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Résumé en français et mots clés 

Le vaccin contre la fièvre jaune YFl7D, offrant une protection exceptionnelle 

approchant 100%, est un parfait modèle d'étude des corrélats de protection immunitaires, 

notions essentielles pour le développement de nouveaux vaccins. Vingt volontaires se 

sont fait vacciner avec le YFl7D et ont donné de leur sang avant et jusqu'à un an après 

la vaccination. Grâce à des études de transcription par puces à ADN sur ces échantillons, 

l'augmentation de l'expression de gènes impliqués dans une vaste gamme de mécanismes 

immunologiques a été observée dès la troisième journée après vaccination. Ces gènes 

incluent ceux induits par les interférons, ceux des récepteurs de type Toll, du système du 

complément, des macrophages, des cellules tueuses naturelles (NK), des cellules 

auxiliaires (THI et TH2), ainsi que des lymphocytes B. La participation de tous les 

lymphocytes, dont les TH, les cellules cytotoxiques (CTL), les NK et les B, a été 

confirmée par cytométrie de flux deux semaines après vaccination. Des analyses aux 

niveaux transcriptionnel et protéique ont démontré que cette participation de plusieurs 

cellules de diverses lignées s'accompagne d'une réponse de lymphocytes auxiliaires et 

cytotoxiques spécifiques au YFl7D. Celles-ci sont variables en force et en amplitude 

selon les individus, mais une constante se démarque de l'analyse : la réponse 

immunitaire est polyfonctionnelle, impliquant une réponse à la fois THI et TH2 . Des 

analyses de transcription ont permis de ressortir l'importance de STATl, de IRF7 et de 

ETS2 dans la réponse initiale au vaccin, celle de STATl et de IRFl dans la stimulation 

de PBMC du jour 365, celle des gènes reliés aux interférons et à l'inflammasome dans le 

contrôle de la virémie et celle des gènes rattachés à l'IL-2 et à l'activation des cellules T 

et ,B dans une large réponse T auxiliaire. Cette caractérisation de la réponse protectrice 

induite par le YFl7D constitue une base solide de connaissances qui contribuera à 

l'élaboration rationnelle de futurs vaccins contre le VIH, l'hépatite C ou le cancer. 

Mots clés 

Corrélats de protection immunitaire, fièvre jaune, vaccin, cellules T, T Hlff H2 
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Résumé en anglais et mots clés 

Knowledge about correlates of immune protection necessary to develop successful new 

vaccines is still insufficient. Protecting approximately 100 % of aIl vaccinated people, 

the yellow fever vaccine YF17D is a perfect model to study correlates of immune 

protection. Rere, twenty volunteers were vaccinated with YF17D and followed for up to 

one year thereafter. Gene array analysis of blood cell gene expression showed variation 

as early as three days after vaccination. The modulated genes inc1uded interferon­

induced genes, as weIl as genes associated with toIl-like receptors, complement cascade, 

macrophages, natural killer (NK) ceIls, T helper (T H) 1 and T H2 ceIls, and B 

lymphocytes. The involvement of aIl lymphocytes, inc1uding TH, cytotoxic T 

lymphocytes (CTL), NK and B ceIls, at day 14 was confirmed by FACS. Analyses at the 

transcription and protein levels showed that antigen-specific TH and CTL cells were 

induced by the vaccine. This T cell response was variable in strength and in amplitude 

among volunteers; however, almost aIl volunteers mounted a polyfonctional THlffH2 

response. Gene array and gene set enrichment analyses also showed the involvement of 

numerous important genes. ST A T 1, IRF7 and ETS2, which are major transcription 

factors in the initiation of immune responses, were involved one week following 

vaccination. STAT1, IRF1 and their targets werestrongly up-regulated in PBMC from 

day 365 after vaccination that were stimulated ex-vivo with YF17D-derived peptide 

pools. Gene signatures associated with control of viremia (inc1uding interferon-induced 

genes and infIammasome-related genes) and strong CD4+ response (inc1uding genes of 

the IL-2 induction pathway and T and B cell activation genes) were identified. 

Voluminous knowledge stems from this characterization of the immune response 

induced by YF17D, and this study will help in the rational design of vaccines against 

AIDS, RCV and cancer. 

Key words: 

Correlates of immune protection, yellow fever, vaccine, T ceIls, TH Iff H2 
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En ce début de millénaire, les efforts investis à la découverte de remèdes contre des 

maladies sont inégalés dans l'histoire de l'humanité. Tant dans le monde universitaire 

que dans le domaine privé, des ressources toujours plus importantes sont investies pour 

vaincre les fléaux d'aujourd'hui, comme le SIDA, l'hépatite C ou le cancer. Or les 

médicaments, souvent onéreux, ne sont accessibles qu'aux mieux nantis de la planète, 

alors que certaines de ces maladies sévissent particulièrement dans les pays en voie de 

développement et affligent des populations qui n'ont tout simplement pas les moyens de 

s'offrir des traitements de base. 

Le développement de vaccins constitue une alternative à ces thérapies ciblant trop peu 

de gens. Permanente et peu coûteuse, la vaccination peut être autant prophylactique, 

donc capable de prémunir une personne contre une future infection, que thérapeutique, 

et guérir un patient d'une maladie. Depuis l'immense succès du vaccin contre la variole, 

qui éradiqua celle-ci en 19791
, plusieurs autres vaccins ont été développés. Que ce soit 

contre la fièvre jaune, la poliomyélite, le tétanos ou les hépatites A et B, la conception de 

vaccins efficaces ne semblait pas avoir de limites. Pourtant, les méthodes originales de 

création de vaccin n'ont pas eu de succès contre certaines maladies qui sévissent encore 

aujourd'hui. 

Parmi les causes de ces échecs, la plus importante est notre manque de connaissances 

dans le fonctionnement de la réponse immunitaire protectrice et permanente. En ne 

reproduisant pas certaines caractéristiques essentielles pour un vaccin efficace, les 

derniers développés empiriquement étaient voués à l'échec. De cette élaboration 

aléatoire de vaccins, méthode originale aujourd'hui désuète, il est mainterlant nécessaire 

de conceptualiser rationnellement les prochains vaccins. Les caractéristiques que 

devront avoir ces vaccins sont appelées corrélats de protection immunitaire, qui se 

définissent par ce qui est stimulé par les vaccins efficaces et qui est garant de la 

protection accordée par ceux-ce. 



3 

L'étude des corrélats étant encore à ses débuts, très peu de caractéristiques 

immunologiques sont définies comme de réels corrélats de protection. De ce nombre, on 

peut identifier la quantité d'anticorps spécifiques au pathogène, la persistance des 

cellules productrices d'anticorps, le nombre de cellules T spécifiques au pathogène et 

productrices d'IFN- y et d'IL-22
• Or, il est plausible qu'il existe d'autres caractéristiques 

de l'immunité, qui ont probablement un impact sur la protection immunitaire efficace. 

En effet, les derniers vaccins qui tentaitent de reproduire les corrélats connus ont échoué. 

Il va donc de soi que la compréhension des différents mécanismes qui régissent les 

réponses immunitaires est primordiale pour identifier ces corrélats. Les nombreuses 

découvertes récentes dans toutes les branches de l'immunologie, de la réponse innée à 

celle acquise, pourraient s'avérer essentielles dans l'obtention d'une protection efficace 

contre un pathogène. Cependant, chacun de ces mécanismes ne constitue pas toujours un 

corrélat de protection, puisqu'une réponse immunitaire n'est pas nécessairement 

protectrice. Trop peu d'études encore s'intéressent sur l'interaction entre tous ces 

mécanismes et sur leur importance intégrée dans une réponse immunitaire protectrice 

chez l'être humain. 

Aussi, en s'attardant aux vaccins qui ont échoué ainsi qu'au cheminement normal des 

maladies sans remède et en définissant les propriétés immunologiques qu'induisent ou 

non ces réponses immunitaires, il devient possible d'orienter les recherches des corrélats 

de protection et de pousser plus loin les investigations en s'assurant que les prochains 

vaccins offrent davantage que les précédents. Toutefois, connaître ce qui n'est pas 

suffisant apporte peu de réponses à ce qui manque aux vaccins inefficaces. 

C'est pourquoi l'approche reconnue pour définir les corrélats de protection immunitaire 

consiste à caractériser les réponses immunitaires protectrices induites par les vaccins 

efficaces. Cela permet de mieux comprendre l'importance des interactions entre les 

différents acteurs de l'immunité à l'échelle des cellules, des protéines et des gènes. Cela 

permet de travailler avec l'être humain, alors que les essais in vitro ou in vivo chez 

d'autres mammifères, essais adaptés à l'approfondissement d'un aspect particulier de 
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l'immunologie, ne permettent pas d'intégrer tous les paramètres interdépendants 

retrouvés spécifiquement chez l'humain. 

Le vaccin contre la fièvre jaune, ou YF17D, est un modèle d'étude de choix. Il est l'un 

des meilleurs vaccins à ce jour, en protégeant près de 100 % des gens vaccinés3
• Depuis 

sa création dans les années 1930, peu d'analyses se sont attardées à l'effet qu'avait ce 

vaccin atténué sur des facettes pourtant critiques de l'immunité. Dans cette étude, vingt 

volontaires se sont fait vacciner avec le YF17D et ont donné de leur sang avant et 

périodiquement après leur vaccination, afin de caractériser dans une étude cinétique 

approfondie la réponse immunitaire protectrice induite par celui-ci. 

Cette étude se penche sur différents aspects de l'immunologie encore peu compris. Leur 

importance relative dans une réponse protectrice chez l'être humain n'étant pas encore 

déterminée précisément, les principaux acteurs cellulaires de la réponse immunitaire 

ainsi que divers aspects de la réponse innée ont été caractérisés dans une étude générale 

du transcriptôme à partir du sang des volontaires après vaccination. Des analyses 

cellulaires, protéiques et de l'expression génique ont permis de définir l'implication de 

l'ampleur des réponses cytotoxiques et auxiliaires des cellules T, ainsi que leur 

phénotype. Finalement, les patrons d'expression génique ont été examinés pour établir 

des caractéristiques d'une mémoire à long terme, celles définissant un contrôle de la 

virémie et celles précédant une large réponse auxiliaire. 

Ce travail présente des innovations importantes dans la recherche des corrélats de 

protections. Les expériences utilisent les meilleures technologies disponibles et scrutent 

tous les mécanismes de l'immunologie connus à ce jo.ur. Les résultats permettront de 

mieux définir les corrélats de protections immunitaires et, en combinant les observations 

faites lors de travaux similaires sur d'autres vaccins protecteurs, établiront un modèle 

pour l'élaboration de futurs vaccins. 



2. Introduction 
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2.1 Mécanismes impliqués dans les corrélats de protection immunitaires 

Parmi toutes les interventions médicales, la vaccination est la plus efficace et s'inscrit 

parmi les moins coûteuses4
• En plus d'offrir une protection à long terme, les vaccins sont 

disponibles dans tous les pays, même les plus défavorisés, contrairement aux thérapies 

médicamenteuses qui demandent davantage d'investissement en matériel ou en 

personnel. De plus, des maladies mortelles, comme le SIDA, l'hépatite C ou le cancer, 

sévissent chez des individus qui n'ont pas les moyens de s'offrir des traitements. Ainsi, le 

développement de vaccins contre ces maladies doit être grandement encouragé. 

Afin d'être efficaces, les futurs vaccins doivent être conçus en respectant deux 

principaux critères. D'une part, il faut s'assurer que les risques associés à la prise du 

vaccin sont minimes. D'autre part, la qualité de la protection apportée par celui-ci doit 

être suffisante. Ce dernier critère repose sur nos connaissances de l'immunologie et de 

ses mécanismes de protection, soit les corrélats de protections immunitaires. Ces 

corrélats se définissent par ce qui est stimulé par les vaccins et qui est responsable des 

effets protecteurs de ceux-ci. Si elle est bien identifiée, cette signature caractéristique 

d'une protection efficace contre les pathogènes permettra de discriminer une bonne 

réponse immunitaire protectrice d'une non-protectrice, et idéalement, un vaccin 

potentiellement bienfaiteur d'un inefficace2
• 

Les deux corrélats de protections immunitaires les plus connus sont un grand nombre 

d'anticorps spécifiques à un pathogène et la persistance des plasmocytes producteurs 

d'anticorps5. En effet, l'apparition après la vaccination d'anticorps neutralisant est la 

seule mesure de protection connue; pour tous les vaccins disponibles aujourd'hui6
. 

Cependant, pour faire face au SIDA et à d'autres maladies, la réponse immunitaire 

humorale médiée par les anticorps n'est peut-être pas efficace seule, et il devient 

nécessaire de mesurer la protection immunitaire avec d'autres paramètres7
• C'est 

pourquoi affiner nos connaissances des corrélats de protections immunitaires est 

important. Bien que l'étude des corrélats soit récente, il est aujourd'hui reconnu qu'un 

vaccin efficace, en plus de générer suffisamment d'anticorps, doit stimuler une réponse 
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immunitaire cellulaire de qualité, générant un grand nombre de lymphocytes 

fonctionnels, persistants et spécifiques2
,5,6,8. Nos connaissances à ce sujet demeurent 

cependant embryonnaires et nécessitent d'être approfondies pour développer des vaccins 

efficaces. 

2.1.1 Réponse immunitaire innée 

Pour parfaire nos connaissances des corrélats de protections immunitaires, il est essentiel 

d'étudier les mécanismes qui sous-tendent la réponse immunitaire. En maîtrisant les 

détails des interactions entre les différentes cellules de l'immunité et le devenir de celles­

ci, il est possible d'identifier les événements clefs qui sont essentiels à une bonne 

protection. Ceux-ci deviennent alors des cibles à atteindre pour l'élaboration d'un futur 

vaccin. 

2.1.1.1 Cellules dendritiques 

La réponse immunitaire peut être définie par deux grands mécanismes interdépendants. 

Entre autres, la réponse immunitaire innée est responsable de l'élimination immédiate de 

pathogènes, alors que la réponse immunitaire acquise est responsable de la mémoire 

immunitaire et de la protection adaptative qu'elle confère contre une maladie. Cette 

dernière, qui inclut les réponses humorale et cellulaire, est sans contredit d'une 

importance capitale pour répondre à un vaccin et acquérir une protection à vie2
,5,6,8. Sa 

force et sa qualité sont cependant directement liées à la réponse immunitaire innée9
-
13

. 

En effet, le site d'invasi6n d'un pathogène ou d'un vaccin, souvent les tissus 

périphériques, n'est presque jamais le lieu où résident les lymphocytes naïfs, garants de 

la réponse immunitaire acquise et situés majoritairement dans les organes lymphoïdes. 

Pourtant, ce sont ces cellules qui ont le potentiel de constituer la mémoire immunitaire, 

tant humorale que cellulaire. Il existe un type de cellule qui réside dans les tissus 

périphériques et qui peut ramener des antigènes de pathogènes aux organes lymphoïdes. 

Ce sont les cellules dendritiques (DC). Aucun autre type de cellule présentatrice 
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d'antigène (APC) n'a été décrit comme ayant cette caractéristique migratoire l4. Les DC 

migrent relativement rapidement. Par exemple, suivant une vaccination contre la variole, 

les DC se retrouvent aux nœuds lymphatiques des souris, et ce, 6 heures après l'injection 

du vaccin15. 

Une DC immature peut reconnaître une infection par ses récepteurs spécifiques aux 

pathogènes et s'activer. Plusieurs stimuli complémentaires propres aux sites d'infections 

peuvent induire la maturation des DC, dont des chimiokines, le facteur de nécrose 

tumoral (TNF) et l'interleukine (IL) 116-18. Une fois activées, les DC produisent alors la 

protéine CCR7, essentielle pour migrer dans un nœud lymphatique, où la DC présentera 

aux lymphocytes T les antigènes recueillis au site d'infection. C'est alors que s'amorcent 

la réponse immunitaire acquise et les processus qui mèneront à la mémoire immunitaire. 

Ainsi, les DC font le pont entre la réponse immunitaire innée et acquise et déterminent 

les caractéristiques qu'aura cette réponse immunitaire acquiseI0.19-21. 

2.1.1.2 Récepteurs de type ToU 

Les cellules dendritiques sont équipées de récepteurs pouvant reconnaître des molécules 

provenant de pathogènes, dont les récepteurs de type Toll (TLR). La famille des TLR 

comprend Il récepteurs exprimés chez les mammifères, chacun d'eux reconnaissant des 

molécules particulières. La plupart sont à la surface des cellules, alors que d'autres sont 

intracellulaires (TLR3, 7 et 9)10,19,20. Parmi les mieux caractérisés, le TLR2 reconnaît le 

zymosane de la paroi cellulaire des levures nocives22, le TLR3 reconnait l'ARN double 

brins de certains virus 23-25, le TLR4 reconnaît les lipopolysaccharides (LPS) des 

bactéries Gram négative comme E. coli26
, les TLR7 et 8 reconnaissent les ARN simple 

brin de certains virus27
-
29 et le TLR9 reconnaît l'ADN déméthylé aux motifs CpG des 

bactéries et des virus30-33. Par exemple, les virus n'ayant qu'un seul brin d'ARN comme 

le VIH, le parechovirus humain de type 1 et le virus Cocksackie de type B, stimulent le 

TLR 828,34.35. La découverte des TLR est encore récente36 et beauco~p de détails 

entourant leurs fonctionnement restent à éclaircir. Par exemple, le TLR9 ne semble pas 

seulement reconnaître les motifs CpG déméthylés, ou du moins certains détails 
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essentiels des mécanismes de reconnaissance de ces motifs sont encore inconnus. En 

effet, le virus de la maladie de Newcastle, un virus à simple brin d'ARN, stimule, en plus 

du TLR7, le TLR937. De plus, l'hémozoïne des parasites causant la malaria peut 

également stimuler le TLR938. Le signal induit par les TLR est supporté par des 

protéines adaptatrices intracellulaires essentielles. La plus commune, MyD88, transmet 

le signal intracellulaire de l'activation de tous les TLR à l'exception du TLR323,39,40. La 

protéine adaptatrice TIRAP est associée aux TLR2 et 440,41, alors que TRIF se combine 

seulement avec les TLR3 et 441-44. 

Les TLR sont exprimés à différents niveaux selon le type de cellule, entre autre chez les 

DC. Deux types de DC sont primordiaux: celles provenant de la différentiation des 

monocytes, les DC conventionnelles (cDC), et celles provenant des cellules lymphoïdes, 

les DC plasmacytoïdes (pDC)14. Elles se distinguent entre autres par les protéines 

produites. Les cDC portent majoritairement les TLR3 et 8, ainsi qu'un peu des TLR2 et 

4. De leur côté, les pDC ont davantage les TLR 7 et 945 . D'autres caractéristiques 

différencient les pDC des cDC. En culture, les pDC produisent beaucoup des cytokines 

IL-4, -5 et -10 alors que les cDC produisent surtout de l'IFN- y 46-48. 

2.1.1.3 Interaction entre les De et les cellules T 

Les cellules T naïves, via leur récepteur de cellule T (TCR), reconnaissent l'antigène du 

pathogène présenté par le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de l'APC. 

Plusieurs caractéristiques de l'interaction entre les deux cellules, organisée sous forme de 

synapse immunologique49-51 , sont capitales pour que la cellule T puisse bien réagir à 

l'antigène. La complexité de l'interaction entre les deux cellules comprend des signaux 

costimulatoires sous forme de cytokines sécrétées localement et de liaisons co-récepteur­

co-ligand entre les deux cellules. La durée de l'interaction peut varier, ce qui a un effet 

direct sur la cellule T. In vitro, cette interaction doit être d'environ 20 heures pour que la 

cellule T naïve puisse proliférer49,52. Par contre, ces durées ne sont pas nécessairement 

celles que l'on peut observer in vivo. Par exemple, les DC présentant les antigènes du 
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vaccin contre la variole ne sont détectables dans les ganglions lymphatiques de la souris 

que quelques heures tout au pluss3
• 

Ainsi, la qualité de la réponse immunitaire se définit dès les premiers contacts entre les 

pathogènes et les cellules de l'immunité innée. Les paramètres influençant la 

fonctionnalité de ces cellules, dont leurs TLR, leurs mécanismes intracellulaires ou leur 

sécrétion de cytokines, sont tous candidats à être des corrélats de protection, puisqu'ils 

sont à l'amont d'une protection immunitaire. Cependant, il est possible que la 

participation de certains de ces acteurs ne soit pas essentielle à une protectrion complète 

et il est important de le valider en caractérisant la réponse à un vaccin protecteur. 

2.1.2 Réponse immunitaire acquise 

La réponse immunitaire acquise est directement responsable de la protection induite par 

un vaccin. Elle comprend la participation de plusieurs types de lymphocytes. Les 

lymphocytes T se divisent en deux groupes principaux d'une importance capitale dans le 

domaine des corrélats de protection. Il s'agit des lymphocytes T auxiliaires (TH) et des . 

lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Les premières portent la protéine CD4 à leur surface 

et peuvent s'abréger CD4+, alors que les CTL expriment la protéine CD8 et sont désignés 

comme CD8+. Les CTL, constituant le centre de la réponse cellulaire, peuvent lyser les 

cellules présentant des antigènes inconnus, comme celles infectées par un virus, alors 

que les TH soutiennent les CTL et les lymphocytes B, responsables de la réponse 

humorale et de la production d'anticorps. 

2.1.2.1 Lymphocytes T auxiliaires 

Les lymphocytes T auxiliaires s'activent alors qu'une APC présente un antigène, un 

peptide de 10 à 18 acides aminés, à l'aide de son CMH de classe II, que le TCR de la TH 

reconnaîts. Les cellules T activées peuvent alors proliférer, se différencier et devenir 

fonctionnelless4,ss. Les cellules activées par les DC sont alors aptes à réagir si elles 
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rencontrent une nouvelle fois l'antigène dans une concentration suffisante et dans un 

contexte favorable56. 

En plus de promouvoir et de maintenir la réponse immunitaire57-62, les TH ont le potentiel 

d'orchestrer la réponse immunitaire et son orientation en sécrétant des cytokines 

particulières aux cellules avec lesquelles elles interagissent. La réponse immunitaire 

humorale sera avantagée si ces cytokines sont l'IL-4, l'IL-5 et l'IL-13, alors qu'une 

réponse cellulaire est favorisée par les cytokines IL-12, IL-2 et l'IFN- 1.63. Les TH 

impliquées dans une réponse cellulaire ou dans la réponse humorale s'abrègent 

respectivement THI ou TH26. En plus des cytokines qui différencient les THI des TH2, un 

patron d'expression génique permet de départager les deux types de cellules64-67 , en 

commençant par TBX21 (T-bet) et GATA-3, des facteurs de transcriptions associés aux 

THI et TH2 respectivement68-71 . Effectivement, T-bet et GATA-3 peuvent modifier les 

histones des gènes codant pour IFN- yet IL-4, T-bet favorisant la transcription d'IFN- y 

et GATA-3 celle d'IL-472
. Parmi chacune de ces deux populations, il existe une certaine 

hétérogénicité dans les cytokines produites 73-75. 

Plusieurs facteurs pouvant orienter les TH naïves soit en T Hl ou en T H2 ont été suggérés. 

La quantité et la durée de la stimulation antigénique49, le type de cellules présentatrices 

d'antigènes76 et le site où a lieu la présentation de l'antigène77 ont possiblement un 

impact, mais le type de cytokines reçues par les TH naïves est certainement le facteur le 

plus important77
. Par exemple, si la TH naïve est en présence d'IL-1278, d'IFN- Y 70,79,80 ou 

d'IFN-a81 , elle aura une forte tendance à s'orienter T Hl, alors que si les cytokines IL_1082 

ou IL_2783 sont présentes, la voie THI sera découragée. 

Les DC sont en grande partie responsables de cette sécrétion de cytokines particulières. 

Selon le TLR qui aura activé la DC, celle-ci influencera différemment le phénotype de la 

cellule T qu'elle rencontrera84. L'activation des TLR 7, 8 ou 9 induit la production de IL-

12 chez les CDC31 ,85 et de l'IFN-a chez les pDC86,87. L'activation de ces TLR, combinée 

à une présentation d'antigène, mène à une réponse principalement T Hl et au 

développement des lymphocytes T cytotoxiques de la réponse cellulaire88,89. D'autre 
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part,la stimulation du TLR2 amène une production d'IL-lO et induit une réponse TH2
90-

95. Malgré l'expression hétérogène des différents TLR chez les différents types de DC, 

tant les cDC que les pDC peuvent induire un phénotype T Hl ou T H296. Aujourd'hui, 

l'étude des TLR est dynamique et il est donc prudent de ne pas séparer les TLR en sous­

groupes immuables, soit T Hl ou T H2. En effet, il a été démontré que le TLR2 était 

impliqué dans les T HI chez la souris, et que son activation stimulait la production d'IFN­

y 97, alors que ce TLR était connu pour favoriser la voie T Hlo-95 . 

2.1.2.2 Les TH] et la réponse immunitaire cellulaire 

Les T HI ont comme première fonction de seconder les CTL et d'assurer la réponse 

cellulaire. Pour s'activer, les CTL doivent recevoir des signaux distincts, dont l'antigène, 

des co stimulations et des cytokines comme l'IL-12 ou de l'interféron de type 1, 

comprenant l'IFN-a et ~98-100. La durée de la stimulation via le TCR n'influence pas la 

fonctionnalité, mais le degré de prolifération qu'auront les CTLIOI . Après une 

stimulation efficace, une cellule CD8+ naïve prolifère pour accroître sa population au 

mieux de 50 000 fois lO2. Plusieurs de ces cellules effectrices non-mémoires s'activeront 

pour éliminer l'antigène. Par la suite, cette population décroît à 5 ou 10 %103 de son pic 

et les dernières cellules se différencient en cellules mémoires qui peuvent persister toute 

une vie lO4,105. Chez l'être humain, une mémoire cellulaire peut durer plus de 50 ansI06-109. 

