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Vers un vaccin universel contre

la grippe ?

Cyrille Dreyfus

> Le virus de la grippe (influenza virus)
est responsable d’infections du systeme
respiratoire chez ’lhomme causant le
déces de plus de 250 000 patients lors
des épidémies saisonnieres et dont le
colt annuel est estimé a plusieurs mil-
liards d’euros [1]. Tous les 10 & 50 ans,
des pandémies émergent. Au cours du
siecle dernier, la « grippe espagnole »
(virus HIN1) de 1918 et les autres pan-
démies de 1957 (H2N2), 1968 (H3N2)
et 2009 (HIN1) ont fait entre 50 et 100
millions de victimes dans le monde.

La diversité génétique des virus de

la grippe, un frein au développement
d’un vaccin universel

La grippe est causée par des virus a ARN
de trois genres différents appartenant a
la famille des Orthomyxoviridae, dési-

gnés par les types A, B et C. Les virus de
type A sont responsables des pandémies
du siecle dernier, les virus de types A
et B sont impliqués dans les épidémies
saisonniéres. Les virus de type C ne
causent, le plus souvent, qu’une infec-
tion modérée, et ne sont pas associés
a des épidémies. Par conséquent, le
développement de stratégies thérapeu-
tiques pour combattre les infections par
les virus influenza A et B représente un
enjeu majeur.

Un des principaux freins au dévelop-
pement d’un vaccin universel contre la
grippe est la capacité du virus a modi-
fier son profil antigénique en mutant
les génes codant pour ses glycopro-
téines de surface, cibles des anticorps,
ce qui lui permet ainsi d’échapper au
systeme immunitaire de I’hote. Cette
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stratégie de diversification génétique
est partagée également par d’autres
types de virus, tels que le VIH (virus
de 'immunodéficience humaines) et le
virus de I’hépatite B [1]. Cependant,
en dépit de I’hypervariabilité dans la
séquence primaire de ces antigenes
de surface, des contraintes fonction-
nelles peuvent séverement restreindre
la variabilité du virus au niveau de
régions clefs. Ces régions, nécessaires
a Pinfection de la cellule héte par
le virus, représentent des cibles de
reconnaissance pour les anticorps neu-
tralisants.

Au cours de la derniére décennie, beau-
coup d’efforts ont été déployés afin
d’isoler et de caractériser des anti-
corps capables de neutraliser diffé-
rents sous-types de virus influenza
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Figure 1. Variabilité génétique de ’hémagglutinine. A. Arbre phylogénétique représentant les relations entre les 17 sous-types d’HA du virus
influenza A. Les sous-types encerclés sont reconnus ou neutralisés par CR9114. Les astérisques marquent les sous-types capables d’infecter les
humains. n.t. : sous-types non testés. B. Dendrogramme représentant I’ensemble des séquences d’HA du virus influenza B disponibles dans la base
de donnée du centre national pour I'information biotechnologique sur la grippe [14]. Les noms de I’ensemble des virus testés lors de notre étude
sont indiqués (adapté de [3]).
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Figure 2. Structure tridimensionnelle de ’hémagglutinine. Structure de I’HA (pdb 3GBN), la glyco-

protéine de surface majeure du virus de la grippe. HA est une protéine homotrimérique synthé-

tisée sous la forme d’un précurseur HAQ. Pour étre fonctionnelle, I’HA est ensuite clivée par pro-

téolyse en deux sous-unités HA1 (marron) et HA2 (vert), ce qui libére le peptide de fusion du coté

de I’extrémité amino-terminale de HA2. L'HA peut étre divisée en deux parties : une partie proche

de la membrane (tige) et une partie distante (téte globulaire). HAL contient le site de liaison aux

récepteurs des cellules cibles (RBS) représenté en bleue. Un a12,6 acide sialique est représenté au

niveau du RBS. HA2 contient le domaine nécessaire a la fusion des membranes virale et cellulaire.

Sous I’effet du pH acide de I’endosome, I’HA subit un changement conformationnel important et

irréversible qui est essentiel a la fusion des deux membranes.

A (bnAb, broadly neutralizing anti-
bodies) [2-6]. Nos travaux, publiés
récemment dans Science et fruits d’une
collaboration entre le Wilson labora-
tory du Scripps research institute, le
Crucell vaccine Institute et 'université
de Hong Kong [3], identifient plusieurs
anticorps capables de neutraliser dif-
férents sous-types de virus de la grippe
B. Parmi ceux-ci, CR9114 est capable
de neutraliser les virus de la grippe A et
de la grippe B. L'isolement et la carac-
térisation structurale de tels anticorps
complexés a I"hémagglutinine, le prin-
cipal antigéne de surface du virus,
ouvrent de nouvelles perspectives pour
le développement d’un vaccin universel
et de nouveaux antiviraux pour le trai-
tement de la grippe.
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Lhémagglutinine : cible des anticorps
neutralisants

