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NOUVELLES METHODES D’ INDUCTION D’UNE REPONSE IMMUNITAIRE

Domaline technique
La présente 1nvention concerne des méthodes permettant

d’ indulre une réponse 1mmunitalre, en particulier des méthodes

d’ 1mmunisation consistant a admlinistrer au molns deux fols une

composlition 1mmunogene contenant des adjuvants, la dose

adminlistrée la deuxleme fols étant plus faible que 1la

premlere.

Contexte de 1l/’/invention

La vacclnation est 1"’une des méthodes les plus efflicaces pour

prévenilr les maladiles infectleuses. Cependant,

pre——

"1sante

1"administration unigue d’un antigene est souvent 1nsu

pour conférer une immunité complete et/ou 1induire une réponse
durable. Certalines approches conslstent a ajouter des
adjuvants au vaccin et/ou a administrer des doses de
rappel (en d’autres termes, 11 s’aglt de restimuler la réponse

immunitalre en admlnistrant une ou plusleurs autres doses de

1"antligene) pour 1nstaurer une 1mmunité forte et durable vis-

a—-vlis du pathogene spécifique. Le vacclin administré en rappel

et le wvacclin administré en primovacclnation peuvent étre 1les

mémes (rappel homologue) ou Etre différents (rappel

hétérologue). L’approche 1la plus fréguente pour le rappel

homologue consiste non seulement a administrer le méme vaccln,

mals également a 1l’admilnistrer a la méme dose a chaque fols.
Le paludisme est 1’une des maladilies pour lesquelles 1la

vacclnation nécesslite plusilieurs 1njections. Le paludisme est

1"un des problemes de santé majeurs a 1l’échelle planétalre. En
2010, 1"Organisation mondiale de la santé a estimé a

219 millions le nombre de cas de paludisme dans le monde. Le

paludlsme est provogqué par le paraslite protozoalre du
genre Plasmodium.
Le cycle de vie du parasilite est complexe et nécessite

deux hotes, 1’homme et 1le moustiligque, pour pouvolr é&tre

complet. L’1Infection de 1’homme résulte de 1’1inoculation de

sporozolites par 1l’intermédialre de la salive du moustigue
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infecté. Le stade du sporozoite a été 1dentifié comme une

clble potentielle pour un vaccln antilpaludigque. La principale

protéine de surface du sporozolte est connue sous le nom de
protélne clrcumsporozoilite (protéine CS). Le RTS,S, antigene
basé sur 1la protéline CS de Plasmodium est a 1’étude depuils
plus de 25 ans et constitue actuellement le candidat le plus
évolué pour un vaccln antilpaludilique.

Au tout début du projet, 1le RTS,S a été étudié dans un

essal clinigue de taille modeste, en assoclation avec un

adjuvant composé de la 0S21 et du 3D-MPL assocliés a une
émulsion huilile dans 1l’'eau (Stoute et al. 1997 NEJM 336:80).
Cette étude prévovalt un calendrier d’admilinistration de troils
doses completes, mals a cause d’'une réactogéniclté excesslve,
la troisieme 1injection a ¢été réduite a 1/5¢ de 1la dose

complete et a été admilnistrée plus tard gue la date

lnitialement prévue. Au final, cette étude a permls de

protéger s1x des sept sujets participants. Dans les travaux
qul ont suilvl, un calendrier d’immunisation de troils doses

completes a été utilisé et, dans des études plus récentes,

employant aussl ce méme calendrier, le RTS,S a été complété

d’ une préparation liposomale comprenant la 0S21 et le 3D-MPL.
Cet adjuvant est désigné sous le nom de AS0O0l et est décrit,

notamment, dans les documents WO 96/33739 et WO02007/068907) .

Les données récentes provenant d’un essal c¢linigue de

Phase de grande envergure, ou le vaccin RTS,S/AS01 a été

adminlistré en trols doses 1dentiques a 1 mois d’intervalle ont
montré gue sur 18 mois de suivi, le wvaccin RTS,S/ASO01

rédulsalt presgque de moltié le nombre de cas de paludilisme chez

les Jeunes enfants (b a 17 mols au moment de 1la premilere

vacclnation) et rédulsalt de pres d’un quart le nombre de cas

de paludlsme chez les nourrissons (6 a 12 semalnes au moment
de la premlere vacclnation) sur une période de sulvi de
18 mo1ils.

pre——

S1 des progres significatifs ont été faits dans 1le

domalne de la recherche et de la mise au point des wvaccins, 11

—

n’ en demeure pas molns que les efforts doivent étre poursulvis

pour développer de nouvelles composlitions l1mmunogenes et de
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nouvelles méthodes d’ Immunisation contre certalnes maladlies,

—

notamment le paludlsme, dqul solent extrémement efficaces, sans

danger, rentables, durables et guil 1ndulsent un large spectre

N

de réponses 1lmmunlitalres a réactlvité crolsée.

Résumé de 1l/’/invention

Il a été trouvé de manlere surprenante, dgu’avec une méthode

N

d’ 1mmunisation a plusleurs doses utilisant un vacciln

—

antipaludigque a adjuvant, 1’Immunisation est plus efficace

10 guand 1la dose de rappel est moins forte que 1la dose de
primovacclnation (dose d’amorce) dqgque lorsgque les doses sont

les mémes. L"’adjuvant utilisé comprend un agoniste de TLR4, 1le

3D-MPL et 1la QS2Z21, une fraction de saponline i1mmunologlguement

active.
15

Dans un premler aspect, 1’'i1nvention concerne donc une
méthode permettant d’i1ndulre une réponse 1mmunlitalre chez
1" homme et consistant a administrer au sujet une premilere
composlition lmmunogene comprenant un ou plusileurs antigenes et

200 un premier adjuvant, puls une seconde composlition Immunogene
comprenant un ou plusleurs antigenes et un second adjuvant, la
premliere et la seconde composition avant au molns un antigene
en commun, le premlier et le second adjuvant comprenant un
agoniste de TLR et/ou une saponine immunologiguement active et

25 avant au molns 1l’un de ces deux composants en commun et

. le second adjuvant contenant une quantité du composant en

commun plus faible gque le premier adjuvant, et/ou

. l1"antigene en commun étant 1le RTS,S et la seconde

composlition contenant une qgquantité de RTS,S plus falble gque 1la

30 premiere composition,

N

a condition gue la premlere et 1la seconde composition ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

MPL associliés a une émulsion huile dans 17eau.

35 Dans un autre aspect, 1l’1nvention concerne une méthode

permettant d’ 1ndulre une réponse lmmunlitalre chez 1’homme et

N

conslistant a admlnistrer au sujet une premlere composlition



BE2015/5209

lmmunogene comprenant le RTS,S et un adjuvant, puls une
seconde composlition lmmunogene comprenant le RTS,S, 17adjuvant
comportant un agoniste de TLR et/ou une saponine
1mmunologigquement active, et la seconde composlition lmmunogene

5 ne contenant pas d’adjuvant.

Breve description des figures
Figure 1 : Pourcentage des sujets wvaccinés qgqul n’ont pas
développé de parasitémlie apres le « challenge » sur une

10 période de suilvli de 28 jJours. Fx désigne le groupe « Fraction

de dose administrée ultérieurement », RRR 1le groupe « 0, 1,

2 mols », et CTL le groupe témoiln
Figure 2 : Séquence de RTS
Figure 3 : Ségquence de 1"antigene de VZV
15
Description détaillée
Comme décrit précédemment, 1" 1nvention concerne, dans un
premler aspect, une méthode permettant d’indulre une réponse
lmmunitalre chez 1’homme et consistant a admlinistrer au sujet
20 une premliere composltlion lmmunogene comprenant un ou plusileurs
antigenes et un premler adjuvant, puls une seconde composlition
lmmunogene comprenant un ou plusilieurs antigenes et un second
adjuvant, la premiere et la seconde composition avant au molns
un antigene en commun, le premlier et le second adjuvant
25 comprenant un agoniste de TLR et/ou une saponine
lmmunologigquement active et avyvant au molns 1l’un de ces deux
composants en commun,

¢ |e second adjuvant contenant une dJguantité du composant en

commun plus faible que le premier adjuvant, et/ou

30 e 1’7antigene en commun étant le RTS,S et la seconde

composlition contenant une dgquantité de RTS,S plus faible que
la premiere composition,

a condition gue la premlere et 1la seconde composition ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

35 MPIL, associliés a une émulsion huile dans 1’eau.
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L 1nvention concerne également une  premilere composition

immunogene utilisée dans une méthode permettant d’indulre une

réponse 1mmunlitalre chez 1’homme et consistant a adminlstrer
au sujet une premlere composlition lmmunogene comprenant un ou
plusieurs antlgenes et un premler adjuvant, puls une seconde
composltlon Immunogene comprenant un ou plusleurs antigenes et
un second adjuvant, la premlere et la seconde composilition
avant au molns un antigene en commun, le premilier et le second
adjuvant comprenant un agoniste de TLR et/ou une saponine
lmmunologigquement active et avyvant au molns 1l’un de ces deux
composants en commun,

¢ |e second adjuvant contenant une dJguantité du composant en

commun plus faible gue le premier adjuvant, et/ou

e |'antigene en commun étant le RTS,S et la seconde

composlition contenant une dgquantité de RTS,S plus faible que

la premiere composition,

N

a condition gue la premlere et 1la seconde composition ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

N

MPIL assoclés a une émulsion huille dans 17 eau.

