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RESUME. Selon de nombreuses études, les vaccins recombinants fondés sur les adénovirus capables ou non
de se multiplier sont des candidats potentiels pour la vaccination contre les maladies animales et humaines.
lIs ont démontré leur capacité a exprimer des génes exogénes a un niveau élevé et & induire une immunité hu-
morale et cellulaire indépendamment de I’'antigéne, du modéle animal ou de la voie d’administration. En outre,
ces vecteurs induisent une excellente immunité aprés application sur les muqueuses, ce qui justifie leur déve-
loppement en tant que vaccins contre différents agents infectieux responsables d’affections des voies respi-

ratoires et du tractus génital.

INTRODUCTION

Les vaccins classiques sont préparés a
partir d’agents pathogénes inactivés
ou atténués par différentes techniques
dont le résultat est difficilement pré-
visible. Cette approche requiert peu
de connaissances de la réponse
immune induite et de la structure
moléculaire des antigénes. Les pro-
gres rapides en virologie moléculaire
ont permis d’explorer de nouvelles
stratégies et de nouvelles voies d’ob-
tention de vaccins.

Les nouveaux types de vaccins (Eloit,
1998) peuvent se définir selon le mode
de présentation des immunogénes au
systéme immunitaire: 1) vaccins
inertes constitués d’antigénes puri-
fiés, produits in vitro par des tech-
niques de génie génétique, ou de sous-
fractions synthétisées chimiquement;
2) vaccins vivants dits vecteurs quand
le géne codant pour un antigéne d’in-
térét est inséré dans le génome d’un
micro-organisme capable de se mul-
tiplier; 3) vaccins de nature intermé-
diaire pour lesquels des génes de ces
protéines sont délivrés a I'individu,
soit par l'intermédiaire de vecteurs
viraux incapables de se multiplier, soit
sous forme d’ADN nu.

Les adénovirus sont actuellement uti-
lisés comme moyen de délivrer des
geénes en thérapie génique. Le succes
de leur utilisation comme vecteurs
viraux recombinants est largement
d@ a 'immunisation de millions de
recrues militaires américaines, par
voie orale, avec des gélules entériques
contenant les adénovirus (Ad)
humains de types 4 et 7 non atténués,
pour prévenir TARD (acute respira-
tory disease) (Imler, 1995). Les séro-
types 2 et 5 ont été utilisés préféren-
tiellement aux sérotypes 4 et 7 pour le
développement de vecteurs recombi-
nants, en raison de leur moindre
pathogénicité. En outre, les adénovi-
rus humains sont caractérisés par un
certain nombre de propriétés biolo-
giques qui en font des candidats trés
attrayants pour le développement de
vecteurs de transfert de génes in vivo.
lls peuvent étre directement adminis-
trés et infecter un grand nombre de
types de cellules quiescentes ou en
division. De plus, leur spectre d’hdte
semble &tre relativement large. Un
certain nombre d’espéces animales
sont permissives a I'infection par I'adé-
novirus humain ce qui permet de
tester les vaccins recombinants sur
les modeles animaux avant 'applica-

tion chez 'lhomme. Les adénovirus
humains de types 2 et 5 peuvent infec-
ter non seulement les rongeurs tels
que le hamster, le rat du cotonnier et
la souris (faiblement permissive) (Eloit
etal., 1990; Zheng et al., 1993; Gal-
lichanet al., 1993; Mittal et al., 1996;
Papp et al., 1998), mais aussi le porc,
le chien, le chat, le renard et la mouf-
fette (Callebaut et al., 1996; Yaroch ef
al., 1996; Gonin et al., 1995; Charl-
ton et al., 1992). Les adénovirus
humains de types 4 et 7 ont un spectre
plus restreint, mais ils peuvent infec-
ter le chien et le chimpanzé (Chen-
galvalaet al., 1994 et 1997; Ye et al.,
1991; Lubeck et al., 1989 et 1994). La
taille du génome de I’adénovirus
(36 kilopaires de bases; kpb) permet
aujourd’hui I’établissement de vec-
teurs dépourvus de la majorité de leurs
séquences, et capables, en consé-
quence, de porter et transduire un
ADN d’une taille pouvant atteindre
30 kpb (Parks et Graham, 1997). De
plus, PADN transduit persiste en posi-
tion extrachromosomique. Récem-
ment, les adénovirus bovin de type 3
(BAV-3) (Mittal et al., 1995; Zakhart-
chouck et al., 1998 et Zakhartchouck
et al., 1999), ovin (Rothel et al.,
1997), canin de type 2 (CAV-2)
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(Klonjkowski et al., 1997) et porcin de
type 3 (PAV-3) (Reddy et al., 1999)
ont fait I'objet de développement de
vecteurs recombinants

CARACTERISTIQUES
PRINCIPALES
DES ADENOVIRUS

Les premiers adénovirus ont été isolés
aux Etats-Unis chez des jeunes gens
souffrant de pneumopathies, et a par-
tir d’amygdales sur de jeunes enfants
(Huebner et al., 1954). Les virus iso-
1és dans ces deux cas furent initiale-
ment appelés AD ou agents de dégé-
nérescence adénoide. Mis en évidence
lors de mise en culture de tissu amyg-
dalien humain ot leur présence a été
révélée par I'apparition d’un effet cyto-
pathogéne, ils tirent leur nom de la
racine grecque adevog (glande).

Chez les enfants, ces virus sont
responsables de pneumonie, de pha-
ryngite aigué fébrile, de fievre pha-
ryngo-conjonctivale et d’un syndrome
«coquelucheux» (Leleu et al., 1995).