Les virus influenza A sont divisés en
sous-types en fonction des propriétés
antigéniques de leurs glycoprotéines
I’hémagglutinine (HA) et
la neuraminidase (d’ou leur dénomi-
nation familiere H,N,). Les HA sont
elles-mémes divisées en deux groupes

de surface :

majeurs, rassemblant au total 17 HA
(Figure 1A). Les virus influenza B ne
ségregent pas en sous-types, mais
leur évolution est caractérisée par la
cocirculation de deux lignées possé-
dant des caractéristiques génétiques
et antigéniques différentes (Figure 1B)
[7]. U'HA, une glycoprotéine antigé-
nique présente a la surface du virus
de la grippe, est nécessaire a I'atta-

chement du virus aux acides sialiques
présents a la surface de la cellule cible,
ainsi qu’a la fusion de la membrane
virale et de la membrane cellulaire
aprés endocytose (Figure 2). HA est
la cible principale des anticorps et
constitue donc une composante clef
pour la production d’un vaccin contre
la grippe. Aujourd’hui, les vaccins sai-
sonniers sont composés des souches
dominantes des sous-types H1 et H3
du virus influenza A et de la souche
dominante du virus influenza B en cir-
culation, et permettent d’induire une
réponse immunitaire efficace contre
les épidémies saisonniéres. Cependant,
les constantes mutations - antigenic
drift - des virus en circulation néces-
sitent le renouvellement des vac-
cins tous les ans. Dans le cas d’une
pandémie, la production d’un vaccin
prendrait plusieurs mois a partir de
I’émergence du virus. De ce fait, des
stratégies de prévention ou de traite-
ment permettant de couvrir un large
spectre de souches représentent un
véritable enjeu.

Anticorps neutralisant le virus grippal
Différentes équipes de recherche, dont
la notre, ont récemment décrit des anti-
corps monoclonaux humains capables
de neutraliser différents sous-types du
groupe 1 et/ou du groupe 2 des virus
influenza A (Figure 1) [2,4-6, 8]. Jusqu’a
aujourd’hui, moins d’attention avait été
portée aux virus influenza B, probable-
ment parce qu’ils n’infectent pas les
oiseaux aquatiques, réservoir clé pour
I’émergence des pandémies. Cependant,
tous les 2 a 4 ans, les virus influenza B
sont les principaux responsables d’épi-
démies saisonniéres et causent plus de
victimes que les virus HIN1 saisonniers
d’influenza A [9].

Dans notre équipe, afin d’identifier des
anticorps monoclonaux capables de
neutraliser les virus influenza B, nous
avons construit - en utilisant la tech-
nique du phage display - une banque
d’anticorps provenant de lymphocytes B
issus de donneurs récemment vaccinés.
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CR8033 et CR8071
- Neutralisent des souches de
différentes lignées de virus influenza B
in vitro et in vivo

- Bloquent la formation de nouvelles
particules virales.

CR8071

Les phages recombinants étaient sélec-
tionnés sur leurs capacités de liaison
a des HA provenant de virus influenza
A et B, puis a des HA provenant des
deux lignées de virus influenza B. Deux
immunoglobulines, CR8033 and CR8071,
capables de reconnafitre les HA des
deux lignées d’influenza B, ainsi qu’un
anticorps, CR9114, capable de se lier a
I’ensemble des différentes HA des virus
influenza A et B testés, ont ainsi été
identifiés.

CR8033 et CR8071 neutralisent

les virus influenza B

Les études structurales réalisées par
cristallographie aux rayons X et par
microscopie électronique nous ont
permis d’identifier les épitopes recon-
nus par CR8033 et CR8071 (Figure 3).
Ces deux anticorps reconnaissent des
régions hautement conservées au niveau
de la téte globulaire de I’HA. CR8033
se lie au niveau du site de liaison aux
récepteurs, alors que CR8071 reconnalt
un épitope a la base de la téte globu-
laire de I’HA (Figure 3). Afin d’évaluer
I’efficacité de ces anticorps, nous avons
inoculé chez des souris un virus repré-
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CR9114

et influenza B in vitro et in vivo

virale et cellulaire.

CR9114

sentatif de chacune des lignées du virus
influenza B a des doses normalement
|étales. Ces tests révélent que ces anti-
corps conférent a ces souris une pro-
tection a la fois prophylactique et thé-
rapeutique contre les virus influenza B.
Alors que les anticorps reconnaissant
la téte globulaire des virus influenza
A neutralisent ces derniers en empé-
chant la fixation de I’HA aux acides
sialiques de la cellule hote, les deux
anticorps que nous avons mis en évi-
dence utilisent un autre mécanisme de
neutralisation. €n présence de CR8033
et CR8071, le virus est capable d’in-
fecter la cellule et d’y répliquer son
matériel génétique, mais sa propa-
gation est bloquée. Nous avons donc
testé la capacité de ces anticorps a
bloquer la libération de nouvelles par-
ticules virales. De fait, ces anticorps
empéchent la création de nouvelles
particules virales lors du bourgeonne-
ment a la surface des cellules hotes. Ce
mécanisme ressemble a celui du Zana-
mivir, un inhibiteur de la neuraminidase
qui bloque la libération de nouvelles
particules virales a la surface des cel-
lules infectées [10].