L 1invention concerne cgalement une seconde composition

lmmunogene utllisée dans une méthode permettant d’ induilire une

N

réponse 1mmunlitalre chez 1’homme et consistant a adminlstrer
au sujet une premlere composlition lmmunogene comprenant un ou
plusieurs antlgenes et un premler adjuvant, puls une seconde
composltlon Immunogene comprenant un ou plusleurs antigenes et
un second adjuvant, la premlere et la seconde composilition
avant au molns un antigene en commun, le premilier et le second
adjuvant comprenant un agoniste de TLR et/ou une saponine
lmmunologigquement active et avyvant au molns 1l’un de ces deux
composants en commun,

¢ |e second adjuvant contenant une dJguantité du composant en

commun plus faible gue le premier adjuvant, et/ou

e |’antlgene en commun étant le RTS,S et la seconde

pre——

composlition contenant une dgquantité de RTS,S plus faible que

la premiere composition,
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a condition gue la premlere et 1la seconde composition ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

MPL associliés a une émulsion huile dans 17eau.

L 1nventlion concerne, dans un autre aspect, 1l’utillisation

d’ une seconde composlition lmmunogene comprenant un ou

plusleurs antigenes et un second adjuvant dans la fabrication
d’un médicament permettant d’indulre une réponse 1mmunitailre
chez 1’homme, ledlt sujet avant déja recu une premliere
composltlon Immunogene comprenant un ou plusleurs antigenes et
un premlier adjuvant, la premlere et la seconde composition
avant au molns un antigene en commun, le premilier et le second
adjuvant comprenant un agoniste de TLR et/ou une saponine
lmmunologigquement active et avyvant au molns 1l’un de ces deux
composants en commun,

¢ |e second adjuvant contenant une dJguantité du composant en

commun plus faible gue le premier adjuvant, et/ou

e |’antlgene en commun étant le RTS,S et la seconde

composlition contenant une dgquantité de RTS,S plus faible que
la premiere composition,

a condition gue la premlere et 1la seconde composition ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

MPL associliés a une émulsion huile dans 17eau.

L"1nvention concerne, dans un autre aspect, une méthode
permettant d’ 1ndulre une réponse lmmunlitalre chez 1’homme et
conslistant a admlnistrer au sujet une premlere composlition
lmmunogene comprenant 1le RTS,S et un adjuvant, puls une
seconde composition lmmunogene comprenant le RTS,S, 17"adjuvant
comportant un agoniste de TLR et/ou une saponine

lmmunologlgquement active, et la seconde composition lmmunogene

ne contenant pas d’adjuvant. Dans un mode de réalisation de
cette méthode, la premilere et la seconde composition
comprennent toutes les deux 25 microgrammes de RTS,S ou

50 microgrammes de RTS, S.
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N

D’ une manlere dJénérale, la méthode de 1’invention cherche a

N

lndulre une réponse 1mmunilitalre protectrice, autrement dit a

lmmunliser ou a vacclner le sujet contre 1le pathogene dont

provient 1l’antligene. Dans un mode de réalisation, 1l’'efficacité

5 wvacclnale de 1la méthode de 1'invention est améliorée par

~

rapport a un schéma thérapeutigque dans lequel la premilere

composlition et la seconde composition sont 1dentiqgues. Par

exemple, 1l’efficacité wvaccilnale, d’'apres 1l’exemple 1nclus 1c1i,

peut étre améliorée d’au molins 10 %, par exemple de 25 %. Dans

10 un mode de réalisation, 1l'efficacité wvaccinale obtenue est

supérleure a 80 %, par exemple supérieure a 90 %, d’'apres

1"exemple 1nclus 1ci. La méthode peut donc étre utllisée pour

prévenir les maladiles infectieuses (autrement dit en

prophylaxie). La méthode peut par ailleurs étre utillisée en
15 1mmunothérapilie, autrement dit pour tralter une maladle, par
exemple le cancer, en 1ndulsant ou en stimulant une réponse

immunlitalre.

Adjuvants utililisés dans la méthode de 1’ invention

20 Comme décrit précédemment, le premilier adjuvant et le second
adjuvant comprennent un agoniste de TLR et/ou une saponine
1mmunologigquement active et ont au molins 1'un de ces deux

composants en commun.

Dans un mode de réallsation, le premier adjuvant et le

25 second adjuvant comprennent donc tous les deux un agonliste de

TLR. Dans un autre mode de réalilsation, le premier adjuvant et

le second adjuvant comprennent tous les deux une saponine

1mmunologigquement active. Dans un autre mode de réalilisation
encore, le premler adjuvant et le second adjuvant comprennent
30 tous les deux  un agonliste de TLR et une saponine

immunologigquement active.

Dans un mode de réallsation, le premier adjuvant et le

second adjuvant sont constitués des mémes composants. Dans ce
mode de réallsation, les composants des deux adjuvants sont
35 donc les mémes, mals ne sont pas nécessalrement présents dans
les mémes proportions relatives. Par exemple, le premler

adjuvant et le second adjuvant peuvent tous les deux étre



10

15

20

25

30

35

BE2015/5209

constitués d’un agoniste de TLR et d’une saponline dans une
préparation liposomale, mals le rapport agoniste de TLR sur
saponline peut étre de 5:1 dans le premier adjuvant et de 1:1

dans le second adjuvant.

Dans un autre mode de réalilsation, le premler adjuvant et
le second adjuvant sont constilitués des méme composants et les
proportions relatives sont les mémes. Mals dans ce mode de
réallisation—la, s1 les proportions relatilves des composants de

1"adjuvant sont les mémes, leurs dguantilités absolues peuvent

—

étre différentes. Par exemple les quantités absolues de tous

les composants présents dans le second adjuvant peuvent, par
exemple, valolr un cilngquleme des quantités absolues de tous
les composants présents dans le premier adjuvant.

Comme décrit précédemment, dans un mode de réalilsation,

le second adjuvant contient une guantité du composant en

commun plus faible (c’est—-a-dire une quantité de 1"agonlste de

TLR plus faible ou une quantité de la saponine plus faible ou

une quantité plus falble des deux) que le premlier adjuvant.

Dans un mode de réalisation, la gquantité dans le second

O

adjuvant est au moilins 10 % plus falble, par exemple au molins

25 % plus falble, par exemple au moins deux foilis plus faible,

par exemple au molns troilis fols plus faible, par exemple au

molns dquatre fols plus faible, par exemple au moilns cing foils

plus failble, par exemple au moins s1X fols plus faible, par

exemple au molns sept fols plus faible, par exemple au moins

pr—

hult fois plus faible, par exemple au moins neuf fols plus

falble, par exemple au moilins dix fols plus faible, par exemple

au moins 15 fols plus faible, par exemple au moins 20 fo1is

plus falble gque dans le premler adjuvant.

Dans un autre mode de réallsation, la qgquantité dans le

second adjuvant est entre 2 et 50 fois plus faible, par

exemple entre 2 et 20 fols plus falble, par exemple entre 2 et

15 fois plus faible, par exemple entre 2 et 10 fois plus

falble, par exemple entre 3 et 7 fols plus falble, par exemple

entre 4 et 6 foilis plus failble gque dans le premier adjuvant.
Comme décrit précédemment, dans un mode de réalilsation,

le premler adjuvant et 1le second adjuvant comprennent un
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agoniste de TLR (Toll-like receptor, récepteur de type Toll).

L’utilisation d’agonistes des TLR dans les adjuvants est bien

connue de 1’Etat de 1l'’art et a été revue par exemple par
Lahiri et al. (2008), Vaccine 26:06777. Parmi les TLR qul

—

peuvent étre stimulés pour obtenir un effet adjuvant figurent
TLR2, TLR4, TLR5>, TLR7, TLR8 et TLRY9. Les agonistes de TLRZ,

TLR4, TLR7 et TLRS, et en particulier les agonistes de TLR4,

sont préférés.

Parmli les agonilistes de TLR4 appropriés Tfigurent 1les
lipopolysaccharides, par exemple le lipide
monophosphorigque A (MPL) et lipide monophosphorique A 3-0-
désacylé (3D-MPL). Le brevet US 4 436 727 décrit le MPL et sa
fabrication. Le Dbrevet US 4 912 094 et 1le certificat de
réexamen Bl 4 912 094 décrivent le 3D-MPL et une méthode

permettant de le fabriguer. L"’adjuvant 1lipidigue a base de
glucopyranosvyle (GLA, glucopyranosyl 1lipilde adjuvant) est un
autre agonlste de TLR4 ; 11 s’aglt d’ une molécule

syvnthétigque semblable au lipide A (volir, par exemple, Fox et

al. (2012) Clin. Vaccine Immunol 19:1633). Dans un autre mode
de réalilsation encore, 1"agoniste de TLR4 peut étre un
agonlste de TLR4 synthétigque, par exemple une molécule de

dlisaccharide synthétique, de structure similaire a MPL et a

3D-MPL, ou 11 peut s’aglr de molécules de monosaccharides
synthétiques, par exemple les COMPOSES amlnoalkyle
glucosaminide phosphate (AGP) décrits, par exemple, dans les
documents W0O9850399, wWo0134617, W00212258, WO03065806,
WO04002599, WO06016997, WO0612425, WO03066065 et WO0190129.