En revanche, sans l'aide des T HI, les CTL deviennent dysfonctionnelles, inaptes à 

éliminer une première infection, ou à constituer une mémoire immunitaire cellulaire 

pour prévenir une seconde infection58-62. 

Les CTL reconnaissent les cellules infectées par l'intermédiare de peptides de 8 à Il 

acides aminés5 provenant de l'agent infectieux présentés par le CMH de classe 1 des 

cellules infectées. Une liaison se crée alors entre le TCR du CTL et le complexe 

peptide/CMH 1 de la cellule infectée. Cette interaction peut durer de quelques minutes à 

une heure 1 10-112, puis les CTL lysent la cellule infectée en sécrétant des perforines, des 

granzymes et le ligand de Fas, provoquant ainsi la mort de la cellule par nécrose ou par 



13 

apoptose. D'ailleurs, les CD8+ sont considérées comme efficaces lorsqu'elles ont le 

potentiel de sécréter de la perforine ll3
, ce qui constitue un corrélat de protection 

cellulaire. Les CTL produisent aussi des molécules antivirales, comme l'IFN- 'Y et le 

TNP, inhibant ainsi la réplication des virus6
. 

Puisque les cellules infectées peuvent présenter les protéines des pathogènes qui 

l'infectent, la réponse T HI peut cibler des épitopes non structuraux, contrairement à la 

réponse humorale qui n'est efficace que contre les protéines externes des pathogènes5
• 

Cependant, comme les haplotypes du CMH varient d'un individu à l'autre en raison de 

leur polymorphisme, une réponse cellulaire contre un vaccin peut être différente tout 

autant. Alors qu'un haplotype de CMH peut reconnaître parfaitement un peptide, un 

autre haplotype peut ne pas nécessairement s'y lier6
• Ainsi, l'efficacité des vaccins 

stimulant des CTL est variable d'un individu à l'autre5
• De plus, l'activation d'une 

réponse cellulaire peut prendre quelques jours suite à une infection d'une cellule, alors 

que les anticorps ne nécessitent pas d'activation lors d'une seconde infection et sont 

efficaces pour prévenir une infection6
. Cette réponse tardive lie la réponse cellulaire au 

contrôle des infections chroniques. 

2.1.2.3 Les TH2 et la réponse immunitaire humorale 

De leur côté, les T H2 sont essentielles à la réponse humorale, qui est causée par les 

anticorps et les cellules productrices d'anticorps, les plasmocytes, et leurs précurseurs, 

les cellules B. Ces dernières, lorsqu'elles sont activées par la reconnaissance d'un 

antigène et stimulées par une TH2, se multiplient et se différencient en plasmocytes 1 
14-1 16. 

Les anticorps produits par les plasmocytes ont un effet direct sur les pathogènes, 

puisqu'ils peuvent neutraliser les toxines et bloquer directement la prolifération de 

l'agent infectieux5
. D'ailleurs, la quantité d'anticorps neutralisants est la meilleure mesure 

pour évaluer l'efficacité de la réponse humorale, et constitue le corrélat de protection 

humorale des vaccins impliquant les cellules B5
• 
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Après le pic de prolifération des cellules T, situé entre 7 et 10 jours suivant le début de la 

division cellulaire, 90 % des nouvelles cellules meurent par apoptose54,55. Par exemple, 

chez les souris infectées par le virus de l'hépatite C (HCV), plus de 90 % des cellules 

générées par la réponse au virus mourront par apoptose au moment où le nombre de 

virus dans le sang diminuera. Une sous-population de ces cellules spécifiques au virus 

ayant de grandes quantités de récepteurs d'IL-7 survivent à cette sélection et se 

différencient en cellules mémoires qui perdureront dans le temps 117. 

2.1.2.4 Les lymphocytes T mémoires 

Les cellules mémoires TH et CTL survivant après le pic de prolifération se divisent au 

moins en deux populations de cellules T mémoires : les cellules mémoires centrales 

.(TCM) et les cellules effectrices mémoires (TEM) 118. Parmi les cellules auxiliaires, on 

retrouve majoritairement des T CM, alors que chez les cellules cytotoxiques, les T EM sont 

en plus grand nombre 119. Les T CM se distinguent des T EM entre autres par leur expression 

de CCR7, ce qui les concentre dans les tissus lymphatiques 1 17,120. Les T EM ne possèdent 

pas cette molécule et migrent dans les régions en inflammation et dans les tissus 

périphériques 1 18,121,122. En plus, les TCM produisent de l'IL-2 et répondent bien à l'IL-7 et 

à l'IL-15, cytokines essentielles à la survie cellulairel07-109,117,120,123,124. En général, les 

T EM vivent moins longtemps que les T CM, mais réagissent rapidement à la restimulation 

avec l'antigène, sans proliférer autant que les T CM. En effet, elles sont porteuses de 

molécules effectrices, comme la perforine lorsqu'elles sont CDS+125. Ce sont les TCM qui 

sont davantage aptes à proliférer grandement suite à une restimulation, pour régénérer 

leur population ainsi que celle des TEM
56. Les cellules mémoires portent la protéine 

CD45RO, sauf pour celles du sous-groupe CDS+ T EM, les T EMRA, qui portent à la place 

CD45RA 125. Ces cellules, désignées mémoire terminale, ont sensiblement le même 

phénotype que les T EM, mais ont un potentiel encore plus grand de sécrétion de 

perforines et sont promptes à l'apoptoseI 26
,127. Les TCM sont considérées comme les 

cellules responsables de la mémoire immunitaire. Elles sont capables de se renouveler 

constamment et de générer des cellules effectrices lorsque nécessaire. D'ailleurs, des T EM 
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et des T CM spécifiques contre le tétanos peuvent être retrouvées chez l'humain 10 ans 
, .. 118 apres une vaccmatlOn . 

Parmi les TH TCM, certaines sont déjà différenciées en pré-THI ou en pré-TH2, identifiées 

par CXCR3 et CCR4126. Par contre, lorsque ces TCM sont en présence d'IL-12 ou d'IL-4, 

soit un environnement T HI ou T H2, elles sont capables de changer de phénotypes pour se 

conformer aux interleukines 125. De leur côté, les TH TEM sont soit THI ou TH2, mais 

peuvent aussi exprimer des cytokines du groupe TH opposé si leur environnement y est 

propice 128. 

2.1.3 Caractéristiques immunologiques associées à la résolution des maladies 

La quantité et le type de cellules mémoire CD8+ spécifiques à un pathogène retrouvé 

dans le sang d'un individu permettent d'estimer l'état d'une infection. Lorsque l'infection 

est terminée, si l'antigène persiste en grande quantité, ou en petite quantité, les cellules 

CD8+ , . . .. T TT· 129 130 memOIres seront maJontaIrement CM, EM ou EMRA respectIvement . . 

D'ailleurs, les infections causées par le virus de l'hépatite B (HBV) sont contrôlées par 

une réponse comprenant tant les lymphocytes B que les T, et parmi ceux-ci, autant des 

CTL que des TH 1 ont été observés. Les épitopes ciblés par tous ces types de cellules sont 

nombreux, incluant autant des protéines de l'enveloppe que des protéines intra­

capside I31 .138
. En effet, une bonne production d'anticorps neutralisants contre l'enveloppe 

du virus est un excellent indicateur d'élimination du virus, alors qu'une absence ou une 

faible réponse de cellules T prédit la persistance du pathogène et une évolution 

chronique de la maladie I31 ,139,140. Les fonctions effectrices de ces cellules se retrouvent 

alors inefficaces et elles n'ont pas de potentiel de prolifération. Dans ce cas, il y aurait 

une trop grande activité de cellules T régulatrices (Treg), des lymphocytes capables de 

tempérer et de désactiver d'autres cellules T. Chez ces patients, des Treg ciblant les 

cellules spécifiques au HBV pourraient permettre la progression de la maladie vers la 

h h . 140-142 P ase c romque . 
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Ainsi, une réponse pluricellulaire et variée est reliée à une résolution de la maladie. Il en 

va de même avec les vaccins contre la variole et contre l'hépatite A, qui stimulent la 

réponse immunitaire innée via les TLR et les cellules tueuses naturelles (NK), en plus de 

générer tant les cellules THI que les cellules TH2143-146. 

Plusieurs modèles relatifs au système immunitaire décrits précédemment ont été 

élaborés à partir de conclusions d'études basées sur des essais in vitro ou de tests sur des 

souris. Or, ces modèles peuvent comporter des biais significatifs lorsque transposés à 

l'être humain. C'est pourquoi il est pertinent d'étudier chez l'humain l'effet des vaccins 

existants, reconnus sécuritaires et protecteurs, et d'en analyser les corrélats de 

protections. 

2.2 Types de vaccins existant et leurs effets 

Plusieurs formes de vaccins ont vu le jour au travers l'histoire de la médecine. Des 

vaccins composés de pathogènes atténués non purifiés à la génération de vaccin d'ADN 

en passant par ceux composés de protéines synthétisées, le type de vaccin injecté 

influence le type de réaction immunitaire stimulée2
,5. 

2.2.1 Vaccins atténués 

Les premiers vaccins ont été développés à partir d'un agent infectieux par une série de 

passages dans des animaux ou des cultures cellulaires. Ces vaccins atténués, comme 

celui contre la fièvre jaune ou contre la variole, sont dangereux à mettre sur pied, surtout 

lorsqu'il s'agit de virus ayant un grand pouvoir de mutation, ce qui peut engendrer une 

réversion vers la virulence. De plus, avec cette méthode, il n'est pas possible de générer 

un vaccin contre les cancers qui ne sont pas déclenchés par un pathogène. À cause du 

danger que représente cette forme de développement de vaccin, cette méthode est donc 

obsolète aujourd'hui 147. Malgré cela, d'excellents vaccins ont été mis sur pied de cette 

façon, comme le YF17D, et représentent de parfaits modèles d'étude de la réponse 
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immunitaire protectrice de l'humain, puisqu'ils génèrent une solide réponse immunitaire 

complète et persistante en stimulant TH, CTL et anticorps, comme une infection naturelle 

se résolvant par la guérison. 

2.2.2 Vaccins inactivés et de protéines purifiées 

Les virus chimiquement ou physiquement inactivés ont été utilisés pour développer des 

vaccins contre l'influenza et la polio. Seulement, la réponse immunitaire offerte n'est 

ciblée que sur un nombre limité de protéines par rapport aux divers variants possibles de 

ces virus au fort pouvoir mutagène. En plus, la durée de la protection de ces vaccins est 

courte. Les vaccins de protéines purifiées produites à partir d'ADN recombinant sont 

plus sécuritaires que les précédents, et c'est de cette façon que le vaccin contre l'hépatite 

B a été développé. Encore une fois cependant, la réponse immunitaire ne cible que les 

protéines présentes. Généralement, les vaccins fabriqués à partir de protéines purifiées 

ou de virus tués stimulent les TH et la production d'anticorps. Ces vaccins, appelés 

vaccins de type lymphocytes B, sont connus pour prévenir les infections 2,5,147. 

2.2.2 Vaccins d'ADN recombinant 

De nouveaux types d'immunisation sont étudiés. Les premiers, les vaccins composés 

d'ADN recombinant, ont l'avantage de permettre le développement d'une réponse 

cellulaire I48
,149. En plus d'être sécuritaires, ces plasmides peuvent contenir les protéines 

spécifiques que l'on souhaite ciblerl47
• Ces vaccins, désignés vaccin de type lymphocytes 

T, sont connus pour contrôler les infections chroniques. Dans l'élaboration de futurs 

vaccins, un vaccin générant des anticorps couplé avec un vaccin stimulant une réponse 

cellulaire, comme un vaccin d'ADN recombinant combiné à un vaccin contenant des 

protéines purifiées, serait une combinaison prometteuse pour s'assurer de la fiabilité de 

la protection2,5,147. 
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2.2.3 Vaccins de microorganismes recombinants 

Les microorganismes recombinants sont un autre type de nouveaux vaccins prometteurs. 

En partant de vaccins vivants atténués déjà protecteurs, on peut y inclure quelques gènes 

d'un autre organisme pour que ce dernier soit aussi reconnu par le système 

immunitaire l47
. En revanche, l'utilisation de ces vecteurs chez population déjà en contact 

avec une forme de ce vaccin est rendue difficile par le fait que les individus déjà 

immunisés contre la souche originale du vecteur peuvent répondre inefficacement contre 

le nouveau vaccin 150. Les vecteurs les plus souvent étudiés proviennent des versions 

atténuées de la vaccine, de la variole aviaire et des adénovirus56
• 45% des États-Uniens 

et 90% des gens dans les pays en voie de développement ont déjà une mémoire 

immunitaire contre l'adénovirus Ad5 151
,152, alors que tous ceux qui ont déjà eu un vaccin 

contre la variole, dont les campagnes de vaccination ont cessé dans les années 1970, ont 

une mémoire immunitaire contre la vaccine modifiée Ankara (MVA)I53. La MVA a le 

potentiel de générer une réponse d'IFN de type 1 dans les cellules infectées l54
, et les 

adénovirus stimulent chez l'humain les DC et la production d'IL-6, d'IL-12 et 

d'interféron de type 1155
, en plus de générer chez la souris des CTL après 7 à 10 jours 156. 

2.2.4 Adjuvants et leurs effets 

Des adjuvants peuvent être combinés avec un vaccin pour renforcer la réponse 

immunitaire l57
• Ils deviennent très intéressants lorsqu'il est envisagé de les jumeler avec 

les nouvelles générations de vaccins d'ADN recombinant ou de protéines purifiées, qui 

autrement sont trop peu immunogènes. En agissant tôt dans la réponse immunitaire, les 

adjuvants influencent entre autres l'orientation que prendront les TH
158

• Lors du 

développement de futurs vaccins, le choix de l'adjuvant permettra, en considérant le type 

de vaccin, de générer une réponse à la fois TH 1 et T H2. 

Le seul adjuvant utilisé chez l'humain autorisé dans les vaccins commerciaux aux États­

Unis est composé de sel minéral d'aluminium, l'hydroxyde d'aluminium, souvent appelé 
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Alum. Connu pour n'occasionner que peu d'effets secondaires, l'Alum dirige la réponse 

immunitaire dans une voie TH2 et aide au développement d'anticorps I59. 

Le lipide A monophosphorylé (MPL) est un adjuvant encore au banc d'essais aux États­

Unis. Toutefois, certains pays d'Europe ainsi que le Canada l'ont autorisé lorsqu'il est 

utilisé avec certains vaccins 160. Il provient d'une purification du LPS de la salmonelle et 

stimule chez l'être humain la synthèse et la sécrétion d'IL-2 et d'interféron- y 161,162. Il est 

possible qu'il interagisse avec le TLR4 des cellules dendritiques pour orienter la réponse 

immunitaire. 

D'autres variantes d'adjuvants sont en développement. L'un d'eux, de l'ADN non méthylé 

aux motifs CpG, caractéristique propre à l'ADN bactérien, est immunostimulatoire et 

active le TLR9 163. L'ajout de cette molécule comme adjuvant a donc une influenceTHI et 

augmente la réponse vis-à-vis l'antigène auquel il est coupléI64-166. La saponine, ainsi 

que ses variantes purifiées comme QS21, ont aussi un effet sur le système immunitaire. 

Eh s'intercalant dans les membranes des cellules et par une suite de mécanismes 

inconnus, la saponine stimule la production d'IL-2 et d'IFN- y et oriente la réponse 

TH1 167,168. Dans certains tests avec QS21 couplé avec des protéines du VIH, l'ajout de cet 

adjuvant a augmenté le potentiel de prolifération de certains lymphocytes T, mais pas 

des CTLI69. Il est donc nécessaire d'approfondir nos connaissances dans ce domaine 

pour expliquer le fonctionnement des adjuvants, car ces molécules seront très utiles pour 

concevoir des vaccins protecteurs ou thérapeutiques qui généreront des réponses 

immunitaires définies par les corrélats de protection immunitaire. 

2.3 Vaccins en développement 

Plusieurs tentatives de développement de vaccins ont malheureusement échoué. Malgré 

cela, ces échecs peuvent être étudiés pour déterminer les propriétés qu'avaient ou 

n'avaient pas ces vaccins ainsi que les caractéristiques de la réponse immunitaire induite 

par ceux-ci. Il devient alors possible de mieux cerner les corrélats de protection 
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immunitaire. Le SIDA, l'hépatite C et le cancer sont trois maladies sans vaccin qui sont 

d'excellents exemples pour élucider ces caractéristiques. En effet, en s'attardant 

seulement aux réponses immunitaires protectrices, on ne peut distinguer les facteurs 

essentiels d'une réponse protectrice des effets communs d'une réponse non-protectrice. 

2.3.1 Vaccination contre le SIDA 

Le SIDA est une maladie virale sans précédent qui a affecté depuis sa découverte plus de 

60 millions de gens et qui en a tué 20 millions 170. Chaque jour, il est estimé qu'il y a plus 

de 15 000 infections de VIH à travers le mondé. La majorité des individus aux prises 

avec le VIH sont dans des pays où il n'est pas possible d'avoir accès aux traitements 

onéreux contre le SIDA. Il est donc urgent de développer un traitement abordable ou un 

vaccin 170. La progression de la maladie est caractérisée par de hauts niveaux d'activation 

de cellules immunitaires et d'apoptose de cellules T 171 . En effet, une grande activation 

des cellules T est le meilleur indice de prédiction de la progression de la maladie l72,173. 

2.3.1.1 Tentatives de vaccination antérieures 

Plusieurs tentatives de développement de vaccins le VIH ont échouéI74-176. Un premier 

test de vaccination avec un VIH avec plusieurs délétions génétiques s'est présenté 

comme concluant à court terme, mais les singes et les vaccinés ont tous développé le 

SIDA par la suite 177, probablement à cause du pouvoir de mutation élevé du VIH 178
. 

Cette caractéristique décourage l'utilisation de l'atténuation pour produire un vaccin 

contre le VIH, car de cette façon, il est possible de générer dd vaccins susceptibles de 

redevenir infectieux. D'autres alternatives ont été envisagées, mais malheureusement, les 

essais pour développer un vaccin avec des protéines synthétisées générant des anticorps 

neutralisant efficacement le VIH ont échoué7,147. Après plusieurs échecs à tenter de 

produire un vaccin induisant des anticorps et bloquant l'infection, il a été ensuite 

envisagé de mettre sur pied un vaccin stimulant des lymphocytes T cytotoxiques, dans le 

but de réduire les symptômes de la maladie et les risques de transmissions,179-182. D'autre 
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part, aucun vaccin antiviral jusqu'à aujourd'hui n'est connu pour éliminer complètement 

le risque d'une éventuelle infection. Les vaccins ont comme propriété de limiter la 

réplication virale et ainsi limiter ou enrayer les symptômes pouvant être causés par le 

virus et aussi diminuer la transmission de celui-ci6• 

Plusieurs avenues ont été envisagées pour élaborer un vaccin recombinant contre le VIH. 

Dans un premier temps, même si quelques essais ont été effectués I83
-
I92

, le virus de la 

vaccine ne semble pas une bonne alternative, puisqu'il est mortel chez les gens 

immunosupprimés, dont ceux qui ont le SIDA I93
. Cela rendrait impossible l'utilisation à 

grande échelle du vaccin dans les régions endémiques pour le VIH. Des variantes 

modifiées génétiquement de ce vaccin et d,e d'autres virus proches de la vaccine ont 

donné naissance à des virus-vecteurs sécuritaires, soit la MVA, la variole du canari et la 

variole aviaire. Après avoir inséré certaines protéines du VIH dans ces vecteurs, ces 

vaccins se sont révélés être immunostimulants dans les essais chez les primates non 

humains I94
,195. Seulement, le vaccin développé à partir de la variole du canari ne s'est 

pas révélé aussi efficace pour l'être humain, ne générant des CTL spécifiques que dans 

un peu plus de la moitié des volontaires 196. D'autres tests, utilisant des plasmides 

recombinants, ont généré chez les primates une réponse inefficace qui diminue la 

réplication du virus sans l'empêcherI8o
,197. 

Le dernier vaccin visant à générer une réponse cellulaire développé par la compagnie 

Merck à partir d'un adénovirus s'est avéré inefficace à protéger les êtres humains. De 

surcroît, ceux ayant déjà une immunité contre l'adénovirus utilisé dans le vaccin 

recombinant ont été davantage infectés par le VIH dur~t la période d'étude I98
• Les tests 

qui avaient été utilisés pour vérifier l'efficacité du vaccin chez l'humain se résumaient à 

vérifier si les cellules impliquées pouvaient sécréter de l'IFN- y 198, ce qui n'est 

manifestement pas suffisant. 

On estime que la difficulté à créer un vaccin contre le VIH vient principalement de sa 

grande capacité à muterI99
,200 et de l'importance que doit prendre la réponse cellulaire 

pour contrôler la virémie l47
. Comme de fait, la reproduction du VIH est imprécise et il 
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est estimé que son haut taux de mutation génère un milliard de nouvelles particules 

virales par jour. La réponse immunitaire spécifique doit donc avoir un très large spectre 

d'action pour atteindre tous les virions I47,199. Ces perpétuelles mutations sont grandement 

responsables de la déficience de la réponse humorale201.203 et cellulaires204,205, car les 

anticorps neutralisant et les CTL n'arrivent pas à reconnaître les protéines changeantes 

du VIH et celui-ci parvient toujours à se répliquerl47. De plus, l'enveloppe du VIH a 

plusieurs propriétés qui lui permettent de se soustraire aux anticorps spécifiques. L'étude 

tridimensionnelle des épitopes mutant très peu du VIH, qui pourraient être ciblés par les 

anticorps, a révélé que ces cibles étaient cachées par d'autres séquences de peptides qui 

mutent grandement, formant un obstacle physique aux anticorps17o. Ces difficultés et les 

précédents échecs d'élaboration de vaccin contre le VIH rendent obsolètes les 

traditionnelles méthodes de production de vaccin, et incitent les chercheurs à concevoir 

un vaccin rationnellement en s'assurant qu'il induit les corrélats de protection 

immunitaire les mieux définis 170. 

2.3.1.2 Importance des différentes facettes de l'immunologie dans la réponse au VIH 

La possibilité de mettre sur pied un vaccin protecteur contre le VIH reste tout de même 

envisageable. In vitro, les anticorps monoclonaux peuvent bloquer le processus 

d'infection cellulaire du VIH206. Chez les singes, de hauts taux d'anticorps produisent 

une résistance contre l'infection du VIH1 83-192,207-2 1 1. Or, cette concentration n'est jamais 

atteinte chez les individus infectés. Il est toutefois envisageable qu'un jour il soit 

possible d'élaborer un vaccin protecteur générant une multitude d'anticorps ciblant un 

grand nombre d'antigènes viraux 194,212. D'ailleurs, seuls les anticorps peuvent neutraliser 

un virion avant que celui-ci puisse infecter une cellule et ainsi protéger contre une 

infection6. Cependant, lorsque des anticorps anti-VIH sont administrés aux singes une 

journée après l'infection avec le VIH, ceux-ci développent tardivement la maladie et ne 

sont pas protégés. Les anticorps sont donc aptes à empêcher l'infection du VIH, mais pas 

à éliminer entièrement une virémie déjà présente213 . Un vaccin thérapeutique ne devra 

donc pas se limiter à une réponse humorale forte. 
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D'un autre côté, les singes recevant des vaccins recombinants ou des vaccins-plasmides 

ciblant le VIH ont développé une bonne réponse cellulaire qui leur procurait un contrôle 

partiel du virus214-226. D'ailleurs, une bonne réponse de CTL spécifiques contre le VIH 

est le meilleur corrélat de protection chez les singes227 . En plus, in vitro, les CTL sont 

capables de limiter la réplication du VIH dans les cellules hôtes auxiliaires grâce à leur 

cytotoxicité et leur sécrétion de chimiokines228.229. D'ailleurs, le haut niveau de CTL 

spécifiques au VIH dans le sang des individus infectés, coïncidant avec la diminution de 

la virémie23o, est un bon pronostic pour leur santé231 . Chez les individus ayant une 

infection chronique au VIH, les lymphocytes T CDS+ spécifiques se trouvent 

dysfonctionnels, produisant moins de cytokines et ayant une moins grande capacité à 

proliférer2.113.232-236, contrairement aux patients contrôlant leur virémie, chez qui leurs 

lymphocytes cytotoxiques spécifiques au VIH ont un phénotype semblable à ceux 

spécifiques au CMV237, considérés comme fonctionnels. Le contrôle de la maladie et la 

réponse à un vaccin thérapeutique nécessitent donc une réponse cellulaire de qualité. 

S'il est estimé qu'une réponse protectrice contre le VIH devra idéalement inclure une 

réponse cellulaire et humorale, il est moins évident que l'efficacité des TH contrôle la 

réplication viralé. Même s'il est connu que certains CD4+ peuvent directement lyser des 

cellules infectées par le VIH238 , les TH sont la cible de réplication de ce virus. Une 

prolifération massive de ces cellules pourrait bien désavantager le virus comme lui offrir 

encore plus de sites de réplication6. Chez les gens infectés par le VIH, la population de 

CD4+ spécifiques au VIH capable de proliférer suite à une stimulation diminue avec le 

temps, alors que la population de CD4+ spécifiques au VIH sécrétant de l'IFN- y reste 

abondante239. Ainsi, le problème ne réside pas dans la perte de CD4+ spécifiques au 

VIH, mais plutôt dans la fonction de ces cellules2. 

2.3.1.3 Corrélats de protection immunitaire contre le VIH 

Plusieurs caractéristiques cellulaires ont été observées et permettent maintenant de 

mieux comprendre les mécanismes qui mènent à une protection contre le VIH. Chez les 

individus ayant une infection chronique au VIH menant au SIDA, les cellules T tant 
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CD4+ que CDS+ spécifiques au VIH sécrètent de l'IFN- 1,130, alors que chez les 

individus avec des infections virales maîtrisées, comme EBV, CMV ou VIH, les mêmes 

cellules spécifiques sécrètent à la fois de l'IFN- yet de 1'11-28. Cette sécrétion double est 

considérée comme un corrélat de protection contre le VIH. 

