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Biomarqueurs : définition et propriétés

« Caracteristigue mesurée objectivement et évaluée comme indicatrice
d’'un phénomene biologique normal, de phénomenes pathologiques ou de
reponses pharmacologiques a une intervention thérapeutique »

(NIH Biomarkers Definitions Working Group)

« ADN, ARN, protéine, métabolite, cellule, image...

« Le biomarqueur idéal :

Facilement quantifié (méthode standardisée, échantillon biologique facile d’acces)
Persistance
Données fonctionnelles

* Intérét en termes de sensibilité, spécificite, colt/bénéfice

* Intérét pour le patient, le prescripteur, le développeur de vaccins,
les agences de santé, les payeurs

0 STALLERGENES Moingeon P, Immunol Allergy Clin North Am, 2015



Deux categories de BMK d’efficacité

BMKSs prédictifs : BMKSs
sélection des patients de suivi d’efficacité

\ \ ¢

|dentification des répondeurs/non

Identification avant traitement de i .
répondeurs au cours du traitement :

patients ayant une probabilité
L, , L - Phase précose : immunité innée
éleveée de reponse a I'lTA

- Long terme : immunité mémoire

Médecine de précision, personnalisée, stratifiée...

@ STALLERGENES Moingeon P, Immunol Allergy Clin North Am, 2015



Deux approches en vue de l'identification de BMKs d’efficacité
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Approche inductive : Approche sans hypothese a priori :
mécanisme immunologique la vision « panoromique »
* Induction de lymphocytes Treg . P77

* Induction d’lgG4 bloquants

» Changements moléculaires au niveau des * Fétuine-A
cellules dendritiques (Dcreg?, DC23) (candidat biomarqueur prédictif)
(candidats biomarqueurs de suivi)
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Recherche de biomarqueurs d’efficacité de I'immunothérapie

sublinguale

» Etude chambre a pollen VO56
v’ 89 patients allergiques aux Graminées
v' 2 groupes: 1 comprimé placebo ou ORALAIR®/jour
v' Traitement pendant 4 mois

=>» Exposition réguliére en chambre a pollen (avant, pendant, apres traitement)

|dentification de patients répondeurs
et non-répondeurs

Horak et al., JACI, 2009 ; 124 : 471
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Réduction significative des symptomes au cours de I'ITSL

Challenges allergéniques

N
Vv

n=89 n=88 n=83 n=82 Statistical analysis performed
ns ** ** **k*% on changes from baseline
of ARTSS (adjusted means)
8 1 p=0.08 p=0.006 p=0.006 p=0.0005

140 parametres
immunologiques
suivis avant,

Moyenne des scores cliniques +/- SE

—¢=Active pendant et aprés
—#=Placebo traitement
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Durée (jours)
Immuno-
monitoring Visite 3 Visite 6 Visite 7 Horak et al., JACI, 2009 : 124 - 471
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L’efficacité de I'ITSL ne correle pas avec des changements au

niveau des parametres immunologiques conventionnels
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|ldentification de marqueurs associés a des cellules dendritiques

effectrices (proinflammatoires) ou réqulatrices
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- Les DC1, DC2, DC17 dérivées des monocytes contribuent a une inflammation chronique

- Changement de signatures moléculaires associées aux monocytes sanguins lors de vaccination

(/) STALLERGENES Zimmer et al., JACI, 2012 : 129 : 1020



Identification de marqueurs associés a des cellules dendritiques

effectrices (proinflammatoires) ou régulatrices (tolérogenes) (2)

Transcriptomigue
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Identification de marqueurs associés aux cellules dendritiques

réegulatrices (ex. : C1Q)
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Des marqueurs caractéristiques des cellules dendritiques régulatrices (ex. C1Q) sont

induits dans le sang de patients répondeurs cliniques

PCR sur PBMCs isolés
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L'induction de C1Q par les [ Candidats biomarqueurs
cellules sanguines est I:> d’efficacité précoce de I'ITSL
corrélée a l'efficacité clinique

Idem : Stabiline, FcyRIIIA,
FTL, SLC02B1

Zimmer et al., JACI, 2012 ; 129 : 1020
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Propriétés fonctionnelles de C1Q

 Sous unité du complément

« Secreté ou exprimé a la surface des
monocytes, macrophages, MoDCs

- Un déficit en C1Q entraine des maladies
autoimmunes severes (Lupus,
glomerulonephrite)