Ces molécules ont également été décrites dans la littérature

sclentifique et celle des brevets sous forme de « lipide A

miméetigques ». Les « liplde A mimétigues » partagent de manilere

appropriée une ©partie de 1l’activité fonctionnelle et/ou
structurelle avec le 1lipide A, et dans un aspect 11ls sont

reconnus par les récepteurs TLR4. Les AGP tels qgu’i1ls sont

décrits 1cl sont parfols désignés « liplde A mimétiques » dans

1"Etat de 1'art. Dans un mode de réalisation préfére,
1"agoniste de TLR4 est le 3D-MPL. Les agonlistes de TLR4, par

exemple le liplide monophosphorique A 3-0-désacylé (3D-MPL), et



10

15

20

25

30

35

10

BE2015/5209

leur utililisation comme adjuvants dans les wvaccins ont, par

exemple, été décrits dans les documents WO 96/33739 et
WO2007/068907 et ont été revus par Alving et al. (2012) Curr
Opin 1n Immunol 24:310.

Dans un autre mode de réalisation de 1la méthode de
1" 1invention, le premier adjuvant et le second adjuvant

comprennent une saponlne lmmunologlguement active, par exemple

une fraction de saponline lmmunologliguement active, par exemple
la QS21.

Les adjuvants comprenant des saponines ont été décrits

dans 1’Etat de 1l’'art. Les saponlnes sont décrites par

—

Lacallle-Dubols et Wagner (1990) A review of the biological et

pr——

oharmacologlcal actilivities of saponlines. Phytomedicine vol

2:363. Les saponlines sont connues pour étre utilisées comme

adjuvants dans les vacclins. Par exemple, 1la saponine Quil-

A® (dérivée de 1'écorce de Quillaja saponaria Molina, arbre

origlnalre d'Amérigque du Sud), a été décrite par Dalsgaard et

al. en 1974 ("Saponlin adjuvants", Archiv. fur dile gesamte

Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlin, 243) pour

avolr une activité adjuvante. Des fractions purifiées de Quil-

A®R ont été 1solées par HPLC gul conservent 17activité
adjuvante de Qull-A® sans la toxicité assoclée (Kensil et al.
(1991) J. Immunol. l4d4o: 431. Des fractions de Quilil—-A® aussil
décrites dans le brevet US 5 057 540 et 1l’article "Saponilnes

as vacclne adjuvants", Kensil, C. R. Crit Rev Ther Drug
Carrier Syst, 1996, 12 (1-2):1-5b.

Les deux fractions QS7 et 0S21 (également connues sous le

nom de QA-7 et QA-21), sont les deux fractions approprilées

pour étre utililisées dans la présente 1nvention, la (0S21 étant

une fraction de saponline i1mmunologligquement actilive préférée. La
0S21 a été revue par Kensil (2000) dans O0O'Hagan, Vaccine

Adjuvants: preparation methods and research protocols. Homana

Press, Totowa, New Jersevy, chapitre 15. Des systemes

d’ adjuvant sous forme de particules comprenant des fractions
de Quilil-A®, par exemple QS21 et (QS7, sont notamment décrits
dans les documents WO 96/33739, WO 96/11711 et W02007/068907.
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Outre d’ autres composants, 17" adjuvant comprend de

préférence un stérol. La présence d’'un stérol peut par

allleurs réduire la réactogénicilté des composlitions comprenant

des saponlnes, vVvVolr par exemple 1le document EP0822831. Le

béta-sitostérol, le stigmastérol, 1" ergostérol,

1" ergocalciférol et le cholestérol figurent parmi les stérols

appropriliés. Le cholestérol est particulierement approprié. De

manliere appropriée, la fraction de saponlne 1mmunologliguement
active est la 0S21 et le rapport QSZ2l:stérol va de 1:100 a 1:1
o/, par exemple de 1:10 a 1:1 p/p, par exemple de 1:5 a 1:1

p/p.

Dans un mode de réalisation préeféré de 1la méthode de

1" 1nvention, 1l"agoniste de TLR4 est le 3D-MPL et la saponilne

immunologigquement active est la QS21.

Dans certalns modes de réalisation, 1”adjuvant  se

présente sous la forme d’une émulsion huille dans 1’eau,

comprenant par exemple du squalene, 1l’alpha—-tocophérol et un

pre——

tensiocactif (volr par exemple le document W095/17210) ou sous

la forme d’un liposome, la présentation liposomale étant la

forme préférée.

Le terme « liposome » utilisé 1ci fait référence a des

structures lipidigques uni- ou multilamellailres (en particuliler
2, 3, 4, b5, o6, 7, 8, 9 ou 10 lamelles selon le nombre de

membranes lipldigques formées) entourant un millieu agqueux. Les

liposomes et les préparations de liposomes sont bien connus de

1"Etat de 1l’art. Les présentations liposomales sont décrites,
par exemple, dans les documents WO 96/33739 et W02007/068907.

Les lilpides gqul sont capables de former des liposomes 1ncluent

toutes les substances ayvant des propriétés lipidigques ou de
tyvpe lilipidigque. Les lilpides pouvant constituer les lipides des
liposomes peuvent étre sélectionnés dans le groupe comprenant
les glycérides, les glyvcérophospholipides, les
glycérophosphinolipides, les glycérophosphonolipides, les

sulfolipides, 1les sphingolipides, les phospholipides, 1les
lsoprénolides, les stéroides, les stéarilnes, les stérols, 1les

archéollpides, les lilipides cationigques synthétigques et 1les

hvdrates de carbone contenant des 1lipides. Dans un mode de
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réalisation particulier de 1" 1nvention, les liposomes
comprennent un phospholilipide. Parmi les phosphollpides
APPropriés figurent (sans s’y limiter) la

phosphocholline (PC) qgul est un 1ntermédilalre dans la synthese

de la phosphatidylcholine ; les dériveés naturels de

—

phospholipides : la phosphocholine d’eceuf, la phosphocholine de

soja, la phosphocholine de soja hydrogénée, la sphingomyéline

comme phospholipilides naturels ; et les dérivés synthétigques de

phospholipldes : la phosphocholilne (didécanoyl-L—-a-
phosphatidylcholine [DDPC], la
dilaurovlphosphatidylcholine [DLPC], la
dimyristoylphosphatidylcholine [DMPC], la dipalmitoyl
phosphatidylcholine [DPPC], la distéaroyl
phosphatidylcholine [DSPC], la dioléovyl
phosphatidylcholine [DOPC], la l-palmitovl, la 2=
oléovylphosphatidylcholine [POPC], la diélaidoyl
phosphatidylcholine [DEPC]), le phosphoglycérol (1,2-
dimyristoyl-sn—glycéro—-3—-phosphoglycérol [DMPG], le 1,2
dipalmitovyl-sn—glycéro—-3—-phosphoglycérol [DPPG], le 1,2-
distéaroyl-sn—-glycéro—-3-phosphoglycérol [DSPG], le 1—

palmitoyl-2-oléoyl-sn—glycéro—-3-phosphoglycérol [POPG]),
1"acide phosphatidique (acide 1,2-dimyristoyl-sn—-glycéro—3-

phosphatidique [DMPA], 1"ac1lde dipalmitovl
phosphatidigque [DPPA], 17 acide distéaroyl-—
phosphatidique [DSPA]), la phosphoéthanolamine (1, 2—
dimyristoyl—-sn—glycéro—-3-phosphoéthanolamine [DMPE] la 1,2-

dipalmitoyl-sn—glycéro—-3—-phosphoéthanolamine [DPPE], 1la 1,2-

distéarovl-sn—glycéro—-3—-phosphoéthanolamine [DSPE], la 1,2-

dioléovl-sn—glycéro—-3—-phosphoéthanolamine [DOPE]), la

phoshosérine, le polyéthylene glycol [PEG] phospholipide.

La tailille des liposomes peut varler de 30 nm a plusieurs

um selon la composilition des phospholipides et la méthode

utilisée pour les préparer. Dans des modes de réalilisation

particuliers de 1’'1nvention, la taille des liposomes se situe

dans la gamme de 50 nm a 500 nm, et dans d’autres modes de

réalisation de 50 nmm a 200 nm. La diffusion de 1la lumiere
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laser dynamigque est une méthode utillisée pour mesurer 1la

tallle des liposomes et blen connue de 1’homme du métiler.

Dans un mode de réallsation particulierement approprieg,

les liposomes utililisés dans 1’1nvention comprennent la DOPC et

5 un stérol, en particulier le cholestérol. Dans un mode de
réalisation particulier, les compositions de 17'1invention

comprennent donc la 0SZ21 dans une dguantité gquelcongue décrite

1c1 sous la forme d'un liposome, ledit liposome comprenant la

DOPC et un stérol, en particulier le cholestérol.

10 De préférence, le premier adjuvant et le second adjuvant

comprennent le 3D-MPL et 1la 0S21 dans une préparation

liposomale.

Dans un mode de réalisation, le premler adjuvant comprend

entre 25 et 75, par exemple 50 microgrammes, de 3D-MPL et
15 entre 25 et 75, par exemple 50 microgrammes de (QS21 dans une

préparation liposomale et le second adjuvant comprend entre 5

et 15, par exemple 10 microgrammes de 3D-MPL et entre 5 et 15,
par exemple 10 microgrammes de QS21 dans une préparation

liposomale.

