2/1 vector (Ctrl). (A) Representative dot-plots at day 14

and (B) frequencies of OV A-specific CD44"OVA,s;" CD8" T cells at indicated time points in

the blood of immunized individuals. Mean+SEM (n=4-11 mice per group and per time point,

pooled from at least 2 independent experiments).
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Figure 4: CD4" T cell help and route of immunization
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synergize

generation of anti-transgene effector/memory CD8" T cells:

in regulating the

Anti-OVA memory CD8" T cell responses were analyzed between day 60 and day 80-post

immunization in the spleen of male or female mice immunized in the tibialis anterior (i.m.) or

ear dermis (i.d.) with 3x10'" vg of rAAV2/1-mOVA-HY (mOVA-HY), rAAV2/1-mOVA-

HY-miR142-3pT (mOVA-HY-miR) or a control rAAV2/1 vector (Ctrl).
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(A and D) Representative dot-plots for CD44 and K°/OVA,s; tetramer staining in live splenic
CD8" T cells; (B and E) representative dot-plots for CD62L and KLRGI staining in live
splenic CD44"OVA,s;"CD8" T cells and (C and F-H) frequencies of CD44"OVA,s;
CD62L'KLRG1™ (OVAzs7" Tem), CD62L'’KLRG1™ (OVAss;” Tem) or CD62L'KLRGI1'

(OVA,s7" long-lived Teg) in total live splenic CD8" T cells from indicated individuals.

(I) Representative histograms for IL-7Ra (CD127) expression and absolute Median
fluorescence intensity (MedianFI) values (left) and graph for relative IL-7Ra expression
(right) in live splenic OVAys;  long-lived Tesr (red), OVAys; Tem (green) and endogenous
naive CD8" T cells (grey) from rAAV2/1-mOVA-HY i.m. immunized male. (J) Relative IL-
7Ra expression in live splenic OVAjs;” Tem from indicated individuals. (K) Same as I, in
OVA,s5; CD8" T cells subsets from rAAV2/1-mOVA-HY i.d. immunized female. (I-K)
relative IL-7Ra expression is represented as the ratio of indicated cell population MedianFI
over the MedianFI of the endogenous naive CD8" T cell population of the same individual to
account for potential inter-experiments variations in the CD127 staining. Only mice with
significant levels of each OVA,s;” T memory subset of interest (above mean+3SD of control

vector) were included in the analysis.

(A-K) Mean+SEM (n=5-11 mice per group, pooled from at least 3 independent experiments).
n.s. non significant, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 and **** P<(0.0001 (2-way

ANOVA/Sidak’s test, except (I) Wilcoxon test and (K) RM one-way ANOVA/Sidak’s test).

146



A Gated on total CD8* T cells

- help (Male) + help (Female)

OVA,s5;

0.01 0.01 0 0

Unstimulated

0.05 }K | 0.03
IFNy >

TNFa

B Gated on total CD44" IFNy* CD8* T cells

- help (Male) + help (Female)
i.m id. i.m id.
T 20.8 3.8 1A
OVA,s5;
o]
L
Z 0 24
IL-2 >
C rAAV2/1-mOVA-HY D rAAV2/1-mOVA-HY-miR
im. id. Nb cytokines
*x produced
hel . 3
- help
(Male) -2
B -
| y*
*
+ help
(Female)
*k

Figure 5: CD4" T cell help and route of immunization synergize in regulating the quality

of anti-transgene effector/memory CD8" T cells:

The cytokine production potential of anti-OVA memory CD8" T cell responses was analyzed
between day 60 and day 80 post immunization in the spleen of male or female mice
immunized in the tibialis anterior (i.m.) or ear dermis (i.d.) with 3x10" vg of TAAV2/1-
mOVA-HY (mOVA-HY) (A-C) or rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT (mOVA-HY-miR)
(D). The production of IFNy, TNFa and IL-2 was measured after OVA,s7 peptide (1pug/mL)

in vitro re-stimulation of splenic cell suspensions.
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(A) Representative dot-plots for IFNy and TNFa expression in OV A;,s7-stimulated (top) or
unstimulated (bottom) live splenic CD8" T cells. (B) Representative dot-plots for IL-2 and

TNFa expression in OV Ass;-stimulated live splenic CD44"IFNy 'CD8" T cells.

(C-D) Relative proportion of single- (red), double- (green) and triple- (blue) cytokine-
producing OVA,s; stimulated live splenic CD8" T cells. Only mice with significant levels of
OVA,s; memory T in the spleen (above mean+3SD of control vector) were included in this
analysis (n=5-8 mice per group, pooled from at least 3 independent experiments). Analysis
and presentation of distributions was performed using SPICE version 5.1 on background
(unstimulated) corrected data. Comparison of distributions was performed using a Student's T

test and a partial permutation test as described (74). * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001.
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Figure 6: Cross-presentation of skin-expressed transgene induces protective memory

responses:

The protective potential of anti-OVA memory CD8" T cell responses induced by the sole
cross-presentation of tissue-expressed rAAV transgene was analyzed at day 60 after primary
immunization by challenging i.p. with 10° CFU of OVA-expressing recombinant Listeria
monocytogenes (Lm-OVA) male or female mice previously immunized in the tibialis anterior
(i.m.) or ear dermis (i.d.) with 3x10"° vg of rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT (mOVA-HY-
miR) vector. (A) Weight loss over time and (B) Recombinant Lm-OVA titer at day 3 after
challenge expressed as CFU/spleen for individual mice. n=10 mice per group, pooled from 2

independent experiments. ** P<0.01 and **** P<0.0001 ((A) two-way ANOVA/Sidak’s test,

(B) Kruskal-Wallis/Dunn’s test).
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Figure 7: Transgene-specific skin-resident memory CD8" T cells accumulate after

intradermal rAAV2/1 immunization:

Skin resident anti-OVA memory CD8" T cells were analyzed between day 60 and day 70 post
immunization in the ears of female mice immunized in the tibialis anterior (i.m.) or ear dermis
(i.d.) with 3x10" vg of rAAV2/1-mOVA-HY (mOVA-HY), rAAV2/1-mOVA-HY-miR 142-

3pT (mOVA-HY-miR) or a control rAAV2/1 vector (Ctrl).

(A) Representative dot-plots for MHC-II (IA-IE) and TCRp staining in live epidermal CD45"
cells (left) and CD8a and K®/OVA,s; tetramer staining in live epidermal IA-IE° TCRB" T cells

(right) from female mice immunized i.m. (top) or i.d. (bottom) with rAAV2/1-mOVA-HY.
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(B) Absolute numbers of live dermal or epidermal CD45 ' TA-IE TCRB'OVA,s; CD8" T cells
of indicated individuals. MeantSEM (n=3-6 mice per group, pooled from 2 independent

experiments). n.d. not done * P<0.05, ** P<0.01, (two-way ANOVA/Sidak’s test).

(C) Representative histograms for CD103, CD69, CDI127, CD44, KLRG1 and CD62L
expression in live epidermal CD45'TA-IETCRB" OVA,s;° CD8" T cells from female mice
immunized i.d. with rAAV2/1-mOVA-HY. Frequencies of expressing cells for each

individual marker are displayed as mean+SEM.

(D) Representative dot-plots for CD103 and CD69 staining in live CD45 TA-IETCRB"
OVAs;” CD8" T cells from dermis or epidermis cell suspensions of female mice immunized
1.d. with indicated vector. (E) The production of IFNy, TNFa and IL-2 was further measured
after OVAjs; peptide (1pg/mL) in vitro re-stimulation of draining lymph nodes (dLN),
epidermal and dermal cell suspensions. Relative proportion of single- (red), double- (green)
and triple- (blue) cytokine-producing OVA,s; stimulated live CD8" (dLN) and CD45 TA-IE
TCRB" CD8" T cells (dermis and epidermis) are displayed. Analysis and presentation of
distributions was performed as described in Figure 4. * P<0.05, ** P<0.01 ((C) n=3 mice per

group, (D and E) n=3-6 mice per group, pooled from 2 independent experiments).
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Figure 8: Induction of skin Ty following rAAV2/1 immunization is dependent on CD4"

T cell help:

To analyze the impact of CD4" T cell help on the induction of skin resident anti-OVA
memory CD8" T cells, male and female mice, immunized in the ear dermis with 3x10'"° vg of
rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT (mOVA-HY-miR), were analyzed between day 60 and

day 70 post immunization.