D'autre part, des prostituées Africaines ont été à plusieurs reprises en contact avec le 

VIH sans pour autant en être infectées240,241 . Ces personnes ont développé une bonne 

réponse cellulaire, mais au mieux une faible réponse humorale contre le VIH240-242. Les 

CTL de ces individus peuvent répondre à une stimulation in vitro avec des peptides du 

VIH243,244. Une réponse cellulaire de qualité semble pouvoir prévenir l'apparition du 

SIDA et la multiplication du VIH. 

Une autre population attire l'attention des recherches pour développer un vaccin contre 

le SIDA. Les individus qui contrôlent leur infection et ne développent pas le SIDA sans 

prendre de médicaments sont étudiés pour connaître les caractéristiques de leur système 

immunitaire qui leur permettent de maîtriser la réplication du VIH245-248. Le phénotype 

des cellules T de ces gens s'apparente à celui des cellules spécifiques au CMV ou au 

EBV, qui arrivent à contenir la réplication de ces virus et l'apparition de leur maladie 

respective2. Les CD4+ de ces individus sont aptes à proliférer après restimulation249 et 

plusieurs CDS+ spécifiques à divers épitopes du VIH ont été retrouvés25o, constituant une 

réponse cellulaire large et protectrice contre la maladie. Après les échecs de 

développement d'un vaccin induisant des anticorps bloquant l'infection, une nouvelle 

stratégie consiste à développer un vaccin stimulant des lymphocytes T cytotoxiques pour 

réduire les symptômes de la maladie et les risques de transmission, en reproduisant la 

réponse immunitaire de ces contrôleurs de la réplication du VIH251 ,252. La diminution du 

taux de transmission du virus est probable avec ce type de vaccin, puisque la 

transmission du VIH est déjà relativement inefficace253,254. 

Idéalement, un vaccin thérapeutique ou protégeant contre le VIH générerait une bonne 

variété d'anticorps neutralisants et une réponse cellulaire solide le plus tôt possible, 

puisque plus le virus a la possibilité de se répliquer, plus il existe différents variants 
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D'un autre côté, les singes recevant des vaccins recombinants ou des vaccins-plasmides 

ciblant le VIH ont développé une bonne réponse cellulaire qui leur procurait un contrôle 
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est le meilleur corrélat de protection chez les singes227. En plus, in vitro, les CTL sont 

capables de limiter la réplication du VIH dans les cellules hôtes auxiliaires grâce à leur 

cytotoxicité et leur sécrétion de chimiokines228,229. D'ailleurs, le haut niveau de CTL 

spécifiques au VIH dans le sang des individus infectés, coïncidant avec la diminution de 
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dysfonctionnels, produisant moins de cytokines et ayant une moins grande capacité à 

proliférer2, 113,232-236, contrairement aux patients contrôlant leur virémie, chez qui leurs 

lymphocytes cytotoxiques spécifiques au VIH ont un phénotype semblable à ceux 

spécifiques au CMV237, considérés comme fonctionnels. Le contrôle de la maladie et la 

réponse à un vaccin thérapeutique nécessitent donc une réponse cellulaire de qualité. 

S'il est estimé qu'une réponse protectrice contre le VIH devra idéalement inclure une 

réponse cellulaire et humorale, il est moins évident que l'efficacité des TH contrôle la 

réplication virale6. Même s'il est connu que certains CD4+ peuvent directement lyser des 

cellules infectées par le VIH238, lës TH sont la cible de réplication de ce virus. Une 

prolifération massive de ces cellules pourrait bien désavantager le virus comme lui offrir 

encore plus de sites de réplication6. Chez les gens infectés par le VIH, la population de 

CD4+ spécifiques au VIH capable de proliférer suite à une stimulation diminue avec le 

temps, alors que la population de CD4+ spécifiques au VIH sécrétant de l'IFN- 'Y reste 

abondante239. Ainsi, le problème ne réside pas dans la perte de CD4+ spécifiques au 

VIH, mais plutôt dans la fonction de ces cellules2. 

2.3.1.3 Corrélats de protection immunitaire contre le VIH 

Plusieurs caractéristiques cellulaires ont été observées et permettent maintenant de 

mieux comprendre les mécanismes qui mènent à une protection contre le VIH. Chez les 

individus ayant une infection chronique au VIH menant au SIDA, les cellules T tant 
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CD4+ que CDS+ spécifiques au VIH sécrètent de l'IFN- 1,130, alors que chez les 

individus avec des infections virales maîtrisées, comme EBV, CMV ou VIH, les mêmes 

cellules spécifiques sécrètent à la fois de l'IFN- 'Y et de 1'11-28
, Cette sécrétion double est 

considérée comme un corrélat de protection contre le VIH. 

D'autre part, des prostituées Africaines ont été à plusieurs reprises en contact avec le 

VIH sans pour autant en être infectées240,24 1 
, Ces personnes ont développé une bonne 

réponse cellulaire, mais au mieux une faible réponse humorale contre le VIH240-242, Les 

CTL de ces individus peuvent répondre à une stimulation in vitro avec des peptides du 

VIH243,244, Une réponse cellulaire de qualité semble pouvoir prévenir l'apparition du 

SIDA et la multiplication du VIH, 

Une autre population attire l'attention des recherches pour développer un vaccin contre 

le SIDA. Les individus qui contrôlent leur infection et ne développent pas le SIDA sans 

prendre de médicaments sont étudiés pour connaître les caractéristiques de leur système 

immunitaire qui leur permettent de maîtriser la réplication du V IH245-248 , Le phénotype 

des cellules T de ces gens s'apparente à celui des cellules spécifiques au CMV ou au 

EBV, qui arrivent à contenir la réplication de ces virus et l'apparition de leur maladie 

respective2, Les CD4+ de ces individus sont aptes à proliférer après restimulation249 et 

plusieurs CDS+ spécifiques à divers épitopes du VIH ont été retrouvés250, constituant une 

réponse cellulaire large et protectrice contre la maladie. Après les échecs de 

développement d'un vaccin induisant des anticorps bloquant l'infection, une nouvelle 

stratégie consiste à développer un vaccin stimulant des lymphocytes T cytotoxiques pour 

réduire les symptômes de la maladie et l~s risques de transmission, en reproduisant la 

réponse immunitaire de ces contrôleurs de·la réplication du VIH25 l ,252. La diminution du 

taux de transmission du virus est probable avec ce type de vaccin, puisque la 

transmission du VIH est déjà relativement inefficace253,254, 

Idéalement, un vaccin thérapeutique ou protégeant contre le VIH générerait une bonne 

variété d'anticorps neutralisants et une réponse cellulaire solide le plus tôt possible, 

puisque plus le virus a la possibilité de se répliquer, plus il existe différents variants 
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pouvant échapper au système immunitaire. Aussi, plus le VIH se multiplie, plus il a la 

possibilité de se localiser dans des lieux difficilement atteignables pour le système 

immunitaire, comme dans le système nerveux6
. En plus de développer une réponse 

rapidement', les réponses humorale et cellulaire devront être toutes deux efficaces, 

puisque lors de la première infection, le VIH se transmet sous forme de virions seuls, qui 

peuvent être neutralisés par des anticorps, et par l'entremise de cellules infectées de 

virus, visées par la réponse cellulaire l47
• La population de lymphocytes T doit être 

polyfonctionnelle et produire de l'IL-2, en plus d'avoir des récepteurs (CMH) avec une 

haute affinité contre la majorité des formes prédominantes du virus et de ses 

mutations 170. En effet, la quantité seule des TH ou des CTL spécifiques au VIH ne corrèle 

ni avec la charge virale ni avec le pronostic des patients 170. Il faut donc s'assurer de la 

bonne qualité des cellules générées par un vaccin. 

Ces caractéristiques potentiellement nécessaires à une protection contre le VIH devront 

être validées dans la caractérisation de la réponse immunitaire induite par un vaccin 

protecteur avant d'être considérées comme des corrélats de protection immunitaires. À 

ces probables corrélats définis par l'étude des tentatives de vaccination contre le VIH, 

d'autres caractéristiques sont à ajouter pour élaborer un vaccin complet et protecteur, et 

c'est dans l'étude de la virologie, de la génétique et de l'immunologie qu'il sera possible 

de trouver les réponses l97
• 

2.3.2 Vaccination contre l'hépatite C 

À ce jour, plus de 180 millions de personnes à travers le monde sont chroniquement 

infectées par le virus de l'hépatite C (HCVi55
. Quatre-vingts pour cent des gens 

développant une infection aiguë au HCV ne se débarrassent pas du virus et subiront 

toute leur vie une infection chronique de l'HCV, malgré les médicaments disponibles. 

De ce nombre, un sur cinq développera une cirrhose du foie qui peut dégénérer en 

cancer du foie255
,256. L'hépatite C est donc un problème mondial qui requiert un vaccin le 

plus rapidement possible. Au travers l'étude de cette maladie et des tentatives de 
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vaccinations contre cette maladie, quelques découvertes permettent de mieux 

comprendre les corrélats de protection immunitaire. 

2.3.2.1 La maladie et ses traitements 

Lors d'une infection chronique à l'HCV, une réponse humorale seule comprenant de 

hauts taux d'anticorps neutralisant ne parvient pas à éliminer le virus257. Chez ceux 

atteints de l'hépathite C qui s'en sortent sans réponse cellulaire grandement efficace, la 

quantité d'anticorps spécifiques contre le HCV tend à diminuer avec le temps jusqu'à 

devenir indétectable258, ce qui laisse supposer qu'ils ne sont pas immunisés contre une 

ré infection. Ces observations suggèrent que la mise au point d'un vaccin efficace contre 

le HCV nécessitera l'induction d'une réponse cellulaire forte. 

Le virus de l'hépatite C, comme d'autres virus, induit chez les personnes infectées la 

production d'interféron a et ~, protéines aux propriétés antivirales. Le HCV a cependant 

la particularité de réduire cette production d'interféron de type 1 en entravant la 

signalisation intracellulaire du TLR3259-261 
, ce qui avantage la prolifération du virus. 

D'ailleurs, la première thérapie mise sur pied pour traiter l'hépatite C consiste à 

l'administration d'interféron. Sans elle, les patients ont peu de chances de se débarrasser 

du virus262. Chez les chimpanzés, lors d'une infection aiguë avec le HCV, une bonne 

expression des gènes stimulés par les interférons (lSG) est un pronostic d'élimination 

complète du virus263. Les mécanismes par lesquels le HCV arrive à réguler la production 

d'IFN sont nombreux262. Par exemple, il induit la production d'IL-8 en activant des 

facteurs de transcriptions comme NFkB, ce qui atténue directement la production des 

ISG264. Il induit aussi l'expression des SOCSl et 3, bloquant la voie de signalisation 

intracellulaire J AK -ST A T menant à la transcription des ISG265 . De plus, certaines des 

protéines du HCV sont aptes à cliver TRIF, molécule essentielle à la signalisation du 

TLR3266. 

C'est au travers des études de thérapie pour l'hépatite C qu'une molécule antivirale a 

démontré du potentiel. CPGlOlOl, un agoniste du TLR9, a été donné à des gens ayant le 
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RCV en même temps que la thérapie classique. Il se trouve que ces volontaires ont 

répondu dans une proportion de 86 % alors que 60 % de ceux qui n'avaient que la 

thérapie classique ont répondu267. Il serait intéressant de développer un vaccin contre 

l'hépatite C en s'assurant qu'il induit l'activation du TLR9, augmentant possiblement sont· 

efficacité. D'ailleurs, chez des individus infectés par le RCV, les pDC se sont avérées 

fonctionnelles et peuvent être une cible pour de futurs médicaments contre la maladie268. 

2.3.2.2 Tentatives de vaccination antérieures 

Plusieurs vaccins ont été testés depuis la découverte du RCV. Le premier est un vaccin 

recombinant contenant les glycoprotéines El et E2 du RCV269. Les chimpanzés chez qui 

le vaccin a été testé ont développé des anticorps neutralisants contre la protéine E2 du 

RCV270. Ce vaccin a été testé chez l'humain, mais seuls 60 % d'entre eux ont développé 

les mêmes anticorps. Les études sur ce vaccin ne sont pas terminées et aucune donnée 

significative n'a été rapportée à propos de la réponse cellulaire. VuJa faible efficacité du 

vaccin, il pourrait être utilisé comme vaccin thérapeutique se combinant à une thérapie 

standard 142. 

Un deuxième type de vaccin a été mis sur pied avec la protéine recombinante El. Chez 

les chimpanzés, ce vaccin a atténué les dommages que le RCV cause au foie sans guérir 

les animaux. En effet, il était toujours possible de détecter des virus dans le sang des 

singes, alors que les dissections du foie, site privilégié habituel du virus, ne révélaient 

aucune trace de virus 142. Le vaccin a été testé chez des gens aux prises avec le RCV, 

chez qui une diminution de l'inflammation du foie a pu être observée. Des anticorps 

neutralisants ont été retrouvés, et les cellules T étaient aptes à proliférer. Malgré cela, le 

vaccin n'a aucun effet sur la virémie des patients ni sur le devenir de la maladieI42.27I, 

indiquant que ces caractéristiques seules sont insuffisantes pour apporter une protection 

contre le RCV. 

Un vaccin recombinant, cette fois ciblant des protéines non structurales du RCV, a 

permis la protection de 4 chimpanzés sur 5 après l'inoculation du virus. Des CTL 
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spécifiques tant dans le sang que dans le foie ont été retrouvés, renforçant l'hypothèse 

que les CTL sont aptes à prévenir la réplication du virus. Toutefois, les taux de survie et 

d'élimination complète du virus sans vaccin sont plus élevés chez les chimpanzés que 

chez l'humain, ce qui explique que deux des cinq chimpanzés non vaccinés ont éliminé 

complètement le virus. Il est donc possible que le vaccin soit moins efficace que 

suppOSéI42
,255, vu le petit nombre de singes testés. Lors de restimulation avec des 

peptides de HCV, des cellules CD8+ se sont révélées être productrices d'IL-2272
, aptes à 

proliférer et à sécréter de l' IFN - y après l' immunisation255
, ce qui est encourageant. 

Finalement, une autre tentative visant quatre protéines non structurales du HCV à l'aide 

du vecteur atténué MV A a été testée chez la souris. Il induit tant des TH que des CTL 

chez le modèle murin, mais ce prototype de vaccin est très récent. Aucun test sur les 

primates n'a encore été effectuél42
• 

2.3.2.3 Corrélats de protection immunitaire contre le HCV 

Malheureusement, les dernières études sur les singes et les humains se sont attardées au 

mieux à la spécificité, à la production d'IFN- y et au potentiel de prolifération des 

lymphocytes. Or, il se trouve que ces paramètres, quoique importants, ne sont pas 

suffisants pour protéger un individu. Alors que les TLR et les ISG semblent importants 

dans la résolution de la maladie, il serait intéressant de définir leur importance dans un 

vaccin. La caractérisation des phénotypes mémoires des lymphocytes, une évaluation de 

la qualité de la réponse innée, la vérification de la durabilité des cellules mémoires et 

l'analrse des différentes voies de signalisations reliées à l'immunité seraient des indices 

supplémentaires pour identifier de nouveaux corrélats de protections. 
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2.3.3 Vaccination contre le cancer 

Au Canada comme au Québec, la première cause de mortalité est aujourd'hui le cancer, 

devançant les maladies du Coeur273. Les traitements associés à cette maladie ne sont 

malheureusement pas efficaces à tout coup, en plus d'être longs, incommodants pour le 

patient et extrêmement coûteux. Ailleurs dans le monde, trop peu de gens peuvent se 

permettre une thérapie contre cette maladie, et il devient de plus en plus nécessaire de 

développer un vaccin contre le cancer. 

2.3.3.1 Tentatives de vaccination antérieures 

Malheureusement, la majorité des tentatives de vaccination ayant pour but de générer 

des cellules T spécifiques contre les tumeurs ont échoué soit en produisant trop peu de 

ces cellules274-276 ou pas du tout277-280. Le nombre de cellules générées est important, 

mais leur fonctionnalité reste primordiale. En effet, un vaccin prototype constitué de 

grandes quantités d'épitopes cancéreux a permis de produire plusieurs lymphocytes 

spécifiques, mais ils étaient quiescents et inefficaces281 ,282. De plus, la localisation de ces 

cellules est cruciale, puisqu'un essai a généré d'excellents lymphocytes T spécifiques et 

fonctionnels dans le sang, mais pas dans les tumeurs des gens ayant des mélanomes283. 

Ces précédents échecs peuvent cependant servir à mieux définir les corrélats de 

protection immunitaire. 

Il n'est pas démontré hors de tout doute qu'il existe une réponse spontanée et efficace de 

cellules T contre les tumeurs chez l'être humain284. Cependant, des TH spécifiques aux 

tumeurs existent naturellement contre les antigènes de la maladie28s-288 et il y a dans 

certains cas une accumulation de CTL pouvant reconnaître des antigènes cancéreux dans 

les tumeurs289-299, dont l'antigène tumoral Mage-C2, dans le cas de mélanomes30o. Ces 

cellules sont beaucoup plus fréquentes dans le sang des patients atteints du cancer que 

chez des individus sains, qui ont des CTL de phénotype naïf, alors que les CTL des 

individus malades ont un phénotype mémoire effecteur30I . Il a été démontré que de ces 
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CTL, certaines ont un potentiel de sécrétion d'IFN- y 302, mais peu d'autres études 

décrivent le phénotype ou la fonctionnalité de ces lymphocytes infiltrés dans les 

tumeurs. Or, les CTL qui ciblent naturellement les cellules cancéreuses n'arrivent 

visiblement pas à éliminer la maladie chez les patients atteints. La vaccination visant à 

vaincre un cancer aura comme objectif d'amplifier grandement des populations de CTL 

spécifiques contre les cellules tumorales et de rendre ces mêmes CTL fonctionnelles et 

efficaces. 

Il est encourageant d'observer qu'il y a une corrélation entre le degré d'infiltration 

tumorale de cellules T et la survie des patients atteints de mélanomes ou 

d'adénocarcinomes primaires303-306. Des observations similaires ont été faites avec le 

cancer de l'œsophage, du colon et des ovaires307-309. De plus, les CTL infiltrés dans les 

tumeurs des gens qui survivent au cancer ont des niveaux plus élevés d'IFN- y, de MDC 

(macrophage-derived chemokine) et de SLC (secondary lymphoid-tissue chemokine) que 

ceux des patients qui ne guérissent pas du cancer3lO. En revanche, cette corrélation n'est 

pas retrouvée chez les individus aux prises avec un mélanome ou un adénocarcinome 

avancé de stade 4, même si les cellules T sont spécifiques aux cellules cancéreuses306,311. 

C'est pourquoi on ne peut conclure que l'infiltration de CTL dans les tumeurs est à elle 

seule l'explication d'une bonne réponse contre un cancer, puisque le moment de cette 

infiltration, soit à un stade primaire ou avancé de la maladie, est capital pour un bon 

pronostic. 

2.3.3.2 Mécanismes d'évasion tumorale 

L'échec des CTL infiltrant des tumeurs avancées s'expliquerait par le fait que ces 

lymphocytes entrent dans une phase d'anergie, devenant dysfonctionnels284. Plusieurs 

mécanismes sont proposés pour expliquer ce phénomène. D'abord, certains acides 

aminés tumoraux essentiels à la reconnaissance des CTL peuvent muter284 ou même 

cesser d'être exposë 12, entre autres à cause de la perte d'expression du CMH de classe 

1313,314. Pourtant, 90% des cellules cancéreuses provenant d'une tumeur résistante aux 
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CTL sont capables de stimuler in vitro des CTL et sont sensibles à la lyse cellulaire 

induite par ceux_ci284. Cette anergie semble localisée aux tumeurs315. En effet, les CTL 

inertes situées dans ces tumeurs ne peuvent exprimer CD25, CD69 ou CD137, 

marqueurs d'activation, après stimulation in situ, alors que les CTL d'organes sains le 

peuvent315. 

Deux autres mécanismes autres que des mutations peuvent expliquer cette anergie. 

Premièrement, il est possible que les cellules tumorales influencent directement l'activité 

des CTL. Plusieurs protéines exprimées par les tumeurs sont candidates pour expliquer 

cette anergie. TGF_~316, ID0315,317, galectin-1318 et B7-He 19 ont toutes un potentiel 

d'inhiber la réponse des cellules T ou de stimuler leur apoptose. Deuxièmement, des 

Treg entretenus dans des tumeurs pourraient expliquer en partie l'anergie des CTL et des 

TH. En effet, après avoir vacciné des volontaires avec des peptides Melan-A couplés à 

des oligonuc1éotides CpG, des CTL spécifiques dont le phénotype était similaire à des 

CTL antiviraux efficaces ont été retrouvées dans le sang, mais pas dans les tumeurs. 

Celles-ci ont continué à croître, et une grande quantité de Treg plus actifs que normal y 

ont été retrouvé83. Un vaccin thérapeutique devra générer des lymphocytes au 

phénotype efficace qui ne tomberont pas en anergie dans les tumeurs, comme cela peut­

être le cas avec le cancer ou d'autres maladiesI4o-142. 

2.3.3.3 Antigènes ciblés par un vaccin contre le cancer 

Pour élaborer un vaccin contre un cancer, il faut commencer par cibler un ou des 

antigènes spécifiques. Le nombre et les caractéristiques de ces antigènes peuvent 

influencer l'efficacité d'un vaccin. Il se trouve que les cellules cancéreuses humaines 

présentent divers types d'antigènes distinctifs aux tumeurs qui peuvent être reconnus par 

les lymphocytes T. Ces antigènes, qui idéalement pourraient être ciblés par une réponse 

immunitaire induite par un vaccin, sont générés naturellement de deux façons 

différentes: soit qu'ils proviennent de nouvelles mutations permettant à l'antigène de 

s'ancrer dans le CMH ou en générant de nouveaux épitopes32o, ou soit qu'un gène 

habituellement silencieux s'exprime anormalement284. 
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Plusieurs mutations ponctuelles sont reliées à l'apparition de caractéristiques 

oncogéniques. Par exemple, la cycline-dépendante kinase CDK4 est couramment mutée 

dans les mélanomes32!,322. Ces nouveaux antigènes sont donc spécifiques aux tumeurs, 

donc probablement non tolérés par le système immunitaire. Cependant, ces antigènes 

sont habituellement spécifiques à une seule tumeur, et pas nécessairement partagés entre 

toutes les tumeurs et encore moins entre tous les patients d'un même type de cancer. 

Cette caractéristique rend peu probable la réussite d'un vaccin à grande échelle visant ces 

antigènes, même si des lymphocytes T spécifiques capables d'infiltrer des tumeurs ont 

été détectés323. Malgré tout, on fonde de grands espoirs sur une forme mutée de B-RAF 

qui se retrouve dans plus de 60 % des mélanomes et qui peut être reconnue par des 

cellules T auxiliaires324,325. 

Parmi les gènes habituellement silencieux, mais exprimés dans les tumeurs, les plus 

connus font partie de la famille d'antigènes codant pour les mélanomes (MAGE)326-328, 

correspondant à des gènes exprimés par les cellules germinales mâles. Puisque ces 

dernières n'expriment pas de CMH à leur surface, ils ne présentent pas leurs protéines 

aux cellules T329, et ainsi, les cellules tumorales sont les seules à pouvoir présenter les 

protéines MAGE. Il existe d'autres familles de gènes similaires spécifiques aux tumeurs, 

dont les BAGE33o, GAGE33 !, LAGEINY_ESO_1332,333 et la famille SSX334,335. 

Cependant, il n'est pas encore démontré que les lymphocytes T peuvent reconnaître ces 

antigènes et éliminer complètement une tumeur284. En effet, sur 45 patients d'une étude, 

seulement 2 ont développé des CTL spécifiques contre l'épitope MAGE_3.A1 29!,292. 

Chez sept volontaires qui ont subi une régression de la taille de leur tumeur suite à une 

vaccination contre MAGE-3Al, deux d'entre eux avaient une réponse spécifique de 

CTL336,337. Beaucoup d'autres vaccinations ont été tentées avec ces antigènes294,324,338-348 

et globalement, très peu de CD4+ ou de CD8+ spécifiques ont pu être générés. Aucun 

CD8+ spécifique sécrétant de l'IFN- 'Y n'a été détecté, et très peu d'anticorps contre les 

tumeurs ont été retrouvés chez seulement un patient sur un total de 24 étudiés. Par 

contre, l'utilisation de l'adjuvant AS02B couplé au vaccin a élevé le score à 24/24. 

Somme toute, sur 111 patients recevant MAGE-3.Al avec des adjuvants, 8 ont récupéré 
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de la maladie, et 12 autres ont vu leurs tumeurs réduire de taille336,344,345,349, ce qui reste 

malheureusement très peu. Ainsi, générer des TH et des CTL spécifiques sécrétant de 

l'IFN- 'Y n'est pas suffisant pour apporter à un vaccin une valeur thérapeutique ou pour 

définir les corrélats de protection immunitaire. 

D'autres antigènes étudiés pour élaborer un vaccin sont codés par des gènes surexprimés 

dans les tumeurs284. Par exemple, les gènes PRAME, TÉLOMÉRASE et SURVIVIN 

. 'd l '1 ~ 1 'bl d CTL ff' 350-354 sont surexpnmes ans es me anomes et peuvent etre es Cl es e e lcaces . 

Cependant, d'autres cellules expriment ces gènes et pourraient être la cible de ces mêmes 

CTL. Malgré cela, certains ont procédé à des tentatives de vaccination contre la 

télomérase, mais les CTL générés ne reconnaissaient pas les tumeurs présentant cette 

protéine355,356. 