20 Dans un autre mode de réalisation, le premier adjuvant

comprend entre 12,5 et 37,5, par exemple 25 microgrammes, de

3D-MPL et entre 12,5 et 37,5, par exemple 25 microgrammes de

PS21 dans une préparation liposomale et le second adjuvant

comprend entre 2,5 et 7,5, par exemple 5 microgrammes de 3D-
25 MPL et entre 2,5 et 7,5, par exemple 5 microgrammes de QS21

dans une préparation liposomale.

Il est bien connu gue pour l’administration parentérale,
les solutions dolvent étre physilologiguement 1sotonigues

(c’est—a—-dire AVOlr une osmolalité pharmaceutiguement

30 acceptable) pour éviter la déformation ou la 1lyse des

cellules. Un « agent d’i1isotonicité » est un composé gul est

physiologigquement toléré et qul confere une toniclté

appropriée a une préparation (par exemple les composlitions

lmmunogenes de 1’ 1nventilion) pour éviter le flux net de 1l’eau a

35 travers les membranes des cellules en contact avec la

préparation. Des composlitions adjuvantes agueuses qul

contiennent 100 mM de chlorure de sodlum ou plus, par exemple
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le systeme adjuvant A (ASA) figurant dans les documents WO
2005/112991 et W02008/142133, ou les adjuvants liposomaux

décrits dans le document W02007/068907, sont connues.

Dans certalns modes de réalilisation, 1l’agent d’isotonicilité

5 utilisé pour la composition est un sel. Dans d’autres modes de

réallsation, cependant, la composition comprend un agent

d’ 1sotonlcité non 1onigue et la concentration du chlorure de

sodium ou la force 1onigque de la composition est 1nférieure a

100 mM, par exemple 1inférileure a 80 mM, par exemple 1nférleure

10 a 30 mM, par exemple 1nférieure a 10 mM ou 1inférieure a 5 mM.

Dans un mode de réallsation préféré, 1’'agent d’i1sotonicité non

lonigue est un  polvol, par exemple le sorbitol. La

concentration du sorbitol peut, par exemple, étre comprise

Q

entre environ 3 % et environ 15 % (p/v), par exemple entre

15 environ 4 % et environ 10 % (p/v). Des adjuvants comprenant
une fractlion de saponlne 1mmunologlguement active et un

agonliste de TLR4 ou 1l’agent d’isotonicité est un sel ou un
polyol ont été décrits dans le document W02010142685,
notamment dans les Exemples 1 et 2 du document W0O2010142685.

20 Dans un autre mode de réalisation, le premier adjuvant

et/ou le second adjuvant ne comprennent pas d’aluminium.

Antligenes utillisés dans la méthode de 1’ invention.

Dans un mode de réallsatlion de la méthode de 1’1i1nvention, la

25 seconde composilition contient une guantité de 1’antligene en

commun plus faible gque dans la premiere composilition.

Dans un mode de réalisation, la gquantité de 1l’antigene en

commun dans la seconde composlition est au moilins 10 3 plus

falble, par exemple au moilns 25 % plus failble, par exemple au

30 molns deux fols plus failble, par exemple au molins trols folils

plus falble, par exemple au molns dJquatre foils plus faible, par

exemple au molns cing foils plus failble, par exemple au molns

six foilis plus falble, par exemple au molns sept fols plus

faible, par exemple au molns huit fols plus failble, par

—
-

35 exemple au moins neuf fols plus failble, par exemple au molins

dix foilis plus faible, par exemple au moins 15 fois plus
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falble, par exemple au moins 20 fols plus faible gque dans 1la

premlere composition.

Dans un autre mode de réalisation, la qguantité de

l1"antigene en commun dans la seconde composlitlion est entre 2

et 50 fols plus faible, par exemple entre 2 et 20 fois plus

faible, par exemple entre 2 et 15 fois plus failble, par

exemple entre 2 et 10 fols plus faible, par exemple entre 3 et

/] fols plus faible, par exemple entre 4 et 6 fols plus faible
que dans la premlere composlition.
Comme décrilt  précédemment, la premilere composition

lmmunogene et la seconde composition 1mmunogene possedent au

molns un antigene en  commun. Dans certalns modes de
réalisation, les antigenes présents dans la premiere et 1la

seconde composltion sont tous les mémes.

Dans un mode de réalilsation, 1l’antigene en commun est un

antigene de Plasmodium, par exXemple un antigene de P.

falciparum ou de P. vivax. Dans un mode de réalisation,

1"antigene en commun est la protélne cilircumsporozoite (CP) ou

un fragment 1mmunogene ou un varlant de celle—-c1, par exemple

la protéine CS de P. falciparum ou un fragment I1Immunogene ou

un varliant de celle-ci ou la protéine CS de P. vivax ou un

fragment 1mmunogene ou un varlant de celle—c1i.

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

est CelTOS (numéro d’'accession Q8I5P1 : P. falciparum 3D7
CelTOS ; GenBank : AAN36249).), TRAP (numéro d’accession
CAD52497.1 GI:230615505) ou Pfs2bh (numéro d’ accessilon

AAN35500.1 GI:23495169) ou un fragment 1mmunogene ou un
variant de CelT0OS, TRAP, et/ou Pfs2b5.

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

est une protélne Immunogene constituée de 1’'antigene de

surface S du virus de 1"hépatite B (HBsAg) ou un fragment

immunogene de celle—-c1, ou une protélne 1mmunogene comprenant

HBsAg ou un fragment Immunogene de celle—-c1, par exemple une

pre——

"érent.

protéine de fusion de HBsAg avec un antlgene di

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

L]

est un antigene de VZV, par exemple la glycoprotéine gkE (ou

gpl) de VZV ou un dérivé 1mmunogene de celle-ci. La
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L]

protéine gkE de type sauvage ou pleline longueur est constilituée
de 023 aclides amlnés comprenant un peptide signal, la majeure

partie de la protéline, une réglion d’ ancrage

hydrophobe (résidus 5460-558) et une dqueue C—-termlinale. Dans un

L]

L]

aspect, une extrémité C tronquée de gE (également désignée (.

tronquée) est utililisée, la troncature éliminant 4 a 20 pour

cent du nombre total des résidus d’ acides amlinés de

L]

1"extrémité carboxy-terminale. Dans un autre aspect, 1la g
tronguée est dépourvue de la région d’ancrage de 1’extrémité

carboxyllique (de manlere approprliée, a peu pres les acides

aminés 547-023 de la séguence de type sauvage). Dans un autre

L]

L]

aspect, la gE est une gE tronguée de séguence SEQ ID NO. 2.

L g€ gk, ses dérivés sans ancrage (gqul sont aussil

des dérilvés 1mmunogenes) et leur production sont décrits dans

le document EP0405867 et les références de la présente

pre——

description (volir aussl Vafai (1994) Vaccine 12:1265). Le

L]

document EP192902 décrit aussl la gE et sa productilion. La g

trongquée dont la séguence est illustrée en figure 3, est aussi

décrite par Haumont et al. Virus Research (1996) 40:199, et

est 1ntégrée 1cl entierement par référence.

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

est un antlgene de CMV, par exemple la gB ou un fragment

lmmunogene de celle-ci1 ou un variant de celle-c1i. Les

antigenes dérivés de la gB appropriés ont été décrits dans le
document WO 2012/049317, ©publié aux Etats-Unis sous la

référence US2013216613 et qul est 1ntégré par référence en vue

de décrilire les protélnes approprilées a utililiser dans 1la

présente 1nvention.

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

est un antligene de RSV, par exemple la protéine F de RSV ou un

fragment 1mmunogene de celle—-cl ou un varlant de celle-ci. Les
antigenes dérivés de la protélne F approprlés ont été décrits

dans le document W02010149745, par exemple les varlants de 1la

protéine F 1llustrés dans les séquences SEQ ID NO : 18, SEQ ID
NO : 20 et SEQ ID NO : 22 du document W02010149745. D’"autres
antligenes du RSV appropriliés ont été décrits dans les documents
WO2011008974 et WO2012158013.

L]




10

15

20

25

30

35

17

BE2015/5209

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun
est un antigene du virus de la dengue, par exemple un virus de
la dengue entilier 1nactivé ou vivant atténué. La composition
peut étre multivalente et contenlr par exemple Jgquatre souches

du virus de la dengue ou plus.

Dans un autre mode de réalisation, 1l’antigene en commun

est un antigene du virus Haemophilus 1influenzae, par exemple

[*]

la protéilne et/ou la piline A ou des fragments I1mmunogenes

de celles—-c1 ou des variliants de celles—-c1, par exemple ceux
décrits dans le document WO2012139225.

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

est un antigene de M. tuberculosis, par exemple 1’"antiligene
M72, par exemple 1"antilgene décrit dans le document
W02006/117240, ou le brevet américalin US No. 8 470 338 et qui

est 1ntégré par référence en vue de décrire 1les protéilnes

appropriliées a utiliser dans la présente 1nventilon.