(A) Absolute numbers of live CD45 TA-IETCRB'OVA,s;” CD8" T cells from dermis or
epidermis cell suspensions of indicated individuals. (B) Representative dot-plots for CD103
and CD69 staining and (C) frequencies of CD69'CDI103" in live CD45'TA-IE
TCRB'OVA,s;7 CD8" T cells from dermis or epidermis cell suspensions of indicated
individuals. Mean=SEM (n=4-6 mice per group pooled from 2 independent experiments). n.s.

non significant, * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001 (2-way ANOV A/Sidak’s test).
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Supplemental Materials:
Intradermal immunization with rAAV2/1 vector induces potent memory
CDS8" T cell responses.

Alexandre Ghenassia, David-Alexandre Gross, Stéphanie Lorain, Fabiola Tros, Alain Charbit,

Jean Davoust, Pascal Chappert.
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Supplemental Figures:

rAAV2/1-mOVA-HY

Stratum corneum

Epidermis

Dermis

CD8a MHC-II Autofluorescence

Supplemental Figure 1: CD8" T cell infiltrates dermis and epidermis of immunized ear.

Female mice were immunized in ear dermis (i.d.) with 5x10'° vg of rAAV2/1-mOVA-HY
(mOVA-HY). Injected ear were collected at day 14 after immunization and 20pm ear sections
were stained with anti-CD8 (red) and anti-MHC-II (Blue) antibodies. Left image shows the Z-
project (max intensity) of an original 1345um x 852um x 8um mosaic image acquired on a
LEICA SP8 confocal microscope using a 40x/1.30 Oil CS2 PL APO objective. Right image
shows an enlargement of the region of interest depicted in the top right corner of the Left

image. Images analysis was performed using ImageJ software.
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Supplemental Figure 2: Kinetic of transgene product presentation following

intramuscular immunization:

Male mice were immunized in the tibialis anterior (i.m.) with 10'° vg of rAAV2/1-mOVA-
HY (mOVA-HY) or 1x PBS. At indicated time points after immunization, mice were infused
with 2x10° VPD-labeled OVA-specific TCR transgenic OT-1 T cells (A). (B-C)
Representative dot-plots for CD69 and CD25 expression and (D) frequencies of CD25'CD69"
in live VPD'OT-1 T cells recovered from spleen, muscle draining lymph nodes (pooled
inguinal and popliteal) or contralateral lymph nodes 18h after transfer. Mean+=SEM, n=3-6
mice per group and per time point pooled from at least 2 independent experiments, except for

day 7.5 and 9, n=3 mice per group and per time point from 1 experiment only.
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Supplemental Figure 3: Limited impact of CD4" T cell help on the cross-presentation of

muscle-expressed transgene products:

(A-B) Male or female mice were immunized in the tibialis anterior (i.m.) with 10'° vg of
rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT (mOVA-HY-miR). At indicated time points after
rAAV2/1 immunization, mice were infused with VPD-labeled 2x10° OVA-specific TCR
transgenic OT-1 T cells. (C) Representative dot-plots for CD69 and CD25 expression and (D)
frequencies of CD25°CD69" in live VPD'OT-1 T cells recovered from muscle or ear draining
lymph nodes 18h after transfer. Mean+=SEM (n=3-6 mice per group and per time point, pooled

from at least 2 independent experiments). ** P<0.05 (2-way ANOVA/Sidak’s test).
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Supplemental Figure 4:

CD4" T cell help and route of immunization synergize in

regulating the generation of anti-transgene effector/memory CD8" T cells in draining

LNs:

Anti-OVA memory CD8" T cell responses were analyzed between day 60 and day 80 post

immunization in the muscle (pooled inguinal and popliteal) or ear (cervicals) draining lymph

nodes of male or female mice immunized in the tibialis anterior (i.m.) or ear dermis (i.d.) with
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3x10'° vg of rAAV2/I-mOVA-HY (mOVA-HY), rAAV2/1-mOVA-HY-miR142-3pT

(mOVA-HY-miR) or a control rAAV2/1 vector (Ctrl).

(A and D) Representative dot-plots for CD44 and K°/OVA,s; tetramer staining in live splenic
CD8+ T cells; (B and E) representative dot-plots for CD62L and KLRG1 staining in live
splenic CD44"OVA,s;"CD8" T cells and (C and F-H) frequencies of CD44"OVA,s;
CD62L'KLRG1™ (OVAzs7" Tem), CD62L'’KLRG1™ (OVAzs;” Tem) or CD62L'KLRGI1'

(OVA257+ long-lived T) in total live dLN-resident CDS8" T cells from indicated individuals.

(I) Representative histograms for IL-7Ra (CDI127) expression and absolute Median
fluorescence intensity (MedianFI) values (left) and graph for relative IL-7Ra expression
(right) in live dLN-resident OVAys;' long term T (red), OVAss;” Tem (green) and
endogenous naive CD8a" T cells (grey) from rAAV2/1-mOVA-HY i.m. immunized male. (J)
Relative IL-7Ra (CD127) expression in live dLN-resident OVAjys;" Tem from indicated
individuals. (K) Same as I, in OVA,s; CD8" T cells subsets from rAAV2/1-mOVA-HY i.d.
immunized female. (I-K) relative IL-7Ra expression is represented as the ratio of indicated
cell population MedianFI over the MedianFI of the endogenous naive CD8o." cell population
of the same individual to account for potential inter-experiments variations in the CD127
staining. Only mice with significant levels of each OVAjys;” T memory subset of interest
(above mean+3SD of control vector) were included in the analysis. (A-K) Mean+SEM (n=5-
11 mice per group, pooled from at least 3 independent experiments). n.s. non significant, *
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 and **** P<0.0001 (2-way ANOVA/Sidak’s test, except (I)

Wilcoxon test and (K) RM one-way ANOVA/Sidak’s test).
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DISCUSSION
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Ce travail de thése a permis d’apporter des évidences nouvelles quant a I’intérét de bien
choisir la voie d’immunisation dans I’optique d’utiliser les vecteurs AAV recombinants dans
le transfert de génes afin d’établir une mémoire immunologique a médiation cellulaire forte
dans le cadre d’un processus de vaccination. Nos constructions de vecteurs AAV
recombinants nous ont de plus donné I’opportunité d’aller plus loin dans la compréhension
des mécanismes fins et régulateurs de la mémoire immunologique induite par ces vecteurs a
travers la modulation des voies de présentation d’antigéne et de I’impact d’un effet auxiliaire

apporté par les lymphocytes T CD4" aux lymphocytes T CD8" anti-transgéne.

Contrairement a ce qui avait pu étre démontré auparavant concernant |’incapacité
fonctionnelle des réponses cellulaires générées a la suite d’immunisations par des vecteurs
AAV recombinants (Lin et al., 2007a, 2007b), nous avons pu montré que la
polyfonctionnalité de ces réponses cellulaires reposait a la fois sur la nature de la voie
d’administration des vecteurs AAV recombinants et sur la nature du tissu cible, mais
également sur les propriétés intrinseques du transgéne. En effet, un des facteurs limitants a
I’utilisation des vecteurs AAV recombinants en vaccination est leur faible capacité de
transduction des DCs, mécanisme sur lequel repose principalement la voie intramusculaire et
qui comme decrit, est génératrice de réponses cellulaires faibles et peu efficaces. En
administrant nos constructions de vecteurs AAV recombinants par voie intradermique nous
avons pu faire la démonstration pour la toute premiére fois que le vecteur AAV2/1
recombinant, naturellement optimisé pour cibler le tissu musculaire, était capable de faire
s’exprimer un transgene au sein de la peau et d’engager des réponses cellulaires fortes contre
celui-ci. Grace a la présence d’un épitope de classe II au sein du transgeéne véhiculé par nos
vecteurs AAV2/1 recombinants, nous avons montré que le faible potentiel de la voie
intramusculaire dans I’induction des réponses cellulaires pouvait étre compensé par la
présence de lymphocytes T CD4" prompts a exercer leur effet auxiliaire sur la réponse
spécifique des lymphocytes T CD8". La peau étant un tissu capable de déclencher de fortes
réponses immunitaires grace a la présence de nombreuses DCs spécialisées notamment dans
la présentation croisée d’antigéne, nous avons montré qu’a elle seule cette voie de
présentation d’antigéne lors de I’injection intradermique de notre vecteur AAV2/1
recombinant régulé par le miR-142-3p, était capable de générer une forte réponse primaire T
CDS§".
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1. Potentialité de la voie intradermique pour I’utilisation des vecteurs AAV

