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Vers un renouveau
du virus de la vaccine

Premier vaccin connu, le virus de la vaccine acquiert une
toute nouvelle actualité grace a son utilisation comme vecteur
de fragments exogénes d’ADN codant pour des protéines anti-

géniques d’intérét vaccinal.

e virus de la vaccine a été

employé, avec  succes,

comme vaccin pour éradi-

quer la variole et avait, par

conséquent, perdu son
intérét médical. Récemment, il a été
montré que ce virus pouvait étre
réutilisé chez ’lhomme (ou dans le
domaine vétérinaire) pour vacciner
contre d’autres maladies, puisqu’il
est possible de construire des
recombinants vaccine exprimant des
antigénes exogénes en culture de
cellules et chez I'animal. Il s’agit
d’un nouveau prototype de vaccins
vivants car, aprés inoculation 4
I’homme (ou I’animal), ce recombi-

‘nant vaccine exprimerait suffisam-

ment d’antigénes au cours de son
développement (heureusement limi-
té) dans l’organisme pour déclen-
cher la formation d’anticorps pro-
tecteurs. Cette possibilité a aussi sti-
mulé les recherches fondamentales
sur ’expression des génes du virus
vaccinal. L’originalité de ce virus est
que les systémes de transcription et
de réplication de I’ADN viral sont
codés par le virus car les génes vac-
cine sont exprimés dans le cyto-
plasme, alors que les autres virus a
ADN utilisent les systémes enzyma-
tiques présents dans le noyau cellu-
laire.

Le virus de la vaccine (poxvirus) est
un virus 4 ADN (double brin, 190
kb) de structure complexe (forme en
brique de o0,2% 0,3 um) et dont
Pexpression des genes s’effectue

dans le cytoplasme (figure 1). Il
appartient au genre des orthopox
qui comprend notamment la variole,
le cowpox, le rabbitpox et le
monkeypox.

Des infections synchrones peuvent
étre effectuées avec la plupart des
lignées cellulaires établies pour étu-
dier le cycle de développement.
Apres 'adsorption (il n’y a pas de
récepteurs membranaires spécifi-
ques connus), le génome viral est
injecté dans le cytoplasme sous la
forme d’une sous-particule virale
(nucléoide) qui contient le systéme
de transcription précoce. Les
ARNm précoces sont excrétés des
nucléoides, puis traduits en protéi-
nes précoces qui permettent la
décapsidation plus compléte de
I’ADN parental et ensuite sa répli-
cation. Les ARNm du type tardif
sont transcrits 4 partir de PADN
viral dans des sites localisés du cyto-
plasme (virosomes). La plupart des
protéines de structure sont alors
synthétisées puis assemblées dans le
cytoplasme. La membrane virale est
également synthétisée dans les
virosomes, ou I’on observe ensuite la
formation de virus infectieux intra-
cellulaires. En cultures de cellules,
la majorité des virions reste associée
aux cellules (qui ne sont pas lysées)
mais des virions peuvent étre excré-
tés (en proportion trés variable
selon les souches) aprés un transit
par le systéme de Golgi. Ces virions
extracellulaires possédent une dou-
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Figure 1. Gauche : virus de la vaccine observé au microscope électronique aprés coloration négative (grandissement : 167 000 X ).

Droite :

coupe de cellules Cl 1D infectées 24 heures par le virus vaccinal (grandissement : 23 200 X ). On notera la présence

dans le cytoplasme de virions en cours d’assemblage a divers stades du développement et notamment !existence de membranes
virales non assemblées. La membrane plasmique est en bas, avec deux virions miirs. (Clichés réalisés dans le Laboratoire de E.

L. Benedetts, Institut J. Monod).

ble membrane et la membrane
externe est alors d’origine cellulaire.
En général, plus de 10000 particu-
les virales sont produites par cellule.