Un fragment Immunogene peut avolr une longueur guelcongue

pourvu gqu’1l conserve ses propriétés Immunogenes. Le fragment

peut, par exemple, comprendre 5 acides amlinés consécutifs ou

plus, par exemple 10 acilides amlinés consécutifs ou plus, par

exemple 20 acides aminés consécutifs ou plus, par exemple

50 acldes amilnés consécutifs ou plus, par exemple 100 acides

amlnés consécutifs ou plus de la protéine CS.

Dans un autre mode de réallsatilion, 1l’antigene en commun
comprend ou est constitué d’un varilant de la protéine CS.

Un variant polypeptidigque peut contenlir un certaln nombre

de substitutions, de préférence de substitutions

conservatrices (la modification peut concerner par exemple, 1

a b0, par exemple 1 a 25, en particulier 1 a 10, et tout

particulierement 1 résidu(s) d’acilide(s) aminé(s) par rapport a

la ségquence de référence). De manliere  approprilée, ces

substlitutions ne se produlsent pas dans la région d’un épitope

et n’ont donc pas d’incidence signifilicative sur les proprilétés

1mmunogenes de 1l’antigene.
Les variliants des ©protélnes peuvent aussl étre des

varlants contenant des acldes amlinés supplémentalres par

rapport a la ségquence de référence ; ces 1nsertions peuvent,
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par exemple, se produlre dans 1 a 10 sites (par exemple 1 a
5 sites, de manlere appropriée 1 ou 2 sites, en particulier
1 site) et peuvent, par exemple, impligquer 17ajout de
50 acldes amlnés ou molns en chacun des sites (par exemple

20 acilides amlnés ou molns, en particulier 10 acides amlinés ou

molns, en particuller b5 acldes amlinés ou molns). De manilere

appropriée, ces 1nsertions ne se produlsent pas dans la région

d’un épitope et n’ont donc pas d’incidence significatilive sur

—
-

les propriétés 1mmunogenes de 1"'antigene. Un allongement bref

de résidus d’'histidine (par exemple 2 a © résidus) qul

favorise 1’expression et/ou la purification de 1l’antigeéne en

question constitue un exemple d’i1nsertion.
Les varlants peuvent aussl étre des wvarlants ou des

acldes amlnés ont été délétés par rapport a la séguence de

référence ; ces délétilons peuvent, par exemple, se produlre
dans 1 a 10 sites (par exemple 1 a b siltes, de manilere
appropriée 1 ou 2 slites, en particuliler 1 site) et peuvent,
par exemple, 1mpllgquer la délétion de 50 acides amilnés ou
molns en chacun des sites (par exemple 20 acides aminés ou

molns, en partiliculler 10 acildes amineés ou  moilns, en

particulier 5 acides amlnés ou molns). De manlere approprilée,

ces délétions ne se produlsent pas dans la région d’un épiltope

et n’ont donc pas d’ilncidence significative sur les propriétés

lmmunogenes de 1l’antigene.
L homme du métier saura reconnaltre qgue le variant d’une
protélne peut contenilir des substitutilions, des délétions et des

insertions (ou l1l’une guelcongque de ces assoclations) .

Les varlants présentent de préférence une 1dentité d’au

molns environ /0 %, de préférence au molins environ 80 %, et de

maniere préférée entre toutes au moins environ 90 % (par

&

exemple au molns environ 95 %3, au molns environ 98 % ou au

molns environ 99 %) avec la ségquence de référence assoclée.

Les algorithmes BLAST et BLAST 2.0, gqul sont décrits par
Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-3402 (1977) et
Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990),

respectivement, sont des exemples d’'algorlithmes approprilés
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pour déterminer le pourcentage d’identité et de simililarité
entre deux séguences.
Un wvarlant approprié de la protéine CS peut étre un

varlant ou certalnes parties de la protéine CS sont sous 1la

5 forme d’une protéine hvbride avec 1l’antigene de surface S du

virus de 1"hépatite B (HBsAg). L’antigene du wvariant de CS

peut par exemple étre sous la forme d’une protélne hvybride
comprenant sensiliblement toute 1la portion C-termilnale de 1la

protéine CS, guatre répétitions en tandem ou plus de la région

10 1mmunodominante de la protéine CS, et HBsAg. La protéilne
hvbride peut comprendre une séguence Jul contlent au molins
160 aclides aminés et qgqul est sensiblement homologue a 1la
portion C—-terminale de la protélne CS, mals dépourvue de 1la
séquence d’ancrage hydrophobe. La protéine CS peut étre

15 dépourvue des 12 derniliers acldes amlinés de 1’extrémité C-

terminale. Elle peut par aillleurs contenir 4 ou plus, par
exemple au moins 10 répétitions tétrapeptidigques Asn-Ala-Asn-—

Pro (NANP)ou plus.

La protélne hybride utilisée dans 1’'1nvention peut étre

20 une protéline gqul comprend une portion de la protéine CS de P.

falciparum correspondant sensiblement aux aclides aminés 207-

395 du clone 3D7 de P. falciparum, provenant de la souche NF54

fusionnée en phase par 1l’'intermédiaire d’un 1lieur « linker »

linéalre a 1’'extrémité N-terminale de  HBSsAg. Le lieur

25 « linker » peut comprendre une portion de preS2 provenant de

HBsAg. Les constructions de CS approprilés pour étre utillisées

dans la présente 1nvention sont exposées dans le document WO

93/10152, qui a donné lieu aux Etats-Unis aux brevets US
No. 5 928 902 et o 169 171, ces deux documents étant 1ntégrés

30 par référence en vue de décrire 1les protéines appropriées a

utlliser dans la présente 1nvention.

La protélne hybride connue sous le nom de RTS (figure 2)
[décrite dans le document W093/10152 (ou elle est désignée
RTS* et dans le document W098/05355)] est une protéine hybride

35 spécifigue utilisée dans 1’1nvention et est constituée de

— Uun résidu méthionine

— Troils résidus d’acides aminés : Met Ala Pro
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- un allongement de 189 acldes amlnés représentant 1les

acldes aminés 207 a 395 de 1la protéine CS de P. falciparum,

souche 3D/

- un résidu glycine

- quatre résidus d’acides aminés, Pro Val Thr Asn,
représentant les gquatre résidus de 1'extrémité carboxy-

terminale de la protéiline preS”Z du V1rus de

1" hépatite B (sérotype adw), et
- un allongement de 226 acides amlnés, codé par 1les

nucléotides 1653 a 2330, et désignant la protéine S du virus

de 1’hépatite B (sérotype adw).

Le RTS peut étre sous la forme de particules mixtes de

RTS,S. Les particules de RTS,S comprennent deux polypeptldes,

RTS et S, gul peuvent étre synthétisés simultanément et former
spontanément des structures particulaires composites (RTS,S).

La protélne RTS peut étre exprimée dans la levure, par

exemple S. cerevisiae. Dans ce type d’'hdéte, la protéine RTS

sera exprilmée sous forme de particules de lipoprotéilnes. La
souche de levure hdte peut déja porter dans son Jgénome

pluslieurs coples 1ntégrées d’ une cassette d’expression de S du

virus de 1"hépatite B. La souche résultante synthétise alors

deux polypeptilides, S et RTS, qul s’unissent spontanément pour

former des particules mixtes de lipoprotéines (RTS,S). Ces

particules peuvent présenter les ségquences CSP de 1"hybride a

leur surface. Les antigenes RTS et S dans ces particules

mixXxtes peuvent étre présents en un rapport spécifigque, par

exemple 1:4.

Le RTS,S a été revu par exemple par Vekemans et al.
(2009) Vaccine 275:G67 et Regules et al. (2011) Expert Rev.
Vaccines 10:589.

Dans un mode de réalisation, la premlere composlition
lmmunogene comprend entre 25 et 15, par exemple
50 microgrammes, de RTS,S et la seconde compositlion lmmunogene

comprend entre 5 et 15, par exemple 10 microgrammes de RTS, S.

Dans un autre mode de réalisation, la premliere
composltlion 1mmunogene comprend entre 12,5 et 37,5, par

exemple 25 microgrammes, de RTS,S et 1la seconde composition
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lmmunogene comprend entre 2,5 et 7,5, par exemple

5 microgrammes de RTS, S.

Dans un autre mode de réallsation, l’antigene en commun

est dérivé de 1la protéine CS de P. vivax. Des wvarilants

approprilés de la protéline CS de P. vivax ont été décrits. Par

exemple, le document W02008009652, publié aux Etats-Unis sous

la référence US20100150998 et 1ntégré par référence en vue de

décrilire les protélnes approprilées a utlliser dans la présente

1nvention, décrit des protélnes hybrides de fuslon 1mmunogenes

comprenant : a. au molns une unité répétée dérivée de 1la

région répétée d’une protélne circumsporozolite de type I de P.

vivax, b. au molns une unité répétée dérivée de la région

répétée d’'une protéine clrcumsporozolite de @ type de

P. vivax, et c¢. 1l’antigene de surface S dérivé du virus de

1"hépatite B, ou un fragment. La séquence SEQ ID NO : 17 du

document WO02008009652 décrit une protéiline hybride de fusion

spéclfique, appelée CVS—-S. Lorsqu’elle s’exprime conjolntement

avec l’antigene de surface S dérivé du virus de 1’hépatite B,
11 se forme des particules de CSV-5,S (WO2008009652). Ces

particules peuvent aussl étre utilisées dans 1la présente

ilnvention.