Ils sont également, responsables d’af -
fections respiratoires aigués s’accom-
pagnant de fiévre, de myalgies, d’as-
thénie et de céphalées (sérotypes 4
et 7), d’affections oculaires (sérotype
8), d’affections du tractus gastro-intes-
tinal (sérotypes 1, 2, 5, 40, et 41,) de
méningoencéphalites (sérotypes 3 et
7) et de cystites hémorragiques aigués
(sérotypes 11 et 12) chez les adultes
(Horwitz, 19902 et ®),

Chez les animaux, les adénovirus sont
responsables d’infections des tractus
respiratoire et digestif (Aldasy et al.,
1965). Les infections sont modérées,
sauf dans le cas de 'adénovirus canin
1 responsable de I'hépatite infectieuse
canine (Rubarth et al., 1947).

Chez 'lhomme, au moins 47 sérotypes
différents ont été isolés et divisés en
6 groupes, A, B, C, D, E et F. Ces
groupes sont caractérisés par des
homologies de séquence entre les dif-
férents génomes de virus appartenant
a un méme groupe, par la capacité
du virus d’agglutiner les globules
rouges ainsi que par le pouvoir onco-

IX
ADN viral

Figure 1
Structure du virion d’adénovirus. Les protéines de la capside: 'hexon (1I), le penton (11I), la
fibre (IV), la protéine [11a qui lie les facettes adjacentes de la capside et les protéines VI, VIIl et
1X qui stabilisent le treillis des hexons. Les protéines du cceur: les protéines V, VII sont associées
a ’ADN viral. Les deux protéines basiques (V et VII) associées a 'TADN forment une structure

de type chromatine.
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géne du virus chez les rongeurs
(Shenk, 1996).

STRUCTURE
DES ADENOVIRUS

Les adénovirus (figure 1) sont des
virus non enveloppés de symétrie ico-
saédrique de 60 4 90 nm de diamétre
comportant une capside constituée de
252 capsoméres (240 hexons et
12 pentons) et un cceur contenant
I’ADN viral associé a des protéines
internes (Il1a, VI, VIII, IX) (Shenk,
1996).

L’hexon (II) est une protéine majeure
de la capside, constituée de trois sous-
unités polypeptidiques.

Le penton (111, IV) est une protéine
majeure de la capside, portant a sa
base un appendice formé d’une fibre
(IV) terminée par une sphere; quand
il est dépourvu de cette fibre, le pen-
ton se limite a sa base.

La protéine Illa lic les facettes adja-
centes de la capside et fait le pontage
entre les hexons et la protéine VII de
la nucléocapside.

Les protéines VI, VIII et IX stabili-
sent probablement le treillis formé par
les hexons, tandis que les protéines
VI et VIII feraient le pontage entre la
capside et la nucléocapside.

Les protéines V, VII et la protéine mu
sont associées a I’ADN viral. Les deux
protéines basiques (V et VII) asso-
ciées a TADN forment une structure
de type chromatine, tandis que le role
de la protéine mu est inconnu. La pro-
téine V peut se lier au penton et ainsi
faire un pontage entre la capside et le
ceeur. La protéine VII sert probable-
ment comme un centre de type his-
tone autour duquel PADN viral s’en-
roule.

La protéine terminale de 55 kDa est
liée de fagon covalente aux extrémités
5’ de chacun des deux brins d’ADN;
elle est utilisée comme amorce et per-
met I'initiation de la réplication du
génome viral.

ORGANISATION GENOMIQUE
DE PADENOVIRUS

Le génome viral consiste en une molé-
cule d’ADN bicaténaire linéaire de
36000 pb (Tooze, 1981) codant pour
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Structure du génome de I'adénovirus de type 5. Les fleches L1, L2, L3, L4 et L5 désignent les
unités de transcriptions tardives sous le contrdle du promoteur MLP codant principalement
pour des protéines de structure du virion. Les fleches E1A, E1B, E2A, E2B, E3, et E4 désignent
les unités de transcriptions précoces codant pour des protéines non structurales, douées d’ac-
tivités de régulation ou enzymatiques. Les séquences terminales inversées indispensables pour

I'initiation de la réplication de TADN viral sont représcntées par P'abréviation ITR.
Le symbole 1 désigne le domaine d’encapsidation.

au moins 30 protéines et comportant
a ses extrémités des séquences répé-
tées inversées appelées: ITR (inver-
ted terminal repeat) de 100 a 200 pb
(figure 2).

Les quatre régions E1, E2, E3 et E4
correspondent aux génes précoces
transcrits durant la premiére partic
du cycle viral (figure 3). Les génes
E1A et E1B les plus précocement
exprimés sont situés a I'extrémité
gauche du génome. La région cor-
respondant aux génes tardifs (L)
recouvre plus de 50% du génome. Elle

est transcrite a partir d’'un méme pro-
moteur (MLP: major late promoter).
Les génes précoces codent pour des
protéines non structurales, dotées
d’activités de régulation ou enzyma-
tiques tandis que les geénes tardifs
transcrits dans la phase tardive codent
principalement pour des protéines de
structure du virion (Shenk, 1996).

La région E1 est localisée a I’extré-
mité gauche du génome et s’étend sur
environ 4000 pb, soit 11,2 mu (map
units, unités génomiques). Elle ren-
ferme deux unités de transcription

génome viral
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Figure 3
Description temporelle des événements, ainsi que de Pexpression des génes viraux intervenant
apres l'infection des cellules Hela par I'adénovirus. La multiplication virale dans les cellules
d’origine animale est plus lente que celle dans les cellules HeLa.

adjacentes E1A et E1B. La région E1
comprend également une unité de
transcription tardive incluse dans la
région E1B, codant pour le polypep-
tide IX indispensable a 'encapsida-
tion de 'ADN (Ghosh-Choudhury
et al., 1987). La transcription du
génome viral est initiée dans la région
E1A, dont le promoteur contient les
deux éléments activateurs 1 et 11 qui
régulent cette transcription (Hearing
et Shenk, 1983 et 1986). La délétion
de la région E1A affecte I'expression
des autres unités précoces E1B, E2,
E3 et E4 (Berketal., 1979). Les pro-
téines E1A ont une fonction activa-
trice (frans-activateurs) de la trans-
cription des génes viraux (Akusjérvi,
1993). La transcription de la région
E1B est activée par les produits d’ex-
pression de la région E1A (Berk et al.,
1979).