recombinants en vaccination

Jusqu’a présent la plupart des études menées en vaccination et reposant sur 1’utilisation des
vecteurs AAV recombinants pour effectuer du transfert de genes s’étaient principalement
intéressées a les administrer par voie intramusculaire ou intranasale (Nieto and Salvetti,
2014). Seule une étude reposant sur I’injection de vecteurs AAV recombinants par voie
intradermique rapporta la génération de fortes réponses humorales contre le produit du
transgéne véhiculé (Ploquin et al., 2013). Pour autant, et c’est ce qui a focalisé notre
investigation tout au long de mon travail de thése, aucune étude ne s’est jamais intéressée a
évaluer le potentiel de la voie intradermique, et des voies autres qu’intramusculaire en
général, a générer des réponses cellulaires suite a I’injection de vecteurs AAV recombinants.
Comme vu précédemment (voir Chapitre 2 Partie C. de I’Introduction), ’AAV1 posséde un
tropisme intrinséque préférentiel pour le muscle squelettique (Arruda and Xiao, 2007; Brantly
et al., 2009; Mingozzi et al., 2009; Wang et al., 2010), et ses capacités de transduction de la
peau n’ont été que peu étudiées.

A T’heure actuelle, aucun sérotype naturel d’AAV n’a été identifié comme ayant un tropisme
intrinséque lui permettant d’atteindre la peau et d’y transduire les cellules résidentes. De ce
fait, la stratégie de ciblage des vecteurs AAV recombinants vers la peau a notamment pu étre
investiguée cette fois-ci in vitro en modifiant les séquences peptidiques de la capside d’un
AAV?2 pour les remplacer par des peptides cibles capables d’étre engagés dans la liaison avec
un récepteur cutané spécifique identifi¢ sur les kératinocytes humains, I’intégrine avf38
(Sallach et al., 2014). Les auteurs montrerent une efficacité accrue de ce vecteur AAV2
modifié dans la transduction de kératinocytes humains mais également de kératinocytes
murins. Cette étude fit écho a des travaux réalisés 15 ans auparavant ou des vecteurs AAV2-
lacZ et AAV2-GFP recombinants avaient montré un fort potentiel dans la transduction in
vitro de kératinocytes humains (Braun-Falco et al., 1999). De maniere intéressante, un vecteur
AAV2-lacZ recombinant fut utilisé in vivo et injecté par voie intradermique, et montra une
capacité a transduire les keratinocytes mais également les cellules épithéliales de follicules
pileux (Hengge, 2000). Donc la volonté de vouloir cibler la peau en tant que site privilégié de
transfert de genes par les vecteurs AAV recombinants prit tout son sens a la lumiere des

résultats obtenus dans les expériences in vitro.
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Nous avons tout d’abord pu montrer que lorsqu’on administrait par voie intramusculaire notre
construction rAAV2/1-mOVA-HY dans des souris femelles, celle-ci générait environ 30 % de
lymphocytes T CD8" du sang circulants et spécifiques de 1’épitope OVAzs; 14 jours aprés
I’immunisation, période correspondant au pic de la réponse primaire. Ceci nous permit de
confirmer la capacité intrinseque de I’AAV1 a cibler spécifiquement le muscle et a y induire
I’expression d’un transgéne. A la connaissance de ce résultat, nous avons décidé d’évaluer en
parallele quel pourrait étre le potentiel du vecteur rAAV2/1-mOVA-HY injecté par voie
intradermique a induire une réponse primaire anti-OVAzs; chez des souris femelles.
L’injection intradermique du vecteur rAAV2/1-mOVA-HY conduit a des taux de
lymphocytes T CD8" du sang circulants et spécifiques de 1’épitope OV A,s7 similaires a ceux
observés par la voie intramusculaire au pic de la réponse primaire. De plus, nous avons
constaté que la présentation d’antigéne via la voie intradermique se faisait bien au niveau des
ganglions lymphatiques drainants le derme de 1’oreille seulement quelques jours aprés
I’immunisation, ce qui démontre 1’assimilation de 1’antigéne par des CPAs professionnelles
de la peau capables de migrer au niveau des organes lymphoides secondaires adjacents. Ces
résultats établirent la premiere démonstration connue a ce jour de ’efficacité d’un vecteur

AAV1 recombinant injecté par voie intradermique a générer des réponses cellulaires fortes.

De plus, une étude réalisée in vivo dans un modeéle de plaies cicatricielles de la peau chez la
souris et se basant sur 'utilisation de vecteurs AAV recombinants pseudotypés démontra
I’efficacité de transduction des cellules épidermiques et dermiques par des vecteurs AAV2/5
et AAV2/8 recombinants injectés par voie intradermique au niveau des plaies, conduisant a la
cicatrisation cutanée de la souris (Keswani et al., 2012). Puis, les mémes vecteurs furent
utilisés dans la transduction in vitro de fibroblastes humains et murins, et tout comme in vivo,

ils s’avérerent étre plus efficaces que le vecteur AAV2/2 recombinant classique.

Dans notre étude nous avons choisi comme site d’injection intradermique I’oreille de la souris
qui ne contient que des couches d’épiderme et de derme afin d’étre certains de la réussite de
notre vaccination. En effet, la souris possede une couche de muscles spécifique, appelée
panniculus carnosus et mentionnée dans I’étude de Keswani et al. précédemment, sous la
peau et non retrouvée chez I’homme et il est tres facile de réaliser une injection hypodermique
dans cette couche qui s’apparenterait a une injection intramusculaire dans le muscle tibial

antérieur.

Pour conclure, nos résultats viennent renforcer les résultats des études citées précédemment

apportant de véritables preuves quant a I’efficacité des vecteurs AAV recombinants pour le
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transfert de génes au sein de la peau. Enfin, et c’est certainement I’un des résultats le plus
remarquable de nos travaux, nous avons pour la premiére fois mis a jour le potentiel d’un
vecteur AAV2/1 recombinant administré par voie intradermique dans le déclenchement d’une

immunité adaptative cellulaire robuste.

Néanmoins, et plus que de simplement démontrer 1’aspect fonctionnel d’une immunisation
intradermique pour le vecteur AAV1 recombinant, les résultats générés au cours de ma these
ont de plus pu montrer que la sollicitation de la voie intradermique dans la vectorisation de
vaccins par les vecteurs AAV recombinants, ou tout au moins par le vecteur AAV1

recombinant, a un impact majeur dans 1’édification d’une réponse cellulaire robuste.

2. La peau, un site privilégié pour la présentation croisée de transgenes

vaccinaux ?

Hormis la construction rAAV2/1-mOVA-HY, nous disposions également au sein du
laboratoire de la construction rAAV2/1-mOVA-HY-miR. L’utilisation de ce vecteur
recombinant permet d’éviter la présentation directe du transgéne par les DCs. Utilisant ce
mécanisme nous avons pu montrer que lorsque 1’on injectait le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY -
miR par la voie intramusculaire chez des souris males, la réponse primaire T CD8" induite
était significativement beaucoup plus faible qu’avec le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY
confirmant ainsi les résultats précédemment obtenus dans notre laboratoire (Carpentier et al.,
2015). De plus, nous avons pu mettre en évidence qu’il existait un délai dans les cinétiques de
présentation d’antigéne et d’activation des lymphocytes T CD8" anti-OVA,s; avec
I’utilisation de la construction rAAV2/1-mOVA-HY-miR ; décalant ainsi le pic de la réponse
primaire a 21 jours et non plus a 14 jours comme observé avec la construction rAAV2/1-
MOVA-HY.

