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 Observation dés le lleme S. que les personnes ayant
préalablement survécu a une épidémie de peste sont
relativement résistantes lors des épidémies ultérieures.

* Pratique de la variolisation en Chine au Xeme S: injection a des
sujets sains du pue prélevé dans les pustules des malades :
pratique risquée (jusqu’a 10% mortalité) mais efficacité
observée.

 De la variolisation a la vaccination:

— S’inspirant de ces pratiques et des observations ou les femmes
chargées de la traite des vaches étaient résistante a la variole,
Edward Jenner eu I'idée d’inoculer en 1796 a un jeune gargon de 8
ans le virus de la vaccine (variole de la vache) et démontra sa
protection en injectant intentionnellement le virus de la variole.

— Généralisation de la pratique au XVIII S et risques plus limités

— Injection de la Vaccine (vacca = vache) = Immunisation =
Vaccination
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e Louis Pasteur:

— 1880: souche vieillie de B Choléra chez la poule

— 1885: vaccin contre la rage — par inoculation d’extrait de
moelle épiniére de lapin infecté par le virus de la rage

— Travaux sur la découverte et I’atténuation des « microbes »

 Généralisation du principe de la vaccination :

— Induire une protection contre un agent pathogéne en
administrant en préventif une forme inoffensive du

pathogéne Table 1. The date of introduction of first
— Innocuité obtenue par: generation of vaccines for use in humans*
« Inactivation (chaleur,..) ’ 1;2: zm:”pox Variole
. . > abies Rage
Atténuation de la souche , 1897 Plague Poste
> 1923 Diphtheria Diphterie
 Développement des vaccins > 1926 Pertussis Coqueluche
» 1927 Tuberculosis (BCG) Tuberculose
> 1927 Tetanus Tetanos
> 1935 Yellow Fever Fiévre Jaune

After World War I
> 1955 Injectable Polio Vaccine (IPV)
»> 1962 Oral Polio Vaccine (OPV)

> 1964 Measles Rougeole

> 1967 Mumps Oreillons

> 1970 Rubella Rubéole
Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009 > 1981 Hepatitis B Hepatite B
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* Vaccination anti-variole (smallpox):
—  Virus de la Vaccine (vaccinia)
—  Souche Lister/Elstree
—  Primo-injection A1-2, Rappels A11, A21

« Réponse ala vaccination:
— Réplication locale - Iésion= prise vaccinale
—  Pustule+ aréole rouge: Jours 7-14 / fievre
— Adénite: Inflammation des ganglions lymphatiques
—  Aubout de 8-10 jours: Ac neutralisants (persistance >20 ans)
—  Croiite - cicatrice

« Cadre juridique

Obligatoire en France de 1901 a 1978
<26 ans (40% pop) non vaccinées
27-35 ans: uniquement primo-injection
—  >35 ans: Primo+ 1 ou 2 rappels

- Efficacité de la vaccination
— Impact épidémiologique au XIX
—  Eradication déclarée en 1980 par ’'OMS

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Variole: exemple d’efficacité vaccinale

Primary Vaccination Site Reaction

Day 4 Day 7
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* Individuelle / population
— Individuelle: Immunité acquise
— Population: Eradication des réservoirs

* Requiert des campagnes de vaccination a
I'échelle mondiale

 Role important en santé publique:

— plus de 52 M personnes meurent par an de
maladies infectieuses

— Bilan de la vaccination aujourd’hui:
« Eradication Variole

» Protection contre infection mais pathogene

circulant

» Protection contre les effets les plus graves

(formes neurologiques de Tuberculose)

* Absence de vaccin : VIH, VHC, Plasmodium

(Palu), Cancer, ...
— Objectifs de 'OMS:
* 2009-10: éradication de la poliomyélite

« 2010-12: éradication de I'Hépatite B,
Rougeole, Rubéole

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Efficacité vaccinale:

JOIM el BIGHT

AGAINST

SMALL-POX
MEASLES

VACCINATED
TODAY

Impact de la vaccination sur la morbidité et la mortalité des maladies infectieuses —
Données francaises.

