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(54) NOUVEAUX PROCEDES POUR INDUIRE UNE REPONSE IMMUNITAIRE



(57) La présente invention concerne des procédés
pour induire une réponse immunitaire, en particulier
des procédés pour induire une réponse immunitaire
contre des infections ou des maladies
mycobactériennes comprenant (1) au moins une
administration d'un antigéne polypeptidique
apparenté a Rv1196 et au moins une administration
d'un adénovirus codant pour un antigéne apparenté
a Rv1196 ou (ii) au moins une administration d'un
antigéne polypeptidique apparenté a Rv0125 et au
moins une administration d'un adénovirus codant
pour un antigéne apparenté a Rv0125. Des
compositions associées, des constructions
adénovirales et des séquences polynucléotidiques
sont également fournies.
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NOUVEAUY, PROCEDES

SUR OINDUIRE UNE REPONSE IMMUNTTAIRE

Domaine technigue
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induire une réponse

procédés pour indulr

cleg infections o

comprenant (i} au

antigéne polypeptidi

une  administration

antigéne apparenteé

atdmint

Bv012% et auw moins

codant,  pour  wl an

compositions assouliée
et des séguences

fournise,
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ntexbe

3
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TL.a vacoination

sfficaces pour
Toutefols, souvent
antigéne n'est pas
immunité
approches pour établ

contre des agents p
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vacoination répdtés,
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immunitalre
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tigéns

polynucléo

Lrinventio

la prévention des

optimale et/ou

dladiavants

ooncerne des

immunitaire, en particulier des

& une réponse dmmunitalre contre

des  maladies mycobacteviennesg
moins une  administration dlun

que apparenté & Rv1186 et au moiuns

dfun adénovirus  oodant  pour an

Rv1insg ou  {1i) au moins une

P

é
ntigéns polypeptidigue apparenté &
dfun adénovirus

Ry0l2%.

adminigtrating

apparenté a Des

dee constructions adénovirales

Sy

tidigues sont également

n

est 1l'un des procédés les plus

maladies infectiesuses,

une galile adminiastration dhun

guffisante pour conférer une
ung  répons dnrable. Les

i une: immunité forts et durable

athogénss spécifigues comprennent

aux vacoins et /on e

clast~3=dire la stimalaticn d'une

par 1'administration d'une ou de
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plusisurs autres doses drantigeéne. Ces autres
administrations peuvent &tre effectuges avec le méme
vaccin {rappel homologue; oOuU aved un vacein différent
{rappel hétérvlogue)

1.a tuberculose {(TR) est une maladie nfecticuse
chronigue provoqués par une infection aveo
Mycobacterium  tubercwlesis et d'autres espéces de
Mycobacterimm. Tl stagit ¢'une maladie majeure dans les
hays en développement, ainsi gu'un probléms crolsasant
dans les régicns développées du monde.

bagse  de

W
&

MEbh72f et M72 sont des  antigénes A

P

protéines de fuslon dérivés

;-a'.

’D"

ik des protéines Rvllos et

lu,

Fv0125 de Mycobacterium tuberculosis. MEDVZL el M2

[

(décrits, par exemple, dans les demandes bhravet
international WO 2006/117240, WO 2012/08036% et
WO 20127080370 qui sont incorporées dci en réfarenas)
ou leurs fragments ou  dérivés sont des antigénes
protéinigues d'un bénéfice potentiel pour le traitement

&

ou la prévention de la tubsrculose.

[#2]

Des recherches préclinigues et cliniques ont mené

4 1'administration de M72 chez des &étres humains
conjointement avec les immunostimulants monoephosphoryl-
lipide A 3~0-désacylé (3D~MPLY et 0821 dans  une
formulation lipcsomique et dans un  calendrier de
0,1 mois en utilisant 10 pg de polypeptide M7, 2h ny
de 2D-MPL et 25 ug de ¢821 (lLercux-Roels et al. Vacoine
5013 31 2196-2206, Monteya et al. J. Clin., Jmmunol.

 360-1375% ; Thacher EBG et al. AILDS EECRRS

i
o’
Py
[
L
593
[os]
it
keed

29{12y: 1769~1781 ; Idoke O et ad. Tuberculosis {Edind)
2014 94(6): SR4-578 ; Pent-Nichelson A, et al. Vaccine

2015 A3(32) 3 A025-4034 doi: 16, 10164 ovacoins,

BE2016/5611
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15,.05.088). Un wvaccin candidat utilisant Ltantigéne

P

gt actuellement dans  un  esgal  en  phase 1IB

&

(identifiant Clinicalfrials.gov @ HCOTOL7H5598)  pour
dvainer 1'efficacitdé protectrice de deux doses de
protéine adjuves contre ia B pulmanaire,

-

comparativement 3 un placebo, chez des adultes agés de

L
Yeeet

i,

18 & 50 ans vivant dans des pays endémiques de

tuberculasze.

Te  docuament WO 2008107370A1  {incorporé ici en
référence) déorit  1ladministrabtion simualtands diun
antigéne polypeptidigue et d'un adénovirus codant pour
un antigéne polypeptidique.

e

€
foin

Le document WO 2010023260  {(incorporé
rétférence) déorit  1lladministration simaltande d'un
antigéne polypeptidique et dian vecteur viral godant
pour un antigéne polypeptidigue.

Tl vy & un bhesgoin constant de nouvelles méthodes

sour 1 immuonisation contre des maeladies, notamment ia
ruberculose, oui  soent  hautement efficaces, slives,
pratigues, ventables, durables et gqui  induisent un

large spectre de réponses ilmmunitalre

Résumé de LMinvention

Tl a été A présent découvert de fagon surprenante

b

Q

que la sensibilisation avec un antigéne polypeptidigue
apparenté & Ryvll26/Hv0125 et le rappel avec un
adénovirus simien non humain codant pour un antigéne
apparenté a RvI186/RvO1lEd, ou la sgnaibilisation avec
un adénovirus simien non humain codant pour un antigene

7

apparentd & Rv1196/Rv(l25 et un rvappel avec un antigéne

BE2016/5611
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colypeptidigue apparenté 2 Bvi196/RvII20 peuvent
PoLyE

s

fournir des réponses immunitaires gul sont sensiblement

améliorées par rapport & dfautr approches
potentielles.
& Fax conseguent, dans un premier  aspect  de
Iftinvention, il est fourni un procédé pour induire une
réponse immunitaire chez un sujet comprenant
Tradministration d'un antigene pwlypnpi;dlaue apparenté
& Rvlloe an sujet, suivie de Tadministration d'un
10 adénovirus simien non humain codant pour un antigene
apparenté 3 Rvl186.

Dans un deuxiéme aspect de 1'invention, 1l est
fourni un procédéd pour indulre une réponse lmmunitadl:
chies un sujet compranant ltadministration dfun

15 adénovirus =zimien non humain codant pour un antigens

N
2
1

apparentd & Rvl126, suivie de 1'administration dtun

s

antigéne polypeptidique apparenté a Evll96 au sujet.

De  facon appropridée, 1lantigéns polypeptidigue
pPRrop g E {

apparanté & Rv1196 est fourni dans une composition gui

24 omprend également un adiuvant. Eventuellement,

Yadijuvant ocomprend un  agoniste des TLR et /o une

saponine immunologiguement active. L'agoniste des TLR
est de facon approprife un agonisgte du TLR4.

5

De facon appropri¢e, llantigéne polypeptidigue

25 apparenté & Rvi196 est fourni dans une composition qui
ne comprend pas un adénovirus simisn non hunain codant
pour un antigéne apparenté a2 RvllSe.

De  fagon  appropriée Tladépovirus giglign non
% I3

humain codant gour un antigéns apparenté a Rv1196 est
20 § 3 N - - . Vol ¢ R -
3¢ fourni dans une compoesition gui ne comprend pas un

antigéne polypeptidicgue apparenté a Rv1126,
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Dans un troisiéme aspect de Lfinvention, 11 est
ourni un procédd pour indulre une réponse lmmunitalir

shesr un sutet comprenant L'administration d'un antigen
4

polypeptidique apparente & Rv0ld5 au suwiet, sulvie de

T'administration d'un  adénovirus simien non  humalsn
codant pour un antigéne apparenié a Rv0lZb,

Dans un quatriéme aspect de L'invention, 1l est
fourni un procédé peur indulre une réponse lmmunitaire
chey  un sgjet  comprenant Ttadministration dl'un
adénoevirus simien non humain codant pour un antigene
apparenté & Rv0125, sulvie de Pradeinistration d'un

antigéne polypeptidigue apparenté a RvO01lZ5 au sujet.

g
i

De facon appropriée, 1llantigeéne polypeptidiqu
apparenté & Rv0125 est fourni dans une composition gui
comprend égalenent un adjuvant. Eventuellement,
I'adjuvant comprend un  agoniste des TLR at/ou  une

4

ve, LUagontsbts des TLR

’5)
P‘J'

saponine immunologiguement &
est de facon approprige un agoniste du TLR4A.
De facon appropriée, Lllantigéne polypeptidique
apparentd & Bv0125 est fourni dans une composition gul
ne comprend pas un adénovirus simien non humadin codant
pour un antigéne apparenté a Rvllld,
De  fagon approprige, ltadénovirug  simien non
humain codant pour un antigéne apparenté a RvILZIS esl
fourni dans une compesition gul ne comprend pas un

antigéne apparentd a Rv01lLd

Bréve description des figures

Figure 1 -~ Pourcentage médian de la rvéponse des

lymphocytes T CD4 spécifigues de M72 & partic de souris

BE2016/5611
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CREF1  exprimant les oybokines ILEN-gamma etfon IL~-2

{W

i

5o .
1 Jours apres

et /ou THE-alpha a T, 14 et
Primmunisation en ubilisant le ChAA3 dans une plage de
doses.

Figure 2 - Pourcentage wnédian de la réponse des
iynphocytes T D4 spéeifiques de MTZ a partir de gourils
CREFL  exprimant les cytokines IFN-gamma et/ou IL~Z
et fou  TNF-alpha & 7, i4 at Z1 dours aprés
1M immunisation en utilisant le ChAd63 dang une plage de

doses.,

Pigure 3 - Pourcentage médian de la réponse des

P

'
pifics
o
o
)
Fat!
.
D
0
=
=
L
[
i
%53

lymphooytes de M72 & partir de souris

CREFL  exprimant les cytokines IFN-gamma et/ou ITL~-Z

et /fou  TNF-alpha & Ty 14 et 21 dours apreés

1'immunisation en utilisant le Chad3 dans une plage de

Figure 4 -~ Pourcentage médian de la réponse des

Iymphocytes T CD8 spécifigues de M/Z & partiv de souris
CREFl  exprimant les cytokines IFN-gamma et/fou IL-Z

3 =~
&3 §

atfoun ' 14 al 21 Fours apres
17 immunisation en utilisant le ChAde3 dans une plage de
doses.

Figure 5 = Pouvgentage de ia réponas des
lvmphooytes T (D4 spécifiques de M72 & partir du sang
tatal de souris CB6F1 ezprimant les cytokines IFN-gamma
at/ou  IL-2 eatfou TNPealpha a 14 PI et 14 PII en
gtilisant des gtratégles de vagoinations de

ensibilisation-rappel hétérologuas {ChAd/Pro at
Prot/Chad) .
Pigurs & - Pourgentage de 1a réponss des

lymphooytes T CD4 spécifigues de M72 & partir du sang

BE2016/5611
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rotal de souris CRBEFL exprimant les cytokines TFN-gamma

et/fon 1L~ etfou TNF-alpha 4 14 PI et 14 PIT en

OnSG de

‘:AJ,.

Pilisant des gbyatéglies e vacolinat

’

gensibili

£y

sation~rappel homologues {(ChAd/ChAd) et en
combinaison avec M2 /ASOLE {mé&lange ou
coadministration) .

Figure 7 ~ Pourcentage de ila réponse dey
ilymphocytes T CDB spécifigues de M72 a partiv du sang
total de souris CREFL exprimant les cytokines IEN-gamma
et/ou  1L-2 etfouw INF-alpha a 14 PT et 14 PIL en
uttilisant des stratégies e vacoinations e
gengibilisation~rappeld hétdrologueas {Chady Prot ot

Prot/ehad) .

o3

3

Pligure 8 » Pourcentage de ia réEponse des

lymphooyvtes T ©DE spéocifigues de M7Z a partir du sang
total de souris CREFL exprimant les cybokines LEN-gamma
st/ou I[L~2 etfou TNF-aipha & 14 2L ev 14 PIL en
utilisant des stratégies de vacolnabions cie
sensibilisation~rappel homologues (ChAd/ChAd) et en
combiraisoen avec MI2/BSOLE (m&lange ou
goadministration) .

Pigurs 9 - Pourcentage de ia réponss de

o

Iymohooytes T Ch4 spécifiques de M7Z a partir du ti

|47]
w

81

vulmonaire de souris CEGPL exprimant les cytokines ITEN-

gamma et/ou IL-2 et/ou TNF-alpha a 14 PIL.
Figure 10 - Fourcentage de la réponse de

hoy

lymphocytes T CDB spécifiques de M72 3 partir du tissu

pulmonaire de souris 8F1 exprimant les cytokines IFN-

qamma et/ou IL-2 et/ou TNE-alpha & 14 PIL.
2 £
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Figure
lvmphooytes
(WRLQY & 14

Flgurs
donndes  du
lymphooytes
(WBLOY a2 14

Figure
lymphocytes
(WRLOY a 14

Figure
données du
lymphooytes

{(WBLO) & 14

Figure
Iymphocoyies

14 PII ahez

Figure
données du
LTymphooytes
14 PIY chexr

Figure
lymphocytes
(WBLO) 2 14

Fliguye
données  du
lymphooytes
(WRLOY & 14

Figure
Lymphaocytes

(WBLO) a 14

réponas des

total

i1 -~ Profil des cytokines de la

T D4 spécifiques de M7Z dans le sang

BI chez des souris CBEFL immunisées.

12 = e

des

Tablean présentant les valeuns

des covtokines de la réponse
&

profil

T CD4d apscifigues de MTZ dans le gang total

#

-
=
=
=
i
jow
-
fte
s}
o
o
&

HOUTILS

P cheaz des

13 - Profil des cytokines de la réponse de

T CDh4 spécifiques de

BT chew deg souris CREFl dnmunisges.

Tablean préssntant  les valeurs

des das

ni

cytokines de la réponge

Ch4 spécifigues de M72 dans

=
i

ouris CREFL impmunisdes,

des cyvtokings de la réponse des

3

ificues de M72Z dans le poumon a

CREFT immunisdes,

w

Tablsauw présentant les valeurs de

-
}
:

profil des kines de la réponse des

ce

oyho

T CD4 mpécifiques M7Z dans le poumon @

immunisées.,

17 - Profil des cytokines de la réponse des

P CDB spacifiques de M7 dans le sang total

PT chez des souris CBEF1 dmmunisdes

18 - Tableau présentant les valeurs desg

prafil des cytokines de la réponse des

T CDB spécifigues de M72 dang le sang total

PT chez des souris CRSF1 dlmnunisées.

(6
o
o
n
&
Y
o
i

19 ~ Profil des oytokines de la ¥

T CD8 spéoifigues de M72 dans le sang total

FI1I cher des sourls CREFL immunisaes.
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Figure 24 -
données du
Iymphooytas
& 14

BPIT

(WBLO)
Figure 21 ~
1

lynphooytes

14 PRI cher des
Pigure 22 -
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Figure 23 -

Pigure
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Figure 25 -
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SEQ LB NO
Mycobanberdun
SEQ D NG o
de Mycobacterium
SEQ T NO o
rium

de Mycobacte

SEQ TN

D NG
TD RO ¢

Sans

profil des
T CDhg

chear des

CDE

souris

profil

CE spe

tilon

(e

Tableau présentant les

cytokines de la

spécifigues de M72 dans le sang total

gourts CEGFL,

Profil des coytokines de la réponse des

spéoifiques de M7Z dans le poumon a

CREFT immuniséss,

Tablaau prés les waleurs des

Ia

antant

]

cle des

£H

des  ovtokines réponse

cifigues de M72 dans le poumon &

souris CUBGEF]l immuniséss.
3érologia des fg totales anti-Mi2 a

F

Repres

la

entation schématigque de

construction M72-ChAd3.

R@prégentation gchématigue

1a constracticn M72=Chidéed.

des identificateurs de séguences

1 -~ Séguence polypeptidigue de Rvl196

HITRY

2 - Séqguence polypeptidique de Rvlide
tuberculosis FL1
3 - Ségquence polypeptidigue de RvO1Z5

tuberculosis H3Y {séguence matura)

de M7

sl

Saouence polyvpeptidigus
Ky &

2-hisg

Séquence  polypeptidigue de M72
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Polynucigotide

Polynuoléotide

Polynucléotide
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cde MTZ

humain optimisdé

de ChAd3

Ségquence polypeplidigue du penton

Séequencs

Séquence

ADN de

Polynucléotide de ChAd

polypeptidique de

polypeptidigque de la

la constfuction M7Z-ChAd3
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Séguance polypeptidigue du penton

Séguence

Séguenacs

polypeptidigue de

Ferst
5

polypeptidigue de

ADN de la gonstrucetion M72-ChAdsd

polynucléotide de ChAdISS

Jéguence

S&guenae

S&quence

(T 3t
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polypeptidigue du penton

e

polypeptidigue i

polypeptidique de  1a

une maladie dnfectieuse

Uune infection aves
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Mycobacterium  tuberculesis et dlautres espéces de

fD

Mycobacterivm. Il s'aglt d'une maladie majeure dans le

[¥21

pays en développement, ainsi qu'un probléme crolssant

£

I

dang lesg régioms développées du monda. 0On  pense
gu'environ un iers de la population mondiale est
infectd de facon latente par les bacilles de la 1B,

avec environ 9 millions de nouvesux cas de TR active eb

43

1,5 million de décés tous ies ans. Environ 10 § de ces

personnes infectées par les Dbacilles de la 1B

développerant une TH active, chiague personne atteinte
‘une TR active infectant esn movenne de 10 a 15 autres

personnes pay arL. (World Health Orgarnisation
Tuberculosis Facts 2014)

Mycobacterium tubsrculosgis lnfecte les individus
par la voie respiratoire. Les macrophages alveoclaires
englountissent la bactérie, mais elle est capable de
survivre et de proiiférer en inhibant la fuslion des
phagosomes avec les 1lysosomes acldes. lUne réponse
immunitaire complexe impliquant les lymphooytes T CD4A+
et CD&+ glensuil, produlsant finalement la formation

d'un granulome. Au ceur de la réugsite de Mycobacberium

tubsrculosis en tant qu’agent pathogéne, il vy a le fait
gue la bactsérie isolée, mais pas <dradiqués, peut
persister pendant de longues péricdes, laissant un
individa vulnérable au développenment ultérisur d'uns TB
aotive.

Moing de 5 % des individus infectés développent
yne TB active au cours des premidres annges apres
1tinfection. Le granulome peut persister pendant des
décennies ot on pense qu'il contient le Mycobacterium

uberculosis vivant dans un &tat de dormance, privé
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dfoxygéne et de nutriments. Toutefolis, 1l a été suggére

gue la majorité des bactéries dans 1l'état de dormance

v

sont  localisées dans des types eellulalrss non

macrophagiques dissémings

1»4'*

C_.

Jans tout le corps {Locht et
al., FExpert Opin. Biol. Ther. 2007 7{ll): 1665-1677).

Le développement dfune TB active survient lorsgus

1téquilibre entre 17imnunité paturelle de 1'héte et

itagent pathogéne change, par exemple comme résultat
d'un événement dmmunosuppresseunr (Anderson P Troands 4n
Micrebiclogy 2007 15{1y: 7-13 ; Ehlers 5 Trifection 2004
37{2y: BI=-95).

£y

Une hypothése dynamique décrivant 1'équilibre
entre la TB latente ot la TB active a &té édgalemen
proposése  (Cardona P~J Inflammation & Allergy - Drug
Targets 20086 6: 27-3% 7 Cardona P-J Infection 2009
37(2yr 80~88) .

Bien qulune infection pulsce &tre asymptomabigue
pendant une périede de temps considérable, la maladie

active se manifeste le plus couramment sous la forms

G

d'une inflammation algud des poumons, sentralnant un
état de fatigue, une perte de polds, de la fisvre ot
une toux persistante. Si elle n'est pas tralltée, des
complications sérieuses et le déces en  découlent
généralement.
La tuberculose peut &tre généralement contrdice en
ilisant un traitement antibiotigue étendu, bilen gue
ce traitement ne solt pas suffisant pour préveniyr 1a

propagation de la maladie. Les individus infectés de

D

agon active peuvent &tre grandement asymptomatiques,

It

maig contagieux, pendant un certain temps. Bn outre,

3

gque 1'obhzervance du régime thérapeutique (gul dure

oy
N
[®]
o
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généralement 6 moig ou  plus) soit  sggentielle, e
comportement des patients est difficile a survelller.
Certalns  patients ne terminent pas le coours du
tralitement, ce  qui  peut mener & oun Lraltement
inefficace ef 3u  développement d'une résistance
médicamentause.

L,a TB multirésistante {TB-MR) est une forme gui ne
répond pas aux nédicaments de premiére intention. Il
est estiné que 480 000 persconnes ont développé une

TB-MR en 2013. La TB-ME peut é&tre traitde en utilisant

oo

s

'J)

des médicaments de zeconde dntention. Toutefols,
options de traitement de seconde intention sont
1imitées et les médicaments recommandés ne sont pas
toujours disponibles. La chimiothéraple étenduse regulse
(jusgu'a deux ansg de traitement) est cofitegss et peul

produire des réactions indésirables sévéres  aux

iu/

médicaments chez les pabtients.

"'1

Une TH ultrarésistante {TB-UR} survient lorsqu'une
régistance aurx nédicament de  seconde intention se
développe en plus de la résistance aux mddicansnits de
premiére intention. On estime qu'enviren 9,0 % des cas
da TR=MR souffratant d'une TR-UR (World Health
Organization Tuberculosils Facts 2014).

Méme

W

e un QOVES complet de traitement
antibliotigus ast compléte, 1tinfection avec
M. twberculcosis peut ngE Eas Atre  éradiguée de
1'individu infecté et peut demeursr gous la forme diune
infection latents gui  peut &tre réactiveée. Par

conséquent, un diagncestic précis et précoce de la

maladie est d'une importance capitale.
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Actuellement, une vaccinatlon avec des bactéries
vivantes atténuées représente le procede le plus
largement utilisé pour indulre une immunits protectrice
Le Mycobacieriumm le plus courant employé pour et
obiectif est le bacille de Calmette-Guérin (BCG), une
souche avirulente de M. bovis qui a &té développde pour
la premisre fols il vy a plus de 60 ans. Il est
sdministré & la naissance dang les réglons endéniques
ge la TB. Toutefoisz, 1'iancculté et 1'eflicacité du BCG
sont une source de dontroverse - tout en protégeant
contre une manifestation sévére de la maladie chez les
enfants, 1'efficacitéd du BCG contre la maladie chez les
adultes est wvariable. En outre, certalns pays, ocomme
les Etats~Unis, ne vaccinent pas le grand public avec
cet agenb.

T1 a été montré que plusieurs des protéines gul
sont fortement exprimées durant les stades précooss de
Vinfection par Mycobacteriug fournissent une
efficacité protectrice dans des modéles de vaccination
animale. Toutefois, la vaccination avec des antigénes
qui sont hautement exprimés durant les stades précoces
de 1'infection peut ne pas fournir une reponse
immunitaire optimale pour failre face aux stades
gltériesurs de ltinfection. Un contrdle adéguat durant
une infection latente peut ndoegsiter des lymphocytes T
qui sont spécifigues des antigénes particuliers gul

- ~.

sont  exprimés a ce moment-la. Des acclng  aprnes
exposition qui oiblent directement les Dbactéries
persistantes dormantes peuvent aider dans la protection
contre la réactivation de la TB, amplifiant de cette

favon le ocantréle de la TB, veire wméme permettant
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1'élimination de 1'infection. Un vaccin eiblant une TB
latente pourrait par conséquent réduire
significativement et &conomlguement les taux globaux
dl'infection de TE.

Des wvacoins zous-unitalres & bagse d'antigénes des

i

stades tardifs pourraient é&tre dgalement utilisés en
combinaigon avec des antigénes deg stades précoces pour
fournir un  vacein nultiphase. En  warliante, des
antigénes des stades précoces et/ou tardifs pourralent
Gvye utilisés pour complémenter et amdliocrer la
vacoination par le BCG {(soit en stimulant la réponse au
BCG soilt par le développement de souches regombinantes
avancées du BOGEY.

MELI2F et M72 sont des antigénes & base de
protéines de fusion d'un bénéfice potentiel pour le
traitement ou la prévention de la tubesrculess. MLR72T
ot M72 =sont dérivés desg protéines de Mycobacterium
tuberculosis Rv1I126 et Rv0125, les deux genes éltant

présents dans  les soucheg & la fois wvirulentes et

m

avirnlentes du complexe de Myccbacterium fuberculosi

0

'
=t dans le BCG,

Rv1196 (décrit, par exemple, sous le nom de MERIY9a
dans Dillon et al. Infection and Tmmunity 1839 67{6):
2941 ~2950) ast hautenant conservd, aved 100 %
dtidentité de séguence parmi les souches H3TRv, C,
Haarlem, CDCIS51, 94-M4241a, 28~-RE04AINH-RIF-EM, KENGOS,
KZN1435, KZN4207, KZNRS06, la souche Tll comportant une

zenle mutation ponctuelle Q30K {(la plupart des autres

}..M

solata clinlgues présentent plus de 230 % d'identite

avec H3TRy). Un adénovirung codant pour un antigene
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apparenté a Hvll96 est décrit dans Lewinsohn sf al. Am
J Beapir Crit Care Med 2002 116: 843-848.

Rv0125 {décrit, par ezempls, sous le nom de Mbb
dans Skeiky et al. Infection and Immunity 1998 67(8)
3993-4007) est également hautement conservé, avec 100 %
dtidentité de szégquence parmi de nombreuses souches. Un
adeénovirgs {AGS humain) codant pour  un antilgene
apparentd A Rv01Z5 est déorit dans Zhang et al. Human
Vaccines & Therapeutlas 2015 L1y 1803-1813
doirl0.1080/21645515.2015,.1042193. Le Rv012% pleine
longusur comprend une séquence signal N-terminale qui
est clivée pour fournir la protéine mature.

Tl a &té montré gue Mth72f fournit une protection
dans un certain nombre de nodéles animaux (volr, par

exemple : Brandt et al. Infect. Immun. 2004 7R

o))

foust

203
!

t‘_ﬁ
G6272-6637 ; Skeiky et al. J. Tmumunol, 2004 172: 7

m

7628 3 Psencva et al, Infect. Immun. 2006 74(4): 2392
24071y, Mth72f a également fait l'objet de recherches
clinigues (Von Eschen et al. 2009 Humarn Vaccines 5{7):
475-482) . M72 est un antigéne amélioré gqul incorpore

une seule mutation de sérine en alanine par rapport au

o
e

M7

i)

£, entrainant une améiioration des
caractéristigues de stabilité., T1 a &té egalement
montré que les antigénes apparenteés au M7Z2 sont utiles
dans un  modéle de TR latente {demande de Dbreveb

irbernational WO 2006/117240, inoorporse 1oi &n

référence) . Des recherches préclinigques et clinigues
ont été menées sur M72 adninistré chez des &tres

humaing conjointenent aven les immunostimalants

s

monophosphoryi-lipide A 3-0-déscylé (3D-MPL} et QSEL

dang une formulation liposomigque et dans un calendrier
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de 0,1 mois en wubilisant 10 pg de polypeptide MIZ,
25 pg de AD-MPL et 25 ug de 0821 (voir, par exenple,
Leroux—Roels ef al. Vaccine 2013 31 2186-2206, Montoya
et al., J. Clin. Immuncol. 2013 33(8): 1380-1375 »
Thacher BG et al. AIDS 2014 28012): 17e3-1781 ; Idoko
oY et al. Tuberculoszis (Edinb) 2014 94{6): 564-578 ;
venn~Nicholson &, et al. Vaccine 2015 33{32): 4025-4034
doi:10.1016/Y vacoine 2015, 05,088} .

Un vaccin candidat utilisant 1lantigéne MV2 est

actuallement dans un essal en phase IIB {ldentifi

ClinicalTrials.gov NCTOL755598) pour évaluer

afficacité protectrice de deux doses de protélne

adijuvée contre la TB pulmonaire, comparalivement a un
placeho, chez deg suijets &gés de 18 a 50 ans wivant
dang des pays endémiques de la TB. Néamnmoins, 11
demeure un bescin dtaméliorer les approches de
vacceination.

Dans un premier aspect de 1l'invention, 1l est
fourni un procédé pour induire une réponse immunitalre
cher un sujet comprenant 1'administration d'un antigene
polypeptidique apparenté & Ryll19€ au sujet, suivie de
lfadministration d'un adénovirus simien non humain
codant pour un antigéne apparenté & Rvllie.

Dans un deuxiéme aspect de 1linvention, 1l est
fourni un procédd pour indulre une réponse lmmunitaire
chez kel sujet conprenant ITradminiatration dfun
adénovirus simien pon humain codant pour un anbigene
apparenté & Ryll96 au sujet, suivie de l'administration
dfun antigéne polypeptbidigus apparenté a Hvll8se.

Dans un troisiéme aspect de lfluvention, 1l est

fourni un procédé pour indulre une réponge immunitalre
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chez un sujet comprenant 1l'administration d'un antlgeéne
polypeptidique apparenté a Rv0125 au sujel, sulvie ol

"administration d’une compogition immunogens
comprenant un adénovirts simien non humain codant pour
un antigéne apparentd a Rv0125,

Dans un guatridme agpect de 1'invention, 1l est
fourni un procédsd pour indulre une réponse immunitaive
chex un sujet comprenant I'tadministration d'un
adénovirus simien non humain codant pour un anbigéne
apparsnté & Rv0125, sulvie de 1'administration d'un
antigéne polypeptidigue apparenté a Rv0125 au sujet.
gututilisé iad, Dadministration dfune
premiére composition <« suivie de » 1'administration
d'une seconde composition indigue gu'un intervalle de

mps s'est  doouléd  entre  1lladministration de la
prewiére compesition et lladministration de la seconde
composition. De fagon appropriés, l'intervalle de temps
entre les administraticns est d'une semalne a deux ans,
an parvticulier deux semaines a diz-huit mois,

Y

généralement trols semalnes & guinge mois, COEINS

ix mois yar exempls trols semaines a
i L

t'f‘

£ye
fes}

trols semailnes
deux mois, spécialement trols semaines a six semaines
comme environ guatyre semalines.

>

Tl est également fourni un antige

=g
]
o

polypeptidique
apparenté & Rvll%o, pour une utilisation  dans

N,

chez un sujet ou

s
p)
=R
bl
@®

ITtinduction dtune réponse immuni
Ltantigéne polypeptidigue apparenté & Rviife  est
adnministrd an Sujet,' suivi de l'adwmindstraticon dlun
adénovirus simien non humain codant pour un antigens

apparentgd 3 Rvl126.,
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De fagon similaire, 11 est fourni un adénovirus
simien non humain codant pour un antigéne apparenté a
By1196, pour une utilisation dans 1'induction d'une
réponse  immunitaire chez un  sujet ol un antigene
polypeptidigue apparenté a Rvlloe est adminisgtrd au
sujet, suivi de l'administration de 1l'adénovirus simien
non humain codant pour un antigéne apparentd a Bv1196.

v

En putre i

|

egt fourni llutilisation d'un
antigéne polypeptidigque apparenté & Ryll86, dans la
fabrication d'un médicament pour induirs une reéponsgs
immunitairve chez un sujet oy 1'antigéne polypeptidigue

apparentd & Hyll96 est administré au sujet, sulvi de

{an

I'goministration d'un  adénovirus gimien non  humaln
codant pour un antigéne apparentd a Rvlloe.
B outrs; il est fourni lTubtilisation un

’

adériovirus simien non humain codant pour wun antigen

-
foss
'/')

&
apparentéd & Rvl196, dans la fabrication d'un médicament
pour induire une réponge immunitaire chez un sujet ou
un  antigéne polypeptidigue apparenté a Rvll®6  est
administrd au sajet, suivi de 1ladministraticn de
1'adénovirus simien non humain codant pour un antigens
apparenté & Rvlls6.

Tl est également fourni un antigdne polypeptidique
apparenté a Evlias, pouwr  ung ubiligation dans
“induction d'uns réponse immunitalre chez un sujet on
un adénovirus simien noen humain codant pour un antigene
apparenté & Rv1196 est administré au sujet, suivi de

y

Vadninistration de llantigéne polypsptidigue apparenté

4 Rwlloe.

i

De fagon similaire, il est fourni un adénovirus

i

simien non humain codant pour un antigéne apparenteé
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Rv1196, pour une utilisation dans 1'induction d'une
réponse  immunitaire chez un  sujet ou Lradénoviyrus
simien non humain codant pour un antigéne apparenté A

Rv1196 ast administeé ay sujet, aulvi de
Tladministration d'un antigéne polypeptidigque apparsnte
8 Rvlise,

En.  outre, i3 est  fourni I'utilisation d'un
antigéne polypeptidique apparenté & Rvlles, dans la
fabrication d'un médicament pour induire une réponss
immunitaire chez un sujet ol un adénovirus simien non
humatin codant pour un antigéne apparenté & Rvll26 est
administré an  sulet, suivi de lladministraticn de
llantigéne polypeptidigue apparenté a RviiRe.

I1  est également fourni Ttutilisation diun
adépnovirus gimien non humain codant pour un antigeéne
apparentd a Rv11i®e, dans la fabrication d'un médicament
pour induire une réponse Immunitaire chex un sujet o
1'adénovirus simien non humain codant pour un anbigéne
apparenté & Rvlid& est administré aun sujet, suivi de
1'administration d'un antigeéne polypeptidigue apparents
a Rvllige.

11 est également fourni un antigsne polypeptidigus

P

dpparente a Ry(128, pour wne utilisation dans

< 3 e

Prinduction diune réponse immunitaire chez un suje

o
¥
L

.

l'antigéne polypept: e apparenté a  Rv(lzb  est

b

12
s

administrs au sulet, suivi de 'administration d'u
sdénovirus simien non humain codant pour un antigene
apparenté a Rv0125.

De facgon similaire, il est fourni un adenovirus
simien non humaln codant pour un antilgéne apparantd &

Rv0125, pour une utilisation dans 1'induction d'une
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1
o

réponge  itmmunitalre chez un  sujet ob  un antigene

2

polypeptidique apparentd a Rv01l25 est administre au
gujet, sulvi de l‘administrat’on de lltadénovirus simien
non humain codant pour un antigéne apparsnté & Rv01Z5b.
En outre, 11 est fourni  1'utdlisation dlun
antigine polypeptidigue apparenté & Rv0125, dans la

fabrication dfun médicament pour induire une zéponse

&

s 5
H
i,

impunitaire chews un sujst ou ’antigéne polypeptidique
apparentd a Rv0125 sst administrée au sujet, suivi de
1'administration d'un adénovirus simlen non humain
sodant pour un antigéne apparenté a Rv0123.

iy oubre, il  est  fourni 1l'utilisatien d'un
adénovirus simien non humain codant pour un anbigene
apparenté a Rv0125, dans la fabrication d'un médicament
pour induire une réponse immunitaire chez un sujet ou

x

un  antigéne polypeptidique apparenté a Rv0i26 est
administré au sujet, sulvi de 1l'administratlon de
'adénovirue simien non humain codant pour un anbtilgéne
apparenté& a RvQ1Zb.

1 est également fournl un antigeéne polypeptididue
apparenté a  Rvllas, pour une ubtilisation  dans
1'induction d'une réponse immunitaire chez un sujeb ol
an adénovirus simien non humain codant pour un antigene
apparentd a Rv0125 est administré au sujet, suivi de
fiadministration de l'antigéne polypeptidigue apparenté
& Rv(lzh.

De fagon similaire, 1l est fournl un adénovirus
simien non humain codant pour un antigéne apparenté A
Ry012%, pour une utilisation dang 1'induction dfune

réponse  Ammunitalre cher un sujelb ot L'adénovirus

g4 -

S,

simien non humain codant pour un antilgene apparente

G
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Rv(125 sst adminiat au sujet, suivi de
Lladpinistration d'un antigéne polypsptidique apparenté
a Rw0l1Z5.

Eri outre, il agt fournit l'utilizabtlion d'an

S antigéne polypeptidigue apparenté a Rv012%5, dans la
fabrication diur médigament pour indulre une réponse

?'D\
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immunitaire chez un sujebt ol un ads
humain codant pour un antigéne apparenté a Rv01l2b est
administré au sujet, suivi de  1'admi
25.

10 1rantigéne polypeptidiqgus appar@nté a Rvd

Tr'utilisation At un

h
g
(o
=
=
=

Il  est égalemant
adénovirus simien non humain codant pour un antigens
apparenté & Rv01Z5, dans la fabrication d'un médicament
pour induire une réponse ilmmunitaire chez un sujet ol

1% 1radénovirus simien non humain codant pour un antigene
apparenté 3 Rv01Z5 est administré an sujet, suivi de
1tadministration d'un antigéne polypeptidigue apparents
a Rv(125.
De facon approprige, llantigéne polypeptidigne
20 apparenté a Rvll26 est fourni dans une composiblon gul
comprend dgalemant un adijuvant. Eveantusllement,

de

64

Lladiuvant comprend un  Agonist TLR eb/ou une

4

zaponine immunolegiguement active. L'agoniste des TLR

st de fagon appropriée un agoniste du TLR4,

2
L

De  facon appropride, llantigéne polypeptidigue

apparenté & Rv0125 est fournl dans une composgitlion gt

conprend également un adjuvant. Lventuellement,

I

1tadijuvant  comprend un  agoniste des TLR et fou  uns

7

saponine immunologliquement active. L'agoniste des TLR

30 est de facon appropridée un agoniste du TLR4.
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De fagon appropriée, ltantigéne polypepbidique
apparenté a Rvll%6 est fournl dans une composition gul
est sansiblement dépourvue d'un adénovirus simlen non
humain codant pour un antigéne apparventé a Rvllds, de
telle facon qu'elle ne comprend pas un  adénovirus
simien non humain codant pour un antigéne apparenté &
Rv1196. Far exemple, elle est sensiblement dépourvue de

ou mne comprend pas un adénovirus simien non humain

M

wocdant pour un antigéne myceobactérien (de telle fagon
qufelle est sensiblement dépourvue de ou ne comprend
aucun adénovirus simien non humain) en particulier elle

est  sensziblement dépourvus de ou ne comprend aucun

adénovirus codant pour un antigéne mycobactérien (de
telle facon gu'elle est sensiblement dépourvue de ou ne
comprend aucun  adénovirus) . Dans certains moadss de
réalisation, llantigéne polypeptidigue apparenté &
By1196 est fourni dans une composition gui  est
sensiblement dépeurvue de  ou  ns comprend aucun
adénovirus codant pour un antigéne myccbactérien.