- Neutralise des souches de virus influenza A

- Bloque le changement conformationnel de
I’HA nécessaire a la fusion des membranes

Figure 3. CR9114, CR8033 et
CR8071 reconnaissent dif-
férentes épitopes a la sur-
face de [I’hémagglutinine.
Les différents sites de vul-
nérabilité sont représentés
en rouge. Chaque site est
unique et reconnu par un
anticorps différent. Les Fab
(fragment antigen-binding)
de CR9114, CR8071 CR8033
sont respectivement colorés

enviolet, vert et bleu.

CR9114 neutralise les
virus influenza A et B
L’anticorps monoclonal
CR9114 cible une région
similaire a celle reconnue
par les bnAb identifiés
récemment (CR6261, F10
et FI6) [2, 4, 6]. Cette
région hautement conservée se situe au
niveau de la partie de I’"HA proche de
la membrane appelée stem! (Figure 3).
Contrairement aux précédents anticorps,
CR9114 reconnalt un épitope conservé non
seulement chez tous les virus influenza A,
mais aussi chez les virus influenza B.
Uanalyse des déterminants moléculaires
de Iinteraction entre CR9114 et I’HA
nous a révélé comment, via son mode de
liaison, CR9114 est capable de neutraliser
une telle diversité de virus [3].
Les anticorps reconnaissant cette région
de "HA neutralisent le virus par un méca-
nisme nouveau, en bloquant le change-
ment conformationnel de ’HA nécessaire
a la fusion de la membrane virale avec
celle de ’endosome durant le processus
d’entrée du virus. Des tests in vitro de
microneutralisation réalisés avec CR9114
sur des virus influenza A nous ont permis
de confirmer ce mécanisme. €n revanche,
ce mécanisme n'a pas pu étre détecté
chez les virus influenza B. De récentes
études ayant montré I'importance des
fonctions effectrices des anticorps [2,

! Stem (en francais tige) correspond & la partie basale de
I’hémagglutinine proche de la membrane et située sous la
téte globulaire.



111, nous avons testé la capacité de
CR9114 a protéger des souris contre des
doses létales de différents virus influenza
A et B. Pour toutes les souches testées,
CR9114 confére aux souris une résistance
vis-a-vis des virus. Ces résultats confir-
ment I'importance des fonctions effec-
trices des anticorps, lesquelles avaient
peut-étre été jusqu'alors sous-estimées.
[ls indiquent aussi que la neutralisa-
tion in vitro n’est pas prédictive de la
neutralisation in vivo. Ces différences
de neutralisation par CR9114 peuvent
s’expliquer par la différence d’affinité de
cet anticorps pour les différents HA.

Une future thérapie universelle contre
la grippe ?

'identification et la caractérisation
d’anticorps monoclonaux capables de
neutraliser ’ensemble des virus influenza
B nous rapprochent d’une thérapie uni-
verselle contre la grippe. En particulier,
un vaccin capable d’induire la production
d’anticorps ciblant le méme épitope que
CR9114 pourrait permettre une protection
a long terme contre la plupart des virus
influenza A et B.

’enjeu consiste maintenant a tirer parti
de I'incroyable quantité d’informations
disponibles sur les anticorps neutrali-
sants pour développer et améliorer les
thérapies vaccinales contre la grippe. A
court terme, les anticorps eux-mémes
peuvent étre utilisés dans une approche

d’immunothérapie passive. L'étude struc-
turale des sites de vulnérabilité du virus
et des sites d’interactions antigene-anti-
corps fournit des informations clés pour le
développement de molécules antivirales
et la conception de petites molécules
thérapeutiques. Par exemple, des pro-
téines telles que HB36 et HB8O [12, 13],
qui imitent les interactions de "anticorps
CR6261 avec son épitope, ont récem-
ment été développées. Ces protéines sont
capables de reconnaitre différentes HA
et représentent une stratégie alternative
aux thérapies a base d’anticorps.

Les travaux récemment présentés par
notre équipe montrent que, bien que loin
d’étre atteinte, la production d’un vaccin
universel contre la grippe n'est peut-étre
plus un fantasme. Lidentification et la
caractérisation d’anticorps neutralisant
un large spectre d’HA sont une premiére
étape. Les difficultés consistent mainte-
nant a développer des stratégies permet-
tant de stimuler les cellules B produisant
des anticorps similaires a CR9114 et
d’orienter la neutralisation, non pas vers
les régions immunodominantes de I'HA,
mais vers celles hautement conservées,
qui représentent le talon d’Achille dans
la défense du virus. ¢

Towards a universal vaccine against flu?
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