Expression
cytoplasmique

Des transcriptions sélectives déclen-
chent la synthése des protéines pré-
coces, puis celle des protéines tardi-
ves. Il existe également des régula-
tions au niveau de la traduction des
ARNm, puisqu’a ’étape précoce,
les ARNm cellulaires ne sont plus
traduits et qu’il en est de méme
pour la traduction, a ’étape tardive,
de la plupart des ARNm précoces
synthétisés auparavant. Environ 75
protéines précoces et 40 protéines
tardives ont été cartographiées sur
le génome [1]. Les génes tardifs sont
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plutot rassemblés dans le centre du
génome, qui est également une
région bien conservée dans I’ensem-
ble des poxvirus [2].

On peut penser que chaque gene
constitue une unité indépendante de
transcription. En effet jusqu’a pré-
sent, les sites de transcription d’une
trentaine d’ARNm précoces ont été
cartographiés (méthode a la
nucléase Si), ainsi que ceux de 7
ARNmM tardifs (figure 2, voir p. g7).
Dans chaque cas, Iinitiation de la
transcription est relativement pré-
cise, bien que des origines multiples
décalées de quelques bases soient
parfois observées. Les séquences
ADN de controle précédent la
séquence transcrite et sont courtes
(environ 30 bases) pour les trois
promoteurs (précoces et tardifs)
analysés par mutagenése in vitro
[3,4]- Rappelons que les signaux de

controle de la polymérase II (cellu-
laire) ne sont pas reconnus par le
systeme de transcription vaccinal et
qu’il n’y a pas d’épissage des ARN,

la transcription se produisant dans-

le cytoplasme.

Bien que la longueur de I’ADN
génomique soit de 190 kb, lin-
formation génétique semble tres
compacte, avec des séquences inter-
géniques trés courtes, comme le
révéle la cartographie des ARNm
effectuée jusqu’a présent ( figure 2).
De plus, une région de I’ADN
génomique de 7,5 kb a été récem-
ment sequencée [5] et, sur onze
cadres de lecture possibles, trois
paires adjacentes sont chevauchan-
tes. Enfin, la séquence ARN en
amont du cadre de lecture (leader)
de plusieurs ARNm vaccine est
réduite a quelques bases. On peut
donc prévoir que les régions de con-
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trole de certains ARNm pourront
étre transcrites (ou méme traduites)
dans un gene adjacent !

La terminaison de la transcription
des ARNm précoces se produit dans
des régions définies sur quelques
dizaines de nucléotides. Les
quelques cartographies des extrémi-
tés 3° des ARNm précoces effectuées
jusqu’a présent indiquent [Pexis-
tence de terminateurs faibles (ou la
synthése de PARN ne s’arréte pas
toujours) et de terminateurs forts, ce
qui suggeére l’existence de deux
mécanismes possibles pour la termi-
naison. Bien que la question ne soit
pas totalement résolue, il ne semble
pas que les ARNm précoces (1 kb

en moyenne) dérivent d’'un précur-

seur par clivage enzymatique. Par
contre, la terminaison des ARN tar-
difs est pratiquement aléatoire,
puisqu’elle se produit de fagon con-
tinue sur plusieurs milliers de
bases! Il en résulte que la taille d’un
ARNm tardif peut varier de 1 a
3 kb. Cette hétérogénéité 3’ n’empé-
che pas ces ARN d’étre trés bien
traduits, puisque 'extrémité s’,
elle, est fixée bien précisément.

Il est probable que, dans les pro-
chaines années, les systéemes de
transcription précoces et tardifs du
virus vaccinal seront connus au
niveau moléculaire. En effet, PARN
polymérase associée aux virions a
déja été solubilisée des particules
virales et purifiée partiellement (elle
comporte de nombreuses sous-uni-
tés), mais I’existence d’un facteur
soluble assurant I’initiation correcte
de la transcription précoce n’a été
suggéré que trés récemment [6]. On
dispose également d’extraits de cel-
lules infectées par le virus de la vac-
cine, qui permettent d’initier cor-
rectement la transcription des génes
tardifs [7, 8]. Par ailleurs, la plupart
des sous-unités de ’ARN polymé-
rase seront prochainement cartogra-
phiées sur le génome et on peut
penser que la structure des signaux
ADN de controle précoces et tardifs
sera assez rapidement résolue, d’au-
tant plus que les plus efficaces de
ces signaux sont d’intérét pratique
pour la mise au point de vecteurs
vaccine. Notre laboratoire a déja
isolé une dizaine de ces fragments
de PADN du virus vaccinal [g].

