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(54) NOUVEL ADENOVIRUS

FEE T T AN i R

(57) La présente invention concerne des vecteurs

érivé

adénoviraux pour un antigéne mycobactérien d

d'un adénovirus du singe, et des aspects associés.
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NOUVEL ADENOVIRUS

DOMAINE DE L‘ INVENTION

particuliéremant, les vecteurs adéncviraux dérivé

17adénovirus du chimpanzé ChAdLSS, et les spects

CONTEXTE DE L/ INVENTION

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse

chronique causée par une infection par la Mycobacterium
tuberculosis et dfautres espéces de Mycobacterium.

C’est une maladie importante dans les pavs en
développenment, ainsi gu’un prokbléme croissant dans les

zones développées du monde.

M
Q
A

raccination est 17un des procédés les p

afficaces oour prévenir ou traiter les maladies

infectieuses. L' adénovirus a été largement
les applications de en raison de son

aptitude a obtenir génes hautement

cace dans une cibles et une

}..I N

eff.
grande capacité transgénique. Dordinaire, les génes
d’adénovirus E1 sont supprimés et remplacés par un

cassette transgénique consistant en unpromoteur de

choix, une du geéne dfintérét et un
signal poly A, aboutissant a un virus recombinant a
réplication défectususe.

Les adénovirus recombinants sont utiles dans la
thérapie génigque et en tant gue wvaccins. Les vecteurs

viraux basés
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(Ad) dérivés de 1"homme pour le développement de
vaccins génétiques. Les adénovirus isolés de chimpanzés
sont étroitement 1liés aux adénovirus isolés d humains,
comme démontré par leur propagation efficace dans les
5 celliules d’origine humaine., Toutefois, puisgue les

adénovirus de l’homme et du chimpanzé sont de proches
parents, une réactivité croisée sérologique entre les
deux espéces de virus est possible. Il existe une
demands pour des wvecteur qui délivrent de manigre

10 efficace des molécules & une cilble et minimisent

l7effet d'une immunité

o)

réexistante aux sérotypes

(DX
€3]

dfadénovirus sélecti

o]

n dans la population. Un aspsct

[ N

de 17immunité préexistante qui est observée chez les

humains est une immunité humorale, qui peut aboutir 2

15 la production et la persistance d’anticorps gui sont
spécifiques pour les protéines adénovirales. La réponse

humorale provoquée par 17adénovirus est principalement
dirigée <contre les trois principales protéines de
capside structurelles : la fibre, le penton et 17 hexon.

20 reste nécessaire de proposer de nouveaux procédés

band
of

I
A7 immunisation contre a uberculiose, qui sont

.-a
Ie

havtement efficaces, slrs, adéquats, économigues, de

N 2

longue duré

]
0]
-1

>t induisent un large spectre de réponses

immunitaires. Lesg vecteurs, compositions et procédés de

N
o

la présente invention peuvent avoir une ou plusieurs
des caractéristiques améliorées suivantes par rapport a

Tart antérieu:
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imitation, une

productivité plus élevée, une immunogénicité améliorée

et une expression transgénidgue acorue.
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RESUME DE L’ INVENTION

La présente invention proposs  un  adénovirus
recombinant comprenant au moins un polynucléotide ou
polypeptide sélectionné dans le groupe consistant en

(a) un polynucléotide gui code pour un polypeptide

ayant la séguence d’acides aminés selon SEQ ID N° : 1,

{(b) un polynucléotide gqui code  pour  un dérivé
fonctionnel d’un polypeptide avant la séguence d’acides

20 @

aminés selon SEQ ID N° : 1, dans lequel le
fonctionnel présente une séguence d'acides aminés qgui
est identique au moins 2 80 % sur l'ensemble de =sa

ID N°

longueur de SEQ

1, {c)y un polynucléotide qui code pour un polypseptide
ayant la séquence d’acides amings selon SEQ ID N° @ 3,
(d) un polypeptide avant la séquence d’acides aminés
selon SEQ ID N° : 1, ({e) un dérivé foncticnnel d’un
polypeptide ayant la séguence d’acides aminés selon SEQ

fonctionnel présente

une séguenc st identique au moins

Q.
©

80

17

—

semble ¢ a la

(i

sur ens ongueur séquence

d"acides aminés de SEQ ID N° : 1, et (f} un polypeptide
ayvant la séguence d’acides aminés selon SEQ ID N° : 3 :

u
dans leguel 1"adénovirus comprend une

nucléiques codant pour un

leguel la séquence d’acid

es

manieére opérationnelle a une ou plusieurs séquences qui
dirigent 1’expression dudit antigéne mycobactérien dans

héte.