En oubre, de Lagon appropride, 1tantigens
polypeptidigue apparenté a RvilS%6 n'est pas aduninistré
au sein dlune péricde d'un jour {comme deux, trols ou
six jours) dfun adénovirus simien non humaln codant
pour un  antigéne apparenté & Rv1l1ise, COmmE un
adénovirus simien non humain codant pour un antigéne
apparenté 3 Rvl1196. Par exemple, un adénoviius simien
non humain codant pour un antigene mycobactérien (tel
qu'un  adénovirus simien pon humain gquelcenguel en
particulier un adénovirus gquelcongue codant pour un
antigéne mycobactérien {tel o adénovirus

guelcongue) . De fagon appropriée, Lvantigéne
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polypeptidique apparenté a Rvll26 n'est pas administré
au sein d'une période d'un jour {comme deux, trols ou
six Jours) Jd'un adénovirus guelcongue codant pour un
antigéne mycobactérien.

De  fagon appropriée, l'adépovirus simien non
humain codant pour un antigéne apparenté a Rvll9s esi
fourni dans uns  compesition gul  est sensiblemsnt

1

dépounrvue  de pua e gonmprend was oUn antigéne
polypeptidigue apparventé & Rv1i196. Par exenple, elle
pst sensiblement dépourvue de ou ne comprend pas un

antigéne mycobactérien polypeptidique (de telle fagon

gqu'elle est sensiblement dépourvue de ou ne cotaprend

ot

ajgcun autre antigéney, Dans certains modas de
réalisation, 1'adénovirus simien non humain codant pour
un  antigéne apparentd & Rvl186 est fourni dans une
composition gul est sensiblement dépourvue de oy ne
comprend pas un antigeéne mycobavtérien polypeptidigue.
En outre, de fagon approprige, 1'adénovirzus simien

non humain codant pour un antigeéne apparenté a RvllHo

ke

feat pas administré au sein d'une période o Tour

3

{comme  deux, trois  ou six jours) d'un  antigéne

polypeptidigue apparenté & Rvll26. Par exemple, un

:

antigéne mycobactérien polypeptidigue {(comme tout autie
antigéne). De fagon appropriée, 1l'adénovirus simien nen
humaln codant pour un antigéne apparenté a Rvilds n'lest

ot

pag administré au sein d'une période d'un jour {(comne
deux, trois ou siz jours) d'un antigéne mycobactérien
polypeptidigue.,

De  fagon appropriée, 1'antigéne poelypeptidigue

apparenté & Rv0125 est fourni dans une composition gud

eat sensiblement dépourvue diun adénovirus gimien non
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humain codant pour un antigéne agparenté a Rv01Z5, de
telle fagon gu'elle ne comprend pas un dénovirus
simien nmon humain codant pour un antigéne apparenté a

Bwd125:

Par exemple, slle est sensiblement dépourvue de
s ne comprend pas un adénovirus simien non humain

codant pour un antigéne mycobactérien {(de telles fagon

i

qu'elle est sensiblement dépourvue de ou ne comprand
auncun adénovirus simien non humain) en partiouliesr elle

egt szensiblement dépourvue de ou ne comprend auwcun

-

adénovirus codant pour un antigéne mycobactérien (de
telle facon gu'elle eslt sensiblement dépourvus de& ou ne

comprend  aucun adénovirus) . Dans certaing modes de

réalisation, l'antigéne polypeptidique apparentée a
G12%  est fourni dans une compogition  gui  est

sensiblement dépourvue de ou ne  comprend aucun

adénovirus codant pour un antigéne mycobactérien.

En culire, de Fagon appropriée, Itantigens
polypeptidigue apparenté & Rv01Z5 est pas administré

au sein d'uns péricde d'un dour {comme deux, trols ou

2iz jours) d'un adénovirus simien non humaln codant
pour un antilgdne apparenté &  RvO1Z3, omme U

adénovirus simien non humain codant pour un antigeéns
apparentd a Rv0125. Par exemple, un adénovirus simien

non humain codant pour un antigéne mycobactsérien (tel

-

gqu'un  adénovirus simien nen  humain  guelcongue) en

particulier un adénovirus guelcongue codant pour um
antigens mycobactérien {tel gt an adénovirus
gueloongus) . [ae facon appropride, Trantigéne

polypeptidigque apparenté a Rv01Zb nfest pas administre

an sein d'une péricde d'un Jour {(comme deux, trois ou

BE2016/5611
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siz Jours) dlun adénovirus quelcongue codant pour un
antigéne mycobactérien.

De fago appropriée, 1'adénovirus simien non

r-‘:

humain codant pour un antigéne apparenté a RvOlZ25 est
fourni dans une composition  gul  est angiblement

dépourvue  de oy ne comprend as  oun antigéne

eolypeptidigue apparenté a Rv01l2b. Par exenmple, alle
egt sensiblement dépourvue de oun ne comprend pas un
antigéne mycobactérie relypeptidique (de telle fagon
gu'elle est sensiblement dépourvue de ou ne comprend
ancun. aubre antigéne} . ans cerrains modes de

réalisation, 1'adénovirug simien non humain codant pour

un antigéne apparentd & Rvy0lIS est fourni dans une

o

composition qui est ssnsiblement dépourvue de ou ne
comprend pas un antigéne mycobactérien polypeptidigue

En outre, de fagon appropridge, 1'adénovirus simlen
nen huwmaln codant pour un antigéne apparenté & Rv01Z5
ntest pas administré au sein dfune péricde d'un jour

comme  deux, trois ou g1y jours) dtun antigene

o~

olypeptidigue apparenté a Rv0125. Par exemple, un
antigéne mycobactérien polypeptidigue (comme tout autre
antigeénel,. De fagon appropriée, 1l'adénovirus simien non
humain codant pour un antilgéne apparenté & RevDizZb nlest
pas administré au sein dlune période d'un jour {comme
deux, trois ou sim jours) diun antigéne mycobactérien
polypeptidigue.

De facon appropriée, le sujet est un nampifere,
tel gu'un bovin ou un étre humain. En particulier, le
sujet est un étre humain.

Par sensiblement dépourvy de, dans le contezxte

dtun adénovirus, Ll g5t signifia généralement

BE2016/5611
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omprenant moins de  10%  comme moins  de 163, en
particulier moing de 10* ou moing de 10% particules
virales du  type pertinent par dose. Les procddés
appropriés pour déterminer le nombre des particules
virales comprennent 1'analyse par PCR guantitaltive, la
CLHP analytigue ou des procédés spectrophotométrigues
bagés sur 1'Raen am.
Par sensiblement dépourvy de, dans le contexte
dtun antigene polypeptidigue, il ast signifis
généralement comprenant moins de 1 pg, en particulier

moins de 0,01 pg de l'antigéne ou des antigénes

s

pertinents par dose. Les procédes approprigs pour

déterminer la guantité dantigéne peptidique sont
connus de U'homme du métier et selon la compositlon,

ils peuvent combiner des procédés de purification pour

.

aider 4 faciliter un procédé de guantification

(‘[3«
W

approprié  {comme une CLHP analvtique ou des procéd
spactrophotonétrigues) .

Génédralement, l'obilectif du procédé de Ll'invention
est dl'induire une réponse ilmmunitalre protectrics,
est-a-dire, d'immuniser ou de vacociner le sujet
contre un agent pathogéne apparenté. Par conséquent,
1'invention peut étre appliquée & la prophylaxie, au

traitement ou & 1'amélicration d'une Infection par des

3

.
i3

=

b

mycobactéries, comme une infection par Mycobacter

bovie ou Mycobacterium tuberculosis, en particulier

|2}

Mycobactariun tuberculosis.
L'invention peut &tre fournie dans L'objectif de :
- ia prophyvlaxie d'une tuberculose active due &
une infection {(o'sst-d-dire, une tubercounlose primalre}

«

ou  dlune réactivatiocon J{o'lest-d-dire, nne tuberculose
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secondaire), comme pay une administration au sujet gul
est non infecté, ou en wvariante au sujet qui souffre
d'une infection latente ;

-~ la prophylazie d'une tuberculose latente, comte
par une administration & un sujet qui est non infecte

~ Ta traitement dhine tuberculose latente

~ la préventicen ou le retard de la réactivation
dlune  tubercnlose, sepécialement le  retard de  la
réactivation, par exemple, d'une période de plusieurs
mois, années ou indéfiniment ; on

- le traitement d'une tuberculoze actlive {(comme
pour raduire le besoin dtun traitement
chimiothérapsutique @ comme la réduction du terme diun

traitement chimiothérapeuticue, de la complexité d'un

"

régime médicamenteux ou dogage du  traitement

s

chimiothérapeutique ; en variante, pour réduire le
risgue d'une rechute uwltérieure a la suite dlun
traitement chimiothérapeutique).

La véponse immunitaire déclenchée peub &étre une
véponse des Jymphocytes T spécifiques de 1'antigene
{qul peut é&tre une réponse systémigue et /ou locale).
Les réponses systémigues peuvent etre détectéss, par
exemple, & partir d'un échantillon de sang tota

a
réponses locales (par exemple, la réponse Locals dans

vt

e poumon) peuvent &tre détectdes A  partir d'un
Achantillon de tissu approprié (par exemple, du tissu
pulmonaire) ou un  aubtre procédeé d'échantillonnage
congentré localement {par exemple, un lavage
bronchoalvéclalire) . La reponge des Lymphocytes T
spécifigues de 1'antigéne peut comprendre une réponse

dea lymphocytes P CD4+, comme une réponse impligquant
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iles Llymphocoytes T CD4+ exprimant une pluralité de
ovtokines (par exemple, 1'IFN-gamma, le THF~alpha ou
1115-2, spécialement 1'IFN-gamwa, le ThF-aipha et
1L'I5~2). En wvarlante, ou en outre, la réponse des
iymphoceytes 1 apdcifl Lrantigens comprend une
réponss des lymphocytes T CDB+, comme une reponse
implicuant les  lymphocytes T CDE+ gxprimant une

oluralité de oytokines (par exemple, L'IFN-gamma, la

C

TNE-alpha ou 1'IL~2, spécialement 1'IFN-gamma, le TNE-
alphas et 171L-2}.,

Le terme « infection active » s¢ rapportse a une
infection, panr exemnple une infesction par
M. tuberculesiz, avec des symptdmes nmanifestes de la
maladie et/ou des lésions, de facon appropridge avec deg

symptomes manifestes de la maladie.

Les btermes « infecticn dnactive », « infection
dormante » ou « infection latente » ou « tuberculose
latente » se rapportent & une infectlon, par exemple
une  infection par M. tuberculosis  sansg symptdmes
manifeastes de la waladie et/fouw lésions, de fagon
appropridée sans symptdmes nanifestes de la maladis. Un
sujer souffrant o'une infection latente sera un sujet

dont le résultat de test est positif pour une inle

;«J'.

on
par ewemple par le test cutand a la tuberculine {rom)
At les tests de libération d'interféron gamma (TLIG),
mais qui nta pas démontré les symptémes de la maladie
ot/on des lésicns gul sont asscciés & une infection
active.

Le terme « tuberculose primaive » se rapperte a
une maladie clinigue, par exenple, la manifestation des

symptomes de la maladie, directement a la sulte de
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Itinfection, pan exenpla une infection pax

i
L
=

M, tubsrculosis. Voix, Harrison’s Principles

(T
o

Internal Medicine, chapitre 150, pp. 953-268 (léome

Braunnwald, et al., &d., 2005,

&
oot
i

Les Lermes « tuberculose segondaire »
« tuberculose post-primaire » se rapportent & la
réactivation dtune infection dormante, inactive ou
labtente, par exemple une infection par M. tuberculosis
Voir, Harrison's Principleg of Internal Medicine,

chapitre 150, pp. 953-966 (loéme ed., Rraunwald, et al.

Le terme « réactdvation dtune tuberculose »  se
capporte & la manifestation ultérisure des symptomes de
ta maladie ehey un individe dent le résultat de test

est positif pour une ianfection ({(par exempl

]
j&]
e
[

(':‘;.

t
o]

§]
o
[
~
L
B

tegt cutanéd & la tuberculine ({TCT) ou les

libérabtion d'interféron gamma (PLIG)) mais qui n

o

-

présente pas de symptémes apparents de la maladie,

o3

=
facon appropriée, 1'individu n'aura pas &te réexpnsd 2
une infeoction. Le test de diagnostic positif indigue
que 1'individu est infecté, toutefols, 1rindividn peut
avolr présentd ou  pas  auparavant  des symptémes

qui avait été traitee

».4.
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o
}.—J
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=
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e
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suffisamment pour conduire la btuberculose danz un
inactif ou latent.

De facon appropriée, les procédés sont appliqués &
un  sujeb qui est non infecté ou qui souffre diune
infaction latente par des nycobactéries, comme une
infection par Myoobacterium tubsrculosis. Dang un mode
de réalisatiocon, les procédés sont appligqués & un sujet

gui ne souffre pas d'une infection par Mycobacterium

BE2016/5611
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tuberculosis {dans le contexte des suiets humains) on
Mycobacterimm  bovis  {danz le contexte des sujets
hrowving) . Dans  nn o autre made de  reéalisation, les

procédés sont appliqués & un sujet guil soulfre dfune

Lt

infection latente par des myoobactériss, telles que
Mycobacterium tubsrcoulosis {dans le contexte des sujets
humains) ou Mycobacterium bovis (dans le contexte des
sujets bovins).

Dans certains modes de réalisation, le sujet a &té

10 yaceiné suparavant par le BCG. Les approches de la

3

présente invention peuvent, par exemple, &tre utilisées

u;

gy

pour un smujet au moins un an aprés la vaccination par

i
i

ie  BCG, pan smple au molns  deux ans

0

aprés la
vacoination par le BCG comme au moing cing ans apres la
15 waccination par le BCG.
Dang certaing modes de réalisation, le sujet a &té
infecté auparavant par M. tubsrculosis

Antigénes dlutilisation dans 1'iunvention

Les épltopes des lymphocytes T sont des seguence

20 contigugs courtes d'acides aminés qui sont reconnues

b

har les lymphocoytes T (par exemple, les lymphocytes T

e

+  ou  ChE+}. L'identification des épitopes des

1
~<Z o
519

‘t(

1

53

mphocytes T peut &tre obtenue par des experiences

¢

7

cartographie des épitopes gui sont connues de 1'homme

25 du métier  {veir, par exemple, Paul, Pundamerntal
Tmmunalogy, Jéme éd., 243-247 (1993} ; Beifbarth et al.
f‘\

Bioinformatics 2005 21 {(8uppl 1y 329%=137). Dans unsg

population non consanguine diversifiée, telle que les

&tres humains, les différents types HLA signifient gue

123
o

des épitopes particuliers peuvent ne pas étre regonnus

pas tous les membres de ia population. Comme
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~onséquence de 1'implication essentielles de la réponse
die lymphocytes T dans la tuberculose, pour maximiser le
taux de reconnaissance et 1'échelle de la reponse
immunitaire, un dérivé immunogéne dlune séquence de
5  yé&férence est de fagon souhaitable un  dérivée gud

o
¥
)

sontient la majorité  {ou de fagon appropriés  la

o

totalité) des épltopes deg lymphocytes T intacts.
Mortier et a
l'analyse de la conservation des séguences et des

srédictions  in silico des  liaisons antigéne-peptids

et

dang des leucocytes humainzs  pour les  antigenes

vaccinaux candidats contre la tubesrcoulose Mth7ZL et M7Z.

L'homme du métier comprendra que des substitubtion
I { Sy

das délétions ou des additilons individuelles dang une

1

‘otéine gui wmodifient, ajoutent ou déletent un seu

foud
[
e
=
O

anide aminé ou un petit pourcentage des acides aminés
est un « dérivé inmunogéne » ot la modification ou les
modifications entrainent la substitution dfun acide
aminé par un avide aminé fonctionnellement gimilaire ou
29 1a substitution/délétion/addition de résidus guli n'ont

sensiblement aucun impact sur la fonction immunogene.

{!}
w

Lizs tableaux cle substibubions conservativ

fournissant des acides aminés fanctionnel lement

similaires sont bhien connus dans 1'art. En genéral, de

o)
S

(=N
&£
o
i
=
o
5]
G
&
e
3]
st
7]
&
P,) -
]

telles zubstitutions conzervat

Ge 1'un des regroupements dl'acides aminés spécifies ci-

dessons, bien gue dans certaines circeonstances d'autres
substitutions pulssent &tre possibles sans affecter

sensiblement les propriétés immunogénes de 1l'antigene.

L
jo]

Les huit grouges suivants contiennent chacun des acides
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|53
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aminés gul sont généralement des substitutions
onservatives & un autre o
1y alanine (A}, glycine (5} ¢
7Y acide aspartigue (D}, acide glutanique (B} ;
3} asparagine (N}, glutamine (0} 7
4y arginine (R}, lysine (K} ;
§) isoleucine (I}, leucine (L), méthionine (Mj,
valine (V) ;

&} phénylalanine (F}, tyrosine (Y}, tryptophane

érineg (8), thréonine (T} ; ab

Ui

iR
N ,

8} cystéing (C), méthionine (M)

557
e

.

(voiy, par exempleg, Creighton, Proteins 1984

De fagon approprise, ses aubstitutions ne

o]

surviennent pas dans la région d'un épitope et, paxr

G

onséguent, nYont pas un impact significatif sur les

3

Lés lmmunogénes de l'antigene.

’D\

R ae) rig

o
L

e
\)

ki

@

dérivés immunoyenes peuvent également
comprendre ceux dans  lesguels  des  acldes amirnés
supplémentaires sont insérés comparativement a 1&
séguence de référence. De fagon approprice, de telles
rfions ne surviennent pas dansg la région d'un
ope, et, par oconséqguent, n'ont pas un  lmpact
significatif sur les propriétés imrunogensas de
ltantigéne. Un  exemple dlinsertions comprend une
séquence courte de résidus d'histidine (par exemple, 2
E 6 résidus) pour  aider YTempression  etfou  la
purification de l'antigéne en guestion,.

Les dérivés immunogdnes comprennent ceux dans

st

lesquels des acides Aaminés ont até déelétés

comparativement & la séquence de reférence. De fagon
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appropriée, de telles délétions ne surviennent pas dans

ia région d'un épitope, e, par conségquent, n'ont pas

un impact significatif sur les propridtés lmmunogénes

Itantigéne,

2.
o

L' honme du métier comprendra gyt un dérivé

1951

impunoegeéne particulier peut somprendre de

m

subgbitutions, des délétions et des additions {ou 17
guelcongue de leurs combinalsons) .

Tes termes « ddentigue » 1P| pourcentage

o

% d7identité », dans le contezte de deuzn séquences’

' i

volypeptidigues on plus, se rapportent a deux ssequences
ou sous-séquences ou plus gul sont les mémes ou guil

de résidus dltacides

présentent un pourcentage speéo

ks

aminégs cpud sont les mémes feteat~a—~dire, ERCI
Avidentité, éventuellement 75 %, 80 %, 85 %, 20 %, 95 %

98 % ou 99 % dfidentibé gur uwne réglon spécifige},
lorsqutelles sont comparédes et alignees pour une

4

correspondance maximale sur une fenétre de comparaison,
ou une région désignés mesurée en utilisant l'un des
algorithmes de comparvaiscon de séquences suivants ou par

un  alignement manuel et un  examen  visuel. Catte

i

définition sa rapporte également ag omplémentaire

d'une ségquence a tester. Bventuellement, 1'identite

<

existe sur une région gqul a une longueunr dlaun molins

p

200 acides aminés, comme au moins 300 acides aminés ou

2

inés. De fagon appropriés, la

P2

au moins 400 acides am
comparaison est effectude sur une fendtre corraspondant
4 la longueur entidre de la séguence de reférence (par
opposition 3 la séguence du dérive).

Pour la comparaison de sdquences, une séguence

agit comme la séguence de référvence, a laguelle les
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séouences A tester sont comparées. Lorsgue 1'on utilise
un  algorithme de comparaison de  séguences, les

quences & tester et de référence sont entrees dans un

Ll
’D~

ordinateur, les goordonnées des sous-géguences sont

~

désignées, gl nécessalre, et les paramétres du

{
B
ex

programme de llalgorithme des séguences sont cézignés.
Les parvanétres par défaut du programme peuvent étre
utilisés, ou des paramétres alternatifs peuvent &tre
désignés. L'algorithme de comparalseon de ségquences
calonle ensuite les pourcentages d'identité de sequence
pour les séguences & tester par rapport & la séguence
de référence, en se basant eur les parametres du
programmne.

Une « fenétre de comparaison », tel gu'utilisé ici

se rapporte & un segnent dans leguel une séguence peut

N

&tre comparée a une séguence de

2z
&)

férence du méme
nombre de  positions consédcutives apres  gue  les
deux séquences sont alignées de fagon optimale.
procédés d'alignement de seguences pour une ComMpar aison
sont bien connus dans 1'art, L'alignement optimal de
séguences pour une comparalsen peut étre condult, par
exemple, par l'algorithme d'homologle locale de Smith &
Waterman, Adv. Appl. Math. 22 482 (1881), 9par

‘algorithme d'alignement deg homologles de Needleman &
Wonach, J. Mol. BRiol. 48: 443 (1370}, dans 1 recheyrche

» X '

pour le procédé de similaryité de Pearson & Lipman, Proo

fre)

Mat’l. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988}, psr des miges en
euvre informatisdes de ces algorithmes (GAP, BESTFLIT,
FASTA ot TFASTA danz le progileiel de Wisconsin
Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,

Madison, W), ou par un alignement manuel &b un examen
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Un

< PILEUP
partix
utilisant
montraer la
séguences.,

10 montrant

Eer

du procédé d'alignement progre

J. Mol.

ast
15 ¢aRIOS 5

Jusgu'ta 300
de S000
alignements
palres de
produisant
groupse est
plus

Denx

extension ds

e v
23 indivi

Srie

2]
r{;\

programnme
apécifiques
8 régions
lea paranétrs

P

géguence de

{yoly,

axemple
arée
dfun
des
relabion
TE

Ilalignement.

Bvol.

similaire

macléotides

apparentee ou a

groupss

duelles,
dralignements

ast

nay avenpls Current PFrotocols
- ; r

alogy (Ausubel et al., &d. supplément

d'un Lthme fite ezt PBLLEUP.

algor

un alignement de  séquences multiples a
groupe de  séquences apparentées  en
alignements progressifs par palres pour

et le pourcentage d'identité des

ement un arbre ou dendrogramme

des regroupenments utilisés pouyr

utilise Gation

saif

PILEUP urie  simplific

de Feng & Doclittle,

35%: 351-~-360 Le proecéde utilisé

‘3

au Higgins & Sharp,

ali

procéds par

51153 {198%). Le programms peut e

séquences, chacune dfune longueur maximale

ou acides aminés, La procédure des

multiples débute paxr 1° aiiqn*menf par

deux séguences ez plus similaires,
. groupe de deux sdquences allignees. Ce
ensulte aligné avec la séguence sulvante la

¥

un groupe de séguences alignées,

de séquences sont alignés par une simple

Italignement par paires de deux séguences

T'aliognement f£inal est obtenu par une

progressifs  par

exdcutbé en déaignant

at rdonnées

de comparaizon de séguences ef en désignant
sz du programne. En o ubilisant PILEUP, une

référence est comparéds a dlaubtres séquences
iy
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3 tester pour déterminer la relation du pourcentage
dtidentité de séguence en utllisant les parametres
suivants : poids de la bréche par défaut (3,00}, poids
de la longusur de la bréche par défaut (0,10, et
bréches terminales pondérées. PILEUPR peut &tre obtenu a
partir du progiciel dlanalyse de séguences de GUG, par
exemple, version 7.0 {Deversaux st al., Nuc. Acidgs Res.
120 387395 (1984}

Un autre exemple d'algorithme guil est approprié
vour la détermination du pourcentage dlidentité de

équence et de similarité de séquence consiste en les

algorithmes BLAST et BLAST 2.0, guil sont décrits dans

)

Altgehul et al., Nuc., Acids Res., 25: 3389-3402 (1577)

a3

ot Altschul et al., J. Mol. Biol, 21%: 403-410 (1880},
reapactivement, Le loglciel pour effectuer les analyses
BLAST est disponible at public par 1'intermédiaire du
National Center for Bictechnology Information {site Web
& www.nchi.olm.oihogov/). Cet algorithme implique
dtabord 1'identification des paires de séguences de
score élevé (HSP) en identifiant des mots courts de
lengueur W dans  la séquence de  reguéte, gul soit

correspondent soilt satisfont un certain score seulil de

q 5
H
{ i

valeur positive T lorsgu'ils sont alignés aves un mo
de la méme longueur dans une séguence de la base de
données, T est appelé seuil du score des mots du
voiginage (Altvsohul el ad.., ci-dessus) . Ces
correspondances des mots du volsinage aglssent comme
des graines peour initler des recherches afin de trouver
des HSP plus longues les contenant. Les correspondances
des mots sont étendues dans les deux dirvections le long

de chague séguence tant gu'il est possible d’augnenter
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le score dialignement cumulatif. Les scores cumulabtifs
sont calculés en  utilisant, pour les séquenges

paramétres M (score de récompense

%

nucléotidiques, le
pour une paire de résidus correspondants ;¢ toujours > U]
et N {score  de pénalité  pour les résgidus  ne

correspondant pas ; btoujours < 0}, Pour les séguences

('J
~t
G
ot
%)
bt
b
w
(3L
o
g
£
A
[0t
g

racides aninés, une matyice de gcore of
calculer le soore cumulatif, L'axtension des
correspondances des mots dans  chague direction est
stoppés lorsque : le score de 1'alignement cumulatif
baigsse de la guantité X & partir de sa valeur maximale
obtenue ; le score cumuniatif atteint zéro ou en dessous,
&  cause de llaccumulati dtun  ou  de plusieurs
alignements de régidus de sgore négatif ; ou
Tlaxtrémitéd de l'une ou 1'autre séguence est atieint,
Les paranétres de  l'algorithme BLAST W, T, et X
déterminent la sengsibilite el la rapidité de

1'alignement. Le programme BLATN (pour les séquences

49N

nucléotidigues) utilise comme parametres pay défaut une

longueur de mobt (W) de 11, tne espérance (E) de 10, ¥ =

1,

, N = =4 et une comparaison des deux bring. Pour les

séquences d'acides aminés, le proegramme BLASTP utilis

8]

comme paramétres par défaut une longueur de mot de 3,
et une espérance (B) de 10, et la matrice de score
BLOSUMG? ({voilr Henikoff & Henikoff, Proc. Natl., Acad,
S, USA B9: 10915 (1882)) des alignements (B} de 50,

cespérance (B} de 10, M= 5, N = =4, =2t uane

,,,
[N
By
oo
.
&
D)

comparazison des deux brins.
L'algorithme BLAST effectus dgalement une analyse
statistique de la similarité entre deux séguences {volxr,

par ewemple, Karlin & Altschul, Proo. Nat’/ 1., Acad. Seci.
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USA 90: AB873-5787 {(1893)). Une mesure de similarvité
fournie par 1'algorithms BLAST est la somme des
probabilités la plus bassze (P{N}}, gl fournit une
indication de la probabilité selon lagueile une
correspandance entre deux géguences nuclécotidigues ou
dlacides aminés est due au hasard. Par exemple, un
anide nucléique est considérd comme similaive 4 une
séguence de référence si la somme des probabilités la
plus basse dans une comparalson de 1'acide nucléigue a

nfdrienre

e

tester a4 1l'acide nucléicue de rvéférence est

& environ 0,2, de fagon davantage préférée infériecure a

S

7

environ 0,01, et de fagon préféeréds entre toutes
inférienres a environ 0,001,

Dans tous les cas, las dérivés lmmunogénes dlune
séguenca polypeptidique utilissront habituelleoment
ssgentiellement 1a wméme acbivitd que la séguence de
référence. Par essentilellement la méme activité, 11 est
signifié an moins B0 %, de fagon zpproprife au molns
75 & et spécialement au moing %0 % de 1'activité de la
séguence de référence dans un test de restimulation
in vitro de OMSP, de sang total, de tissn pulmonaire ou
de lavage bronchoalvéolaire  avec  des antiganes
spécifiques {(par exemple, une restimulation pendant une
période situge entre plusieurs heures a
deux semaines, comme  Jjusgutda un jour, L Jour A
1 semaine ou 1 & 2 semalnes) qui mesure ll'achivation

£

dez cellules par lymphoprolifération, production de
cytokines dans le surnageant de culture {mesurées par

des tests BLISA, CBA, etc.) ou caractérisabtion des

répenses des lymphocytes T et B par colo sration intra-~

et  extracellulaire (par exemple, en utilisant des
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anticorps spécifigues de margueunrs immunitaires, tels
gue D3, Ch4, D8, 1'IL-2, le TNFf-alpha, L1'IFN~-gamma,
1T IL~-17, CDR40L, ChEY, ete.; sulvie de 1'analysze par un
aytometre en Fluz, D fagon approprife par
sssentisllement la méme activite, 41 est signifié au
0 %, de facon appropriée au moing 73 % et
spécialement aun moeing 30 % de 1'activité de la ssguence
de  référence dans un  test de prolifération des
iyvmphocytes T et/ou de production d'IFN-gamma.

Dans un mode e réalisation, Ltantigéne
polypeptidique et 1'antigéne codé gont des antigenes
apparentés & Rv1196. Le terme « anbigéne apparenté a
Ry1196 » se rapporte & la protéine Rvll26 fournie pax
SEQ ID NGO ¢ 1 ou & 1l'un de ses dérivés immunogénes. Tel

rapporte A& un

T
%
w
T

qututilisé dci, le terme « dérivé

antigeans

{D
ey

ezt modifilé par rapport a la séquenceg de
référence. Les dérivés immunogénes sonh sulflsamment
similaires & la séquence de réfdrence pour conserver
sensiblement les propridftés immunogénes gue la séquence
de référence et demeurer capables de pernettre le
soulévement d'une  réponse  immunitaire contre la
séquence de  référence. Un dérivé immunogene peut

comprendre, par exemple, une version modifiée de la

o

séguence de référence ou en variante, 11 peut &tre

congtitué d'une version modifide de la sdguence de

référence,

Ltantigéne appaventé A Rvl196 peut contenir, pax

exemple, 2500 résidus d'acides aminés ou molng, comme

1500 résidus dlacides aminés ou moins, en particuller
0

0 résidus dlacides aminéds ou moinsg, sp2cialement

BE2016/5611
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1000 résidus dlacides aminds ou meins, généralemesnl
200 résidus dfacides aminés ou moins.

De facon appropriée, L'antigene apparenté a Rvl11%6
somprendra, comme sera constitud de, une seguence

orésentant au moinsg 70 % d'identité avec SEQ 1D KO ¢ 1,

comme  au moins 80 %, en particulier au moins 90 %,
spéoialement au meins 95 %, par exemple au moins 28 %,

{)a

comme au noins 99 %,

in exemple spécifigque d'un antigéne apparentée a
Ryll96 est Rv1196 ilssu de la souche de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, tel gue fourni par SEQ ID NO @ 1.
par conséquent, dans un node de réal ization de
1'invention, 1'antigéne appaventé a Rv1l96 est une
protéine comprenant SEQ ID NCO : 1. Dans un second mode
de réalisation de 1ltinvention, I1Tantigéne apparenté a
Ev1196 est une protéine sonstltués de SEQ LD [0 B

Un autre exemple d'un antigéne agparénté 4 Rvilos

st Rvlife

e
{'}

a2y de  la  scuche de Mycobacterium

4

tuberculosis FLl. Dans un mnode de réalisation de
1tinvention, 1l'antigdne apparenté a Rvllife est une
protéine comprenant SEQ IR NO : 2. Dans un second mode
de réalisation de 1'invention, 1'antigéne apparenté 3
Rv1196 est une protéine constituée de SEQ ID NO @ 2.
Les antigénes apparentés a Rv1196 types

J

compraendront  {Ccomme seront constitués de) un deér

fets

ve
immunogéne de SEQ ID NO ¢ 1 presentant un petit nombra

de délétion dinsertiong et/ou de substitutions. Des

exenples sont ceux présentant des délétions de Jusgu’a

e

5 résidus  an  niveau de 0 4 5 emplacements, des

"

& an niwveanw de 0 &

Eat.
o
a5
3
4
joz]
el
[N
-
i
6

ngertions de  jusgu
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5 emplacements at une substitution de

20 résidus.

Ausgu’

Dfautres dérivés immunogeénses de Rvll9e sont ce

comprenant (Comme congtitués de) urn fragment

SEQ ID NO @ 1 gui a une longueur d'au moins 200
apinéds, comme une longneur d'an moins 250 acides
en  particulier une longueur d'au moins 300
aminés, spécialement une longueur d'au wmolns 350

aminés.

>

D'autres dérivés immunogénes de Rviifo sont ¢e

comprenant, comne  constibués de, ure  fragment

SEQ ID NO @ 2 gui a une longueur d'aun moing 200
aminés, comme une longusur 4'au moins 250 acides
en  particulier une longueur d'au moins 300

aminés, spfoialement une longueur dfau moins 350

aminés.,

T
L.

b/

aciad

1884

&z

acldes

Les antigénes apparentés 3 Rv1196 peuvent &tre

préparés par des procédés décrits  auparavant {p

axemple, Dillon ef al. Infection and Immuanit

§7(6Y: 2941-2950 ; WO 2006/117240), ceux fourndi

v 199

L]

3 SRR
15 s

les exemples, ou des procédés guil y sont analogues.

Dans un mode de réalisation, LTantigene

polypeptidigue et 1'antigéne codéd sont des antigenes

apparentés & Rv0125. Le terme « antlgéne apparvente

w0125 » se rapporte & la protéine Rv0125 feurnie p

SEO ID NO @ 3 ou & 1'un de ses dévivés lmmunogen

qufutilisé ici, le terme « derivé » so rapport

as. Te

e &

antigéne qui est modifié par vapport a la séguence

¥

I

référence, Les vivés immunogénss sont suffis

LAIme

a
ar
b
un
de
s

L

similaires & la séquence de référence pour conserver

sengiblement les propriétés immunogénes gue la

séguencs
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de référence et demeurer capables de permettre le
goulévenent d'uane ApONse inmunitaire  contre la
séguence de  référence. Un dérivé lmpunogene peutb
comprendre, par exenple, une version modifiée de la
séquence de référence on en variante, il peul étre

#

constitué dlune version modifiée de la séguence de

"“_)

Ltantigéne apparenté a Rv0125 pesut contenir, par
exemnple, 2500 résidus d'acides aminés ou moins, Comme
1500 résidus d'acides aminés ou moins, en particulier

P

d'acides aminés ou wmoins, spécialement

r'Dv.

1200 régidus

0

1000 résidus d'acides amindés ou woins, g¢géneralement
RO0 résidus dlacides aminésg ou moins.

De facen approprife, 1llantigéne apparenté a Rv0lZo
comprendra, comme sera congtitué de, une séguence

o)

prégsentant au moins 70 % d'identité avec SEQ ID NO @ 1,

7]
’@

comme  au moins 80 %, en particelier au moin 0
spéoialement au moins 23 %, par exemple an moins 98 %,
comme au moinsg 98 %,

Un exemple spéeifigue d'un antigéne apparenté a
Ro0125 est Ey0125 issu de la souche de Mycobhacteriim
tubsrculosis H3TRv, tel gue fournd par SBQ ID NO @ 3.
Par conséguent, dans un  mode de réalisation de
Ptinvention, 1'antigeéne apparenté a Rv(01E25 est une
protéine comprenant SEQ ID NO ¢ 3. Dans un second mode
de réalisation de I1tinvention, 1'antigéne apparenté a
Rv(125 est une protéine constitués de SEQ IDh NO @ 3,

Lies antigenes apparentés a RvO1d5 types
comprendront  {comme seront constibtués de) un dérivé
immunogéne de SBQ ID BC @ 3 présentant un petit nombre

de délétions, d'insertions et/ou de substitubtions. Des
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20

exemples sont ceux présentant des délétions de Jusgu’

5 résidus  au niveauy de 0 4 5 emplacements, des

Ry

! au niveasu de 0 &

Ly
oy
=
o
(s}
(2
-
o
3

insertions de jusqgu

5 emplacenents at uie substitution de Jusagu!
20 régidus.

Dtautres dérivés immunogénes de Rv0125 sont ceux
comprenant {comme constituds de) wun  fragment de
SEQ ID NO @ 3 gui a une longueur d'au moins 150 acides
aminés, comme une longueur d'au moins 200 acides aminés
en particulier unme longueur d'au meins 250 acides
aminés, spécialement une longueur d'au moins 300 aclides
aminés. Des dérivés immunogénes partlcounliers de Rv01ZSs
sont ceux comprenant {comme constitués de) le fragment
de SREQ ID NO : 3 corrvespondant aux résidus 1 & 195 de

"‘1;\

SEO ID MO @ 2, Dlautres dérivés immunogenes de Rv0l
sont ceuxr comprenant {(comme constitués de} le fragment
de SEQ ID NO : 3 correspondant asux résidus 192 a 323 de

SEQ ID NO @ 3.