ARNm précoces : ARN messa-
gers viraux transcrits des virus
tmfectants qus sont injectés dans le
cyctoplasme.

ARNm tardifs : ARN messagers
viraux transcrits de I’ ADN viral
répliqué dans le cytoplasme.

nucléoides : particules virales
dont la membrane a été éliminée
et constituées par ' ADN associé
a une douzaine d’activités enzy-
matiques.

transcription : copie en ARN
(en général ARN messager) d’un
des deux brins de ' ADN.

* GLOSSAIRE *

transfection : introduction de
T ADN dans des cellules (infec-
tées) en vue de leur intégration
dans I ADN génomique du virus
de la vaccine (pour les travaux
mentionnés dans cet article).

traduction : synthése d’une pro-
téine selon la séquence des nucléoti-
des d’un ARN messager.

virus RP : rabbit poxvirus (diffé-
rent des virus de la myxomatose
et du virus du fibrome de Shope,
qui sont également des poxvirus).

virus défectif : mutant ne pou-
vant pas se répliquer en 'absence
de co-infection par un virus appor-
tant la fonction défective.
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Figure 2. Cartographie des ARNm du virus de la vaccine (juillet 1985). Les 130 Kb de la partie gauche de ' ADN
génomique sont représentés avec les sites Hind I11 (les fragments correspondants sont désignés A— Q). ITR : Inversion terminale
répétée présente a chaque extrémité de ' ADN; VGF : facteur de croissance vaccinal [15, 16]; hr : géne de permissivité pour
la croissance du virus de la vaccine dans les cellules humaines [14]; ARN pol : deux des sous-unités de ' ARN polymérase
codée par le virus vaccinal; TK : Thymidine kinase; VPrih, pVP4b, pVPga : protéines de structure du virus. (Compilation
des résultats publiés par différents laboratoires).

Dés 1966, I'étude de mutants isolés
du virus RP (rabbit poxvirus) avait
montré qu’une analyse génétique
des poxvirus était possible, car des
recombinaisons génétiques tres fré-
quentes se produisaient au cours de
la réplication de ’ADN viral.
Génétique
du virus vaccinal

Plus récemment, quatre collections
de mutants thermosensibles (qui ne
se multiplient qu’a des températu-
res supérieures a 30°C) ont été iso-
lées. Ces mutants ¢s se répartissent
en une trentaine de groupes de com-
plémentation et des cartes généti-
ques ont été établies. Les
cartes physiques ont été obtenues
ensuite [10, 11, 12], dés que des
expériences de transfection ’ADN
vaccine ont été deécrites [13].
L’ADN génomique n’est pas infec-
tieux, mais il a été montré qu’un
fragment d’ADN génomique (du
type sauvage) transfecté par des
techniques classiques dans les cellu-
les prealablement infectées par le
virus mutant, se recombine a
ADN génomique du mutant, ce
qui aboutit a la formation de virions
du type sauvage. Cette technique
classique du sauvetage du marqueur
a permis d’établir les cartes physi-
ques des mutants fs: tous ces
mutants sont situés dans la région
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centrale du génome et sur une cen-
taine de kb seulement. Ce résultat
indique qu’environ la moitié du
génome concerne des génes assurant
la reproduction du virus, alors que
le reste de PADN coderait pour des
fonctions non indispensables a la
reproduction des virions en culture
de cellules. Cette interprétation est
confirmée par [lisolement de
mutants non défectifs de délétions
de 10 kb dans la région gauche, alors
que la région déletée contient une
dizaine de génes qui sont exprimés
en culture de cellules. De plus, un
mutant de restriction d’héte (virus
défectif pour les cellules humaines)
ayant une delétion de 17 kb située
dans la région gauche de 'ADN a
été isolée; le gene correspondant a
été localis¢ récemment [14]. Ces
résultats suggérent qu’une partie