Avant 1950" Apres 19907
Morbidité Mortalité Couverture Morbidité Mortalité
annuelle annuelle vaccinale annuelle annuelle
(par million)  (par million) chez (par million)  (par million)
les enfants
(%)°
Diphtérie 100 -1 000 50 - 100 90 0 0
Tétanos >30* 20-50 90 1-2 0,25-0,50
Coqueluche 2000-10 20-50 88 <50° ~0,10
000

Tuberculose 1 000* 300 - 1 000 83 100 - 150* 13
Poliomyélite 100 5-10 88 0 0

TVallin et Mesle, 1988 ; Z RNSP, 1997 ;  données 1990 ;  sous-déclaration importante ;
5 estimation d'aprés le nombre d'enfants hospitalisés pour coqueluche.
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Notion de Béneéefice-Risque

 Rapport Bénéfices-Risques en faveur de la vaccination.

Types de
complications

Complications de la
Rougeole

(nb/100 000 cas)

Complications de la
vaccination

(nb/100 000 cas)

Encéphalite 50 - 400 0,1
Panencéphalite 0,5-2 0,05-0,1
sclérosante

Pneumonie 4000 0
Convulsions 500 - 1000 0,02 -190
Mort 10 - 10 000 0,02-0,3

« Cas de I’ Hépatite B:

— Comité d’expertise de ’OMS conclut (2004) qu'il n'y a aucune évidence pour soutenir I'hypothése d'une

On observe une recrudescence des
cas de rougeole chez des enfants ou
des adultes non ou incomplétement
vaccinés, soulignent les autorités, qui
rappellent qu'un vaccin en 2 doses
existe, qu'il n'est pas obligatoire, "mais
fortement recommandé” et que sa
prise en charge est "a 100 % pour les
enfants jusqu'a 13 ans”.

association entre la vaccination contre I'hépatite B et cas de SEP

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Immunisation
Vaccination

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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. Vaccin :
Un vaccin est une préparation antigénique non pathogéne et immunogéne Vaccination
Le vaccin contient des antigénes identiques ou proches de I’agent infectieux
Le vaccin induit une réponse immunitaire mémoire protectrice

MULTIPUNCTURE VACCINATION BY BIFURCATED NEEDLE

NEEOLE IS HELO
PERPENDICULAR
TO THE ARM

. Antigéne :
Molécule capable d’étre reconnue par le systéme immunitaire
Ag soi - Ag non-soi

WRIST OF VACCINATOR
RESTS ON THE ARM

. Immunogéne;
Antigene capable de déclencher une réponse immunitaire humorale ou cellulaire

'DROP OF VACCINE IS HELD

IN THE FORK OF THE NEEOLE .
w0 s0887

. Immunisation:
Procédé par lequel on confére a une personne ou a un animal la propriété

de se défendre contre la maladie (protection). Sérothérapie
Immunisation active = vaccination i W
Immunisation passive = sérothérapie Co{lect
Immunisation préventive am'gen ny
Immunisation thérapeutique ?ﬁ?&?ﬁi‘ Inject antigen
into rabbit
) Immunité Collect & Z/¥

Etat de résistance relative a une infection pouvant étre acquise de fagon ___antibody_ “{A¥~-0——g ey

- active: naturelle (infection) ou artificielle (vaccination) anibody E"f ‘;J:l\lbody

- passive naturelle (immunité maternelle) ou artificielle (sérothérapie) heeded (4

Inject
antibody

combines with
antigen and
inactivates it

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Immunité naturelle Immunité artificielle

A la suite d’une Transfert Injection Exposition a un
infection d’anticorps a d’anticorps antigene
travers le Vaccinal

placenta

Immunisation Vaccination

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Immunoglobulines
provenant d’un
sujet immun

Concentration en anticorps

8 12 16 20 semaines

Immunoglobulines
administrées a
un sujet non-immun

4
Injection de Ig

Donneur Sujet immunisé
(sujet immun) passivement
- Avantage:

«Protection immédiate

- Désavantages
- Protection de courtes durée
- Colt élevé
« Sécurité contestée

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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H—

Antigéne (vaccin)
administré a un
sujet non-immun

Concentration en anticorps

4 8 12 16 20semaines

%

Injection du vaccin

_Receveur Sujet immunisé
(sujet non-immun) activement

- Les avantages:
- Protection a long terme, suite a la génération des cellules mémoire
- Colt-efficacité
- Sécurité