La région E2 se divise en deux par-
ties, appelées E2A et E2B. La région
E2A code pour une protéine de
72 kDa nommée DNA binding-
protein (Klessig et al., 1979). Elle
recouvre les chaines ’ADN monoca-
ténaire au cours de la réplication (Van
der Vlietet al., 1975). La région E2B
code pour une protéine de 80 kDa
nommée la protéine préterminale
(pTP), précurseur de la protéine ter-
minale (TP) de 55 kDa, ainsi que pour
une ADN polymérase virale de 140 kd
(Shenk, 1996). La pTP, indispensable
pour l'initiation de la réplication de
I’ADN viral, est attachée de maniere
covalente a 'extrémité 5° de celui-ci.
Elle forme un complex avec TADN
polymérase virale. La protéine termi-
nael (PT) de 55 kd obtenue par la pro-
téolyse de pTP de 80 kd pendant Ias-
semblage des virions, reste attachée a
I'extrémité 5’ de 'ADN viral. LADN
polymérase virale posséde Iactivité
polymérasique 5°— 3, ainsi que I'ac-
tivité exonucléasique 3’— 5°. Lélon-
gation de la chaine de ’'ADN viral
requiert la présence de 'ADN poly-
mérase ,de la protéine de 72kd nom-
mée DNA-binding protein, ainsi que
de la protéine nucléaire I1 (NFII)
d’origine cellulaire (Shenk, 1996).

La région E3 est non essentielle pour
la multiplication du virus et code pour
une glycoprotéine de masse molécu-
laire apparente de 19 kDa qui est
exprimée a la surface des cellules
infectées (Persson et al., 1979). Cette
glycoprotéine inhibe la présentation
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des antigenes a la surface des cellules
en association avec le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe
(CMH 1) (Shenk, 1996). Cette situa-
tion peut entrainer I’absence de recon-
naissance des cellules infectées par les
lymphocytes T cytotoxiques et contri-
buerait ainsi au maintien du virus dans
I'organisme infecté (Wold et Gooding,
1991; Millbacher, 1992). Cette
région code également pour trois pro-
téines de poids moléculaires de 14,7;
14,5 et 10,4 kDa. Laction cytolytique
du «tumor necrosis factor» (TNF) est
inhibée par la protéine E3-14,7 kDa,
ainsi que par le complexe des pro-
téines E3-14,5 kDa et E3-10,4 kDa
via I'inhibition de libération de I’acide
arachidonique (Shenk, 1996). La
protéine E1B-19 kDa inhibe égale-
ment I'apoptose induite par le TNF
(Gooding et al., 1988).

La région E4 code pour au moins
7 protéines. Une de ces protéines peut
se lier au facteur de transcription cel-
lulaire E2F et activer la transcription
de E2 (Shenk, 1996). Le complexe
formé de la protéine de 55 kDa codée
par la région E1B, et de la protéine
de 25 kDa codée par la région E4
bloque 'accumulation des ARNm cel-
lulaires et facilite 'accumulation des
ARNm viraux dans la cytoplasme ce
qui favorise la traduction sélective des
ARNmMm tardifs. La délétion de la région
E4 entralne la perte de la viabilité du
virus (Mason et al., 1990).

Les génes tardifs commencent a s’ex-
primer au début de la réplication de
I’ADN viral.

Lexpression est contrdlée par un seul
promoteur (MLP). Le transcrit pri-
maire commence au MLP et continue
jusqu’a la fin de 'ADN. Il subit un
épissage alternatif au cours de sa
maturation ce qui produit une variété
d’au moins 18 ARNm qui sont répar-
tis en cing familles dénommées L1,
L2, L3, L4 et L5, en fonction du site
commun de polyadénylation utilisé
lors de la maturation. Les ARNm de
chaque famille possédent le méme
site de polyadénylation, mais ont des
sites d’épissage différents et des extré-
mités 5’ reliées a trois segments 1, 2
et 3. 1l s’agit de segments courts qui
proviennent de I'épissage de trois
petits exons appartenant a des région
distinctes du génome d’adénovirus
(16,6; 19,6 et 26,6 mu). Les trois
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segments forment la séquence
«leader» de 200 pb (Chow et al.,
1977). Les ARNm liés en 5" a la
séquence «leader» sont préférentiel-
lement traduits pendant la phase tar-
dive parce que leur traduction ne
requiert pas la présence du facteur de
I'initiation de traduction elF-4F
(Chow et al., 1977; Shenk, 1996).

Le MLP est un promoteur trés fort
pendant la phase tardive, bien qu’il
soit actif pendant les deux phases de
I'infection. Apres réplication de
I’ADN, T'efficacité de transcription
augmente a des niveaux au moins
20 fois plus élevés que ceux qui sont
atteints par les promoteurs viraux pré-
coces (Leong et al., 1990).

Le domaine d’encapsidation de T’ADN
(y), qui va des nucléotides 194 a 358
a l'extrémité gauche du génome viral
de ’Ad5, est composé d’au moins cing
éléments distincts agissant en cis
durant la phase tardive (Hearing et
Shenk, 1983). LADN viral est alors
encapsidé aprés étre entré dans des
capsides préformées.

La région de 'activateur de E1A est
localisée dans la méme région que le
domaine d’encapsidation. Deux élé-
ments activateurs distincts régulant
I'expression des génes viraux ont été
définis dans cette région (Hearing et
Shenk, 1983 et 1986): 1) I’élément
activateur | est une séquence répétée
deux fois (nucléotides 199-209, 297-
307) qui régule la transcription de
E1A; 2) I'élément activateur 1l
recouvre une région d’environ 30 pb
(nucléotides 250-280) et augmente
la transcription de chacune des unités
de transcription précoces.