Donc dans le cadre d’une immunisation intramusculaire non modulée par un effet auxiliaire
des lymphocytes T CD4", le vecteur AAV2/1 recombinant ne semble déclencher de réponse
primaire T CD8" notoire que s’il est capable de délivrer le transgéne au sein de CPAs
compétentes a le présenter directement. Dans un tel contexte, cela confere une limitation non
négligeable a 1’utilisation des vecteurs AAV recombinants puisque comme déja évoqueé
préecédemment dans leurs caractéristiques, ils ne sont pas efficaces dans la transduction des
DCs qui sont les spécialistes de la présentation directe d’antigéne en vue de I’activation

lymphocytaire (Jooss et al., 1998).
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La dissection des différentes populations de DCs au sein de la peau chez la souris a, au
contraire du muscle, pu montrer qu’une partie d’entre elles, les DCs CD103", affichait une
capacit¢ de présentation croisée d’antigéne accrue menant a une forte activation des
lymphocytes T CD8" (voir Chapitre 2 Partie B. 2. b.) (Bedoui et al., 2009; Henri et al., 2010;
Shen et al., 2002). Nous avons pu montrer que 1I’immunisation intradermique avec le vecteur
AAV2/1 recombinant permettait d’améliorer considérablement la réponse primaire T CD8" en
absence de présentation directe du transgene vaccinal. Cette démonstration souligna la forte
efficacité de cette voie de présentation d’antigéne aprés transfert de génes par le vecteur
AAV?2/1 recombinant au sein de la peau dans I’initiation de fortes réponses effectrices T
CD8"; révélant ainsi la participation facultative de la voie de présentation directe d’antigéne
dans un tel contexte. A noter qu’une telle observation avait déja pu étre faite lors de

I’utilisation d’un vecteur recombinant dérivé de VV (Shen et al., 2002).

En résumé, la voie intradermique semble tout a fait étre une voie propice a I’utilisation du
vecteur AAV2/1 en vaccination puisque pour obtenir une réponse primaire T CD8" robuste
cela ne requiert pas la transduction de CPAs professionnelles, faculté limitante chez les
vecteurs AAV.

3. Impact des réponses lymphocytaires T CD4" dans la régulation des

réponses primaires T CD8" induites par un vecteur AAV recombinant vaccinal

Une fois établies ces relations de dépendances entre la voie intramusculaire et la voie de
présentation directe d’antigéne d’une part, et entre la voie intradermique et la voie de
présentation croisée d’antigéne d’autre part, nous avons voulu connaitre 1I’impact de I’apport
d’un effet auxiliaire des lymphocytes T CD4" sur la régulation de la réponse primaire T CD8"
selon la modulation de la présentation d’antigéne. Pour cela, nous avons immunis¢€ par voie
intramusculaire des souris femelles avec le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY-miR et nous avons
observé une réponse primaire avec une cinétique et une intensité quasi-équivalentes a celles
obtenues avec le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY. Un tel résultat remet en perspective cette
notion de dépendance entre la voie intramusculaire et la voie de présentation directe
d’antigéne dés lors que des DCs sont capables d’activer des lymphocytes T CD4" auxiliaires
pourvoyeurs de signaux effecteurs a la réponse primaire T CD8*. Dans ce contexte
d’immunisation par un vecteur AAV2/1 recombinant, on peut donc parler d’un « sauvetage »

de la réponse primaire croisée T CD8" dans le muscle grace a I’effet auxiliaire.
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Comme évoqueé dans le 1., a la suite d’'une administration par la voie intramusculaire de notre
construction rAAV2/1-mOVA-HY chez des souris femelles environ 30 % de lymphocytes T
CD8" du sang circulants étaient spécifiques de I’antigtne OVAys; 14 jours aprés
I’immunisation, alors que seulement environ 7 % I’étaient chez des souris males. Cet impact
de la présence de I’antigéne male H-Y observé chez les souris femelles traduisant un effet
auxiliaire des lymphocytes T CD4" sur la réponse primaire orchestrée par les lymphocytes T
CD8" anti-OVA,s7, venait renforcer et confirmer les observations préalablement faites au sein
du laboratoire & propos de la régulation de la réponse primaire T CD8" par les lymphocytes T
CD4" auxiliaires lors d’une immunisation intramusculaire avec la méme construction
(Carpentier et al., 2015). L’injection intradermique du vecteur rAAV2/1-mOVA-HY mit en
lumiere un contraste certes moins prononcé (30 % versus 15 %), mais pour autant significatif
entre les niveaux de réponses primaires T CD8" induits chez des souris femelles et chez des
souris males, concluant ainsi a I’importance de la participation des lymphocytes T CD4"
auxiliaires lors de la mise en place d’une réponse primaire T CD8". Nous avons donc pu
démontrer qu’a travers les injections de notre vecteur rAAV2/1-mOVA-HY via deux types de
voies d’administration vaccinales, les lymphocytes T CD4" auxiliaires étaient impliqués
notamment dans le rendement cellulaire des lymphocytes T CD8" effecteurs obtenus en fin de
phase d’amplification clonale. S’il semble désormais établi de par notre modele expérimental
que I’effet auxiliaire a la réponse primaire T CD8" anti-OVAzs; ait un rdle quantitatif, ceci
pourrait dans le cadre de notre étude correspondre a une implication précoce des lymphocytes
T CD4" auxiliaires au moment de I’activation des lymphocytes T CD8", ce qui serait en
accord avec les arguments avancés dans la littérature au sujet de leur timing d’intervention
(Janssen et al., 2003; Shedlock and Shen, 2003). Contrairement a ce qui a pu étre observé
avec une infection par LCMV, il semblerait que 1’amplification primaire des cellules T CD8"
due a I’infection par le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY repose sur la présence de réponses de
type Th, ce qui apporte un nouvel élément de compréhension de la régulation des réponses

cellulaires liées aux vecteurs AAV recombinants.
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4. Impact des réponses auxiliaires T CD4" et du choix de la voie d’injection
sur les réponses T CD8" mémoires induites 3 P’aide d’un vecteur AAV

recombinant vaccinal

Dans le but de réaliser I’objectif principal de mon projet de thése, je me suis surtout attaché a
évaluer la nature des lymphocytes T CD8" anti-transgéne ayant survécu a la contraction
clonale des effecteurs et se trouvant désormais au stade de la mémoire tardive de la réponse
immunitaire suite & une immunisation avec une de nos deux constructions de vecteurs AAV
recombinants. Nous avons pu observer qu’environ 70 jours apres une vaccination primaire par
le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY via la voie intramusculaire chez des souris males, les
lymphocytes T CD8" anti-OVA,s; de la rate se répartissaient en deux populations quasi-
identiques en termes de nombre: les Tgy CD8" (CD44™' KLRG1 CD62L) et les
lymphocytes T CD8" effecteurs de longue durée de vie trés différenciés (CD44™" KLRG1*
CD62L"). De maniére intéressante, nous avons pu montrer que ni I’injection intradermique du
vecteur rAAV2/1-mOVA-HY toujours en absence d’effet auxiliaire ni I’injection
intramusculaire avec ce méme vecteur cette fois-ci en présence d’effet auxiliaire ne
permettaient d’accroitre significativement le nombre de Tgy CD8™ voire méme de générer une
fréquence significative de Tcy CD8" (CD44™" KLRG1 CD62L"), autre population attendue
pour faire partie du pool de cellules mémoires spécifiques se trouvant au sein des organes
lymphoides secondaires. Ainsi, tout comme ce qui a déja été décrit a la suite d’immunisations
avec Lm, VSV et VV en présence de lymphocytes T CD4" auxiliaires (Obar et al., 2010),
nous avons pu démontrer qu’une immunisation en présence d’une réponse lymphocytaire T
CD4" auxiliaire avec 1’un ou I’autre de nos vecteurs AAV2/1 recombinants tendait surtout a
générer en plus grand nombre des lymphocytes T CD8" effecteurs de longue durée de vie

exprimant fortement KLRGL1.