Finalement, les derniers types d'antigènes considérés comme une cible potentielle pour 

un futur vaccin antitumoral sont les protéines provenant des gènes de différentiation 

présents chez les mélanomes, comme la tyrosinase, Melan-NMart-l, gplOO/pMe117, 

TRP-l et TRP2357-360. Les essais avec ces types de vaccins ont produit des résultats 

encourageants en éliminant quelques mélanomes de la peau. Contre toute attente, ces 

antigènes ne sont pas outre mesure tolérés par le système immunitaire, malgré que 

d'autres cellules normales du corps possèdent les mêmes antigènes361 ,362. L'utilisation de 

l'adjuvant CpG couplé avec le vaccin Melan-AlMart-1 augmente le nombre de patients 

qui développent des CTL spécifiques de 4/8 sans adjuvant à 8/8 avec l'adjuvant363. 

Malheureusement, les maladies ne se sont pas résolues malgré la présence de CTL 

spécifiques. Encore une fois, la quantité de CTL générées n'est pas suffisante pour 

arriver à développer un vaccin thérapeutique. 

Une fois les antigènes ciblés et pour s'assurer de l'efficacité de cet antigène vaccinal, les 

travaux les plus récents se sont investis dans l'élaboration de peptides se liant solidement 

aux CMH284. Les protéines gplO0364-367, Melan_A.A2368-372 et NY_ESO_1 373,374 ont été 

étudiées pour générer des peptides modifiés pour se fixer fortement aux CMH de classe 
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1. Il a été démontré in vitro que les CTL reconnaissaient plus facilement ces peptides 

modifiés. 

Une méta analyse de toutes les tentatives de vaccination a révélé que le taux de réussite 

clinique, tout antigène visé confondu, était de 2,6 %, sur un total de 444 

patients339,34 1,375-384. Ce pourcentage est tout de même plus élevé que les rémissions 

naturelles sans vaccination qui se situe entre 0,1 et 1 %385. L'apparition de CTL 

spécifiques est importante, mais pas suffisante pour guérir des gens du cancer. 

D'autres tests ont apporté de l'information quant aux mécanismes qui peuvent venir à 

bout des tumeurs. Des individus souffrants de leucémie myéloïde chronique recevant un 

traitement d'IFN-a.-2-~, 60 % d'entre eux ont bien répondu. 11 des 12 de ceux-ci ont 

développé des CTL ciblant un antigène tumoral (protéinase 3), alors qu'aucun des 7 

patients qui n'ont pas guéri n'en a développé 10. L'effet d'IFN-a.-2-~ est probablement 

relié à la réponse des CTL. 

2.3.3.4 Corrélats de protection immunitaire contre le cancer 

Ainsi, un vaccin contre le cancer doit idéalement générer à la fois des CTL et les TH 

spécifiques284. D'ailleurs, lorsque l'on injecte une forte quantité de CTL spécifiques aux 

tumeurs, 50 % des patients répondent cliniquement à ce transfert386. Une bonne réponse 

CTL anti-tumorale est associée avec le nombre de ces cellules, leur affinité pour les 

antigènes tumoraux387 et à la fonctionnalité de celles-ci. En effet, ces cellules devront 

avoir un profil de sécrétion plus large que seule la protéine IFN-y. De plus, pour qu'un 

vaccin soit efficace, il faudra comprendre pourquoi il y a une anergie dans les 

tumeurs284. L'analyse de l'expression génique dans les tumeurs pourrait être une méthode 

pour comprendre ce qui s'y passe388. Il faudra cependant comparer ces résultats à une 

analyse de l'expression génique d'une bonne réponse immunitaire, comme celle induite 

par un vaccin protecteur. 
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2.4 La fièvre jaune et son vaccin 

Le vaccin contre la fièvre jaune YF17D est un vaccin atténué parmi les plus protecteurs 

que l'humanité n'ait jamais développé. Depuis son développement, peu d'études se sont 

attardées au vaccin ou à la maladie. Aujourd'hui, dans un contexte d'étude des corrélats 

de protection, le YF17D s'offre comme un modèle d'étude idéal de l'immunologie 

humaine pour définir les corrélats de protection. 

2.4.1 La maladie de la fièvre jaune 

La fièvre jaune est une fièvre hémorragique virale souvent fatale, présente aujourd'hui en 

Afrique et en Amérique du sud, qui s'est inscrit dans l'histoire occidentale au moment 

des premières colonies sud-américaines. La première description de la fièvre jaune a été 

retrouvée dans un manuscrit maya, décrivant une épidémie provoquant des 

vomissements noirs au Yucatan en 1648389. Ce n'est cependant qu'en 1750 que le terme 

fièvre jaune a été utilisé pour la première fois à la Barbade, à cause de la jaunisse que 

provoquait la maladie. Par la suite, cette fièvre devint un problème majeur dans les 

colonies américaines et, probablement à cause du commerce d'esclaves, en Afrique39o. 

Les moustiques Aedes aegypti, vecteurs de la maladie, voyagèrent avec les vaisseaux 

pour causer des épidémies majeures dans les grandes villes des États-Unis et de 

l'Europe39 1-393. C'est à partir de la découverte du vecteur du virus vers 1900 que les 

épidémies ont diminué en fréquence, car de nombreuses précautions ont été prises pour 

enrayer les moustiques problématiques. Par la suite, la maladie s'est restreinte à 

l'Amérique du Sud et l'Afrique subsaharienne, là où il était impossible d'enrayer les 

moustiques vecteurs de la maladie394. 

Aujourd'hui, malgré l'existence d'un vaccin efficace depuis 1936, la fièvre jaune est une 

maladie d'actualité qui est en recrudescence tant en Afrique qu'en Amérique du Sud, dû 

à un relâchement de la vaccination des populations des régions à risques395. On estime à 
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près de 200 000 le nombre de cas de fièvre jaune par année dans le monde, dont 90 % 

sont en Afrique395-398. 

Humains Moustiques Singes 

~~ 
Figure 1. Cycles de transmission du virus de la fièvre jaune. 
En zone urbaine, les moustiques vecteurs du virus transmettent 
ces derniers aux êtres humains, qui eux-mêmes servent de 
réservoir pour de futurs vecteurs. Dans les jungles, ce sont les 
singes qui constituent le réservoir de virus. La transmission 
transovarienne intermoustique est particulièrement importante 
pour la survie du virus lors de longues périodes de sécheresse. 

2.4.1.1 Vecteurs du virus de la fièvre jaune 

Aedes aegypti n'est pas le seul vecteur du virus de la fièvre jaune. Plusieurs autres 

moustiques sont connus, soit Haemagogus, Aedes africanus et les espèces d'Aedes 

sylvèstres africaines. Aedes aegypti se retrouve communément dans les villes, 

Haemagogus et Aedes africanus peuplent respectivement les jungles sud-américaines et 

africaines alors que les derniers ont pour habitat les savanes humides et forêts africaines. 

On dénombre de ces espèces, en Afrique de l'Ouest, A. furcifer, A. taylori, A. 

luteocephalus, A. africanus, A. opok, A. vittatus et A. metallicus, alors qu'en Afrique de 

l'Est, on retrouve A. afrianus et A. simpsonP99,400. Les singes des jungles et les êtres 

humains des zones urbaines sont les deux sources où s'approvisionnent les moustiquès 

en virus399, ce qui rend l'éradication de la maladie impossible puisqu'il n'est pas à notre 

portée d'immuniser tous les primates contre la fièvre jaune et d'enrayer le virus. La 

vaccination préventive à toutes les générations chez les populations à risque demeure le 

meilleur moyen pour faire face à cette maladie. 
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2.4.1.2 Symptômes de la maladie et traitements 

La fièvre jaune est fulgurante et fatale. Elle fait partie des maladies les plus mortelles 

pour l'être humain401
. La progression de la maladie se distingue en trois étapes 

différentes: la période d'infection, la période de rémission et la période d'intoxication402
-

405. La première phase, qui dure de 3 à 4 jours, se caractérise par plusieurs symptômes, 

dont la fièvre, des maux de tête, la prostration, la photophobie, une douleur lubosacrale 

et dans les extrémités inférieures, une myalgie généralisée, une anorexie, des nausées et 

vomissements, de l'impatience, de l'irritabilité et du vertige399
. La période de rémission, 

qui s'accompagne d'une diminution ou d'une disparition de la fièvre, est de courte durée 

et au maximum de 48 heures. Approximativement 15 % des personnes infectées 

développeront une jaunisse et entreront dans la phase d'intoxication. Les patients 

subissent alors un retour de la fièvre, des nausées et vomissements, en plus d'avoir des 

douleurs épigastriques, une bradycardie, et une prédisposition aux hémorragies. 

Plusieurs organes sont touchés et peuvent devenir dysfonctionnels, incluant le foie, les 

reins et le coeur399
. La troisième phase est mortelle dans 20 à 50 % des cas401

• Par ces 

symptômes, on distingue deux propriétés propres au virus de la fièvre jaune : son 

viscérotropisme, c'est-à-dire son habileté à infecter le foie, la rate, le cœur et les reins, 

ainsi que son neurotropisme, à savoir sa capacité d'infecter le cerveau et de causer une 

encéphalite399
• 

Malheureusement, peu de traitements existent contre la fièvre jaune. On recommande les 

soins généraux de support pour les patients et il n'existe aucun traitement spécifique 

disponible sur le marché. Ces soins généraux incluent de maintenir l'alimentation du 

malade et prévenir l'hypoglycémie, traiter l'hypotension par administration. de fluide, 

administrer de l'oxygène au besoin, etc402
• Chez les singes, l'injection d'IFN- y diminue 

la virémie et la nécrose hépatique406
, mais pour être efficace, il faut administrer 

l'interféron rapidement après l'infection initiale. Il est déjà trop tard 24 heures après la 

contamination407
. Ce traitement s'avère donc impensable à dispenser dans des lieux 

reculés des jungles ou dans des villes sans système de santé exceptionnel. 
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2.4.1.3 Virologie moléculaire de la fièvre jaune 

Le virus de la fièvre jaune est membre de la famille des flavivirus, qui inclue les virus de 

la dengue, de l'encéphalopathie japonaise, de l'hépatite C et du Nil occidental. Ces virus 

enveloppés sont de petite taille, soit de 40 à 60 nm, composé d'un brin d'ARN positit08
• 

Son génome relativement simple contient 10 862 nucléotides : deux petites régions non 

codant (NCR) flanquant une région de 10 233 nucléotides codant pour un propeptide409. 

Dans une cellule infectée, ce propeptide est clivé après la translocation au réticulum 

endoplasmique rugueux en 10 protéines : 3 structurales, soit la protéine capside (C), la 

pré-protéine de matrice (prM) et la protéine enveloppe (E), et 7 non-structurales (NS 1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5)399. Les NCR servent de promoteurs pendant 

la réplication virale en plus d'être essentiels à la structure du virion et à la cyclisation du 

génome pendant la réplication et l'encapsidation. La protéine C, quant à elle, a une taille 

de 11 kDa et interagit avec le génome viral pour former la nucléocapside410. La 

glycoprotéine prM, de 27 kDa, stabilise le polypeptide E durant l'exocytose. C'est alors 

qu'elle est habituellement clivée par une protéase cellulaire pour ne laisser que la 

protéine M (8 kDa) sur l'enveloppe du virion. Cette enveloppe est composée d'une 

double couche de lipides provenant de la cellule cible, avec des dimères de protéines 

glycosylées E (chacune 50 kDa). Cette protéine est impliquée dans l'internalisation et la 

fusion des membranes virales et cellulaires, en plus de s'ancrer aux récepteurs 

cellulaires. Les mutations de cette protéine affectent directement le tropisme et la 

virulence409. NS 1 est une protéine glycosilée qui est impliquée dans la réplication de 

l'ARN des flavivirus411 ,412 et probablement dans la lyse cellulaire413 . NS2A (22 kDa) est 

essentielle à la réplication virale, à l'assemblage du virion, à l'exocytose et interagit avec 

NS3, NS5 et la NCR 3,414,415. Les protéines NS2B (14 kDa) et NS3 (70 kDa) 

interagissent ensemble pour accomplir plusieurs fonctions enzymatiques, dont celle 

d'une protéase à sérine pour cliver le propeptide viral, d'une hélicase à ARN et d'une 

triphosphatase à ARN399. NS4A (16 kDa) et NS4B (27 kDa) sont associées à la 

membrane et participent à la réplication de l'ARN. La protéine NS5 (103 kDa) 

fonctionne comme une méthyltransferase et une ARN polymérase spécifique au virus399. 
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2.4.1.4 Cycle de réplication du virus de la fièvre jaune 

On estime qu'une piqûre de moustique peut inoculer approximativement 1000 virions 

chez l'être humain416
• À partir du moment où le virus est en contact avec une cellule qui 

peut se faire infecter, le cycle de réplication des flavivirus commence par un attachement 

du virion à un récepteur extracellulaire de la cellule, jusqu'ici inconnu pour la fièvre 

jaune. Le virion est internalisé par le mécanisme gouverné par les clathrines, et le pH 

acide des vésicules permet la fusion des membranes et la dénaturation de la capside. Le 

brin d'ARN positif sert alors de matrice pour former le brin négatif, nécessaire à la 

réplication, ce qui est alors suivi de la traduction. Les protéines non-structurales sont 

impliquées dans ces étapes ainsi que dans les modifications post-traductionnelles. Les 

virions sont ainsi assemblés, glycosilés et ensuite relâchés à l'extérieur de la cellule409
. 

Les cellules ciblées par le virus ne sont pas bien connues, mais certains indices nous 

permettent d'en identifier ou de présumer l'implication de certaines. Les PBMC, cellules 

mononucléées du sang, et possiblement les cellules lymphoïdes, semblent être les cibles 

de réplication du virus dans les premiers temps de l'infection 417,418, tout comme les 

cellules de foie Kupffer chez les singes rhésus. Trois jours après l'infection de ces 

singes, le virus est détectable dans la moelle osseuse, la rate et les nœuds 

lymphatiques417
. Chez les cas fatals de fièvre jaune chez l'humain, 80% des hépatocytes 

en moyenne sont en nécrose419
. On y retrouve d'ailleurs ARN et antigènes du virus dans 

les hépatocytes du foie42o
, tout comme dans les tubulures rénales et dans le cœur des 

patients décédés 421-423. 
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Figure 2. Cycle de réplication du virus de la fièvre jaune. 

2.4.1.5 Réponse immunitaire induite par le virus de la fièvre jaune 

Il n' y a aucun cas documenté de personne ayant eu une deuxième fois la fièvre jaune 

après l'avoir déjà développé une première fois399
. La réponse immunitaire contre la 

maladie est donc persistante et efficace. Il est connu que les personnes infectées par le 

virus de la fièvre jaune développent des anticorps 7 ou 8 jour après l'infection initiale, 

soit dans la période d'intoxication403
. Des cas surprenants de mémoire immunitaire ont 

été étudiés. Certains individus peuvent garder des anticorps contre le virus de la fièvre 

jaune jusqu'à 78 ans après la maladie424
.425. La réponse cellulaire semble aussi être 

présente, puisque plusieurs épi topes spécifiques pour les lymphocytes T CD8+ ont été 

décrits dans la protéine E, NSl, NS2A et NS3 408.426-428. Pour étudier la réponse 

immunitaire innée et son efficacité, certaines études se sont penchées sur l'effet de la 

dose initiale de virus sur des singes. La diminution de la dose de virus de la fièvre jaune 

inoculée à des singes rhésus augmente la période d'incubation sans modifier la durée de 

1 al d· 1 d 1· ,425429430 CIl· 1 ' a m a le ou etaux e morta lte . . . e a alsse supposer que a reponse 

immunitaire innée seule est insuffisante pour se débarrasser d'une infection de la fièvre 

jaune si petite soit-elle399
. 
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2.4.2 Le vaccin contre la fièvre jaune YF17D 

Le vaccin contre la fièvre jaune 17D (YF17D) a été développé par des méthodes 

empiriques en 1936. Pour cette innovation, Max Theiler s'est vu accorder le prix Nobel 

de Médecine en 1951. Une série de passages dans des animaux ou dans des milieux de 

culture a atténué la souche virulente Asibi, nom de l'africain chez qui a été prélevé 

l'échantillon. Les 54 premiers passages, débutant en juin 1927, ont été effectués dans des 

singes soit par injection ou par l'intermédiaire d'Aedes aegypti. Par la suite, plusieurs 

cultures in vitro ont suivi: 18 dans des tissus d'embryons de souris, 58 dans des tissus 

d'embryon de poules, 145 dans des tissus d'embryon de poules ayant subi l'ablation du 

cerveau et de la colonne vertébrale et Il dans des œufs de poules. Selon le pays 

producteur du vaccin, jusqu'à 7 autres passages ont été effectués dans des œufs de 

poules. Ce vaccin, qui se nomme 17D-204 plus spécifiquement, est légèrement différent 

du vaccin 17DD, qui a été développé à partir du passage 195 de la souche Asibi et qui 

est utilisé au Brésil. Ailleurs dans le monde et dans ce travail, le vaccin utilisé est le 

vaccin contre la fièvre jaune 17D-204, abrégé à YF17D423
,431. 

Il existe plusieurs producteurs de vaccin YF17D. L'Angleterre produit le AR IL VAX 

(Chiron), la France produit le Stamaril (Sanofi-Pasteur) et le Sénégal produit aussi le 

YF17D (Institut Pasteur). D'autres vaccins sont produits pour des consommations 

locales, mais ne sont pas approuvés par l'Organisation mondiale de la Santé. Les pays 

producteurs sont les États-Unis (YF-VAX), la Russie, la Suisse (Flavimun), la Chine et 

la Colombie4ol
. 

2.4.2.1 Différences moléculaires entre le YF 17D et le virus sauvage 

Une diminution de la neurovirulence et la perte du viscérotropisme du virus chez les 

singes a eu lieu entre les passages in vitro 89 et 114, soit dans les cultures d'embryons de 

poules dénués de cerveau et de colonne vertébrale. C'est dans ces mêmes cultures que le 
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virus a perdu de la neurovirulence chez la souris, soit entre les passages in vitro 114 et 

176. Par la suite, aucun singe n'a développé d'encéphalites suivant une injection du virus 

dans le sang, alors que de 5 à 10 % des singes développaient une encéphalite si 

l'injection s'effectuait directement dans le cerveau. À partir du passage in vitro 227 en 

1936, les tests sur les êtres humains se sont avérés être acceptables, puisque le vaccin 

développait des anticorps et était sans danger432.433. Depuis lors, plus de 400 millions de 

personnes ont reçu le vaccin à travers le monde397. 

Tableau 1. Mutations observées entre le YF17D et la souche virale sauvage401 

Gène 

5'NCR 

NS2B 

Fonction de la protéine 
(références dans le texte) 

Maturation du virion 

ARN polymérase et 

Acide aminé ou 
nucléotide muté 

NS2B 109 

NS5836 

Mutation 

I->L 

Q->K 
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Plusieurs mutations ont causé l'atténuation du virus. Les quelques nucléotides qui 

différencient le YF17D de la souche virale, soit 0,62 % du génome ou l'équivalent de 20 

acides aminés, se situent surtout dans les gènes codant pour les protéines E et NS2A, et 

dans la partie NCR 3,434. De nombreuses études ont été menées pour déterminer les 

mutations qui ont causé l'atténuation. Un malheureux cas d'encéphalite enfantine due au 

YF17D a mené à l'isolation de cette souche neurotropique. Après séquençage, cette 

souche avait les acides aminés E155 et E303 mutés435,436. D'autres observations chez la 

souris ont révélé, après avoir remplacé la protéine E du vaccin par son équivalent de la 

souche virale, que le virus regagnait sa neurovirulence437. Plus précisément, des études 

ont démontré que les acides aminés E52, E173, E303, E305, E525, E327, E380 semblent 

déterminant pour la neurovirulence436,438-442, alors que les acides aminés E27, E28, E155, 

E323, E331 et NS4B95 sont possiblement impliqués dans le viscérotropisme443-447. La 

protéine E, par sa fonction d'ancrage aux cellules hôtes, est donc capitale pour sa 

virulence et son tropisme448,449. 

2.4.2.2 Effets secondaires du YF17D 

De rares complications peuvent survenir lors de la prise de ce vaccin. Deux grands types 

de maladies peuvent survenir, soit viscérotropique, soit neurologique. 

Approximativement une personne sur 2,5 millions peut développer après 2 à 5 jours la 

maladie viscérotropique associée au YF17D, une maladie trop souvent mortelle, 

semblable au viscérotropisme de la fièvre jaune. La maladie neurotropique associée au 

YF17D se déclare surtout chez les enfants de moins de 1 an (incidence de 0,5 à 4 par 

1000 enfants) et chez les gens âgés (incidence de 2,5 à 16 par million)450-452. De plus, 

comme le vaccin est développé dans des œufs, il est contre indiqué d'administrer le 

vaccin à quiconque ayant des allergies aux oeufs4ol . Des effets secondaires plus 

fréquents accompagnent le vaccin. 14,6 % des vaccinés peuvent avoir des maux de tête 

et 10,2 % des douleurs à différentes parties du corps, et ce, 5 à 7 jours après vaccination. 

Seulement, aucun contrôle placebo n'a été utilisé dans cette précédente étude et il est 

probable que ces effets seraient moins importants433 . 
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2.4.3 La réponse immunitaire induite par le YF17D 

Le vaccin YF17D stimule une réponse immunitaire grandement protectrice. Plusieurs 

caractéristiques de cette réponse sont déjà décrites. Tout d'abord, les premiers 

changements observés après la vaccination contre la fièvre jaune sont une diminution du 

nombre d'érythrocytes, de leucocytes, de neutrophiles, d'éosinophiles et de lymphocytes 

chez les gens vaccinés453
• 

Les cellules infectées par le YF17D n'ont pas été trouvées in vivo, mais il est connu que 

les cDC et les cellules dendritiques de la peau exprimant DC-SIGN peuvent être des 

cibles de réplications pour la chimère modifiée dengue-fièvre jaune et le virus de la 

dengue, un autre flavivirus454
,455. D'ailleurs, on a retrouvé les protéines NS4A et B dans 

des cDC humains en culture après les avoir exposés au YF17D21
,397, un autre indice 

indiquant que ces cellules peuvent être infectées. D'autres observations soutiennent que 

tant les DC matures qu'immatures peuvent être infectées par le vaccin, et l'infection des 

cellules immatures n'altère pas le processus de maturation de celles-ci. De surcroît, les 

DC infectées qui deviennent matures sont par la suite plus résistantes à l'apoptose et 

présentent efficacement les antigènes du virus21
• De plus, le virus a été retrouvé dans les 

organes lymphoïdes, le foie, la rate, le thymus et la moelle épinière de singes 

vaccinés456
• Cependant, le YF17D ne peut infecter les cellules B, T et les monocytes21

. 

2.4.3.1 Réponse immunitaire innée contre le YF17D 

La vaccination avec le YF17D stimule à la fois les réponses immunitaires innée et 

acquise et active leurs cellules respectives. Les PBMC d'individus vaccinés avec le 

YF17D sont cytotoxiques vis-à-vis des cellules de type K562, ce qui laisse supposer que 

les cellules NK sont stimulées par la vaccination457
. La réponse au YF17D inclut une 

augmentation de la présence d'IFN- y dans le sang aux alentours de la sixième journée 

après vaccination458
. D'ailleurs, on retrouve des niveaux élevés de la 2',5'­

oligoadenylate synthétase, dépendante de l'interféron, chez les cellules T et B des 
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individus vaccinés458. Les protéines interféron a et ~, TNF, IL-IRa, néopterin et ~-2-

micro globuline se retrouvent élevées dans le sang pendant la période virémique après la 

vaccination458-461. 

Des analyses globales d'expression génique par puce d'ADN ont été effectuées sur des 

PBMC isolés entre 4 et 7 jours après vaccination de volontaires humains. Plusieurs 

expressions de gènes se retrouvent modifiés par la vaccination, dont des gènes de 

réponse immunitaire, de synthèse de protéines, d'apoptose, de métabolisme, de 

signalisation cellulaire et de contrôle de la transcription. Panni les gènes davantage 

exprimés, on retrouve des gènes induits par l'interféron comme OASl, OAS2, MXl, 

MX2, ISG15 et IFIT3, les gènes impliqués dans la protéolyse et la présentation de 

l'antigène comme CD74, LAP3, PSMA4, PSMB9 et PSME2. Malgré cela, les gènes 

d'interférons eux-mêmes ne sont pas davantage exprimés. La variation prédominante 

reste la diminution de l'expression de gènes associés à la synthèse de protéines, dont les 

sous-unités ribosomales453 . Malgré l'intérêt de cette étude, cette analyse de transcription 

s'est concentrée seulement sur un seul temps donné après vaccination. 

Suite à une vaccination avec le YFI7D, les volontaires développent une virémie très 

variable d'un individu à l'autre, mais la majorité des vaccinés ont des pics de virémie aux 

jours 4, 5 et 6433,458,461,462. La réponse au vaccin varie d'une personne à l'autre, ce qui est 

probablement dû entre autres aux caractéristiques génétiques et immunitaires des 

individus. De plus, le vaccin contre la fièvre jaune est composé de quelques différents 

virions en quantités variables comportant des mutations génétiques acquises pendant sa 

prod\lction, et non pas composé d'un seul type de clone d'une séquence exacte de 

nucléotides. On a dénombré jusqu'à 12 variants viraux dans un vaccin463-466. Cependant, 

après avoir séquencé des virus YF17D isolés après la vaccination, presque aucune 

mutation n'a été observée dans le génome, à l'exception d'une ou deux dans la région 

NS5 dans certains cas464. Une fois le vaccin injecté, il semblerait qu'un groupe restreint 

de clones peuvent se multiplier. Dans une étude pour évaluer l'effet de la variation de la 

concentration entre plusieurs doses, la concentration du vaccin s'avère chez les singes 
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rhésus être inversement proportionnelle au temps d'apparition, à la durée et l'amplitude 

de la virémie, ainsi qu'au temps d'apparition de la réponse immunitaire433
. 