importante du génome du virus de -

la vaccine concerne des fonctions
impliquées uniquement dans la pro-
pagation du virus dans P'organisme
et donc des interactions virus-cel-
lule dispensables selon le type de
cellules infectées. La connaissance
de ces fonctions serait trés impor-
tante pour comprendre, au niveau
moléculaire, comment un virus est
pathogéne. En effet, la variole et
Pectromélie sont tres pathogénes,
alors que la vaccine lest trés peu.
On peut penser que certains genes
viraux responsables de la pathogéni-

cité pourraient étre similaires a des
genes cellulaires exprimés normale-
ment 4 certaines étapes de la diffe-
renciation. Il n’est donc peut-étre
pas fortuit de trouver des analogies
de séquences de certaines protéines
vaccine avec des facteurs de crois-
sance cellulaires [15, 16, 17].

Un nouveau type
de vaccins?

L’originalité des recombinants vac-
cine comme vaccin réside dans
I'inoculation d’un recombinant vac-
cine vivant qui exprime un antigéne
exogene approprié au cours de la
réplication (limitée) de ce recombi-
nant. Cet antigéne doit étre produit
en quantité suffisante pour déclen-
cher la réponse immunitaire. Des
prototypes remplissant ces condi-
tions chez l’animal ont déja été
obtenus. Regardons comment ils
sont construits.

Nous avons vu que les recombinai-
sons de ’ADN vaccine répliqué
dans le cytoplasme sont tres
fréquentes. Cela permet d’intégrer
de PADN étranger dans le virus
vaccinal dans la mesure ou ces
recombinaisons in vivo se pro-
duisent méme si le fragment ’ADN
transfecté contient une séquence
d’ADN non vaccine, car une région
d’homologie vaccine est présente de
part et d’autre de la séquence non

97



—_—
@8

REFERENCES mum—

18. Panicali D, Davis SW, Weinberg RL, Paoletti
E. Construction of live vaccines by using geneti-
cally engineered poxviruses: biological activity of
recombinant vaccinia virus expressing influenza
virus hemagglutinin. Proc Natl Acad Sci USA
1983; 80: 5364-8.

19. Smith GL, Mackett M, Moss B. Infectious
vaccinia virus recombinants that express hepatitis
B virus surface antigen. Nature 1983; 302: 490-5.

20. Smith GL, Moss B. Infectious poxvirus vec-
tors have capacity for at least 25,000 base pairs of
foreign DNA. Gene 1983; 25: 21-8.

21. Paoletti E, Lipinskas BR, Samsonoff C, Mer-
ger S, Panicali D. Construction of live vaccines
using genetically engineered poxviruses: biologi-
cal activity of vaccinia virus recombinants expres-
sing the hepatitis B virus surface antigen and the
herpes simplex virus glycoprotein D. Proc Natl
Acad Sci USA 1984; 81: 193-7.

22. Smith GL, Murphy BR, Moss B. Cons-
truction and characterization of an infectious vac-
cinia virus recombinant that expresses the
influenza hemagglutinin gene and induces resis-
tance to influenza virus infection in hamsters.
Proc Natl Acad Sci USA 1983; 80: 7155-9.

23. Smith GL, Godson GN, Nussenzweig V,
Nussenzweig RS, Barnwell J, Moss B. Plasmo-
dium knowlesi sporozoite antigen: expression by
infectious recombinant vaccinia virus. Science

1984; 224: 397-9.

24. Kieny MP, Lathe R, Drillien R, et al,
Expression of rabies virus glycoprotein from a
recombinant vaccinia virus. Nature 1984; 312:
163-6.

25. Wiktor T J, McFarlan RI, Reagan K], et al.
Protection from rabies by a vaccinia virus recom-
binant containing the rabies virus glycoprotein
gene. Proc Natl Acad Sci USA 1984; 81: 7194-8.