Dans un autre mode de réalisation, 1l’antigene en commun
est un mélange de partilicules comprenant RTS et CSV-S. Ces

particules ont été décrites dans 1le document WO0O2008009650,

publié aux Etats-Unis sous la référence TUS20100062028 et

intégré par référence en vue de décrire les protéines

approprlées a utlliser dans la présente 1nvention.

Schémas d’ Immunisation, populations clbles et modes

d’ administration

Comme décrit précédemment, la méthode de 1’invention consiste
a admlnistrer une premlere composlition Ilmmunogene comprenant
un ou plusieurs antlgenes et un premler adjuvant, puls une
seconde composlition 1mmunogene comprenant un ou plusieurs

antigenes et un second adjuvant.

Dans un mode de réallsation, le délail entre

1"administration de la premlere composltion et
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1"adminlistration de la seconde composition est compris entre 1
et 24 mols, par exemple entre 1 et 18 mols, par exemple entre
1 et 12 moils, par exemple entre 2 et 10 moilis, par exemple
entre 3 et 9 mols, par exemple entre 4 et 8 mols.

La méthode de 1l’invention peut comprendre une ou
plusleurs autres admilnistrations de composlitions Immunogenes
en plus de 1l’administration de la premlere composlition et de
1"administration de la seconde composition. Le sujet peut, par
exemple, recevolr plusieurs doses de la premlere composilition
avant l’administration de la seconde composition. Alnsl, par

exemple, dans un mode de réalilisation, la premliere composlition

est administrée deux foilis avant 1’administration de la seconde
composition. Le sujet peut, sinon ou en plus, recevolr

plusieurs autres doses de 1la seconde composlition apres la

premliere adminlistration de la seconde composition. Dans un
mode de réalisation de la méthode de 1’ 1invention, la seconde

composltion est ainsi adminilistrée une ou plusleurs autres

fols. Voicl les schémas possibles, non limitatifs

a. Premlere composilition puls seconde composilition

b. Premiere composlitlion puls premlere composltion puls
seconde composition

c. Premiere composlition  puls seconde composlition  puils
seconde composition

d. Premlere composltion puls premlere composlition puls
premlere composlitlon puls seconde composition

e. Premliere composition puls premlere composlition puils
seconde composlition puls seconde compositilion

—
—

f. Premilere composlition  puls seconde composlition puls

seconde composlition puls seconde compositilion
Les délals pour le schéma b. peuvent par exemple étre 0, 1, 5

(c’est—-a—-dire Mois 0O, Mois 1, Mois 5) ou O, 1, o ou 0, 1, 7 ou

o, 1, 8 ou 0, 1, 12. De méme, les délals pour 1le schéma cC.

peut par exemple étre 0, 1, 5 ou 0, 1, 6 ou 0, 1, 7 ou 0, 1, B8

ou 0, 1, 12. Des délais plus courts pour les schémas b. et c.

peuvent par exemple étre Jour 0O, Jour 7, Jour 14.
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Dans un autre mode de réalilisation, la seconde compositilion

peut par exemple étre admilinistrée sous forme d’'un rappel
annuel récurrent, par exemple pendant 1 a 5 ans ou plus.

Le sujet humaln a tralter selon la méthode de 1’1nventilion
peut étre de n’i1mporte quel age. La méthode de 1’1nvention

peut étre utillisée dans le cadre d’'un programme d’éradication

du paludilisme, augquel cas 11 peut étre utlle d’immuniser

sensliblement la population tout entiere, c’est—-a—-dire tout

groupe d’age. Dans un mode de réalisation, cependant, le sujet

humain a plus de 18 ans lorsque la premiere composition est

adminlistrée. Dans un autre mode de réallsation, le sujet

humain a moins de cing ans lorsque la premlere composltion est

adminlistrée. Dans un autre mode de réallsation, le sujet est
agée de 6 a 12 semalnes ou de 5 a 17 mols. Les sujets vovyageant
dans les régions ou le paludisme est endémigue constituent une
autre populatlion particullerement approprilée.

La premlere et la seconde composition peuvent étre

pre——

adminlistrées par dilifférentes voles approprilées, notamment la

vole parentérale, par exemple 1ntramusculalre ou sous—cutanée.

Dans un mode de réalisation particuliler, la seconde

composltion est admlnistrée en 1ntradermigue. Le tTerme

intradermique, tel gu’i1l est utilisé 1c1i, veut falre référence

a 1l’application d’antigeéenes dans le derme et/ou 1’épiderme du

sujet humain. L’application 1intradermigque d’une composition

pr——

lmmunogene peut étre effectuée par n’i1mporte dgquelle méthode

cutanée connue de 1"homme du métier, y comprls mals sans s’y

pr——

limiter, au movyen d’ un dispositit d’ 1njection

pre——

court (dispositif comprenant une micro-—algullle d’environ 0,72

a environ 0,6 mm de longueur) ou au moven d’un timbre cutané.

Les dispositifs appropriés utilisés avec les vaccins cutanés

décrits 1cl comprennent les dispositifs a micro—algullle par
exemple ceux décrits dans les documents US 4,880,499,
Uus 5,190,521, US 5,328,483, US 5,527,288, USs 4,270,537, US
5,015,235, Us 5,141,496, US 5,417,662 et EP1092444. Les

vacclns cutanés peuvent aussl étre admilnistrés par des

dispositifs quil limitent la profondeur de  pénétration

—

effective de 1l’ailgullle dans la peau, par exemple ceux décrits
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dans le document W099/34850. Les dispositifs d’'injection a jet
qul administrent des vaccins ligquldes dans le derme par

1" Intermédialire d’un 1njecteur a jet ligquide ou d’une alguille

conviennent également. Les dispositifs d’administration de

5 poudre/particule balistique guil utilisent un gaz comprimé pour

que le vacclin sous forme de poudre traverse rapldement les
couches externes de la peau pour accéder au derme conviennent
également. Les timbres cutanés comprennent Jgénéralement un
support contenant un substrat sollide. Les timbres admilinistrent

10 1"antigene et 1l’adjuvant de 1’1nvention dans le derme ou

1" éplderme. Dans un mode de réalisation particulier, les
timbres de la présente 1nventlion comprennent plusleurs

microprojections. Les microprojections peuvent avolr n’ 1mporte

quelle forme approprilée pour pouvolr percer le stratum

15 corneum, 1’épiderme et/ou le derme, et administrer 1’antigene

et 1’adjuvant dans 1’éplderme ou le derme. Dans un mode de
réalisation particulier, les microprojections sont
biodégradables et comprennent un polymere bilodégradable.

Les composilitions 1mmunogenes utililisées dans 17 i1invention

20 peuvent étre fabriguées en mélangeant le ou les antigenes et

1"adjuvant. Ledit antigene peut étre fourni sous forme

lvophilisée ou dans une préparation ligquide. Pour chaque

composilition, un kit peut étre fournli comprenant un premler
réclplent contenant 1"antigene et un second réciplent

25 contenant 1’adjuvant.

De manlere approprilée, les compositlons lmmunogenes selon
la présente 1nvention ont un volume-dose humaln comprls entre
0,05 ml et 1 ml, par exemple entre 0,1 et 0,5 ml, en
particulier un volume-dose d’environ 0,5 ml, ou O,7 ml. Le

30 volume de la seconde compositlion 1mmunogene peut étre réduilt,
et étre comprilis par exemple entre 0,05 ml et 0,5 ml, par
exemple entre 0,1 et 0,2 ml. Les volumes des compositions

utilisés peuvent dépendre des voles d’administration, les plus

petits volumes étant administrés par vole 1ntradermigue.

35 Les références figurant dans la présente demande, Vv

comprls les demandes de brevet et les brevets délivrés, sont

toutes 1ntégrées 1cl par référence. Les termes « comprenant »,
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« comprennent » et « comprend », utilisés 1c1, peuvent

eéventuellement étre substitués par les termes « consilstant
en », « constitués par » et « constitué par », respectivement.
L'exemple suivant permet de poursulvre la description de 1la

—

présente 1nvention, mals n’est pas limitatif pour autant

EXEMPLE : Vaccination utilisant le RTS,S et l1l’adjuvant ASOl et
« challenge » expérimental du paludisme.

Vacciln

Le RTS, S est prodult dans une levure (S. cerevisiae)
essentiellement comme décrit dans le document WO 93/10152.

Une dose « standard » de RTS,S/AS01 contient 50 ug
d’ antigene RTS, S lyophilisé reconstitué dans 500 npl

d’ adjuvant ASO1L contenant les immunostimulants 3D-MPL®
(GlaxoSmithKline Biologicals, Montana, USA) et 0S21 (50 png de

chaque) dans une préparatlion avec liposomes.

Une « fraction de dose » de RTS,S/AS01 représente 100 nl
de la solution ci-dessus, c’est—-a-dire qgqu’elle contient 10 nug
d’ anti1gene RTS,S lyvophilisé, 10 png de 3D-MPL et 10 png de QS21

avec liposomes.

Méthodologile

Un essal clinigque a été effectué pour évaluer 1la

tolérance, la réactogénicité et 1’efficacité d’'un vacciln

antipaludigue contenant 1’antigene RTS,S et 17adjuvant ASO]
vis—a-vlis d’'un « challenge aux sporozoites », ledit wvacciln
étant administré en 1ntramusculalre chez des volontalres salns

agés de 18 a 50 ans n’avant Jamals été touchés par le

paludisme. Le groupe « fraction de dose administrée

ultérieurement » a recu deux doses standard, a 0 et 1 mois, et

une fraction de dose [un cinguieme (1/5¢) de la dose standard]
a / mols. Le groupe « 0, 1, 2 mols » a recu trols doses
standard a un mols d’ intervalle.