Les séquences actives en cis sont loca-
lisées & 'intérieur des derniéres 51 pb
des ITR (domaines A, Bet C).

Le domaine A comprend les premieres
18 pb. Il est indispensable pour I'ini-
tiation de la réplication. Un complexe
de deux protéines (la protéine pré-
terminale de 80 kDa codée par la
région E2B et 'TADN polymérase) s’y
lie. La protéine préterminale (pTP),
indispensable pour linitiation (role
d’amorce) de la réplication de TADN
viral, est attachée de maniere cova-
lente & 'extrémité 5° de celui-ci. La
protéine terminale (TP) de 55 kDa
obtenue par la protéolyse de pTP de
80 kDa pendant I'assemblage des

virions, reste attachée a I'extrémité 5°
de PADN viral (Shenk, 1996).

Le domaine B qui s’étend de 19 a
39 pb, et le domaine C qui s’étend de
40 a 51 pb, ne sont pas absolument
indispensables pour la réplication,
mais ils augmentent Pefficience de
Iinitiation de la réplication (Shenk,
19906).

Les cellules infectées par I'adénovi-
rus contiennent une grande quantité
de deux ARN de faible masse molé-
culaire, appelés ARN associés a l'adé-
novirus, en abrégé VAI-ARN et VAII-
ARN (Ad2 et Ad5) (Reich et al.,
1966). Ces ARN d’une longueur d’en-
viron 160 nucléotides et non codants,
transcrits par FARN polymérase 111,
interviennent dans la traduction des
ARNm viraux (Thimmappaya et al.,
1982). Labsence de ces VA-ARN
entraine un déficit dans la capacité de
synthétiser les protéines virales.

LES ADENOVIRUS
COMME VECTEURS
D’EXPRESSION

La transcription des genes a lieu uni-
quement dans le noyau cellulaire. Dif-
férents systéme vecteurs ont été utili-
sés pour assurer le transfert de génes
qui codent pour les immunogénes
viraux majeurs et de génes thérapeu-
tiques dans le noyau de la cellule cible.
Selon la nature du vecteur utilisé, la
structure fonctionnelle de 'ADN
transféré dans la noyau est variable:
soit intégrée dans le génome, soit
extrachromosomique. Les systéemes
couramment utilisés actuellement sont
les vecteurs chimiques, les rétrovirus
recombinants et les adénovirus recom-
binants.

Lutilisation des adénovirus comme
vecteurs d’expression est intéressante
pour les raisons suivants:

* Leur organisation génétique est suf-
fisamment connue pour permettre
d’insérer dans leur génome des genes
étrangers sous contrdle de promo-
teurs forts d’adénovirus ou d’autres
promoteurs;

* ils peuvent étre multiplier a hautes
titres en culture cellulaire;

* ils possédent I'avantage considé-
rable de transférer du matériel géné-
tique a une grande variété de cellules



quel que soit leur état de proliféra-
tion, et ce méme si celles-ci sont tota-
lement en repos. Ces vecteurs parais-
sent donc adaptés aux applications
directes in vivo, car dans la plupart
des organes les cellules se divisent
rarement;

* leur spectre d’hdte est relativement
large. Un certain nombre d’espéces
animales sont permissives a 'infec-
tion par I'adénovirus humain ce qui
permet de tester les vaccins recombi-
nants sur les modeles animaux avant
I'application chez I'lhomme;

* lataille du génome de I'adénovirus
de 36 kpb permet aujourd’hui la
construction de vecteurs dépourvus
de la majorité de leurs séquences, et
capables, en conséquence, de porter et
transduire un ADN d’une taille
pouvant atteindre 30 kpb (Parks et
Graham, 1997). De plus, 'ADN
transduit persiste en position extra-
chromosomique.

Le principe de construction des adé-
novirus recombinants est basé sur
(Gerard et Meidell, 1993; Rrianari-
son-Jewtoukoff et Perricaudet, 1995):
1) une recombinaison homologue in
vivo entre le génome viral et un plas-
mide dans des cellules transcomplé-
mentant les fonctions virales défec-
tives; 2) une insertion in vitro du
transgeéne par l'intermédiaire d’un
plasmide, dans un virus dont le phé-
notype a été¢ modifié par élimination de
sites de restriction spécifiques pour
permettre une reconstitution compléte
de ’ADN recombinant avant la trans-
fection. Récemment, des différentes
stratégies de construction de vecteurs
recombinants par recombinaison
homologue dans E.coli ont été déve-
loppées (Chartier et al., 1996; Crou-
zetetal., 1997).

Les vecteurs adénoviraux
réplicatifs

Construction

La construction de ces vecteurs
implique I'insertion de transgénes
dans la partie droite du génome viral
sans délétion d’aucun géne viral essen-
tiel a la multiplication (figure 4).

Le plus souvent, les transgénes sont
insérés dans la région E3 impliquée
dans un mécanisme d’échappement
a la réponse immune. Elle n’est pas

indispensable pour la multiplication
du virus. La délétion de cette région
(Schneider et al., 1989; Prevec et al.,
1989) permet I'insertion d’une cas-
sette d’expression d’une taille pou-
vant atteindre 3 kpb (Chengalvala et
al., 1994). Le transgéne est inséré
dans la région E3 du génome de I'adé-
novirus via un plasmide par insertion
in vitro ou par recombinaison homo-
logue in vivo. La recombinaison
homologue a lieu dans des cellules
humaines, entre un plasmide conte-
nant la partie droite du génome de
’adénovirus avec le transgéne et un
large fragment du génome de I'adé-
novirus. Dans la stratégie utilisant I'in-
sertion in vitro, le fragment du plas-
mide qui contient la partie droite du
génome de I'adénovirus avec le trans-
geéne, est ligaturé a un large fragment
du génome d’adénovirus dont la par-
tie droite manque. Cette partie est
manquante en raison de la digestion
spécifique requise par la construction
(Imler, 1995).