En ce qui concerne les deux autres populations retrouvées au stade de la mémoire tardive, les
Tem CD8™ et les Tew CD8', leur fréquence se trouva significativement élevée a la suite de
I’injection intradermique de 1’une ou 1’autre de nos constructions, pour autant que cela soit
combiné a la présence de lymphocytes T CD4" auxiliaires. Nous avons également montré que
la régulation de I’expression de CD127 au niveau des Tgy CD8" anti-OVAys; dépendait
majoritairement de la voie d’injection. En effet, dans le cas d’une immunisation intradermique
avec I’un ou I’autre de nos vecteurs AAV2/1 recombinants, cette population de lymphocytes

T CD8" mémoires était beaucoup plus apte a réexprimer I’IL-7Ro et donc & détecter dans son
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environnement des signaux promouvant sa survie. Quant a la population de Tcy CD8™ anti-
OVA;57, la combinaison de la voie intradermique et de 1’effet auxiliaire apporté par les
lymphocytes T CD4" leur conféra le meilleur niveau de réexpression de CD127, et donc un

maintien homéostatique a long terme.

Donc faisant le paralléle avec ce qui avait pu étre démontré lors d’une infection par LCMV
(Kaech et al., 2003), dans notre cas I’immunisation intradermique avec le vecteur AAV2/1
recombinant a permis la génération de cellules précurseurs mémoires réexprimant fortement
CD127 et qui sont susceptibles de se différencier en Tgym, comme décrit dans la littérature
(Badovinac et al., 2007; Marzo et al., 2005; Wherry et al., 2003, 2004), et qui sous I’influence

de la présence initiale de lymphocytes T CD4" auxiliaires semblent pouvoir se convertir en

Tewm.

La nature des lymphocytes T CD8" mémoires anti-OVAs; ayant pu étre établie, nous avons
également tenté d’estimer leur aptitude a amorcer rapidement leurs fonctions effectrices en
vue de sécréter des cytokines capables d’activer la fonction cytotoxique des CTLs. Nous
avons montré que ’injection intramusculaire de 1’un ou I’autre de nos vecteurs AAV2/1
recombinants dissociée de la présence de lymphocytes T CD4" auxiliaires, conduisait a
I’expression majoritaire d’une seule cytokine, I’'IFN-y. La polyfonctionnalité de ces
lymphocytes T CD8" mémoires anti-OVAzs; se trouva nettement améliorée dés que les
vecteurs furent injectés soit dans un contexte d’apport d’un effet auxiliaire par les
lymphocytes T CD4" (surtout vrai pour le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY), soit par la voie
intradermique, ou soit lors de la combinaison des deux. En effet, la proportion de cellules
mémoires doubles productrices d’IFN-y et de TNF-a ainsi que celle de cellules mémoires
triples productrices d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-2 augmentérent significativement. Enfin, grace
a la modulation de la présentation d’antigéne apportée par nos constructions de vecteurs
AA2/1 recombinants, nous avons pu mettre en évidence que le maintien d’une
polyfonctionnalité robuste des lymphocytes T CD8" mémoires anti-OVAs; issus de la
différenciation d’effecteurs ayant été actives par la présentation croisee d’antigéne, nécessitait

une vaccination intradermique couplée a un effet auxiliaire.

Nous avons finalement décidé de tester ’efficacité de protection des lymphocytes T CD8"
mémoires anti-OVAs7 lors d’un challenge avec des doses létales de Lm-OVA sur des souris
préalablement immunisées avec le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY-miR via la voie

intradermique. 11 s’avéra que les souris les mieux protégées furent celles pour lesquelles un
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effet auxiliaire avait au préalable impacté la génération des lymphocytes T CD8" mémoires.
Cette efficacité de protection est donc a corréler avec le profil polyfonctionnel des
lymphocytes T CD8" mémoires anti-OVAzs; que nous avons pu mettre en évidence
auparavant, ce qui corrobore les resultats d’études antérieures ayant caracterisé le profil
fonctionnel des lymphocytes T CD8" mémoires associé a leur efficacité protectrice (Seder et
al., 2008; Sun et al., 2008).

En conclusion nous avons prouvé que le vecteur AAV2/1 recombinant est capable de générer
des réponses cellulaires fortes, polyfonctionnelles et protectrices contre le transgéne qu’il
véhicule lorsqu’il est utilisé en vaccination. Cette capacité est dépendante de la présence de
lymphocytes T CD4" auxiliaires et également de la voie d’injection intradermique qui

favorise 1’activation lymphocytaire par la voie de présentation croisée d’antigéne.

5. Capacité des vecteurs AAV recombinants a induire des lymphocytes T

résidents mémaoires ?

Jusqu’a présent nos résultats ont montré le potentiel du vecteur AAV2/1 recombinant selon
différentes modulations a induire trois populations de cellules mémoires, les lymphocytes T
CD8" effecteurs de longue durée KLRG1", les Tgw et les Tewm, toutes les trois ayant la
capacité de recirculer entre les organes lymphoides secondaires et les tissus périphériques
infectés et de conférer une protection systémique. Depuis 2009, la caractérisation de Trwm
specifiques au sein des tissus périphériques et qui ne recirculent pas contrairement a leurs
homologues systémiques, a montré tout leur potentiel dans la protection anti-infectieuse in
situ (Cuburu et al., 2012; Gebhardt et al., 2009; Jiang et al., 2012; Masopust et al., 2010;
Wakim et al., 2010). Ainsi, nous avons souhaité savoir si le vecteur AAV2/1 recombinant
pouvait également participer a 1’induction d’une telle population de cellules mémoires. Au
stade de la mémoire tardive de la réponse immunitaire (environ 60 jours aprés immunisation),
nous avons pu détecter au sein de 1I’épiderme et du derme des lymphocytes T CD8" mémoires
anti-OVAs7 issus de la vaccination intradermique par I’un ou I’autre de nos vecteurs AAV2/1
recombinants. Une grande partie des lymphocytes T CD8" mémoires anti-OVAzs; fut
retrouvée au niveau de 1’épiderme et leur caractérisation phénotypique nous permit de les
identifier comme étant de véritables Tryw arborant le phénotype CD69" CD103" KLRG1
CD44™" cD127%""® cD62L". Au sein du derme, nous avons identifié en majorité des Trm

anti-OVA,s; CD69" CD103" conventionnels, mais également des populations de lymphocytes
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T CD8" mémoires anti-OVAy; CD69" CD103™ et CD69" CD103™ qui pourraient tout a fait
s’apparenter a ces nouvelles sous-populations de Tryv récemment décrites (Steinert et al.,
2015). L’évaluation des capacités fonctionnelles de ces populations de Try montra qu’ils
étaient dotés de fonctions effectrices diverses et qu’ils étaient tout aussi polyfonctionnels

voire méme ayant un potentiel prolifératif meilleur que leurs homologues recirculants.

Enfin, nous avons voulu savoir si dans notre modéle de vaccination par le vecteur AAV2/1
recombinant la génération de Tgrm et son maintien reposaient sur la présence de lymphocytes
T CD4" auxiliaires comme ce qui a déja pu étre établi dans des modeles d’infections par le
virus de la grippe (Laidlaw et al., 2014) ou par HPV (Cuburu et al., 2012). En absence d’effet
auxiliaire, I’immunisation intradermique par le vecteur rAAV2/1-mOVA-HY-miR conduit a
une réduction d’environ un facteur 4 du nombre de Try anti-OVAgs; présents au niveau de
’épiderme. De plus, la fréquence des Tru anti-OVA,s; CD69" CD103" du derme se trouva

significativement réduite.

En conclusion, la régulation de 1’établissement d’une mémoire spécifique et fonctionnelle au
sein d’un tissu périphérique tel que la peau dans un contexte de vaccination par le vecteur
AAV2/1 recombinant, s’appuie sur la présence et I’aptitude des lymphocytes T CD4" a
fournir un effet auxiliaire a la réponse primaire T CD8".