. Les limites:
- Cas des personnes ID, femmes enceintes
« Non-répondeurs

« Virus émergents
Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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 Génération des cellules mémoire responsables des réponses « mémoire »

« Caractérisées par des réponses immunitaires accélérées et amplifiées lors du second
contact antigénique

« Contribuent a la protection de I’organisme contre I’élément étranger déja rencontré

Réponse Maintien de Réponse
primaire la mémoire secondaire
A

Intensité
de la réponse

Jours

—>
+
N

.—>
X

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Les vaccins classiques

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Il existe Trois catégories de vaccins : p V

— Vaccins vivants :

v d Ces vaccins contiennent une souche de la bactérie ou du virus trés proche de la
< > souche sauvage mais ayant perdu ses propriétés pathogénes (agent pathogéne
p Q atténué) tout en conservant ses qualités antigénes, donc capable de se développer
dans l'organisme et ainsi de stimuler une réponse immunitaire.

— Vaccins inactivés ou tués :

v d Ces vaccins contiennent des bactéries ou virus inactivés incapables de se
< > développer dans I'organisme, mais dont la présence stimule une réponse immunitaire

protectrice contre les futures agressions du micro-organisme vivant.

- Vaccins sous-unitaires:

organisme: antigénes protéiques non pathogénes rendus immunogeéne par I’ajout
d’adjuvant.

:/ \: Ces vaccins contiennent une fractions des antigénes isolés a partir du micro-
2 4

Bertrand Bellie: — u..3 Cambodge 2009
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* The « classical » vaccines
are directed either against
acute viral diseases that are
normally cleared during natural
infection, or against
extracellular bacteria.

* Humoral immunity seems to
be the major effector arm of IS
responsible for protection

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

@ Attenuated
@ Killed Hep
@ Rubella DTP
A Purified subunit @ Miymps Hepatitis A
V' Recombinant :Mea le éHae o Infl b
Polio $abin Hepatitis B
O wp E Aolio Sajk A He 3atitiz
Yellpw feve APneumo coccal
Influehza
- Pprtusis
L1 chol¢ra
- Tetan
Tuberg¢ulosis
@ Plague [ piphtefia
’ Smal'pox = Typhold
I I I I I

Evolution des différents types de
vaccins depuis Jenner

@prillomavirus

* Only with the advent of new
biotechnological methods and
genetic engineering techniques
has the develoment of vaccines
consisting of purified viral
subunits, genetically modified
toxins or conjugated
polysaccharides become
possible

Safety

1700 1800 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Immunogenicity

+ Adjuvant
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Culture cellulaire vs Génie géneétique
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Le virus sauvage est répliqué
dans des conditions
défavorables en culture
tissulaire
(température, milieu
appauvri, origine tissulaire)

"@

Le processus est repete
plusieurs fois .. -

| SN

.. afin de produire une
Génie génétique l souche atténuée, incapable T
(délétion des géenes de de reproduire la maladie
virulence)

Nécessite la connaissance des génes
associées a la virulence de I agent

atho%ene réplication, toxicité, .
Bertrand Bellier ES Cambodge 2009
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« Atténuation non controlée en culture cellulaire
(V) ou milieux appauvris (B)
— Caractérisation capacité de réplication a 37°C sur
cellules de mammiféere
— Identifications de mutants sélectifs
— Nécessité de contréler la stabilité de I’atténuation

« Atténuation dirigée par mutagéneése:
— Sélection par anticorps monoclonaux ou
séquencage du génome

« Mais essais a échelle limitée

« Seule l'utilisation a large échelle et sur le long
terme permet a postériori de confirmer son
innocuité.

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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* Virus @
— Rougeole >
— Oreillons
— Rubéole i
— Variole "o, You MAY KOT CounerT e o5 !
— Varicelle

— Fiévre jaune

— Grippe (intranasal)

— Polio oral , OPV= Sabin—>
— Rotavirus (oral)

« Bactéries
— BCG (tuberculose)

— Typhoide oral

ALBERT SABIN, M.D.

OPV is a live-attenuated vaccine, produced by the passage of
the virus through non-human cells at a sub-physiological
temperature. The attenuated poliovirus in the Sabin vaccine
replicates very efficiently in the gut, the primary site of
infection and replication, but is unable to replicate efficiently
within nervous system tissue. The OPV proved to be superior
in administration, and also provided longer lasting immunity
than the Salk vaccine.