2.4.3.2 Réponse humorale contre le YF17D 

La réponse humorale au YF17D est très forte. Les IgM apparaissent les premiers une 

semaine après la vaccination pour persister entre 30 et 60 jours467
-469. Les anticorps 

neutralisants développés par la vaccination persistent longtemps, voire 30 ans dans 

certains cas 470. Ceux -ci apparaissent entre une et deux semaines après la 

vaccination461
,471, et plus habituellement entre 10 et 14 jours401

• Entre 86 et 88 % des 

vaccinés sont séropositifs après 14 jours et de 99 à 100 % des vaccinés le sont après 28 

jours3
. Aucune corrélation n'a été observée entre le niveau de virémie et la force de la 

réponse humorale461
. Plusieurs études ont été menées pour déterminer le taux de 

séroconversion, et la plupart approche 100 %461,472-496. Cette réponse humorale est 

efficace, puisque des anticorps neutralisant contre la protéine E et des anticorps fixant le 

complément contre la protéine NS1 ont été retrouvés47o
,497,498. Pour des raisons de 

précautions, l'Organisation mondiale de la Santé conseille la revaccination avec le 

YF17D 10 ans après une première administration de celle_ci499
• 

2.4.3.3 Réponse cellulaire contre le YF 17D 

La réponse cellulaire est aussi stimulée par le vaccin, malgré le peu d'études qui s'y sont 

intéressées. Il a été observé que le nombre de cellules T CD8+ se trouve élevé deux jours 

après la vaccination, et ce, pendant deux semaines461
. Dans une étude sur quatre 

volontaires vaccinés contre la fièvre jaune, les lymphocytes T CD8+ reconnaissant les 

protéines E, NS1, NS2B, et NS3 ont été retrouvés, et ces cellules étaient aptes à sécréter 

de l'IFN- y après restimulation dès le quatorzième jour après la vaccination, et ce, jusqu'à 

19 mois. Cependant, aucun test n'a été effectué avant le quatorzième jour408
, et le petit 

nombre de volontaires demande à confirmer les résultats avec une cohorte plus large. 

D'autre part, l'injection d'anticorps contre la dengue ne protège pas les singes contre la 
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fièvre jaune, alors que l'immunisation active de ceux-ci contre la dengue les protège 

contre la fièvre jaune, indiquant que la réponse immunitaire cellulaire joue un rôle dans 

la cross-protection et est active dans la réponse contre la fièvre jaune500. 

In vitro, les cDC humaines purifiées s'activent à la présence du YF17D. Elles produisent 

de l'IL-6, de l'IL-lO, du TNF, de l'IP-lO et du MCP-l lorsqu'ils sont en culture avec le 

vaccin. De même, les pDC produisent de l'IFN-a en présence du YF17D. Chez la souris, 

YF17D active les cDC par leur TLR 2, 7 et 9 et stimule la production IL-12p40, IL-6 et 

IFN-a. La réponse qui en suit se compose des cytokines IFN- y, IL-4, IL-S, IL-lO et IL-

13 et de lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques, ces derniers produisant de l'IFN- y. 

D'ailleurs, la protéine auxiliaire MyD88 a été démontrée comme essentielle à cette 

activation. Dans un modèle de lignée cellulaire humaine transfectée, YF17D active aussi 

le TLR8397
. Ainsi, le YF17D induit une réponse TH 1 et T H2 chez les souris par 

l'intermédiaire de TLR. Cependant, les souris ne sont que de piètres hôtes pour le 

YF17D et ne développent que rarement la maladie après injection du virus sauvage 

comparativement à l'être humain501-5Io. Comme l'interaction entre le vaccin et la souris 

est différente de celle avec l'humain, il est donc important de confirmer ces résultats 

chez ce dernier. 

L'efficacité du vaccin contre la fièvre jaune est remarquable et c'est pourquoi il est 

envisagé de l'utiliser comme vaccin atténué recombinant contre d'autres maladies en y 

insérant des gènes codant pour des protéines provenant de maladies différentes. Il 

pourrait s'agir de gènes d'autres flavivirus pour développer un vaccin efficace contre 

l'encéphalite japonaise, la dengue, ou le virus du Nil occidental. De plus, des versions 

modifiées génétiquement du YF17D sont présentement étudiées pour immuniser contre 

la malaria ou le cancer501-510. Pour que les prochains vaccins deviennent efficaces et 

protecteurs, il est primordial de comprendre le fonctionnement du YF17D et ses 

caractéristiques immunostimulatoires. 
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2.5 Projet de recherche 

Les nouveaux vaccins en développement se doivent de stimuler les mécanismes 

essentiels qui mènent à la protection immunitaire, mécanismes qui définissent les 

corrélats de protection immunitaire. La découverte de ceux-ci passe par l'étude des 

réponses immunitaires protectrices, dont celles induites par les vaccins protecteurs. Le 

vaccin contre la fièvre jaune YF17D est un candidat idéal, puisqu'il protège près de 100 

% des individus vaccinés pour une longue période de temps. L'analyse de la réponse 

immunitaire induite par le YF17D est jusqu'ici préliminaire et incomplète, se basant 

surtout sur des études utilisant des modèles animaux. De plus, très peu de travaux 

s'attardent à décrire l'importance de la réponse cellulaire, pourtant essentielle dans 

l'efficacité des vaccins en développement. Malgré tout, ces résultats préliminaires offrent 

une base pour orienter les recherches chez l'être humain. 

2.5.1 Objectif, hypothèses et méthodes de recherche 

Des études précédentes soulignaient l'importance des TLR et de la réponse immunitaire 

innée chez la souris en réponse au YF17D397
• Ce vaccin doit avoir un effet semblable 

chez l'être humain, orientant la réponse immunitaire vers les voies THl et TH2• L'objectif 

de cette recherche est de caractériser la réponse immunitaire protectrice induite par le 

YFI7D. Vingt volontaires se sont fait vacciner et ont donné de leur sang avant et 3, 7, 

10, 14, 28, 60, 90, 180 et 365 jours après vaccination. Ces échantillons permettront de 

caractériser la réponse immunitaire innée et acquise, ainsi que la mémoire induite par ce 

vaccin. 

Pour mIeux comprendre les différents aspects de cette réponse immunitaire, il est 

important d'examiner les détails des réponses innée et acquise contre le YFI7D, toutes 

deux actives et interdépendantes chez les singes et souris, dans une large cohorte de 

volontaires humains en utilisant les techniques les plus efficaces disponibles. 

L'implication dans la réponse au YF17D de l'immunité innée, des NK, des DC, des TLR 

et des ISG, soupçonnés de participer activement à la protection contre certaines 
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maladies, a été étudiée par analyse de transcription par puce à ADN. Par cytométrie de 

flux, il a été possible d'analyser au niveau cellulaire les lymphocytes impliqués dans la 

mémoire immunitaire, dont les TH et les CTL. L'analyse du patron d'expression génique 

ainsi que des cytokines sécrétées par des PBMC d'individus vaccinés a permis de 

vérifier si le vaccin induit une réponse T Hl ou T H2 chez l'être humain. De plus, une 

analyse attentive des patrons de transcription a permis de trouver de nouveaux acteurs 

insoupçonnés dans la réponse immunitaire protectrice. 

Les méthodes employées dans ce travail sont appropriées. L'analyse par puce à ADN est 

la méthode la plus efficace pour vérifier l'implication de plusieurs dizaines de milliers 

de gènes en n'utilisant que très peu d'échantillons et cela, très rapidement. Valider 

l'importance des acteurs principaux de l'immunité au niveau protéique par CBA 

(cytometric bead assay) est crucial pour consolider les conclusions majeures des 

analyses de transcription. La cytométrie de flux est, par sa précision, le meilleur 

instrument pour qualifier au niveau cellulaire la réponse immunitaire. Et finalement, il 

est innovateur d'utiliser les puces à ADN, méthode sensible et complète, pour 

déterminer le phénotype THl et TH2 des PBMC stimulés. 

En validant ces résultats avec d'autres vaccins protecteurs et en les comparant aux 

caractéristiques immunitaires des vaccins inefficaces et des maladies incurables, il sera 

possible d'identifier de nouveaux corrélats de protection. Ceux-ci seront alors utiles pour 

développer de nouveaux vaccins, qui devront reproduire les caractéristiques découvertes 

ici. 

2.5.2 Contribution de l'auteur 

Le projet de recherche a rassemblé la participation de plusieurs collaborateurs qui a 

mené à l'écriture de l'article intitulé: «Yellow fever vaccine induces integrated 

multilineage and polyfunctional immune responses ». Il a été soumis au journal Nature 

le 26 février 2008. Ma participation a été majeure et j'ai contribué significativement à 

l'élaboration de l'article. 
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Plus précisément, j'ai été impliqué dans la quasi-totalité des manipulations qui ont mené 

aux figures de cytométrie de flux, de CBA et d'analyse de transcription de PBMC 

stimulées. J'ai d'ailleurs été le responsable de la majorité des CBA, m'occupant de la 

planification de l'expérience jusqu'à son analyse et sa présentation. Mon implication 

majeure et mes initiatives dans l'analyse des gene array ont été essentielles à la 

conceptualisation finale des figures de l'article. J'ai fait l'entière analyse des résultats de 

cytométrie associés à l'expression de Ki67 chez les lymphocytes et ses sous-populations. 

Finalement, j'ai imaginé la présentation et dessiné ses figures heatmap autres que celles 

de type gene array. 

J'ai participé activement aux discussions qui ont mené à l'orientation du travail et à 

l'écriture de l'article. J'ai apporté quelques points majeurs à l'analyse des résultats, 

comme par exemple la valorisation des résultats de CBA, la mise en évidence des gènes 

associés à l'inflammasome, ainsi que les études de corrélation. Ce travail d'envergure 

m'a permis d'acquérir amplement d'aptitudes et de connaissances dans le domaine de la 

recherche pour écrire ce mémoire. 

La participation des coauteurs a été essentielle à la réalisation de l'article. Entre autres 

choses, Denis Gaucher a été l'initiateur de ce projet et a été responsable de la grande 

majorité des expériences de cytométrie et d'isolation d'ARNm, Geneviève Boucher a 

effectué les analyses techniques des gene array et a finalisé graphiquement la majorité 

des figures d'analyse de transcription, Nadia Kettaf a hybridé les échantillons d'ARNm, 

Bastian R. Angermann mis au point les figures liant les facteurs de transcriptions à leurs 

cibles, Rama Akondy et Aline Rinfret ont précédé les expériences principales avec leurs 

appuis, comme l'élaboration de demandes d'éthiques, Bader Yassine-Diab, Mark J. 

Cameron, Robert Clum, David Kelvin, Roland Somogyi, Larry D. Greller, Robert S. 

Balderas, Peter Wilkinson et Jim Tartaglia ont apporté leurs lumières sur des questions 

d'ordre techniques, informatiques ou théoriques, et Elias K. Haddad et Rafick-Pierre 

Sékaly ont supervisé et orienté les travaux. 



3. Article scientifique 
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Traduction du résumé de l'article 

Les corrélats de protection immunitaire contre les cancers et la plupart des virus, comme 

le VIH, sont toujours inconnus, ce qui ralentit considérablement le développement de 

nouveaux vaccins contre ces derniers. Alors qu'une bonne réponse humorale est le 

corrélat de protection le plus évident contre les bactéries pathogènes l ,2, les tumeurs et 

virus nécessitent une réponse immunitaire complexe impliquant à la fois des 

lymphocytes T et B3
,4. Cette réponse immunitaire adaptative est tributaire de la réponse 

immunitaire innée, qui pourrait être un acteur important de la protection induite par un 

vaccin, même si peu de mécanismes sont connus à ce sujets. Dans cette étude, nous 

avons employé la génomique fonctionnelle et la cytométrie de flux pour défénir la 

signature de la réponse immunitaire induite par le vaccin contre la fièvre jaune YF17D. 

Ving volontaires ont été suivis jusqu'à un an après vaccination. Nous démontrons que 

l'immunisation avec le YF17D mène à une réponse immunitaire intégrée qui inclue 

plusieurs facettes des réponses immunitaires innée et acquise, dont le complément, les 

lymphocytes B et une réponse à la fois THI et TH2. Ces réponses sont précédées par 

l'augmentation de l'expression de plusieurs facteurs de transcription, incluant ST AT -1, 

IRF-7 et Ets-2, qui sont en amont d'une multitude de mécanismes de réponses 

immunitaires. Nos analyses transcriptionnelles soulignent la relation entre la 

transcription de gènes associés à l'inflammasome avec le contrôle de la virémie, alors 

que l'expression de gènes associés à l'IL-2 prépare une solide réponse TH ciblant une 

panoplie d'épitopes. Les résultats présentés ici démontrent qu'un bon vaccin stimule une 

réponse immunitaire persistante, incluant les TH 1 et T H2, et faisant participer toutes les 

cellules effectrices du système immunitaire. 
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3.1 Corps du travail 

Correlates of immune mediated protection to most viral and cancer vaccines are still 

unknown. This has constituted an impediment to the development of novel vaccines to 

incurable diseases such as HIV and cancer. While humoral immunity is clearly the 

dominant correlate of protection for vaccines against bacterial pathogens 1,2, viruses or 

tumors require a more complex immune response with contribution from both T and B 

cells3
,4. Innate immunity, which is known to shape the development of adaptive immune 

response, could also contribute to vaccine-mediated protection through mechanisms yet 

to be defined5
. In this study, we have used functional genomies and polychromatie flow 

cytometry to define the signature of the immune response to the yellow fever (YF) 

vaccine 17D (YF17D) in a cohort of twenty volunteers followed for up to one year after 

vaccination. We show that immunization with YF17D leads to an integrated immune 

response that includes several effector arms of innate immunity including complement, 

B cell responses and a mixed Th1rrh2 response; development of these responses is 

preceded by the coordinate up-regulation of rnRNA transcripts for specifie transcription 

factors (STAT-1, IRF-7, Ets-2) that are upstream of the different effector arms of the 

immune response. Our analysis allowed us to establish that the inflammasome 

transcriptional pathway is associated with viral load control, while the IL-2 

transcriptional pathway correlates with broad and potent CD4+ T cell responses. The 

results described herein clearly show that a strong vaccine is associated with a broad, 

polyfunctional and persistent immune response that integrates all effector cells of the 

immune system. 

Developed empirieally in the 1930s, the live attenuated vaccine YF17D is considered 

one of the most successful vaccines ever made6
; a single dose can confer protective 

immunity for up to 35 years, in almost all vaccinated individuals. Although a clear role 

was demonstrated for a neutralizing humoral immune response in the protection against 

YF infection following vaccination, contributions from other arms of the immune 

response, including cellular and innate immunity, remain understudied.6 Moreover, there 

is a paucity of information regarding the qualitative and quantitative properties of 
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emerging protective responses in vivo in humans and this has been a major impediment 

to vaccine development7
,8. We have used an unbiased systems biology approach to 

identify the emerging protective immune response induced by YF17D and ultimately the 

correlates of protection in YF vaccination. RNA samples obtained from whole blood of 

YF17D-vaccinated individuals on the day of vaccination (Day 0) and at several time 

points post-vaccination (Days 3, 7, 10, 14, 28 and 60) were amplified and hybridized 

onto Illumina chips and analyzed. Expression profiles of 594 genes (Supplementary 

Document 1) were found to change signifieantly between Day 0 and any time point post­

vaccination (with p < 0.05 and fold change < -1.3 or> 1.3). The peak of modulation of 

gene expression, as shown by heat map representation (Figure la) and principal 

component analysis (PCA; Figure lb) primarily occurred at Days 3 and 7 post­

vaccination, while a limited number of signifieant genes were modulated in response to 

vaccination at Day 10 post-vaccination or beyond (Figures la and b). 

Gene set enrichment analysis identified transcription factors with predieted9 target genes 

showing a specifie modulation after YF17D vaccination (Figure lc and Supplementary 

Figure 1). With this approach, three major nodes of transcriptional regulation of 

downstream target genes were visualized as soon as Day 3 (IRF7 1O
,1l and STATl l2

) and 

Day 7 (Ets2 l
\ and were most prominently involved in this masterswitch regulation. 

Other nodes of transcription factors (IRF-l, IRF-8, GATA6, GATAl, TALl, FOX03a, 

E2F4, E2Fl, LM02, SRF and CEBP8) also controlled the expression of several of the 

genes and pathways that were modulated in the first week following immunization 

(Figure lc and Supplementary Document 1). This early response was highly integrated, 

as several of the downstream target genes were coordinately regulated by these 

transcription factors. IRF-7 and ST AT -1 play a major role in the regulation of interferon 

responses as well as other innate immune responses, including dendritic cell (DC) 

maturation l4
,l5. Several of the target genes of these transcription factors (STATI and 

IRF7) were up-regulated as early as Day 3 (Figure Id and Supplementary Document 1); 

moreover genes downstream of the TLR pathway (TLR7, MYD88, and IRF-7) were up­

regulated, leading to the activation of the interferon pathway, as monitored by the 

induction of several interferon-induced genes (IFI27, IFI30, GIP2, GlP3, OASl-3; 
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Figure Id and Supplementary Document 1). In addition to being potent immune 

modulators, Type 1 interferons induce the expression of genes leading to viral RNA 

degradation, inc1uding ISG20, OAS 1, OAS2, OAS3, and inhibition of viral replication, 

such as MX-l, MX-2, ADAR and EIF2AK2; these genes were all up-regulated 

following YF17D vaccination (Supplementary Document 1). Induction of TLR genes is 

critical for DC maturation and priming of naïve T cells, and for the subsequent 

production of effector molecules and cytokines l6. Strikingly, components of the 

complement system (ClQA, ClQB, C3ARI and SERPING1), which is downstream of 

the TLR activation cascade 17, were found to be up-regulated early after vaccination 

(Figure le). Distinct components of the complement pathway have been shown to be 

essential in the development of humoral and cellular immunity to another flavivirus, the 

West Nile Virus I8.19
• 

The Ets2 node is also involved in this highly integrated response, as we can observe the 

up-regulation of several downstream genes that play a critical role in the maturation and 

differentiation of T cens, B cens, natural killer (NK) cens and macrophages20-22. Indeed, 

several antigen-presenting cell-specific genes, targets of Ets2, were up-regulated early 

after vaccination, inc1uding CD86 (a marker of DC maturation; Supplementary 

Document 1), and CSFlR, MARCO and IFI16, which are expressed by cens of the 

monocyte-macrophage lineage (Figure If). The role of Ets2 in the early induction of 

innate immunity was further demonstrated by the increased expression of the NK cell 

receptors KIR2DL3 and KIR2DL4, as well as the cytolytic molecules perforin (PRF1), 

granulysin (GNL Y) and granzyme B (GZMB) (Figure lc and g); KIRDL3, PRFI and 

GZMB are known targets of members of the Ets family of transcription factorsI3.23.24. 

Hence, several components of the innate immune system are up-regulated, most 

probably the result of TLR ligation by YF17D25 , possibly resulting in the development 

of a strong and diverse adaptive immune response. 

The transcription factors STAT-l and STAT-2, which play a central role in Thl and Th2 

phenotype differentiation26, were up-regulated by Day 3 and maintained a high level of 

expression for at least 10 da ys upon vaccination (Figure lh and Supplementary 
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Document 1). Their target genes, encoding the chemokines and chemokine receptors 

CXCLlO (lP-lO), CCL8, CX3CR1 and CCR1, were also induced; these molecules are 

mostly involved in the recruitment of pro-inflammatory or Th1 cells to sites of viral 

replication27
. The Th2-associated gene TNFSFlO (TRAIL) was also up-regulated and is 

known to induce CCL20 expression and promote the differentiation of Th2 cells28
. 

INDO, an anti-inflammatory prote in whose expression affects Th2 cytokine production29 

was also elevated. We also observed the induction of the IL-IR antagonist, IL1RN, 

which biases immune responses towards a Th2 phenotype30
. Interestingly, IL1RN 

expression is mediated by STAT-1 and STAT_231
,32, further confirming the signifieance 

of a regulated network early following YF17D vaccination. Induction of the Th2 

pathway is essential to the development of humoral immunity; in that context, we also 

noted the induction of several B cell-specifie genes, including POU2AF1, a transcription 

factor that is essential for mature B cell differentiation33
, and CD19, TNFRSF13B 

(BAFF) and TNFRSF17 (BCMA) (Figure li). These genes are critical for B cell 

survival, persistence and isotype switching34
-
36

• Late induction of B cell-associated 

genes (Days 10 and 14) coincided with the onset of antibody production (Supplementary 

Table 1). 

YF17D vaccination led to the proliferation and expansion of NK cells (p = 0.0474), T 

cells (p = 0.0049 for CD4+ and p = 0.0157 for CD8+) and non-T cell PBMC (monocytes 

and B cells; p = 0.009), as shown by the significant increases in frequencies of Ki67+ 

cells within the first few days following vaccination (Figure 2 a - e and Supplementary 

Figure 2). This proliferation stems from the induction of a large network of transcription 

factors all known to regulate cell proliferation and differentiation (Figure 1 c). These 

factors include E2F4 and its transcriptional targets (A TF537
,38and NELL239,40), known to 

regulate cell cycle progression in immune cells, as well as SRF and LM02, whose 

targets include BCL6. BCL6, a transcription repressor gene whose expression is 

downregulated after YF17D vaccination, has been shown to inhibit the expression of 

CD4041 and to prevent the formation of germinal centers and memory B cell 

differentiation. 
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Induction of memory cells is a hallmark of vaccination; 1 we have recently shown that 

the down-regulation of transcription al activity of the forkhead box prote in family 

member FOX03a is critical for the induction and long-term maintenance of memory T 

cells42
• Inhibition of FOX03a pathway is confirmed by the down-regulation of several 

of the FOX03a target genes involved in ubiquitination (TBLlX43 and UBE2H44
), 

providing evidence for the initiation of memory T cell differentiation occurring within 

the first week following vaccination. We did not observe the induction of regulatory T 

cells nor Thl7 cells at these early time points (data not shown). These results c1early 

show that, at the transcriptional level, vaccination with YFl7D induces the coordinate 

and early up-regulation of several transcription pathways, resulting in the proliferation 

and differentiation of several immune effector cells, and leading to a broad and 

integrated immune response. This response inc1udes a strong and complex innate 

immune response, the differentiation of mixed Th lrrh2 populations, a B cell response, 

and the generation and establishment of memory T and B cells. 

To validate functionally our gene array data, we next assessed the amplitude, breadth 

and persistence of the YFl7D-specific T cell response. Peripheral blood mononuc1ear 

cells (PBMC) sampled at Day 60 post-vaccination were incubated in the presence of 

each of 22 YFl7D-derived peptide pools, and their proliferation was measured by CFSE 

labeling (Figure 2f bar graphs and Supplementary Figures 3a and b). The CD4+ T cell 

proliferative response was highly variable among vaccinated volunteers. Strong 

responders (notably YFOOl and YF020) recognized almost if not all the peptide pools, 

while weak responders (YF005, YFOll and YFOl7) recognized only a few. Of note, 

both CD4+ and CD8+ T cell peptide-specifie responses were persistent, as memory 

proliferative responses to the most immunodominant peptide pools were detected as long 

as one year after immunization (data not shown). To validate the development of 

Thlrrh2 responses in YFl7D-vaccinated subjects, we determined, using cytometric 

bead assay (CBA), the cytokine profile produced by PBMC following stimulation with 

YFl7D-derived peptide pools. The levels of the Thl cytokines IL-2, IFN-y and TNF, 

and the Th2 cytokines IL-4 and IL-lO were assessed. Figure 2f shows CBA results for 

six selected volunteers (heat maps); a summary of the CBA results for all volunteers and 
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pools tested can be found in Figure 2g. The qualitative and quantitative features of 

cytokine production were highly variable; pool 3 stimulated a mixed Th1rrh2 response 

in volunteer YF001, but triggered only a Th1 response in YF002, 3, 9, and 20, while no 

detectable response to this pool could be seen in YF019. In most volunteers (12 out of 

15), both Th1 and Th2 cytokine secretion profiles were induced by YF17D peptide 

pools, providing validation at the prote in level of the results observed by gene array that 

the YF17D vaccine induces a global mixed Thlrrh2 response. Three volunteers 

(YF0014, 15 and 16), who were weak responders to the vaccine as measuredby T cell 

proliferation, did not show a mixed Th1rrh2 profile; these individuals were still able to 

mount very good antibody responses (Supplementary Table 1). The early Th1rrh2 

commitment following vaccination (Days 3 and 7), suggested by the induction of 

transcription factors, was further confirmed by performing gene array analyses on 

PBMC stimulated ex vivo with peptide pools known to induce cytokine production at 

later time points (Figure 2h, Supplementary Document 2). The list of modulated genes in 

these samples was compared to our Th1rrh2 gene set (Supplementary Document 3). 

Interestingly, Thlrrh2 transcriptional profiles could be observed as early as Days 3 and 

7 in ex vivo-stimulated PBMC, confirming the whole blood gene array results. Of note, 

we could observe gene modulation of Thl (IFN-y, IL-18, TNF) and Th2 (IL-6) 

cytokines, Th1 (CCL2, CCL8, CXCL9, CXCLlO) and Th2 (CCL22) chemokines, Thl 

(IL18R1) and Th2 (FCER1G, TNFSFlO) -associated receptors, and Th1 (IRF-l) and 

Th2 (SOCS3, INDO) -associated signal transduction or transcription factors. These 

results clearly demonstrate the early imprinting of the Th1rrh2 polarization program 

already within 3 days following immunization. 