L

Py
]

Yes antigénes apparentés d Ryv0125 particulieérement

préférés  sont  des  dérivés de  SEQ ID NG : 3 daus

1z

lesguels an molns ‘un  {par exemple un, deux, voire
méme les trois) de  la  triade catalytigue a été
substitué ou délété, de telle fagon gue llactivité
protéase a &té réduite et la protéine plus facilement
produite - le résidu de sérine catalytigue peut etre
délaté  ou  substitué {par exemple, substitué pay
1'alanine) etfou le résidu d'histidine catalytigue pesutb

at/ou  lg résldu dlacide

posy
S
o

atre delétd ou  substity
aspartigue catalytigue peut étre déleté ou substitnué.
Sont d'un intérdt spécial, les dérivés de SEQ ID NO : 3

dans lesquels le résidu de gérine catalytigue a &té

BE2016/5611
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&5

gubstitué (par exemple, substitud par l'alanine). Sont

également d'un  intérét, les antigénes apparentés a

Ry0125 qui comprennent, ocomme sont constitués de, une

g

séguence présentant au moins 70 dtidentité avec

SEQ D NO

<=

3, comms au moing 80 %, en particulier au

Q

meins 90 %, spéeialement au molns 95 %, par exemple au
moing 98 %, comme au modlns 9% % el dans legguels an
moins 1'un de la triade catalytique a été substitug ou
da1été ou ceux comprenant, comme constitues de, un
fragment de SBEQ ID NQ : 3 qui a une longueur drau molins
150 acides amninés, somme  une  longueur  d'au  meins
200 acides aminés, en particulier une longueur d'au
moing 250 acides aminés, spéoialement une longneur d'au
moins 300 acides aminés et dans lesguels au molns l'un
de Lla triade catalvytique a été substitue ou déleté.
Olautres dérivés immunogenes de  RvllZ2h  sonl  csux
comprenant (comme constlitudés de) le fragment de

SEQ ID NO @ 3 correspondant aux résidus 152 3 323 de

SEG ID KO @ 3 dans leguel au wmoins L'un {(par exemple,
un,  deuw, voire méme les trois) de la  triade
catalytigu a &ts subsbitué ou délété, Des dérivés
tmmncgenes particuliers de RvOlEL sont ceux comprenant
lcomme constitués del le fragment de GEQ ID NG = 3
correspondant aux résidus 1 3 19% de SEQ IR -NO ¢ 3 dans
lequel le résidu de sérine catalytique {pogition 176 de

SEQ TD NG @ 3) a £té substitud (par exemple, substitud

(B

Dans certains wmodes de réalisatien, 1'antigéne

[651

polypeptidique et Ll'antigéne ondé sont des antigene
apparentés a Rv1196 et Rvd1Zh, tels que des antigénes

apparentés au M72. Des dériveés particuliers de la

BE2016/5611
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protéine M7Z2 comprennent ceux avec des résidus His
supplémentalres & l'extrémité N-terminale (par axenp e,
deux résidus Hisg, comme fournis dans SEQ ID NG @ 4 ; ou
un margueur polyvhistidine de cing ou particulierement
de six résidus His, qui peuat &étre utiligé pour la
purification par affinité au nickel). Mtbizf auii
contient le résidu de sérine d'orvigine gui a été mubté
dans M72, est un sutre dérive de MIZ, comme le sont les
protéines MERTZE aves des résgidus His supplémentalres A
Llextrénitéd N-terminale (par exemple, deux résidus His
ou un mATqUaur polvhistidine de cing G
particulidrement de six résidus His, gqul peut &tre
utilisé pour une purificabion par affinite au nickel).
Néanmoins, 1thomme du métler comprend gue dans
certains mode de réalisation, deux polypeptides
distincts, un étant un antigéne apparenté a Rvligs =t
un étant un antigéne appaventé a Rv01lZ5, peuvent aire

1

Yrda

fournis an sein d'une composition. Dans de tels casg,
faudra comprendre gue les  exclusions indiguées
auparavant en oe qui concerne des adénovirus codant
pour un antigéne apparenté a Bv1196 et des adénovirus
codant pour un antigéne apparenté a Ev01Z5 peuvent étre
toutes les deux appliquées a la composition autatls
mutandis. De la méme facgon, les exclusions indiquées
auparavant en e qui concerns 1tadministration
simultanes {tadénevirus  codant  pour un  antlgéne
apparentd & Bv1196 et d'adénovirus codant pour un
antigéne apparenté A Rv01l25 peuvent étre toutes les
deux appliguées mutatis mutandisg,

De méme dans certains modes de réalisation, un

seul adénovirus peut coder pour deux polypeptides

~e
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distinots, un Atant un antigéne apparenté a Rvll9d et
un étant un antigéne apparenté & Rv0125. Dans de tels
cas, 11 faudra comprendre que les exclusions indiguées
auparavant e ce gquid copcerne un antigene
polypeptidigue apparenté & Rvll9% et un antigene
polypeptidique apparenté a Rv01l25 peuvent étre toutes
les deux appliquées 3 la composition mutatis mutandis.
De la méme facon, les exclusiong indiquées auparavant
e ce qui concerne lrtadministration simultande d'un
antigéne polypeptidigue apparenté a4 Rv11g26 et d'un
antigéne polypeptidique apparentd a Rv0l25 peuvent &tre
toutss les deux appliquées mutatis mutandis.

¥Fri variante, deux  constructicns  adénovirales

distinctes peuvent étre fournies, une codant pour un

(W
e
<
it
foaet
S
25

antigéne apparenté af uane  godant  peour un

i34

antigéne apparenté Ry0125. Dans de tels cas, 1l
Ffaudra compreadre que les exciusions indiguées
auparavant en ol gui concerne un antigéne
polypeptidique apparente & Rvl196 et un antigene
polypeptidigue apparenté & Rv0120 peuvent é&tre toutes

- '

iea deux appliguées & la conposition wmutatis mutandis.

it

e la méme facon, les exclusions indigunéesg auparavant
an ce qui concerne 1'administration simultangée dfun
antigéns polypeptidigue apparenté a Rvll% et d'un

antigéne polypeptidigue apparenté a Rv01Z5 peuvent &tre

toutes les deux applicuées wmutaltis mutandis,

iy

De facon appropriée, un antligene apparente au MJZ

comprendra, comme sera constitué de, une gégquence

a, 3

présentant aw moins 70 % d identité aver SEQ ID N @ &,

2

comme au moins 80 %, en particulier au moeins 80 3,
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igdement au moins 9% %, comme

el

<1,

2 an nmoins 9% %,

Les anbigénes apparentés au MIZ2 types
comme seront constituss de, un dérivé de

comportant un petit nombre de délations,
atfon  de subgtitutions. Les

&

compoertant

de O a

des délstions de Jusgu'a § réai

5 esmplacemsnts, des

5 pégidus au niveau de O &

stitution de jusgu’a 20 rvésidus,

Subs

DYaubres dérivéds de MVZ sont

e constituds de, un fragment de Sk

une  longueur d'au moing 450 acides

longueny d'aun  moins

Ty dlag  moins

L d

long

longuaur d'au  moins 600 acides aminé
longueur dbtau moins 650 aclides aminés ou

1Ay aminés., Parce
L e cle

dtau

TO0 avides

moins

L
(e

167
Eh
o
23]
43
]
L
o
e
o=
<
o
&

protéine

individusls, tout {fragmen

.&t
comprendra une pluralité d'épitopes

séguence pleine longueur (Skeiky et al.
2004 172: T618-7628 ; Bkeiky Infect. Immun,

3998-4007 ¢ Dillon Infect. Immun. 1992

2950} .

Dans des  nodes de réalisation

Tlantigéne apparenté au M72 conmprendra le

SEQ ID NO & 6,

123 de par exemple

constitud de) SEQ ID-NO ¢ 6.

au molns

inserbions

5 emplacements

CEuR
IDNO 1 8
aminds,
aminés,
aminégs

5,  Comme

aque
deuzn
mains

provenant

comprendra

98 %, par

comprendront,

SBEQ ID NO : B
dlingertions
Ceux
dus ag niveal

de  jusgu'ad
at une
enant,

COMEE

ud @

COREE. une
copyne une

, Comme une
uneg
Une Jlongusur
M72 est une

antigenes
450 s idusg

la

v
de
J.
1989 67 {8}):

Trmurial .
cFhiey: 2541~

particuliers,

=g résidus 2 &

(g sers
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Dans un modse de réallisation, Ulantigeéne
polypeptidigne correspond & SEQ ID NHO : 4 et Il'antigene
codé a SEQ ID NO ¢ 6.

Les antigdnes  apparentés au M72 peuvent étre
préparés par des procédés déorits auparavant
(WO 2006/117740) ou des procédés gui y sont analogues.

L'antigéne polypeptidique peut 8tre le méwme gque ou
pent &tre similaire & llantigéne codé, Dana un mode de

ne polypeptidigue est le méme que

mz

réalization, ltantig
1lantigéns codé.

De fagon apprmpfiée, ltantigéne polypeptidigue est

similaire & l'antigéne codé. Par exepple, 1'antlgéne

codé pent présentexr 70 % d'identité, comme au molins 890
d'identite, de  fagon  approprl au  moias 9u %
d*identité, en particulier au molns 9% % d'identité
aves 1'antigéne polypeptidigue. En variante, 1'antigéns
codé peut comprendrs un fragment dfau moins 100 résidus
d'acides amings, comue au moing 200 résidus d'aclides

aminés, de fagon appropriée au moins 300 residus

B2
Alacides aminés de 17antigéne polypeptidique. Dans
certaing cas, 1'antigéne codé comprend un fragment dlau
moing 400 résidus  dlacides aminés, en particulier

OO réeidue d'acides aminéds, comme sy mnoins 600 et de
facon appropriée an moins F00 résidus de l1l'antigene
mycobactérien polypeptidique.

Liantigéne polypeptidique et 1'adeénovirus peuvent

5

Gtre fournis sous la forme de compositions immunogenes
qui comprennsnt  wg ou plusieurs aubtres compogants

antigéniques,

o

Les composants antigénigques supplémentalres

B

.

peuvent 2Stre prevus pour renforasr ou complémenter lec

Pt
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révonges tmmunitaires sollicitées danz le domalne de la

prévention et du traitement de la tuberculovse ou des

antigénes supplémentalires pourront étre assoclés a
dfautres agents pathogénes et sont prévus pour une
~cadministration pour des ralsons de  commodite.
Lorsgu'un certain nowmhre de composants antigénigues
sont  présents auw sein dlune  composition, ceux-cil

peuvent &tre fournis sous la forme de polypsptides

i

L...v

,.,
65

dividus ou de protéines de fusion. Dans certains
Cas, les  compogants  antigéniques supplémentalres
peuvent étre fournis sous la forme d'un polynucléotide
{oun de polynucléotides) codant pour un ou plusleurs

polypeptides.

:’) 5

Géndralement, pour uns adminigtration a des éitres
humains, les  compositions contenant un  antigene
polypeptidigus apparenté a3 Rvll9%6 comprendront entre
1 pg et 100 pg dlantigéne apparenté a Rvll86, conme
entre 1 ug et 30 pg par dose. De fagon appropriés,
entre 1 ug et 50 pg dlantigéne apparentd a Rvll26

ialement entre 1 pg =t

G)\

{eomme entre 5 pg et 20 ugl, =zp
20 pg (comme entre 5 pg et 20 pg) et en particulier
autour de ou exactement 10 pg sont fournis,
Généralement, pour ung administration & des #tres
humains, des compositions  ceontenant un  antigene
palypeptidique apparente 3 Rv0125 comprendront entre
1 ng et 100 pg dl'antigéne appaventé a RvU125, comme

entre 1 pg et 50 pg par dess. De fagon appropriés,

3

entre 1 pg et 50 pg dlantigéne apparentée & Rv01Z5

{(comme entre 5 ng et 50 pgl, spécialement entre 1 pg et
20 pg (comme entre 5 pg et 20 pg) et en parviculier

autour de ou exactement 10 ug sont fournis.

BE2016/5611
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Géndéralement,

des

pouy
humains aompositions
apparenté au polypeptids M72

100 pg d'antigane apparventé

H )

50 g par dese. De fagon

50 ug dlantigene apparenté

50 ugy, spécialement

et 20 pgl et en

=2

5 oug
exactement 10 pg sont
GCéndratement, un
I Hinvention
polypeptide
aveo lesquels

composants

habituellement). Par
st

s}

tatat naburel isolée

certains on totalite

dans le systemes naturel,

polypeptides sont au molns

fagon davartage préférée au

et de fagon préféré&

environ 99 %, Un

é&tant iselé

vecteny gul ne fait

natureld .

Adiuvants diutilisation dans

Comms 11 &

Irinvention,

une composition

appropriée,
at/on

une gaponine

nne administration

au M7Z,

entre 1

particulier

e

O

o
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N
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trouvd  dans

{ot et -3

sxEmple, une

anbre

cléotide est

étd décrit cil~dessus,
1tantigene gpolypeptidique est
Lmmunogéne gqui comprend un adjuavant,
1radjuvant

jmmunologiquement

u’l

& des étres

gontenant un antigéns

i85
ot

omprendront entre 1 pg

+

comme entre 1 Qg

5]
ot

appropriée, entre 1 ug

M2 {comme enbre 5 pg et

20 ng {oomne entre
g

autour de ou

Fournis.

. .
re, separs oe e s

il peut gtre trouve
protéine axistant a
si elle est séparée
matériaux coexigtants
de als

90 %, de

des
De préférence;

purs a environ

oG

sppviron 85

551
o

meing purs

Y

toutes au noinsg purs

conaidérd comme
clong dans  un

1 renvvironnement

LM invention

dans un aspsat de

fourni dans
D
agonigte des

gorpprand  un

sotive,
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Dans certains modes

scomprendre.  de

A alumindiamn,

Ainsi, dans un

comprend un agoniste des

réalisation, Iradijuvant

impuaologiquement active., Dans encore

réalisation, 1ltadjuvant

une gaponine unologiguemnan

Ltadiuvant peut comprendy

dang  une

Ttagoniste des TL

adjuvants est bien

par exemple, par Lahiri

Les TLR qgui peuvent étre

dradjuvant comprennent les
TLRS, TLR7, TLRE et TLRS. Les
TLR? et TLRE, particuliérems

aont préfépds.

Len agonistes
lipopolysaccharide tels
lipide & (MPL)

(35~}

et

@

oM G

o

désacylé MEL} . Le brevet

MPL et fabrication. L&

sa

certificat de rdexamen BL 4

gt

2t un procéds pour sa Iabrica

TLRE4 ezt 1Madijuvant glu

synthétigue de

e

TLR.

Compr

formulation

ent. a
d'agonistes
connue dans 1
et al.

atimulés polur

agonistes

appropr tdas dn

brevet US 4

912 094 di

COpYranosyl -

type

Lradjavant

Adlaluminivum  ou  dun

réaligationy 1ltadjuvant

e,

Dans un autre mode e

comprend une saponine

un autre mode de

end un agoniste des TLR
t active.

Wy agoniste des TLR
liposomigue
la

K suy saponine pent se

de facon approprige
utour de 1/1.

TLR

//p} f
dans das
Tart el & été décrite,
(2008 Vaoding 287 @777,

obtenir

des

jR921
TLRZ, TI

agonistes des TLRZ, TLR4

it les agonistes du TLRA

~3

TLE4 comprennent des

que la monophosphoryl=

phosphoryli-~lipide A 3-0~
& 436 727

912

T t
ug

divnlgus le
084

le

2t le

vialgue 3D-MPL

tion. Un autre agoniste du

ipide A {(GLA}, une

lipide A (voir, par
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exemple, Fox et al. {2012y Clin., Vageine Imnmpunol 19:
16331 . bans un autre mede de réalisation, 1l'agoniste du
TLR4 peut &tre un agoniste synthéticue du TLRE comms
une molécule synthétique de disaccharide, similaire en

5 structure aun MPL et au 3D-MPL ou ce peut &tre des
molécules synthétigues de monosaccharides, comms les
OmMpPoOsSes amincalkyl—giucosaninide phosphate (BGE)
divialguds dans, par ezample, les documents WO 9850309,

WO 0134617, WO 021228 WO 3065806 WG 04062589,

106 BO 0R0LE997, WO 0612425, WO 03086065, et WO 0180129, De

tellas moléoules ont &té également décrites dans la

Littérature scientifigue et des brevels comme des
mimétiques du lipide A. Les wimdtigues du  lipide A
partagent une c¢erbaine activitéd fonctionnelle eobt/ou
15  strugturale avec le lipide A, et dans un aspect, ils
sont rsconnug par les récepteurs TLR4A. Les AGP tels gus
décrits icl sont parfois appelés mimétigues du ligilde A
dans  llart., Dans un mode de réalisation préféreé,

agoniste du TLES est le 3D-MPL. Des agonistes du TLR4,

N

£k

‘

a
o0 tels gue le  wmonophosphoryi-lipide A  3-O-désacylé
D-MPL) , et leur utilisation en tant quiadjuvants dan

1]

des wacclns ont &té decrits, par exsmple, dans le

o]

i

documents WO 96/3373% et WO 20077068307 et décrits dans

Alving et al. {2012) Curxy Opin ITmpunol 24: 310.
25 LTadjuvant peut comprendre une sagonines
immunologiguenent active, telles qu'une fragtion de

saponine immunologliguensnt active, comme le Q321

D
)

Des adiuvants comprenant des saponines ont été

3

At
P

déari

P

décrits dams llart: Des saponines onb &té 28

305 dans ¢ Lacaille-Dubois and Wagnexr {18%6) A review of

-

the  biolegical and  pharmscologlcal activities of
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saponins. Phytomedicine wvol 2Z: 363. Les saponines sont
connues en tant gu'adijuvants dans des wvaccins. Pax
axemple, Ouil A (dérivé de 1lrécorece de 1l'larbre
dt*Amérigne du Sud Quillajda Saponaria Molina), a €&été
déorit par Dalsgaard et al. en 1874 {("Saponin
adjuvants”™, Archiv. fur die gesamts Viruwsforschung, Vol
44, Bpringer Verlag, Berlin, 243) comme possédant une
activité d'adivvant. 11 a été iscvlée par CLHP des
fractions purifiées de Quil A gui conservent 1'activits
dfadiuvant sang la toxicité asscciée au Quil A {(Kensil
et -l {1891 J. Immunod, 1467 431, Des fractions du
il oA SOt Sgalement dégrites dang ie bievetl
Us 5 057 540 et dans "Saponine as vadolne adiuvants™,
Kensil, C. K., Crit Rev Ther Drug Carvier Syst, 18936,
12 {1~Z): 1-55.

Deuz de ces fractions, appropriées pour une
utilisation dans la présente invention, sont Q87 et

521 {également connues sous le nom de QA7 et QR=213.

¥
p)
53

21 est une fraction de saponine immunologigusment

Ko

o4

active préférde pour une utilisation dans la présente
invention. QB21 a été décrit par Kensil (2000) dans
Of Hagan: Vaccine Adj
regsearch protocels. Homana Press, Totowa, New Jersey,
chapitre 15, Des systémes adijuvvants particulaires
comprenant des fractions du Quil A, comme Q321 et 087,
sont décrits, par axemple, dansa les documents
WO 96/33735, WO 96/11711 et WO 20077068907,

fin plus des autres composants, I'adiuvant comprend
de préférence un stérel. La présence d'uan stérol peutn
rédulire en outre la réactogénicité des compositio

comprenant  des  sapenines, volr, par ‘exemple, le

nts preparation methods and

BE2016/5611
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docunent BP0 822 831, Les atérol appropriés

comprennent le  bé&ta-sitostérol, le stigmastérol,
1l'ergostérol, L'ergocalciférol et le cholestérel. Le
cholestérol est particuliérement approprié. De fagon
appropriee, la fraction de saponine immunologiguement

active est le Q321 et 1

4
b
EL

rapport 0821/ztérol est de
14100 & 1/1 p/p, comme de 1/10 to 1/1 p/fp, par exenple
de 1/% & 1/1 pfp.

Dans un mode de réalisation préféré des procédés
de ivinvention, 1'agoniste du TLE4 estb le 3D-MPL et 1a
saponineg ipmunologlicueanent active est le §S21.

Dans certains modes de réalisation, l1l'adiuvant se
prézente sous la forme dlaneg émulsion hulle dansg 1leau,

sy exemple, comprenant du  squaléne, de 1lalpha-

Pt

tocephdérol et un  tensicactif (veoilr, par exemple,

WO 95/17210)  ou  sdus  la  formé d'un  Iiposome. Une

i

présentation liposomigue est préférge,

Le terme « liposcme » lorsgu'il est utilisé ici se
capporte a des structures Lipidigues una. - ou
maitilanellaires (particulidremesnt, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
4, ou 10 lameilairves selon le nombre de npembranes

lipidigues formées) renfermant un intérieur aqueux. Les

et

iposomes et les formulations ldiposomigues sont bilen
connus dans 1'art. Des présentations liposomigues sont
déorites, par exemple, dans les docwnents WO 96/33739
et WO 2007/068%07. Les lipides gul sont capables dg
former des liposomes comprennment toutssz les substances
dotdes de propriétés grasgsses ou de type dras. Les
lipides gul peuvent constituer les lipides dans les

liposomes  peuvent  &tre  cholsis  dans lee groupe

"(d -

comprenant des glyceérides, des glycérophospholipides,
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des glyeérophosphinelipides, des

glycérophosphonolipides, des sulfolipides, das

sphingelipides, des ghospholipides, des iscprénocides,

o

ades stéroildes, des atéarines; des stérals, des
archéolipides, des lipides cationigues de synthése et
1

des glucides contenant des lipides. Dans un mode de

réalisation particulier de 1'inventicn, leg liposomes

comprennant un phospholipide, Tes rhospholipide

approprigés comprennent {(mals n'y sont pas limites) @ la
phosphocholine {PCY gul est un intermédialre dans la
synthése de la phosphatidylicholine ;  des dérivés
phospholipidigues naturels ¢ la phosphocheoline de 1teuf,
la phogphocholine hydrogénée de Ltoeul, la
shosphochelineg du soia, la phosphocheline hydrogénés dun
soja, la sphingomyéline en tant gue phospholipides
naturels 3 et das dérivés phospholipidigues
synthetiques : la phosphocholine {didécanoyl-L~a-
vhosphatidylcholine [DDRC], la dilsuroylphosphatidyl~
choline {DLPCY, la dimyristoylphosphatidylcheoline
[oMect, la dipalmiteoyl-phosphatidyicheline [DPRCT, iz

Tpspay, la  dieléoyl~

distéarvoyvliphosphatidyl-choline
phosphatidylcholine [DOPCE, ia I-palmitoyvi, 2
oléovliphosphatidylcholine LPOECY, ia diélaidoyl-
phoesphatidyleholine [DEPCH), le phosphogiveérol (1,2~
dimyristoyl-sn-glycéro-3-phosphoglyeérol  [DMEG],
dipslmitoyl-sn-glycéro-3-phosphoglyceérel [DPRPGY, 1,4~
distéaroyl-sn—glyedro-3-phosphoglycérol [DSPGE, i

mitoyl~2-oléoyl-sn-glycéro~3-phosphoglyoerol [POPGY),

et

pa

1racide phosphatidicque {acide 1, 8-dimyristoyl-sn~

/

glycéro-3-phogphatidique TDMPAT, acide dipalmitoyi-

f

phosphatidigque [DPPA], aclde distéaroyl-phosphatidique
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SPALY, la phosphoéthanolaming (1,2-dimyristovi-sn~-

glycéro-3-phosphoéthanclamine [DMPE], 1,2-dipalmitoyli-~

sn~gilycéro~-3-phosphoéthanolamnine [DRPRET, 1,2-
digtéaroyl-sn-glyedra-3-phosphoéthanolanine LDAPET,

1, 2~dioldoyl-sn~glycédro-3~ghosphoéthanolamin IDOPRELY,
la  phosphosérine, le polyéthyléne glyvaol [{PEG]
rheospholipide.

La  taille des liposomes wvarie de 30 nm &
plusieurs pm selon la compesition phoegpholipidique et
e progédé utilisée pour leur préparation. bDans des
modes de réalisation particuliers de 1linvention, la
taille des liposomes sera située dans la plage de 50 nm
a BGU nm et dang d'autres modes de réalisation, de
50 nm & 200 nm, La diffusion dynamique de la lumisre an

lager est un procédd utiligé pour mesurer la tallle des

liposomes, bien connyg de 1'homme du métier.

e

Dans  un  mode de  réallisation particulierement

approprié, les liposomes utilisés dans 1l'invention

comprennent de la DOPC el un stérol, en particuliler le
cholestérol. Alnsi, dans un wmode de réalisation
particuliesr, les campositions de Trinvention

comprennent du 0821 dans une guantité guelcongue décrit
irmi sous la forme dtun liposome, ou ledit liposome
comprend de la DORC et un stérol, sn particulier le
cholestérol.

De préférence, 1Tadiuvant comprend du 3D-MPL et du
gB21 dans une formulation liposomigue.

Jadjuvant peut comprendre 1 a4 100 microgrammes
dlagoniste du TLR4 par dose.

Tadiuvant peut comprendre 1 & 100 microgrammes de

saponine immunclogiquement active par dose

BE2016/5611
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Dans un mode de réaliszation pour une utilisation
chez 1 '&tre humain, ltadiuvant comprend entre 12,5 st
75 microgranmas de 3D-MPL, at entre 12,5 at
75 microgrammes de 0521 par doss dans une formulation
Lipogonigue

Pans  un autre mode de  réalisation, Lladiwvant
comprend entre 12,5 et 37,5, comume entre 20 et

30 migrogrammes pay  exemple  environ ou exavtement

Py

25 microgrammes) de 3D-MPL et entre 12,5 et 37,5, comne
entre 20 et 30 microgrammes {(par exemple environ ou

sxaaterent 2h microgrammes) de &2l dans urie

formulation liposomique par dose. De fagon appropriée

la guantité de 3D-MPL est la méme que la guanbité de

)

0S21.

Le polypeptide ou l'adénovirus se présentera gous
une  forme pharmaceutioquement  accepbable, approprid
pour la vole d'administration prévue. Les solutions
présenterent une camolalité pharmaceutiguensnt
acoeptable pour éviter la distorsion ou la lyse des

cellules. Une osmolalité pharmaceubiguement acceptable
signifiera généralement gue les solutions présenterant

une osmolalitd gqul est approximativement lsolonigque ou

légerement hypertonigue. De fagon appropriée, les

i

compositions immunogénes de  la  prégente  invention

anteront une asmolalité situde dans la plags de 25D

f:;.(

prés

Lité peut se situer

;-_\

& 750 mOsm/kqg, par exemple, l'osmola
dans la plage de 250 & 550 mOsm/kg, oomms dans la plage
de 280 a 500 mOsw/kg. L'osmolalité peuyt &tre nesurée
selon deg technigues connues dans 1tari, comme pax

Trutilisation d'un  csmométre  disponible dans le

)

't’k
commerce, par exsmple Advanced® Model 2020 disponiblie
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chez Advanced Instruments Inc. (Etats-Unis). Un « agent

d¥isotonicité » est U compoad il est
physioclogiguement toléré et gul conférs une tonicité
appropride &  une formulation {(par exemple, des

onmpositions immunogénes de 1'invention) pour prévenir
le flux net dleaw & travers lesg membranes qul sont en
contact Avac 1a formulation. On gonnalt des
compositions adiuvantes agueuses guil contiennent 100 mM
de chlorure de sodium ou plus, par sexenple le systéme
adjuvant & (ASA) dans les documents WO 2005/112991 et
WO 2008/142133 ou les adjuvants liposomigues divalgués
dans le document WO 2007/068907.

Dans.  cerbtains modes de réalisatlon, Iagent

i
3

2

'isetonicité utilisé pour la compesition est un sel.

{x

Toutefols dang d'autres mnmodes de aligatilen, La
compogition comprend un agent dlisotenicité non ionigue
et la concentration de chlorpure de sodium ou la force
ionigue dans la compozition @st inférieure a 100 mM,

b

comme  inférisure a 80 mM, par exemple inférieure &

30 mM, comme - inférdisure 4 10 wM ou inférieure & 5 mM.
La composition peut comprendrs un agent ddsctonicité

]

non lonique et la conductivité de la composition est

inférieure a 5 m3S/cm, comme inférieure & 4 mS/com. Dans

e
pei;
ey
M
o}
e
,”_'L
.l
Ul
N
s
&
=
P-,)h
0
=N
ot
2238

un nmode de réalilsation préféré
non  lonigue est un polyol, comme le sorbitol, La
concentration de sorbitel peut &tre, par exemple,

.

slitude entre envirvon 3 % et environ 15 % {(p/fv), comnme

"3

. (o3 Y

entre enviren 4 % et environ 10 % (p/v). Dey asdjuvants

compreaenant. une fraction de saponinge immunclogiquement

z

active et un agoniste du TLR4 ou 1lagent dligctonicité

est un sel ou un polyoel ont été décrits dans leas

BE2016/5611
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decuments WO 2012/080369 et WO 2012/080370 gui  sont
ingorporégs ivl en référence.
Le pH des compogitions immunogenes devria étre

agproprié pour une administration. Généralement, le pH

(S5

se gituera dans la plage de 6,0 & 9,0, comme 7,0 & 2,0,

Qi\

spéaialement 7,2 a 8,75, comme 7.5 3 8.5, en

Bl
x

;.A

rticulier pH 7,75 & 8,25, Un pH d'environ 8,0 est
dfun intérét particulierxr.
Pour l=s compositions ligquides administyrées par

vole parentérale, le wvolume de la compositicn se

situera généralement dans la région de 50 pl & 2 mi

{zelon la vole spéoifigue Un volume de 400 a 600 pl,
comme  autour de 500 pl est généralement utilisé, an
particulier peur une adpinistration par la  vois

intramusculalre,

156
=

-~
ot
{£3]
P

Les compesitions seront géneéralement stérx

b

[){}

Vecteurs adénoviraux

L'adénovirus a &té largement utilisé pour des
applications de transfert de génes grice a sa capacité
dlobtenir un transfert de génes hautement efficace dans
divers tisaus cibles et 3 ga grande capacité de
transgénesg. Les vegteurs ad$novivaux d'utilisation dans

la présente invention peuvent é&tre dérives de tout un

i

adventail d'hdétes mammiferes, Il a €te isclé plus de
100 sérotyees distinets dladénovirus  gul  infectent
de wamniféres. Tes sérotypes

diverses GapECE

e
8o

o
Uﬂ

v

adénoviraux ont été classés en six sous-genres (A & F ;
B est sous-divisé en Bl et B2) selon 1'homolegie de
séquence et selon  leur capacité d'agglutiner les
hématies {(Tatsis and Brtl Molecular Therapy (2004} 10:

6l6-6298) .

BE2016/5611
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Les exemples dtadénovizus dforigine humaine sont

Adl, Ad2, Ad4, AdS5, AdE, Adll, Ad2Z4, Ad34 et A435. Bien

qu leg wvecteurs & base d'Adb aient ets largement

¢

D
*

fD-.

t1isé

2

1L dans un certain nombre 'egsals de thérapie

=

& génigue, il pent v avolr des limitations sur
Itutilisation de 1'AdS et d'autres vecteurs adénoviraux
humaing du groupe € & cause d'une lmmunitd préexistante
dans  la population générale due 4 une affection
natur=lle. L'AdS et  dlautres wembres Thumaing  du

10 groupe C tendent & faive partis des sérotypes les plus

-
H
+

roprévalents. FEn outre, 1l peut se développer une

("M.

inmunité contre des vaotenrs aexistants COTES

¥

conséquance d'une expositlien auw vecteur durant le

%

traitemant. Ces  types d'immunité  préexistante  ou
15 développés contre das wveoteurs seroprévalents peuvent
limiter l'efficacité d'une thérapie génigue ou des
efforts de vaccination. Des sérobypes adénoviraux
altermatifs constituent alasi des aibleas trés
importantes & la poursuite de sygtémes dl'administration

20 de genes capables d'échapper & la réponss immunitalre

Fe

Le vaobeur adénavirzal dfutilisation dans ia

présente dovention est dér

5

vé d'un adénovirus slmien
non humain. De nowmbreuxz adénovirus ont été lLaoclés &
25 partlr de simiens pon humains tels gue les chimpanzes,
les beonobos, les macagues Rhésus et les gorilles, et

las vecteurs dérivés de oes adénovirus dnduisent de

fortes réponses lmnunitaires contre des transgénes

(J}.

\.U
2
B

codés par c¢es vecteurs (Colloca et al. (20127

L)
o3

Trangl. Med., 4 1-9 ; Boy et al. (2004) Viroel.

361-372 ; Roy et al, {2010} J. of Gene Med. 13: 17-25).
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Certaing avantages des wvecteurs & base d'adénovin
simiens non humains  comprennent le mangue relatif
dtanticorps de neutralisation <roisée contre oes
adénovirus dans la population cible. Par exenple, une
réaction croisée de certains adénovirus de chimpanzé
avec des rEPONSas dfanticorps neutralisants

7

préexistants n'est seulement présente que chez 2% de
la population cible comparativement & 35 % dans le cas
de certainsg vecteurs adénoviraux humains candidats

e fagon spéulfigue, le vecteur adénoviral est

m

dariveé dtun adénovinris simien no humain, X

i
s

particulier un adénovirus de chimpanzé tel gue ChAd3,
ChAd63, ChAd83, ChAJLSS, Pan 5, Pan €, Pan 7 {(également
appeld C7) ou Pan 9. Deg exemples de telles souches
sont décrits dans les documents WO D3/00G283,
WO Z2005/071083, WO 200L0/0861L88 et GB 1510357.5 el sont
également disponibles 4  1I'American Iype  Culture
Collection, 10801 Urebversity  Boulevazrd, Manassas,

Virginia 20110-2209, et Jd'autyes sources. En variante,

e,

les vaclteurs adénoviraux peuvent &tre dérivés

dladénovirus simiens non humains isolés

1)
a
:;.u
[
r
P
5
-
)
3]

bonobos, tels gue  Panfdl, FanfAd? ow  RanAd3. Des
exemples de tels vecteurs déorits peuvent &tre trouves

12 dans les documents WOZ005/071083 et

7"3
@
b
o
=
“ﬁ

pa

=
B

02010/086189. Des vecteurs adénoviraux pauvent

Stgalement dériver d7adénovirus isolés de gorilles comme

(')\

décrit dans les documents WO2013/52799, WOI013/52811 et

WO2013/52832.

")

certalns  wveoteurs adénoviraux peuvent démonirer

une oy plusisuxs des caractéristigques sulvantes

X

amélioréss par rapport & d'aubres vecteurs @ une

BE2016/5611
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productivité supérieure, une lmpunogénicité améliorée
et une exXpreasion de Lransgenes augmenteée.
Dans un mode de réalisation, le vecteur adénoviral

est un adénovirus simlsan ron hunailn contenant au moins

un penton cholsi parnd SEQ ID NO ¢ 10 ou 8EQ ID NO @ 20,
un hexon choeisi parmi SEQ ID NO @ 11 ou SEQ ID NO @ 2%
osh) ane fibre choigle parmi SEQ ID NO @ 12 o

SEQ O ID NO ¢ 22, en particulier un penton et un hexon,
un. penton et une fibre, ou un hexon et une fibre, comme

e, Dans  gerhains

iy

un  penton, un hexon et une fib:x
exemples, le vecteur adéncoviral est un  adéepovirus
simien non humain contenant au moins le penton de
SEQ ID NG ¢+ 10, l'hexon de 3B3EQ ID NO » 11 ou la fibre
de SEQ ID NO @ 12, en particulier un penton a2t un hexon,
un penton et une fibre, ou un hexon et une fibre. Dans
d'autres exenples, le vecteur adénoviral est un
adénovirng simien won humain contenant au moing le
pentoen de SEQ ID RO : 20, l'hexon de SEQ ID NO @ 21 ou
la fibre de BEQ ID NO : 22, en particulier un penton et
un hexon, un penton et une fibre, ou un hexon et une
fibre.

Dans un mode de réalisation, le vecteur adénoviral
gst dérivé du ChAD3 et contient au molns un penton
(SEQ TDOND ¢ 103, un hexon {SEQ ID MO : 11} et une
fibre (SEQ ID NO ¢ 12y gui en proviennent.

Dans un mode de réalisation, le vedteur adénoviral
est dérivée  dun ChAALLL et contient un:  penton
O ID N0 2 203, ur hexeon  ASEQ ID NO @ 21) et une
fibre (3EQ ID NO ¢ 2Z) gui en proviennsant.

Dansg un node de réalimation, le vecteur adénoviral

est un adénovirus gsimien non humain contenant an moins



10

15

29

<N
Py

1 penton de SEQ ID NO ¢ 15, l'hexon de SEQ IR NO @ 186
ou la fibre de SEQ ID MO ¢ 17, en particulier un penton
et un hexor, une penton et une fibre, ou un hexon et une
fibre. Dans certains exemples, le vecteur adénoviral
est dérivé du ChADEZ contenant au moins le penton de

SEO ID ¥NO : 15, lthexon de SEQ ID NGO @ 16 et la fibre

de 8EQ ID NO  1I7.

Structure des vecteurs adénoviraux

Les adénovirus ont wng morphologie caractéristigue

‘

aveo un icosadédrigue compraenant

D

capgide
trols protéines majeures, L'hexon (II), le penbon (LLIL}
et une fibre globulaire (IV), accompagnées d'un certain
nombre d'autres protéines mineures, VI, VIII, IX, Iila
et IVaZ. L'hewon représente la majorité des composants
structuraux de  la capside, gqui est constituée de

240 capsongres d'hexons triméres et 12 bases de pentons

.

L'hexon comporte trols strmictures en tonneauw conservées,
alors que le haubt comporte trols structures en forme de
tour, chague tour contenant une bouole issue de chagque
gous-unité qui forme la majeure gartie de la capside.
La bagse de L'hexon est hautement conservéde entre les
sérotypes adénoviraux, alors que les boucles a la
surface smont variables {Tatsis and Ertl Molescular
Therapy (2004 10: 616-629). Le penton esst une aubre
protéine de la capside adénovirale gui forme une base
pentamére & laguelle la fibre se fixe. La protéine

1
{

trimére de la fibre dépasse de la base du penton au
niveau de chacun des 12 sommets de la capside et est
une structure de type bitonnet globulaire., Le rdle
principal de la protéine fibhre est la fixation de la

capsl

}...'

ie virale a a surface cellulaire pay

P

BE2016/5611
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tinteraction de la ragion globulaire avec un récepltenr
cellulaire, et les variations de la tige flexible ainsi
gue  des régionzg  globulailres de  la fibre  sont
caractéristigues des différents sérotypes (Nicklin et

al. Molecular Therapy 2005 12 384-393).
Le génome adénoviral est bilen caracterisd. LTADN

double brin lindaire est assogié & la protélne VIL

834

hautement baslque et 2 un petit pesptide pX (Egalemsnt

rommé mu) . Une autre protéine, V, est encapsidés aveco

L

ce complexe ADN-protéine et fournit un lien structural
4 la capside par l'intermédiaire de la protéins VI. Il
ntexiste une congsrvation générale dans 1'organisaticn

globale du génome adénoviral par rappert a des cadres
de lecture ouverbts spécifigues positionnés de fagon

nilaire, par exemple L'emplacenment des genes KlA, BELIB

o
'{"J—
P
=

re
B2, EZB, E3, B4, L1, L2, L3, L4 et L5 de chague wirus.
Thague  extrémitd du  génome adénoviral comprend une
séguence connue comme une répétition terminale inversée
(IPR}, oni est nécesgalre & la wéplication virale.

ténoviral contient les

0
&

oy

£
—
jo!
O
o
=

1
W
o

‘extrémitd b
dléments fis =i 3 ndtcegsaires & l1'encapsidation et a
la réplication ; clest-a-dire, les séquences ITR en b’

q

{qui fonotionnent comme des orilgines de replication} et

ies domaines amplificatenrs de l'encapsidation en b

[

wbifs  {(gui contiennent des séguences nécessaires a
Iencapsidation des génomes linéalres des Ad et des
&élémentea amnplificateurs pour le promateny Bl).

%

Jextrémité 3¢ du  génome adénoviral conprend les
o iy

™

&léments cis en 3' (y vompris les ITR} nécessaires a
P'encapsidation, Le virus comprend également une

protéase codée par le wvirus, gui est aécessalre aun

BE2016/5611
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raitemnent de certaines des protéines structurales

(,,

eguises pour produrre deg virions infectisux. L3
structure du génome adénoviral est décrite sur la base

de 1l'ordre selon lequel les génes viraux sont sxprinés

1a sulte de la transduction des cellules hétes. De

s

facon plus spécifigue, les génes viraux sgsont gualifieés

de génes prégoces (B} oun tardifs {L) sealon si la

r"r

ranscription survient avant ou apras le début de la
réplication de 1TADN. Dans la phase précoce de la

transduction, Jles génes B1A, E1B, E2A, BZB, E3 et B4
des adénovirus sont exprimés pour préparer la cellule
héte & la réplication virale. Durant la phase tardive
de 1'infection, 1l'expression des génes tardifs L1 & L5,
gui.  codent pour les composants structuraux  des
particules virales, est activae.

