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Vaccins recombinants vivants
multivalents et vaccins ADN

La recherche en vaccinologie moderne fait appel & un ensemble de technolo-
gies nouvelles en immunologie, biochimie, biologie moléculaire et microbio-
logie, et vise & répondre 4 une série de questions qui sont fondamentales pour
le développement de nouveaux vaccins et I'amélioration de ceux déja exis-
tants. Ces questions peuvent concerner la diminution du nombre de doses
nécessaires & une protection, I'administration non invasive par la voie mu-
queuse, ou simplement la diminution des cofits. Les domaines d’investigation
sont donc l'identification des mécanismes de la réponse immunitaire protec-
trice aprés vaccination ou infection, et les approches biotechnologiques né-
cessaires pour induire cette réponse protectrice, méme dans le cas ot 'infec-
tion naturelle ne le ferait pas.

Parmi ces nouvelles technologies en vaccinologie, le développement de vac-
cins recombinants vivants et multivalents et celui de la vaccination par ADN
occupent des places trés importantes dans les recherches par les laboratoires
académiques et industriels, comme en témoigne le nombre impressionnant de
publications scientifiques qui paraissent chaque semaine sur le sujet.

Vaccins recombinants vivants multivalents

De nombreux vaccins recombinants vivants multivalents sont fondés sur
l'atténuation de pathogénes. Les avantages de ces vaccins sont liés & leur
capacité d’imiter une infection naturelle. Dans beaucoup de cas, mais pas
toujours, une infection naturelle entraine une réponse immunitaire forte et de
longue durée. La possibilité de faire produire des antigénes hétérologues par
ces pathogénes atténués permet, en outre, d’induire une immunité contre
plusieurs agents infectieux simultanément. Cependant, une des difficultés
majeures est d’aboutir & une atténuation suffisante sans perte d’immunogéni-
cité et sans risque de réversion.

Deux types de vecteurs atténués peuvent étre distingués : les vecteurs bacté-
riens et les vecteurs viraux. Chaque type comporte des avantages et des
inconvénients. Les virus sont capables de produire des antigénes modifiés ou
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de les exprimer dans le cytoplasme de la cellule hote, tandis que les bactéries
ne peuvent généralement pas modifier les antigénes et les présentent de
manidre extra-cytoplasmique dans la plupart des cas. D’autre part, le nombre
d’antigénes qui peuvent étre produits par une bactérie est, en principe, plus
élevé que ceux qui peuvent étre produits par des virus. Enfin, une bactérie
peut &tre éliminée par un traitement aux antibiotiques, en cas de probléme, ce
qui est plus difficile pour un virus.

Vecteurs viraux

Plusieurs virus ont été modifiés génétiquement afin de pouvoir les utiliser
comme vecteurs de vaccination.

Virus de Ia vaccine

Le vecteur viral le plus utilisé est, sans doute, le virus de la vaccine (Paoletti,
1996). Il s’agit d’un poxvirus & enveloppe, & ADN bicaténaire de grande taille
(environ 190 kb) et a réplication cytoplasmique. Le virus de la vaccine a été
le premier vaccin utilisé dans la prévention de maladies infectieuses, en
I'occurrence de la variole. Connu par les Chinois déja dans ’Antiquité et
rendu célebre par Jenner 2 la fin du XVIII® siécle, il a été extensivement utilisé
dans le programme de vaccination massive lancé par 'OMS en 1967 et a
permis d’éradiquer la variole depuis 1980. Les premiers virus de la vaccine
recombinants ont été décrits en 1982 et certains résultats spectaculaires ont
été obtenus, notamment dans la lutte contre la rage par un virus de la vaccine
produisant la glycoprotéine G du virus de la rage. Ce virus recombinant a été
utilisé avec succés comme vaccin oral sur le terrain pour éliminer la rage du
renard & 'échelle d’une région en Belgique. D’autres utilisations du virus de la
vaccine peuvent &tre citées : 'expression de 7 antigénes différents de Plasmo-
dium falciparum, agent du paludisme, 'expression des antigénes de carcinome
colorectal, de ’hémagglutinine-neuraminidase du virus de la maladie de New-
castle. Les avantages du virus de la vaccine, par rapport 2 d’autres vecteurs
viraux, incluent la grande taille de son génome qui tolere l'introduction de
gros fragments d’ADN étranger (jusqu’a 25 kb), 1a stabilité des recombinants
et sa capacité de se répliquer dans beaucoup de types cellulaires différents.
Cependant, la réactogénicité de ce virus est trop importante, ce qui a conduit
a développer des virus apparentés qui sont soit déficients dans leur réplication
(NYVAC) ou dont la réplication est restreinte & des espéces animales non
humaines (Avipox). D’autres inconvénients sont liés & la difficulté d’utiliser
ces virus chez des sujets vaccinés contre la variole. D’autre part ce vecteur ne
pourra, en principe, &tre utilisé qu'une seule fois en raison de 'immunité qu'’il
induit contre lui-méme.