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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ROR
Rougeole — Rubéole - Rubéole

premiére dose a 12 mois, deuxiéme dose un mois aprés la premieére, si

possible avant I'age de 24 mois

L BT LY U DAY VY VY VY VR DA VRt DY LY DY VY VY VR U |

9

LES PROTEGER AU PLUS VITE

/N MENTIONS LEGALES "+
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Avantages:

Forme atténuée de virus ou de la bactérie sauvage = proche d 'une infection naturelle

* Ne cause pas la maladie mais induit une immunité protectrice
* Induction plus rapide d’une protection

*  Reéponse immune complete et similaire a I'infection naturelle
— Assure l'élimination complete du pathogene

* Meilleure sollicitation de I'immunité cellulaire :
— Antigenes intracytoplasmiques présentés efficacement par CMH-/

« Habituellement efficace avec une seule dose (titres anticorps peuvent persister)
* Injections de rappel non nécessaires pour certains vaccins : Immunité durable
* Induction d’'une immunité locale

« Absence d’adjuvant

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009



UPmC Vaccins vivants atténués

MR A1 PARISUNIVERSITAS
B. Bellier

Inconvénients :

« Obtention non aisée (multiples passages)

 Démontrer la non-pathogénicité de la souche mutante
 Peut garder une certaine pathogénicité

* Risque de mutation et de réversion vers caracteére virulent
 Risque de dissémination

« Contre-indiqués chez sujets immunodéprimés

* Provocation éventuelle d’avortement

« Manipulation délicate

« Instable : stockage au froid (stockage et transport difficile)

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Le virus ou la bactérie croit ‘
dans des conditions
favorables
Est purifié ... b-.’. %

.. traité par la chaleur b
ou des produits .z;‘

chimiques
(Formaldéhyde)...

“© e

.. est ainsi inactive
mais toujours
immunogénique

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Cas des vaccins bactériens de type « Anatoxines »
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<D
Do
Bactéries en culture ‘ @
' Toxines bactériennes

090 .00

000 &
Purification des Lol
toxines bactériennes ' }
et traitement par 0%

la ch_algur et/ou Y :".0
chimique ... T~~~
; ... ce qui a pour 0‘0‘0':,‘.0 AnatIO).(lnes
conséquence bactériennes
X I’inactivation (anatoxine),
" ek mais reste

immunogénique

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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 Virus
— Rage
— Grippe (classique en IM)
— Polio (classique: Salk)
— Hépatite A

« Bactéries
— Coqueluche (classique « entier »)
— Diphtérie (Anatoxine diphtérique / Formol)
— Tétanos (Anatoxine Tétanique)
— Choléra (B inactivés + ss-u B Toxine Cholérique)
— Peste

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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 Avantages
— Securité: Pas de mutation, ni de réversion
— Ultilisables chez patients immunodéficients
— Protege contre formes graves de la maladie
— Immunité humorale suffisante aprés injections de rappel

* Inconvénients
— Inactivation compléte a contrdler
— Généralement pas aussi efficace que les vaccins vivants

— Requiert généralement 3-5 doses (car pas de réplication) : Nécessitent
des rappels

— Neécessite un adjuvant

— Réponse immune généralement humorale (car pas de réplication)

— Réponse immune cellulaire limitée

— Pas d’élimination compléte du pathogeéne lors de l'infection ultérieure
— Pas d'immunité locale

— Codts supérieurs

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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. Virus inactiveé

—  Cultivé dans des ceufs embryonnés
de 12 jours

— inactivé par traitement chimique (FA)
— adjuvant : alum
— Homologue / hétérologue (NA#)

. Les vaccins sont constitués:
— souches A : H1N1 et H3N2 (variant de I’année)

— soucheB
e La composition du vaccin trivalent 2007/2008 pour
I'hémisphere nord, conformément aux
recommandations de 1'Organisation mondiale de la

santé est :
-souche analogue a A/Solomon Islands/3/2006 (HIN1)

-souche analogue a A/Wisconsin/67/2005 (H3N?2)
-souche analogue a B/Malaysia/2506/2004