Ltannotation de la séguence de type sauvage du

ChAad3 (3BEO ID HO @ 9) est fournise ci-dessous.

séouences codantes (38 au tonal)

Desoription de 1'emplacement dlorigine o
Fonobiore {589..3129, 1243..1544)

IR 255K

Début. @ 539 Fiwm o 1544

Uemoviption de Y'emplacemenh dloxigine o
Jomation {(589..991, 3243, 1544

HIR ZIZKR

Débat ¢ 1716 Fin ¢ ZETH

escription de 1M emplacsment d'origine »

o ode )Lleunplacement dforigine

BE2016/5611
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w51

30

mompsl S
julaRs
Diébut

Desaript

complémne

3640 Fia @ 4104

ton da ltenplagswent dTorigine

4163 Fin 3 5790 ({cousg

shon de DMemplacement dlorigine

ntaive {($163..549%, 5778..5780)

ion de Memplan

ahaire (5263..8865, 14228..14%43

8664 Fin @y 14236 {conplémentaire

wion de 1lemplacement dorigine

complémentaire (8664, 310667, 14228..1423

villa
DEbut s

Des

Débat e
Bearibon

Descript

Début

1120 Fia ¢ 18379

N
f558
o=

T'emplacemant d'origine

12403 Pan o3 143181

Ton e 1lemp

16054

GOES Bin ¢ 16665

splacement dfordgine

18738 Fin ¢ 17883

¥

tien de I emplacement dlorigioes

36)

BE2016/5611




Y

)

L2

Babut ¢ 17878 Fin. ¢ 1BLE23

Descripbivn de L'emplaceénent

T8, 18153

Début ¢ LER21Y Fin ¢ 189874
Degcription de l'emplacement
18219..,18974

hexon

Déaput ¢ 1908& ®in @ 21568

¥

ooy 22ed7

i
Descripiion de 1Mempilacemant

Déhul ¢ 22743 Fing v+ 24395 e

DéEbut ¢ 24445 Bin ¢ 26940

Deseription de 1'emplacsment

i

26630,.272458
33K

I
Début @ B7626 Win @ 28309
Desoription de L'enplacement
2626, 28308
B3 12K
Débat ¢ 28310 Fin o 28627

Descripiion . de I'emplacement

drorigine

i

fes

torig

et
ey
3]

ol Sme

Yt

T

o

dtorigine

oncticn (28630, .26868, 27162..,2755]

dforigine

nhates)

s
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ek

ok

5]

£

2y

(1

i

28310..28627
Y CRI-alpliaph

Bébal v 29325 Fin + #8325

Desoription da L'emplatowent
IRL25.L 28328
E3 gplir

swh v 2EE4E Fin ¢ 300
Desdripbion og 1'enplacement
29848, , 30738

E3A 11T K

Dépul ¢« 3L243 Fin oo 315G83
escription de 1'emplacement

E3 RID alpha
Débuty 31801 Fin: 31873
DeScription de 1'emplacement
1873

Débuik o 31876 Fin o 32274

on de 1 Vemplacement

1876, .383%4

32267 Fin @ 32653

)
a

;
&
ad
S‘
;
=

de 'emplacemant

Débhut o 32684 Fin o 32848
Desceiption de Llemplacement

oompl émentalr 3284873

f‘

“ihre

Débhut o By o 234430

on de l'emplacemnent

~
(o N

!

o
f"f-

origine

vigine

droriging

drorigioe

{oouplémentar

dlorigine

p=

£

)]

BE2016/5611
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,..,
151

20

oy

L3
o>

T

Début 1 34658 Fin @ 35858 {complémentaire)

hescription de 1'emplacement dforigine ¢

corplém

ORES de B4

on de l'emplacement i’origine :

complémentaire (34974, ,35858)

DEbuls ¢ 35758 Pin 5 36123 ({complémentairs)
Deseription de Lvenplacement dludiging

complémentalre (35758, .36123)
Pakaats v 36133 Fin o 30488 {compldnsntalire)

Desoription de llemplsoswent drorigine o

Dabut ¢ 30483 Fin ¢ 36875 (vomplémentalne)

Description de 1'emplacement dlorigines
E 3

compl dnentalve {36483, 36875}

OEEFL de B4

S

Pékat @ 36928 Fin 3 37314 (couplémentair

lacement dlorigine 3

aus totald)

Dépuk ;1 10693 Fdne 3 10860

T

Descoription de 1
43, .10
VA II

Début o 10927 Fin ¢ 11102

smplacewment dlorigine

v

Lz\
(17
%)

Description de [lempliac

' origlive

deldtion de EZ ~ 57
Débat 3 ZR64E Fin ¢ 28647

Description de 1'ssplacerent d'origine s

BE2016/5611
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EEPINITION
COMMERTATRE

CARAUTERISTIQUES

géne

sHpaenos codanks

intron

LYannotation de la séguences de
fc

(SEQ ID NO @ 147 est

S
et

BE2016/5611

type sauvage du
urnie ci-dessous.

ChAdE3 ~ AN lindaires de 35394 @b -

27 Julllet ZULS

Adénovirus de chimpanzé 63, génoma complal
Armiotation selon 1'alignement du ChADE3 contre ia
gouche de référence de 1ladencvipus 4 humain

NC D037 66

Eaplacement/Qualificateurs

1.

s,
o

Jorganisme = g Adénoviruns de cHimpanzé 63 »
Jtype de moléoule = « ADN génomimie »
facronyme = & ChAJE3 »
L.:129

nom standard = w TR »

S

ftype de répétitdon =
479, .1591

Fgene = o« BIR »

479, .484

felasze des séguences zégulatrices = « boite
TATA »

fggne = ¢ BLA »

donctien (576,..13143%, 1229, .1437)

Fgbne = « BIA »

/prodult = « probélne de contrdle BLIE »
ftraduetion =

« MEHLADLPGUVELATGNRILELVYIAMMGDDEPE PPTEFRARELYDL
YHGEVDVRPENDPNEEAVNDLFSDAATLLARKEOANTIEGEDEDEELATPREY
GREGEKKIPELKGEELDLROYEECLEPPSDDEEDEEATRAAASEGVEVAGE
SFSLDCPTLRPCHGCKSCRFHRMNTGRRNVMUALCYMEAYNACVY SEVED

TAECISSPPRIGERPTPEDE IHRPVAVRVIGRRAARVESLDOELOG
GUEPLDLCTRERPRE »
Th4d,  E2es

fgane = ¢ BELA »
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sdguance 14851501
régqulatriae Julasge des sédyuences régulatrices = « séguencs

signal polvA »

Foggae = @ EIA »

=

bt
s
O
=
144 5]
s
ey
]
i
2]
0]
€3
il

ségusnee codania 1601, . 2178

10 z'/"'ié‘il

& BEIBE »

(L’
#i

SEPLARLYYRAKQDYED

STVOT

OFEDTL DELNLGHOEHEN ALDFSTPERTTAAVAT FAK

15 THDRKWSORTHY SRDYRLDCEAVALWRIWRCORLNAT SGYLPVOPVINTLR
TLALOSPOEHUREROQPOOECQQUOEREEIREENLEAGLDPPVALEEE »
s@guarioe codante Lt 34
Joene = %
Jondon de

contrdlse BIB 53K »

/produit =
20 Jtraduatian
& MESRNFPROOGLPSGLLSS SEVENMEVPARRONLRLLASTAGREAEDY
BSPYVTEGTRPTRPAARAGCANARGGGGPRREFEERSEESLGLEEEVARLEY
BLRBYVLTESSSORERGIRRERHEEDSARTELTIVS LMSERRPESVRNHEV
OSOGTDEVS VMHERY SLEQVKLCRLEPEDDWEVATRNY AKLATKEIEERY
KITKLINIBNSUYISONGABVEL STORRBAFRCCMMNMY PGVVGHMEGYT
25 FMMNTRFREDOCYNCGUVVEMANTRLIVHGOS FREINNMC I BATCSVIVRGE
PEANWMEVYGRTEKSVVSVRKCLEERUHLGVMESECEAKVEHCASTEDZOD

VLIKGNARVRHNMICCASDERGYOMLTOAGENS HMEATVHVASHPRKTY

’-<

PEFEHNVMIRCNVHELCSRRGMPMEYOONMOFVRVILEPDAMASRVILTG

POMNVELWKILRYDESKTRCRACECGOKHARLQYVOVEVTEDLREDELY
LSONGTEEGSSGERSD »

3454, , 3853

1 ¥
e
gl
o
pas
ool
b

\c

fgéns = ¢ IX »



L

en?,

ségquence codante

ségquenas

régulatrige

gene

gensg

séguenus

v

-egulatrics

BE2016/5611

‘Glasas des ségusnces régnlatrices = # boite

sotding de la capsids IX »

MEGSASFEGEVESPYLTCRLPSWAGVRONVMES TVIGRPVOPANSSTLT
YATLES S8 VDAARAANBASARSAVREGMALGACY Y EELVANSBETNRNPAS
LNEERLLEBLMALRL

Gz&% . 35834

ALTORLGELTOQVAQLOAETRAAVATVRTK

fcelasse des séguences réoulatrices = g séguence

felasse des séguences régulatrices = « séguenoe

Sfcpasnoes regulahyd = ¢ séguence

FLE, IX o»

v
pesd
e
5 )
[ead
£a

-
s

Lre
conplémentaire {3892 ,,5735%)

compl émentaire (3997, .3997)
asze. des shguepces régulatriges = « séguends
sigual polylX »

mobe =« IVai, E2B »
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sHgquence codante

el
Py
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complémentaire {Jonction (3893, .532%,
5605, . 56T
Logdows = & IVAZ %

Jerodult = « protéine diardppsidation Va2 »

Ftraduastion =
@ METRERRPCAVEDOPERPEAHPEERPARRAFMLARDGDHADADPATLE
GROPGLAGRPSPCALEPUSPOPAKREELLERIALEBITHIWIRLELLGO

TLSEMPMADGLEPLENEASLOELLS LEEERLLADLVRENMEVREMMNEY

APLLREDGSCLALNYHLOPVIGVIVE PTGCGREQLLENLLEAQL

FOVPRIARPOVEMIPPSELFAWEMOICEGNYAPGIERGTEVREQSARTLRERE

IRMAYDELTODENY DVSUPRNVEAGARAHGP T AT IMOECMENLGGRRGY

SEFFHATPSRLADKPYRECTGY TVIVY LHEMMPREDLGER I ANLKI ORAEY

BLISPRMHPSOLERPYNTY THGLEVATISLLIEDIVOHHALRBCYDWVIY

NETRPEHDALOWS Y LEHPRDGLMPMY LNLTOAHIARVLEK THRVLNDRDRES
IE

RAYRARK »
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séquence codante complémentaire {(jenction (5098&..8659,
13941, .,13849);

fogne = « EIZB »

Sruamdro BO s BUELTUT o»
fpreduit = o« ADN polymérase »

Joraduction =

« MBLVOTHGIRGLHPEASDPGROFSERRSROESPEGAVEEPARARRRRA

PAAPASGPRAAFARRIASSPPLLSMEPPPPEEERGIVVAROGEATLOAY
DVATMGAVEIXYHL DL PRALERLLOVNRATPFLEPTDLTPORLRTLDEEGE
BALVLALRPVRAEVHETCLERCLVEHT T IBADDGHARGODVVOHOMORPA
LHCPLEFLVKGTOVOILVOEVHRVORCEHCGRLYKHKHECSARRREEYFH
HINSHSSNWWORIOFPRIGSHPRFERLFLT P DVETYTRMASFCROLVRY
MLVMHLSGDEPLVELARDLALQUEWDRWHED PR TFYCVIPERMAVGORE

ROYBRDRLOPALAVILWT S FLEANPHVADWALEQHGLEDPASLT YDELEER
LPHVECRPREVELY IVSHNINGEDEIVLAAOVINNRAEVEPORFRITRNE

MPRAGRILENDVPEALPNPAYRRRTDFQLWEQEGCHDLDEFKHOPTLRYMY
ROTEALTHISLRKARQAYALEVEKGCOAYKAVROPYMVES YRADQDGYY
LERYWEDREEELLNBELWROKGDLEY DI IQETLDY CALRVLVTARLVARK
LODSYAHRIRDSVELPHARENIFQRETISSNSHAT FROIVYBARKTORSE

NESTGLEAPSHELY DY VRASTRGGREYFTY TEVLOEFLYVYDICOMYAS
ALTHEMPRETILIPYRRALAYRDWOASLDDLET I ISYEDPELLECIETV
DADEPDELMLIPLRPFUBREGCRLCWINEPLRGEVATSVRL I TLENRGH

RYRIVEDELITIVEFPENKCVAREYVOINTAAKERADKEKHO TMRE LAKEL
SNALYCSFATKLDNER T VESDOMDEGLMESVENGIVRIKS S FLETD

SAEVMEARRREYLPOGLALLDSDPEISEBEQEPAPFY TUPAGT PEHVAY
TYHPITFLDVORCOMOLETLERVDPLVINORY PSHVAR TV EANTRAFVS

EWAGTLYDEDRGY PLEDRPIRSVYG DTS LEVIDREGHELMETRCGKERIK
KAGGNLY PR EDRPDLTWLYRCETVCAS CEADAYAPEEVFLAPRLYALKS
ELCPVCEHTIERGELRAKGHAARALNYEIMLNCY LADBQGALIRERFETSR
MELKRI L ASAQPEARPETVIET TR TLR PREDRTLAS LAHRLVEY SR

SRENERNEEVOWIEME »
intron Complénentaire (8387..5604)

fogsme = @ IVal »

Géne 5817, 033504
fgene = « LS »
séne BO1T, 27468
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TEne

]

géns

gene

séouance

Indrnon

intron

3

froen

[ows

15

gequence wodante

]
<o

30

BE2016/5611

=

»

o»

régulatrices = % bolte

TATE »

inote = &L »
b HO0S

T3 et

nH
et
o
Ch
vis}

fmote = « entre les séguences de t

T

sécuences de téte de LI

a

[

séguences de téte de L2 et

iy préacade la séguencs codante de La protéine

jonction {7877, .8375, 9519..8539;)

Fhraduotion =

¥ MRADGERLDLLEPVGEMAVDVMEVEME

T
28]

VERALVEVETOASAVLA

MEVEHELYLGSPYDERFOQWAVERNRLHLVIY Y VEATGVATVCLDGGHA

SESEDEGAQAGRVOEPETLREQELRART »
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aéquers

intron

intror

LREron

LI

codante
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complémentairs {Jonciion (B458..10322,

13844, .1384%)

fgdne = « EZB »

fprodeit = o« préourseur de la protéine terminale
SRR

Jeraduction ==

¢ MALSTHDCARLTGOTAATHNYFLELRNIWHNEVREFPRASTTAAGITH
MSRYIYGYHRLMLEDLAPCAPATERWELYRQEPP PHELVEY QY LVRTCND

VIPDTRAY SRLEYHELVRPGHOTVNWSYMANC S Y T INTGRY HREV D
CTOTOOATIARRVVADLALVDPORGFG LI RMHGRAGEEEVPYERL

MODYYRDLARCODHANGMADRLRIDUAGPRDLVLLAT IRRLRTAYENET

TESIARPPPROI PEROETCGLSLRCDUDWLEATVORESD?
GVRTEOLIRCIVEALZLPREDPRECGHLEMREEV T LRPEEDGRAVIETY
RRRRGEVIRRFIDRLEVRRRRRRAPPPEPPPEEEVEEMIVEEEEEEMER
FPPCAFEREVRAY TARLIRLLERR LT VSARNSORFHFAVDEY EAMERLE
ALGDVOEMPLREWIMYPFVIRETAT T LY LY QRLONYAVETIBHVELNLA
OVYMRARDPDGAVYY SRVWNEAGMNAFEOLMER T BNDLANTVERASRED
LOBEEIRQMMTEIRYODNSGDVRET LROQAAVNDTEIDSVELSERERL TG
PUAFTORROTODVNRRVVABASLLEAQYONLPRRGADVILEBLEPRPGPED
PLPPGARPRRRY

conplénentaire (8660, .20296)

Jgting = « 2B »

A AR
9606, 32453

Jggne = ¢ LS »

de ia

fort
A
o
easy

sl
o
19
o
I
Ry
o
i
fots
=
@

Fuote = & préceds
fibre »
9606.,26463

Jgdone = o Td ow
/note = « précéde ls zéguence codanbe du
prégurseny de la protéine de la capslds pVIIT »
8606, 25854

fodrie = K LA w

/riote = & précade les sdguences codantesz de la

P

protéine 33 K et de la protéine d'encapsi

3y

A N
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intron 606, . 23430

s

Inote s g précéde 1w sdguence codante de la

protéing dlassonblage de L'hexon 100:X »

iBet oyl 906, L RLIFT
r I8
2 Jaéns = o« L3 0w

/note = x# précéde la séquenne codante de ls

protease »

intron GHRUE, . 182096

la sgdguence codante de

10 I thexon %

ntron Ge06, . 17508

=

fgtme = o« B3 w

«

/note = & précéds la a8é«

précurssur de laz protdine de la gapsids p¥L »

e

intxron 8606 . . 17201

15

wo 2w

= % préceds la séguence codante du
prédurserr de la protéins mucidcdapsididie pi »

intron G606, . 15498

e

orécurgeny de la provéine maciéocapsidigue pVIl »

]
[

intron Se0G., 13887

Fggéne =g L2 o»

inote = « précéde la sféguence codante de
gy pantos »
intron $606., . 12043
25 Jgdne = g Ll o»
frote = & précede la séquence oodante oy
précurssur de la protdine de Ia capside pilia »
intron 2606 .10844

fgane = 4 LL »

4

[

{

/nante = & précede la séquence codante de la

34 e 3 s fd o ,
30 protéing dlencapsidabion £2 K»
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intiron

gene

ARN différent

géne

ARN différent

BE2016/5611

omplémentaiee {10393, .26286)
Sudnes = & BEE »

104z, JL058s

Jydne =« VAL »

L4265, LG58 E
Fgene = « VAL
/prodult = « BEM assooid au virus I
10548.,.10814

fgene = « VAIL »

10648, 104818

fadne = « VALIL »

fproduit = « ARY an virus I »
10845, k2020

fagne = « L1 >

fprodult = & protéins dlencapsiddbion 52 B o»

Foradaction =

E)

« MHPVIROMRIH

DPPELPOGOOOFALLPPPOOCORPATIANARY SGA

EVOYDLALE

GRGLARLGASS PERHERVOMKRIAREAYVRPKOMLERDRS
GERPEEMRZ

l‘r
l" )
&
7
it
;"

FRAGRELARCLDRERVLRDEDFEADELTG I SPARAHVA
AANTNVTAYROTVKERANEQKSYNNEVRT LIAREEVT LG LM LW DLLEAL

VONPISRBLTAOLPLVVGASRDNEYFREALLN I TEREGRWLLDLYNTLY

SERLAATNFSVLSLGKYYARRI VKT PYVEIDEEVRIDG
YELMHSLORAL
TEAGTRGESY P DMGADLRWOPSRRALEAAGEVEY VEEVDIE

SINVOERGLEL
PYMEMTLEVLILSDDLAVYRNDRMERAY BASRBRRELED

SGEYLE
Dow
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BE2016/5611

12044, .13810
fgéne = % L1y

Sowachil fe la protéine de la

apside

i

Jrradueiion

« MODOEPEP

AMBERATOSOPSGINSSDDWTOAMGRIMALLTRNDEE
AFRODPOANRLSATURAVVPSRSNFTHERVIALVNALVENKATIRGDEAG

LVYNALLERVARYNSTNVQTNLDRMY T OVREAVEDRERFHRESNL
BLNAFLETQPANVERG
TERGGLOTVHLSCAFKNLDGLWGVOAPVODRATVES LI TPNSRLLLLLY

ENYTHEISALRLMVAEVRPOSEVYQSGRPRYTRQ

AFFTDEGSVSRDSY LAY LLNUYREATCOANVIEQTYURTTHVSRALGQR
LEGHNLEATINELLTRRASORIPPOYALBTEERRTLRYVOQSVEL LM RS

ATPSARLDMTARKMEFSMYARNRFUINK LMD LHRAANMNS DY FTNALL

NEPEWLEPRPCEYTGEYIMEDPHDGR LU DRVDSSVESPRETTTTVHKREGG

DRAPEEALSGRAGAAARVIREAASPEPSLETSLNEVRESELGRLIRPRLL
YINDSLLEPEREKNFENNCIESLVIRMERWKIYARBHRDEPRASS

AGTHRRORHDRORGLYWDIEDSADDSSVLULAGSECENPFARLRPRIGR
LM %

13822..13827
Jelasse des séguenceas réqulabrices == & séguence
stapal polvd »

fgdnie = & LL »



séguence codante

193]

19

intron

15

R
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BE2016/5611

fproduit = «

age o pentorn y

ftraduation =

« MMRRVYBEGPRPPSYESVMODAVARRMOPPLEAPYVEPRYIAPTEGRN

TRACIR
SIRYSHLAL

DTIRLY LV ONKSADTAS LNY CNIH ENFLTTVVONNDET

PLE NEFMYSNEFKARVMVSR

T HWGEOLKT IMHETNMERY
KEPNGVTVERDY BGEORELT YEWVEFELPECNEPSVEMT IDLMNNATLDY

YEAVGRONGVEESDIGVEFRTRNTRLGWDEPVEELVMPGVYTREAFHP DL

el

VLLRGIAVRETESRLSNLL

PRQEGFQILYEDLEGGRIFPALLOV

FAYRESKEKARAEATTAVATAATVADATY TRGDTFATDAK

DERSHIVIRPVEKDANNESYNVLEDGRNTAY REWY L8 DPERGVRS

WILL TS DVTCGVREQYYRS L PDMMOD PV T FRSTROVENY PVVEGARLLEPY

YK SIPNEOAVY SOULRAFPTSLTHVERRPPENOILVEPPAPTITTVEEN
YEREALTDHGTLPLEASSIRGVORVTIVIDARRETCRYVYRALGVVAPRVLES
BTE 2

complémentalrs (140L13.,26206)

fgéns = ¢ E2R »

Fuoty = ¢ prdcéde 17 RDN

polymérase et du

Jadne = « L2 »

/produit. = « préourseur de

=
(3]
3
53
o
g
s
o2

nualéccapsidique oVIT »

Fhraduehion =

& HMBTLISPEHNTCHGLRAPSKMYGGARQESTORPVRVRGHERAPWGAL
KERBVRERTIVOUVIDOVVADARNY TRPAAAPASTVERAV T BIVVADARRYA

AXSRRRETARRHRSTPAMRAARALLRRARRTGREAMLRAABBAASGES

SAGRTRRRANTAABAATASMIRPREGNVYWVREAATGVRVEVRTREPRY

5
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BE2016/5611

g

sfguence godante
Jugdne s @ B2 w
Iprodult = « protélne miicléocapsidigue V¥ o»
Frraduction =
« MOKRXYREEMIQVIAY

GLYEFVREFAPRERVORRGRE

LY GPARAVHEERKPRRLERVEEDKRKEEED
VEPVLREPCTTVURTRGRRSGEASKREYD

FVYGDEDTLEHOAVERLGEFAYGRRSR AP LKEEAVEIPLRACHNPTPELE

PYILOOVIFSAAPRROFEREGGREDLY PIMO LMV PKROK LEDVLERMEN 13
Pl
QTDRPHMEAASTTTTRRERRKYGAASLIMPNY ALHES LI PEPGYRGTREYR

EVOREVKVRPIKQVAPGLGVOIVORIRIPTERMETOTEPVERSTSTMEY

GYTSSRRRKTTIRRERRSRRSSTATSALVRRVYREGREPLTLERARY P
SELAL %

adguencs codante 1204, 1rawd

faéne = « L2 »

prodult = ¢ précurseny de da protélng

nucléccapsidiaqie p¥ »

/traduction =

SHHRRBBALSRRLGGG

& MALTCRLRVEITOYRGREFRBERLS

FLPALIPLIRBALTGAIRGIASYVAYQASORYE »

sdijluence 7461, 1V48¢6

wégulateics fclasse des séquences regulabrises = « sdguence
signal polyh »
fgdne = LE o»

séguaence codanbs 17509, .18237

fgéne = 4 L3 »

fpredsit = & préourseur de la prot

« MEDINFSBLAPRAGTRPFMGTWS DIGHNSQLNGCGAFNNS ILWIGTKNY

GSTLETYGNKAWNSSTCOALRERLEEOREPQURVVDGLAS TGV DLAN

DAVORGINSRLEBAY PPAGEVEMPOVERELPPLOERGDERRPRPLDAELTLL

‘O

ATUEPPEY REAVELGLPTYRPVAPLATCVLKESSSSQPATLDLEPPAS

¥3

RESTVAKPLPPFVAVASRAIRCGRPOANKOSTLNS IVGLGVQSVERBRCY

0
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Euense

codante

83
BE2016/5611

8228, ,21154

s

Fugne = o L3 »

Jprcduit = € probéing de la capgside IT »

Joreduit =« nenon

/traduction =

& MATPSMLPOWAYMHIAGODASEYLETGLVOFARARDTYESLENKTERN

BIVARPTHRVITTBREQRL VLR EVEVEREINT Y SYRVRY TLAVG D

ASTYHIDIRGVLOREPESFEPYSGTAYNS LAPKGAPNT SOWKDSDERMHATF

GVAAMPGVVGKRKIEADGLEPLCINGSEETRUIIYADKTFQEEPOVES DR
VDTHGAREKYGERALRKDTTNMEFCYSE FARPTNREEGLGOANTRREETAST
TENYIM DLAFE‘US NIAANYLPDIVMY TENVELQTPRTHIVIRRGETSDE

SOREANLGOOUAMPNRPNY IGFRDNEPIGLMYYNETANMGVLAGDASOLNAY
VOLODRNTELSYOLLLDSLCDRTRY PRMWNOQAVERSYLEDVRE

DELPRYCERPLNGVERTDTYQGVKVET DT AATGHINGTQWDEDEBT Y SDAR
SGHPTAMEINTOANTHRRELY ALYLPBSYRYTRPANITLOTHNTN

TYRYMNGRVVARSLVOAY INTCABNS LDPMIIIVN R ENHHERNAGLRYREY

GHGRYVPFHIOVEOKEPATRSLLLLEPEEYTY ENNPREDVEM T LOESE
GNDLRIDGASTART SINLYATFFPNAENTASTLEAMIRNDTNDDSENDY

LERAANMUY PLIPANATRVPISI PORNWARERGHSFTRLEKTRETEFSLGEGE
Y LNHTYREVIITFDS SV EWRGHDRILUPNEER

DRYEVYSGELRYLLGE
TRRTVDGEGYNVAQUNMIKDWE L VOMLARYWIGYQGVY VPEGYKDRMY S
FERHPOPMEROVVDEVNYRDYQAVT LAY QHNNSGEVEY LADTMROGOEY
PARYPYPLIGKBAVASVIOREFLCDRVMRRT PEFSSHNIMEMGALTDLGON
ML Y ANSANALDMNEEVDPMIRSTLLYVVERVFDVAVMNR I EES SHEMEM
GALTDLGONMLY ANSAHALUMRFEVDPMBES TLLY VVERVEDYVREVEQP
HEGVIEAVYLRTPFSAGNATT »

2Lr82. . 21888

fgéne = ¢ L3 »

s
oy
]
el
¥

Inuméro BC = w 3.4.27,
/produit = « probdase »

Fteaduetion =

& TACGSGEQRLRAILEBLGCGRCFLGTFDEKRFFCFMAPHELACRIVNT
ACGRETGGUHWLAFARNERSRTCYLPDPFGRFEDERLEDIYOPEYEGLLER

SALATEDRCITLEESTOTVOGPREAACGLFCCUMIL AP VHRPERPMDED

PIMNLL TGV PNGMLOSPOVEPTLERNQEALYRFLNAKSAYFREHRART
KATAPDRMNODM  »
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séguence

régulatrics

gene

yére

végulatrice

séguanece codante

54

Lémentaire {21877..25341)

foene = « EZA-L %

signal polyA »

fnote = « BZA,

complémentalre {(Fi882.,.23417)

/produilt < « protélns dé Tiaison

« MAGRGGESQSEQEROERTEERCGRGEAR

BYYSDDEOEEE IVVVSENSREPSTSPPPPLEPPREKPRRTEREVPLODLEC

BERDERQAERELE
MRVKR LS LPTVSANEKGMEVMTLELMERYRVE

RRICHIYY

CTGCALWLERGETER

PORAKTTONRWGREVVQLANNUARCOVED,

CEAGUAFROLEAFMKAMY FEMEBEQAOMMLT PLE

CPCRMT RREMANAEDRLDYEGETRETVLASY

AONACGPNCDFPRISAPBLILOALNLTBKINS DSPPE

KYQFRNVSLPAGHAEISROQNPEDRE »
conplémentaire (23427, ,24073)
Iriote = B2R, BRA~L 7 prégsde la

de la protéige de liaison «YADN

sdguernces régulatrices & ¢ ségqugnce

PPNRESPSPERL
VBVGESEPEVRITERDGRKRVE
FUSNETETTMMERELOGEVHESHEQ EAR KNEE
BERLRCTHGTVMIQHERTT

AGCATHOYSSKSCEVINTRG

KHPALMVEQCUNPYYRNER

BE2016/5611

ATADN mimpleé

LPDERHAYR

ETLDENDRLTSAARTK
SLESAOLMEEOGRVY

EMDVASENGORALKE

HOCDONBERGIVPEMGR

BLPVPELLIPEEKWLE

sdquence. codante

stmple brin o»
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BE2016/5611

23443, ,25842

Fadne. = @ LA »

Jproduit =« protéine o assemblage de 1 hexon

108 Ko»

Ftraducticn =

% METPOPRSPTSREAPAADENQQUONESLTAPPPESRTSIAARAR IMOEM
RESIRIDLGY VI PARREEELAARFSAPERIHOEQPEOEARSEQOORAGLE
HGDYLSGARDVLIKELARQST I VKDALLIRAEVPLSVARLSRAYERNLE
SPRVPPRROFNGTCEPNPRINFYPVEAVIRALATYHLETKNQRTEVECR

ANRTRADALLNLEGPGARLPDITSLEEVRPEI FEGLGS NALOGSEE

GODNMARLAVEERTVE L THYAY PALNLPPEVMEATMDC
THRASPLOEEEMODPRSSDEGKPVVSDEQLARWLGASSTPOSLERRR
KIMMAVVLVIVELBCLRRFFADAETLREVEEN LAY LFREGFVROACK LS
WYRLINLVSYMGET LRERRLGONVLATTLRGEARRDY IRDOVY LY LUHTH

CTGMEVHOQCLERDNLER O LLOKNLEALR T CEDERTTASDLADLITEY

PRLRLTLENGLEPDFMSQSMLONFRSFILERSGILEATCSALPSREVRLT

FRECYPPLIWIHCYLLRLANYLAYHEDV IRDVE SEGLLECECRCRLCTEH
RELACNPOLLSETOL IGTPHLOG PORGKGELR LT PGIW T SAYLREYVYE

=TE
DYHEFEIREYVEDOSOPPKARLEACVITOG!

TLAQLUATOKSROEFTLLER
CHOVYLDPOUURELNPSFEODAPRRKOQUEAE SCARAAAGORGGRLEEQSE
RGDERLEOHSGREAOVARQSGHERRGECGEREREBRROIVVILGCERSED
HEYHLRSGIGERREGEFQ »

comnplénentalre {24157, 26296}

foote = ¥ 2B, BR2B

fagne = « B2A-Lo»
conplémerdaine {25336, (25341
/clazze des séquences régulatrices = g bolte

TATA

£

fgdre = g E2R-Teo»
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séguence

intnon

o

[

soquences: godante

codantes

codante

o
o

BE2016/5611

o
53
[
eel
s
o
<
[
w3
o0
L7
[ad
.
sl
&
i
0
[N

fproduit = « protélme 33 K »
o MPREIZEKLEVEL COLERDWESSQAEEME DWDSTOAERDELQL
SLERIDEVELRAREEAMMARPSSEAERKASSTDT I SAPCGREREGRAHGR
WRRTGREPNPTTOTAPTTVSHEROKPSSSSRERARAAAARKE TARKGEL
BIAANEPAOTRELENRIFETEYAT POOSREGOEORLEVENRS LRSLTREC
LYHRSEDQLORTLEDARALPNRYCALTIEE »
2BE58 . HELAN

fgene = « Ld »

Sprodudt = o« prote dtencapsidation Z2 K »
Frraduction =

& MPRGSSEKLEVEL

CPEDLEEDWESSQAREMEDWDRSTOARRDRILOD

SLEREDEVEERARREARDARPSSSARERAS STV SAPGRGRGGRAHSER

CLOACGOMISRTRRY

WOETGRYENPTTOTEHREROG Y KSHRGHRNATVEL
RGVNTPRELIHYYREDHSPYYCFQEEARTQQOOOQRT EGEE »

388, .26383)

:::.’
'O
3
B
o
=4
£
L)
(D
@

o

réguiatrices = & bolte

Jprodult = o« précurseur de la protéine dg la

Aoraduction =

& MSKETEY RMNWLSAEPAMISRVNIDL

FTRYMRSYOPOMEGLAMGRADDY

RAHBNOILLEQS?

PATPREHLN P REWPAALVYQEIPUPTTVLEERUAQ
BEVOLTNSGVOLAGGAALCRERPAQGIKRLVIRGRGTQLNDEVVEEELG

PHRGVEQLA RESETPROAVLYLNSESENPREGGIGTIDIVERRTER
SYYFNRYSOSPGUHYPDERIPNEDAISEIVREYD »




BE2016/5611

SEquence 26436, . 26042

ot
5
ke

végulatrics folasss des séguences régulsbrices = &:bol
TATA »
Jgéne = 4 :ER »
intron 2EERE. L 31546
) fofare = @ORE B

fnote = « précéds ia nice codante de la

protéing de conbréle B3 T4,7 K »
intron 26888, 31038

géns = &« E3 »

(=
o

i
fmote = « précéde la séguence codante de

10 protéline membranaire B3 RID-bets »

foots = o précéde la sédguence codante de la
protéine membranaire 3 RID-alpha »
intreon Z2E8RE .. 29956

15 faenie = « B3 s

i

(AL

*
5

fnote = « précede ia séquénce
glycoprotdéipe membranaire E3 CRI-gamma »

intron 2EEBR. 78596

&

inote = @ précéde la séguesnce codante de
20 glycoprotéine menbranaire B3 CRI-béta »
Intron 26888, 28011
Fgéne = ¢« E3 »
fnote = 4 précéde la séguences codanle de ia

giveoprotding meabranaive B3 gplsE s

intron 26888, QW3

2 fgéne = & B3 »

/note =« préodde la sdgquence oodante de la

~

glyooprobéing membranalre E3 CRl-alpha »
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BE2016/5611

séguance codante 2TAEEL J27AT5

Jadne = o« B3A »

fprod = W protéine de contrile B3 12,5 K »
FStraduction =

« MSHGGABDLARLRHLDHCRRFRCEARDLAEFAVFELPERRPQGRFAHG

G VRIVVEGGLESHLLRIFSORPILVEREQGOTLLTLYCICNHPCGLERGLE

CLLOTREYNKS »
ségquance codante ZH429, 28055
Jodne = o« B3 »
Sevoduit = & glyeoprotéine membranaire B3 CRI-
alpha »

16 Jtraduction =

& MEVEVVCOVLSTIKAR LS DY SELOC GV PATNES LEF TENETELOLOC
L

<
KPHRKELTWLFOGS PIAVVRBEDNDCVLLSGEAN LTS TRRSRLOLEQY

FLEGTYQUVSGRPCHEETEHELIEMNTT ‘;Z“" PATMNOTTHORHRRDLSESNTY

GRPTEGIYY ﬁl}}l\,-’\.’Gﬁi;lAI SLVAGSCLEALOYLYLPCCEYL

VVLCOWERIWEREE »
15 séguence ZrEG4.  2TA6D
Sgulatnics /ciasie des déquenced rdgulatrices = « séguenos
aignal polyhA »
Fodne = w LA B
séuenas codante 28037 . 28570

Fgerie = « BEI w»

o
fss:)
Lo

fprodudt =« glycoprotéine membranalos B gpldg »
Jeraduntion =

o MOKITLVSCOVIVAVVLS IVGLGGAAVVEEREKADPCLEFNPDRCOLE

FOPDENREOT VLI ECCHECENVR IEY REKTRNNTLASYROPGDREWNYTVE
VPEADGEPRTVENTET FARMCD T VMHMERQY DM P PTRENTIVVESTAYS

LOTATITATVOLS T EML T AT RPRENARRERGY »

K
n




BE2016/5611

séquencs dodante 2B6H0 . 23305
fgdne & E3 oy

fprodeit = « glycoprotéine nenbranaize B3 CRI~

héta »
Jeraduction =

S ¢ MASYVIEALTIFLGLVGTSSTROHINEIVYAGSNEVLIPGHOSHORVIWY
WY DKSNTEVILOCKGHGT B INBSG LI PRONENNTI T LLS I TRHYSGTY YGY
NENIRODTYYSVEVLDPTIRRIM TRPT T THEHIKPKTTRETTVKTTTTR
PPN RAT TS TYLAAT THTHTEL T IDTTHNRL TALLOBRGONGTTSNEE TP

ESMIGTIVAVYVOMT

ALCMUYYARCYREERLNDELERL »

utyes 29636, .29948

10 cardcterigticdes /note = région en 3 siduells nes fornotionnslile
de i séquence codante de la glycoprotéioe
menieanaire B CRI-gamma gud est intacte dans
dixutres menbres de cotbbe smspéce ;& laguells 43
mangue Ilacceptaur dfépissage et la région én
5% »

15 séouenes ooddante 29961 . .30857

/proeduli s« glydoprot@ine membranalire B3 CRI~

Jtraduction =

& MEKRVSALVEOSLIGIVESAGFLENLTLYEGENATLVGISGONVIRLE
240 YRLDGNED I CDENE VY T CRGYNL T TTRATGUONGRPEGUS FTRRNNGY E

SHNMP LY IV T VIANE TATT TOMP U THSSTTTITMOTTO R TEY TSTOHMTY

PP AAKPSSARTORUALALTIAAOPSTIIRTNEQITOFLETVESHTTATS

SAFSSTANLASLASTRPISEATTT RS PAPL T PLRCTEDIGMOWETTLLI

VIGLVILAVLLYYI FCHRY PNAHRKEVYRPIVDGURERLOVEGGLRELL,

FEFTUW »

25 sdguence codante I0VEH. 31149

nEyye Y RID-alphas »

TPILICLLOVCATLALVANASPDCIGPFASY VLFARVICT

COCSIVCLLITEEQFIDWI FVRIAYLREHPOYRDORVARLLRLEL »



20
BE2016/5611

saguanss. codantea 31146, 31577
Fogne woa B3 o»
foodon de départ = 1

ne membranadre 3 Blb=béta »

fproduit = <
Jtradustion =
5 & MRALLLDALLLLVEFRPVRNERSPTOSPEEVRECKFQEPWEFLECYRY
KEDMAPSHNIMIIGIVNTILACTLISEVIYPCFRDPGRNIRPRALYLEPERDT
PPOQPOAHATPPROIRPOYMPILIY EAEPORPMEPAISYPNLTGEDD »

codanta 31570..31877

Fogne = « B %
frote = « famille de 18,5 K %

10 /prodult = « pyotéine de contrdle E3 14,7 K »
/traduction =

« MTDPLANNNVNDLLILUME

GRASEQRLAQLRIRGOOERAVELLODGLA
THOCKRGT FCLVKQAR I SYEVIQTDERLS TELLOQOROKFTCLVEVRELV

IEOOSGUT KGO IHCRCDS PLOVAETLI RILCELRDLE
séquenos 32001, .32000

¢

Folasss des ségquances rédgulatrices = ¢ sdguence

o)
€51
{4
s

W
o
et
W
ct
By
[
9}
D

sigoal palyl »
Jgdéna = « B3 »

aéguasncs 32070, 32075

régulatrice Jolasse des sdéquences regulatrices = « séguence
sigral polyld »

20 fgéne = g B3 »
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BE2016/5611

sénuehce codante 3FE54. ., 33531

fgdne = & LS »
fouote = g probtéding de la capside IV »

fibrea »

HERVRVDEDEDEVYPYDADNARPTVRI TN PEVESDEPQRENFLEVL

SLERLADEVITKNGELPLELGEGVIL DS SGRI T ANTATKABA T LEFENNT

FOLNMDHPFYTRDEELELOVS PRI NI LRTS [LNYLALGYESGLELRESA
LAVQLVSR

PUOTDENIKLTLDREGLAVITGCDATESN L SWARGLE

(EA
Rt

TRATRTE

LEPGESETETGYIDAYPIOVELGEGLEFRRTEATMAR

DRETEWITPDPS PNCOQILARN DAR LY LCLYRCESOILATVEVLVVEEGN

ot
(]

LNP LTIV SAQVELREDANGVLLTEHS TLREIWOYROGRSIDGT Y TN
AVEFMPNLEAYPKSOI ST TKNNIVEOVYMNGDVIEPMLLTTTINGTDRDS

NSTYSMEFSYTWINGSYVGRTVEANSYTRSYIAQE »

Py

Sguanaes eégulatnices = «

T L 330ESE)
23 régulatyices = 4 sdogusnos
compl {33620, 34630
20 ragulatrice Jgdne = & B4 o»
séguamy codanta conpldrentadce Jonation Yo 33889,

34621 . . 34791)

gene = & Bd »

e

,"prods.&:i.‘t: = o protéine da countrdls ORES/T ds B4 »

aduction =

B
L

« MSESNCIMIRSEARSAASRHHPYREPARLPRCEETETRASLVERAPY L
PROCDTISMENTITVIPTTEDNIQLLSCEVOMRECPEGEFISLTUPRLARSE

TVRNVETKSMS TTHGVOMPRAVRGERVVY SMEWEGGERITARIL »




o
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BE2016/5611

sdguence codante complémentalre (33886..34791)

fagdne = ¢ B4 »

hate s o ORFES de B4 o famills de 34K »

Fpradult = o« protéeins de contpdle B4 348 »

3 « MEESNCIMIRERARSAASRUEPYRFAPLPRCEETETRASLVEDHEVL
PRCDTLESMENVESVRGLECSAGFAVLOD FPVRWDMVE TEERLERVLERCM

SVCLCCANTDLESSOMIHGYERWVLHCHCRDPG S LRCMAGH AVIATWER
RIIRGUMENORVMWYBEVVNRHMEREIMYMGSVEWRGRALIYLRIWY DG
HYGSILPAMSFEHSVIANYGLLNNEV LCCT YOS DISRIRMRCCARRTIRE

LMLEAVGIMLRESLDPDPLASS T TERRROBLLRGLMRHHRPLPFADYDS
106 HERZEBSSH »

nhron complémentaire (33880348200

e

fudne = & B4 »

sdguence codante complémentaire (34697, .35062)

fagdre = w Ed »

Rrd

fproduit =« probfing de gontndde ORFE de Ed »

MNPV SMCTIWLGLAHSTYVVDVIRATREDGIFITPEA

RERRRODERRRSVOSARTREFCYSKYENVREQL
HEDTVASTISRVPPEFVIAGRLTTL »
it ron complémentairve {34815, .36232)
logdne = & BEd o»
20 /nate = g oprécéde la séguenue godante de la

wobédne de conbrdle B4 34 K »

séqueance codante complémentaire (35072, .35448)

Fogue = « B4 »
foroduit =« protéing de conbyrdle ORE3 «ds B4 »
fitraduction

e} « MEVCOLRMPVECGATRELFIMAGLODLPOELVRITOORENENYLGMVORC

NMMIEELENPPAPAIVLYLDVREVEALLEATVERLENE TR OGLAV I FHOHN

SGGRRCBLRBDIHEFEVLRDELD »
intron complémentairgy {35136.,36232)
Jgens = g B4 »

X 5

fhots = ¢ précéede la séguence codants de

[
ny
W

~

AT srotéine de copbrdis ORF4 de B4 »
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o=
o

sdoisrice codants complémsntaire (35427, 35810
fydne = g E4 »
Sorocdiidit = & protéing de dontrdle OREZ de Bd o»

Jtraduction =

,13
-(

TACIYSIVYPEALRKVIELEDFEFVDFLENCLAGDILISYLE

BER
SEOHAYSSLAPGHARWEGLRPILCTVACPNLT PGEPMARNP GEDMEEY L

v ML

LLILREELRDEBGREFDIPEVNLLOVNOEGN T LB
inbron complamentaire (35455, ,36237)

fgeéne = & B4 »

i

fnote aodante de

intron compl

b3

fadne = ¢ Bd »

bt
2%

frebe = ¢ précéeds la séquence codante de

probéine de gontedle QREZ de B4 »

séoience codante complémentaire (35851..36285)

fnote = & gpécifique di genre @ famille DUORP »

=

/produit = & protéime de contrdle ORFY de E& »

ftradugtion =

« MDAFALYVYLEGSHGALLPVOESSNY IDYAPENEY LHPRG TALLDLRL
AIVVPYUPLGREFSLADANVEEVYSECRIIHACGHRERLEVMVENEE DRE
YEGRAGDPVACTVLERTIYERVROASMY ©»

gFeguencs
régulatiice folasse des séguences régnlatrices = « bolks
fgéne = & B4 »

G643

répdtitions /nom standard = g ITR »

= drvvarsde

Lrtannotation de dla séguenge de type sauvage du

ChAGLIEE {(SEQ ID NO ¢ 19) est fournls cl~desscous.