I est également possible d’insérer
une cassette d’expression dans le der-
nier cadre de lecture ouverte de la
région E3 (Chengalvala et al., 1994),
mais aussi entre la région E4 et la
I'ITR 3. Larégion E4 doit étre intacte
car sa délétion est 1étale pour le virus
(Mason ef al., 1990).

Une autre stratégie, qui a été utilisée
dans le cadre d’une expérience avec
I’Ad5 humain, repose sur I'insertion de
I’ADN exogéne dans la partie gauche
du génome viral, entre 'ITR 5” et la
région E1, a condition de conserver les
genes E1 fonctionnels (Eloit et Adam.,
1995). Cette méthode de clonage

conduit a I'obtention des vecteurs qui
sont capables de se multiplier.

Le développement d’adénovirus bovin
recombinant réplicatif (BAV-3) est
basé sur I'insertion du transgéne dans
la région E3 du génome viral. La
construction de BAV-3 délété en E3 et
qui exprime le géne de la glycopro-
téine gD du BHV-1 (herpesvirus bovin
de type 1), a été réalisée par deux
recombinaisons homologues succes-
sives en E.coli. (Zakhartchouk et al.,
1998). Le plasmide qui contient le
génome de BAV-3 délété en E3 est
obtenu lors de la premic¢re recombi-
naison homologue. Lobtention des
vecteurs recombinants BAV-3 qui
contiennent le transgene est réaliséc
par une deuxiéme recombinaison
homologue en E.coli entre le plasmide
qui contient le génome de BAV-3
délété en E3 et un plasmide qui
contient le transgéne.

La composition et 'orientation de la
cassette d’expression peuvent influen-
cer et modifier la cinétique, ainsi que
le niveau d’expression des transgeénes.
La cassette d’expression contient un
promoteur exogene ou endogene, le
transgéne qui sera exprimé et un
signal de polyadénylation. Linsertion
de la cassette d’expression, contenant
un promoteur exogeéne, en sens
inverse de la transcription de la région
E3, s’est révélée moins favorable pour
I'expression du transgéne (Johnson et
al., 1987, Schneider ef al., 1989 et
Yaroch et al., 1996).

Utilisation en vaccination

Plusieurs applications d’adénovirus
humains réplicatifs ont été dévelop-

Insertion

Insertion Insertion

r-——"" TTTTTT T--"77° r=--°-°r I
0 25 50 75 100
El E3 E4
— «—
Figure 4

Carte du génome de 'adénovirus. La position des séquences dans le génome est décrite par la
carte linéaire de 100 unités (mu ou map units), chaque unité représentant 360 nucléotides. La
position O correspond a I'extrémité gauche de la carte et la position 100 correspond a I'extré-
mité droite. Les endroits d’insertion de 'ADN exogéne sont indiqués par les triangles.
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pées. Les Ad5 ont démontré une
grande efficacité lors de la transduc-
tion, ainsi que lors de I’expression de
glycoprotéines virales non seulement
en culture de cellules permissives, mais
aussi en culture de cellules peu ou pas
permissives a leur multiplication et
lors de I'induction de la réponse
immune humorale et cellulaire chez
différentes especes animales (Prevec et
al., 1989; Schneider et al., 1989). De
nombreux essais ont été réalisés sur
des especes permissives a la multipli-
cation de ’Ad5 tels que le hamster
(Morin ef al., 1987) et le rat des
cotonniers (Mittal et al., 1996; Papp
et al., 1998), mais aussi sur des
especes non permissives tels que le
bovin, le chien, le porc, la souris (Pre-
vec et al., 1989; Zheng et al., 1993),
le renard et la mouffette (Charlton et
al., 1992). Aprés "administration
d’Ad5 recombinant réplicatif par voie
intradermale, sous-cutanée, intra-
musculaire, intranasale, intratrachéale,
orale ou intrapéritonéale, ces animaux
développent de hauts taux d’anticorps
envers les protéines virales exprimées
par le vecteur et sont protégés envers
des épreuves virulentes. De plus, ces
vecteurs réplicatifs sont capables d’in-
duire une réponse immune locale en
anticorps IgA apres leur administra-
tion par voie intranasale (Mittal et al.,
1996; Papp et al., 1998).

D’autres espéces d’adénovirus ont été
utilisées pour le développement de
vecteurs recombinants suivant des
principes comparables: ainsi, des virus
Ad4 et Ad7 réplicatifs induisent une
réponse en anticorps envers I'antigéne
de surface du virus de I’hépatite B
chez le chien (Chegalvala et al., 1994)
et chez les chimpanzés. Ces animaux
ont été protégés particllement envers
une épreuve virulente (Lubeck et al.,
1989).

Vu P'utilisation limitée d’adénovirus
humains chez les animaux, ainsi que la
spécificité d’hote assez restreinte des
adénovirus animaux, le développe-
ment de vecteurs recombinants d’ori-
gine animale devient un choix logique.
Récemment, le développement des
vecteurs BAV-3 (adénovirus bovin de
type 3) (Zakhartchouk et al., 1998) et
PAV-3 (adénovirus porcin de type 3)
(Reddy et al., 1999) réplicatifs a été
décrit. Ladministration du BAV-3
recombinant exprimant la glycopro-
téine gD du BHV-1 chez les rats des
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cotonniers s’est traduite par une
réponse en anticorps IgG et IgA
sérique et locale (écouvillons nasaux et
lavage pulmonaire) (Zakhartchouk et
al., 1998). Les porcs immunisés avec
du PAV-3 exprimant la glycoprotéine
gD du virus de la maladie d’Aujezsky
ont développé une réponse immune
en anticorps neutralisants (Reddy et
al., 1999).