— Modification chaque année des souches en raison de la dérive
antigénique de HA et NA = mutation des séquences

. Modalités
— 1injection en IM ou SC
— Pas de rappel mais immunité transitoire (6 mois)

. Indications:
— Personnes agées

— Personnes souffrant d’insuffisances cardio et respiratoires
chroniques

. Efficacité:
- Prévention de la mortalité: 60-100% mais < chez enfants ou
personnes agées

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Premiers vaccins contre la Grippe

Influenza A Virus

Hemagglutinin (H) - 16 subtypes
N / (attachment, penetration)

Neuraminidase (N) - 9 subtypes
(release)

8 viral genes
(assembly, replication, etc.)

M2 Protein
(penetration)
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e Quelle souche utilisée ?

« Modele des vaccins saisonniers :
— A partir de la souche isolée, supposée pandémique
— Limites des vaccins classiques :
» Lenteur de la préparation du vaccin
* 1 ceuf<1dose (pour 1milliard doses = 4 milliards d’ceufs embryonnés)
» Cycle abortif dans I'ceuf si virus virulent
* Immunité apparait en 2 a 3 semaines et persiste 5 a 6 mois

 Nécessité de nouveaux vaccins
— Production plus rapide
— Indépendante de I’ceuf ou non-abortive
— Rapidité d’induction de I'immunité
— Immunité plus robuste

« Vaccin universel ?
— Antigéne conservé
- M2

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Vaccins sous-unitaires sont constitués de sous-
unités antigéniques

— Purifiées a partir des cultures = sous-
unitaires purifiés

— Produits par génie génétique = sous-
unitaires recombinants

Ex: cas du vaccin de I’hépatite B
v A d Systeme
d’expression

Construction

<] > plasmidique

DA ) ik
N

Vaccins sous-unitaires

subunit vaccine

"X
¥

Purification A

=l

Séquence correspondant
seancdétermEnNant-antigénique

N

49
(L

DA

=)

adjuvant



UPmC Vaccins sous

AAAI PARISUNIVERSIT
B. Bellier

Depuis 1998, il existe 2 types de vaccins contre la

coqueluche:

-Vaccin cellulaire inactivé: vaccin obtenu a partir de
bacilles de Bordet-Gengou inactivé par I'aldéhyde
-Vaccin acellulaire sous-unitaire: nouveau vaccin
constitué d'extraits antigéniques bactériens

Bordetella pertussis
cellule compléte

-unitaires anti-bactérien purifiés:

Coqueluche

Composants du vaccin
acellulaire pertussis
(coqueluche)

Hémagglutinine filamenteuse (FHA)

Toxoide Pertussis (PT)

Etapes-clés du développe ment
du vaccin acellulaire anti- Coqueluche (Pa)

Pertactine (PRN)
(69 kDa outer membrane protein)

< La production de quantités importantes de Bordetella pertussis en fermenteur (800 L et plus)
<+ La purification simultanée des 3 protéines (PT, FHA, 69k) a partir des bactéries tuées (56° C)

< La détoxification de la PT (sans destruction d'épitopes)
<+ La stabilisation de la FHA et de la 69k (Ac. Monoclonaux détectant les épitopes-clés)

< La formulation simultanée des 3 antigénes (désorption de la 69k en présence de tampon PO,)

< Les tests d'immunogénicité en souris

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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Polysaccharides purs

* Peuimmunogeéne chez les enfants (<2 ans)

« Activent peu ou pas la mémoire immunitaire

« Effet « boost » limité

* Mauvaise activité fonctionnelle des anticorps
* Injections régulieres

Ex de vaccins Polysaccharides

pures
. Pneumocoques
. Meningocoques
. Salmonella Typhi

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Vaccins polysaccharidiques
purs ou conjugués

Polysaccharides purs liés a des protéines

» Associés a une protéine porteuse =
Polyosides= Ag thymo-dépendants

* Immunogénique chez les enfants

* Activent la mémoire immunitaire

« Effet « boost » puissant

Ex de vaccins Polysaccharides

conjugué
- Haemophilus influenzae type b j e "ty
£ “" e o
«  Pneumocoques —— s -f-
%
“"‘W;(}.Ld %} § Toxoid
f ‘Er' » " :’.‘;_‘Z,-
M,
" e
Polysaccharide %
coating (&
IgG A ouE
Ighd