46 sujets ont été recrutés en deux cohortes et ont été

répartls dans les Jgroupes susmentionnés : « fraction de dose
administrée ultérieurement » (30 sujets) et « 0, 1, 2 mols »

(16 sujets). 12 autres sujets ont été 1nclus dans le groupe
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témoln « 1nfectiosité », c’est—-a-dire des volontalres gul
n’ont recu aucune Immunlisatlion, mals dJgul ont été soumls au
« challenge aux sporozoltes ».

Pour chagque cohorte, les volontalres ont été soumls a un
« challenge primaire » standardisé du paludilisme (Chulay et al.
(1986) Am J Trop Med Hyg. 35:66), également connu sous le nom
de « challenge aux sporozoites », environ 3 semalnes apres la
trolsleme dose de chacun des Jgroupes cl-dessus. Le « challenge

primalre » conslistalt a lailisser c¢ing moustlques Anophelese

stevensi 1nfectés par le sporozoite de P. falciparum pldguer

chacun des volontalres pendant une période de cing minutes.
Apres le « challenge », les sujets ont été sulvis

quotldiennement pendant au moins 30 jours pour étudler chez

eux le développement ou 1’"absence de développement de

1" 1Infection. La détection de 1’1nfection consilistalt a repérer,
par mlcroscople optligque et apres coloration de May-Griunwald
Glemsa, des parasites au stade asexué dans du sang

périphérigque. La présence de parasltes au stade asexué 1ndigue

que le sujet se trouve a un stade d’infection productive, avec

des parasilites qgqul ont été libérés du fole et gqul progressent

vers le stade érvthrocytailre, ce gqul signifie qgue 1la

protection stérile vis—a-vlis du « challenge » n’est pas

—

effective.

Au premler signe d’infection, les sujets ont été déclarés

positifs au paludisme et ont recu une dose curative de

chloroguline. La protection stérile, autrement dit le sujet ne

développe Jamals de paraslitémle de stade asexué, constitualt

pr—

le critere d’'efficacité primalre. Par ailleurs, le délal entre

le « challenge » et 1"apparition d’une parasitémle chez ceux
qul n’étalent pas completement protégés a été enregilistré. La

protection a été évaluée par la proportion de particilpants

lmmunisés gul sont restés exempts de 1’infection a P.
falciparum apres « challenge aux sporozolites » et par un délail

de la période d’ incubation parasitailre condulsant a

l"1infection.

L"efficaclité wvaccinale (EV) est définie par 1le calcul

100* (1-R1sgue relatif). Le test exact de probabilité de Fisher
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a été utillisé pour comparer 1l’i1ncldence du paludilisme entre

chacun des groupes « fraction de dose admlinistrée

ultérieurement » et « 0, 1, 2 mols » et le Jgroupe témoln

« 1nfectiosité ».

Résultats
Nombre de sujets , ,
, . Estimation de
Nombre de sujets vaccinés développant L
Groupes ACCINES une parasitémie apres Petlicacite
vV
P P vaccinale (EV)
le « challenge » Ak
Fraction de
dose
C , 30 4 87
administrée
ultérieurement
0, 1, 2 mois 16 6 63

* Test de Mantel-Haenszel (délai du développement d’une
parasitémie), Fx par rapport a RRR p = 00,0455,
** Parasltémle mesurée a JZ28 apres le « challenge ».

La pulssance de 1'étude n’a pas permls de détecter une

supériorité du groupe « fraction de dose admlinistrée

ultérieurement » par rapport au groupe « 0, 1, 2 moilis », et la

différence entre les deux groupes n’est pas statistiguement

significative (augmentation de 1"EV du Jroupe Fx par rapport

au dJgroupe RRR = 57,0 %, -7,9-88,3], p=0,0741, test de
Fisher). Cependant, 1l’analyse de la différence du délal de
survie du groupe « fraction de dose admlinistrée

ultérieurement » par rapport au dJgroupe « 0, 1, 2 mols », Jqul

tilent compte du délail d’'apparition de 1"'1Infection dans le

groupe « fraction de dose admilnistrée ultérieurement », a bilen

une signification statistique (p = 00,0455, test de Mantel-
Haensze) .
Par ailleurs, 1"analyse comparant les résultats du

bras « fraction de dose administrée ultérieurement » de
1"étude par rapport a des données Jgroupées concernant
95 sujets étudiés dans cing essals RTS,S/AS0l1 de 0, 1, 2 mois

qul sont terminés a ce Jjour (données non présentées), 1ndiligue
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que les résultats obtenus dans la présente étude relevent tres

peu probablement du hasard (p = 00,0045, test de Fisher).
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Revendications

1. Méthode permettant d’indulre une réponse lmmunlitaire
chez 1’homme et consilistant a administrer au sujet une premlere
composlition lmmunogene comprenant un ou plusileurs antigenes et
un premlier adjuvant, puls une seconde composlitlon lmmunogene
comprenant un ou plusilieurs antigenes et un second adjuvant, 1la
premlere et la seconde composition avant au molns un antigene
en commun, le premlier et le second adjuvant comprenant un
agoniste de TLR et/ou une saponine immunologiguement active et
avant au molns 1l’un de ces deux composants en commun et

. le second adjuvant contenant une quantité du

composant en commun plus faible dque le premler
adjuvant, et/ou
. l1"antigene en commun étant le RTS,S et la seconde

composlition contenant une qguantité de RTS,S plus

faible que la premlere composition,

a conditlion qgue la premlere et la seconde composilitlion ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

MPL associliés a une émulsion huile dans 17eau.

2. Méthode selon la revendication 1, le premier adjuvant

et le second adjuvant étant constitués des mémes composants.

3. Méthode selon 1"une qguelconque des revendlcations
précédentes, le premler adjuvant et le second adjuvant étant
constitués des mémes composants dans les mémes proportions

relatives.

4., Méthode selon 1"une guelcongque des revendlcations

précédentes, le second adjuvant contenant une dJuantité du

composant en commun plus faible que le premler adjuvant.

5. Méthode selon 1"une guelcongque des revendlcations

précédentes, la quantité du composant en commun présente dans

le second adjuvant étant au moins 10 % plus faible, par

exemple au molns 25 % plus falble, par exemple au molns deux
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fols plus failble, par exemple au moins troils foils plus faible,

par exemple au moins qgquatre foils plus falble, par exemple au

molns cing fols plus faible, par exemple au molns s1x fols

plus falble, par exemple au molins sept fols plus falble, par

exemple au molns huit foilis plus faible, par exemple au moins

pre——
—

neuf fois plus faible, par exemple au moilins dix fols plus

faible, par exemple au molns 15 fois plus falble, par exemple

au moins 20 foilis plus faible que la quantité présente dans le

premlier adjuvant.

o. Méthode selon 1’une dJguelcongque des revendications

précédentes, la qgquantité du composant en commun présente dans

le second adjuvant étant entre 2 et 50 foilis plus faible, par

exemple entre 2 et 20 fois plus faible, par exemple entre 2 et

15 fois plus faible, par exemple entre 2 et 10 fois plus

failble, par exemple entre 3 et 7 fols plus falble, par exemple

entre 4 et 6 fols plus faible gque la gquantité présente dans le

premler adjuvant.

/7. Méthode selon 1"une quelcongque des revendlcations
précédentes, le premier et le second adjuvant comprenant un
agonlste de TLR, et 1l’'agoniste de TLR étant un agonliste de
TLR4, par exemple le 3D-MPL.

8. Méthode selon 1'une quelcongue des revendlcations
précédentes, le premlier et le second adjuvant comprenant une
saponline 1mmunologiguement active, par exemple la 0S21, et

éventuellement un stérol.

9. Méthode selon 1'une qguelconque des revendications

précédentes, le premier et le second adjuvant comprenant 1le

3D-MPL et la Q0S21 dans une préparation lliposomale.

10. Méthode selon la revendilcation 9, le premier adjuvant

comprenant entre 25 et 75, par exemple 50 microgrammes, de 3D-
MPL et entre 25 et 75, par exemple 50 microgrammes de (QS21 et

le second adjuvant comprenant entre S5 et 15, par exemple
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10 microgrammes de 3D-MPL et entre o5 et 15, par exemple

10 microgrammes de QSZ21.

11. Méthode selon la revendilcation 9, le premier adjuvant
comprenant entre 12,5 et 37,5,
3D-MPL et entre 12,5 et 37,5,

par exemple 25 microgrammes, de

par exemple 25 mlicrogrammes de

0S21 et le second adjuvant comprenant entre 2,5 et 7,5, par
exemple 5 microgrammes de 3D-MPL et entre 2,5 et 7,5, par
exemple 5 microgrammes de QSZ21.

12. Méthode selon 1’'une quelcongque des revendlcations

précédentes, le premier adjuvant et/ou le second adjuvant ne

comprenant pas d’aluminium.

13. Méthode selon 1’une gquelcongque des revendlcations

précédentes, la seconde composition contenant une Jgquantité de

1"antigene en commun plus falble gque la premlere composition.