The persistence of the Th1rrh2 phenotype was confirmed by analyzing the 

transcriptional profile of the YF17D-specific immune responses after in vitro stimulation 

of PBMC sampled at Day 365 post-vaccination. We stimulated the PBMC ex-vivo with 

immunostimulatory YF17D peptide pools (as identified in Supplementary Figures 3a 

and b) for 6 da ys to expand the antigen-specifie T cells, and then re-stimulated the cells 

(or not) with the same pools. Supematants were harvested for cytokine analysis, and 

cells were processed for mieroarray analysis. The first peptide-specifie stimulation 
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induced the up-regulation of several Thl genes (Figure 2i and Supplementary Document 

2), including IL-18 and its receptor, which are critical for IFN-y production45 and for 

commitment to the Thl lineage. It also led to the up-regulation of several Th2-associated 

genes, including TNFSFlO and its ligand CCL20. The re-stimulation of these cells 

enhanced the transcription of a similar gene expression pattern (Figure 2i). The 

reproducibility of the Thlffh2 mixed responses in five different volunteers (11 distinct 

pools) confirms the specificity of the response to the YF17D vaccine. Several peptide 

pools induced both Thl and Th2 responses, whieh can be explained by the fact that 

peptide pools can contain more than one immunogenie epitope. These data show that the 

mixed Thlffh2 phenotype dictated by YF17D persisted for at least one year post­

vaccination. Identification of transcriptional nodes, using independent component 

anal ysis and gene set enrichment (Figure 3), revealed the enhanced acti vit y of ST A T -1 

and IRF-l, already identified at Days 3 and 7 post-vaccination, and provided further 

confirmation of the critical role of innate immunity in shaping the adaptive immune 

response. Importantly, the Thlffh2 results were confirmed by our CBA data 

(Supplementary Figure 4), as we were able to detect both Thl and Th2 cytokines in 

culture supernatants. Altogether, our results clearly demonstrate, using two different 

approaches, that YF17D induces persistent mixed Thlffh2 immunity (Supplementary 

Table 2). 

To determine if gene expression signatures generated early after vaccination (7 days) 

were associated with the breadth and magnitude of a CD4+ T cell response, we 

identified the transcriptional signatures associated with strong and broad CD4+ T cell 

response (Figure 4a, b and Supplementary Document 4). As noted earlier, vaccinated 

subjects showed great heterogeneity in the breadth and amplitude of the CD4 response. 

A specifie gene expression signature was associated with broad CD4 responses and 

interestingly, it encompassed the up-regulation of genes that are downstream of the 

signal transduction pathway leading to IL-2 production in activated T cells, as monitored 

by increased expression of PRKD2 and SH2D3C46
,47. IL-2 is critical to the maintenance 

of memory T and B cells as well as NK cells; moreover, increased IL-2 production has 

been associated with strong memory T cell responses42
,48,49. We also observed the up-
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regulation of NIBP and INPP5D (SHIP-l), both positive regulators of the NF-KB 

pathway associated with T cell survivaI5o
•
51

• The NF-KB pathway also plays a critieal 

role in DC maturation and survival52 and NK cell survival53
, further supporting the 

contribution of multiple celllineages in the immune response to YF17D. Persistence of 

memory T cell responses, whieh we and others haveshown to be critical to a more 

favorable prognosis of HIV infection49
•
54

, is clearly dependent on the induction of IL-2 

and survival pathways such as NF-KB. 

Marked heterogeneity was also observed in the capacity of vaccinated individuals to 

control viral load (Supplementary Table 3). To determine whether specifie gene 

expression signatures were associated with control of viral replication, we assessed 

transcriptional profiles of "high" (n=3) and "low" (n=4) viremie subjects using 

unsupervised cluster analysis. Control of viremia was associated with a strong innate 

immune response, as we observed the up-regulation of interferon-induced genes (IFIT3 

and OASL; Figure 4c, d and Supplementary Document 4), as well as the increased 

expression of several components of the inflammasome55
, including ILIB, TLR4, and 

CASP5 (Figure 4e and Supplementary Document 4). Expression of the IL-lB decoy 

receptor, IL-1R2, was higher in aviremic vaccinated volunteers, most probably the result 

of a negative feedback loop. The inflammasome was recently shown to constitute a 

critieal effector arm of the protective innate immune response to viral infections56
•
57

. 

Interestingly, IL-l, an effector molecule of the inflammasome, is also known to regulate 

the balance between Thl and Th2 responses58
. Moreover, polymorphisms in the IL-l 

gene have been linked to smallpox vaccine-mediated protection59
. Up-regulation of the 

inflammasome leads to the development of a strong innate immune response that 

controls viral load, and which could in tum foster the generation of mixed Thlffh2 

adaptive immunity. 

Our results also highlight the critieal role of innate immunity in the elicitation of the 

multilienage and broad immune response observed herein, and demonstrate the 

complexity of the innate immune response that is generated upon vaccination with 

YF17D. Indeed, several effector molecules of the innate immune response, including 
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complement, interferons, the inflammasome, as weIl as several effector cells of innate 

immunity (i.e. macrophages, NK cells and DCs, the latter being most likely the 

producers of type 1 interferons60), are involved in this early response (Day 3 and 7). 

Control of viral replication happens as this innate response precedes the emergence of 

YFl7D-specific humoral and cellular immune responses (Supplementary table 3). 

Interestingly, complement, interferons and the inflammasome, which are aIl downstream 

of TLR signaling, can aIl impact on the quality of the adaptive immune response and 

trigger Thlrrh2 mixed immune responses57
• Of note, YFl7D triggers TLR-2 which is 

upstream of the Th2 pathway61 and TLR-7 and 9 which trigger mostly the Thl 

pathway62.63. Our studies have also revealed that cellular responses (inc1uding CD4 and 

CD8) preceded B cell responses, as monitored by the detection of antibodies in serum of 

vaccinated subjects as weIl as of the identification of gene expression signatures specifie 

to B ceIl responses (Supplementary Table l and Figure li). An important outcome of the 

early development of Th2 CD4 T cells is the generation of a strong antibody production. 

As for CD8 responses, they will certainly provide long lasting protection against re­

exposure to the virus. In that context, it will be important to compare the immune 

response described herein to that of individuals that have been re-exposed to the virus, 

i.e individuals who live in endemic areas or those who get re- immunized with the 

vaccine. 

A thorough assessment of the YFl7D vaccine-specifie T cell response and viral load 

revealed variations in the strength of the T ceIl response and in the degree of control of 

viremia amongst vaccinated volunteers. Individuals who mounted poor CD4 responses 

were still able to mount good humoral responses (Supplementary Figure 3a and 

Supplementary Table l). These individuals are however aIl protected against subsequent 

YF infection as YFl7D is known to be one of the most efficient vaccines available6. Our 

results indicate that the qualitative features of the CD4 response (mixed Thlrrh2 

immunity) and not its breadth are involved in YFl7D mediated protection. The 

multilineage and polyfunctional nature of this protective immune response is the result 

of the induction of an orchestrated cascade of tightly regulated network of transcription 

factors, signaling and effector molecules. 
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Results described herein identify unique features of protective immune responses which 

can now be used as benchmarks to design and monitor the development of novel 

vaccines. They demonstrate the complexity of this immune response and they highlight 

the fact that it is the sum of aIl arms of the immune response that is most probably 

required for the long-lasting protection induced by this vaccine; and they highlight the 

fact that it is this integrated immune response that constitutes the correlates of 

protection. In that context systems biology becomes an essential tool to identify 

correlates of immune mediated protection. The recent failure of the STEP HIV vaccine 

trial paves the way to the use of new immune monitoring strategies focused on the 

identification of multilineage and polyfunctional features of candidate vaccines-induced 

immune response. 

3.2 Matériels et méthodes 

3.2.1 Vaccination of human volunteers and blood collection 

The volunteer recruitment and vaccination protocol for this study was approved by the 

ethics committee of the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal. Twenty 

volunteers (4 men and 16 women) from the Montréal area (Supplementary Table 4) were 

recruited for this study via ads published in newspapers and word-of-mouth. To be 

included in the study, candidates had to be between 18 and 40 years of age and in good 

health, as weIl as having no previous exposure to the YF vaccine, not being pregnant or 

planning to be within the next year, not being immunocompromised or being in close 

proximity with such people, and having no allergies to eggs. Each recruited subject 

received a single 0.5 ml subcutaneous injection of the Sanofi-Pasteur 17D-204 live­

attenuated YF virus vaccine (YF-V AX®). On the day of vaccination (Day 0) as weIl as 

3, 7, 10, 14, 28, 60, 90, 180 and 365 days thereafter, 50 ml of blood were drawn from 

each volunteer in sodium-heparinized Vacutainer tubes (Becton Dickinson), and PBMC 

were isolated from these samples using standard Ficoll-Paque Plus (Amersham) density 
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gradient centrifugation. Cells were cryopreserved in bovine serum + 10% DMSO in 

liquid nitrogen. At each abovementioned time point, 10 additional milliliters of blood 

were collected from each volunteer in PaxGene tubes (Qiagen), for whole blood RNA 

isolation and analysis by DNA microarray. Viremia and YF17D-specific seroconversion 

were determined as described in Supplementary Tables 3 and 1, respective1y. 

3.2.2 Gene array analysis of whole blood 

Whole blood total RNA was purified from Paxgene tubes using RNA extraction kits 

(Qiagen). Quantification was performed using a spectrophotometer (NanoDrop 

Technologies) and RNA quality was assessed using the Experion automated 

e1ectrophoresis system (Bio-Rad). Total RNA was then amplified and labe1ed using the 

Illumina TotalPrep RNA Amplification kit, which is based on the Eberwine 

amplification protocol64
. This protocol involves a first cDNA synthesis step followed by 

in vitro transcription for cRNA synthesis. The biotinylated cRNA was hybridized onto 

Illumina Human RefSeq-8 BeadChips v2 at 58°C for 20 hrs and quantified using 

Illumina BeadStation 500GX scanner and Illumina BeadStudio v3 software. 

Illumina probe data were exported from BeadStudio as raw data and were screened for 

quality. Samples failing chip visual inspection and control examination were removed. 

The R software package was used to quantile-normalize the probe intensities, fil ter 

probes with intensities below background in all samples, and to minimum-replace (a 

surrogate-replacement policy) values below background using the mean background 

value of the probe controls determined from the microarray quality controls to reduce 

noise and reduce 'over inflated' expression ratios determined in subsequent steps. The 

resulting matrix showing probes as rows and samples as columns was log2 transformed 

and used as input for linear modeling using BioConductor "Linear models for 

microarray analysis" (LIMMA). The LIMMA package65 was used to identify 

differentially expressed genes at Days 3, 7, 10, 14, 28, and 60, compared to Day 0 

(moderated t-statistic <0.05 and fold change < -1.3 or >1.3). To assess differences 

between high/low viremia and strong/weak CD4+ T cell response classes, preprocessed 
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intensities of Day 7 samples were normalized to Day O. Difference in response post­

vaccination was evaluated between low viremia (YF008, YFO 17, YFO 19, YF020) and 

high viremia (YF011, YF013, YF016) volunteers, and between strong (YF009, YF013, 

YF018, YF020) and weak (YF008, YF011, YF015, YF016, YF017) CD4+ T cell 

responders. The group comparisons were also performed using LIMMA. In each case, 

genes with a fold change <-1.3 or > 1.3 and p-value < 0.05 were considered significant. 

The lists were then filtered to exclude probes having a Day 7/ Day 0 fold change below 

1.3 in the two groups being compared to avoid false positives. The resulting lists were 

used for PCA and hierarchical clustering using R packages made466 and gplots, 

respectively. Microarray data is available through National Center for Biotechnology 

Information Gene Expression Omnibus (GEO). 

3.2.3 Identification of transcription factors 

Transcription factors were identified using Independent Component Analysis (ICA) and 

gene set enrichment as described in Teschendorff et a1.67 ICA was performed on the 

expression profiles of the whole blood gene arrays on each day individually as well as 

on the whole data set. The CRAN package fastICA (v1.1-9) was used to carry out the 

ICA. Genes in each component were chosen for enrichment by selecting genes with 

loads below the 2.5th percentile or above the 97.5th percentile. Gene set enrichment was 

done on the C3 collection of MsigDB.9
,68 The resulting p-values were Benjamini­

Hochberg adjusted to keep the false discovery rates within each component below 5%. 

Only records annotated with known transcription factors that were differentially 

expressed between day 3 and day 14 were kept. A second ICA and gene set enrichment 

was done on the gene array data on ex-vivo stimulated PBMC, using both stimulated and 

re-stimulated samples. Due to the small sample sizes in the individual classes, statistical 

testing for differential expression was not possible. Instead candidate transcription 

factors and presumed target genes had to be modulated 1.3 fold in at least twenty 

samples compared to the unstimulated reference. 
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3.2.4 Flow cytometric analysis of Ki67+ cells in various blood cell populations 

Two million PBMC were stained for 30 minutes at 4°C with the surface-specifie 

antibodies anti-CD3 Alexa 700, anti-CD4 AmCyan and anti-CD8 PE Texas Red. They 

were then fixed with FACS Lysis solution (BD Biosciences), and intracellular Ki67 was 

stained with anti-Ki67 FITC (BD Biosciences) for 20 minutes at room temperature, in 

the presence of 0.25% saponin (Sigma-Aldrich). Cells were washed in PBS, fixed in 2% 

formaldehyde and collected on a BD LSRII. A minimum of 1 million events were 

acquired for each analysis. Data analysis was done using the BD FACSDiva software. 

3.2.5 Proliferation and cytokine secretion assays 

Cryopreserved PBMC were thawed and labeled with CFSE (Molecular Probes) as 

previously described49
. Cells were washed with PBS twice and resuspended at 2x106/ml 

in RPMI 1640 (Sigma) supplemented with 10% normal human AB serum (HS; Sigma). 

2x106 cells were incubated in polypropylene snap cap tubes (Falcon) in the presence of 

YF17D-derived peptide pools (see Supplementary Figure 5) at a final concentration of 2 

Ilg/mllpeptide, SEB (50 ng/ml, Toxin Technology, Sarasota, FL) or nothing (non­

stimulated; NS). After 24 hours of incubation at 37°C, 5%C02, 120 III of supematant 

was withdrawn from each tube and frozen at -80°C for subsequent cytokine analysis. 

The same volume of fresh medium was replaced in each tube and five days later (6 days 

incubation total), the cells were harvested and stained with anti-CD3 Pacifie Blue, anti­

CD4 AmCyan (BD Biosciences) and anti-CD8 PE Texas Red (CalTag). Fluorescence 

data were collected on a BD LSRII flow cytometer and the results analyzed using the 

BD FACSDiva software (BD Biosciences). The BD Th11Th2 CBA array (BD 

Biosciences) was used to measure levels of IL-2, IL-4, IL-5, IL-lO, IFN-y and TNF in 

PBMC supematants, as suggested by the manufacturer. The event acquisition was done 

on a BD LSRII flow cytometer and the results analyzed using the BD FCAP CBA array 

analysis software (BD Biosciences). 
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3.2.6 Gene array on ex-vivo stimulated PBMC 

PBMC were re-suspended at a density of 2x106 cens/ml in RPMI + 10% HS, and 

aliquots of 0.5x106 cens were distributed in polypropylene tubes. Selected peptide pools 

were added to the cens (2 Il g/peptide/ml) , and the cultures were incubated at 37°C, 

5%C02 for 6 hours. cens were harvested by centrifugation, washed twice in ice-cold 

PBC and dissolved in RNeasy solution. Total RNA extraction, amplification and 

hybridization on Illumina Human RefSeq-8 v2 were done as described above. Illumina 

probe data were exported from BeadStudio and preprocessed in R following the same 

procedure as above (quantile normalization, minimum replacement, filtering, and log2 

transformation). Data from re-stimulated and stimulated samples were compared to 

non-stimulated samples with respect to each individual volunteer. Selected genes were 

identified when having a fold change <-1.3 or > 1.3. Microarray data is available 

through National Center for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus 

(GEO). 

3.2.7 Thlffh2 profile assignment 

A list of known Thl or Th2 - specifie genes was derived from literature to create our 

Thl and Th2 gene sets (Supplementary Document 3). One-tail Fisher exact test for 

categorical data was used to assess enrichment for Thl or Th2 profile in differentiany 

expressed genes (fold change> 1.3 for stimulated versus non stimulated samples). A p­

value < 0.05 was considered significant. One-tail test was used since we were only 

interested in over-representation of the profiles. 

3.2.8 CBA on supernatants from ex-vivo stimulated PBMC 

Aliquots of 2x106 PBMC in 1 ml RPMI + 10% HS were incubated in polypropylene 

tubes with selected YF17D peptide pools (2 Ilg/peptide/ml), for 6 days at 37°C, 5%C02. 

The cells were then re-stimulated with the same peptide pools for 12 hours, and their 
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supematants were collected and analyzed by CBA, as described above, for their content 

in Th! and Th2 cytokines. 
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Figure supplémentaire 1. 
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Figure supplémentaire 6. 

a) CD4+ T cell response at Day 60 
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3.5 Légendes des figures de l'article 

Figure 1. Vaccination with YF17D induces early gene transcription. Global view of 

gene modulation in total blood cells following YF17D vaccination, as analyzed by gene 

array. Heat map representation (a) and PCA (b) of significantly modulated genes (p < 

0.05 and fold change < -1.3 (represented in green) or > 1.3 (represented in red», in at 

least one comparison versus Day O. c) Transcriptional network of differentially 

expressed genes, as inferred by gene set enrichment analysis. Network representation of 

inferred transcription factors9 and predicted target genes that are signifieantly 

modulated. Node colors indicate fold change of gene expression between day 0 and day 

7, green indieates > 1.3 fold decrease, light red > 1.3 fold increase, and red > 2 fold 

increase. Grey nodes indicate fold changes < 1.3 in either direction. White nodes 

indieate genes for whieh the fold change was not determined. Rectangular nodes indicate 

transcription factors identified by gene enriehment; parallelogram, hexagonal, octagonal, 

triangular and diamond shapes indieate genes in the functional categories of Figures 1d­

h, respectively. The triangle is used to highlight B cell-associated genes (Figure li) as 

well. IRF-1 and IRF-8 and genes targeted by IRF-1 or IRF-8 but no other transcription 

factor in the figure were removed to increase readability (see Supplementary Figure 1 

for a complete map). d, e and f) Heat map representation of signifieantly modulated 

genes falling under different functional categories: d) complement-associated genes; e) 

interferon-induced and TLR-associated genes; f) macrophage-associated genes; g) NK 

cell-associated genes; h) Th1ffh2-associated genes; and i) B cell-associated genes. 

Supplementary Document 3 inc1udes a justification for the attribution of each gene into 

its respective group. 

Figure 2. Yellow fever vaccine 17D induces multifunctional responses. a-e) PBMC 

sampled at Days 0, 3, 7, 10, 14 and 28 post-vaccination from six volunteers were stained 

with anti-Ki67 and other specifie antibodies to identify distinct cell subsets (see gating 

strategy in Supplementary Figure 2a). Significant percentages of Ki67-positive cells in 

each subset were then analyzed by a paired t-test. Data for the most significant time 

points are presented. Each point represents individual volunteer. * and ** denote p 
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values less than 0.05 and p value less than 0.01 respectively. f- i) YF vaccination 

induces a mixed and persistent Th1ffh2 response. f,g) PBMC from Day 60 post­

vaccination were stimulated for 6 days with the 22 peptide pools and assayed by CFSE 

labeling for their proliferative response. f) Bar graphs show data for 6 selected 

volunteers, and the datas et for aU the volunteers can be found in Supplementary Figure 

3. At 24 hours of culture, supernatants were analyzed by CBA to determine the Th1ffh2 

cytokine secretion profile in response to each pool. The heat maps represent the data for 

the same 6 volunteers. The Th1ffh2 profiles determined this way for aU the volunteers 

and pools are shown in g). h) A mixed Th1ffh2 gene expression profile was also 

observed in PBMC from Days 3 + 7 stimulated with selected immunostimulatory pools 

and analyzed by gene microarray. i) Day 365 PBMC from 5 volunteers were stimulated 

(S) for 6 days with selected immunostimulatory pools, and then re-stimulated (RS) with 

the same pools for another 18 hours. The figure shows a heat map of differentially 

expressed Th1 or Th2 genes between S versus non-stimulated (NS), or RS versus NS 

ceUs. Th1ffh2 CBA analysis results for the supematants are shown in Supplementary 

Figure 4. The Th profiles at the bottom of the heat maps depict either single Th1 or Th2 

or mixed Th1ffh2. One-tail test was used to determine significance (see materials and 

methods). 

Figure 3. Heatmap of the transcriptional network of differentially expressed genes as 

inferred by gene set enrichment analysis on ex-vivo stimulated PBMC. Top two rows 

show modulation of the inferred transcription factors. For STAT-1 only the modulation 

of the probe targeting aIl transcripts is shown (Probeld 7050139). Genes presumably 

targeted by STAT-1 are indicated by blue background, presumed IRF-1 targets are 

highlighted in yeIlow, genes targeted by both are indicated by both highlights. Column 

labels indicate donor numbers and experimental conditions. 

Figure 4. Gene signatures associated with a strong CD4+ T cell response and control of 

viremia following YF17D vaccination. Heat maps (a,c) and PC As (b,d) showing gene 

expression profiles in subjects belonging to different clinical groups: strong (YF009, 13, 

18, 20) and weak (YF008, Il, 15, 16 and 17) CD4+ T ceU response, and high (YF011, 
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13 and 16) and low (YF008, 17, 19 and 20) viremia, respectively. These groups were 

determined as shown in Supplementary Figure 6. The data are from whole blood total 

RNA sampled at Day 7 post-vaccination, and normalized to Day O. In the heat maps, the 

horizontal axis represents the vaccinated volunteers and the vertical axis shows the 

names of significant genes. In the PCA representations, each box represents a volunteer, 

and the distance separating each box reflects the differences in gene expression between 

these volunteers. e) Heat map showing that control of viremia correlates with the up­

regulation of genes associated with the inflammasome. 

Supplementary Figure 1. Transcriptional network of differentially expressed genes 

following YF17D vaccination, as inferred by gene set enrichment analysis. Network 

representation of inferred transcription factors9 and predicted target genes that are 

significantly modulated (p < 0.05 and fold change < -1.3 or > 1.3). Node colors indicate 

fold change of gene expression between Day 0 and Day 7: green indicates > 1.3 fold 

decrease, light red > 1.3 fold increase, and red > 2 fold increase. Grey nodes indicate 

fold changes < 1.3 in either direction. White nodes indicate genes for which the fold 

change was not determined. Rectangular nodes indicate transcription factors identified 

by gene enrichment; parallelogram, hexagonal, octagonal, triangular and diamond 

shapes indicate genes in the functional categories of Figures Id-h). The triangle is used 

for indicating B cell associated genes (Figure li) as well. Genes in grey boxes are 

grouped to enhance readability. 

Supplementary figure 2. Analysis of Ki67 expression in different subsets of PBMC. a) 

Gating strategy to identify lymphocytes, CD4+ T ceIls, CD8+ T ceIls, NK cells (CD3-

CD8Dim
) and non-T cells (CD3-CD4-CD8-) by flow cytometry. b Kinetics of Ki67 

expression in CD4+ and CD8+ T cells of six volunteers after vaccination. Error bar 

shows standard deviation (n=6). 

Supplementary Figure 3. YF-specific CD4+ and CD8+ T cell responses following 

YF17D vaccination are variable. PBMC from 18 volunteers from Day 60 post­

vaccination were labeled with CFSE and stimulated for 6 da ys with the 22 YF17D-
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derived peptide pools (defined as shown in Supplementary Figure 5), and then analyzed 

by F ACS for their proliferative response. The heat maps represent the percentage of cell 

proliferation over background for a) CD4+ T cells and b) CD8+ T cells. 

Supplementary Figure 4. The mixed Thlffh2 antigen-specific response induced by 

YF17D vaccination is persistent. Supematants from the Day 365 cultures described in 

Figure 2i were sampled after 24 hours of incubation, and analyzed by CBA for their 

content in the Thl cytokines IL-2, IFN-y and TNF, and the Th2 cytokines IL-4 and IL-

10. 

Supplementary Figure 5. Schematic representation of the 22 YFl7D-derived peptide 

pools used in this study. A total of 851 overlapping (by 11 amino acids) peptides, 

spanning the whole YF17D proteome, were obtained from the Emery Vaccine Center, 

Atlanta. These 15-mer peptides were grouped in 22 pools (containing 28-46 peptides 

each), according to the YF17D protein they were derived from. Each pool contained 2 

mg of each peptide/ml, diluted in PBS-DMSO. 

Supplementary Figure 6. Segregation of vaccinated volunteers according to two 

clinical parameters: strength of the CD4+ response at Day 60, as measured by 

proliferative response to YF17D peptide pools, and highest viremia. a) The volunteers 

were divided into three groups: those with a "weak" response, whose CD4+ cells 

recognized 5 pools or less, those with a "medium" response (6 to 15 pools), and those 

with a "strong" response (more than 15 pools). b) We divided the volunteers into three 

groups according to the value of their highest viremia: "low" « 150 copies/ml), 

"medium" (151 - 1000 copies/ml) and "high" (>1001 - copies/ml). 

Supplementary Document 1. YF17D vaccination regulates the transcription of 

numerous genes in total blood cells. Volunteers were vaccinated with YF17D and their 

total blood was collected at Days 0, 3, 7, 10, 14,28 and 60 post-vaccination. Total RNA 

was isolated from the blood samples, amplified and hybridized to Illumina Human 

RefSeq-8 v2. Samples from 11-15 volunteers per time point were used for analysis. This 
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li st enumerates all the modulated genes with a fold change value < -1.3 or > 1.3 (time 

point compared to Day 0), with or without a p value < 0.05. 