Virus de la poliomyélite

Le virus de la poliomyélite, un picornavirus & ARN de petite taille (7,5 kb),
sans enveloppe, a également été développé comme vecteur vaccinal (Andino
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et coll., 1994). Ces vecteurs sont basés sur le virus atténué, largement utilisé
comme vaccin contre la poliomyélite, et permettent de présenter des épitopes
a la surface du virion, car la structure tridimensionnelle du virus est connue.
Son administration orale est non-invasive, et permet d’induire une réponse
immunitaire mucosale. Le vaccin peut étre donné peu de temps apres la
naissance. Cependant, il persiste un faible risque d’induction de polio par la
vaccination. D’autre part, son utilité est limitée par le fait que son génome ne
tolere que des insertions de relativement petite taille et que les antigénes
chimériques souffrent, souvent, d’instabilité génétique.

Adénovirus

Les adénovirus sont actuellement considérés comme vecteurs de vaccination,
car ils sont utilisés en thérapie génique. Par ailleurs, certains sérotypes (4 et 7)
de ce virus &8 ADN bicaténaire linéaire (30-40 kb), et & réplication nucléaire
sans intégration, sont utilisés depuis 1969 comme vaccin oral contre des
affections respiratoires, surtout chez les militaires. Ce virus est facile 4 cultiver
et les recombinants induisent une bonne réponse immunitaire chez les ron-
geurs. Malheureusement, ils sont moins immunogenes chez les primates. Le
virus est capable d’empaqueter jusqu’a 1,2 kb I’ADN étranger ; les construc-
tions de plus grande taille sont souvent instables. Cependant, la délétion de
certains génes viraux permet d’augmenter la capacité d’empaquetage. Ces
virus requierent alors des virus « helper » auxiliaires pour leur réplication, ce
qui pose souvent le probléme de la purification des virus défectifs, sans
contamination par les virus auxiliaires.

Rétrovirus

D’autres vecteurs viraux sont des rétrovirus. Un virus dérivé du virus du
sarcome de Roux et exprimant ’hémagglutinine du virus de la grippe s’est
montré efficace contre la grippe aviaire chez le poulet. Ces virus présentent
une instabilité génétique en raison de I'infidélité notoire de la transcription
inverse. Des constructions génétiques ont également conduit a l'utilisation du
virus de la grippe comme vecteur de présentation d’épitopes T et B. Cepen-
dant, ce virus pose des probleémes d’atténuation. Le phénotype thermosensi-
ble, actuellement le plus utilisé, est sujet a réversion ou suppression. D’autres
mutations sont donc nécessaires, comme des mutations ponctuelles multiples
ou des mutations dans des régions codant des protéines aux fonctions essen-
tielles, telles que ’ARN polymérase.

Le virus de I'Herpes simplex de type I (HSV) a aussi été étudié comme vecteur
vaccinal. Sa taille génomique est relativement grande (125-229 kb) et tolere
jusqua 9 kb ’ADN supplémentaire. Par ailleurs, une partie de son génome
(30 kb) code des protéines non essentielles et peut donc &tre remplacée. Les
différentes approches d’atténuation décrites concernent le géne de la thymi-
dine kinase, celui d’un activateur « immediate-early », un géne impliqué dans
la neurovirulence (RL1) ou dans la réplication du virus. Certaines de ces
atténuations rendent le virus dépendant d’un virus auxiliaire, ce qui pose 201
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encore le probleme de sa purification. Par ailleurs, plus de 70 % de la popula-
tion humaine est infectée par 'HSV, ce qui rend une recombinaison entre le
virus sauvage et un virus atténué possible chez un sujet vacciné.

Vecteurs bactériens

Lutilisation de vecteurs bactériens est possible grace, d'une part a I'atténua-
tion génétique de bactéries pathogeénes, et d’autre part & I'expression d’antige-
nes chez des bactéries commensales, non pathogénes.