14. Méthode selon 1’une qguelcongue des revendlcations

précédentes, la quantité de 1l’antlgene en commun présente dans

la seconde composition étant au moins 10 3 plus faible, par

&

exemple au molns 25 3

plus faible, par exemple au moins deux

folis plus faible, par exemple au moins trols fols plus faible,

par exemple au moins quatre foils plus falble, par exemple au

fols

molns cing fols plus faible, par exemple au molns si1X

plus falble, par exemple au molins sept fols plus falble, par

exemple au molns huit foilis plus faible, par exemple au moilns

pre——
—

neur

dix fois plus

folis plus falble, par exemple au molins

faible, par exemple au moilns 15 foils plus faible, par exemple

au molns 20 fols plus failble que la quantité présente dans la

premlere composition.

15. Méthode selon 1’'une quelcongque des revendlcations

précédentes, la quantité de l’antigene en commun présente dans

la seconde composition étant entre 2 et 50 fois plus failble,

par exemple entre 2 et 20 fois plus failble,

2 et 1o

par exemple entre

folis plus faible, par exemple entre 2 et 10 fols plus
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falble, par exemple entre 3 et 7 foilis plus falble, par exemple

entre 4 et 6 foils plus faible que la gquantité présente dans 1la

premlere composition.

5 16. Méthode selon 1’une quelcongque des revendlcations
précédentes, les antigenes contenus dans la premlere et 1la

seconde composition étant tous 1dentigues.

17. Méthode selon 1’une quelcongue des revendlcations
10 précédentes, l1"antigene en commun étant un antigene de
Plasmodium, par exXemple un antigene de P. falciparum ou de P.

vivax.

18. Méthode selon 1’une qguelconque des revendications

15 précédentes, 1"antigene en commun etant la protélne

clrcumsporozolite ou un fragment 1mmunogene ou un variant de

celle—c1i.

19. Méthode selon 1’une quelcongue des revendlcations
20 précédentes, 1l’antigene en commun étant sélectionné dans le

groupe constitué par : RTS, CSV-S, RTS,S et CSV-5,S et des

particules mixtes comprenant RTS et CSV-S.

20. Méthode selon 1’une guelcongque des revendlcatlions

25 précédentes, le délal entre 1’adminilistration de 1la premilere
composition et 1"administration de la seconde composlition
eétant compris entre 1 et 24 mols, par exemple entre 1 et 18
mols, par exemple entre 1 et 12 mols, par exemple entre 2 et

10 moilis, par exemple entre 3 et 9 mols, par exemple entre 4 et

30 8 mois.

21. Méthode selon 1’une guelcongque des revendlcatlions

précédentes, la premliere composlition lmmunogene etant

administrée deux fols avant 1’administration de 1la seconde

35 composition immunogene.
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22 . Méthode selon 1’une dguelcongque des revendications

précédentes, la seconde composition étant administrée une ou

plusleurs fols apres sa premlere admlinistration.

23. Méthode selon 1’une dguelcongque des revendications
précédentes, le sujet humaln étant agé de plus de 18 ans au

moment de 1’administration de la premlere composltion.

24, Méthode selon 1’une gquelcongue des revendications 1 a
21, le sujet humalin étant agé de molns de clng ans au moment

de l’administration de la premlere composition.

25. Méthode selon 1’une dguelcongque des revendications

pre——

précédentes, 1la seconde adminilistration étant effectuée par

vole 1lntradermigue.

260. Composltion Immunogene destlinée a étre utilisée dans

une méthode permettant d’i1ndulre une réponse 1mmunitalre chez
1" homme, la méthode consistant a administrer au sujet une
premlere composltion 1mmunogene comprenant un ou plusieurs
antigenes et un premler adjuvant, puls une seconde composlition
lmmunogene comprenant un ou plusilieurs antigenes et un second
adjuvant, la premiere et la seconde composlition avant au molins
un antigene en commun, le premlier et le second adjuvant
comprenant un agoniste de TLR et/ou une saponine
lmmunologigquement active et avyvant au molns 1l’un de ces deux
composants en commun et

o le second adjuvant contenant une quantité du

composant en commun plus falble que le premiler
adjuvant, et/ou
o l1"antigene en commun étant le RTS,S et la seconde

composlition contenant une dguantité de RTS,S plus

faible que la premlere composition,

a conditlion qgue la premlere et la seconde composilitlion ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

MPL associliés a une émulsion huile dans 17eau.
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27. Composltion 1mmunogene selon la revendication 26
comprenant une ou plusleurs des caractéristiques de 1’une

quelcongue des revendlications 2 a 25.

28. Utilisation d’'une seconde composition  1mmunogene

comprenant un ou plusleurs antigenes et un second adjuvant

dans la fabrication d’un médilicament permettant d’i1nduire une
réponse 1mmunitalre chez 1’homme, ledilit sujet ayant déja recu
une premlere composlitlon lmmunogene comprenant un ou plusieurs
antigenes et un premler adjuvant, la premlere et 1la seconde
composltion ayvant au molns un antigene en commun, le premier
et le second adjuvant comprenant un agoniste de TLR et/ou une
saponline 1mmunologliguement actlive et avant au molns l17un de
ces deux composants en commun

o le second adjuvant contenant une quantité du

composant en commun plus faible que le premler
adjuvant, et/ou
o l1"antigene en commun étant le RTS,S et 1la seconde

composltion contenant une dJguantité de RTS,S plus

failble que la premlere compositilion,

a condition gque la premlere et la seconde composition ne

comprennent pas toutes les deux le RTS,S et la 0S21 et le 3D-

MPL associliés a une émulsion huile dans 17eau.

29, Utilisation selon la revendication 28 comprenant une

ou plusleurs des caractéristiques de 1’une guelcongque des

revendications 2 a 25.

30. Méthode permettant d’indulre une réponse I1mmunitalre
chez 1’homme et consilistant a administrer au sujet une premlere
composlition lmmunogene comprenant un ou plusileurs antigenes et
un premlier adjuvant, puls une seconde composlitlon lmmunogene
comprenant un ou plusilieurs antigenes et un second adjuvant, 1la

premlere et la seconde composition avant au molns un antigene

en commun, le premier et le second adjuvant comprenant le 3D-
MPL et la QS2]1 dans une préparation liliposomale dans les mémes

proportions relatilves, la seconde composition contenant une
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gquantité d’antigene plus faible et/ou une guantité d’adjuvant

plus falble gque la premlere composlition.

31. Méthode selon 1la revendication 30 comprenant une ou
pluslieurs des caractéristiques de 1"une guelconque des

revendications 2 a 25.

32. Méthode permettant d’induire chez 1’homme une réponse
lmmunitalre contre le paludlsme et consistant a administrer au
sujet une premlere composltlion Immunogene comprenant le RTS, S
et un premiler adjuvant, PUlS une seconde composition
lmmunogene comprenant le RTS,S et un second adjuvant, Ile
premler et le second adjuvant comprenant un agoniliste de TLR4
et/ou une saponine 1mmunologliguement active dans les mémes

proportions relatilves, la seconde composition contenant une

quantité d’'adjuvant plus faible que la premiere composition, a
conditlion que la premlere composlitlion ne comprenne pas toutes

le RTS,S et la 0S21 et le 3D-MPL assoclés a une émulsion huille

dans 1’ eau.

33. Méthode selon 1la revendication 32 comprenant une ou
plusleurs des caractérilistiques de 1"une qguelcongque des

revendications 2 a 25.

34. Méthode permettant d’indulre chez 1’"homme une réponse
lmmunlitalre contre le paludisme et consistant a administrer au
sujet une premlere composltion 1lmmunogene comprenant le RTS, S
et un premiler adjuvant, puls une seconde composlition

lmmunogene comprenant le RTS,S et un second adjuvant, le

premler et le second adjuvant étant constitués de 3D-MPL et de
0sS21 dans une préparation liposomale dans les memes

proportions relatives, la seconde composlition contenant une

gquantité d’antigene plus faible et/ou une guantité d’adjuvant

plus falbles gque la premliere composition.
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35. Méthode selon 1la revendication 34 comprenant une ou
plusleurs des caractérilistiques de 1"une qguelcongque des

revendications 2 a 25.

30. Méthode permettant d’indulre une réponse Immunitalre

chez 1’homme et consilstant a administrer au sujet une premlere
composilition I1Immunogene comprenant 1le RTS,S et un adjuvant,
puls une seconde composltion 1mmunogene comprenant RTS, S,
1’ adjuvant comprenant un agoniste de TLR et/ou une saponine
1mmunologigquement active, la seconde composltion Immunogene ne

comprenant pas d’adjuvant.

37. Méthode selon la revendlication 36, 1" adjuvant

comprenant une ou plusilieurs des caractéristigques de 1’une

quelcongue des revendications 7 a 9 ou 12.
38. Méthode selon la revendilcation 36 ou 37, comprenant
une ou plusieurs des caractéristigques de 17une qguelcongue des

revendications 13 a 25.

39. Méthode selon 1’une quelcongque des revendlcatlions 36

a 38, la premlere et la seconde composition comprenant toutes

les deux 25 microgrammes de RTS,S ou 50 microgrammes de RTS, S.
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Figure 1
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Nombre de jours apres le challenge
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Figure 3
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