Lutilisation des vecteurs réplicatifs
engendre divers inconvénients, tels
que, notamment, ’apparition d’une
inflammation in vivo ou d’une lyse cel-
lulaire in vitro chez les cellules per-
missives a leur multiplication et par
conséquent une expression courte et
modérée du transgéne. Par ailleurs,
les produits de la région E1A sont des
déterminants antigéniques majeurs,
reconnus par les cellules tueuses natu-
relles et des lymphocytes T cyto-
toxiques apres I'infection par I’Ad5
(Routes ef al., 1991). Cette réponse
peut compromettre la durée d’ex-
pression du transgene in vivo.

D’autres inconvénients liés a I'utilisa-
tion de vecteurs réplicatifs, sont I'in-
duction d’une réponse immune contre
ces vecteurs, ce qui peut compro-
mettre I'effet rappel de 'inoculation
ultérieure, la dissémination dans
d’autres tissus que 1'organe ou le tissu
cible, ainsi que la transmission &
d’autres individus et leur utilisation
chez les animaux déja immunisés
envers ces vecteurs suite 4 une infec-
tion naturelle par un adénovirus sau-
vage.

Les vecteurs adénoviraux
non réplicatifs

Ces vecteurs adénoviraux sont délétés
au moins pour la région E1. Le
recours a ces vecteurs incapables de se
multiplier permet de pallier certains
inconvénients liés a 'utilisation de
vecteurs réplicatifs, tels que la durée
courte d’expression du transgéne in
vivo, la dissémination dans I'orga-
nisme et la transmission a d’autres
individus. La biosécurité de ces vec-
teurs repose justement sur la délétion
des geénes essentiels a la multiplica-
tion virale.

Construction

Leur construction est basée sur I'in-
sertion de ’ADN exogéne dans la par-
tie gauche du génome viral (figure 4).

Les vecteurs recombinants qui en
résultent sont délétés pour E1A et,
éventuellement, pour E1B et sont, par
conséquent, incapables de se multi-
plier dans des cellules non complé-
mentantes.

La construction de ces vecteurs
implique I'utilisation d’un plasmide
qui contient un transgene flanqué de
deux fragments du génome de I’Ad5
(Gerard et Meidell, 1993; Rrianari-
son-Jewtoukoff et Perricaudet, 1994)
(figure 5). Le fragment en amont
du transgeéne porte la partie gauche
du génome viral contenant 'I'TR 5°,
les signaux d’encapsidation et les
séquences activatrices du promoteur
E1A. Lautre fragment qui se trouve
en aval du transgéne porte les
séquences qui permettent la recom-
binaison homologue et qui codent
pour la protéine plX. Cette région est
toujours conservée et est indispen-
sable pour la multiplication virale. Le
transgéne est inséré dans la partie
gauche du virus par I'intermédiaire
du plasmide soit par insertion in vitro
soit par recombinaison homologue in
Vivo.

Dans la stratégie utilisant 'insertion,
le plasmide contenant le géne d’inté-
rét est digéré par des enzymes de res-
triction. Le fragment linéarisé qui
contient la partie gauche de 'Ad5 et le
transgeéne sous contrdle du promo-
teur, est ligaturé a la partie droite de
I’Ad5. La partie gauche de ’Ad5 est
mangquante car elle a été digérée par
des endonucléases spécifiques (Eloit
et al., 1990). La méthode de clonage
employée conduit a I’obtention de
mutants défectifs pour E1 qui ne se
multiplient pas en cellules normales
et qui nécessitent les cellules 293
(Aiello et al., 1979 et Graham et al.,
1977) capables de fournir en trans
les produits du géne E1. Il s’agit
de cellules rénales embryonnaires
humaines transformées par des
fragments d’ADN d’Ad5 comprenant
4 a 5 copies des 12% de I'extrémité
gauche du génome viral, ainsi qu’une
copie des 9% de la partie droite. Lana-
lyse de PADN viral des cellules 293 a
montré que 'ADN viral a été intégré
en deux sites du génome cellulaire.
Les sites d’intégration ont été déter-
minés par hybridation de FADN viral
marqué avec ’ADN cellulaire trans-
formé (Aiello et al., 1979).
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Figure 5
Stratégie utilisée pour la construction des adénovirus recombinants délétés en E1. Le plasmide
linéarisé¢ contenant du transgéne (1,26-9,4 mu) flanqué de deux fragments (0-1,26 mu et 9,4-
17 mu) du génome d’Ad5 est cotransfecté dans les cellules 293 avec le génome de ’Ad5 dont
la partie gauche est manquante du fait de la digestion spécifique par des endonucléases de res-
triction requise par la construction. La recombinaison homologue entre les deux ADN génére
des génomes recombinants qui peuvent étre encapsidés et qui sont délétés dans les régions El

et E3.

La recombinaison homologue apres
la cotransfection des cellules 293 avec
le plasmide linéarisé et le génome de
I’Ad5 (dIE1) dont la partie gauche
manque, génére des génomes recom-
binants qui peuvent étre encapsidés
et qui sont délétés en E1. Lutilisation
d’un génome d’Ad5 délétés dans les
régions E1 et E3 lors de la cotrans-
fection, permet d’obtenir des vecteurs
recombinants délétés dans ces deux
régions E1 et E3 (Eloit et Adam,
1995). Ce type de construction per-
met le clonage de transgénes d’une
taille pouvant atteindre 7-8 kpb.

Un autre vecteur délété pour les
régions E1, E3 et pour le gene E2B

codant pour une ADN polymérase.

virale de 140kDa et pour une protéine
de 80 kDa, a été récemment construit
(Amalfitano et al., 1998).
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Des vecteurs recombinants non répli-
catifs de deuxiéme génération sont
obtenus par le clonage de transgenes
dans la région E4 dont la délétion est
létale pour le virus (Mason et al.,
1990). Le clonage de transgenes est
également possible dans la région E3.
La stratégie de construction de ces
vecteurs par recombinaison ou inser-
tion est similaire a celle décrite pour les
vecteurs délétés en E1 a I'exception
de T'utilisation des plasmides qui
contiennent la partie droite du génome
de’Ad5 et le transgene (Imler, 1995).