Salmonella typhi

La souche Salmonella typhi Ty21a est la seule souche actuellement licenciée et
utilisable, comme vaccin vivant contre la figvre typhoide chez ’homme. Elle
est administrable oralement et induit une immunité mucosale et systémique.
Cependant, la mutation responsable de l'atténuation n’est pas clairement
identifiée et 'immunogénicité d’antigénes recombinants exprimés chez ce
micro-organisme est relativement faible. Par la suite d’autres souches ont été
développées en ciblant de maniére dirigée des génes 4 muter pour conduire a
une atténuation (Hormaeche et Kahn, 1996). Certains de ces génes candidats
interviennent dans la biosynthése d’acides aminés aromatiques (les génes
aroA, aroC) ou dans la régulation par '’AMPc (les génes cya et crp, codant
respectivement ’adénylate cyclase et le récepteur de TAMPc). D’autres atté-
nuations visent plus les mécanismes directement impliqués dans la virulence,
tel le géne cdt (pour « deep-tissue colonization ») ou les geénes phoP/Q, codant
un systeéme de régulation de la virulence chez Salmonella. Pour toutes ces
approches, la difficulté majeure est de trouver un équilibre acceptable entre la
virulence résiduelle et I'immunogénicité.

Lexemple de Salmonella illustre aussi trés bien les problemes généraux rencon-
trés lors de lutilisation de bactéries comme vecteurs de vaccination hétérolo-
gue. Ces problémes concernent les difficultés a prédire le niveau d’expression
d’un géne étranger, la stabilité et 'immunogénicité de son produit ; le niveau
d’expression n’étant pas nécessairement corrélé au niveau d’immunogénicité.
La stabilité génétique chez les salmonelles recombinantes peut aussi poset des
probleémes, car des plasmides recombinants peuvent étre perdus facilement,
surtout si le transgéne est exprimé 2 un niveau élevé. Un certain nombre de
nouvelles stratégies tentent de remédier & ces inconvénients par l'introduc-
tion des transgénes dans le chromosome bactérien ou par imposition d’une
pression sélective in vivo chez le sujet vacciné afin de maintenir le plasmide
recombinant.

BCG

Le bacille de Calmette et Guérin (BCG), souche atténuée de Mycobacterium
bovis apres plus de dix années de passages, a été utilisé depuis de nombreuses
années comme vaccin contre la tuberculose. Il s’agit peut-étre du vaccin le
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plus utilisé dans le monde, avec une incidence d’effets secondaires graves
remarquablement faible. Les bases moléculaires de I’atténuation ne sont pas
connues. Le vaccin peut étre administré dés la naissance. Sa production est
facile. Il porte une adjuvanticité incorporée par la composition de la paroi
mycobactérienne. Il induit une réponse cellulaire et humorale et peut &tre
administré par voie sous-cutanée, orale ou intranasale (Lagranderie et coll.,
1997). Depuis une dizaine d’années, plusieurs laboratoires ont développé des
outils moléculaires permettant de produire des antigénes hétérologues chez le
BCG (Stover et coll., 1992). Certains résultats d’immunogénicité et de pro-
tection chez I'animal sont trés encourageants, mais I'immunogénicité chez
’homme n’a pas encore été établie. Lutilisation du BCG recombinant est
compliquée par l'existence de différentes sous-souches qui ont été générées au
départ de la souche originale. Par ailleurs, l'utilisation du BCG entrave
I'utilisation de la tuberculine pour le diagnostic de I'infection par Mycobacte-
rium tuberculosis, une stratégie qui est utilisée dans plusieurs pays pour le
contrdle de la tuberculose. Finalement, le BCG est de croissance trés lente et
la biologie moléculaire des mycobactéries n’est qu’a ses débuts.

Autres bactéries

Parmi les autres pathogenes atténués testés pour 'instant dans des modeles
animaux, on peut citer Listeria monocytogenes, bactérie capable de pénétrer
dans le cytoplasme (Ikonomidis et coll., 1997). De ce fait, certains antigénes
produits par cette bactérie peuvent induire une bonne réponse cellulaire de
type THI et de type cytotoxique (CTL pour Cytotoxic T Lymphocytes). La
manipulation du germe est relativement aisée et I'administration peut &tre
orale. Cependant, l'atténuation génétique de ce micro-organisme n’a pas
encore été beaucoup étudiée et aucun essai chez ’lhomme n’a été rapporté.