/f

0

Réponse I /f /]\ Réponse IT

1 mois
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Vaccins sous -unitaires :

B. Bellier immunisation par des protéines - polypeptides

« Avantages

— Securite (Immuno-déprimées)
— Reéponse humorale +++; cellulaire (TH2)

* Inconvénients
— Peu immunogéne

* Nécessite adjuvants: alum (ou IFA, CFA)

— Dégradation rapide
— Codt

— Fréquence de non-repondeurs supérieure
— Reéponse CTL limitée a la cross-présentation
— Requiert es injections de rappel

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

(b) Exogenous pathway

Cell membrane __————

‘ Early

b
[ % i B — % —
‘\t endosome —— __: i B __/\

Z:::—~—_~I wl | _____;:—_:______.,---

— N

Phagocylosxlendocytnls
of pathogens or proteins
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*« adjuvare » : aider, assister

Adjuvants

*Substance capable d’augmenter la réponse immune dirigée contre un Ag

administré simultanément.

*Multiples / classification complexe (selon mode d’action - effets)

— Adjuvant minéraux :
* Précipité insoluble; Alum (Hydroxyde ou Phosphate d’Alu)
+ AS04 (Alum+MPL)

— Adjuvants huileux :
» émulsion eau-huile: IFA (Adjuvant Incomplet de Freund)
« émulsion huile-eau: MF59, AS03

— Constituants bactériens:

» Mycobactérie inactivée (Mycob tuberculosis) ou constituants
(Mycob bovis, BCG) : CFA

— Toxines bactériennes

* Toxine cholérique (CT) ou ss-u B purifiée (CTB), Toxine
pertussique (PT)

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Oligodésoxynucléotides CpG

» Séquence ADN bactérien non-méthylée (ODN CpG) ;
interaction avec TLR-9

Adjuvants vésiculaires
* Bicouche lipidique, liposomes - virosomes

Cytokines
» Médiateurs des RI: IL-2, IL-12, IFN-g, GM-CSF



UPMC

AAA1 PARIS
B. Bellier

« Action des adjuvants :

— Favoriser et prolonger la durée de I'interaction entre I’antigéne et le systéeme
immunitaire

Libération progressive de I'Ag (Alum)

Concentration antigénique (alum, emulsions)
Protections contre dégradation (IFA, ISCOM, Liposome)
Agrégats multimoléculaires d’Ag (Alum)

Routage vers les organes lymphoides 2nd
(IFA (sphérule d’huile))

— Recruter et activer des cellules de 'immunité n naturelle pour qu’elles induisent la
réponse adaptative

Les PAMP sont souvent de bons adjuvants
Certains molécules sont a la fois des antigenes et des PAMP

Effet « corps étranger » (CFA, ISCOM, Virosome)

Favorise captation par les APC (Alum, CFA, ISCOM, Virosome)

Activation directement des APC (Alum, cytokines , imiquimod, CpG)
Orientation de la réponse immunitaire vers TH1 (CFA, cytokines, imiquimod,
CpG)

Orientation de la réponse immunitaire vers TH2 (alum , cytokines)

Favorise réponse CTL (ISCOM, liposome, virosome (Ag endogéne))
Activation du complément (Alum, IFA)

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Adjuvants

Mode d’action



UPmC Vaccins sous-unitaires « particulaires »
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B. Bellier
Proteins
L. . ipe r .y . . expressed
. Protéines virales purifiées qui s’assemblent en pseudo-particules virales :
« Virus-like particles » ou VLP ey SR pso

—  Pseudo-virion: complexe protéique # structure virale, # taille
— Sans génome viral: déficients pour la réplication

. VLP simples:
— Auto-assemblage des protéines de surface
—  Produites par génie génétique : systéme d’expression bactérien, levure, baculo
+ Ex: HBV: Auto-assemblage des protéines de surface HBs en VLP
+ Ex: HPV: Auto-assemblage des protéines de capside L1 en VLP

L1

SV
gag
HIV
env

. VLP complexes:
— Assemblage des protéines de core et d’enveloppe
—  Produites dans systéme cellulaire

. Avantages
—  Sécurité
Particules sont plus immunogénes que le protéines seules: Taille, Complexité
Induit des AC y compris AC neutralisants,
Induit une réponse cellulaire (cross-présentation des antigénes)

E1

E2

VP2

VPS5
VP7
VP3

. Limites
—  Production (pour VLP enveloppées)
—  Colts (purification)

TRENDS in Microbiology
—  Fragilitée: Stockage au froid
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UPmC Vaccins HPV
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. Les papillomavirus humains (HPV, human papilloma virus) de type 16 (50%
des cas) et 18 (20% des cas) sont responsables des cancers du col de
'utérus.