Utilisant la combinaison de la voie intradermique et de la présence de lymphocytes T CD4"
auxiliaires, nous avons réussi a définir pour la premiere fois les paramétres nécessaires, dans
le cadre d’une vaccination avec un vecteur AAV recombinant, a I’obtention de lymphocytes T
CD8" mémoires polyfonctionnels au niveau systémique, mais également résidents au niveau

du site d’injection, et enfin protecteurs face a I’intrusion d’un pathogéne virulent.
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6. Perspectives

Notre étude est donc véritablement la toute premiére a s’étre intéressée a la nature et la
fonction des réponses cellulaires induites suite a une vaccination intradermique avec des
vecteurs AAV recombinants. En effet jusqu’a aujourd’hui, seule une étude avait caractérisé la
génération de réponses humorales via cette méme voie de vaccination en utilisant des vecteurs
AAYV recombinants (Ploquin et al., 2013). Par ailleurs, I’induction de réponses humorales
apres une vaccination avec des vecteurs AAV recombinants a longtemps été montrée comme
étant une des propriétés de ces vecteurs, laissant de coté I’intérét d’une investigation au

niveau des réponses cellulaires.

Nous espérons donc que nos travaux permettront d’envisager de nouvelles applications
vaccinales basées sur I’utilisation des vecteurs AAV recombinants en tant qu’outils vaccinaux
capables de transférer efficacement des transgenes promouvant la génération de réponses
cellulaires fortes et efficientes au sein de tissus privilégiés tels que la peau, avec de plus une
incidence importante sur une protection contre des pathogénes systémiques présents dans

d’autres tissus.

De nos jours, les protocoles de vaccination utilisés en médecine humaine se concentrent
essentiellement sur I’obtention d’une protection efficace conférée par une mémoire
immunologique a médiation humorale. Bien que la preuve de concept de I’immunisation via
la peau ait été établie depuis plus de deux siecles, I’administration de vaccins par la voie
cutanée n’a pas vraiment évolué (Teunissen et al., 2012). Seuls les vaccins contre la rage et le
BCG (Bacille Calmette-Guérin) possédent actuellement 1’autorisation pour étre délivrés via la
voie intradermique. A ce jour, la plupart des vaccins commercialisés sont administrés par voie
intramusculaire dans le but de faciliter leur injection par les praticiens, de minimiser la
sensation de douleur chez le patient, et éviter le risque de génération de désordres cutanés
visibles a vie tels que ceux liés au processus de scarification dans le cas de la vaccination
antivariolique interrompue en 1979. Néanmoins, le choix d’une telle voie d’administration
contraste et crée un paradoxe di au manque d’évidences que le tissu musculaire soit une cible
universelle pour tous types de vaccins. Le role majeur des DCs dans I’activation du systéme
immunitaire rend d’autant plus intéressant 1’utilisation de la voie intradermique car la peau
posséde un réseau important de DCs. De plus, la peau est trés accessible et arbore une
organisation des cellules immunitaires bien développée, celles-ci étant prétes a répondre

rapidement et efficacement avec des connexions nombreuses vers les tissus lymphatiques
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environnants. Pour ces raisons, la peau représente une alternative intéressante vis-a-vis des
tissus du muscle pour la vaccination. L’intérét de cibler de maniére directe ou indirecte les
CPAs est donc a la fois double puisqu’il permet d’une part de faire s’exprimer un antigéne via
la machinerie des voies de présentation d’antigéne, et d’autre part d’édifier une réponse
primaire cellulaire spécifique. Notre étude a démontré que I’utilisation du vecteur AAV2/1
octroyait tous ces avantages et qu’il était capable de les mettre en ceuvre au sein de la peau. A
I’avenir, il serait donc intéressant de concentrer le développement de nouveaux protocoles de
vaccination sur la capacité des vecteurs AAV recombinants a pouvoir véhiculer différentes
sources d’antigénes jusqu’aux CPAs, et ce notamment au niveau des sites ou elles sont le plus

présentes.

Outre leur emploi en médecine régénérative et pour des transferts de genes thérapeutiques,
I’usage des vecteurs AAV recombinants semble donc prometteur en vaccination, cependant le
contexte de leurs utilisations doit étre bien défini. En effet chez ’homme, la séroprévalence
en termes d’anticorps neutralisants anti-AAV est une limitation a 1’utilisation de certains
sérotypes par rapports a d’autres (Calcedo et al., 2009; Mingozzi and Biining, 2015). Comme
vu précédemment, I’efficacité d’un vecteur AAV recombinant réside en sa capacité a faire
s’exprimer son transgéne, mais s’il est précocement neutralisé par des anticorps il ne pourra
pas assurer sa fonction. De plus, la capacité de réaction croisée des anticorps générés contre
un sérotype particulier d’AAV ajoute une barriére supplémentaire a 1’établissement d’une
réponse cellulaire contre le produit du transgéne. En vaccination humaine, une seule injection
n’est pas considérée comme suffisante pour assurer le maintien définitif de la mémoire
immunologique tout au long de la vie d’un individu. Ainsi, des rappels sont nécessaires a la
restimulation du systétme immunitaire et de sa mémoire. Au final, ces immunisations
successives pourraient conduire a la neutralisation compléte du vecteur AAV recombinant
bien avant qu’il ait délivré son transgéne, et ce méme dans le cas ou I’on permuterait le
sérotype & cause des fortes réactions croisées des réponses humorales anti-AAV. L’utilisation
du vecteur AAVrh32.33 recombinant, variant de I’AAV4, pourrait s’avérer €tre une bonne
stratégie en vaccination humaine. En effet, la séroprévalence en anticorps neutralisants qui
caractérise ce sérotype est la plus faible parmi celles de tous les autres sérotypes, ce qui
augmenterait les chances de ce vecteur par rapport aux autres d’échapper a cette premiére
barriere humorale, et donc de véhiculer son transgene jusqu’a sa cible. De plus, ce vecteur a
été montre comme étant capable de genérer des réponses cellulaires fortes équivalentes a
celles d’un adénovirus, une des caractéristiques essentielles comme vue dans notre modele a

I’établissement d’une protection anti-infectieuse robuste.
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Enfin s’il existe un domaine ou ces considérations ne sont pas aussi limitantes pour
’utilisation des vecteurs AAV recombinants en vaccination, c’est celui de la prophylaxie en
santé animale. En effet, contrairement a ce qui a pu étre décrit chez I’homme, les
séroprévalences en anticorps anti-AAV restent plut6t faibles du fait que les animaux ne
semblent pas avoir été sujets a une exposition naturelle dés leur naissance aux infections par
les AAVs. Ainsi, la capacité de réaction croisée des anticorps genérés est beaucoup plus
faible, et le changement de sérotype permet des injections répétées tout en évitant la capture
du vecteur AAV recombinant. S’ajoutant a ces avantages, un argument de poids vient
renforcer I’intérét d’utiliser les vecteurs AAV recombinants dans les futurs protocoles de
développement de vaccins a usage Vétérinaire, il s’agit de la courte espérance de vie des
animaux destinés a la consommation humaine. La santé de ’homme repose en grande partie
sur la capacité a maintenir un état sanitaire irréprochable des élevages destinés a sa
consommation, d’ou I’importance de campagnes de vaccination aupres des éleveurs. Puisque
les animaux d’¢élevage sont, pour la plupart, consommés trés tot dans leur vie, une vaccination
unique suffit a conférer la protection nécessaire sans avoir besoin d’effectuer de rappels ; et
c’est 1a que les vecteurs AAV recombinants pourraient mettre en avant tout leur potentiel.
Une absence d’immunité humorale préexistante, une seule injection vaccinale au cours de la
vie de I’animal, sont les arguments phares qui pourraient pousser dans le futur les entreprises
pharmaceutiques spécialisées dans la santé animale a développer des vaccins véhiculés par les
vecteurs AAV recombinants. Les crises sanitaires dans le domaine animal ont par le passé
soulevé d’énormes questions quant a la maniére la plus efficace de protéger les élevages face
a des maladies infectieuses souvent restreintes a leur espece ; et de ce fait I’utilisation des
vecteurs AAV recombinants dans un tel contexte pourrait étre la réponse de demain face a de

tels enjeux.
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Annexe 1

Figure 11 : Exemples de vecteurs vaccinaux utilisés.