Lagent de la coqueluche, Bordetella pertussis, a récemment été proposé comme
vecteur recombinant vivant. D’administration nasale facile, ce vecteur est un
bon inducteur de réponses mucosales, humorales et cellulaires. Les antigénes
étrangers peuvent &tre exposés 2 la surface ou sécrétés par la bactérie et
atténuation est possible grace & 'avancement des connaissances au niveau
‘moléculaire des facteurs principaux de virulence (Mielcarek et coll., 1998).
Cependant, méme si ce vecteur s'est avéré prometteur chez la souris, aucun
essai chez ’lhomme n’a encore été réalisé.

La bactérie Shigella a également fait 'objet de nombreuses tentatives d’atté-
nuation et plus de 15 souches sont actuellement testées, dont certaines chez
’homme. Des vaccins trivalents ont été développés en exprimant des génes de
Shigella sonnei et Shigella dysenteriae chez Shigella flexneri 2a T32. Un certain
nombre de systemes génétiques développés pour Salmonella, tels que le « Asd-
balanced lethal vector system » (Tacket et coll., 1997) ont été adaptés pour
Shigella afin d’augmenter la stabilité des transgénes. 203
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Bactéries commensales

Les bactéries commensales, ne nécessitant pas d’atténuation, constituent une
alternative aux pathogénes atténués potentiellement intéressante (Medaglini
et coll., 1997). Certaines de ces bactéries, comme les bactéries lactiques, sont
d’ailleurs utilisées depuis longtemps dans I'industrie agro-alimentaire et consi-
dérées comme « GRAS » (pour. generally regarded as safe). Cependant, I'im-
munogénicité des antigénes étrangers produits par ces bactéries n’a pas encore
été beaucoup étudiée et les outils moléculaires restent encore a développer
pour beaucoup d’entre eux. Une question importante & résoudre est celle de la
nécessité éventuelle d’une colonisation par ces bactéries pour induire une
réponse immune. Certains systémes génétiques ont récemment été dévelop-
pés pour les bactéries telles que Streptococcus gordonii, Lactococcus lactis, Lacto-
bacillus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus et, dans certains cas,
une bonne réponse immune a pu étre obtenue contre un antigéne modele
chez la souris (Robinson et coll., 1997).

Vaccins ADN

Déja, dans les années cinquante, il a été observé que I'injection de chroma-
tine isolée de tumeurs pouvait induire des tumeurs chez les rongeurs. Ensuite,
il fut établi que le principe actif de cette chromatine était ’ADN. Une dizaine
d’années plus tard, il fut montré que l'injection ’ADN du Polyoma wirus
induisait 4 la fois des tumeurs et la production d’anticorps contre ce virus.
Mais c’est dans les années quatre-vingt-dix que « 'immunisation génétique »
a pris son véritable essor (Chattergoon et coll., 1997 ; Donnelly et coll.,
1997 ; Manickan et coll., 1997 ; Molling, 1997). Linjection dans la peau ou
dans le muscle I’ADN plasmidique (quelques nanogrammes a4 100 pg) peut
aboutir & 'induction d’une réponse immune cellulaire et humorale contre
I'antigéne codé par le plasmide, voire méme a la protection contre une
infection. Plusieurs types d’infections ont été testés chez la souris, tels que
celles par le virus de la grippe, le virus de ’hépatite B, Plasmodium yoelii, M.
tuberculosis, cas pour lesquels une protection significative a pu étre obtenue.

Avantages des vaccins ADN

Les vaccins 8 ADN présentent certains avantages. Les vecteurs sont relative-
ment faciles & construire et 4 produire en grandes quantités. Ils sont stables &
température ambiante et ne nécessitent pas une chatne du froid. Ils permet-
tent méme de vacciner avec des antigénes « rares » ou instables. Générale-
ment, quelques dizaines de microgrammes suffisent pour induire une réponse
cellulaire et/ou humorale. I est possible de construire des vecteurs multiples,
comprenant différents génes codant de multiples antigénes. Comme pour les
vecteurs viraux, les vaccins & ADN permettent une modification post-
traductionnelle fidele du ou des antigéne(s) produit(s). Il est possible de



Vaccins recombinants vivants multivalents et vaccins ADN

moduler & facon la réponse immune par la coexpression de cytokines ou
d’autres molécules immunomodulatrices. Certaines séquences plasmidiques,
appelées « immunostimulatory sequences » (ISS), sont immunostimulatrices
par elles-mémes. La présence de ces séquences augmente les réponses humo-
rales et cellulaires aprés injection intradermique ; chez la souris, le profil
isotypique des anticorps peut méme &tre changé aprés coadministration intra-
musculaire avec un antigéne.