—  Cancer du col de 'utérus : 2éme cancer pour F; 250 000 décés/an

i . . ) Cellu(e_.Cellee infectée HPY
. Gardasil : Merck. Octobre 2005. Vaccin quadrivalent produit chez la levure normale ~ por le HPV Cellule cancéreuse

contre les HPV- 6, 11, 16, 18. Essai phase lll sur 6082 femmes : protection 100
% des pré cancers du col et des cancers cervicaux non invasifs.

. Commercialisation Novembre 2006

Vaccination with
HPV L1 VLPs

Plasmid or virus

4 & — encoding HPV L1
g 9 Induction of ) b ’

5 neutralizing L1 % @ @@

= I( antibody

2 O] and CTL Self-assembly

2 of VLPs

g &

g % @ L1 protein

2z

5

%

§ High risk HPV

& .
2 Gene transfer and expression
g Purification in yeast or insect cells
z

)

Bertrand Bellier -



UPmC Dilemme vaccinal
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Envelope

? proteins
7 “Envelope
Capsid Cansid
Nucleic acid o
Nu aci

Atténue Inactive Sous-unitaire

Immunogénicité

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009



UPmC A la recherche du vaccin idéal
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* +Immunogéne

*  Protection a long-terme >

* Réponse immunitaire compleéte:

. Fc receptors on NK cells
:'__.-_remmin bound antibody -

— Anticorps neutralisants (a)
— Anticorps (v)

— T helper : cytokines

— CTL (¢)

MHC-l with
bound peptide
7

Role prédominant dans: TS s ey
*  Immunité anti-virale
* Immunité anti-parasitaire
* Immunité anti-tumorale

*  Production simplifiée
 Codts limités
+ Stable - Stock

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009
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 Nature de I’'Ag
— Epitopes CD8-spécifiques =
Vaccination peptidique
Chargement direct du CMH-I

Localisation Intracellulaire et
Processing CMH-I

— Ag endogeénes:
Ag protéiques intracellulaires
Ag nucléiques

— Ag modifié pour augmenter

présentation CMH.I

 Formulation de I'Ag

— Adjuvants de type TH1
Cytokines Th1

 Présentation de I’Ag
— Favoriser la cross-présentation

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Renforcement des réponses CTL

CTL
w

MHC clags |

Vaccins

+ adjuvant

Cclass ll

| -

1
DNA oo

pmh@i
!31 //

T -

HC+

g2m



UPmC Vaccination ADN
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* Concept de dix ans (Wolff, Science 1990)

N1
L'injection dans le muscle de un ou 53:?-
plusieurs génes sous forme plasmidique §5ﬁt%
permet la pénétration de ’'ADN dans le tissu et %ng’_
I'expression du géne par les cellules de ce P Ny,

tissu.

« Application a la vaccination
Immunogeénicité des protéines exprimeées in situ

« Délivrance intra-cellulaire de I’Ag favorise
présentation MHC classe | : + réponses
CTL

« Réponses variables selon

— nature de 'Ag:
1. Intracytoplasmique
2. Membranaire
3. Sécrété

— Dépend de la nature des cellules transfectées

Bertrand Bellier - DES Cambodge 2009 Em— e
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« ADN nu intramusculaire
— Q = 100ug (souris)
— + Cardiotoxine (modéles animaux)
— + adjuvants

« Electroporation
— Aprés IM
— Perméabilisation membranes cellulaires
- Q=10ug

* Injection par jet
— Biojector-2000 ; Dermojet
— Injection sous pression sans aiguille
— Q=10ug

 Biobalistique
— Gene Gun, PowderJect
— ADN sur billes d’or
— Injection sous pression de gaz
-Q=1ug