Aujourd’hui, il est possible de
construire des vecteurs dits «mini-
maux» dépourvus de tous les génes
viraux & 'exception des ITR de chaque
coté et le domaine d’encapsidation a
I'extrémité gauche du génome viral
(Parks et al., 1997).

Récemment une nouvelle méthode de
construction de génomes recombi-
nants appelés EDRAG (E. coli —deri-
ved Recombinant Ad genomes), qui
comprend deux recombinaisons
homologues successives en E.coli (two
— step recombinational cloning), a été
développée (Crouzet et al., 1997).
Elle permet de construire des recom-
binants délétés en E1 et E3 qui seront
propagés sur les cellules 293, et des
recombinants délétés en E1, E3 et E4
propagés par la suite sur les cellules
IGRP dérivées des cellules 293 qui
transcomplémentent les fonctions
défectives (Yeh et al., 1996).

Utilisation en vaccination

Les vecteurs adénoviraux dits de pre-
miére génération sont délétés au
moins de la région E1A (frans-acti-
vateurs des geénes viraux) et le plus
souvent en E1B dans un fond géné-
tique ot la géne E3 est supprimé.

La délétion de la région E3 augmente
Iactivité cellulaire T cytotoxique et, par
conséquent, la durée d’expression des
transgeénes est diminuée (Ginsberg et
al., 1989; Wold et Gooding, 1991).
De plus, les vecteurs délétés en E3
induisent une réponse en anticorps
plus forte et plus durable que celle
induite par les vecteurs non délétés en
E3 (Rianarison-Jewtoukoff et Perri-
caudet, 1995). En outre, la délétion en
E3 peut également minimiser le risque
de persistance du vecteur chez les per-
sonnes ou les animaux vaccinés.

Le premier vaccin a base d’adénovirus
recombinant non réplicatif a été utilisé
avec succes pour exprimer 'antigéne
de surface (HBs) du virus de I’hépa-
tite B in vivo chez le lapin (Ballay et al.,
1987).

La capacité de vecteurs défectifs pour
la multiplication, d’induire une
réponse immune envers différents
antigénes, a été démontrée pour plu-
sieurs virus chez différents animaux:
pour Pherpésvirus de la maladie d’Au-
jeszky chez le lapin, la souris, le rat
des cotonniers (Eloit ef al., 1990; Eloit
et Adam, 1995), le porc (Potier et al.,
1997) et le poulet (Adamet al., 1995),
pour le BHV-1 chez le rat des coton-
niers (Mittal et al., 1996), pour I'her-
peés simplex virus (Gallichan et al.,
1993) et le virus de la rage chez la
souris (Xiang et al., 1996), pour le



coronavirus de la péritonite infectieuse
féline chez le chat (Gonin et al., 1996)
et pour le virus Epstein-Barr chez le
singe tamarin (Ragot ef al., 1993).

Ces vecteurs peuvent étre administrés
par diverses voies et malgré leur inca-
pacité a se multiplier, expriment le
transgene in vitro et in vivo (Eloitet al.,
1990).

Linduction d’une réponse immune
mucosale et d’une activité cellulaire
T cytotoxique, aprés I"administration
locale des adénovirus recombinants
exprimant le géne de la glycoprotéine
gB de I'herpes simplex virus (Galli-
chan et al., 1993) et la glycoprotéine
G du virus rabique (Xiang et al.,
1996) a également été décrite dans la
modele murin. Linoculation des adé-
novirus recombinants a des rats des
cotonniers, par voie intradermique et
rappel par voie intranasale, a permis
d’obtenir une réponse en anticorps
1gG et IgA sériques et locaux et une
protection envers I'épreuve virulente
avec le BHV-1 (Mittal et al., 1996).

Malheureusement, il s’est vite avéré
que ces vecteurs adénoviraux dits de
premicre génération induisaient une
réaction immunitaire contre les cel-
lules transduites en raison de I'appa-

Inconvénients liés a Putilisation du vecteur

rition de peptides viraux synthétisés
au cours de la réplication a bas bruit
qui a lieu dans Ies cellules. En effet, la
délétion des génes E1 n’empéche pas
une transcription de faible niveau a
partir de promoteurs des autres génes
précoces (E2, E3 et E4) ou a partir de
promoteur MLP des génes tardifs
(L1-L5) exprimant les protéines struc-
turales (Amalfitano et al., 1998). Les
cellules génétiquement modifiées
exprimant des protéines virales, en
plus du transgéne, seront éliminées
par les cellules T cytotoxiques. En
outre, 'expression de ces protéines
virales amplifie la réponse en anti-
corps contre le vecteur, ce qui
représente un frein a efficacité des
rappels. Lensemble de ces effets
secondaires est responsable de I'ex-
pression transitoire du transgene. Elle
limite donc sérieusement I'utilisation
de ces vecteurs en thérapie génique.
Cet effet est moins grave en cas d’ap-
plication vaccinale et de traitement de
tumeurs ou une réaction immunitaire
contre les cellules transduites est béné-
fique, puisqu’on cherche justement &
les éliminer. Lexpression de la pro-
téine fortement immunogéne codée
par le transgenc apres la vaccination
peut induire, soit une forte réponse
en lymphocytes T cytotoxiques,

Tableau 1

auquel cas les cellules transduites sont
progressivement éliminées, soit une
réponse cytotoxique faible ou nulle et
une forte réponse humorale: les cel-
lules transduites ne sont pas détruites,
mais par contre le produit du trans-
gene n’est pas détectable ou est rapi-
dement éliminé s’il est sécrété (Mi-
chouetal., 1997; Luskyet al., 1998).