Vecteurs viraux :

- VSV (Boudreau et al., 2009)

- Herpes (Liu et al., 2009)

- Poxvirus (Hanke et al., 2002a, 2002b; Mackowiak et al., 1999; McCurdy et al., 2004; Peters
et al., 2007; Rerks-Ngarm et al., 2009; Vasan et al., 2010; Wee et al., 2002)

- Adénovirus (Benlahrech et al., 2009; Buchbinder et al., 2008; Casimiro et al., 2003;
Gabitzsch et al., 2009; Gomez-Roman et al., 2006; Harro et al., 2009; Hutnick et al., 2009;
Koup et al., 2009; McElrath et al., 2008; O’Brien et al., 2009; Patterson and Robert-Guroff,
2008; Quirk et al., 2008; Robert-Guroff, 2007; Rodriguez et al., 2009; Santra et al., 2009;
Tatsis et al., 2009; Thacker et al., 2009; Weaver et al., 2009)

Vecteurs bactériens :

- Salmonelles (Chin’ombe et al., 2009; Fouts et al., 1995a, 1995b; Gahan et al., 2009; Huang
et al., 2009)

- Shigelles (Fennelly et al., 1999)
- Mycobactéries (Ferrari et al., 2000)

Vecteurs dérivés d’acides nucléiques :

- ADN plasmidique (Babiuk et al., 2004; Chiarella et al., 2010; DeLong et al., 2009; Denis-
Mize et al., 2003; Donnelly et al., 1995; Gerdts et al., 2004; Manoj et al., 2004; Otten et al.,
2004; Rao et al., 2006; Rottembourg et al., 2010; Rottinghaus et al., 2003; Sato et al., 1996;
Spies et al., 2003; Tudor et al., 2005; Wang et al., 2006; Xiang et al., 2010)

- ARN (Kuhn et al., 2010; Pascolo, 2006; Scheel et al., 2005; Weide et al., 2008, 2009; Weiss
etal., 2010)
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Annexe 2

Figure 16 : Représentation des organes préférentiellement ciblés par les
différents sérotypes d’AAV.

Nature du tissu Efficacité du sérotype Réf.
Neurone et cellule gliale AAV9, AAVT7 > AAVS8 > AAVS5 > AAV2, AAV1 1, 2,3]
Glioblastome AAVSE, AAVT > AAV6 > AAV2 > AAV5S [3]
Tissu cardiaque AAV9 > AAVS8 > AAV1, AAV6 > AAV?2 [4,5,6,7]
Muscle (systémique) AAVS [8, 9]
Muscle (local) AAV1, AAV6 [8, 10, 11, 12]
Foie (hépatocyte) AAV9, AAVS [13]
Pancréas AAVS, AAV1 [14, 15]
Rétine AAVS, AAVS5 > AAV4 > AAVL, AAV2 [16, 17, 18]
Cellule dendritique AAV6 [19]
Cellule souche hématopoiétique AAV1 [20]
Fibroblaste AAV1, AAV6 > AAV?2 [21]

Tableau 1 : Evaluation des efficacités des sérotypes d’AAV dans la transduction de
différents tissus.

Adapté d’Okada and Takeda, Pharmaceuticals, 2013.
[1, 2, 3] : (Samaranch et al., 2013), (Wu et al., 2005), (Harding et al., 2006)

[4, 5, 6, 7] : (Inagaki et al., 2006), (Du et al., 2004), (Pacak et al., 2006), (Kawamoto et al.,
2005)

[8, 9] : (Wang et al., 2005b), (Nishiyama et al., 2008)

[10, 11, 12] : (Mingozzi et al., 2009), (Brantly et al., 2009), (Wang et al., 2010)

[13] : (Vandendriessche et al., 2007)

[14, 15] : (Wang et al., 2004), (Loiler et al., 2003)

[16, 17, 18] : (Rabinowitz et al., 2002), (Colella and Auricchio, 2012), (Baba et al., 2012)
[19] : (Aldrich et al., 2005)

[20] : (Zhong et al., 2006)

[21] : (Ellis et al., 2013)
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Annexe 3

Figure 24 : Tableau récapitulatif des études basées sur D’utilisation des

vecteurs AAV recombinants en vaccination.

[1]:
[2] :
[3]:
[4] :
[5] :
[6] :
[7] :
[8] :
[9]:

[10] :
[11]:
[12] :
[13]:
[14] :
[15] :
[16] :
[17] :
[18] :
[19] :
[20] :
[21] :

(Manning et al., 1997)
(Liu et al., 2000)

(Liu et al., 2005a)
(Kuck et al., 2006)
(Nieto et al., 2009)
(Zhou et al., 2009)
(Nieto et al., 2012)
(Xin et al., 2001)

(Xin et al., 2002)

(Xin et al., 2006)
(Lin et al., 2007a)
(Linetal., 2007b)
(Lin et al., 2009)
(Wuetal., 2012)
(Johnson et al., 2005)
(Du et al., 2006)
(Logan et al., 2007)
(Sipo et al., 2011)
(Lietal., 2012)
(Rybniker et al., 2012)
(Ploquin et al., 2013)
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Two distinct waves of antigen presentation trigger CD8 T cell priming
towards foreign antigens delivered in peripheral tissues
Alexandre Ghenassial, Pascal Chappert!, Maxime Carpentier?, Loredana Saveanu?, Stéphanie LorainZ, Dominique Urbaint, David-Alexandre Gross?, Jean Davoustt.
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INTRODUCTION 2. Impact of miR-mediated regulation on antigen presentation to cognate CD8

In the context of antigen presentation two major pathways, namely direct and cross-presentation, act in Tecells
parallel to trigger efficient anti-vial cytotowic CD& T cell responses. Each pathway requines the processing

of antigens by professional antigen presenting cells (APCs) which can be either transduced or present 1 | I
pieces of antigens coming from others infected cells or tissues. = mm whar  smtigen P,-Eﬂmm'm 5 s

To dissect the impact of each pathway, we based our study on 3 miR-142-3p [miR] presents in all cells ‘oours, nane OT4 T omls wmre injEced st
belonging to the hematopoietic lineage. Targets of this miR were inserted into a recombinant adena- indiczted time points to assess presentation

3 w
associated wirus (rAAV) wector in order to destabilize antigen expression in APCs and fawour cross- o ava 5 cts in craining hmeh |§ . g o 'd o

P
N
#

K
H]

nodes of il male mics injecte by the
presentstion events [figure below]. Lm. route. e ! o
CDES and (DS expression was snalysed 15
hours lster on transiered OT-1 T osls.

Fal g" i

* Hematopeietically-derived antigens from rAAVZ/1 WT vector injection appeaned more quickly presented than musde-

A P

® The time delay cbserved between direct and coss-presentation in this modsl, i comelated with the time delay of
initiation of effector CDE T cells responses between the two vechors.
Altogether, these results highlight two sscressive wawes of antigen presentaticn, that can both lesd & (D8 T cell
priming.

3. Effect of the route of administration
To mssess whether the tissue could influsnce this delay in

antigen crosspressrkation, wild-type male mice were =

injected intrade! | fid] routs and the iution of
In this study, we analyos how the kinetic of CD8 T cells priming is madulted by miR-medisted regulation e ‘LEIL e s e Ex ﬁ\ damne
of antigen expression in APCs, and how this might be affected by external cues such as CO4* T cell help Dasiphersi nioad by Destramer® smining. - II|

or tisswe microenwingnment.
= OWR-specitic CDE T calls responsas sgainst the rAAVE1
mif-reguisted vecor pesied 7 deys laber than with the
MATERIALS PAANZ1 WT vector.
= As gbserved previcusly, n delay exists between the tao
wectors highlighting that the kinetic of CDE T o=l priming
Oppearsto be independent of the rowte of administration.

The r&AV vector is constibuted by an ASV1 capsid and
AV Irveerted Terminal Repests ([TRs). Such vector is -

aalled pseudotyped rAAVZ/1 wector and possesses a n-'m-l@

Y e e B ]
[l

FITOng tropism D rEet musles.  Mewertheless, both vectors are able to maintsin similar : ¢ u o= m om o= = o=
As foregn antizen, we use a membeane form of OVA- trequendies of long-term CDB T ol ot o e

HY containing two Class | epitopes [Ch8 ., and UTY, ]

mnd ore Clmss 0 ssitope [DEY, | which sre inserted

i e Al e e e sret o e 4. Effect of CD4* T cell help

promister RFGEK. - ) .

e - the tran - by twn uﬁ:@._ To estmabe whether an important shrmulstion by helper T L

N L cells could modify the observed delmys, & kinetic of IFNy ™
ITRS [FAANZ/L W] and anather carmies four additional Progiuction potEntal of COE T cElls WS monitored and the
Feperied tOMEEts of miA {rAA2/1 mif-reguinted). sxorazzion of FMy wes measured by intracalliler Syikine
FACS stmining within the spleen in wildtype female mice
immunized byiLd. roubs.