- Récepteur (Pattern Recognition Receptor)

impligué dans la reconnaissance des
[Pflieger D. et al., MCP, 2010] cellules apoptotiques et de complexes
immuns

Mascarell L. et al : C1Q a une activité anti-Th2 puissante

Définition d’'une DCreg : — induit des Tregs
— activité anti-inflammatoire directe

() sTALLERGENES -



Baisse des marqueurs de cellules dendritiques pro allergiques (DC2

dans le sang des patients répondeurs cliniques : ex. CD141

PCR sur PBMCs isolés
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Expression génique apres traitement

ldem : OX40L, GATAS, RIPK4

(/)STALLERGENES Gueguen C. et al, JACI, 2015, in press 13



Intérét d’'une combinaison de marqueurs reflétant les changements

DCReg/DC2 dans le sang
Courbes Receiver Operating Characteristic (ROC)

2 month-treatment 4 month-treatment

A ROC of 0.185*(-GATA3)-0.168*(-CD141)+0,001*(-RIPK4) A
+0.039*C1QA+0.121*FcyRIIIA
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q p=0.0016 (**) { p=0.0009 (***)
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100- Specificity % [ 100- Specificity %
« 2 marqueurs DCReg (C1QA, FCYRIIIA)
« 3 marqueurs DC2 (CD141, GATA3, RIPK4)
» Les changements au niveau de ces
marqueurs correlent mieux avec le
bénéfice clinique que I'induction d’lgG4
spécifiques
() sTALLERGENES Gueguen C. et al, JACI, 2015, in press



Présence de variants hypersialylés de la Fétuine-A dans le sang de patients

répondeurs cliniques

Comparaison des proteéomes sériques avant ITA (répondeurs/non répondeurs)
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Roéle régulateur de la Fetuine-A dans de nombreuses maladies

inflammatoires

= Bone development and

1 mineralisation

Fetuin-A * Fetuin-A = inhibitor of overcalcification [

JAcute Phase Protein 4 )

Cardiovascular

system , Metabolism

* Role in atherosclerosis : « Fetuin-A involved in type Il diabetes and obesity [6]
-exacerbating factor in early stage
-protective factor against vascular calcification [8! * Fetuin-A = promoter of lipid-induced insulin resistance ["]

Molecule adaptatrice (Calcium, TGFb, récepteur insuline, acides
gras, LPS,TLR4)

= Fétuine-A et inflammation allergique ?

[4] H. Wang et al., Curr Mol Med., 2012 [5] W. Jahnen-Dechentet al., J. Clin. Invest, 2003 [6] A. Ishibashi et al., J. Atheroscler Thromb, 2010
[7]1 D. Pal et al., Nature Med., 2012 [8] K. Mori et al., Advances in Clin. Chem., 2012 [9] H. Tumani et al., Neurosci. Lett., 2009 16




Etude du role de la Fétuine-A dans I'inflammation allergique :

modele asthme murin

Penh index

50

40 1

301

204

10

{_A_\
Vi

Jour -2 .10 1 2 3

t

OVA
(10pg / Alum ; i.p.)

OVA + morpholino FetA

OVA + morpholino \’

controle

aérosol

% k%%

naives

0 6.25 12.5

Métacholine (mg/mL)

25

*kkk

9
2]
Q
Q
=
®

*kkk

Variation de [FetA] sérique (%)

150 x
100
) ééé
D2D2D5DEDS D2D2D5D8DS D2D2 D5 D8 DS
naive Morpholino Morpholino
contréle FetA
Moyennes +- ET (n=3) (Test : 2-way ANOVA)
2501
200+
: 150
E
g 100
T
50+
0
sensibilisation OVA + + +
morpholino contrdle i +
morpholino FetA *




Conclusions

* |dentification de candidats BMKs de suivi :

— Combinaison de 5 marqueurs, dont 2 (C1Q et CD141) sont specifiques de
cellules dendritiques

— Confirmation au niveau des cellules dendritiques de I'importance d’'une
transition réponse Th2 » Réponse régulatrice dans I'I'TA

» Identification d’'un candidat BMK prédictif :

— Variant hypersialylé de la Fétuine A
— ROle dans la regulation de la réeponse inflammatoire (y compris allergique)

« Validation au cours de I'lITA dans des cohortes de patients allergiques aux
acariens (exposition naturelle)
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