Lo ChAdLS5S - ADN linéaire de 37830 pb -

73
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Annotarbtion alignenent dy

la souche de Itadénoswimis 2 humain

WC 001405

Deux OR¥ putatifs dans la véglon B3 ajoubds
maauellanent
Bapianement /Ou
1..37838

Jorganismn = & Adénowvisus de chimpanzé 155 »

Jtype de moléculs = « ADN ggnomigue »

& ChBdAiss »

B aTev! =00 ITR »

Fhvpe de vépétition = loversds

466 CLEZZ
Jgdne = o« EIR »
456, (471
Jgdnes = & ELA »
/géne = « BIA »
fonotion
fodne = &
Fprodoit = ¢ BI& Z40R »

Jonotdlan {577, 087%, LA31L.. k538)
Joane = o5 BELA »

fprodult = @ BEl& 2438 »
1600, 1605

Sodme = o« ELA »

LB »

BB »

fagne = « E1B »

1704,

28T

fgdne = « 3

fproduit = « RIBR 18K »
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astquence eodante 2009, . 3532

Jgéna = « E1B »
Aproduit = « EIB HEK »
AT 3571, .4131
lgéne = @ IX »
5 ségiience TRTP 3571, .3578

Fgenes= & IK. »

ansorit IBOL. . 4131
primalre fgane = e IK»

2628, . 4087

shquence o

logne = o IK »

W

i
-
}

16 Jprodult = «
aignal polyA 4097 L4102
/rnote = a4 BiB, IX »
géne couplémentaive {(4117..37523)
fodne = « BZR »

Lragsaril conplénentaire (4L17..27484)
15
)

primaire Jgdne = « BIB »

v

gene conglénentaire (4117, .5

e}
o)
oy

Lransorit ¢

o
prigmaios fgdéng = « IVaZ »

o
&

séguenas codante  complémentaire

2
s
o
=
o
9]
=
3
-
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P
foai
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566, .58

Fgene = « IVa2 »

o

ot

fprodult = « BZB Vel

o
Jo
on
on
e

stgnal polyh complémantaire {(4150..

squerice codante complémertaire {Fonction (5257..8838,
25 ; '

o

TER08. . R42870)

fpradudt - o« BEB polymérdase »

oéne GU1H. L 340605
Jgéne = « L3 »

ene U8R . 28512

3

Lad
O



BE2016/5611

séyuence TATA S0TE . 6083

i/
transcrlt 61U, 34605
primaire fgens = .« LE »

transonit 6105, (28612

10

o

sy imat

e

o

Jaene = ¢ L4 »

s

transerpii L0, . 22658
primaire Jgtne = o« L3 »

trariscrib 109, . L8164

primaire St = oa LE »

transerit G109, . L4218

primaire Joggne = w L@

séquenes cadante  Jonction (BOJR, L3457, 9722, 8148
Jodve = ow Lo

7
R

Jprodult = « L1 L3.8K »

codante complémentalre {(lonction (8637..108640,

142090142173
24 fgene = ® BZB »
Forodyit = g BZE pTP »
gee 10671 . L0832
fgene = « VAL »
ARN différent 10671 ..50832
5 fgene = « VAL »
b produit = « VAT »

géna 10802, 3102

foggne = o VALL »
ARN différent 1302, 13072

Jgens = o« VAL »

fproduit = « VAII »
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¢
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/produit = «
16050, 156640
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fprodult = g
=5

1671

17834
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trapsorit
nelalre
signal polyh

cadante

SEEUaNTS

ségquance codant

THTA

codante

sgcquance godante

i~

TR

séouence T

y
¥

aodante

GETE

géne

séqguence TATA

transcrlt

primaize

Transoes

primaire

complémentaire (22832, .26357)

conplénentaire

'

= W REA-Leo»

complémentaire (2264%..22654)

43}

oompl éranta il

fudne = & BZ2& »

fnote = w pommung au genres ; famille

BZA »

.'/ g Sy =
Jprodudt = @ Lg

complémentaire (28352, .26357)

&

ot
Jgéne =« B2d-L »

onotion (86602, .26941,27147,.27528)

w

Lds

fgéne = « L4 »

Sprodult = o«

ZEENTL C2TEOT

complémentaire {(27518,.27533)
foota = ¢ B2A,

27604, . F8287

2Fa6e. 36l
Fogne = « EH3A »
2TY9EY, . 27874
/note = « B3R, EIB »
27998, 3268k

Jgdne = o« B3R »
27998, .31611

fgéne = « E3% »
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ez

codante

{

adéguance

sigual pobyi

seguence codante

séguance codante

ségumnce codanite

séguence codante

séguence codante

signal polyd

584

penee aodante

tD

codante

sdgquanee codante

signal polyi

gene

)
€

it =

28594, 28599
fgdne = « L4 »
Z8103..29303
Jading = o« B3IA o»
Jorodudt = o« ORPZ
29300, ., 29747
Fgéne =« B3R »
/produit = « ORF3
28826, .30%31
Jgéne = « B3R »
Jproduit’ = « ORF4
36728, .3157%8
fudne =« B34 »

Sorodult = & ORED

LY

VZER. 31579
fgéns: = & B3A »
fproduit = « ORFE
31578 3544
Jgens = « BEIA ¥
31581, . 31863
Fgéne = g B3B8 »

fproduit = ¢ GRET

Fogdne = ¢ E3B »
fproduit = « ORF8
F2287. . 32643
Aogres = oo E3B »
Jproduit « ORED
326509, 31664

=g B3R o»

e

mentaire (<

o

e
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&8, .32838
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séguence codante complémentalre (32678, .7

Jodne = o U »

L rexteémité o=

Aonte = ¢ exon codand

terminale ;o COHg@an au gsnoe w

& géguence codante

LA fibre »

fgnal polyh

aive (34611, .37520;

fmk

oy

.
e

Lransorit complémarntalre (34611, ., 374303
primaire fgdne = & BA %

2ignal polyd complémentaire (3462%..34630)

37y

séguence godante gomplémentaire {Jonction {34754, 35069,

Apvaduil < g ORFT de L »

ségusnoe codante complémentaire (35070, ,.35854)

Jgéne = &« BE »

sévpuence codante
fgéns = ¢ B4 »

fovediait = o« ORP4 de BL »

o

séience godante complémen

alre

fgéne = w B4 »

forodiit = « ORFZ de B4 »
B #
EARRES

{36579, . 37}

séupience codants

/géne =i Bd o owm

produdt = « ORFZ de B4 »

séquence cogsnts complémentaire {37029.,37415;
Jgane = w B4 »

10 Jprodult = « QRFL de B4 »

séguence TATA compiéments

Jgdne = w B4 »
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végion de 3740, . 37830
répétitions /nom gtandard = « TR »

Jeyvee de pépdbivian = dnversée

Transgenes

Les vecteurs adénoviraux peuvent &tre ubilisés
pour administrer des séguences d'ARN ou de proteines
apuhaitées, par ezxemple des zéguences hétérologuss,
pour une expression in vivo. Un vecteur peut comprendre
tout &lément génétique v compris de L'ADN nu, un phage,
un transposon, un cosmide, un épisome, un plasmide, ou
un wETUS. Par « cassetie dlexpression » {ou
« minigéne »), il sst signifié la conbinaison d'un géne
nétérologue choisi {(transgéne} et des aubtres élémenis
régulateurs nécessaives pour diriger la traduction, la

ranscription etfou 1'expression du produit génique
dans une cellule héte.

Généralement, un vecteur adénoviral est congu 4de
telle facon gue la cassette d'expression est Iocalisée
dans  une woléculs dtacide rnucléigue gui  conhient
dfautres séguences adénovirales dans la réglon native a
un  géne adénoviral choisi. La cassette dlexpression
peut &tre Insérée dans une reglon de géne saxistante
vour perturber la fonction de cette région, si clest
sounhaité. En variante, la casgette d'ezpression peut
dtre insérée dans le site diun géne adénoviral

partisllement ou totalement déléte. Par exemple, 1

Y]

e

cassette d'expression peut dtre localisée dans le site

dtune mutation, d'nne insertion ou dfune délétion gui
rend non fonctionnel au molnsg un géne d'une region
génomique cholsl dans ls groupe constitué de EIA, Bk,

E2A, E2B, B3 et 4. Le terme « rend non fonctionnel »

BE2016/5611
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3

signifie ou'une guantité suffisante de l1a réglon du
géne est éliminée ou sinon perturbée, de telle fagon

gque la régicn da géne n'est plus capable sroduire

o~
[
T
”{5

des produits fonctionnels de l'expression génigue. 81
5 otsst souhailté, la région entiére du géne peut &tre
o

éliminés (et de facon appropriée remplacée par la

cassette dlexpression). De fagon appropride, les genes

Bl d'adénovirus sont  délétés et rvenplacés par une

cassette dlexpression constitude du promoteuy de cholx,
10 Qlune séquence d'ADNc du géne d'intérét et d'un signal
poly A, produlsant un virus recombimant défectusux poux
1a réplication.
Une séguence de transgane peut ggalemant
comprendre une  séguence vapporiteur, gqui  lors  de
15  1lewpression produit un signal détectable. De telles
séguences rapporteurs comprennent, sans limitation, des
séguences d'ADN  codant pour la P-lactamase, la P~
galactosidase (Taacdyy la phosphatase alcaline, 1
thymidine kinase, la protéine fluorescenbte verte (GFP),
20 1a chloramphénicol acétyltranzférase {CATY, ia
luciférase, des protéines lides & la membrane y compris,

par exemple, CD2, CDR4, CDB, la protéine hémagglutinin

T

L

du wvirus de la gripopé, et diautres bien connues dans
M N r

ltart, contre lesguelles des anticorps de haute

25 s g2 TS e 4 . g . it Fyte
29 affinite sont dirigés et existent ou peunvent ebre

produits par des moyens traditionnels, et des protéines
de fusion comprenant une protéine lide & la nmembrane
fugionnée de fagon approprife & un domaine de margueur

antigénigue parmi, entre autres, 1'hémagglutinine ou

%)

30 My, Ceas séguences codantes, lorsgutelles aont

associées a des éléments régulabteurs gui dirigent leur
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expression, fournissent des signaux détectables par des
moyvens traditionnels, y compris des btests enzymatiques,
radicgraphiques, colorimétriques, de flucrsascence ou
autres spectrographigues, des tests de tri de cellules

activées par fluorescence et des tests ilmmunologigques,

[ep]
@

A {enzyme linked dmmunosorbent

vy compris un test BELLS
AasEaYy, un test radioinmunologigue (RIA) at
PHimmunohistochimie.

En plus du transgéne, la cassette dlexpression
comprend égalemeant des éléments de contrdle
traditionnels gui sont liés de fagon fonctionnelle au
transgéne diune fagon gul permet sa transoription, sa
rraduction ebt/ou son expression dans une cellule
transfectée avec le veoteur adénoviral. Tel gu'utilise
ici, des séquences « lifdes de fagon fonctlonnelle »
comprennent & la fols des séquences de contréle de
1'expression gul scnt contiguds au gene dlintereét et
des séquences de contrdle de llezpression gui agissent
en brang ou A une certaine distance pour contrdler le
gene dfintéxst,

T séguences de conbrdle de 1'expresgion

comprennant des séquenues d'initiation de la

transoription, el terminaison, pronoteurs @
amplificateurs ; des signaux de trailtement de 1'ARM
efficaces tels oue des signaux d'épissage et de
polyadénylation {poly A} y compris le signal polyR de
la béta~globine de lapin ; des séguences qui

stabilizent 1'ARNm cytoplasmigue ; des séguences gul

2

amplifient llefficacité de la traduction (par exemple,

4

la séguence consensus de Kozak) ; des séguences gul

amplifient la stabilité des protéines et lorsgue

oy
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clest souhaits, des séquences  gul  anplilifient la

séorétion du produit codé, Parmi dlautres sequences,

des introns chimérigues peuvent é8tre utilisés,

Un « promoteur » est une Séquelce anﬂ%eotifiqu@
cui permet la liaison de
la transcription dfun gene. Genéralement, un promoteux
est localisé dans la région non codante en 5' d'un geéne,
en posgition prozimale par rapport au site de départ de
ia transcription du géne. Les ¢éléments de séquence au
sein des promoteurs gui fongtionnent dans l'initiation
de la transcription sont souvent caractérisés par des
séquences nucléotidigques consensus, Des ezemples de
promoteurs comprennsnt, mais n'y sont pas limités, des
promoteurs provenant de  bactéries, de levures, de
végétaux, de wvirus, et de mammiferes (y compris des
&tres  humainsy. Un  grand nombre de  séguences  de
contrdle de 1lexpression, y compris des promote
sont internes, natifs, consgtitutifs, inductibles et /ou
spéaifigues des tissus, sont copnues dans llart et
peuvent &tre util

¥

iz

Des exemplas de promoteurs conshitubifs
comprennent, sans limitation, le promoteur TBG, le
promoteur LTR du virus rétroviral du sarcoms de Rous
{éventuellement avec 1l'amplificateux), le promoteur du
cytomégalovirus {OMVY {&ventusl lement aveo
itamplificateur du CMV, volr, par exemple, Boshart et
al, Cesll, 41: 521-530 (1985)), 1le promoteur CAST
(WO 2012/115980), le promoteur du V40, le promoteur de
la dihydrofolate réductase, le promoteur de la [-actine,
le promoteur de la ghosphoglycercl kinase (RPGK), et e

promoteur EFla (Invitrogen).

BE2016/5611
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Les promoteurs inductibles permetient Lla
régulation de l'expression des génes et peuvent étre
. . .

régulés par des composés fournis de fagon sxogene, des

facteurs environnementaux tels gue la tempérabturs, ou

3

5 la présence d'un état physiclogique spécifique, par

"‘i

exenple, une phase algug, un état de differenciation

sarticuliier de la celliules U des celliules =AY
- 2

F4
g

réplication uniguement., Des promoteurs inductibles et

-

mes  inductibles sont disponibles auprées de

5 ;
des  S8SYsh

i

('D

1 dlverses sources commercialas, )4 compris, BADS
timitation, Invitrogen, Clontech et Ariad. De nombreux
autres systdmes ont  @#té  décrits et  peuvent &tre
facilement choisis par 1l'homme dua métier. Par exemple,
les promoteurs inductibles comprennent le promoteur de

la wétallothiondine (MT) de mouton inductible psr le

poesd
(J3

zine et le promoteur du virus de la Ltumeur mammaire de
la souris (MMTV) inductible par la dezaméthagsone (Dex).

D'aubres systénes inductibles comprennent le systeme du
promoteur de  la  T7  polymérase (WO 98/10088) ;  le

3

promoteur de l'scdysone des insectes (No et al., Proc.

N
o

Natl, Acad. 8Sci. USA, 93: 3246-3351 (18%6)), la systeme
réprimable par la tétracyaline (Bosgsen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89: bhh4T-5551 (193%2)), le systéme
inductible par la bétracycline (Gossen et al., Sclencs,
25 3783 1766-1768 {198%

~

Curr. Opin. Chem. Biol, Z: 512-518 (19%88)). D'autres

dgalement Harvey et al.,

\_] !
~
=
Cr
ke
[

systémes comprennent le dimére de FRH06, VPIO ou pbod
utilisant le castradiol, la diphénol murislérone, le
2

systéme inductible par RU486 (Wang et al., HNat.

30  Bioktech., 15: 239-243 (19%7) et Wanyg et al., Gene Ther.,

4 A3P~441 (1997)) et le svstéme industible par la
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rapanycine (Magari =t al., J. Clin., Invest., 100: 28&5-
28792 {19973y, Llefficacit de  certains  promoteurs
inductibles augmente avec le temps. Dans de tels cas,
on peut amplifier 1l'efficacité de ces systémes par
"insertion de répresseurs wmultiples en tandem, par
exenple, TetR 1ié a un TetR par un IRES.
Le transgéne peut étre 1ié de fagon fonctionnelis
3 un promoteur apécifigue du tissu, Par exemple, si
‘expression dans le muscle squelettigue est souhaltée,
un promoteur actif dans le muscle devra étre utilisé,
Ceux~ci comprennent les promoteurs Jissug de genes
codant.  pour la  Practine squelebbigue, la «chaine

légére 28 de la myosine, la dystrophine, la créatine

3

kinase musculalre, ainsi gue des promoteurs nusculaires

r

de  synthése avec des activites supérieures aux
promoteurs existant & 1'état naturel (veir Li et al.,
Mat., Biotech., 17: 241-245% ({199%}}). Dez ezemples de
promoteurs qui sont spéeifigues des tissug sont connus
pour le foie (albumine, Miyatake et al., J. Virol, 7l:

5124-32 (19297} ; le prowmotsur de la nucléccapside du

.

virus de 1'hépatite B, Sandig et ai., Gene Then,, 2
1002« {1998} ; llalpha-fetoprotéine (AFP), Arbuthnot
et al., . Gane Thet. , T 150314 (188677,

1'ostéocaleine osseuse (Stein et al., Mol. Biol. Rep.,

i

al., J. Bone Miner. Res., 11l: 6&bB4-64 (1986})), les
lymphocytes (CD2, Hansal et al., J. Immunol, 161: 1063~
& (1998) ; la chaine lourde des immunoglobulines ; la
chaine des récepteurs des lyamphocytes T}, neuronaux
comme Le promoteur de 1

ériclase spéglifigne des neunrones

(NSE) (Andersen et al,, Cell. Mol. Neurchiol, 13: 503-

BE2016/5611
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15 {1293)1, le  géne de la chalne légéers des
neurofilaments (Piccioll et al., Proo. Natl. Acad. Sci.
gsa, B88: bBE11-5H (1981 gt cifigue des
neurones {(Piccionli et al., Neuron, 15: 37
parmi dlautres

Dang dlautres mnmodes de réalisation, 1'élément
régulateur post-transcriptiomnnel du wvirus de 1'hépatite
de la marmotte (WPREY (Zuffrey et al. (1899) T Virel ;

FR(4Y: 2886~9) peut &tre 1lié de fagon fonctionnelle au

Congtruction des veoteurs adénoviraux
Les vecteurs adénoviraux sont produits par la

modification de 1lladénovirus de  Lype sSauvags pour

exprimer génes hétérologues et/ou pour déléter ou

inactiver des séouences adénovirales irdésirables. Les

s

,

vecteurs adénoviraux peuvent édgalement présenter une
compétence de réplication modifide. Par exenple, le
vecteur peut &tre défectusux pour la replication ou
présenter une réplication limités de telle fagon gufil
disposge d'une capacité réduiite & se répliquer dans des
cellules non de complémentation, comparativement au
virus de type sauvage. Ceci peut &tre réalisé par la
mutation du virus, par exemple, par uneg lnactivation
fonctionnelle ou une délétion d'un géne iwmpliqué dans

la réplication, par exemple ®Bla, Elb, EZ, B3 ou hi.

o

vecteurs adénovirauz conformément a @ la
présente invention peuvent comprendr an Bl
foncticnnellement inactivé oun  délété. RAlnsi, ies
vectenrs adénoviraunx selon ll'inpvention pesuvent 8tre
défectueux pour la réplication & cause de l'absence de

la capacité d'exprimer le gene B
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Les adénovirus recombinants peuvent également porter
des dinactivations fonctionnelles dans d'aulres genes
(voir le document WO 037000283} par exemple, des
délétions dans les geénss E3Z ou B4, Le géne précoue
retardd des adénovirpus E3 peut &tre é&liming de 1ia
séguence adénovirale gui forme une partie du virus

A

recombinant. La fonction de E3 n'est pas nécessaire a
la produstion de la particule adénovirale recombinante.

¥

Ainsi, il n'est pas nécessaire de remplacer la foncticn
de ce produit de géne pour encapsider un adénovirus
recombinant utile dans 1lVinvention., Dans un mode de
réalisation particulier, les adénovirus recombinants

ont Iés #anes Bl &b B3 fonetionmellemsnt délétés, La

o]

5

construction de tels vecteurs est décrite dang Roy et

L,

al., Human Gene Therapy 15¢ 51%-530, 2004,

Les adénovirus recombinants peuvent étre également
construits en comportant une délétien fonchionnelle du
géne E4, Dans un mode de réalisation particulier, les
adénovirus recombinants présentent les geénes EL et B4
fonctionnellement délétés comme 1l est décrit dans

olloca et al. {(2012) Sei., Transl. Med. 4: 1-8 » Roy =t

al. (2004) virol. 324: 361-372, Dans certains modes de

,,_),

réalisation, 1l peut é&tre souhaitables de conserver la

foncotion de 1'ORFS de E4. Dans un mode de réalisation,

Yoo

la régicn native de 1'ORF6 de E4A peoubt &tre remplacée
par un ORFE de E4 hétérologue, comme de 1'AdS. Alnsi,
dans un mode de réalisation partionlier, le vecteur
adénoviral peut atre fonctlennellemsnt délété dans Bl
et comporter la région de 1'CRFE de B4 provenant de

1tAds

BE2016/5611
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Les vecteurs adénoviraux selon l'invention peuvent

2

dgalement contenir une délétion fonctionnelle dans le

e

o

géne précoce retardé EZa. Des deélations peuvent &tr

-
}

lement réalisées dans 1'un gquelcongue des geéne

(]

o
U
Qg

g tardifs 1 A L5 du génome adénoviral. De fagon
similaire, des délétionz dans les génes intermédialres
I¥ eb IVa peuvent 8tye utiles.

Dl'autres délétions peuvent étre réalisées dans les
autres geénes structuraux ou non  structuraux des

10 adénovirus. Les délétiong cl-dessus peuvent &tre

abilisées individuellement, par exemple, une séguence
adénovirale pour une utilisation dans la présente
invention peut contenir des délétions de Bl uniguement.

¥n variante, des délétions de génes entlers ou de

-\

ers efficaces pour détrulire leur

SR

parties de ces dexnd

feecd

v

activité bilologigue gpeuvent &tre utiliséss dans une

combinaison quelcongue. Par exemple, dans un exemple de

vecteur; les séguences adénovirales peuvent comporter

,.
B

L

des délétions des génes BL et du géne E4, ou des génes

Bl, EZa et B3, ou des génes El et B3 (comme des

el

délétions  fonctionnelles dans Ela et EBlb, et une
délation dlau moins une partile de E3}, ou des génes El,
F2a et B4, avec ou sans délétion de E3 et ainsi de
suite. De telles délétions peuvent Atre des delétions
25 partislles ou totales de ces geneg et peuvent etre

utiligéss en combinaison aves dtantres mutations, comme

des wutations sensibles & la température pour obtenir :
un résultat scuhalts, :
Cas  vecgteurs sont  produits en atilisant  des i

technigues connues de 1'homme du métier. De telles

fes

techniques comprennent des techniques traditlonnelles
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de clonage de 1'ADN¢ telles gue celles decrites dans
des textas, 1'utilisation de séguences

oligonucléotidigues chavauchanted des genomas
adénoviraux, la réaction en chaline de la polymérase, el
tout procéddé  approprié gui fournit  la  sequence
nucléntidique souhaltée. Les procsdés particullerement
sppropriés comprennent des procédés de recombinaison
homologue classigues tels gue ceux fournils dans Colloca
et al. (2012) Sci. Transl, Med. 4: 1-9 ; Roy et al.

~372 ¢ Roy et al. {2010} J. of

(f\
;wi

(2004 Virel. 324 36
Gene Med. 138 17-25 ; et WO 2010/085%%84 ou des procédés
de génie génétigue médié par des recombinalsons tels

005)

o

gue déorits dans Warming et al. Nuc. Acids Res, (2
38y =36,
De facon appropride, une séquence adenovirale pour

présente invention centisndra

1
3

uns ubilisation dans 1
urie inactivation foncotionnells (comme une deléticn} au
moing des génes ¥l et E4, éventuellement avec une

inactivation fonctiocrnelle de E3 (comme une daélétion),

D
2]

conjointement avec uns substitubion du gens AdhEdorfs,
Dans un mode de réalisation, l'adénovirus comprend

.

gne inactivation fonctionnelle (comme une délétion} des

[

génes El et B4, aveo lncorporation de Bdoxfé provenant
de 11ads. Dans de tels modes de véalisation,
1tadénovirus est dérivé de facon appropriée du ChAILIL5,

ChAd3 ou ChAd&3, particuliérement du ChAd3.

Dans un second mode de réalisation, 1'adenovirus

e

comprend une inactivation fonctiennelle (comme W

e
sy
&

délétion) des génes EL, E3 et E4, avec incoxpeoration de
Fdorfs provenant de  1'AdSH, Dans de tels modes de

réalisation, 1 adénovirus est dérivé de facon
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appropriée du ChAdlbhs, ChAd3 osu ‘hi
particuliérement du ChAdG3.
Production des vecteurs adénoviraux
Les vechteurs adénoviraux peuvent &tre prodults en
g utilisant toute lignée cellulaire appropriée dans
laquelle le virugs est capable de se vrepligquer. En
particulier, des lignées cellulaires de complémentation
gqui fournissent les facteours manguant au vecteur viral,
ce qui entralne une altération de ses caractéristicues
10 de réplication (comme El), peuvent étre utilisées, Sans
limitation, de telles lignées cellulalres peuvent &tre
des celliules Hela {(No. d'accession ATCC CCL 23, AbL4S
(No. dtacceasion ATCC CCL 185), HEK 293, EB {(CCL 378,
Detrolit (par exemple, Detroibt 510, CCL 72y et WI-38
15 COCL THY, parmi d'autres. Ces lionédes cellulalres sont
toutes disponibles auprés de 1'American Type Culture
Collevtion, L0801 Uniwversity Boulevard, Manassas,
Virginia  20110-22085. DYautres lignédes cellulaives
parentes approprides peuvent &tre cobtenues aupreés

dtautres sources, comme deg cellules PER.CETM, telles

B3
<

gue représentées par les cellules déposées sous le no.
BOACS 96022940 3 1'Buropean Collection of Andmal Cell

Cultures (EBECACC) au Centre for Applied Microblology and

e
o

Research (CAME, Royaume-Uni} ou des cellules Her

D3

1

o
o
o
&
0
o
',...1
b

St
,

Une lignée cellulaire de complémantation

particulidrement appropriée est la lignae cellulaire

5 Oy

Procell9?. La lignée cellulaire ProcellB2 est basee sur
des celliules HEK  2%3 gui expriment les (denes

30 adénoviraux El, transfectées avec le répresseur Tet

sous e contrdle du promoteur de la phosphoglycérate
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kinase-1 (PGK} humaine, et du géne de résistance au
$418 (Vitelli et al. PLOS One {(R013) &(=55435): 1-8).
Procell?.s est adaptée pour la croissance dansg des
conditions de suspension eb est également utile pour la
production de  vectsurs adénoviraux exprimant des
protéines toxigues {www.okairos. com/e/inners. phpimns
GON84, dernidére consultation le 13 avril 2015).

Procédés d'administration diadénovirus et dosage

Les vecteurs adéncovirauw peuvent étre administres
dans  des compositions immunogénes. Une composition
immunogéne telle gque décrite icl est une composition
comprenant  un  ou  plusieurs vecteurs raconbinants
capables d'induire une réponse immunitaire, par exemple
une réponse humorale (par exemple, des anticorps) et/ou
A médiation cellulaire ({(par exemple, un lymphooyte T
cytotoxiguel, contre le produit du transgene adiministré
par le vecteur a la guite d'une adaninistration A un
mammifare, de facon appropriés un  &tre humain., Un
adénovirus recombinant pesut comprendre {de facon
appropriée, dans 1fune guelcongue de ses délébions de
génes) un géne codant pour 17imnunogene souhaite =4,
par conséguent, 11 peut étre utilisé dans un vacein.

De telles compositicns vaccinales ou autres
immunogénes peuvent &tre formulées dans un véhicule
dtadminiztration approprié. Génévalement, les doses
pour les compositions dmmunogsnes se situent dans la

plage définie cl-degsous SO0 & Procéddés

I

dl'administration et dosage »,
Eventuellement, une  composition waccinale  ou
imrunogene  de  1'invention peut étre formulés pour

contenir d'autres composante, vy compris, par exemple,

BE2016/5611
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des adjuvanis, des stabilisants, cdess agents
d'ajustement du pH, des conservateurs et analogues. Un

adjuvant peut étre administré avec un vaccin de
sensibilisation & bkase d'ADY codant pour un antigéne
afin dlamplifier la réponse ilmmunitairve spécifigue de
itantigéne camparativement a la réponse lmmunitaire
produite lors de la sensibilisation avec un vaccin &
hase d'ADN codant pour 1l'antigene uniguement.

Le vecteur adénoviral peut &tre prépard pour uns
administration par uyne mize en  suspension ou une
dissoluticn dang un  support pharmaceutiguement on

5

physiclogiguement acoeplable tel Que le FéTmn
physiologique iasotonigus une  solution de  sels
isctonigues ou  d'autres formulations qui  geront
évidentes pour 1'homme du métier. Le suppnrt approprié
sera ovident pour 1'homme du nmétier et deépendra en
grands partie de la wvole d'administration. Les
compogitions décrites icil peuvent étre administrées a
un mammifére  dans  une  formulation a4 libération

prolongée  en  utlil

‘l}

ant un polymére bilocompatible
bicdégradable, ou par une administration aun site en
ubilisant des wmicelles, des gels et des liposomes.

Dans certaing modes de réalisation, l'adénovirus
recombinant de 1'invention est administré & un sujet
par une injection intramusculalre une  injection
intravaginale, une injection intraveineause, une
injection intrapéritonéale, une injection sous- oubanés,
une adminigtration  épicutanée, une administration
intradermique, e administration nasale on una

administration orale, Une administratlon au poumon peut

Stre dgalement sophaitable, Ligdministration



on

1¢

[5:21

o

BNy
P
L

intramusculaire peut étre une vole typlgue, pour des

raisons de simplicité et de praticité.

51 le régime thérapeutique impligue la

coadministration dlun OL de plusieurs vecteurs

adénoviraux bt dtun agt

0
H
y

omposant, chacun formulé

dans des compositions différentes, ils

w

sont adnind

2brés
de facon Ffavorable co-localement au nlveau ou pres du
méme site. Par esxemple, les composants peuvent é&tre
administrés (par ewxenmple, par 1'intermédiaire d'une
voie d'administration choisie parmdi intranusculalre,
transdermique, intradermigue, sous-cutanées) du wméne
odts a3 & Ia néns axtrémitd fadriniastration

@ colatdrale »)y ou & des edHbés ou  des  extrémiteés

opposés {administration « controlatérale »
Les

dosages du vacteuy viral dépendront
orincipalement de facteurs tels gue l'affection traitée,
1'a8ge, le gwoids et 1'état de santé du patient, et
peuvent ainsgi varier parmi les patilenta. Par exemple,
un dosage humain adulte ou vétérinalre
thérapeutiguement efficace du vecteur viral contient

généralement 1 = 10% & 1 x 10% partlcules wirales,
comme de 1 ox 108 & 1 x 10%  ({par exemple, 1 x 1
5 ox 108, L ox I0%, &5 % 10%, 1 ox 10, 2,5 x 104, 5 x

1o 10N, % ox

Joad
oid

¥ particules). En variante, un vecteur
viral peut étre administré & une doss gqui  est

généralement de 1 x 10% 4 1 x 10% unités formant une

plague {PFY . COmTa 1 = 10°% Pru, 5w 10% PRU,
1 x 10% PEU, 5 x 10% PFU, 1 = 107 PFU, 5 »x 107 pFYU,
1 x 10% PFU, 5 z 10% PPU, 1 x 10% pRU, 5 = 10% PFU, ou
1 ox 1010 PRU. Les dosages variercnt selon l1a tallle de

Planimal et la voie dtadministration. Par ezemple, un

BE2016/5611
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dosage pour 1'étre humain ou vétérinaire approprié
{pour un animal d'environ 80 kg) pour une injection
EQ T A e . AR S e Zy NN S O DR -
intramusculaire se situe dans la plage dleanviron
1w 10% & environ 5 » 103 particules par ml, pouy un
5 seul site. Eventuellement, des gsites nmultiples
dradminlistration peuvent é&tre utilisés. Dans un autre
ezemple, un dosage pour L'é&tre humain ou vétérinalre

approprié peut se sitwer dans  la  plage dlenviren

1ox LoH a environ 1 % 106 particules pour une

Et

10 formulation orale.

Le veoteur adénoviral pesut étre guantifie par une
analyse de PCR quantitabtive (Q-PCR), par ezemple aveco
des amorces et une sonde congues sur une region du
promotenr du CMV en utilisant comme courbe d'étalonnage

15 une dilution en série de L'ADN plasmidique contenant le
géncme du  wvecteur avec une cassette dlexpression
comprenant le promotsur du HOMV. Le nombre de coples
dang  1'échantilleon & tester est déterminé par le
procédé d'analyse des lignes paralleles. Des procédés

o alternatifs pour la gquantification des particules de
vegteur peuvent &tre la CLHP analytigue ou un procédé
spectrophotométrique basé sur 1'Azs0 no.

Géndralement, une dose humalne sera dang un volume
sitwe entre 0,5 ml et 2 ml. Ainsi, la composition

>

rite icl peut étre formulés dans un volume, par

5]

Lyt
D
@

d

emple, de 0,5, 1,0, 1,5 ou 2,0 ml de dose humaine par

individu ou de composants immunoegénes combinégs. Un

volume de 400 & 600 gl, comme autour de 500 pl est

o4

généralement utilisé, ar particulier pouL une

<

administration par la volie intramusculaire,
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Lihomme du métier peut ajuster ces doges, sglon la
voile dfadministration et 1fapplicaticon thérapeuntigue ou
vaccinale pour laguelle le vecteur recombinant est

employé. Les taux d'expression du Lransgens, on pour un

adijuvant, le taux d'anticorps circulants, peuvent gtre

i

contrdlés pour déterminer la fréguencs d'administration

du dosage.