« Autres: Patch, Dermographe

e  Vectorisation de ’ADN

— Liposomes, Virosomes, ISCOM
— Vecteurs viraux ou bactériens

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009

Modalités d’injection de ’ADN

Carditoxin Electropo Dermojet Gene gun

DNA (ug) 100 10 10 0.5
injection  IM IM ID ID
B
=

RN
CAAnIE
LA SN
S

Biojector
(Bioject)

Gene gun PowderJet
(Hélios Biorad) (PowderMed)



UPmC Vecteurs viraux
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Vecteurs viraux
— Adénovirus
— Rétrovirus

e Oncorétrovirus MLV
« Lentivirus: HIV, SIV, FIV

— Poxvirus
* Vaccine : MVA, NYVAC
« Canarypox: ALVAC

— Parvovirus
*  AAV (dépendant)
. MVM

— Herpés HSV-1

— Sindbis

-VSV

— Rougeole (MV)

— Sandai

— Poliovirus

Augmente ['efficacité de transduction
— Permet de diminuer les quantités d’ADN

Renforce I'immunogeénicité:
—  « visibilité » des complexes ISCOM, des
vecteurs viraux ou bactériens
— Prise en charge préférentielle par les APC
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a Wild-type replication-
Competant virus

", Target cell
target cell and entry | 'W"Cdlbn i ‘rl

. _T’ JmnNA, ‘

Achesion of virus te | /Viral DNA

"u[ \Iﬂd' Viral protein
Gene(s) that are essential <1 gynthesis

for viral replicaticn Viricn aaa’embly .I -- E

b Recombinant replication —
defective viral vecior -

Transduction T Targe: cell
of 1arget cell Vlral DNA b N\
and vector entry | ‘ lepllcmlon

- JmJ
. _,.\ RN “‘

b Tranagens p(oteln
Viral replication genes “ synthesis /

replacad with transgen:

i .o ‘\ [“ g -
and its premoter \ .. / Tm nspor
- v (and secreticn)
% of ranagene-
® ® encoded
® Wprcein

Ne infecticus virus preducsd

Conatruction of a typical replication-defective recombinant virus
Expert Reviews in Melecular Medicine @ 1999 Cambridge University Press




UPmC Vecteurs viraux recombinants :

SRl PARISUNIVERSITAS Limite des Vecteurs viraux

B. Bellier
«  Sécurité:
— Risque de recombinaison avec virus sauvages
— Risque d’intégration (rétro — lenti )

*  Pré-immunité naturelle:
— vecteurs adénovirus
— especes virales nouvelles
— Modifications des déterminants antigéniques

* Immunité induite spécifique du vecteur: )
— interdit des immunisations répétées Prime-boost

&
Boosting ¢
vaccine

Priming ¥ i
vaccine e

lustification:
Contournement de | 'immunité induite contre le 1er vecteur
Modalité
Prime: JO / Boost J30
Avantages:
Expansion des lymphocytes mémoire a haute affinité R ]
Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009



UF’mC Immunothérapies cellulaires
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* Injection de DC préparées ex-vivo
- DC

— a partir des monocytes du sang périphérique
— Maturation des DC
— Chargement antigénes:
*  Antigene peptidique

Lysat tumoral

Transfection

Transduction

Fusion cellulaire

Antigen
— Injections (SC, IV, Intra LN) loading
€ CD154
« Applications: Meture DOs
; : z : . cosoh:
— Vaccination thérapeutique anti-tumorale vt immature DCs

CD83ned
(50 essais cliniques en cours)

cDsole
cD86lo
 Avantages j

— Renforce efficacité de vaccination peptidique \

 Limitations
— Préparation a grande échelle

b & R @ GM-CSF
S on G o \_'@ @ IL-4
- Elutriation

PBMC Monocytes

Bertrand Bellier — DES Cambodge 2009



Upmc Les nouveaux vaccins:

wacearisonversas  Comment concilier Securite-Immunogénicite-RIC

B. Bellier

Fnvelope Engineered vaccines

proteins

1. recombinant
virus

Capsid

Nucleic acid

v 2. recombinant protein ¥ antigen
infer amino acid >
sequence
%, >
o O O

4. Peptide vaccine 3. DNA vaccine

VLP VLP
Bertrand Wﬂl@%%dge 2009 héter Olog ue
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