26. Moss B, Smith GL, Gerin JL, Purcell RH.
Live recombinant vaccinia virus protects chim-
panzees against Hepatitis B. Nature 1984; 311:
67-9.

REVUES GENERALES SUR LE VIRUS
VACCINAL :

Dales S, Pogo BGT Biology of poxvirus. In:
Kingsbury DW, Zur Hausen H, eds. Virology
Monographs, Vol. 18. Springer-Verlag, 1981.

Moss B. Replication of poxviruses. In: Fields
BN, ed. Virology. New York: Raven Press, 1985:
685-703.

Wittek, R. Organization and expression of the
poxvirus genome. Experientia 1982; 38: 285-96.

vaccine. Pour obtenir un virus non
defectif, il suffit de réaliser ces
insertions dans la région de ’ADN
non essentielle gauche [18] ou dans
le géne codant pour la thymidine ki-
nase vaccinale situé au centre du gé-
nome [19]. Ces expériences d’inser-
tion d’ADN exogene sont relative-
ment faciles a effectuer en
employant les techniques classiques
du génie génétique, et jusqu’a 25 kb
d’ADN exogéne ont pu étre ainsi
ajoutés a ’ADN vaccinal [20]. Pour
assurer l’expression de séquences
codantes exogeénes au virus vaccinal,
nous avons vu qu’il était nécessaire
de placer, en amont, un promoteur
du type vaccine. Jusqu’a présent,
un promoteur endogéne situé dans
la région gauche de ’ADN viral a
été employé, ainsi qu’un fragment
de 275 paires de bases contenant
deux promoteurs précoce et tardif,
placés en tandem. Ces deux signaux
ont permis d’exprimer en culture de
cellules des séquences d’ADN
d’intérét médical : antigéne de sur-
face du virus de I’hépatite B [19,
21], glycoprotéine D du virus her-
pétique [21], hémagglutinine du
virus grippal [18, 22], antigéne de
plasmodium [23] et glycoprotéine
du virus rabique [24, 25]. Dans tous
les cas, il s’agit de protéines a locali-
sation membranaire (ou excrétées
des cellules), car des propriétés anti-
géniques sont recherchées.
L’utilisation de recombinants du
virus vaccinal comme vaccin vivant
pour protéger contre d’autres mala-
dies infectieuses a été proposée par
E. Paoletti et indépendamment par
B. Moss, qui ont montré que I’ino-
culation a différents animaux (lapin,
souris, hamster) de ces recombi-
nants vaccine provoque I’apparition
d’anticorps circulants. De plus, ces
animaux vaccinés par un recombi-
nant vaccine sont bien protégés
contre une infection ultérieure par
I’agent infectieux correspondant.
Dans le cas de l'inoculation d’un
recombinant hépatite B/vaccine a
trois chimpanzés (dont un controle),
les deux animaux vaccinés ont
résisté a I'inoculation ultérieure de
virus de ’hépatite B [26]. Ces expé-
riences suggerent qu’il devrait étre
possible d’utiliser les recombinants
vaccine chez I’homme, et sans doute
plus rapidement, dans le domaine
vétérinaire W

Summary

Vaccinia virus is a poxvirus
containing a 190 kb double-
stranded DNA which replicates
in the cytoplasm. Presently, 31
early and 7 late mRNAs have
been precisely mapped on the
genome. The early and late pro-
moters are specific to vaccinia
and seem to correspond to relati-
vely short DNA sequences
which are present upstream the
corresponding coding sequence.
Genetic studies strongly suggest
that many viral genes are not
required for virus growth in cell
cultures but are probably impor-
tant for an efficient infection in
the organism. Recently, vaccinia
virus has been developed as a
vector and several foreign anti-
gens have been expressed,
among them human hepatitis B
surface antigen and rabies glyco-
protein. The inoculation of vac-
cinia recombinants to laboratory
animals induces a successful vac-
cination against the correspon-
ding diseases. Therefore, vacci-
nia recombinants may be used as
live vaccine in the medical and
veterinary domains.
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