Lea taux thérapeutigues, ou le taux de réponse
immunitaire contre, la protéine codés par le transgene

10 choisi peuvent &tre contrdlés pour déterminer le besoln,
le cas échéant, de rappels. A la suite d'une estimation
de la réponze des lymphocytes T CDE+, ou éventuellement,
des titres en  anbicorps, dans le sérum; des

v

immunisations de  rappel éventuslles peuvent  &lre

15 souhaitées. Eventuellement, le vecteur adénoviral peut
atre administréd en une seule administration ou dans
divers régimes combinés, par exemple, =n combinaisor
avec un régime ou un cours de traitement dmpliguant
dlautres principes actifs ou dans un  régime de

2 sensibiligation-ragpeal.

Transgene: M2
Un autre aspect de la présente invention concerne
un nonveau polynucléotide codant pour un antigéne M2
qui  a ébté optimiséd pour une ubillis ation  dans  la
sy présente invention mails gul aura également une ubiltind
danz d'autres contextes. PFar conséqguent, L'invention

fournit édgalement Wt polynucliéotide comprenarnt

SEQ ID NO + & oun  l'un  de wses  variants dégénéres

& aveo SEQ ID NO @

3

présentant au moins 95 % d'ident

Yida

oo

30 {comme ay noins 98 % d'identitéd, de fagon approprise au

h

€3,

moinz 9% % dfidentité, en particulier au mol 98,5 %




L

15

g

dfidentité et spécilalement 100 % d'identité). I1 est

244

également fourni, un polynucléotide constitué de
SN0 ID HO : 8 ou de l'un de ses varlants dégénérés
présentant au moing 95 &% dlidentité avec SEQ ID WO @ @
{comme au moinzg 98 § d'identité, de facoun approprise au
moing 289 ¢ dlidentité, en particulier aun moins 89,5 %
d'identité ot spécialement 100 % Jd'identité). Par le
terme variant dégénéré, 11 est signifié un variant du
polynucléctide qui code pour le méme polypeptide,

Le polynucléotide optimisé aide & garantir que les
bénéfices de la présente invention sont plelnement
obtenus par llintermédiaire d'une expression efficace
des transgénes dans des cellules humaines.

Censtruotions adénovirales

Un autre aspect de la présente inventlon concerne

de nouvelles constructions adénovirales d'utilisation
dans la présente invention wals ayant egalement ung
ubdilitd dans dYautres coeontextes. Par conséguent,
Ltinvention fournit également un adénovirus simien non
humain comprenant un transgéne codant pour un antigeue
apparenté & Rvi1986 oun Rv0i2%. De fagon approprige,
lfadénovirus simien nen humain comprand un penton de
SEQ TR NO @ 10, un hexon de SBEQ ID NO @ 11 ou une fibre
de  SBO I NO ¢ 12, en particulier un penton  de
SEQ ID NO @ 10, un hexon da SEQ ID NO @ 11 ot une fibre
de SEO ID NO @ 12, En variante, l'adénovirus simien non
humain comprend un penton de SEQ ID NG @ 185, un hexon

de SEQ ID NGO : 16 ou une fibre de SEQ ID NO : 17, en

particulier un penton de SEQ IR NG : 15, un hezon de
SEQ ID NO @ 16 st une fibre de SEQ ID NO : 17. En outre,

Lradénovirus simien non humain peul  comprendre  un

BE2016/5611
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panton de SEQ ID NO @ Z0, un hexon de SEQ LD NO ¢ 21 ou

une fibre de SEQ ID NGO ¢ 22, en particulier un penton

de SEQ ID NO ¢ 21, un hexeh de SEQ ID NO @ 22 et une

"

fibre de SEQ ID HO @ 23

Le transgéne codant pour un antigéne apparents &
Rvli8& peut étre une ségquence codant  pour un
polypeptide comprenant, comme constitué de, une
séquence présentant au wmoeins 90 % d'identitée aveg
SEQ ID NO : 1, spdcialement au moins 85 %, par exemple
au moins 98 %, comme au moins %9 % avec ZEQ ID NO 1,
comme SEQ ID NO ¢ 1.

Le transgéne codant pour un antigéne apparenté a
Rv(125 peut &tre une ségquence codant pour  un
polypeptide  couwprenant, comme  constitué  de, unas
séquence présentant auw moins 90 % d'identité avec
SEO ID NO @ 3, spécialement au meins 25 %, par exemple
au moins 9% %, comme au moins 99 % aveg BEQ ID NO @ 3,
comme SEQ ID NO ¢ 3.

De fagon appropriée, le transgeéne ocodera pour un
antigéne comprenanlt (comme constitué de) une séguence
présentant au moing 90 % d'identité avec BEQ IR HO ¢ 6.
¥n variante, le transgéne codera pour un antigens
comprenant {comne constitué de) un  fragment de

SRO ID NO @ 6 guil a une longueur dlau moins 450 acides

aminés. Dans cartains  modes de  réalisation, 1
tranggéne codera pour un antigéne comprenant {comme
constitusd e is8 acides amings 2 =1 TE3 de
SEQ 1D NO ¢ &, De facon appropries, le transgene
comprand SEQ ID MO @ 8 ou Ltun de a8 varianta

ddye

=

e as

o

régentant. aw moing 95 % d'identitd  aved

(Qs
f[}\

T
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SEQ ID NO @ &, Dans certaing modes de réalisgation, le
transgéns comprend SEG ID NG @ 8.

De facon appropride, 1'adénovirus est déficient
pour la réplication. Par exemple, 1’adénovirus coumprend
une inactivation fonctionnelle (comme une délétion) du
géne EBl, L'adénovirus peub comprendre une inactivation
forotioanatile {oommes une déléetion) cha gene E4.
Lladénovirus peut édgalement comprendre une inactivation
fonctionneile {comme une  délétion) du  géne EJ.
Lladénovirus peut dgalement comprendre une substibution
du géne AdSEdorfs.

Des exemnples de constructions d'adénovirus selon
1M inventicon sont ceux ayant la séquence nuclactidique
de SEQ ID RO @ 13 ou 18,

Un aspect supplémentaire de 1linvention est une
séguence polynucléctidigue comprenant SEQ ID NO 13 oy
18, comme une séguence polynucléotidigue constitusge de
SEQ ID MO o 13 ou 184
Régimes d'immunisation, populations cibles et mnodes
d'administration

Dans un node de réalisation, le sujet regoib une
seule dose de 1lantigéns polypsptidigque et une seule
dose de 1'adénovirus associé. Dans d'autres medes de

réalisation, le sujet regoit deux doses de 1'antigéne
polypeptidigue et  une seule dose de 1tadénovirus
assoclé t1la dose supplémentainre de 1'antigens
polypeptidigue peut &tre donnée avant 1'initiation des
procédés classiques protéine/adénovirus DU
adénovirus/protéine ou & la sulte de la complétion des

procédés classiguesy, Dans dfautres nades de

"

e

353

{

réalisation, le sulet regolb dose de l'antigéne

o

BE2016/5611




=t
[
37
[

BE2016/5611

polypeptidique et deux doses de lladénovirus assoclé

(la dose supplémentaire de l'adénovirus associé peul

rry

Gtre donnée avant 1'inditiation des procédés classiques
protéine/adénovirus  ou adénovirus/protéine ou a la

5 asuite de la complétion des procédés classigues).

,-v-
EN

W
&
joa
s
D

Lorsque deux doses dfadénovirus codant pour Llant

sont fournies, elles penvent utiliser ou pasg la mene

.fk'

souche df'adénovirus et le méme insert
Lorsque  le  sujet  regoit deux dosss Jd'antigeéne

1

10 polypeptidigue, de facon EpPTOTY Lla dogs

—

supplémentaire est  d'une semaine a trols mois, en
particulier de deux semaines a deux mols, généralement
e trols semaine A iz semalines, EOTITE de
trois semaines a clng semaines, par emple autour de

15  guatre semaines avant 1l'inditiation ou & la suite de la
complation du procédé classigue.

Lorsgue le suieb regolt deux doses d'adénovirus
associé, de facon appropriée, la dose supplémentalre
est  d'une semaine a4 trois mols, en particulier de

& deus mols, généralement de

20 deuw semains

Pl

fL
‘-)7'1

trois semaines & aix ssmaines, comme de troils semaines
4 cing semaines, par exemple autour de guatre semaines
avant 1linitiation ou & l1a sulte de la conplétion du

procédé classigue.

]
(S
5553
fais
Q‘.
e

Le sujet ter en utilisant le procédé de
Trinvention peut &tre d'un dge quelcongue. Dans un
aspect de 1'invention, ls sujel est un &tre humain.

Dans un mode de réalisation, le swiet est un &tre
humain adulte (généralement agé de 18 a 60 ans).

30 Les compositions du polypeptide et de 1'adénovirus

peuvent dtre administrées par diverses voles
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appropridées, y compris une administration parentérale,
comne intramusculaire ou sous-uvutande,
pans un mode de réalisation particulier, les une
ou plusieurs coppositions sont administrées pax vole
intradermigue. Le terme intradermicue tel gu'utiliszé
ici est prévu se rapporter & l'application d'antigenes
dans le derme etfou 1'épiderme de la peaun humaine.
L'appiication intradermigue d'une conposition
immunogéne peut Atre effectuee en utilisant un procédd
cutand gualcongue connn de L'homme du métier y compris,
mais n'y étant pas limité, une adminisgtration en
utilisant 35l dispositif a ailguilie gourte {yn
dispositif compranan une wicro~aiguillis dont
longueur se situe entre envivon 0,2 et environ 9,6 mm)

su une utilisation en ubtilisant un patech cutane. Des

dispositifs appropriés pour une utilisation avec
vacoing cntanés décrits 1el comprennent desg dispositifs
4 alguille courte tels gue ceux décrits dans les
documents US4 886 496,  US &5 120 521, US 5 328 483,

Us m 527 28R, USs 4 270 537, U8 5 015 235, U8 & 141 49¢,

-
93]
(s

417 662 eb EP 1092444, Les vacoinsg cutanéds peuvent

o

atre dgalement acdministrés par des dispositifs qud

by
limitent la longueur de péndtration efficac
aiguille dans la peau, tels gue ceux décrits dans Le
decumant WO 99/34850. Sont également appropriés, des

dispositifs dlinjection & jet qui administrent des

’

vaccing liquides dans le derme & 1'alde diun injecteur
de  det  liguide ou a 1l'aide d'une aiguille. Sont

dgalement appropriés; das disgpogsitifs balistigues
.LE) }.

Sud

dradministration de poudresparticules gui utilisent du

gaz comprimé pour accélérer le vaccin sous forme de

BE2016/5611
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poudre 4 travers les couches externes de la  peau
Juagulauw  derme. Les patches cutanés comprendront
généralement uwne plagque dlappul  gul  comprend un
substrat sclide. Les patches administrent L'antilgéne st

N

Tradijuvant wtilisés dans 1'invention au derme ou a

]

o

épiderme. Dans un mode de réalisation particulier,

I.,,J

las  patches utiles dans la présente invention

f’]

comprennent une pluralité de microprojections. Les
microprojections peuvent étre de toute forme appropriés
ponr percer la couche cornde, 1'épiderme ct/ou le dexrme

st administrer 1l'antigéne et 1'adiuvant a 1'épiderme ou

s

z

au derme. Dans un mode de réal:

;.J ~

sation particulier, les

D"e

nicroprojections sont biodégradables et compreunent un

polymére hiodégradabile,

r’r

Dans une variante d'approche, le polypeptide |

o

paut
atre adminlstré var yote intramusoulaire at
1tadénovirus administré par voeile intranasale ou par
aérosol aux poumons.

De facon appropriés, les deux compoesitiong sont
administrées par vole intramusculaire.

Les compositions immunogenas utilisées dans
Ptinvention peuvent étre fabriguées en mélangeant le ou
ss  antigénes et lfadjuvant. Le ou las antigénes
peuvent &tre fournis sous une forme lyophilisce ou dans
une formulation liguide. I1 peut &tre fourni un kit
comprensnt Un premier récipilent comprenant l'antigens
et un second récipient comprenant 1'adjuvant.

De fagon appropriée, les compositlons selon 1a
présente invention ont un volume de dose humaine situd
entre 0,05 ml et 1 mi, comme entre 0,1 et 0,5 ml, en

particulier wun volume de dose d'environ 0,5 ml, ou

BE2016/5611
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volume de la

G,058 ml et 0.5 ml,

volumes des compositlons
la voie dladministration
drapt données pax

Les autres
comprennent

{a) Un adénovirus
transgéne codant pouxr un
Ry(ilzh, ledit

de 3SEQ 1D NO

adénovirus

fibre de SEQ ID NO o Z22.

(b L'adénovirus simie

i

conprenant les protéines

ERERG TR NO ¢ 21y et fibre
¥ e

seconde camposition
récduit, et ss

COme

la voie

mades de

ITrmunogéns

situeyr, par sezemple, sntre

entre 0,1 et (0,2 ml. Les

utilisés peuvent dépendre de

aven deg doses plus petites
intradermigue.

véalizsation de Lfinvention

simien non huwmain comprepnant un

antigéne apparenté a Rvllse ou

v

comportant au moins ls peanton

20 tthexen de BEQ ID NO @ Z1I ou la
£

s humain  selon  (a),

i
pos
-
s
2
&
el

heson

{(SEQ Th HO ¢ 20),

(SR ID ND ¢ 22) de ChAdlbh,

(¢} Ltadénovirus gimien ron humain selion soit {&)

oft  Iltantigene

présentant au moing 90 %

ot

gualcongque  de {a), (hyy

comprend un

N

longuesurn

i

aminégs 2 & 723 de SEG LD

)

gqualcongue de (&) &

(\

0]

déficisnt
{f} L'adénovirus

gquelcongue de {a) a

inactivation forotionnall

w1
iy a

IS adénovirus  gimien non

fragment. de

tan omoins 450 a

Lladénovicug  simien non

{d) , qgui est un

comprend une  ségquenc
dridentité aves 3RO ID NO ¢ 6.

humaln selon 1'uan

ou (¢ el llantigéne codé
SR ID NG ¢ 6 qui  oa une

cides aminégs, comme les acides
NO 6,
humain selon  1'un

adénovirus

pour la réplication.

seiony  1hun
comprend une

o f{comme une délétion) du gene

BE2016/5611
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(g} Lltadénovirus simien non humain seion 1tun
quelcongue de {a) a (£), od 1l'adénovirus cemprend une
inactivation fonctionnelle {comme une délétion) du gene
B

5 (hY L'adénovirus simien non  humain selon 1'un

guelcongue de {(a) a {g}, o I'adénovirns comprand ane

inactivation feonctionnelle {comme une déiétion) du géns

(i) L'adénovirug simispn non humain  sslon L'un

ongue de {a) & {e}, ob 1l'adénovirus comprend une

,,..:
\

10 que
substitution du geéne AdbHEdoris,

Les enseignements de toutes les réferences dans la

présente demande, v compris les demandes de brevet et

leg brevets délivrés, sont incorporés icl en référence

dana leur intégralité. Une composition cu une methode

,..,,
LI

pu un  procédd défini  comme  « comprenant »  certains

e

mants doit  §tre  compris  comme englobant  uns

q;\

al
composition, une méthode ou un procedé {(respectivement)
constitud de css éléments. Llinvention va étrs en outre
2 déarite en référence  aux exenples non  Jlimitatifs

suivants.
Exemples

25 Exemplie 1 ~ Broducticn  des aecteurs ChAdZ et

i}

ChAGB2 codant pour la protéine M7Z
Pabrication des conshruotions

Une séguence d'ADN de M72 a 4té optimisée par

Genelrt® {(Life Technologies Caorporation) pour

texpresgsion humaine {SEQ ID NO  B). Selon des

(%
<

procédds classiques, la séquerice d'ADN optimisée & até
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synthétisée ot clonde par GeneWiz® sous le contrdle du
systéme promoteur dua HCMV -~ Tetl et de séguences polyh
de lz BGH dans le plasmide navette PVJ en utilisant les
sites de restriction BcoRV-NotI. Ce plasmide a &té
cliveé par les enzymes de restriction Spel et Bgfl et
recombing dang le vecteur soit ChAd3 {avec délétiong de
£l et B4} solt ChAG63 (avec délétions de Bl, EI et EA4}
par recombinaiscon homelogue dang . coll BJLHLIE3.

En bref, la construction des veateurs ChAdZ s'est

déroulée par l'intermédiaire des &tapes fournies oi-

Le vecteur pChadld est dérivé du  génome de

¥

nzé de type 3 de type sauvage.

i

1tadénovirus de chimpa
Ltadénovirug de chimpanzd de type 3 de type sauvage a
&té isolé d'un deune chimpanzé en bonne santé hébergé
dang 1'établissement du New Iberia Research Center (New
fheria Ressarch Center; The University of Loulsiana 2
Lafayette) en utilisant des procédures classiques. Le

génome viral a é&té ensuite clone dans un vecteur
plasmidique et ensuite modifié pour porter les
modifications suilvantes dans différentes régicns du

génome viral du ChAd3

fowd

e

1) la délétion de la région El (de la pbh 460 a la

-

b 3543} du génome viral ;

k

2y la délétion de la réglon codante Eé entisre ds
ChAdR  (couvrant les nucléotides 34634 & 37348 de la

séquence de type sauvage du ChAd3) et la substitution

15

ar le géne AdSE40rfs. La région déléide gontenallb ia
- ho pog

an

rotalité de la région B4 & 1llexception du promobteur

natif de B4 et du signal de polyadénylation.
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T.a construction des vecteurs ChAJEZ sTest dérou
par l'intermédialire des étapes fournies ci-dessous.
Ltadénovirug de chimpanzé de type 63 de type

sauvage a @té isolé d'un groupe de chimpanzés en bonne

ganté hébergés dansg l'établiissement de New Iberia en
utilisant des procédures classigues. Le génome viral a

été  ensulte cloné dans un  vecteur plasmidigue et

ensuite modifié pour porter les modifications sulvantes

i

.

dans différentes régions du génome viral du ChAd&E3 :

1) la délétion de la région Bl {(de la pb 456 a la
pb 3421} du génome viral ;

2} 1la délétion de la région E3 (de la pb Z7208 a
la pb 31786) du génome viral ;

3} la délétion de la région codante B4 entidre du
Cchadel  {(couvrant les nuclidotides 338250 a4 36216 de la
séquence de type sauvage du ChAdE3) et la substitution

par le géne AdSEdorf6. La rvégion délétée contenail la

[
224

alité de

ot

région B4 & 1llexception du promoteur
natif de B4 et odu signal de polyvadénylation.

Test de confirmation

Des virus récupdrés et des virus d'amplification
(du passage 1 au passage 4) ont &té produits dans la
lignée wcellulaire procell-92.8 szelon des procéduras
classigues et la struchure génétigue des ADN wvirauz a
&té vérifide wu passage 3 (MT2~ChAdB3) ou au passage 4
(M72-ChAd3) par deux schémas de restricticn differents.
Chague virus recombinant a &té puvifié & partir diune
culture a 1'échelle de 1 litre par l'intermédiaire d'un
procédé & gradient de CsCl. Les virus purifiés ont été

bitrés par PCR guantitative et I'infectivite a e

mesurde par un procédé d'immunocoloration de L' hexon.

BE2016/5611




10

i)
<

30

Hela aveg

polysorbate 80, 0O,

La bonne confirmée par

5

expreasion de M72 a3 4Lé
Western blot, infection dfune lignée cellulaire

des virus purifiés. La stabilité génomigue a

lude Jusqu'au passage 10 et la séguence d'ADN de

la cassette diexpression compléte a été conilrmbe pax

?E:
o8]

Firude de la doze d'adéngvirus chez d
gouris
testés

i de

Groupes

L'objec cotte &fude a &té dlestimsr et de

,

comparer 1'immunogénicité de 2 adénovirus de chimpanze

codant pour ll'antigéne M72 de la tuberculose @ MIZ-

Les adénovirus ont été prodults

ChAd3 et MYZ-ChAdE63
selon L'exemple 1.

A des gouris CREF1/ClaHsd femelles dgees de

6 semaines, 12 scuris par groupe, il a été ilwmijecté
by £ ! ¥ o

intramusculaire 50 pl au jour O {(solution de

pH 7,4,

la voie
md d'histidine, 5 %
g,02 % de

dtarvhanol 3

Chid3 10 mM de TRIS, 16
NaCl, 1

wdt d PRDTA,

TE wMde

0,1

de saccharoess, mM de MgCla,
sarbabe §0,

da ChAd63 ¢ pH 6,6,

X

poly 0,5 % (v/v)
10 mM d'histidine,

9,1 % ds

solution 7,5 8

de sacohan 35 mM de NaCl 1 mM dde MgCla
¥ 4 rs

[

M AVEDTA, 0,5 % {v/v) d'éthanol} :

Groupe Adénovirus Hombre de
particules

vivrales

1 N7 2~ChAG3 10410

2 MTZ2-ChAd3 10°9

3 M72~ChAd3 108

BE2016/5611
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M7 2-Chadd 10~7

Ao

M7 2~ChAdés 10710

£A

MT2~ChRd63 ' 1079

(237

=

MT2~ChAde3 10648

M72-ChAd63 1077

oo

rowd
o

A4fin de disposer Jd'un volume suffisant, 2 Bang
total de 4 groupes de I souris pour les groupes a été
prélevé aux jours 7, 14, et 21,

réponse immunitaire

g
pR>
b
~
G
e
st
)

sellulaire ~ Colorvation des coytokines intracellulalres

Tsolement des lencocytes & partir du sang total

A chague point de temps, du sang a éte prélevé a
partir de chague gourls et ansuite groupd {4 groupes de
3 souris). Le sang a été prélevé dans des tubes
contenant du RPMI/additifs (BEMI 1640, compléementé aveo
de la glutamine, de la pénicilline/streptomycine, du
pyruvate de sodium, des acides aminés non es sgentlels et
du Z-mercaptodihanol) conteanant 5000 unités/ml

d'héparine (héparine Leo). Dix volumes de tampon de

lyse ont été ajoutés au sang total et les tubes ont Até

incubés & température amblante ({ThA) pendant 10 min,

TAY, le oculct a

Lu#

Aprés centrifugation {335 g, 10 min
Até réonlité dans du RPMI/additifs et filtre {tamis
cellulaire de 100 pm). Les cellules ont &Lé a nouveau
centrifugdes (335 g, 10 min & TA) et rewises  en

suspension  dansg  du  milieu  complet {RPMIT 1640,

ot

complémenté aVEC de ia glutamine, de

snicilline/streptomyeing, du pyruvate de sodium, des

BE2016/5611
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acides aminds non sssentiels et du 2-mercaptoéthanol,

% de médrum de veau: fietal inactivé 4 la chalesur).

21

vt

Stimulation in vitrs des leucocytes Lrails

Des leucccoytes ont été déposés gur des plagues de
56 puits & fond arrondi & approximativement 1 wmillion
de cellules par puits. Les leucocytes ont été ensuite
stimulés pendant 6 heures (37 "C, 5 % de COx) avec des
anticorps anti~CD28 (clone 37.51) et anti-CD48d (clone
9C10) & 1 pg/ml, avec ou sans 1 pg/ml de peptides

counvrant la séquence de M72 {mélange de peptides lo-mer

se chevauchant sur 11 résidus d'acides aminés}. Apres

joel
6]

une période de stimulation de 2 heures, du réactif

olgiPlug™ contenant de la bréfeldine A dilué dans du
milieu complet {diluticon finale au 1/1000) a été ajounté
pendant 4 heures supplémentaires. Les plagues ont éteé

srisuite transférdes & 4 ¢, pendant une nult.

@

kg
3
W

de 1'IFNg, de 1fIL-2, du TNF-
L

5
m

cellules ont été colordes et analysées en

gfildsant. an tegt TS & 5 coulsurs.

Py P4 o

Les cellules ont été transférdes dans des plagues
de 96 puits A& fond en forme de V, centrifugéss a 189 ¢
pendant 5 min a 4 "C aprész lavage avec 200 nl de tampon

20

in
[N
wr
io

civcoulant {(PRS IX, 1 % de FC8), remises en suspens )

dans 50 pl de tampen circulant contenant des anticorps

£

anti-CD16/32 {clone 2.4G2) dilués au 1750, pendant

10 min & 4 °¢.  Puis, 50 pl de tampen circulant
contenant des anticorps anhi-CD4-V450 (clone RM4-3,

diiu

i’) 9
r f
3]
o
fou
B
o
)

et anti-CD8~PerCp-Cy5.5 (clone 53-6.7,

3

diluéds aug 1/50) et du LIVE/DEADE® Pacific Orange ({Life
Technologies, dilué au 1/500) ont &té ajoutés pendant

30 min a 4 ¢, Les cellules ont été centrifugées (18Y g
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&

pandant 5 min a 4 “‘C) et e 200 pl de taapon

g‘
<
O

D
Ur
55}
<%
o
0

&droutant.

Les leucocytes ont été f£ixés et permsabilises pay

P

Ttaddition de 200 pl de solution Cybtofix/Cytoperm
(tampon commercial de Becton Dickinson) pendant 20 min

o

ules ont ©&té centrifugées {188 ¢

1....:

& 4 “C. Les cel

,....J.

pendant 5 min a 4 °C) et lavées avec 200 pl de Tampon
Perm/Wash (tampen commercial de Becton Dickinson dilue
an 1/10 dans de l'eau distillée}. Aprés une aubtre &tape
de centrifugation, les cellules ont été colorées dans
50 nl de tampon Perm/Wash avec des anbticorps anti-Ila-
TITC {clone JES6-5HE, dilués au 1/400), anti-IFNg-APC
{clone XMGL.2, dilués au 1/200) et anti~TNFa-PH (clone
MPE-XT22, dilués au 1/700), pendant 1 heure & 4 oL Les
celiunle ont  été  lavées deux foilz avec le tampon
Ferm/Wash et remises en suspension dansg 220 pl de PBS.
Les cellules coloréss ont €té analysées par oybometris
en flux en ubilisant un LSEIT et le logiciel Flowdo.
Résultats
Comme on peut le voir sur les figures 1 et 2

iréponse des lymphooyies T CD4 pour les constructlons

o
T
623

M72-Chid3 et M7Z2-ChAdeld respectivement) et sur
figures 3 et 4 (réponse des lymphooytes T CD8 pour les
sonstructions M72-ChAdS st M72-ChAdE3 regspectivement),
une dese de 1 x 10% particules wvirales par souris a
induit le tauz le plus élevé de réponse spéolilque de
M72 au point de temps 14 PI pour les deux constructions

MT2-ChRA3 et M72-ChAde3.

Exemple 3 - Btude de 1'impact de la coformulation

de 1'adénovirug et de i'adiuvant sur 1'infectivite
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L'impact de la coformulation & é&té evalué avec

LalPP-ChAdY ou 1TeSTP-ChAJER recombinant. Ces ChAAE ot

jord

ChAdE3 sont des témoins construits pour exprimer la
protéine fluorescente verte & la place do transgéne M72
dans les squelettes respaectifs dladénovirus de
chimpanzé {(ChAd? dalété de Ei-B4 et ChAde3 delete de
BEl1-B3-E4} ., La colformulation aves FTAS01E {une
formulation liposomigue de 1’agon15te du TLR4, le
A0-MPTL, et de la saponine QS521) a été évalude 2 1'aide
‘un test d'infectivitd basé sur des aslliules Hela,
Matériaux el procedes
Test dfinfectivité
Das cellules HeLa ont  été  développées  =n
sroissance  exponentielle et ensemencées pendant 24 h
avant l'infection. Des cellules Hela ont été ubtiliseées
entre les passages P45 et FE5 (Molbinl ; GSK Rixj.

Jour B ¢ récolite des cellules

Le milieu a &été prélevé du flacon et les cellules

L7
ont &té rincdes goigneusement avec du DPBS pour
&liminer le milieu cegllulaire résiduel. S ml de
trypsine~EDTA ont été ajountés sur les wcellules, cect

auivi de 1'observation des ¢ellules sous microscope

5..1 -

inversé jusqulau détachement et la dispersion de la

couche cellulaire (2 & 4 minutes). L& suspension
cellulaire a 6té doucement pilpetée vers le haut el vers
le bas et transférde dans le tube Falcon et centrifugée

5 LAY

& 10 minutes A température

7
191

a 1200 tr/min pendant
ambiante. Le culot celiulaire a &té remis en suspension
dans un volume approprié et compté.

Ta
&té ensemengdes  dans une ~lague  de 26 suits &
: &

1,5 % 10% cellules/puits (on stattend 2 c¢e& que les

BE2016/5611
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cellules Hela solent a 2 x 104
de 1tinfection)

cellules/pult
Jour 1

la ‘jour
¢ four de l'infection
Les oeliules Hela ont  &Lé bservées et elles
5 étatent confluentes de 50 % & 80 %. Le wmilieu antier a
été prélevée des cellules. Les stocks eGFP~ChAd3 et
dte ChAGGES recombinants ont été dilués Jusgu'a un
titre firal de 5 x 107 pv/ml dans 80 npl de
Fagle nedifid par Dulbscco
10 est poux

miliey
1 puits.

de
complet  {(DMEM) . Ce volume
80 pl de chaque échantillion ont été
ajoutés dans ague puits pour dnfecter {(ceci est
réalisd en double). Un témoln nédgatif de cellules Hela
non infectées avec une Fformulation avec des tampons
zonls dans du DMEM complet a &fé utilisé pour mesurer
15  tout impact négatif sux adéno~infectivite i au
tampon de 1'adjuvant. Un témoln pu\lfif de Llinfection
de cellules Heba infectées aveg TeGFE-ChAd3 {(mémes
conditions grinfection) a &té Eraité dans des
conditions identicues. Aprés 3 heures & 37 °C, § % de
on GO0z, 120 pl de DMEM complet ont #té ajoubés et ensuite
jes cellules onh &été cultivées & 37 “C, b % de Oy
pendant approximativement 24 heures.
Jour 2 @ récolte et lecture de FRCS
Les surnageants cellulaires ont été récolbés dans
25 une plague de 96 puits. Les cellules Hela ont &lé
rincées avec 40 ul de trypsine/BDTA et ensuite Incubseas
avec encore 40 pl du wélange trypsine/EDTA. Une Lol
que les cellules se sont détachées de la plague chague
puits a étd alors doucement purgéd pour récupérer toutes
les cellules La plague de 96 puits a #té ensuite
centrifugdée & 1200 tr/min  pendan

10 minutes Les
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1aid
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L5

surnageants ont &té Les cellules ont &té mises

en suspension dans DPRS et maintenues a 4 " C

Fusgu’ la  rvéalisation de llacguisition FACS sur

celles-oi {LBRII Beckman Dickinson}).

(_l”‘

Résultats

BE2016/5611

Grotpe Degcription % de GFE % de
testsd A B Moyanne viabilité
Gittekrizintatey

% témoin DMEM G 0 o 89,1

Z - RE01E 2 g

3 ARGLE

SGEP~ChAGY §i,9 | 84,79 53, 35 29, 01
51 ASDIE + eGEP-ChAIER 70,45 73,28 L, 88 &8, 95
5 tampch A8 + eGEP~ChAgE 56,4 B45,93 88,67 88,57
é fampen AS 4 eGEP- 59,50 i1, 38 70,45 87,43

ChiRde3

3 SGFF-CHANS 78,78 90, 04 3

0,

O

1%

Bacy
fr

i

& alEPP-Chaded 51,43 58 45 9
tampon AS pH 8,0, 10 mM de POy, 5 m¥ de MaCl, 4,7 % ds sorbitol
tampon. ChAA3 @ pH 7,4, 10 =M de TRIS, 10 e d*histidineg, 5 % de

savcharose, 75 M de

0,1 mM dTEDRTA,

Matl, 1 oM ds MgClye 0,02 % de rhate 84,

polyac

0,5 % (v/v) dréthanald

tampon, Shiaded pH 6,6, 10 mM d'histidine, 7,% % de sauchaross, 33
NaCl, 1 mM de MgCly, 0,1 % de polysorbate 80, O,1 mM drpbra, 4,5 %

gréthanol

gant de

La

données exprimées en pourcentage

oy

exprimant GEP er corrédlation aveo le nombre

de cellules nfectées le wimgs

les

[

pa Chhd~GFP.  Pour

Loutes conditicns, viabilité cellulaire a &té

enpegistrée. Ceol a été réalisé pour estimer toute

toxicité cellulaire possible qui pourrait ~Ffausser la

sonclugion. Heureusemont, cecl n'a pas été le cas cay




i
Ly

38
[}

(e
18 1)

la wviabilité cellulaire dans toutes les conditions a
été acceptable et comparable,

les
ChAd 3~

Chadi-~

Selon données, aucun impact négatif de 1'A8

soit ChAdGI-CGFP n'esst obssrvé., Le

GEP coformulé aves 1'AS0LE a gardd son

potentiel d'infectivité, guil #tait comparable au ChAd3~-
1

La méme cbservation a &fté faite pour le

73

de dtinfestivigé

i

pang ce dernier cas, une augmentation

L

'J)

& méme &Lé observée, laguellis peut &tre due aux tamp
£ N

iitilisés dans lesquels 1'adénoviruns a €té dilué.

Exemple 4 ~ Itdmpact de la coformulation

de 1'adénoviruz et de l'adjuvant sur la neutralisation
du Q821

‘obhjectif de  1l'étude s €té de vwérifiler la
détogification du Q821.

Caractérisations

ChAde3~GFP.

Groups | Description Aszpect ] Oemolalitéd
vigugel {(hitonnsts) {mUamd kgl

1 ASULE Opalescent | 5,56 791

2 B PEF-ChAdAR & B Légérement | 55,5 259
2010 = 16% dans BB0LE opalescent

3 SGFP-ChAA63 A Legarement | 5-5,5 297

~10 x 10% dans AS0LE apalasgcent

4 PE-ChAds a Limpide 55,5 292
F.10 x 10 dang le
tampon ASDLE

5 CGEP-CRBGES A Limpide 55,5 304

2,10 x 10% dans le

Lampon ASOLE

BE2016/5611
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SReEY

Sroups | Description Bapoat B Oamelalivd

visual {baronnats] | {(mGsn/kg)

L

SGFP-ChAdS a Limpide E ' 475

o

2,10 » ID®

7 SEPP-ChAdE: A Limpide 68,5 448

Z, 10 = 209

4]

jia

L gchantillons formulés wceonbenant 1l'adjuvant ou

a

Lampon de Lladiuvant ont ih¥sle

o

r

osmolalité > 28% mOasm/kg. Le pH a été pris sur un
batonnet indicateur.

Lavage desz érythrocytes

Les érythrooytes {1l mi ont  £2té  centrifugés

endant 10 min & 1800 tr/min {550 gy & 4 °C et le
49

Poat

surnageant a été prélevé. Les érythrocytes ont eté
doucement remis en suspensgion avece un volume dé tampon

pEBRS Jusqutau volume d'origine (4 10 wl). L'opeération a

sté répétée {minimum de 2 & 3 fois) Jusqu’a oe gue le

surnageant soit limpide (disparition de la coloration
rougedtre, mais le gurpnageant ne  devient tamalis
complétement transluclide} et on a ensuite &liming 'le

.

dernier surnagsant aprés lavage. Le culot a £té stooke

n

a4 4 °C pendant un maximue de 3 4 4 jours s'il n'est pas
iwilisgd divectement (et lavé a nouveau le jour ol il
et utiligél et 1l a évé dilué environ au 1/10 dans le

tampon s'il est utilisé le méme jour.

T1 a été effectud différentes prédilutiong des
érythrocytes. La prédilution pour laguelle 1l est

atreint 100 % de lyss avec une valeur de DD (540 nm)

o<t

située entre 1,5 ot 2 a été cholale,

BE2016/5611
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Les dilutions sulvantes ont étd prépar

tubas d'hémolyse.

Dilubiond Brythrocoyies | dPBS

17106 100 1l 8900 1l
/12,5 100 ul 1150 ul
1715 100 ul TG00 pl

o -

Les  érythrocytes ont  été  centrifugés (10 mi)
vendant 10 minutes & 1600 tx/min (550 g} 2 4 oL 400wl
de la prédilution ont été prélevés, méelangés aveo
900 pl dleau pour injectable et centrifugés pendant
5 minutes & 2000 tr/min {500 ¢). Le surnagesant a &été
transféré dans une cuvette pour apectroscopie et la DO
a Sté mesurée & 540 nm. La dilution cholsie a donné une
DO sibude entre 1,5 et 2.

réparation de la courbe d'étalonnage du Q821

La courbe d'étalonnage du Q821 a été fabriguée a

ol
ot

artir dlune aoluticn de travail de 0821 (3 2 mylml)

diluée extemporangément & 20 pg/ml  dans  du tampon
POs/soxrbitol.
La détermination de 1'activité lytigue a eéte

réalisde par un test des limites.

pedn
(35

1. La limite de détection (LODY a étéd défin
comme la concentration la plus basse de Q821 menant a
uie DO o

~ supérieure au taux de base (DO > 0,1)

- autour da trois fols supérisure a la DO du

tampon {(le « 0 pg » du 08213

BE2016/5611
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feact
P
et

20

-~ dans la partie ascendante de la

= déterminée pour chague test.

2. Ltactivitd lytique du Q821 a été

stant dans les Sohantillons

DO

pogitive

pour 1'échantillon dladjuvant étaiz

Do -
de courbe

Exemple cdir 521

courhe
ratenues
dladjuvant si

supérieure

BE2016/5611

Comme
ia

a la

Echartillons [ OS21 {.be de D6 du Delta

I véphardtilion (B de
Iréchantil
D0 dn

tampord

log

*onpt e/

- e
jeré

r

M

ASOLR 45

oo

[Sx)
iy

3,122 0,028

Avceaphd

o>
hant Lot
it
R

Chads dans 45 0,142 0,026

ASDLE

Bogeptd

ChAdsd dans 45 0,143 G, 188 0,821 Bodepié
BSOLE
*Rocepté @ sk ode delta (D0 de 1Véchantillon - DO s tampon) < LG

(BO)Y du hest du
*Rajetd @ si le
(D0} au test du
Conclusion

i de

der BTA

Tors  d'une  formulat
1'elFP-ChAdE3 aéparsment

1ladim

aveg S0LE,

vant demeure inchangée apres la

il ;2 iA

05 libre

le

outre, 1l n'y a pas de

oomme. 11 test de

par

érythrocytes.

Exemple 5 - Régimes de dosage de MVZ

Bvaluation de Itapplication de

adénoviraux de ohimpanzé

itéachantillicn -~ DO du tampon >

"eGRP-ChAG3 =&
la taille

formulation

LoD

@
o
&

1

e

aprés la formulation,

lyse des

veoteurs

ne gse vépliguant pas exprimant
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M72 dans le contexte d'un vaacoein contre la tubevcoulose,

par estimation des deux stratégles de vacclnation par

h"

vensibilisation-rappeal homologue (Chhd/ChAd) et

hétérologus (Prot/Chid  ou  ChAd/Prot) alnsi  gu'en

5 combinaison avec le M72/AS01E donné en malange ou en
coadninigstration.