RESULTS

1. Evaluation of effector CD8 T cells responses after rAAV2/1 vectors 0 Toeil help triggers ister responses for bothvectos.
immunizations i’ responoe 1o, TAAVEIL miregusted vecio eoud be  °
cbserved in female mice.
Figure A- To analyse the generation of ey s bl
effector (DS T ozils responses directed
againat the neo-antigen, [Fiy production
potentisl was measured oy ELISpot Assay
'within the spleen in wild-bype (CI7BLYE)
mele micz, injsct=d by intramusodar
fim.) route liowing ova,
Figure B: Additionaly, the presence of

b e T T |

e [ —
s — CONCLUSION AND PERSPECTIVES

This study highlights an important difference between the two major pathways of antigen presentation
using a foreign antigen expressed in periphersl tissue with rABAVZ/1 vectors: a time delay in presentation
and priming of CDE T cells when the coss-presentation is preferentially activated. Nevertheless, despite
early differences in the kinetic of antigen presentation and CDE T cells priming. similar frequency of long-
infiitrating cytotaic T lymphocytes (CTL) term memary CDE T cells could be observed against the transgene.

'wRS analysad by Immunohistochemistry in B first future aim of this study will be to sssess the quality of memory CDE T cells generated by these two
muscle st day 14, pathways of antigen presentation.

A second future aim will be to address how the modulation of these pathways can improwe the initiation
of antigen-specific memory CDB T cells in response to rAAV vaccines, currently used in clinical trials?
Moreower, preliminzry results indicate that the efficiency of the rAAVE ] miR-regulated wector to trigper
the musde-derived antigens presentation by APCs, and subsequent CDE T cells priming, is closely
dependent on IRAP (Insufin-Regulated AminoPeptidass) activity. Further experiments in IRAP-KD mice will
allow us to confirm the importance of [RAP molecule in the generation of functional responses of CDE T
cells after rAAWZ 1 WT vector immunizations.

LOEeT

* AR14 deys no CTL responsss were detected following rasvz/1 mif-reguisted wector injection.
Later ot 35 days, functional responses were observed fof both wectors.

* These nesufts suggest that cross-presentation of muscle-derfred OVA traRsgens coulkd be delayed in time.
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Intradermal vaccination with recombinant Adeno-Associated Virus vector

leads to polyfunctional long-term memory CD8"* T cell responses

Alexandre Ghenassia®, stéphanie Lorain?, David-alexandre Gross?, Jean Davoust?, Pascal Chappert?
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INTRODUCTION

Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV) wectors hawe been descrived as tools used both in the contest of g=ne replacement thempy and vaoonal trials. Previous studies
performed in mice, howeyer, showed that memory COE" T cells generated following intramuscular vaconation with rAAV vectors were inefficient to protect agminst a cognate
pathogen, due to their inability to expand and to produce effector cytokines following a secondery antigen encounter. In this study, we investigate the impact of three key parameters
y= mnd CO4*

kneram o regulabe the induction of CDE* T ozils responses, remely route of sdministration [intramusosiar versus intradermai], svaalsbility of antig
T cell help, on the reguiation of long-asting memory CDE* T ozlis induced following rasy-medisted vaodnation to a model transgens.
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It wtucly, s muds oo of & pasudotyosd TAAN] vecior masReting of an AKNL
Snmid are BEVE weased Terrriual Mepaats |[Ti, shict har @rewisarly bean deacted
for &x mrong toglks towand ruscs fhem. The inssisd trinegans sscodes for s
msmbrans-baund form of tha modsd probsin chicks cealburin [TVAL metaining the

& uniqes modsl w0 rdy e cellular and molsadar parsmaisn eapubting S nduction of lonptem memory COB T ol febowing
FErunc-soreinaT MHC Omm | sphops SREECL (OWh) hass to tea wl

wacrason with rAAY vacizn: (L] Fint, the imoect of e mus of sds tax tasn In thla rhudy by th charical

Saracectied mals-tpectic sstopen hobted ton mak-ssectic DAY MHC Clmx B
apkape DY) and UTY (M0 Onm | spRcpe UTF,) Grotsine (mife-HF]. The S
conetnact s sridsrthe mstrol of the APGE promoter | EAANE LS.
Furtharmar, b Inhitk: dinct traragsns. sspramion in srtiges pressnting oslls (APCIL
we adSBionally penecrisd & mecond TAMNE1 conminuct bearing 4 mepess of the
mEmERA LTS e (SFALAROET] mesmancs Iresed o the 1 ustrarsisted
mgion ot APGE-2rhvn rOVA-HY sapramios cumese AN 1-msOWA-HY -mil).

Intrarmuscaiar Immeniation wii ae Inradermsl immenioiion. (2§ Sscond, e e of direct anilgen premscistion by rA-creneduced
profumiornd ansiger premsrting esls [AFCE] far Sesr Inssrigisd by czmparing CO8T T eals rerponisa sboted i Sie mOVASY and s
MY conetrmeer. In APCE tramicuced by the mil-reguinted vecio: tranegens sprssion b natually Sseisined by the mil-143-0p

sxzremez in ol hes s, thim preveting direc: =f trarmgens pr rivml arrtigena ba CDA'
T ceie. 3] Firaky, the Impecy of beiger CO4° T o8l reaporass hom besn Smply scdremes by SETEETNG MIpomEes sicted in Sermie mics s
rrosds mien, wilch srw rasurly ielarant i Sie s DBV, ansiges. Mumibare snd gusliy of sstO6i, CO" T calie pensrrisd bn sl B pomibls
combinations of mats, wector ared recipiect 1as hawe Sesr analyisd and the mort 1 grificens et s lred below.

RESULTS

2. Intradermal but not intramusculsr immunization yield direct presentstion-
independent primory CO8* T cell responses:

1. Intradermal immunization with rAAV2/1 wector yield = strong
primary CDB* T cell response:
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thood euien wers cofleched and mained wi wvt-C08a and ang-CD44 srtbodies and K/0VA.,, Tetramer (A
Tatrmresr and CIM4 ruinings on gaosd les CD8ar T celn b che tood ot day 14 (B Fregeenciem of CO44N
Tamrmerese” In s C0Ba’ T eslly, redi-11 mice par group posied from fve ndspends s scparimaris. Mass & SR

CSTRE rmals mice weers Infsctes Lre. (K) or L (8] of coy O with 3el0° v of rlW2 1m0tk MY or rlAIIL-
RONA-HTmiR wactor: Dvmry 7 cayr, biood wampiss wers coliscisd and miabes with an-CDao. and sme-C044
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3. Help and route of sdministration synergize in inducing pohfunctional long-term effector/memory CDE* T cells following rAAV immunizstion:
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COMNCLUSION AND PERSPECTIVES

Overall, cur results underiine the potency of the intradermal administration route for rAAY vaccines 2s wel 2s the need to carefully consider a helper effect and antigen-oresentztion
pathways in the future design of raAW vecones. In sll tested conditions, r&AAV2/L immunization mostly penersted el'l':cbcr.l’m:rmry CDE® T ozl (CD44™ CDS2L) with few central
memiory cells. The sbsolute rumber and the potyfunctionality of anti-tranggene memary COE T cells recovened at |ster time points in the response, however, appesred highly imonroved
oy the presencs of bystander C04* T o=l hielo and the choios of an intrsdermal routs of sdministration. Inkerestingty, prmary COE T cell responses directed agsinst & foreign tansgens
qpressed in the skin, but mot muscle fibers, apoesred to mostly rely on cross-presentation, susgesting different antigen pressnting cells in play. A detailed sralysis of the phenotype of
transEere-gerived sntimens pressnting cells, both in muscle and skin draining lymph nodes, as well &5 the lavel of protection to pathogens achieved in cur werious s=things shouild
further bring us important clues on the modulation of cytotoxic T ol responses and the recrutment of long-lasting memory CD2° T cells by rASY vacnnes.
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