Supplementary Document 2. List of the modulated genes in PBMC from Day 3 

(volunteer YF013) and Day 7 (volunteer YFOI9) stimulated with selected YFI7D­

derived immunostimulatory pools (spreadsheet a), and from Day 365 (YF003, YFOll, 

YFOI6, YFOI9, YF02020.) cells stimulated once (PNRS) or twice (PP) with 

immunostimulatory pools. Total RNA was isolated from PBMC, amplified and 

hybridized to Illumina Ruman RefSeq-8 v2. The list contains the fold change of the 

stimulated compared to non-stimulated samples. Please refer to Material and methods 

section and Figure 2h and 1 for details. 

Supplementary Document 3. Lists of genes selected to make up the "TLR-associated 

and IFN-induced genes", "complement-associated genes", macrophage-associated 

genes", "NK cell-associated genes", "ThIrrh2-associated genes" and "B cell-associated 

genes" gene sets used for Figures Id, e, f, g, h and i, respectively. The document also 

includes the "inflammasome-associated genes", gene set used for Figures 4e. The 

ThIrrh2 gene set was also used to generate Figure 2h and i. These lists were derived 

from published literature. The gene symbol used by Illumina, the official gene symbol 

and name (as of February 2008) and known synonyms are provided for each gene. At 

least one reference supporting the assignation of each gene to its respective set is also 

given. 

Supplementary Document 4. Gene signatures associated with a strong CD4+ response 

and control of viremia foIlowing YFI7D vaccination. Total RNA was isolated from total 

blood cells, amplified and hybridized onto Illumina Ruman RefSeq-8 v2. Spreadsheet a) 

The difference in response post-vaccination was evaluated between strong (YF009, 

YF013, YFOI8, YF020) and weak (YF008, YFOII, YFOI5, YF016, YFOI7) CD4+ T ceIl 

responders (as determined in Supplementary Figure 6a), using Day 7 data normalized to 

Day O. Spreadsheet b) The difference in response post-vaccination was evaluated 

between volunteers with high (YFOll, YFO 13 , YFOI6) and low (YF008, YFOI7, 
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YF019, YF020) viremia (as determined in Supplementary Figure 6b), using Day 7 data 

normalized to Day O. These lists (spreadsheets a and b) show the significantly modulated 

genes having a fold change <-1.3 or >1.3 and a p-value <0.05. False positives were 

removed. 
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3.6 Tableaux supplémentaires 

SUE!I!lementa!1 Table 1. The humoral Immune response elicltad b! YF vaccination is variable 

Volunteer Dai:s 2:!st-vaccination 
0 3 7 10 14 28 60 90 180 360 

YFOO1 0 0 0 0 1/640 1/640 1/1280 1/1280 1/640 1/640 
YF002 0 0 0 0 1/640 1/640 1/320 1/320 1/80 1/80 
YFOO3 0 0 0 0 1/80 11320 1/80 1/80 1/80 1/80 
YFOO4 0 0 0 0 11320 1/320 1/320 1/640 1/640 1/640 
YF005 0 0 0 0 1/320 1/160 1/160 1/320 1/320 1/160 
YF006 0 0 0 0 1/320 1/320 1/80 1/80 1/80 1/640 
YFOO7 0 0 0 0 1/160 1/320 11320 1/320 1/160 1/160 
YFOOB 0 0 0 0 0 1/1280 1/1280 1/1280 1/640 1/640 
YF009 0 0 0 0 1/640 1/640 1/640 1/640 1/1280 1/1280 
YF010 0 0 0 0 1/2560 1/2560 NID NID NID NID 
YF011 0 0 0 0 1/1280 1/1280 1/1280 1/1280 1/320 1/320 
YF012 0 0 0 0 1/640 1/640 1/640 1/640 1/640 320 
YF013 0 0 0 0 1/640 1/640 1/640 1/640 1/640 1/640 
YF014 0 0 0 0 1/1280 1/12BO 1/1280 1/1280 1/640 1/640 
YF015 0 0 0 0 1/320 1/320 1/320 1/320 1/160 1/160 
YF016 0 0 0 0 1/640 1/640 1/640 1/640 1/640 1/640 
YF017 0 0 0 0 1/160 1/160 1/160 1/160 1/80 1/40 
YF018 0 0 0 0 1/640 1/640 1/640 1/640 1/640 1/320 
YF019 0 0 0 0 1/160 1/160 1/160 1/160 1/160 1/160 
YF020 0 0 0 0 1/640 1/640 1/640 1/640 1/320 1/320 

NID = Not delermined. YF17D-specific seroconversion by each volunteer lollowing vaccination was assessed by measuring the titer 01 
neutralizing antibodies in ail available plasma samples pre- (Day 0) and post-vaccination (Days 3, 7, 10, 14,28,60,90,180 and 365). To 
do 50, the plaque reductlon neutralization assa~ was performed in Dr. RaIl Ahmed's laboralory. 
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Su~~lementary Table 2. Com~arison of Th ~rofiles determined bï gene microarraï or CBA 

Volunteer Pool Th ~rofile 
Microarra~ CBA 

YF003 6 Th1 Th1 
7 Th1 Th1 
9 Th1 Th1 
11 Th1 Th1fTh2 
12 Th1fTh2 Th1fTh2 
17 Th1 
20 Th1fTh2 NID 

YF011 6 Th1 Th1 
7 Th1 Th1fTh2 

YF016 1 Th1 NID 
3 Th1fTh2 Th1 
4 Th1fTh2 Th1 
6 Th1fTh2 Th1 
11 Th1fTh2 Th1 

YF019 3 Th1fTh2 Th1fTh2 
5 Th1 Th1 

YF020 1 Th1fTh2 Th1fTh2 
3 Th1fTh2 Th1 
17 Th1 Th1 

YF17D stimulates a mixed Th1fTh2 profile. PBMC were collected from 5 patients 365 days post­
vaccination, and were stimulated for 6 days with immunostimulatory YF17D-derived peptide 
pools. They were then re-stimulated with the same pools for another 18 hours. Cells were 
harvested and their RNA analyzed by gene microarray, as described in the Materials and 
Methods section. The results are reported in Figure 2i. The culture supernatants were harvested 
and analyzed by CBA; the results are shown in Supplementary Figure 4. A comparison of the T 
helper profiles, as determined by gene microarray and CBA, is shown in this figure. NID = Not 
determined. 
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Su~~lementary Table 3. Viremia followins YF vaccination is variable 

Volunteer 
Da~s post-vaccination 

0 3 7 10 28 60 
YF001 21.00 21.00 6920.79 207.72 21.00 NID 
YF002 21.00 24.76 21.00 21.00 21.00 NID 
YF003 21.00 21.00 21.00 21.00 21.00 NID 
YF004 21.00 22.36 1067.59 21.00 21.00 NID 
YF005 21.00 1027.43 616.32 21.00 21.00 NID 
YF006 21.00 21.00 479.03 21.00 21.00 NID 
YF007 21.00 21.00 21.00 74.15 21.00 NID 
YF008 21.00 21.00 21.00 21.00 21.00 NID 
YF009 21.00 21.00 255.35 28.89 21.00 NID 
YF010 21.00 21.00 185.39 21.00 21.00 NID 
YF011 21.00 26.21 1593.71 21.00 21.00 NID 
YF012 21.00 143.65 335.86 21.00 21.00 NID 
YF013 21.00 2580.65 21.00 21.00 21.00 NID 
YF014 21.00 390.06 747.12 70.35 NID 21.00 
YF015 21.00 21.00 331.68 21.00 21.00 NID 
YF016 21.00 21.00 1316.12 21.00 NID 21.00 
YF017 21.00 45.56 108.67 21.00 21.00 NID 
YF018 21.00 21.00 673.54 52.36 21.00 NID 
YF019 21.00 23.01 32.80 21.00 21.00 NID 
YF020 21.00 21.00 34.72 21.00 21.00 NID 

NID: not determined. Viremia following YF17D vaccination was assessed for 
each volunteer by determining the number of YF17D viral particles in 
plasma samples obtained at Days 0, 3, 7,10 and 28. When Day 28 samples 
were not available, Day 60 samples were used instead. The method used 
was the TaqMan real-time PCR assay (Applied Biosystems, Foster City, 
CA), and was performed in Dr. Rafi Ahmed's laboratory at the Emory 
Vaccine Center in Atlanta. Numbers expressed as viral particles per ml 
plasma. The detection limit of the assay was 21 copies per ml. 



Supplementary Table 4. Comprehensive Ilsl ot the 20 volunteers enrolled un our &tul!y 

Volunteer Gender Age Date 01 vaccination 

YFool F 21 Jun 4 2002 

YF002 

YFOOO 

YFOO4 

YF005 

YF006 

YF007 

YFOOB 
YF009 

YF010 

YF011 

YF012 

YF013 

YF014 

YF015 

YF016 

YF017 

YF018 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

M 

F 

F 

M 

F 

M 

M 

F 

F 

20 

22 

21 

28 

22 

26 

23 

34 
27 

25 

29 

28 

28 

26 

23 

22 

25 

Jun 42002 

Jul22002 

Ju122002 

Jul22oo2 

Sep 232002 

Nov 192002 

Jan 212003 

Feb 72003 

Feb 112003 

Feb242oo3 

Feb242oo3 

Feb242Q03 

Feb252003 

Feb242003 

Feb 242003 

Aug 182003 

Jù182000 

YF019 F 43 Aug 182003 

YF020 F 31 Sep 152003 

Other vaccines adminiS1ered during the study 

Jul 31 2002 (Day 28) - Salk 

Feb 26 2003 (Day 239) - Salk. Havli. 1440, TYPHIN VI 

Nov 28 2002 (Day 66) - Salk, Vivotif, TCT 

May 62003 (Day 168) - Twinri., Menomune, TYPHIN VI; Jun 3rd 2003 (Day 196) - RAO, Salk, Twinri. 

Mar 21 2003 (Day 60) - Salk. typhoid, Havri. 1440 

Jun 2 2003 (Day 90) - MMA, DTP, typhoid lever 

93 

DTP: diphtheria, tetanus, pertussis; Havri. 1440: hepatitis A; Menomune: meningocooœl vaccine; MMA: measles, mumps, ruballa; Salk: polio; TCT: tuberculosis; 
Twinri.: hepa~~s A and B; TYPHIN VI: typhoid fever; Vivo!i!: typhoid fever, 
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3.7 Documents supplémentaires 

Ces documents supplémentaires sont disponibles dans le support informatique ci-joint. 

Supplementary Document 1: YFl7D vaccination regulates the transcription of numerous 
genes in total blood cells. 

Supplementary Document 2: List of the modulated genes in PBMC from Day 3 
(volunteer YF013) and Day 7 (volunteer YFOI9) stimulated with selected YFI7D­
derived immunostimulatory pools (spreadsheet a), and from Day 365 (YF003, YFOll, 
YFOI6, YFOI9, YF02020.) cells stimulated once (PNRS) or twice (PP) with 
immunostimulatory pools. 

Supplementary Document 3: Lists of genes selected to make up the "TLR-associated 
and IFN-induced genes", "complement-associated genes", macrophage-associated 
genes", "NK cell-associated genes", "Thlrrh2-associated genes" and "B cell-associated 
genes" gene sets used for Figures Id, e, f, g, h and i, respectively. 

Supplementary Document 4. Gene signatures associated with a strong CD4+ response 
and control of viremia following YFl7D vaccination. 
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Les résultats obtenus pennettent de progresser dans la compréhension des corrélats de 

protection. Tant l'immunité innée qu'acquise se sont révélées impliquées dans toutes 

leurs complexités dans la réponse immunitaire induite par le vaccin contre la fièvre 

jaune YF17D. Panni les cellules engagées dans la protection induite par le vaccin, 

l'activité des cellules T auxiliaires de type THI et TH2 s'est retrouvée chez la grande 

majorité des volontaires. De plus, des patrons de transcription ont pennis de souligner 

l'importance des facteurs de transcription STATI et IRFI dans la protection procurée par 

le vaccin. Les études de transcription ont mis en évidence des signatures caractéristiques 

d'un contrôle de la virémie et d'une large réponse CD4+. Finalement, en plus de 

documenter en détailles caractéristiques de la réponse au vaccin YF17D, ce travail met 

de l'avant la réponse combinée THI et TH2 ainsi que la participation de la réponse innée 

comme des corrélats de protection essentiels à une bonne protection immunitaire. 

4.1 Le YF17D induit la transcription de gènes liés à l'immunité innée et 
acqUIse 

Suite à la vaccination contre la fièvre jaune, le patron d'expression génique des cellules 

sanguines change grandement durant les 10 premiers jours (Figure la). Un peu plus de la 

moitié des gènes modulés sont davantage exprimés par rapport au jour d'avant la 

vaccination, alors que 238 des 594 gènes le sont moins (Document supplémentaire 1). 

Après 10 jours, les variations d'expressions sont sensiblement redevenues stables et 

semblables au patron d'expression du jour 0 (Figure lb). Le pic de variation de gènes 

semble se situer au jour 7 (Figure lb), ce qui distingue la vaccination contre la fièvre 

jaune de celles avec la vaccine, dont les variations de l'expression génique les plus 

importantes surviennent à la troisième joumée453
. Parmi les gènes modulés par le 

YF17D, plusieurs sont reliés biologiquement. En effet, il est intéressant de voir le lien 

entre les facteurs de transcriptions surexprimés et leurs gènes cibles tout autant exprimés 

au jour 7. C'est le cas des facteurs de transcriptions STATI et IRF7, impliqués dans la 

réponse aux interférons et dans la maturation des DC511
,512, ainsi que de leurs cibles 

communes, dont IFIT2, MOVlO et CXCLlO. Ces molécules participent de près ou de 
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loin au contrôle de la virémie. IFIT2 est impliqué dans les réponses contre certains 

virus513,. MOVlO participe aux processus de "RNA silencing,,514, qui est un des 

mécanismes antiviraux intracellulaires515 et le ligand de CXCR3, CXCLlO, joue un rôle 

central dans la migration des éosinophiles516 et des cellules T 126. Cette cohérence entre 

l'augmentation de l'expression tant du facteur de transcription que de ses gènes cibles 

confirme que ces voies reliées à ces deux facteurs de transcriptions sont grandement 

mises à contribution par la vaccination. 

Or, le degré d'expression d'un facteur de transcription n'est pas nécessairement relié à 

l'expression de ses cibles, comme pour ETS2 ou IRFI (Figure supplémentaire 1). En 

effet, d'autres caractéristiques d'un facteur de transcription influencent son efficacité et 

les gènes transcrits par celui-ci. Il peut s'agir du degré de phosphorylation du facteur de 

transcription, de la présence de cofacteurs ou même de sa localisation dans la cellule et 

de sa disponibilité. Ceci explique pourquoi certains gènes ne varient pas nécessairement 

dans le même sens que leur facteur de transcription. Le haut degré de variation 

d'expression des nombreux gènes cibles de ETS2 laisse supposer qu'il y a un effet 

important induit par le vaccin sur le potentiel de transcription de ETS2, dont l'expression 

ne semble pourtant pas varier. Selon l'état de cette protéine, celle-ci peut agir comme 

répresseur ou activateur de transcription et peut se lier à une panoplie de 

cofacteurs5J7.518, dont GATA-3519. D'ailleurs, ETS2 et certains de ses gènes cibles sont 

importants dans la différentiation des lymphocytes et des macrophages, en plus d'être 

impliqués dans le fonctionnement des cellules NK518-522. 

La vaccination avec le YF17D stimule plusieurs voies du système immunitaire. En effet, 

un grand nombre des gènes associés aux interférons, aux TLR, au complément, aux 

macrophages, aux cellules NK, aux cellules TH1 et T H2 et aux cellules B sont davantage 

exprimés tôt après la vaccination (Figure 1, d à i). De surcroît, plusieurs gènes codant 

pour des molécules antivirales, dont MX-l, MX-2, ADAR et EIF2AK2, sont davantage 

exprimés après la vaccination. Les gènes induits par les interférons sont nombreux, 

indiquant que les cellules productrices d'interférons, probablement les DC523, sont 

actives. L'augmentation de l'expression de ces gènes est d'ailleurs un bon pronostic pour 
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les singes aux prises avec une infection au HCV263
• Malgré le fait que l'on ne détecte pas 

de modulation des interférons eux-mêmes, il est possible que ces cytokines soient tout 

de même plus accessibles aux cellules répondant à ces molécules, ce qui expliquerait 

l'augmentation de l'expression des gènes induits par les interférons. Malgré la détection 

des gènes induits par les interférons, l'absence de ces derniers dans une analyse par puce 

à ADN a déjà été notée dans une expérience indépendante453
• En d'autres termes, la 

transcription d'un gène n'est pas obligatoirement liée à la production de la protéine ou à 

la sécrétion de celle-ci. D'autres mécanismes doivent être en action pour augmenter 

l'effet des interférons. Une augmentation de la concentration des protéines IFN a, ~ et y 

a déjà été retrouvée dans le sang d'individus récemment vaccinés avec le YF17D455
• 

D'ailleurs, la production des IFN de type 1 (a et ~) doit passer par les molécules 

signalisatrices STATI et STAT2, toutes deux surexprimées après vaccination. Ces 

facteurs de transcription pourraient être responsables de l'augmentation de l'expression 

des OAS et d'IRF7, qui figurent parmi les cibles de ces facteurs262
. Plusieurs gènes 

associés aux ribosomes sont moins exprimés après vaccination, comme cela a été 

démontré précédemment453
. Les critères de détection des gènes modulés, incluant une 

valeur de p inférieur à 0,05 et une variation de plus de 1,3, font en sorte que les résultats 

obtenus sont très crédibles, puisque dans ces conditions, une observation est exacte dans 

plus de 95 % des cas524
. Il est probable que les gènes détectés soient traduits sous forme 

de protéine. En effet, dans une expérience par puce à ADN se penchant sur les ARNm 

distinguant les TH1 des TH2, la grande majorité des gènes exprimés sous forme d'ARNm 

l'était aussi sous forme de protéines525
• 

Il est cohérent d'observer l'expression du TLR7 augmentée (Figure Id), alors que cette 

molécule est capable de reconnaître l'ARN simple brin des virus comme le YFI7D. 

D'ailleurs, sa participation est importante dans l'expression des gènes induits par les 

interférons. Sa modulation est suivie par MYD88, essentielle à son fonctionnement. 

L'IL-15, dont la production est connue pour être directement induite par les TLR2 et 

4526
, est également augmenté suite au vaccin. Ces résultats concordent avec des 

observations chez la souris qui soulignaient que le YF17D stimulait entre autres les TLR 

2 et 7397
• En plus, l'augmentation du gène TICAMl, codant pour une protéine adaptatrice 
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du TLR3, laisse supposer que ce TLR est également mis à contribution suite à la 

vaccination527. De plus, plusieurs molécules impliquées dans le système du complément 

sont induites par l'activation de TLR, dont ceux retrouvés dans la Figure le528. 

D'ailleurs, le système du complément est connu pour participer à la réponse contre la 

fièvre jaune470,497,498. Ainsi, la réponse immunitaire innée, combinant ses nombreux 

acteurs cellulaires et ses protéines capitales à leur fonctionnement, participe grandement 

à la réponse au vaccin contre la fièvre jaune. 

L'implication de la réponse immunitaire adaptative est aussi détectable par le niveau 

d'expression des gènes associés aux TH1 , aux T H2 et aux cellules B (Figure 1, h et i). 

Plusieurs gènes TH1 sont surexprimés après la vaccination, dont CCRl, habituellement 

surexprimé chez des THI stimulées529, CD38, marqueur de DC stimulant une réponse 

TH1530, CXCLlO, aussi connu sous le nom de !PlO et induit par la présence d'IFN- y 531 

ainsi que HAVCR2, synonyme de TIM3 et marqueur spécifique des cellules TH1532. En 

plus, ILIRN, récepteur antagoniste des cellules TH2533, INDO, exprimé par les 

éosinophiles qui favorisent la réponse TH2
534, et TNFSFlO, connu sous le nom de TRAIL 

et marqueurs des cellules TH2535 , sont tous surexprimés et indiquent la présence d'une 

réponse T H2 au vaccin. Des gènes spécifiques à une réponse humorale sont surexprimés, 

dont les gènes TNFRSF 17 , impliqué dans la maturation des lymphocytes B 536 et 

PIK3APl, relié directement au récepteur des cellules B537. Ces modulations de gènes 

liés à la réponse humorale majoritairement au quatorzième jour après vaccination 

coïncident avec l'apparition des anticorps (Tableau supplémentaire 1). Cette 

correspondance renforce la validité des données tirées des analyses d'expression de 

gènes. 

La participation de plusieurs types de cellules à la réponse immunitaire a été confirmée 

par cytométrie de flux en observant les cellules exprimant la protéine intracellulaire 

Ki67, marqueur de division cellulaire538. Tous les lymphocytes, incluant les TH, les CTL, 

les cellules NK et même les cellules non-T, dont les lymphocytes B, possèdent 

davantage la protéine Ki67 au jour 14 qu'avant la vaccination (Figure 2a), et semblent 

proliférer en réponse au YFI7D. Cela concorde avec les observations précédentes qui 
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rapportaient l'activité des NK457 et l'augmentation du nombre de lymphocytes T 

cytotoxiques dans le sang après vaccination461 . 

La réponse innée prend donc une place importante dans la réponse contre le YF17D, en 

faisant participer les cellules NK, les macrophages et les DC. Les acteurs classiques de 

la réponse innée, dont les TLR et le système du complément539, sont de plus en plus 

reconnus comme des initiateurs et des guides pour la réponse adaptative. La réponse 

adaptative devient tributaire de la réponse innée, et ces deux réponses forment davantage 

un seul et même mécanisme protecteur bien orchestré plutôt que deux indépendants, 

comme décrit historiquement. La réponse adaptative est complète et composée de T Hl, 

TH2 et des cellules B, indiquant qu'une réponse humorale et cellulaire est induite par le 

YF17D. Cela concorde avec les observations sur les vaccins contre la variole et 

l'hépatite A, qui stimulaient aussi une forte réponse innée via les TLR et la participation 

des cellules NK, en plus d'activer tant des THl que des TH2143-145. 

4.2 Le YF17D induit une réponse T HI et T H2 persistante 

La forte réponse au vaccin mesurée par puce à ADN se stabilise après deux semaines, 

mais la mémoire immunitaire qui en résulte est persistante et implique plusieurs types de 

cellules. Tout d'abord, après avoir stimulé les PBMC du jour 60 des volontaires avec 

différents groupes de peptides (définis dans la Figure supplémentaire 5), tant des TH que 

des CTL étaient aptes à proliférer dans un test avec CFSE (histogrammes de la Figure 2f 

et Figure supplémentaire 3). Or, il se trouve que chez tous les volontaires, aucun groupe 

de peptides n'est plus stimulant que d'autres. La réponse immunitaire comprenant les 

CTL et les TH cible donc toutes les protéines du virus sans préférence avec un grand 

spectre d'action, alors que précédemment très peu d'épitopes avaient été notés408. De 

plus, la réponse est grandement variable d'un individu à un autre. Certains répondent à 

presque tous les groupes de peptides, comme les volontaires 1 et 20, alors que la réponse 

de d'autres n'est pas détectable contre la majorité des groupes de peptides, comme les 

volontaires 15 et 16. Il apparaît que cette méthode d'analyse de la mémoire immunitaire 
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est plus sensible pour les TH que les CTL, dont le potentiel de prolifération semble moins 

important. Ceci est plausible, puisqu'il y a plus de T CM parmi les TH que les CTL 118, et 

que les T CM ont un plus grand potentiel de proliférationS6
. Par contre, les volontaires 

dont les TH répondent à un grand nombre de groupes de peptides ont tout autant une 

large réponse des CTL à ces groupes de peptides. En effet, en comparant le nombre de 

groupes stimulant des TH à celui des CTL dans une analyse de corrélation non 

paramétrique de Spearman, la relation approche un ratio de 1 avec un r de 0,7222 et une 

valeur de p de 0,0007 (données brutes, annexe 2). Cependant, alors qu'il y a un lien entre 

le nombre de groupes de peptides reconnus entre les TH et les CTL, un groupe de 

peptides stimulant la prolifération des TH chez un volontaire ne stimule pas 

nécessairement les CTL, et vice versa. Cela peut s'expliquer par la différence entre les 

CMH de classe 1 et de classe II, dont les affinités peuvent être différentes. Autrement dit, 

la mémoire immunitaire induite par le vaccin est variable selon les individus et inclut 

des TH et des CTL ciblant une grande variété de protéines et de sections de celles-ci. Ces 

variations sont peut-être dues à des facteurs immunologiques individuels ou même à la 

façon dont est produit le vaccin433
. Puisque la protection du vaccin approche 100 % et 

que malgré tout certains ont reconnu beaucoup moins de groupes de peptides que 

d'autres, la largeur de la réponse cellulaire n'est donc pas liée à la protection et ne peut 

être un corrélat de protection. Il est possible qu'un petit nombre d'épitopes, s'ils stimulent 

une réponse efficace, est suffisant pour induire une protection immunitaire. 