Matériaux et procédés

Modéle animal

,.,...r
e}
i

femel - dgées de

oy
po

A des souris CBEFL/Olals

feeet

10 § semaines — 12 souris par groupe -~ 11 a #té injecté

par voie intramusculaire 50 pl aux jours 0 et 28 comme

il est indigué dans le tableéau ci-dessous

Aadministration 30 Admindstration (J28
S L . : -
L6l Rt gane l Dose l Solution | antigans l Doge } Selution
1E
5 .

BREférences

1 Wi/ BSULE T e tampon B3 | MIEFAE0TE 1ng Campon. &8
Ry i i g i2
. . { : .
Semsibilisation ¢ adénovirus/Rappel { protéine
1578 .
2 17 2-Chidd { Sb tawpon ChAd3
pv

3 MTZ-~ChRdel tampon ChiRdes MIZARGULE : inug tampon. B3

20 ' 15°6

4 eGFP-ChAdd ampon. ChAd3

pv

Spnmibilisation @ proteine/Rappes @ adénovirus
5 . T ong Tampon A8 Wi -CRAA3 108 py Crampon ChAdd
} MPE A AROLE A _ St
G e Lamporn. 88 MIZ=Chade3 108 pw tagpon. Chaadsi
Sensibilisation ; adénovwivus # AZSRappel adénovirus + &S
N ThE W/Z-ChBAR/
7 MIZ-Chadl tampon BE ) 1078 pv Canpon AS
o5 1V AGHLR

Sensibilisatinn o adénovirus/Rappel o adénovirus
& i~ 10 . 8 » . ) 1. =i -
# MIE-CREAR tampon Thad? M72-Chaa3d 1078 pv tampoen Chid3

oY

10ng )
2 WT2-ChRd3 tampon Ohddd WIZ-CHAGES Lo~E pw tampon Chidald

v

: oy O ” 8 e £ ) B

10 MIER-ChBaaed panpon CHAQE3 MIZ-Chadd a8 py tampon Chhdd

fion ot rappei conbings @ adénovirus + protéine

M72/88018 o TTWFAEBGIR Ty
31 tampon: 45 Campn RS
M7 2-CHAAS ane M7E-Chads 100 pv
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combings Dy coninds
tampon. A8 § Lampon A%
WIZSBSGLR L g {protéine MIZFASOTE {prratéine

12 MT2- OGS Pgng adjwae) et WT2-Chan3 ) adinves} el

coadmind shrds jeivg - bampon Chad3 coadministrés f ) ' S tarppon. Chadd
(adgnovirusy fadénowiny
24 MIE/ASOIR 1. ug WHE/ABOLE

= ! 1 ng
133 eGFR/ChAdE SR Et - Lampon A5 eGFR/ChAAS tampon A%

) 10 pw
cuRbinss W COMEANESs

Vampon AS @ appronif@tivemsnt pH 8,0, 10 wM de PO 5 md de KaCl, 4,7 % de sorbitel

o

tampon ChBd3 ;¢ pH 7.4, 10 a0 de TRIG, 10 mM dthistidine, 5 § de pacchsross, 70 mit de Natl, 1 md de

Mgils, 0,08 % de polysorbate 88, 0.1 mM 'EDTR, 0.5 % {v/vy d'éthanol
¢ . PILY

tampon: ChAGE3: ¢ pR &6, (10 e Avhastiding, 7,5 % de suochavese, 35 w8 de WaCl, 1 wM de Mgl 0,1 % de

polysoxbate 80; 0,1 8 G EDTA, 6,8 % i) @t ethancl

5

Podnt de

Liguide Tasi temps du

prélsvenent

Yok f

Evaluation des réponses du sang bola

s

iphérigus des lymphooyias CD4 et CDY

15 Shawl b2 i

de la I8,

5
pud
ot
it
8}
sl
[
s
=
P
g
¥
o
s
Q.
5
;-.L

o}
et
=

Sang total e déverninées par la mesure simultases de
T Sy
tod Pl

deg groupss de

veptides 15-mer #d chevaughant

serises du sang total

D4 et DB

353
!

périphérigque des Lymphooyte

spécifigues de lL'antigéne de la TB,
Sary botall Gd 2

ICs déterminées par la ms
Poaunor {i4 pPILy ¥

1VIENy, de 1MIL=2, du THF-a, de LYTL-17
aprés restimulation avec des groupes de

peptides Li-mer se chevauchant

Sarologls

f
St
a9
e,

Zérum Iy totales
i} ?II)«k

—
ek
£

PLimitarions de +/- 36 prélévements pulmonalres par jour, par conseguent

Liétude a été shacats

TS txpauy des ralsons pratigues, les Schantillons de sérum ont été prelevés 1 joux

avant le sang total

b




Afin

total de 4

prélevé

[SREDS

procédé

5 oa &té
¢ A oause

un  groups  de
durant 4
Deg sérums
s souris

lien entre

PI
sérologle

oytokines

e

1

A chague p
partixy de chague
3 souris). Le
contenant

cdu RPMI

de la glutamins

de
0 pyruvate de sodium,
du Z-marcap

prodthanod)
Dix volumes

total

Sampon
at

tubes
anbiant

{TA) pandant
25 (335 g, 10 nin a TR}, le
Il fadditifes et filtré
Les cellulssz ont &té a
10 min & TAY et remises en
complet (RPMI 1640, compléments
30 de la pénicilline/st
des

f-..L
acides aminés .non

hasihe

e

Groupes

les
chagque a a é
jours afin de

indivadusls
ont

et

.

SRS

Rénomse  inmunitaive

intracellulaires
Isole

.
R

¢ nt des leucceoytes a partir du sang total
coint de

souris =@

sang
Jadditif

1a

das

peRN

contenant
de

ont €
RO ealy

raptonycine,

sentiels

140

dispceger d'un

BE2016/5611
de 3

volnme suffisgant
Wrls

te
pour les
Jours

14,

cpligué

sandg
et

grou
42.

supes a été
Au jour 42

le
POUmMONE .

pour les

N,
o>

meme
limitations de préléavement par joul,
groupe &té traité par Jour -
de 4 groups&s par groups,
até prélevés auw jour 41.
identifiées alin

las

SBoont

&g
étd

cle
pour

deur lecbures

£a
d*1ICS et
cellulaire

fosl

Colovation dss

temps, Jdu sang a été
pusuite groupé
évé  prélevé

{RPMI

prélevé a

o

groupe:

&

de
dans

des
1640, o

complémnent
pénicilline/

acides

tubes

aveo
treptomycin
amines

du
TEOTY

PRy
Toed

saenbilel
de

1'héparine
&té

et
{1730} .

au  sang

iyse onk ajoutés
incubés A
min

tempdrature

centrifugatioen
a eté véonltsé
amis

dlas
cgellulaire

du
100 pm)

de
centrifugeés

(335
suspension

X,

G

midien

dans du
avec de la glutamine
du pyruvate de

odium,
cu

Z-marcapto-
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Gihanol, et 5 % de sérum de veau fetal inactive a la
chateaur).

Taolement des leucooytes & partir du poumon

o0

Le poumon a &t prélevé dans des tubes contenant

[ 2]

du  BEMY/additifs (RPMI 1640, complémenté avec de la

glutamine, de la pénicilline/streptemycine, du pyruvale

de sodium, desz acides amings non essentiels eb du Z-

i
P
T
fard

mercaptoéthancl) . L'échantillon a r
une boite de Petri st le prélévemsnt a &t
10 petits morceaux {approximativement 5 % 5 nm) - Las
prélevements ont 4té remis en suspensicn dans un tuoe
|

CentlaMACS € (violet) contenant 10 ml de milieu complet

03,0625 Ul/ml =

o

préchauffé contenant de la Libérase

.
:

50 pl) + DNase {25 npg = 25 pl). Le tube C a éteé fixé la

15  tate en bas dans le manchon du digsoclateur GentleMAUS
le programme poumon de souris 02 (40 s) & éLé exéouté.
A la fin du programme, le tube C btubs a &td détachd et
incoubd pendant 30 min & 37 C dans un incubateur sous
agitation. Apras 1fincubation, 1'échantillon a &té
20 ransféréd sur un tamis cellulaire (100 um) place sur un
tube Falcon de 50 ml. Le tamis cellulaire a &té rince
deux fois avec 5 ml de milieu complet (RPMI 18640,

compidmenté AvVeC ale 1a riutamine de ia
N ¥

pénicilline/streptomycine, du pyruvate de sodium, des

B
5
o7
o
ol
=
Sl
0
25t

aminés non essentiels et du Z-meccaptoéthanol,

s 5§ % de sérum de wveau fetal dnactivé a la chaleux).

pu milieu complet a été ajouté Jusgu'a 45 ml. ILes :
cellules ont étd centrifugées (400 g pendant 10 mia :

4 °cy, le surnageant & été aspiréd et ensulte les
30 eellules ont &té remises en suspension dans 10 mi de

milieu complet. Cette étape de lavage a ¢te répétés.




i3

2

o

§

¢
<

0

(9
ey
15]

Aprés le second lavags, les cellules ont éte remises en

suspensi dans 3 ml de Percoll P30. La oouche de

D

Percoll P30 contenant leg cellulss a été placée au-
dessus du gqradient des c¢ouches Percoll P4C/PTE, les
cellules ont été centrifugées pendant 20 min & 754 g a
TA, Tes callules congidéraes ga gsitualent =

la fin de 1a

N7

liinterphase entre P40 et  BYD
centrifugation (interphase infé rieurs) . La ocouche P30 &
été  aspirés et les cellules ont été recusillies a
1tinterghase P4A0-PT75. Les celiules ont até recusillies
dans un tube de 15 ml et du milisu complet a éteée ajouté
Jusqu'a un volume final de 15 ml. Les cellules ont #té
centrifucees {900 ¢ pendant 10 min - 4 PTy . Le
surnageant a été aspird et les cellules ont été lavées
deux fois aves 15 wl de milieu complet. Le culot a &te

remis en suspension avec du milieu complet jusgu'a un

3

volwne Final de 250 pl. Ies cellules ont &€té cowmptées

par le procédé Macsguant incluant la viabilité avec

7
%
o

PI.

stimulation in vitre des leucocytes frals

Das leucooybes ont été déposés sur des plagues de
96 puits & fond avrondi 3 approximativement 1 million
de cellules par puits. Les leucocytes ont &te ensulte

D =

¢, b % de CO) avec des

19)]
P

e

<]

imulés pendant & heures (3

o

anticorps anti-CD28 {(clone 37.5

fet

et anti=CDh4%d ftclione
90107 & 1 pg/ml, aveo ou sans 1 pg/ml de peplides
couvrant la séquence de M72. Aprés une stimulation de
2 heunres, du réactif BD GolglPlug™ contenant de  la
bréfeldine A diluéd dans du milieu complet ({(dilutiocn

fimale au 1/1000) a été ajouté pendant encore 4 heures.

BE2016/5611
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£
Ll
@

plagues ont été ensuite transférées a4 4 “C, pendant
une nuii,
T8 de 1'IFNg, de 1'IL-2, du THEP-a -~ a 14 BI =

Sang total (WBLO)

£

Les oellules ont &té colordez et analysées en

un test IS5 &4 5 coulsurs.

e
93
Y
boi]
o
T

utiiis
Tes cellules ont éné transférées dans des plagues
de 96 puits 4 fond en forme de V, centrifugées a 18% g

pendant 5 min & 4 °C aprés lavage avec 200 nl de tampon

s
[

sivculant (PRS 1%, 1 % de ¥C8), les cellules ont &t é
remizes en suspension dansg 50 pl de tampon circulant
contenant  des anticorps anti~ChL16/32 ({clone 2.4G2)
diluds au 1/50, pendant 10 wmin & 4 °C. Ensuite, 50 pl
de tampon circulant contenant des anticorps anti-CD4-
15 V450 {clone BM4-%, dilués au 1/50) et anti-CDB-Ferlp-

Cyh. % (clone §3-~6.7, dilués au 1/50) et du réactif
LivesDead PO (dilué au 1/500) ont &té ajoutés pendant

30 win & 4 °C. Les cellulss ont été centrifugées (185 g

e

pendant 5 min 4 °CY et lavées avec 200 pl de tampon

20 circulant.

Les leucocytes ont été fixes =t parnéabilisés par
Traddition de 200 pl  de solution Oytofix/Cytopsrm
(tampon commercial de Bector Dickinson} pendant 20 min
4 4 °c. Les cellules ont été centrifugées (189 g

£h pendant 5 min a 4 °Cy et lavées aveo 200 pl de tampon
Perm/Wash (tawmpon commercial de Becton Dickinseon dilué
au 1/10 dang de 1l'eau distillée). Aprés une autve cétape
de centrifugation, les cellules ont &té coloreées dans
50 pl de tampon Perm/Wash avec des antlcorps anti-~TLE~
30 ®ITC (cleone JESH-5H4, dilués au 17400}, anti=IENg~APC

(clone XMGL.Z, dilués au 1/200) el anti-~TNFa-Ph {clone




[82]

pRy

¥

=
L5

MPE-XT22, dilués au 1/700), pendant 1 heuxa & 4 °C. Les
cellules ont  &té  lavées deux fols avee la bLampon
Perm/Wash et remises sn suspension dans 220 pl de PBS.

P .

Lag cellules colordes ont éte analysées pa

]

cybométrie
en flux en utilisant un LSRII et le logileciel Plowdo.
1C8 de 1YIFNg, de 17iL-2, du TNI'-a et de 1'1L-17 &
14 PIY - BSang total {WBLG) e poumon
Te méme protocole a &té utilisé a l'exception de
1'étrape des cytokines ; les cellules onbt été co. onées
dans 50 ul de tampon Perm/Wash avec des anticorps anti-
TL2-FITC {alone JES6-5H4, dilués aun 1/400), anti~IFNg-
ARC (clone XMG1.2, dilués aun 1/200) et anti~TNFPa~pPe
{clone MPE-XT22, dilués auw 1/700), anti-IL17 BVTREG
clone TCLI~-18H1O, diluds 1/50), pendant 1 heure & 4 °C

Réponse humorale - Sérologie des Ig totales antl-

Des plagques EBLISA de 96 puits ont ¢été revétues de
Irantigéne M7Z recombinant a 0,26 g /ml dans du PRS et
“ « . E y iy x D - “ s
incubées pendant une nuit & 4 "C. Les gerums provenant

des souris vacoindes A Post 11 ont &té dilués au 1/5000

<
e
f

ou au 1/40 000 pour la répétition, dans du BBS (0,2

o

BYA et ensuite une dilution en série an 1/2 ast

R T

ffectuge du puilts 1 A 12 et incubée. Lea dilubions en

)
+

matérian étalon et témoin ont &té utilisées

du

sErhe oy

98

pour calcunler les titres des étalons des antigorps
anti-M72 des sérums testés et pour garantir la validité
du test. Les plagues ont été lavées aveo du tampon PBS
0,1 % Tween 20 aprés chaque étaps d'incubation. Un
anticorps de chévre bilotinylé spéciligue des Ig de
souris est ensuite ajouté et le complexe antigene-

anticorps est révélé par incubation avec un complexe

BE2016/5611
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bt

streprtavidine-peroxydase et wn substrat ade
peroxydase; ke dichlorhydrate d'ortho-

1} 4

phénylénediamnine/H:02. Les densites optigques (DQ} ont
4té enregistrées 3 490-62Z0 nm. Le titre en anblcorps
anti-M7i2 de chaque sérum de souris individusl est
déterminé & partir de la courbe d'étalonpage du test

FLISA en utilisant un modéle de régression et exprime
sn unités BLISA (UB)/ml. Les titres nmoyens géométriques
(TMG)  sont ensuite calculés pour chague groupe de

Souris.

Régultats

lymphoeytes T CD4 2t T CDRB

Paur évaluer 1l'application de vecteurs adénoviraux

de chimpanzé ne se répliguant pas exprimant M72 dans le

ontexte d'un vacain contre la tuberoulose, les deux
stratégies de wvaccinabtion par sensibilisation-rappel

nomologus {(ChAd/ChAd) et  hétérclogue (Prob/Chad  ou
poid

15

ChAad/Erot) ont &bé estimées ainsi gqu'en combinaiscn

ange ou en coadministration

;,,,)

aveo MIZ/AS01E4 donné en mé
Les gtratégles de sensibilisation/rappel et de

combinaison ont été évaluées dans un calendrier de J0-

,_
o
s
b

J28. Le sang total ced prélevé & 14 PT et 14 PIT pour
estimer 1'induction systémigue des lymphocytes T CD4 et
CD8 spécifiques de MIZ.

Parmi tous les groupes, il a8 eté observe une
réponse des lymphooytes T CD4 spécifigues dans le sang
total avec le pic de réponse se situant aun-dessous de
3 % (figures 5 et §). Les taux les plus #&leveés de

lymphooytes T CDP4 spécifiques de M7 dans le sang fotal

BE2016/5611
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ont  été observés avec les stratégles de vacclnatlon
hétérologue (Prot/ChAd ou ChAd/Prot) {(figure 5}. La
sensibilisation des souris aven les vecteurs M72-Chad
et le rappel avec M72/AS01E ont dnduibt un  taux
supérieur de lymphocytes T CD4 spécifiques de MT7Z2 pazr
rappert a L'cpposé el dans les deux casg le M7Z-ChAdZ a
até  plus pulssant gue le M7Z-ChAde3  (figure 5). La
vacclination par sensibilisation-rappel avec Les
vecteurs M77-ChAd, soit homologue (M72-ChAd3/M72-ChAds)
/- ASOIE, solt hétéroiogue (M72-ChAd3/M72-CHADE] ou
M77-CHAGER/MT2-ChAdY), n'a pas fourni de valeur ajoutés
en termes dl'ampleur de la réponse des lymphocytes T CD4
comparativement a la référence de MIZ/AS0LE (fiquxe G

ta combinaiscon & la fois de MTZ2-ChAdZ et de MY VEO1E a

légérement induit un taux gupérieur de lymphocytes T

CD4 apécifigues de M72 comparativement & la réfcrence
de M72/RAS01E, mais inférieur & la vaceinatlon par
sensibilisation-rappel hétéroingue {Prot /Chad ou

on a induit des  tauz

E-‘)t

ChAd/Prot)y. La coadwministrats
similaires de lympheocytes T CD4 spéeifigues de MVZ par
rapport aux combinaiscns suggérant que la proximité

phiysigue n'est pas reguise (flgurve &)

-

Le taux de lymphocytes T CD8 spécifiques de MVZ a
6té trouvé fortement augmenté ches les sourls recevant

un wvecteur M72-ChAd soit en ssansibilisation, solt en

rappel solt les deux. Lorsque le vecteur MY [ 2-~Chad a &té
incliuas durant 1& seneibilisation, le FAUR de
Iymphooytes T D8 spécifigues de MT2 nta pas encore
augmenté aprés le rappel gauf lorsgque lez souris ont

4Lt é sensibilisées avec M72-ChAdS3 et ont regu un rappel

(Er\

aver M72-ChaAdd (figures 7 et 8). Cecl suggere également

BE2016/5611
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que le M72-ChAd3 est plus pulssant que le M72~Chides,
Le rappel avec MY2/AS01E de la sensibilisation avec
MT2-ChAA3 a induit des ftaux supérieurs de lymphocytes T
¢ (médiana = 30 %)} par rappert & M72-ChAdE3
5 (médiane = 17 $). Ltaddition de M72-ChAd3 a la protéine
M72 adjuvée dang une combinaison a également fortement
augmenté le taux de lymphocytes T CRE spéc ifiques de
M72  (médiane = 13 %) comparativement a la référence

o

actuelle (médiane = (¢,2 %7.

e ¥
¥
1

10 e méme wprofil général de réponse a été observe
dans le poumon (figure 9) comparativement au sang total
(figures 5 et €} & llexzception de la stratégle de
vaccination par la combinaison mdlanges. Dans  ies
poumons, la stratégle de combinaison a induit un taux

iteur de réponze par rapport au sany total, ce feghal

t“‘ ~

5 $wféra

fait que 1l'on a pu chserver un taux comparable de

&

mphocytes T CD4 spécifigues de M2 aveg le wacgin de
Ee "

combinalison et aveo la vaccination par sensibilisation-
rappel hétérolegue (Frob/ChAd ou ChAd/Prot), btous
20 présentant une augmentation du taux des lymphocytes T

Ch4 comparativement & la référence actuelle.

Le pro:;i général de la réponse des lymphocytes T
Che spéoifigues de MT7Z dans les poumons {(figure 10} a

également reflété ce qui a &té observé dans le sang

3

L7

total {(figures 7 et 8). Des taux trés bas de réponse

des lymphocytes T CDS spécifigues ont éLé observés

lorsque les souris ont regu la référence M72/AS01E
(figure 10) et 1'addition du vecteur M7Z2-Chad a
fortement amélioré le taux des lymphouytes T OD8. Le

30 tauz le plus élevé de lymphocytes T CDS spacifigues de

B
ot
(T

M72  a &té  observé  lorsgue legs  scuris  ont
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ATy

sengibilisdées aven le MT2/AS01E et ont regu un rappel
aveo le M72-ChAd3 (médiane = 36 % - Filgure 10).
B. Profil des oybokines des raponses des

lymphoeytes T CD4 et DB spécifiques de MJ2

4

Dans les groupes qui ont #té gensibilliseés avec lie
M72/AS01E, ta réponge  des lymphocytes T CD4+
spécifigues de MT2 comprenait surtout des cellules a
séorétion double (TL-2/TNFa) dans le sang total & 14 PI
(figures 11 =2t 12), Au contraire, la sensibilisation
avec un vecteur M7#-ChAd a induit une réponse des
lymphooytes T CD4 spécifiques de MTZ pelyfonctionnels

aver une nmajorité de lymphocytes T CP4  triplement

M

cositife (IL-2/IFNg/TN¥a), et dans une molndre mesure,

a  producticon double (TENg/TNFa) et simple (IFNg

e

uniguement) (figures 11 et 1¥). La combinatison & la

5

fois de la protéine et du vecteur ChaAd a indult des
taux bas de lymphocytes T <D & production triple

(TL2/TFNg/TNFa), et double {IFNg/TNFa) (figures 11
g

Un profil similaire &'expression des cytokines par
les lymphooytes T CD4+ a été cbservée a4 14 PII dane le

sang total {figures 13 et 14) et dans les poumons

fid

(figures 15 et 16}y dang tous les groupes ol 3

stratégie de vaccaination comprenait un vecteur M72-~ChAd.

figques ds M72

La rvéponse des lymphogytes T CDd+ spéo:
comprenait de fagon predominante des cellules triples
(TL2/TFNg/TNFa) et doubles (IENg/TNFa)  positives.
Comparativement A la référence, 11 a é&té observé un
taux réduit de cellules séorétrices d'IL~-Z/TNFa et un
taux aoory de cellules sécrétrices d'IFNg/TNFa en

présence dlun vecteur M72-ChAd. La géopétion A'IL-17 a
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été également estimee a i
total et dans

44 PIT &4 la fols dans le sang
les poumons. Toutefois, les taux détectés
taient extrémement bas dans toutes les conditions.

Des profil similalres des cytokines des
5 lymphocytes T CD8 spécoifiques de MVZ ont été obgervés
parmi tous les groupes positifs dans le sang total a
14 ¥T (figures 17 et 18}, a 14 PII (figures 19 et 20)
alnsi gque dans les poumens a 14 RII {figures 21 et 22).
Les réponses des lymphooytes T CD8 spécifiques de

10 ont été principalement composéss da

production double (1
uniguement)

{TENg/TNFa}
Vo Des lvm
bas <

MT2
tymphooytes T
dVIL~2/INFg/TN
et &

T OB
2t
woeytes

&
simple {TENg
3 T ChE+ produisant deg taux
¢ et des taux trés kbas de THNFa ont
egalement détectas.

L5 Globalement, la stratégie de la wacclnation n'a
pas eu 'impact congidérable sur le profil  des
cvtokines des lymphocytes T CD8 spécifigues de M7

Réponseg deg anticorps
A, Sérologie des Ig totaleg anti-M72
20 Comme 1l est représenté sur la figure 23 la
sérologie des Ilg totale anti~NM72 a2 £tée hautement
variable parmi tous les oroupes et des non-répondeurs
ont  &té  observés avec toubes les bratégies de
vaccinati sauf dans 1'approche combinée donnée en
2% coadministration. En ce gqui concerne la réponse desg
Iymphocytes T, le M72-ChAdZ sembie plus pulsszant gque le
M72~ChAdE3 dans 1'induction d'une réponse immunitaire
-ar  le nombre d’animanx non-répondeur ast  augmnente
inrague le M7Z-ChAdE3 est utiliseé.
Dans  tout ls  mémol et dang  toutes  les
revendications guil suivent, A moins gue le

context
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oppose, le terme « comprendre », et des variations

telles que <« comprend » et « comprenant » devra &tre

compris comme impliguant l'inclusion d'un nombre entier,

d'une étape, d'un groupe de nombres entiers ou d'un
groupe d'étapes indigué mals pas l'exclusion de tout
autre nombre entler, étape, groups de nombres entiers
su groupe dfétapes.

Tous les documents auzguels 11 sst falt référence
ici, v compris les brevets ot les demandes de hrevet,
sont incorporés en référence dans leur intégralite,

Bian entendu, 1Minvention nTeszt pas limitée aus
¥ pon

¢4
o
Yol
RS
o
e
(RN
lad
Ui
4
s

axemples e réalization pi-gdesaus
représentés, a partir desguels on pourra prévoln
A auntres modes et o autres formes de réalisation, sans

pour autant sortir du cadre de 17 invention.
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REVENDICATICNS

1. Procédé pour indulre uns réponse immu

chez un sujet comprenant :

(i} ltadministration d'un antigéne polypeptidigque

apparenté a Rv11%6 au sujet, suivie de 1l'administration
simien non Thumain c¢odant pour un

Ev1196 ; ou

e

antigsne apparenté

(ii) 1'tadministration d'un antigéne polypeptidique

-

apparenté a Rv(0125 au sujet, suivie de l'administration

P e )

o
'-e'

d'un adénovirus non humain c¢odant pour un

antigéne apparenté a Rv012Z5.

2. Procédé

pour indulire une imra

répense

chez un sujet comprenant :

(1) 1lfadministration d'un adénovirus simien non

humain c¢odant pour un antigéne apparenté a

suivie de l'administration d'un antigene polypeptidigue
apparenté a Rv1196 au sujet ; ou

(i1} 1'administration d'un adénovirus simien non

humain codant un  antigéne apparenté a Rv0125,
suivie de l'administration d'un antigéne polypeptidigque
apparenté a Rv0125 au sujet.

3. Procédé selon la revendication 1 ou Z

(i} ltadministur: tigéne polypeptidique

;,,A

a Rv11ig

o
D

au suijet, suivie de l'administration

ovirus simie non humain codant pour un
e apparenté &4 Rv1196 ; ou
simien non

19

administration d'un adénovirus

5

apparenté & Rv

[
[8)

humain codant pour un dqthen

7
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suivie de 1'administration d'un antigéns pclypeptidique
apparenté a Rv1i186 au sujet.
4, Procédé selon la revendication 1 ou 2
comprenant
5 (i} ltadministration d'un antigéne polypeptidigque

apparenté a Rv01Z5 au sujet, suivie de 1l'administration

O
e}
=y
=
=
si}
=
o}
[@]
9]
[o
m
o]
e
5
Q
o
-
o
o}

d'un adénovirus simien n

antigene apparenté & Rv0125 ; ou

(i1} 1'administration d'un adénovirus simien non

10 humain codant pour un antigéne apparenté a Rv0Q125,
suivie de l'administration d'un antigéne polypeptidigque
apparenté a Rv0125 au sujet.

5. ctidigque  apparenté &4 Rv1il9g,
pour une utilisation dans 1'induction dfune réponse

15 immunitaire chez un suiet ou :

(i) l'antigene polypeptidigue apparenté & Rv1196

est administré au sujet, suivi de 1l'administration d'un

adénovirus simien non humain codant pour un antigene

B
b
—

(&
ot

adénovirus sgimien non humain codant pour

un antigéne apparenté 3 Rv1196 est administré au sujet,

w0
pide
o
)
A
3
:rJ -
.
1§
et

"administration de 1l'antigéne pols
apparenté a Rv1186.

6. Adénovirus simien non humain codant pour un
25  antigene apparenté & Rv11%6, pour une

-

i'induction d'une réponse immunitaire

(i) un antigens polypeptidique apparenté a Rv1196

.

est administré au suijet, suivi de l'administration de

adénovirus simien non humain codant pour un antigene

(A
&)
o
e
3]
®
o]
ct
o
%
o
<
[_._\
}_.
o)
o)
s
o}
o
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(iiy 1'adénovirus simien non humain cecdant pour un

9_1

antigéne apparenté a Rv119%6 est administré au sujet,

$

suivl de 1

apparenté a Rv1196.
5 7. Utilisation d'un antigeéne peptidigue apparenté

a Rv11l96, dans la fabrication d'un médicament destinég &

itinduction d'une réponse immunitailre chez un sujet ot
ltantigéne polypeptidigue apparenté & Rvl196¢ est

administré au sujet, suivi de 1'administration d'un

10 adénovirus simien non humain codant pour un antigeénse
apparenté a Rv1196.
8. Utilisation d'un
codant pour un antigeéne
fabrication d'un médicament destiné 3 1l'induction d'une
15 réponse  dmmunitalre chez un  sujet o0 un  a
polypeptidique apparenté & Rv1l19%6 est administré au
sujet, suivi de 1'administration de 1l'adéncvirus simien
non humain codant pour un antigéne apparenté a4 Rv1196.
e TR T Y. P : A P UL
8. Utilisation a’'un antigene polypeptidique
3N -

6, dans la fabrication d'un médicament

(@
8]
3
@
s
®
]
ot
6]
Qi
o
o
[#)
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immunitaire chez un

@]
D)
w
o
F
o
(08
o
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o
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C
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)
.
o
o
o}
H
[0}
e
C
=
w
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sujet ou un adérnovirus simien non humain codant pour un

antigéne apparenté a Rv113%6 est administré au sujet,

suivi de l'administration de 1'antigeéne polypeptidigue

10. Utilisation d'un adénovirus simien non humain
codant pour un antigéne apparenté a Rv1ii96, dans la
fabrication d'un médicament destiné a 1'induction d'une

réponse immunitaire chez un sujet ot 1'adénovirus

>

apparenté &

W
-
0
-
=
=
[
s
o
-3
o
9]
s
-
=
=
o
=
o
G
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o
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st administré avu sujet, suivi de

<
Y
O
N
®



306

BE2016/5611

1l'administrati dfun antigéne polypeptidigue apparenté

a Rvll9e.
11. Antigéns polypeptidigue apparsnté a Rvi125,

cour  une utilisation dans l1'induction dl'une réponse

5 immunitaire chez un sujet ou

(i) l'antigene polypeptidigue apparenté

Rv0125

(s

est administré au sujet, suivi de 1l'administration d'un

non humain codant pour un antigene

jod
>

3
A
4
o
=
~
<
92}
[95]
"
=
a
D
]
o}
QO
)
o)
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o))
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Q
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in antigéne apparenté a Rv0125 est admini
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i
+
-
o
[¢3)
s
C
w
b

i
®
+

~

suivi de 1'administraticn de 1'antigene polypeptidigque

12. Adénovirus simien non humain codant pour un

15 antigens apparenté a Rv01izZ5, pour une utilisation dans
i1finduction d'une réponse immunitaire chez un sujet ou
(i) un antigéne polypeptidique apparenté a Rv01Z5
est administré au sujst, suivi de 1l'administration de
1tadénovirus simien non humain codant pour un antigéne

5n

C
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suivi de l'administration d'un antigéne po

ion d'un antigeéne peptidique apparenté

N

ine a

ot

a Rv0125, dans la fabrication d'un médicament de

w

i'induction dlune réponss lmmunitalre chez un sujet o

5
1
4

ltantigéne polypeptidigue apparenté & Rv012Z5  est

administré au sujet, suivi de 1'administration d'un

>

w
S
o
(o
(’\
a
O
<
P
R
o

simien non humain codant pour un antigéns

apparente & Rv0125.
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4. Utilisation d'un adénovirus simien non humain
odant pour un antigéne apparenté a Rv(0125, dans la

afune

=nt destiné a 1'ind

réponse  immunitaire chez un  sujet oG un  antigeéne

5  pelypeptidique apparenté a Rv(0125 est administré au
sujet, suivi de lfadministration de l'adénovirus simien
non humain codant pour un antigéne apparenté a Rv0125.

15. Utilisation d'un antigens polypeptidigue
apparenté a Rv(0125, dans la fabrication d'un médicament
10 destinéd a l'induction d'une réponse immunitailre chez un

sujet ot un adénovirus simien non humain codant pour un

antigéne apparenté a Rv0125 est administré au sujet,

suivi de

f
{
ot
¢

N
o
o
fa
.
i_l -
[6)]
[s3]
-t
-
O
=

cedant pour un antigéne apparenté a4 Rv(0125, dans la
fabrication d'un médicament destiné a l'induction diune
réponse immunitaire chez un sujet ot 1'adénovirus
simien non humain codant pour un antigéne apparenté &

administr

N
o
o
N
U
48]
w
¢
[O8
Q
o
¢
e

'administration d'un antigéne polypeptidique apparenté

o

17. Procédé, vtilisation, polypeptids o

s 1

adénovirus selon 1l'une guelcongue des revendications:

Qs

aC

d'identité avec SEQ ID NO @ 1.
18. Procédé, utilisation, polypeptide ou

.

"une quelcongque des revendications 1

.
H
L

30 a 3 cu 5 a 10 ou lfantigeéne polypeptidigue apparenté &
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RFv1196 comprend un fragment de SEQ ID NO :

l_v_"l
<
w
=
o

longueur d'au moins 200 acides aminés.
19. Procéds, vtilisation, polypeptids ou
on 1l'une guelcongus des revendicaticns 1
5 a 3 ou 5 & 10, 17 ou 18 ot l'antigéne polypeptidigque
apparenté a Rv1186 comprend une séguence préssntant au

noins 90 % diidentité avec SEQ ID NO : 1.

polypeptide Ou

adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1
0 a 2 ouw 5 a 10, 17 ou 18 ou l'antigene polypeptidique
apparenté a Rv11986 comprend un fragment de
SEQ ID NO : 1 qui a une longueur d'au moins 200 acides
aminés.
21. Procédé, utilisation, polypeptide ou
i5
22. Procédé, utilisation, polypeptide ou
5n

A4 adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1,

C

N

. 4 ou 11 & 16 ot l'antigéne polypeptidigue apparenté
a Rv(125 comprend un fragment de SEQ ID NC : 3 qui a

une longueur d'au moinsg 150 acides aminés.

2, 4 ou 11 3 16, 21 ou 22 ou l'antigéne polypeptidique
apparenté A Rv(01l25 comprend une séguencse prézantant al

moins 90 % d'identité avec SEQ ID NO : 3.

24. Procédé, utilisation, polypeptide ou

>

adénovirus selon l'une quelcongue des rsvendications 1

(O8]
@

a 3 ou 5 a 10, 21 ou 22 ou l'antigéne polypeptidigue
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parenté a Rv(12 cormprend un fragnent de

SEQ ID NO : 3 gui a une longueur d'au moins 150 acides

25, Procédé, utilisation, polypeptide ou

5 adénovirus selon l'une quelcongue des revendications 1

a 24 ou l'antigéne polypsptidigque contient 1500 résidus
dtacides aminés ou moins.

26. Procéd olypeptide ou

adénovirus selon des revendications 1

10 a 25 ou l'antigéne codé contient 1500 résidus d'acides

27. Procédé, utilisation, polypeptide ou

adénovirus sgseleon 1'une quelconque des revendica

a 26 ot un antigéne polypeptidique comprenant un
15  antigéne apparenté & Rv1il9s et un a

ypeptidiguse comprenant un antigéne apparentéd &
12

isation, polypeptide ou

adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1

B
b

g A 27 on un adénovirus codant pour un antigéne ap

C

a Rvlil9s et un adénovirus codant pour un antigéne
apparenté a Rv01Z5 sont fournis.
29. Procédé, vtilisation, polypeptide ou

_f
-
O
-
i
63
’._\

adénovirus selon 1'une guelcongue des revendicat

25 a 27 ou ltadénovirus code pour un antigéne appar

Rv1196 et un antigéne apparenté a Rv(125.
30. Procédé, vtilisation, pelypeptide ou

b 1 N
1
RN

onn l'une gquelicongue des revendications 1

a 29 ou l'antigéne polypeptidigque comprend une séquence
30 vrésentant au moins 90 % d'identité avec SEQ ID NO : ©.
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polypeptide Ou
adénovirus selon l'une q ongque des revendications 1

a 29 ou l'antigéne p

fidique comprend un fragment

de SEQ ID NG : 6 qgui a wune longueur d'aus moins
8 450 acides aminés, comme les acides aminés 2 & 723 de

3Z. Procéde, utilisation, rolypeptide ou
adénovirus selon 1'une guelcongue des revendications 1
a 30 ou ll'antigeéene codé comprend une  séguence
10 présentant au moins 90 % d'identité avec SEQ ID NO : 6.
33, Procédé, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon 1l'une quelcongue des revendications 1
a3 30 ou l1fantigéne codé comprend wun fragment de
SEQ ID NO : & qui a une longueur d'au moins 450 acides
i5 aminés, comme les acides aminés 2 a 723 de
SEQ ID NO : 6.
34. Procedé, utilisation, rolypeptide ou
adénovirus selon l'une qguelcongue des revendications 1
a 33, ot le sujet est un étre humain.
20 35. Procédé vtilisation, pelypeptide ou
adénovirus selon l'une qguelcongue des revendications 1
a 34, ou le polypeptide et 1'adénovirus sont

administrés par voie intramusculaire.

36. Procédé, utilisation, polypeptide ou
25 17 lcongue des revendications 1
a 35, ou le polypeptide et 1'adénovirus sont

3 q by

administrés dans une plage de doses de 400 a 600 upl

conmpris
37. Procédé, utilisation, polypeptide ou
30  adénovirus selon 1'une quelconque des revendications 1
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6, ou la plage
100 ug compris.

38. Procédé,

rpolypeptids

2.
@
(4103

Oou

adénovirus selon 1'une quelcongue des revendications 1
a 37, ou la plage d doses de 1'adénovirus est de
1 % 10° a8 1 = 10 particules virales compris.

39. Proceédé, utilisation, polypeptide ou

adénovirus selon l'une gquelco des

a 38 ou

naue rev

endications 1

l'antigéne polypeptidigue est fourni dans une
composition qui comprend également un adjuvant.

40. Procédé, utilisation, polypeptide ou

adénovirus selon 1l'une quelcongue des revendications 1

"adjuvant comprend un

une saponine immunologiquement active.

3
)

agoniste ¢

des TLR et/ou

41. Procédé, uti polypeptide ou
adénovirus selon l'une quelcongue des rsvendications 1

N

a 40, ou 1'ad comprend du 3D-MPL.

42, Procédé, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon la revendication soit 40 soit 41, ou
1*adijuvant comprend du QS21.