Les vecteurs adenoviraux délétés
dans les régions E1, E3 et E2B sont
capables de porter un transgéne d’une
taille pouvant atteindre 11 kpb. Le
géne E2B est indispensable pour la
multiplication virale. Sa délétion dimi-
nue considérablement I'expression des
genes tardifs par comparaison aux
vecteurs adénoviraux de premiere
génération délétés de E1, ce qui
entraine une prolongation de I'ex-
pression du transgéne. La propaga-
tion de ces vecteurs délétés en E2B
n’est possible qu’en culture de cel-
lules C-7 dérivées des cellules 293,
qui sont capables de fournir en trans
’ADN polymérase virale et la protéine
préterminale codés par le gene délété
(E2B), ainsi que les produits du génc
E1. De plus, la délétion du géne E2B
permet d’éviter les risques d’apparition
de RCA (Replication Competent Ade-
novirus). En effet, le double événe-

Modifications proposées du vecteur

=-dissémination dans d’autres tissus que 1’organe ou le tissu cible. — utilisation de virus non réplicatifs.

= transmission du receveur vers d’autres personnes

ou d’autres animaux.

Délétions possibles dans les régions E1, E2B et E4.

~ apparition de' RCA® par recombinaison lors de la production — délétion en E2B ou en E4.

de vecteurs in vitro.
— mise au point de nouvelles CCL? réduisant les risques
de génération de RCA®.

 trans-complémentation du vecteur
“un adénovirus sauvage in vivo.
1 des génes délétés

i-d'un adénovirus sauvage in vivo.
nsfert du transgéne vers un adénovirus sauvage.

— mutations au niveau du domaine d’enicapsidation.
— développement de vecteurs adénoviraux d’origine animale.

faible niveau d’expression des protéines virales en absence de E1. | — délétion en E2B ou en E4.
i - utilisation de vecteurs dits «minimaux»

; — taﬂle dfinaert limitée

— délétions en E1+E3 (6 kpb) ou
E1+E2B+E3 (9kpb) ou
E1+E3+E4 (9 kpb) ou
E1+E3+E4+L5 (10,7 kpb)

— utilisation de vecteurs dits «minimaux»

"= immunogénicité insuffisante

— utilisation d’adjuvants huileux (eau/huile/eau)
permettant Uinduction d’IL-2 et surtout d’1L-6.
Cela permet d’augmenter la réponse immune contre le produit
du transgéne et de diminuer la dose vaccinale
(Ganne et -al., 1994).

— co-expression de geénes de cytokines permettant d’amplifier
ou de moduler la réponse immune.

¢ Adénovirus compétents pour la multiplication (replication competent adenovirus).

b Lignée cellulaire complémentante (complementation cell line).
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ment de recombinaison au niveau de
E1 et E2B requis pour les générer est
hautement improbable. En outre, la
production des ces vecteurs ne
requiert pas [utilisation de virus auxi-
liaires, ce qui évite la contamination
des stocks d’adénovirus.

Les vecteurs adénoviraux de deuxiéme
génération sont délétés simultanément
des genes E1 et E4. Les cellules trans-
duites par ces vecteurs persistent plus
longtemps que ceux transduites par
des vecteurs délétés de E1 et portant
le méme transgene. La délétion de E4
qui est létale pour le virus, limite de
fagon importante la synthése de pro-
téines virales dans les cellules trans-
duites et diminue le risque de réap-
parition de RCA dans les stocks
d’adénovirus. Ces vecteurs peuvent
se multiplier seulement dans des cel-
lules transcomplémentant les fonc-
tions virales défectives (E1 et E4)
(Gaoet al., 1996).

Lutilisation des vecteurs adénoviraux
dits «<minimaux» de troisieme géné-
ration permet d’augmenter la taille de
I'insert jusqu’a 30 kpb et d’éviter les
risques d’apparition de virus capables
de se multiplier dans les stocks viraux
appelés RCA (Replication Competent
Adenovirus). La propagation des ces
vecteurs n’est possible que dans une
lignée cellulaire transcomplémentante
en présence des vecteurs de premiére
génération soit délétés en E1, soit

délétés simultanément en E1 et en
E2B. Les virus auxiliaires, ainsi que
la lignée cellulaire fournissent en trans
les produits des génes délétés chez
les vecteurs dits «minimaux» ou
«gutless», mais il reste tres difficile a
I’heure actuelle de séparer ces vec-
teurs dits «minimaux» des virus auxi-
liaires apres leur production a haut
titre (Fisher ef al., 1996).

CONCLUSION

Les vecteurs adénoviraux recombi-
nants réplicatifs ou non réplicatifs ont
clairement démontré leur efficacité
dans le domaine de la vaccination, par
I'induction de réponses immunes
humorale, cellulaire, et muqueuse. Les
modifications réalisées sur les vec-
teurs ont permis d’améliorer certaines
caractéristiques lors de leur utilisa-
tion in vitro et in vivo (voir tableau 1).
Des améliorations concernant le
ciblage des vecteurs vers des types de
cellules importantes pour I'induction
d’une réponse immune devront étre
réalisées lorsque les cellules cibles
seront mieux connues. Loptimalisa-
tion des séquences régulatrices dans la
cassette d’expression peut diminuer
de maniére trés importante les doses
virales nécessaires a une protection
grace a une expression optimale du
transgéne. Les vecteurs adénoviraux
sont particuliérement indiqués pour
I'immunisation par voie muqueuse.
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Summary

Recombinant adenoviruses
as vectors in vaccination

According to nhumerous reported
studies, recombinant vaccines
based on replicative versus non
replicative adenoviruses appear to
be attractive candidates for vacci-
nation against animal and human
diseases. They have proven their
ability to express high levels of
heterologous genes and to induce
humoral and cellular immunity in-
dependently of the antigen, the
animal model or the route of ad-
ministration. Furthermore, these
vectors induce an excellent immu-
nity upon application to mucosal
membranes suggesting their use-
fulness as vaccines against differ-
ent infectious agents responsible
for respiratory and genital dis-
eases.
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