La suite de l'expérience sur les PBMC du jour 60 après vaccination a apporté davantage 

de lumière sur les phénotypes des TH (heatmap de la Figure 2f et Figure 2g). En 

recueillant les sumageants des cellules stimulées par différents groupes de peptides, il a 

été possible de mesurer les cytokines IL-4 et IL-lO, associées aux TH2, ainsi que IL-2, 

TNF et IFN- y, protéines produitent par les TH1 . En comparant le profil de sécrétion de 

cytokines avec celui de prolifération cellulaire, aucune corrélation n'a pu être établie. Par 

exemple, alors que les volontaires 1 et 2 ont eu une forte prolifération des cellules TH, 

seules les cellules du volontaire 1 ont sécrété une vaste gamme de cytokines en quantité 

contre un grand nombre de groupes de peptides. De même, les CTL des volontaires 2 et 

19 ont répondu à un nombre semblable de groupes de peptides, mais seules les cellules 
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du volontaire 19 ont produit une grande quantité de cytokines. Le spectre de réponse des 

TH et des CTL n'est donc pas nécessairement relié à l'habileté des PBMC à sécréter des 

cytokines en quantité ou en variété. Par contre, les cellules de presque tous les 

volontaires (12 sur 15) ont sécrété des cytokines associées au TH) et au TH2 avec la 

stimulation d'un ou l'autre des groupes de peptides. Encore une fois, aucun groupe de 

peptides n'a su se démarquer et en conséquence, les réponses T Hl et T H2 ciblent toutes les 

protéines ou leurs sections, sans que ces antigènes ne favorisent l'une ou l'autre des 

réponses TH. De plus, certains volontaires comme le volontaire 3 offrent des réponses 

surtout TH2, alors que les cellules d'autres volontaires, comme le volontaire 18 par 

exemple, s'orientent majoritairement dans une voie THI . Bref, la mémoire immunitaire 

inclut une large gamme de cellules pouvant sécréter des cytokines tant T Hl que T H2, et 

cette capacité est variable d'un individu à l'autre tant dans son spectre de réponse que 

dans la voie T Hl ou T H2 favorisée. La protection accordée par le vaccin n'est donc pas 

liée au nombre d'épitopes ciblés par la réponse immunitaire, mais à la présence de 

réponses TH) et T H2. Tant qu'il y a à la fois ces deux types de réponse, peu importe la 

prépondérance de l'une par rapport à l'autre, il semble que la protection soit efficace. La 

variabilité observée ici est possiblement due à deux facteurs. D'abord au vaccin, dont les 

doses sont variables en quantité et quelques fois en type de clones433
, et ensuite aux 

caractéristiques génétiques et immunologiques des individus. Il serait intéressant de 

déterminer ce qui permet au YF17D d'induire à la fois une réponse THI et TH2 malgré 

tant de variabilité. 

La stimulation avec certains peptides du vaccin semble mener à une réponse THI et TH2 

au jour 60. En utilisant une méthode plus sensible que la mesure de sécrétion de 

cytokines, soit l'analyse du patron d'expression par puce à ADN, il est possible de 

retrouver cet engagement tôt après la vaccination et un an plus tard. En suivant 

l'expression de certains gènes spécifiques aux THI ou TH2, comme ceux présentés dans la 

Figure 2 h et i et décrits dans le document supplémentaire 3, on retrouve déjà 

l'expression de molécules associées aux profils THI, comme IFN-y, et TH2, dont IL-6, 

chez les PBMC de plusieurs volontaires aux deux temps donnés après stimulation par 

rapport aux échantillons non stimulés. Les gènes présentés dans les figures ne sont qu'un 
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exemple de la liste complète de gènes analysés. En compilant les résultats d'expression 

de tous les gènes THl ou TH2 décrits dans le document supplémentaire 3, dès qu'une 

majorité de gènes étaient surexprimés significativement, le profil TH a été déterminé. Par 

exemple, les volontaires 13 et 19 avec les groupes de peptides 6 et 1 présentent 

suffisamment de gènes surexprimés par la stimulation pour les qualifier de TH 1 tôt après 

la vaccination (figure 2 h). Alors qu'il ne s'agit que d'une minorité de stimulations (2 sur 

7) qui incite une réponse TH 1 tôt après la vaccination, 13 stimulations sur 19 au jour 365 

sont efficaces et stimulent une majorité de gènes THl. De plus, trois stimulations ont 

aussi engagé en quantité des gènes spécifiquement T H2. Or, dans l'isolation des PBMC, il 

est probable que parmi tous les peptides ciblés par la mémoire immunitaire, une infime 

portion de ces cellules est spécifique aux peptides du YF17D. De surcroît, les 

lymphocytes THl sécrètent de l'IL-2 contrairement aux TH2, ce qui les avantage dans la 

prolifération538 et qui les rend probablement plus visibles par test de puce à ADN. Pour 

amplifier le signal obtenu et détecter les cellules TH2, une nouvelle stimulation a été 

effectuée pour laisser proliférer davantage les cellules T H2 (Figure 2 i deuxième 

panneau). Comme de fait, les cellules spécifiques étant probablement en plus grand 

nombre, le signal obtenu s'est accentué. La grande majorité des gènes se sont vus encore 

plus exprimés, en conservant un patron similaire, mais plus marqué. Cela confirme la 

validité de l'expérience, et permet de détecter 18 fois sur 19 un profil THl et ses 

nombreux gènes surexprimés. En plus, 9 des 19 restimulations ont augmenté 

l'expression d'une majorité de gènes TH2, ce qui est trois fois plus qu'avec une 

stimulation normale. L'analyse de stimulation et de restimulation de PBMC par test de 

puce à ADN est donc une méthode extrêmement sensible qui a permis de détecter l'effet 

des cellules THl dès la première semaine après la vaccination et surtout, qui confirme 

qu'il y a bel et bien une mémoire tant THl que TH2 un an après vaccination. 

Pour valider cette conclusion, le surnageant des cellules stimulées de nouveau du jour 

365 a été analysé pour vérifier s'il y avait production de cytokines TH 1 ou T H2 (Figure 

supplémentaire 4). Alors que de l'IFN-y et du TNF ont été retrouvés dans presque tous 

les échantillons, l'IL-2 et l'IL-4 se sont avérés indétectables ou presque, et de l'IL-lO a 

été détecté dans moins de la moitié des essais. L'IL-2 et l'IL-4 auraient été d'excellentes 
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preuves de la présence de cellules T HI et T H2. À cause de la présence plus que probable 

des cellules THI , présence expliquée par les résultats des tests de puce à ADN et des 

molécules TNF et IFN- y retrouvées dans les sumageants, l'IL-2 produite par ces cellules 

est possiblement consommée au fur et à mesure et ne peut s'accumuler à des niveaux 

détectables. Dans le cas où l'on détecte sa présence, il s'agit des échantillons (volontaire 

16 groupe 6) dans lesquels l'on retrouve le plus de gènes T HI surexprimés (Figure 2 i 

panneau de droite). Les cellules THI spécifiques à ces peptides doivent donc être en très 

grand nombre. De l'IL-S, une cytokine spécifique aux T H2 63, a été retrouvée dans certains 

cas (données présentées en annexe), ce qui supporte l'hypothèse, avec la présence d'IL-

10 et des résultats de puce à ADN, que des cellules TH2 spécifiques au vaccin sont 

retrouvées un an après la vaccination. Toutefois, l'analyse des cytokines présentes est 

moins sensible que l'analyse par puce à ADN, mais permet tout de même de valider au 

niveau protéique qu'il y a bel et bien des cellules THI et TH2 spécifiques aux peptides du 

YF17D 365 jours après vaccination. 

La réponse protectrice au vaccin YF17D n'est donc pas associée au spectre des réponses 

THOU CTL, mais plus probablement à la participation concertée de plusieurs acteurs 

immunologiques, dont les cellules TH 1 et T H2. Il a été possible de confirmer l'implication 

combinée des THI et des TH2 tant au niveau ARN par test de puce à ADN qu'au niveau 

protéique par CBA chez presque tous les volontaires. La présence combinée de ces deux 

types de cellules auxiliaires suite à la vaccination s'avance donc comme un corrélat de 

protection immunitaire, comme cela a été observé avec les vaccins contre la variole et 

l'hépatite A I43
,144. Par contre, le nombre d'épitopes ciblés par la réponse auxiliaire ou 

cytotoxique ou même la prépondérance de la voie TH 1 ou T H2 ne sont pas, selon cette 

étude, des corrélats de protection immunitaire. 
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4.3 L'efficacité de l'immunité induite par le YFl7D passe par ST ATl et 
IRFl 

Parmi les facteurs de transcription ayant le plus de gènes cibles modulés dans la 

restimulation, STATl et IRFl figurent parmi les plus importants. Dans la Figure 3, il est 

possible de suivre l'expression des facteurs de transcription STATI et IRFI, ainsi que de 

leurs gènes cibles di~s PBMC du jour 365, soit après stimulation ou après restimulation. 

Cela donne la possibilité de vérifier si le facteur de transcription ST AT I est utilisé lors 

de la stimulation peptidique comme l'a fait le vaccin dans la Figure I c). Comme le 

montrait la Figure 2 i), la restimulation accentue ce qui est retrouvé dans le panneau 

stimulé, tout en conservant un patron d'expression similaire. Les gènes surexprimés dans 

le panneau de gauche se retrouvent davantage surexprimés dans le droit, et vice versa 

pour les gènes mOIns exprimés. Seuls les gènes CXXC5, codant pour une protéine 

interagissant avec les protéines Smad540 impliquées dans la production de TGF-~ et dans 

le cycle cellulaire54 1,542, et HPCALI, lié par l'intermédiaire du cytochrome b5543 à la 

génération de radicaux libres et l'apoptose544, sont nettement moins exprimés avec la 

stimulation de plusieurs groupes de peptides chez plusieurs volontaires, et l'effet 

s'accentue lorsqu'ils sont stimulés à nouveau. De plus, les facteurs de transcriptions 

STATI et IRFI sont davantage transcrits après restimulation avec des peptides du 

YFI7D chez 5 des 6 volontaires testés. À l'exception des deux cibles mentionnées 

précédemment ainsi que les deux gènes MYB et CCNDI, tous les 9 autres gènes cibles 

analysés de STATI et de IRFI sont davantage exprimés. MYB, impliqué dans le 

développement des cellules T545, et la cycline Dl (CCND 1), actrice essentielle dans le 

cycle cellulaire546, ne varient pas d'une façon constante entre les différents volontaires. 

De ces neufs autres gènes, on retrouve RIPK2, essentielle dans les cascades en aval des 

TLR2, 3, 4, ILIR et IL18R547, et TAPI, nécessaire au bon fonctionnement des CMHI548. 

Il est fort probable, comme dans l'analyse de l'expression des cellules sanguines au jour 

7, que ces facteurs de transcription aient un rôle important à jouer dans la réponse 

protectrice induite par le vaccin. 
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Les cellules mémoires du jour 365 spécifiques au vaccin répondent d'une façon 

particulière et précise à l'antigène, et il s'agit probablement d'une signature de la réponse 

protectrice selon la grande efficacité du vaccin. S'il était possible de retrouver les 

mécanismes propres aux cellules protectrices du jour 365 au jour 7, ce serait un indice 

de taille qu'il y a, à ce temps donné, des cellules spécifiques au vaccin déjà efficaces. 

Voilà entre autres pourquoi il est intéressant de comparer les patrons d'expression des 

cellules sanguines du jour 7 (Figure 1 c) avec ceux des restimulations des PBMC avec 

des peptides du vaccin au jour 365 (Figure 2 i). Il est probable que des mécanismes 

semblables sont utilisés dans les deux événements, puisque l'on retrouve plusieurs 

cellules de même type aux prises avec les mêmes antigènes. Parmi les gènes ciblés par le 

facteur de transcriptions STAT1 étudiés à la fois au jour 365 et au jour 7, on dénombre, 

en plus de STAT1, TNFRSF13B (synonyme de BAFF, molécule qui stimule la 

prolifération des cellules B549
), IFIT2 et CXCLlO. Après comparaison, tous ces gènes 

sont surexprimés chez presque tous les volontaires du jour 365 après restimulation, et 

sont aussi significativement surexprimés au jour 7 après la vaccination. La restimulation 

et la vaccination partagent donc au moins l'augmentation de la transcription de ces 

gènes, ce qui s'inscrit possiblement dans un mécanisme similaire de réponse protectrice 

au vaccin. Il serait intéressant de pousser l'analyse au niveau protéique pour confirmer 

leur importance, et ensuite de valider qu'il y a bel et bien des cellules protectrices tôt 

après la vaccination. 

Ainsi, des mécanismes précis soutenant une réponse protectrice après vaccination 

peuvent être décrits grâce aux analyses transcriptionnelles. STAT1 et IRF1 sont deux 

facteurs de transcriptions qui semblent être grandement impliqués lors d'une stimulation 

de cellules mémoires avec des peptides du YF17D. Ils forment un point de départ de la 

réponse immunitaire protectrice en faisant participer une variété de gènes cibles associés 

aux multiples facettes de l'immunité. 
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4.4 Signatures transcriptionnelles du contrôle de la virémie et d'une large 
réponse CD4 + 

Tous les volontaires ont généré de hauts taux d'anticorps protecteurs après la vaccination 

(tableau supplémentaire 1). Alors que l'on peut déduire que tous les volontaires sont 

protégés par le vaccin contre la fièvre jaune, certains d'entre eux ont répondu, au niveau 

de la réponse cellulaire au jour 60 (Figure supplémentaire 3 a), à un large éventail de 

groupes de peptides, pendant que d'autres ont à peine répondu à quelques groupes 

seulement. D'ailleurs, il n'y a pas de relation entre le spectre de réponse CD4+ et la 

quantité d'anticorps généré (données brutes, annexe 2, Test non paramétrique de 

Spearman, r = 0,2871 et p = 0,2480). D'autres mécanismes sont donc derrière une large 

réponse cellulaire. Malgré qu'une large réponse CD4+ ne soit pas un corrélat de 

protection, comprendre comment générer celle-ci pourra être utile pour concevoir un 

vaccin qui devra générer une réponse cellulaire large contre un virus générant de 

nombreux mutants comme le VIH. En ne sélectionnant que des volontaires qui avaient 

une forte ou une faible réponse CD4+ au jour 60 comme présenté dans la Figure 

supplémentaire 6 a) et en comparant leur parton d'expression génique au jour 7, il a été 

possible de différencier les deux groupes par une série de gènes (Figure 4 a et b). Cette 

signature caractéristique d'une large réponse CD4+ est très informative et inclut 

l'augmentation de l'expression de PRKD2 et de SH2D3C, essentiels à la sécrétion d'IL-

2550.551, elle-même nécessaire au maintien de la mémoire des cellules T et B552. NIBP et 

INPP5D (SHIP-l), deux gènes qui activent la voie de survie des cellules T et des DC553-

555, sont aussi surexprimés chez les forts répondeurs en CD4+. Ces gènes surexprimés au 

septième jour révèlent donc une persistance et une survie cellulaire qui se retrouve deux 

mois plus tard. De plus, plus d'une dizaine de gènes reliés aux ribosomes sont moins 

exprimés' chez les forts répondeurs CD4+ (document supplémentaire 4). Ceci est 

intéressant, puisque la variation de ces gènes est tellement forte qu'elle a été notée 

comme significative chez tous les volontaires dans une étude précédente453, alors qu'elle 

ne se retrouve que chez les individus avec un large spectre de réponse CD4+. Ces gènes 

sont donc impliqués dans un mécanisme d'une large réponse cellulaire. Cette signature 

de gènes pourra être très utile dans la recherche des corrélats de protection d'un vaccin 
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induisant une réponse cellulaire large, comme contre le VIH, qui devra induire des gènes 

associés à la production de l'IL-2 et à l'activation des cellules T et B. 

Tous les volontaires n'ont pas contrôlé la virémie induite par le vaccin de la même façon 

(tableau supplémentaire 3). Le virus-vaccin YF17D n'a pas été détecté chez certains 

volontaires, comme les volontaires 3 et 8, alors que d'autres ont montré de forts niveaux 

de réplication virale, comme les volontaires 1 et 13. Le contrôle de la virémie n'est pas 

un corrélat de protection, mais la compréhension des mécanismes derrière ce contrôle 

pourra aider à conceptualiser des vaccins thérapeutiques qui doivent contrôler une 

virémie déjà présente. En comparant les caractéristiques des différents volontaires 

(annexe 2), le contrôle de cette virémie n'est apparemment pas lié à la largeur de la 

réponse CD4+ (Test non paramétrique de Spearman, r = -0,0973 et p = 0,7009) ou à la 

quantité d'anticorps développés (Test non paramétrique de Spearman, r = 0,5105 et p = 
0,0214), résultats semblables à la littérature454. Pour comprendre les mécanismes qui 

mènent au contrôle de la virémie, les patrons d'expression du jour 7 des volontaires 

n'ayant eu que très peu de virus détectés ont été comparés à ceux des volontaires ayant 

développé beaucoup de virus du YF17D (Figure supplémentaire 6 b). Une signature 

génique permet de départager ces deux groupes (Figure 4 c et d et document 

supplémentaire 4). Le contrôle de la virémie est associé à une plus grande expression de 

gènes induits par les interférons comme IFIT3 et OASL, supportant l'hypothèse qu'une 

plus forte réponse innée y participe. De plus, le contrôle de la virémie est lié à une 

grande expression de gènes associés à l'inflammasome, comme ILlB, TLR4 et CASP5 

(Figure 4e). L'inflammasome est lié à la protection induite par la réponse innée contre 

les virus556,557. ILlR2 agit comme un récepteur-antagoniste de ILlB, et son expression 

relativement plus élevée dans le groupe contrôlant la virémie est possiblement due à une 

compensation en retour de la surexpression d'ILlB. La réponse immunitaire innée est 

donc possiblement responsable du contrôle de la virémie via l'inflammasome et des 

gènes induits par les interférons. L'importance de ILlB est retrouvée par des 

observations précédentes qui notaient une augmentation d'ILlRl dans le sang des 

vaccinés458-461. Si ces résultats se confirmaient dans des études comprenant plus de 

volontaires et avec différents vaccins atténués protecteurs, un futur vaccin thérapeutique 
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ciblant le contrôle de la virémie devra donc idéalement induire l'expression des gènes de 

cette signature, dont les gènes induits par les interférons, en plus de s'assurer de la 

participation de l'inflammasome dans la réponse au vaccin. 

4.5 Corrélats de protection immunitaire contre la fièvre jaune 

Une réponse immunitaire protectrice se décrit donc avec une multitude de paramètres, et 

non pas avec un seul comme le voulait la norme récemment 1 
98. Dans la réponse 

protectrice induite par le vaccin contre la fièvre jaune, l'hépatite A et la varioleI43-145, il 

est visiblement nécessaire d'avoir une réponse impliquant plusieurs acteurs de 

l'immunologie innée, dont les DC et les NK, en plus de la participation des TLR et des 

gènes induits par les interférons. Une réponse protectrice, selon ces mêmes vaccins, se 

compose d'une réponse à la fois THI et TH2, ce qui est un nouveau corrélat de protection 

qui pourra être utilisé dans la conception de futurs vaccins. Selon la présente étude de 

vaccination contre le YF17D, bien que la réponse TH peut être variable tant dans son 

spectre que dans sa force selon les individus, elle doit être polyfonctionnelle. Cette 

caractéristique est détectable par cytométrie, un moyen efficace, fiable et rapide, ou par 

puces à ADN, un outil plus sensible. D'ailleurs, les patrons d'expressions mis en 

évidence ici, une fois comparés avec d'autres vaccins, pourront être des modèles pour 

l'élaboration de vaccins protecteurs. 

Concrètement, cette étude confirme l'importance de l'immunité innée dans les corrélats 

de protection. De plus, la participation concertée des cellules auxiliaires T Hl et T H2 est 

l'une des caractéristiques primordiales de la réponse au YF17D, et est un nouveau 

corrélat de protection immunitaire identifié par cette analyse. Cette connaissance pourra 

être employée pour vérifier si les nouveaux vaccins ont cette particularité avant de les 

essayer dans une large cohorte, étape longue et coûteuse. Comprendre en détails les 

mécanismes qui mènent à une réponse T Hl et T H2 permettra de concevoir des vaccins 

rationnellement, par exemple en s'assurant qu'ils activent efficacement une série de TLR. 

D'un autre côté, le contrôle de la virémie, le nombre d'épitopes ciblés par les réponses 

CD4+ et CDS+ ainsi que la voie TH favorisée par la réponse au vaccin ne sont pas des 
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corrélats de protection immunitaire valables. En revanche, il est exact d'identifier les 

mécanismes identifiés dans la Figure 4 comme des corrélats de contrôle de la virémie, 

utiles pour les vaccins thérapeutiques, et des corrélats de large spectre de réponse CD4+, 

corrélats utiles contre les virus à haut pouvoir mutagène comme le VIH. 

~ V;:d;J 

Implication du système ~ 
immunitaire innée, dont des 
macrophages et des NK 

Quantité d'antico//hs 
générés par la "\! 
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TH 1 et des T H2 

Légende 

Corrélat suggéré 

Pas un corrélat 

Potentiel de 
prolifération des 
'--'''''"T' ou des CD8+ 

Nombre d'épitopes reconnus 
par les CD4+ ou les CD8+ 

Participation acti ve 
des DC et des TLR 

Figure. Corrélats de protection d'une réponse immunitaire efficace contre un vaccin 
comme suggérés par l'étude. 



5. Conclusion 
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La caractérisation de la réponse immunitaire induite par l'excellent vaccin contre la 

fièvre jaune YF17D a permis de mieux comprendre les événements qui s'inscrivent dans 

une réponse immunitaire protectrice. Plusieurs caractéristiques sont maintenant 

candidats à devenir des corrélats de protection immunitaire et pourront éventuellement 

servir de base à l'élaboration de futurs vaccins. 

Le YF17D induit une réponse immunitaire innée vérifiée par l'augmentation de la 

transcription des gènes associés aux cellules dendritiques, aux macrophages, aux cellules 

NK, aux TLR et au système du complément. Ceux-ci sont intimement liés à la réponse 

adaptative qui comprend la participation remarquée des cellules B et de la production 

d'anticorps, ainsi que des cellules T auxiliaires et cytotoxiques. Surtout, cette réponse 

pluricellulaire est spécifique et polyfonctionnelle, ce qui est proposé comme un nouveau 

corrélat de protection immunitaire. En effet, il a été possible de détecter, suite à une 

stimulation, la participation de l'expression des gènes tant des cellules THl que TH2, en 

plus de la production de plusieurs cytokines associées aux THl et aux TH2, dont IL-2, -4, 

-5, -10, TNF et IFN- y, moins d'une semaine ou même un an après la vaccination. 

Suite à une analyse des patrons de transcription après vaccination, il a été possible de 

définir des mécanismes qui soutiennent la réponse protectrice induite par le vaccin. 

STATl, IRF7 et ETS2 sont les points de départ d'une série de modulations de plus d'une 

cinquantaine de gènes impliqués dans une panoplie de fonctions immunologiques qui 

font le fondement d'une réponse immunitaire protectrice. Un contrôle remarquable de la 

virémie est associé à la transcription de gènes reliés à l'inflammasome et à ceux induits 

par les interférons, alors qu'une large réponse des cellules auxiliaires deux mois après la 

vaccination est précédée, une semaine après vaccination, par l'expression des gènes 

impliqués dans la production de l'IL-2 et à l'activation des cellules T et B. Après 

stimulation de cellules un an après vaccination, d'autres patrons d'expression de cellules 

mémoires efficaces ont souligné l'importance de STATl, de IRFI et de leurs gènes 

cibles. 
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Toutes ces caractéristiques, si elles sont confirmées dans l'étude de d'autres vaccins 

efficaces, seront propres à une réponse protectrice, et donc se révéleront être des 

corrélats d'une protection immunitaire. Elles pourront alors servir d'assise pour 

l'élaboration de vaccin contre les maladies redoutées de ce début de millénaire, dont le 

SIDA, l'hépatite C et le cancer. 

Recommandations 

À la suite de cette étude, il est recommandé de : 

• Valider les analyses par puce à ADN à l'aide d'expériences plus précises, comme 

parPCR; 

• Vérifier si les gènes impliqués dans la réponse à la vaccination se retrouvent au 

niveau protéique; 

• Analyser la fonctionnalité des cellules induites par le vaccin contre la fièvre jaune; 

• Confirmer les mécanismes impliqués dans la réponse au vaccin au niveau protéique; 

• Confirmer ces résultats avec l'étude d'autres vaccins protecteurs, et ainsi définir les 

caractéristiques identifiées ici comme corrélats de protection immunitaire ; 

• Reproduire ces études sur des échantillons sanguins de personnes infectées par le 

virus de la fièvre jaune sauvage pour s'assurer que les caractéristiques identifiées ici 

sont propres à une réponse immunitaire protectrice ; 

• Poursuivre la constitution d'une base de données de genearray avec d'autres 

vaccins, protecteurs ou non, afin de cerner les corrélats de protection immunitaire. 



Annexes 
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Annexe 1. The mixed T Hlrr H2 antigen-specific response induced by YF17D vaccination 

is persistent. Supematants from the Day 365 cultures described in Figure 2i were 

sampled after 24 hours of incubation, and analyzed by CBA for their content in the T HI 

cytokines IL-2, IFN-y and TNF, and the T H2 cytokines IL-4, IL-5 and IL-lO. 

YFO 03 03 03 03 03 03 11 11 16 16 16 16 19 19 2020 20 
Pool 6 7 9 11 12 17 6 7 3 4 6 11 3 5 1 3 17 
IL-4 

IL-5 

IL-10 

IL-2 

lNF 

I---lf---f--f 

IFN--y L--L--L..-.L....-

lover s 

o 
1 - 10 

10 - 20 
20 - 50 
50 -100 

>100 

Annexe 2. Caractéristiques des volontaires utilisés pour les tests de Spearman 

Highest nAb titer at day CD4 response CD8 response 
Volunteers viremia 14 at day60 at day 60 

~# of co~ies~ (1/#) (# of pool) (# of ~ool) 
1 6920 640 22 19 
2 24 640 21 9 
3 below 22 80 6 4 
4 1067 320 5 0 
5 1027 320 4 0 
6 479 320 NIA NIA 
7 74 160 15 3 
8 below 22 0 5 12 
9 255 640 21 15 
10 185 2560 NIA NIA 
11 1593 1280 2 4 
12 335 640 8 2 
13 2580 640 18 7 
14 747 1280 9 1 
15 331 320 5 0 
16 1316 640 5 0 
17 108 160 3 1 
18 673 640 21 9 
19 32 160 12 12 
20 34 640 22 19 
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