43, Procédé, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon la revendication 42, ou 1'adjuvant

44, Procédé,

adénovirus selon la revendication soit 42

polypeptidique

N
-
3
®
ot

gqui comprend entre 1

de 3D-MPL compris et entre 75 mic

Qs2l

compris.

une

formulatior

tide
soit 43, ou

dans

une

microgrammss
“rogramnes de

BE2016/5611
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polypeptide Ou

des revendications 1

3 44 ou l'intervalle de tenmps entre les adminisztrations

se situe dans la plage d'une semaine & trols mois

46. Procédé, vtilisation, polypeptids ou
adénovirus selon 1'une guelcongu revendications 1

a 45, pour ia prophylaxie, le traitement ou

1tamélioration d'une infection par des mycobactéries,

P

10 comme Mycobacterium tuberculosis.

47. Procédé, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon la revendication 446, pour la
prophylaxie d'une infection par des mycobact
comme Mycobacterium

i5 48. Procéds, polypeptide ou
adénovirus selon la revendication 46, pouxr le
~railtement d'une infection par des mycobactéries, comme
Mycobacterium tuberculosis.
49, Procédé, utilisation,
5n

@
N3]
0
0]
@]
<
i
o
6]
93]
0]
ja—
O
=

1'une quelconque

a 47, ou le sujet n'est pas infecté.
50. Procédé, utilisation, polypeptide ou

,\
F-
o
,ﬂ
)
et
o
)
(T

adénovirus se

o)

quelcongque des revendications 1

a 46 ou 48, ou le sujet souffre d'une infection latente.

25 51. Procédé, utild polypeptide ou

adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1

infecticn active.

3 46 ou 48, ou le suijet souffre d’un
52. Procédé, utilisation, polypeptide ou

.
H
L

"une quelcongque des revendications 1

>

e sujet a &té vacciné auparavant par le BCG.

s

(A
@
o
W
O
-
o]
-
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polypeptide ou

adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1

[VI%

o

O
-

¢

a3y} la réponse immunitaire comprand  des

lymphocytes T CD4 exprimant de 1'IFN-gamma, du TNE-

@ alpha et de 17IL-2,
54 . Procédé, vtilisation, polypeptide ou
adénovirus selon 1'une quelcongue des revendications 1

a 53, ou l'adénovirus est un adénovi

-

55. Procédé, utilisation,
N S JE R P A, I
10 adénovirus selon la revendication

est défectueux pour la réplication.

{-1e

56. Procédé, utilisatio

o}

; polypeptide ou
adénovirus selon la revendication soit 54 soit 55, on

1tadénovirus est un ChAd3.

.,__\
o
-
v
O
(D
2.
[$h)

-

polypeptide Ou

adénovirus selon la revendication soit 54 soit 55, ou

adénovirus ast un ChAd63.

58. Procéds, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon l'une quelconque des revendications 54
20 57, ou l'adénovirus comprend une inactivation

3

fonctionnelle (comme une délétion) au moins des génes
El et E4,
fonctionnell

avec une suk

25 59. Procédé, itilisats polypeptide ou
adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1

58 ou 1'antigéne polypeptidique apparenté a Rvl196

s

est fourni dans une composition gui est sensiblement

dépourvue d'un adénovirus simien non humain codant pour

30 o antigeéne apparenté 3 Rv1196, comme sensiblement

dépourvue d'un adénovirus simien non humain codant pour
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[

un antigens myccbactérien, en particu :r sensiblement

dépourvue de out  adénovirus simie non  humain,

spécilalement sensiblilement dépourvue de

codant pour un antigéns mycoba

5 sensiblement dépourvue de tout adénovirus).

60. Procédé, vtilisation, polypeptids ou
adénovirus selon 1'une quelcongue des revendications 1

‘antigéne polypeptidigue apparenté & Rv0125

est fourni dans une composition gui est sensiblement
10  dépourvue d'un adénovirus ien non humain codant pour
un antigéne apparenté & Rv0125, comme sensiblement

un adénovirus simien non humain codant pour

un antigéne myccohactérien, en particulier sensiblement

dépourvue de ~out  adénovirus simien non  humain,
15 spécilalsment sensiblement dépourvue de tout adénovirus
codant pouxr un antigéne mycobactérien {comme
sensiblement dépourvue de tout adénovirus).
61. Procédés, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon 1l'une quelconque des revendications 1
5n

'8 4 58 on iltantigeéne polypsptidigue apparenté a Rvl196

C

est fourni dans une composition gui ne comprend pas un

adénovirus simien non humain codant pour un antigéne
apparenté & Rv11%6, de telle facon cgu'elle ne comprend

pas un adénovirus simien

25  antigene mycobactérien, en
aucun adénovirus simien non humain, spécialement elle
ne comprend aucun adénovirus codant pour un antigéne

mycobactérien (de telle facon gufelle ne comprend aucun

(o9
o
()]
[N
jae]
=
@]
(@]
[0S

dé, vtilisation, polypeptids ou

63
=

adénovirus selon 1'une guelcongue des revendication:
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€3}

3 ot

band

a ‘fantigéne polypeptidigue apparenté & Rv0125

est fourni dans une composition guli ne comprend pas un
adénovirus simien non humain codant pour un antigéns
parenté 3 Rv1196, de telle facon gu'elle ne comprend
5 pas un adénovirus simien non humain codant pour un

antigéne mycobactérien, en particulisr elle ns comprend
aucun adénovirus simien non humain, spécialenent elle

ne comprend auvcun adénovirus codant pour un antigéne

mycobactérien (de telle facon gqu'elle ne comprend aucun

jomd
<
o}
Qu
[ON
]
]
<

H
3
e
6]

—~—
.

R
1
4

63. Procédés, utilisation, polypeptide ou

"une quelcongque des revendications 1

rus simien

on humain codant pour un

Rv1i19%6 est fourni dans une

ant

£4
0%
i
]
o
o
e
o
&3]
~
]
-
]
ot
]
o1

i5 compositicon qui est sensiblement dépourvue d'un
antigéne vpolypeptidigqus apparenté a Rvll86, comms
sensiblement dépourvue d'un antigeéne wmycobhactérien
polypeptidique, en particulier sensiblement dépourvue
de tout autre antigene.

20 64. Frocédé, vtilisation, pelypeptide ou

on 1l'une guelcongus des revendicaticns 1
a 62 ou l'adénovirus simien non humain codant pour un
antigéne apparenté a4 Rv0125 est fourni dans une

5

omposition qui est sensiblement dépourvue d’un

25  antigene polypeptidigue apparenté & Rv(0125, comme

sensiblement dépourvue d'un antigeéne cobactérien

polypeptidique, en particulier sensiblement dépourvue

tout autre antigéne.

[
®

{-1e

_Lisa

£5. Procédé, ut:

ot

~ion, polypeptide ou

>

5
1
4

adénovirus selon l'une quelcongue des rsvendications 1

(O8]
@

a 62 ou l'adénovirus simien non humain codant pour un
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a ERv11l96 est fourni dans une

composition gui ne comprend ras un antigéne

polypeptidique apparenté & Rv1196, de telle facon

5 pclypeptidique, en particulier elle ne comprend aucun
autre antigéns,
66. Procédé, utilisation, polypeptide ou
adénovirus selon 1l'une guelcongus des revendicaticns 1
a 62 ou l'adénovirus simien non humain codant pour un
10  antigéne apparente a Rv0125 st fourni dans une
composition gui ne comprend pas un antigéne
polypeptidique apparenté & RviiZb, de telle facon
qutelle ne comprend mycobactérien
polypeptidigue, en par comprend aucun
i5 auvtre antigéne.
67. Procédé, vtilisation, polypeptids ou
adénovirus selon 1'une quelcongue des revendications 1
a 66 ot l'antigeéne polypeptidigque apparenté & Rv1196
n‘est pas administré au sein d'une période dfun jour
5n

0 {comme deux, trocis ou six jours) d'un adénovirusgs simien

C

non humain codant pour un antigéne apparenté a Rv119¢,

comme un adénovirus simien non humain codant pour un

antigéne apparenté a Rv1186, par exemple, un adénovirus

simien non humain codant pour un antigéne mycobactérien

25 (comms Lout adénovirus simien non humain), en

varticulier

68. Procéds, utilisation, polypeptide ou

"une quelcongque des revendications 1

(98]
o
o
N
(X
o]
|_._
Q,
o
et
&
o
o
’\
0]
o]
o
et
(0]
o
o
}_.:
[0
P
104
&
o]

ptidigue apparenté a Rv0123

n'est pas administré au sein d'une période d'un jour
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{comme deux, trois ou siz jours) dfun adéncvirus simien

N

won humain codant pour un antigéne apparenté a Rv0125,

—

comme un adénovirus simien ncn humain codant pour un
antigéne apparenté a Rv0125, par exemple, un adénovirus
5 simien non humain codant pour un antigéne mycobactérien
{comme tout adénovirus simien nen humain), en
particulier tout adénovirus codant pour un antigeéne

mycobactérien {(comme tout adénovirus).

69. Procédé, utilisation, polypeptide ou
10 adérovirus selon l'une guelcongue des revendications 1

a 68 ou l'adénovirus simien non humain codant pour un
antigéne apparenté 4 ERv1196 n'est pas administré au
ad?

sein d'une {comme deux, trols ou

3%

un antigéne polypeptidigue apparenté 2

70 iy s

s
(
py
=
<
s
O -
N
-
&}
=

exemple, tout antigene mycobactérien
ypeptidique {(comme tout autre antigenej.

70. Procédé, utilisati

-+
o
o
n
03]
-t
"
O
i
Iy
(8}
O
—
!
e}
D
ke}
o
-
Q.
0]

ou
on 1l'une guelcongus des revendicaticns 1

a 68 ou l'adénovirus simien non humain codant pour un

B
b

'8 antigéne apparenté a Rv0125 n'est pas administré au

C

sein d'une périocde d'un

ours) d'un antigeéne po

Ins
ol
*)
]
o+
|__l

QG
(9]
"
[
;_,

~g
C
O
o

%
0
o
(DX
[
}_.:
®
o]

non humain comprenant un
transgeéne codant pour un antigéne apparenté a Rv11%6 ou
Rv0125.

72. Adénovirus simien nor humain selon la

.
H
L

revendication 71, contenant au moins le penton de

30 SEQ ID NO : 10, 1'hnexon de SEQ ID NC : 11 ou la fibre
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73. Adénovirus simien non humain selon la
revendication 72, comprenant les protéines du penton

, de 1'h

=
[}
A
<
®
=
o.
P.
¢
o
t
I_l..
O
)

/1, comprenant au moins le psnton de

Y

‘hexon de SEQ ID NO & ou la fibre

,
€
>t

O
=
—
O
=
=
L
.o
.

L
~
[

75. Adénovirus simien non humain selon la

jod
>

=
D
<
D
by
[OR
=
¢
Q
t
:r..l.
O
=

74, comprenant une protéine du penton
(SEC ID NO : 16}, de l'hexcn {(SEQ ID NC : 17) et de 1la
fibre (SEQ ID NO : 18) de ChAde3l.

7o. Adénovirus simien non humain selon 1

9
jon
®
i
9]
QO
st
o]

4
jon
®
O
10}
63
]
®
<
0}
o]
a,
[
(@]
Q&
ot
-
O
=
]
6]
-3
[

& 75 ou l'antigéne
9

9]
@]
[oN
[ON
5
O
5
6!
H
)
-
o}
)

séquence présentant au moins
dtidentité avec SE¢ ID NO : o.
77. Adénovirus simien non humain selon 1

guelcongue des revendications 71

o
o)
Cr
=
—
Q;.
ot
-
[t}
®
o
0}

-

codé comprend un fragment de SEQ

r
=
o
N

)
g
’..(
o)
-
o]
®

B
b

aminés, comme les acides

(@
fent
O
)
Q
p
0]
=
(X
[83]
[on
=
=
6]
(€2}
[
Qi
O
ol
)
wn

78. Adénovirus simien non humain selon l1l'une

yuelcongue des revendications 71 a3 77, qui est un

2

adénovirus déficient pour la réplication.

—
il

-

simien non

-
"y
)
fan)
=
[s3]
s
=
93]

sl

<

g

ur

o]
0]

3

1T renrieviies (e e et 33 vz P 5 7Q T P .
quelcongue des revendicaticons 71 a 78, ou 1l'adénovirus

comprend une inactivation fornctionnelle (comme une

80, Adéncvirus simien non  humain sel
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o
®
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o
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comprend une inactivation fonctionne

w
o
o

comme une
délétion) du géne E4.
81. Adénovirus simien non humain selon 1'unes

gquelcongue des revendications 71 a 80, ou 1l'adénovirus

o

5 comprend une inactivaticon fonctionnelle {comme une

SaT
£

(@3
[N

étion) du géne E3.
8Z. Adénovirus simien non humain selon  1'une
gquelcongue des ravendications 71 a 81, oud l'adénovirus

N

comprend une substitution du gene AdLEdorie.

10 83. Adénovirus simien non humain selon la
revendication 71, onstitué de la ségquence de
SEQ ID NO @ 13.

84. Adénovirus simien non humain selon la

revendication 71, constitué de la séguence de
i5 ID NO : 18.

85. Polynucléotide comprenant SEQ ID NG : 8 ou
comprenant l'un de ses variants dégénérés présentant au
moins 95 % d'identité avec SEQ ID NO : 8.

86. Polynucléotide selon ia revendication &5,

20  comprenant SEQ ID NO : § ou comprenant un variant

-

dégénéré présentant au meins 88 %  d'identité avec

>

SEQ ID NO : R&.
87. Polynucléotide selon ila revendication &5,

constitué de SEQ ID NO : 8 ou constitué d'un variant

: 8 ou constitué d'un variant

dégénéré présentant au moins 98 § d'identité avec

(o9
o
t
>
H
o
Z
&
o
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89. Polynucléotids selon
comprenant SEQ ID NO : 8.
90. Polvynucléotide selon

constitué de SEQ ID NO : 8.

ia revendicat 85,
1la revendicaticn 89,

BE2016/5611
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Réponse médiane des lymphocytes T CD4 spécifiques de M72 en utilisant le ChAd3
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Figure 1
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Réponse médiane des lymphocytes T CD4 spécifiques de M72 en utilisant le ChAd63
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Réponse médiane des lymphocytes T CD8 spécifiques de M72 en utilisant le ChAd63
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Profil des cytokines de la réponse des lymphocytes ._.n_u\m ‘wvmnmmazmm ,ﬁ_a M72 ,

dans le sang total 4 14 Pl chez des souris CB6F1 immunisées
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% de lymphocytes T CD4 exprimant des cytokines (sang total & 14 PhH

IL2 IFNg | TNFa | IL2/IFN | IL2/TNF | IFNg/TNF | IL2/IFNg
g a a /

TNFa

Groupe 1 | 0,000 0,000 0,018 | 0,000 0,072 0,000 0,029
Groupe 2 | 0,011 0,071 0,000 | 0,032 0,000 0,166 0,225
Groupe 3 | 0,000 0,025 0,017 | 0,006 0,006 0,035 0,064
Groupe 4 | 0,000 0,000 0,009 | 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 5 | 0,016 0,000 | 0,048 | 0,000 0,056 0,000 0,000
Groupes | 0.000 0,000 0,000 | 0,013 0,095 0,000 0,034
Groupe 7 0,000 0,002 0,079 | 0,026 0,000 0,020 0,041
Groupe 3' 0,000 0,137 | 0,002 | 0,000 0,000 0,148 0,362
Groupe 8 | 0,000 0,116 | 0,000 | 0,018 0,000 0,106 0,190
Groupe 10 | 0,000 0,027 | 0,007 | 0,023 0,000 0.018 0,042
Gm;pe 41| 0,000 0,000 0,043 |. 0,000 0,008 0,072 0,091
Groupe 12 | 0,006 0,032 0,012 | 0,000 0,027 0,060 0.081
Groupe 12 | 0,000 0,000 0,030 | 0,000 0,059 0.000 0,000

Figure 12
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% de lymphocytes T CD4 exprimant des cytokines (sang total & 14 Pl)

CD41L2 | CD4 cD4 D4 Ccb4 CD4 cn4 o cha D4 CDg CD4 D4 D4 cb4

IFNg TNFa 17 w2/ w2/ iL2/ IFNg/ . | IFNg/ | TNFa/ | 12/ w2/ 12/ IFNg/ | 1/
IFNg TNFa 117 TNFa 1L17 IL17 IFNg/ IFNg/ TNFa/ TNFa/ IFNg/
TNFa Hiz 17 17 TNFa/

1L17
Groupe 1 | 0,000 0,000 0,000 0,011 0,009 0,119 0,000 0,029 0,000 0,000 0,112 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 2 | 0,005 0,044 0,084 0,000 0,000 0,026 0,000 0,951 0,000 0,000 0,855 0,000 0,000 0,000 0.000
Groupe 3 | 0,014 0.009 0,000 0,016 0,000 0,009 0,000 0,370 0,000 0,000 0448 0.000 0,000 0,000 0,000
Groupe 4 | 0,001 0,041 0,000 | 0,036 a,001 0,115 0,000 | 0,000 0.000 0,000 0,058 0,014 0,000 0,000 0,000
Groupe § | 0,000 0,140 0,090 0,018 0,011 0,028 0,000 0,255 0,000 0,000 0,649 0,000 0,000 0.000 0,000
Groupe 6 | 0,009 0,002 0,041 0,027 0,000 0,085 0,000 0,040 0,000 0.000 0,177 0,000 0.000 0,000 0,000
Groups 7 | 0,000 0,051 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,068 0,000 0,000 0,119 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe & | 0,033 0,008 0,142 0,047 0,000 0,000 0,000 0,098 0,000 0.000 0,142 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 9 | 0,000 0,019 0,007 0,007 0,008 0,002 0,000 0,052 0,000 0,000 0,157 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 10 | 0,022 0,041 0,009 0.043 0,000 0,008 0,000 0,073 0,000 0.000 0,204 0,000 0,000 0,000 0.000
Groupe 11 | 0,000 0,063 0,000 0,018 0,000 0,016 0,000 0,365 0,000 0,000 0,436 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 12 | 0,000 0,038 0,004 0,027 0.000 0,045 0,000 0,150 0,000 0,000 0,365 0,000 0,000 0,000 0.000
Groupe 13 | 0,028 0,000 0,013 0,013 0,000 0,071 0,000 0,009 0.000 0,000 0,058 0,000 0,000 0,000 0,000

Figure 14
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% de lymphocytes T CD4 expritmant des cytokines (proumon a 14 P}

CD41L2 | CD4 ch4 Ccb4 cha D4 cDa CD4 CDh4 o4 cb4

cD4 cba tba | cpa
IFNg | TNFa | 117 L2/ 2/ L2/ IFNg/ | IFNg/ | TNFa/ |2/ 2/ 12/ IFNg/ | 12/

IFNg | TNFa | Ii7 | TNFa | 117 iL17 IFNg/ | IFNg/ | TNFa/ | TNFa/ | IFNg/

TNFa | 137 W17 |17 | TNFa/

IL17

Grouped | 0,000 | 0000 | 0000 0011 10009 |0119 [0000 |0029 0000 |0000 |0412 | 0000 | 0006 | 0000 0,000

Groupe 2 | 0,005 0,044 0,084 0,000 0,000 0,026 | 0,000 0,951 0,000 0,000 0.855
Groupe 3 | 0,014 0,009 0,000 0,016 0,000 0,009 0,000 0,370 0,000 0,000 0,449
Groupe 4 | 0,001 0,041 0.000 0,036 0,001 0,115 0,000 0,000 0.000 0,000 0,058 0,014 0,000 0.000 0,000
Groupe 5 | 0,000 0,140 0,090 0,018 0,011 0,028 0,000 - | 0,255 0,000 0,000 | 0.649 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 6 | 0,008 0,002 0,041 0,027 0,000 0,085 0,000 0.040 0,000 0,000 0,177 0,000 0,000 0,000 0.000
Groupe 7 | 0,000 0,051 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 0,068 0,000 0,000 0,119 0.000 0.000 0,000 0,000
Groupe 8 | 0,033 0,008 0,142 0,047 0,000 0,000 0,000 0,098 0,000 0,000 0.142 0.000 0,000 0,000 0,000
Groupe 9 | 0,000 0,019 0.007 0,007 0,008 0.002 0,000 0,052 0.000 0,000 0,157 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 10 | 0,022 0,041 0,009 0,043 0,000 0,008 0,000 0,073 0.000 0,000 0,204 0,000 0,000 0,000 0.000
Groupe 14 | 0,000 0,063- | 0,000 0,019 0,000 0,016 0,000 0,365 0,000 0,000 0,436 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 12 | 0,000 0,039 0,004 0,027 0,000 0,045 0,000 0,150 0,000 0,000 0.365 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 13| 0,028 0,000 0,013 0,013 0,000 0,071 0,000 0,009 0,000 0,000 0,059 0,000 0,000 0.000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000
0000 0,000 0,000 0,000

yee
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% de lymphocytes T CD8 exprimant des cytokines (sang total a 14 PI)

IL2/IENg/
L2 IFNg TNFa | IL2/IFNg | IL2/TNFa | IFNg/TNFa TNFa
Groupe 1 0,000 ' 0,009 0,040 0.000 0,000 0.000 0,000
Groupe 2 0,005 4,528 0,046 0,047 0,000 6,451 0,749
Groupe 3 0,000 4,744 0,041 0,022 0,000 4,155 0,293
Groupe 4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Sroupe § 0,600 0,012 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 6 0,000 0,021 0,009 0,000 0,000 0,019 0,000
Groupe 7 0,000 4,694 0,141 0,000 0,000 6,410 0,321
Groupe 8 0,000 4,352 0,000 0,038 0,000 5,000 0,410
Groupe 9 0,000 5,046 0,180 0,017 - 0,000 5,064 0,510
Groupe 10 0,000 5515 0,050 0,009 0,000 4,455 0,234
Groupe 11 0,000 4,850 0,233 0.000 0,000 6,440 0,182
Groupe 12 0,000 4,547 0,118 0,035 0,000 6,545 0,385

Groupe 13 0,000 0,000 0,102 0,000 0,000 0,000 0,000

Figure 18
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M72ASD1E M72-ChAd3 M72-ChAd63 eGFP-ChAd3M7ZIASOIE /MTYASDIE/ M72-ChAd3 M72-ChAd3 M72-ChAd3 M72-ChAdS3 M72-ASD1E IM72-AS01E. /M72-AS01E /
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% de lymphocytes T CD8 exprimant des cytokines (sang total 3 14 PIl) ]
CDgIL2 | CDB cD8 CD8 cD8 cbg cbg | €D8 cD8 cDg D8 cD8 CD8 [tp}:] D8
{ENg TNFa 117 w2/ 2/ L2/ IFNg/ | IFNg/ | TNFa/ | 2/ 2/ 2/ FNg/ | 12/
~ |FNg | TNF2 |17 | TNF2  |037 117 |IFNg/ | FNg/ | TNFa/ TNFa/ | IFNg/
TNFa jj v L7 iL17 TNFa/

L7
Groupe 1 | g2 0,000 0,073 0,000 0,000 0,013 0,000 .0,000 0,000 0.000 0,013 0.000 0,000 0,000 0,000

Sroupe? | 0,000 |1.033 0358 |0031 |0011 0014 |0000 |5025 [0000 |0000 |o0611 | 0.000 0,000 | 0000 | 0000
Groupe3 | 0035 | 0939 | 0207 [0027 | 0000 | 0,000 | 0000 |4370 |o0000 | 0000 0544 | 0,000 |0000 |0000 |o0000
Srouped | 0009 |0019 |00l0 |0018 |0000 [0000 |0000 |0011 |0003 .| 0000 |o0012 | o000 0,000 {0,000 |o0000
Sroupe® 10000 |5514 |0.238 |0000 |0023 |0000 0000 |21497 |0004 | 0000 |1s70 | 0,000 0000 |0011 |o000

Greupe 6 | g 609 3,145 0.208 0,001 0,000 0,000 0,000 11,115 | 0,009 0,000 0.837 G.000 0,000 0,011 0,000

Groupe? 10,023 11196 [0271 |0030 |0000 |0000 |0000 |8742 |0021 | 0000 0,773 | 0.000 |0.000 |o0,000 | 0000
Groupe® | 9019 |2830 0401 | 0000 | 0017 |0000 |0000 |8740 | 0,002 0,004 0584 | 0,000 |0000 |oooo | o000
Grouped 10000 |3771 0522 |0000 10019 |oooo |0000 |9275 |o0o000 | o000 1218 10,000 10000 0,000 | 0000
Groupe 10 | 0,024 |3514 0346 {0009 |0039 |0,006 |0000 |12300 | 0008 | 0,000 1,220 10000 10000 | 0000 |D0,000

8ee

Groupe *110,000 |1141 |0318 0010 10007 |0007 |0000 | 10800 | 0000 | 0,000 1,145 {0,000 10000 |o0000 | 0000
Groupe 210,000 1965 |0204 |0000 |0024 [0000 0000 |8900 |o0000 | 0000 0,910 | 0.000 10,000 |o0012 |o0.000

[ S ST

Groupe 13 | 0,000 | 0019 |0248 |0018 0000 |0006 |0000 0011 |0013 | 0000 | 0000 0,000 |0000 |0000 |0.000

Figure 20
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% tle lymphocytes T CD8 exprimant des cytoKines (poumon 4 14 PlI)

cD8IL2 | €D co8 cD8 cos 1_ cog cD8 Loln}:3 cD8 cnsg ch8 [%3}:4 CD8 cDg fois1:]

IFNg TNFa iL17 L2/ 1.2/ L2/ IENg/ IFNg/ TNFa/ 2/ L2/ L2/ IFNg/ 2/
{FNg TNFa 17 TNFa L7 L1y IFNg/ IFNg/ TNFa/ | TNFa/ | IFNg/
TNFa iy L1z 117 TNFa/

1L17
Groupe 1 0,003 0,001 0,000 0,006 0,004 0,000 0.000 0,007 0,000 0,000 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe 2 | gpo0 | 5514 | 0,043 | 0000 | 0240 | 0004 | 0,000 | 5038 | 0,000 | 0000 | 1,390 | o000 | 0000 | 0000 | 0,000
Groupe 3 1 005 4,198 0,015 0,012 0,077 0,000 0,000 4,324 0,004 0,000 0,728 0.000 0.000 0,000 0,000
Groupe 4 | p0op 0.015 0,001 0,013 0,013 0,000 0,000 0,009 0,006 0,000 0042 0,000 0,000 0,000 0,000
Groupe § 0,000 19,541 0,012 0,000 0,351 0,000 0,000 13,197 0,003 0,000 2,152 0,000 0,000 0,003 0.000
Groupe 8 | o004 | 23,756 | 0078 | 0,000 | 0,233 | 0,000 | 0000 | 8007 | 0000 | 0000 | 1,550 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Groupe 7 0.003 7,149 0,077 0,008 0.125 0,000 0,000 9,360 0,003 0,000 1,253 0,000 0,000 0.003 0,000
Groupe 8 | 0000 | 11,930 | 0,074 0,000 0,186 0,000 0,000 11,558 | 0.000 0,000 1,605 0,000 0,000 0.000 0,000
Groupe 9 | 0,000 10,236 | 0,070, | 0.00C 0,229 0,000 0,000 9,624 0,000 0,000 1.860 0,000 0,000 0,002 0.000
Groupe 10 | nng7 | 14,468 | 0,033 0,000 0,208 0,000 0.000 8,383 0,008 0,000 1.357 0.000 0,000 0,006 0,000
Groupe 11| g 000 7,477 0,015 0,001 0,108 0,003 0,000 9,159 0,001 0,000 1,245 0,000 0,000 0.000 | 0,000
Greupe 12| goog | 10488 | 0,095 | 0,000 | 0248 | 0,002 | 0000 | 8624 | 0012 | o000 | 1595 | o000 | o000 | ogoz | o000
ﬁm&:vm 131 0,000 0,010 0,030 0,015 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,000 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000

e A s s T

Figure 22
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Moyenne géomeétique 1C 495 % {VEImi)

Sérologie des lg totales anti-M72 - 13j PII

107
4 Référence ChAd/Prot ProtiChAd ChAdIChad Combinas
._Qm._ % o ° o 0 o o® @
1 . o o0 : s o
108 °° ° o
‘_ci ° o
1 000 @i ‘oo R ..OOO...:ng.... ceere e .......O...... . Cerereanaa . 0O000R.
‘_Op._
1 vz | vz oz iz | iz tanz | o1z 22 121z 21z | 12Mz enz 1212
102 kg - — =" = 7 = T 5 = r r :
MTZASOIE ChAd3  ChAdS3  ChAd3 M72ASOIE M72ASOIE ChAdS  ChAd3  ChAd3  ChAdS3  ChAd3  ChAd3  ChAd3
m72
Sensibilisation mr2 wrz &P >mem Mrz Mz e e e

Rappel

M7 2AASOTE M72/ASOME M72/ASHME
combines  Co-Ad Co-Ad

M72ASOE M72/ASOTE M72ZASOTE MT2/ASQTE ChAd3 ChAdE3 ChAd3 ChAd3

ChAdB3  ChAd3
M2 wrz Mr2 M2 M7z Mr2
ASOIE

ChAd3 ChAd3 ChAd3
72 M2 &P
M72ASUE M7JASDTE M72ASDIE

comhinés  Co-Ad Co-Ad

*A cause d'un probléme technique, le nombre d'animaux/groups se situe entre 9 et 12 commes il ast indicqus

Figure 23
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ABREGE

NOUVEAUX PROCEDES POUR INDUIRE UNE REPONSE IMMUNITAIRE

La présente invention concerne des procédés pour induire

Bl

une réponse immunitaire, en particulier des procédés pou

i

taire contre des infections ou des

une réponse immur
maladies mycobactériennes comprenant (1} au  moins une

administration d'un antigéne polypeptidique apparenté a Rv1196

et au moins une administration d'un adénovirus codant pour un

S
2

antigéne apparenté a Rvl

\Xe]
o

cu (ii) au moins une administration

s
N

diun antigéne polypeptidigue apparenté a Rv0125 et au moins une

) o

administration d'un adénovirus codant pour un antigéne apparenté

a Rw(izb. Des  compositlionzs assocléss, des constructions

adénovirales et des séquences polynucléotidiques sont également

4

{

fournies.

BE2016/5611
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ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE
RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET BELGE NO,

BQ 11338
BE 2081605611

La présante annens indigue lee membves de lx- fanille de breveds relatife aux dovurments brevete oitda dans ie rapport

de recherctia visé oh-dessis.

{esdits membres senteentenus autichier infonvatique de fOfice suropden des broveds &'ladate du

Las renssignemernts fouris sont dormds. & Hitrg indicatif of n'engagent pes ja responaabiited dé 'Oifivs suropden des hravets,

G3-84-2017
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La présente opinion contient des indications et les pages correspondantes ralatives aux points suivants ;

Do

Y
7

oo

Cadran®i
Cadre n™ii
Cadre n™{l

Cadren® iV
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Demanda 6°

OPINION ECRITE BEZO1605611

Cadre n® | Base de l'opinion

1, Cette opinion a 818 &tablie sur la base des revandications déposdes avant le commencament da ia recharcha:

2. Ence Gui concerne 1a ou les séquences de nuciéotides ou d'acides aminés divulgiees dans la.cemands, s
cas achdant, cette opinion a &8 effactude suy 1a base das slemants sulvants ;

&. Watura de M'slément:
un listags dela by des séquenceas
L1 unrou des tabileaux-relatils ay listage de 8 ou des séguences
b Type de-support:
& surpapler
sous forme dloctronique
¢. Moment du dspot ourde la remiss:
£l contenu{s) dans fa demande tefle que dépossde
3 deposéls) aves la demande, sous forme glectronique
EF rewis ultérieurement
3. 1 De plus, lorsque plus dune version ou dung copie dun listage des sgquences ou dun ou plusiews
tableaux y relalifs a €18 déposée, les déctarations requises selon lesquetlles les informations fourniss
ulténeurament ouwau tire de copies suppiémantaires sont identiques a celles iniialement fournies et ng
é?eng gfi?sggtdelé de fa divulgation faile dans la demande ielle qua déposee initialement, selon fe cas, ot

4. Commentaires complementaires

Formutalre  BEZI7EH Glamder 2007



Cadre n°V  Opinion motives quant a la nouveauts, f'activite inventive et la possibilita d'application
indusirielie; citations et explications a "appui de cetie déclaration

-

» Déclaration
Nouveautd Oul: RBevendicglions 1480
Non o Revandications
Activité inventive Dui: Reveadidalions

Non @ Revendications  1-80

Possibilits dapplicabion industrielle Qui:  Revendications 1-80
Mo ¢ Revendications

. Citations st explications

volr feuille séparée

Formuitaire -BERITE
{anvier 2007



OPINION ECRITE N dlenragistrement national

(FEUILLE SEPAREE) BE201605611
3 Point V

ot fait réfdrence aux documents sulvans -

21 WO 2005/071083 AZ (ANGELETT! P 18T RICHERCHE BIO [iT];
CIRILLO AGOSTINQ {IT]; COLLOCA 8TE) 4 aolt 2005 (2006-08-04)

D2 WO 2006/133811 A2 (ANGELETT! P IST RICHERCHE BIO [IT]; LAHM
ARMIN [IT]; COLLOTA STEFANQ [} 21 décembra 2006 (2006-12-21)

D3 WO 20134123572 A1 {UNIV MCMASTER {CA]) 29 acGt 2013
{2013-08-29)

D4 WQ 2011/130627 A2 {US GOV HEALTH & HUMAN SERV [US];
OKAIROS AG [IT]; SULLIVAN NANCY J [US) 20 octobre 2011
{2011-10-20)

D5 COLLOCA STEFANCG ET AL "Vaccine Vectors Derived from a Large

Collection of Simian Adenovituses Induce Polent Celiular Immunity
Across Multiple Species”.

SCIENCE TRANSLATIONAL MEDIGCINE, AMERICAN ASSCGCIATION
FOR THE ADVANCGEMENT OF SCGIENCE, WASHINGTON, DG,

vol. 4, no. 115, 1 janvier 2012 {(2012-01-01), pages 47-55, XPOOS166675,
ISSN: 1946-6234, DOL 10.1126/SCITRANSLMED: 3002925

Da NEHA DALMIA ET AL: "Prime-boost approaches o fuberculosis vaccine
development”,
EXFPERT REVIEW QF VACCINES,
vol, 11, no. 10, 1 octobre 2012 {(2012-10-01), pages 1221-1283,
XP0O5530e819,
GB
ISEN: 1476-0584, DO 10.1586/erv. 12.94

D7 WO 2006/033672 AZ (LINIV PENNSYLVANIA [US]; WILSON JAMES M
[US]; ZHI YAN [US]) 30 mars 2006 {2006-03-30)

(B3 WO Q3/970187 A2 (CORIXA GORP [US]; SKEIKY YASIR [US];
GUDERIAN JEFF [UD]; REED STEVEN [} 28 aolt 2003 (2003-08-28)

D3 WO 2006/117240 A2 (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE];

INFECTIOUS DISEASE RES INST (D [US]: C) 8 novembre 2006
(2006-11-09)
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OPINION ECRITE N dlenragistrement national

(FEUILLE SEPAREE) BE201605611
2 Nouveauts
2.1 Aucun documents de P'état de 13 technigue cité dans fe rapport de recherche

ne divulgue un vacsin comprenant comme "primo-immunisation " et comme
“rappel " { prime-boost) un adénavirus {ChAd) exprimant au meins Bv1196 eV
ou BvR25 or MI72 comme anligéne de fusion.

C'est pourquol, 'objet des revendications 1-80 est congidéré nouveau au vu
ge Part antérieur cité.

Activité inventive

D7 gui divuigue un schéma de vacoingtion contre le virus Ebola comprenant
un "prime-boost " basé sur Pexpression d'un antigéne par un adénovitus, DY
gt considérg comme {'état de 1a technique e plus proche.

D7 suggere lufilisation de ce schema de vaccination ufilisant 'adénovirus
contre Mycebacterium tuberculosis, &t suggére de supprimer les régions E de
Yadénovirus.

La différence entre D7 et la présente demande est l'utilisation de Rv01196 ot/
o BvD125 comme antigéne.

H n'y pas d'effet technigue surprenant demontre lig & cette difference.

Le probléme & résoudre est par conséquent ia mise a disposition d'un vacein
contre Mycobacterium tubsroulosis .

WORO0S071083 {D1) déant un adénovirus de chimpanzé de type 3 qui est
100% ientique aux SEQ. 1D 11,12 et 18 ot 98,8% dentique &la SEQ. 1D 13
utitisé comme vaccine contre Mycobacterium  tubsrculosis en génsral
{revendication 7).

WO2006133811  (D2) décrit ChAd3 (exemple 2, tableau 1) dont les
séquences sont 100% identiques aux séguences SEQ. 1D 10,11,12 et 16 ot
99.9% identique  ala SEQ. 1D 13. Il est utiliseé comme vaccin contre 'hépatite
C {HOV). I inclut les délétions AE1, E3,E4 etiou E4AdSorf6 (sxemple 2).
Chade3 { exemple 3, tableau 3) comprend les délétions AE1, E3,E4 etiou
E4AdSorf8.

WQ2013123579 {D3) décrit un adénovirus de chimpanzé, de maniére
preférge, ChAAS or ChAdSE3 codant pour un antigene de Mycobacterium
tuberculosis. Des régimes de "prime and boost” homologues el hétérologues
ulitisant des adénovirus de chimpanzé sont évalués dans le paragraphe [40).
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OPINION ECRITE N dlenragistrement national
(FEUILLE SEPAREE) BE201605611

WQO2011130627 {(D4) décrit ChAdE3 (SEQ. 1D 4,5,8) gui est 100% identigue
4 la SEQ. 1D 18 et Chadd qui sont utilisés comme vaccin " prime-boost "
contre le virus Ebula.

01 10 D5 décrivent Putilisation comme vaccin des adénovirus Chad3 etiou
Chadgs.

Les antigénes spécifiques utilisés sont connus et sont protecteurs. Lantigéne
MI70 utilisé comme vacein ayant un schéma dadministration de type “prime
boost” est divulgud dans D8, D9 ef Rv1198 et RvB125 sont deécrits dans DB,

Clast powrquod, la combinaison de ces documenis est évidente a moins qu'un
effet technique inattendu soit démontré pour une combinaison spécifique
decrite dans la présente demande lelle que dépuseée,

it est noté que la présente demande ne deécrit dans ses exemples que des
résultats incluants la séquence optimisée de M72 (8EQ. 1D 8) exprimée
dans ChAd3 et ChAde3 ulilisant un schéma d'administration de type " prime-
boost" et comprenant de grandes délétions des régions E {(page 68). linyva
pas de résultats concernant Rv1196 ou Rv0128 dans ChAd.

Cest pourquoi, l'objel des revendications 1-80 nimplique pas dactivité
inventive.

Remargue

4.1 Les revendications 1-417-70 corcerment une methode de  tfraitement
chirurgical/therapeutigue du corps humain/animal. Par conséquent, leur objet
n‘est pas brevetable. Cependant, les revendications ayant pour objet un
produit, notamment des substances ou compositions destinées & éwe
utitisées dans un premier ratement mégdical ou toul traitement médical
suivant peuvent élre acceptées.
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