Chez la souris, les réponses immunitaires sont généralement de longue durée.
Elles semblent &tre moins persistantes chez les primates. La production d’IgA
sécrétoire ou de réponse mucosale n’est généralement observée ni chez la
souris ni chez les primates. Chez la souris, I'isotype dominant est, souvent,
'[gG2a et la production d'IgE est souvent inhibée. Ces profils sont compati-
bles avec une prédominance de cytokines de type TH1. Non seulement le
type de réponse immune peut &tre modulé, d’'une part par les ISS ou la
coexpression de molécules immunomodulatrices, mais aussi par le mode d’ad-
ministration. Ainsi, une injection intramusculaire induit plutdt la production
de cytokines de type TH1, tandis que 'injection par « gene gun » induit plutdt
une réponse de type TH2 (Feltquate et coll., 1997) ; I'injection par « gene
gun » ne nécessite souvent que quelques nanogrammes, tandis que plusieurs
dizaines de pg sont nécessaires par injection intramusculaire ; I’'expression des
antigénes ne dure que 2 a 3 jours aprés injection par « gene gun », mais peut
durer plusieurs mois aprés injection intramusculaire.

De nombreuses recherches sont encore nécessaires pour améliorer la compré-
hension des mécanismes de présentation d’antigénes par des vaccins 8 ADN.
Lexpression des transgenes dans les cellules musculaires peut conduire 4 une
présentation dans le contexte du complexe majeur d’histocompatibilité, mais
les molécules costimulatrices, nécessaires & une bonne induction du systéme
immunitaire, font défaut au niveau de ces cellules. Il est donc possible qu’il y
ait d’abord expression dans les cellules somatiques et ensuite transfert de
I'antigéne aux cellules présentatrices d’antigenes.

Une nouvelle voie particuliérement intéressante est la combinaison des vac-
cins 3 ADN et des vecteurs bactériens. En effet, plusieurs syst2mes bactériens,
tels que Shigella, Escherichia coli et Salmonella, sont maintenant en voie de
développement pour délivrer ’ADN nu par application mucosale (Darji et
coll., 1997 ; chapitre 9 du présent ouvrage).

Inconvénients potentiels des vaccins ADN

Un certain nombre de questions concernant I'innocuité doivent étre abordées
avant de pouvoir proposer un vaccin & ADN. Ainsi, il existe une possibilité
théorique que ’ADN étranger puisse s'intégrer dans un des chromosomes du
sujet vacciné. Les plasmides utilisés actuellement sont circulaires, et restent
sous forme d’épisomes sans réplication chez 'héte. Il convient également
d’éviter toute région homologue avec ’ADN de 'héte, afin de prévenir une 205
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recombinaison homologue. Généralement PADN péneétre dans des cellules
qui ne se divisent pas (cellules musculaires, cellules dendritiques). Des tests
chez la souris ont montré que la fréquence d'intégration devait étre inférieure
a 1 000 fois le taux de mutations somatiques. Un autre aspect important a
considérer est la possibilité éventuelle d’induction de tolérance ou d’auto-
immunité. Il a été observé depuis longtemps que I'injection répétée de petites
quantités d’antigéne peut induire une tolérance. Cependant, ce phénomene
n’a jamais été observé chez les souris adultes immunisées avec 'ADN ; au
contraire, certaines expériences ont montré que la vaccination par ADN
pouvait lever une tolérance (Davis et coll., 1997). En revanche, chez la souris
nouveau-né ’ADN peut induire une tolérance, alors que I'antigéne protéique
correspondant ne le fait pas (Donnelly et coll., 1997). Létude de I'induction
éventuelle de la production d’anticorps anti-ADN est particulierement im-
portante, dans la mesure ou les anticorps anti-ADN sont rencontrés pour
certaines maladies auto-immunes telles que Lupus erythematosus.

En conclusion, les nouvelles approches pour le développement de vecteurs
vivants recombinants et pour la vaccination par ADN sont trés prometteuses.
Une premiére génération de vecteurs a permis de montrer la faisabilité des
concepts, mais reste d’utilisation assez limitée avec parfois des résultats déce-
vants chez ’homme en regard des résultats préliminaires encourageants obte-
nus chez les rongeurs. Cependant, une nouvelle génération de vecteurs se
développe dans plusieurs laboratoires et il est permis d’espérer qu’avec les
progres de nos connaissances en immunologie humaine et en biotechnologie,
ils pourront aboutir & une, voire plusieurs, stratégies vaccinales efficaces.
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