]_!

une cellule prévue une composition

irus  recombinant et

p...

conprenant adén

pharmacsutiquemnent acceptable. L recombinant

2t les compositions peuvent &t

BEZ03RS618/5610
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médicaments, en particulier pour la stimuiation d’une
réponse immunitaire contre une infection

telle qu’une infection par
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DESCRIPTION DES FIGURES
Figure 1A-C - Alignement des ségquences de
protéines fibreuses a partir des adénovirus simiens
indiqués.
10 ChhAd3 (SEQ ID N° : 27)
PanAd3 (SEQ ID N° : 28)
ChAdl7 (SEQ ID N° : 29)

ChAdl9 (SEQ ID N° :

L8]
(e
-

<
o
w

ChAdZ4 (3EQ ID 1

=
(@]

ChAdl155 (SEQ ID N° :

-

ChAdll (SEQ ID N°

(9]
N
-~

ChAd20 (SEQ ID N° : 33)
Thad31l (SEQ ID N° @ 34)
PanAdl (SEQ ID N° : 35)
20 PanAdZ {(SEQ ID N° : 36)
Figure 2 -~ OCrganigramme pour la production de

vecteurs spécifiques de ChAdiSS5 BAC et plasmidiques
Figure 3 - Représentation schématique espéces C

BAC Shuttle #1365

N
o

Figure 4 - Représentation schématique pArsChAdi5S
AdbSEAorie-2 (#1490)

Figure 5 — Représentation schématigue pChAdl55/RSV

Figur 6 - Représentation schématique BAC

ChAd155/R8V

W
(e

Figure 7 - Productivité de wvecteurs ChAd3 et

Al

ChAd155 exprimant un transgeéne HIV Gag (Expérience 1)
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Figure 8 - Productivité de vecteurs ChAd3 et

ChAdl55 exprimant un transgene HIV Gag (Expérience 2)
= i

Figure 9 -~ Productivité de vecteurs PanAd3 et

RSV
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expression de vecteurs ChAdJ3

- P
{

et ChAdlSS exprimant un transgeéne HIV Ga

K

Figure 11 - Niveaux dfexpressicn de vecteurs

exprimant un transgene HIV Gag -

Blot

10 Figure 12 - Immunogénicité de wvecteurs ChAd3 et

ChAdl55 exprimant un transgéne HIV Gag - IFN-ELISpot
ganmmea

,

Figure 13 - Imnuncogénicité de vecteurs PanAd3 et

rimant un transgeéne HIV Gag -

15 ganmma

SEQ ID N° : 1 - Séquence polypeptidigue de fibre

20 SEQ ID K° : 2 ~ Séqguence polynucléotidigue codant

pour la fibre Chadli:d

S8EQ ID N° : 3 - Séquence polypeptidi de penton
ChAd155
SEQ ID N° : 4 - Séqguence polynucléotidigue codant

N
o

pouvr le penton ChAdl:SS

SEQ ID ®° : 5 - Séqguence polypeptidigue d’hexon

o -~ O o~ P .. ] a4 . .. R
SEQ ID N : o - Séguence polynucléotidigue codant

Y

pour 1 hexon ChAJLb!
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polynucléotidique codant

pour ChAd1L5#1434
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polynuclécotidigue codant

w
[¢N
o
o
O
[©)

SEQ ID N° : 8§ -
pour ChAdIS55#139%0

SEQ ID K¥° : 9 - Séguence polynucléotidigue codant
pour ChAJL1S55#1375

5 SEQ ID N° @ 10 - Séquence polynucléotidigue codant

pour ChAdLLL de type sauvags

SEQ ID N° : 11 = Séquence polynucléotidigue codant
pour ChAdl

codant

10 pour le promoteur CASI
SEQ ID N° : 13 - Séquence polynucléotidique amorce

1 Ad5orf6
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Séguence polynucléotidigue amorce
1 BAC/CHAJ1SS | AEL TetO hCMV Rpsl-Kana

SEQ ID N° : 16 - Séquence polynucléotidigue amorce
2 BAC/CHAALISS AEL TetO hCMV kpsL-Kana (#1375)

SEQ ID N° : 17 - Séguence polynucléotidigue amorce

20 1021~-FW E4 Del Etape 1
SEQ ID N° : 18 -~ Séquence polynucléctidigue amorce
1022-RW E4 Del Etape 1
SEQ ID N° : 19 - ZSéquence polynucléotidigue amorce
1025-FW E4 Del Eta
25 SEC ID N° : 20 - Séguence polynucléotidigue amorce
1026-RW E4 Del Etape 2
SEQ ID N° : 21 - Séguence poliynucléotidigue amorce

amorce
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SEQ ID
CMVtor

SEQ 1D
CMVrev

SEQ ID

SEQ ID

protéine fibreuse

régulateur post

ia marmotte (

EQ ID N°

: 26 - Séguence polynucléotid

WPR®

WPRE}

1
iJ)

Séquence dfacides
de ChaAd3

: 28 - Séquence d’acides

protéine fibreuse de PanAd3

SEQ ID

SEQ ID

protéine fibreuse

SEQ ID

se

Séquence d’acides

reuse de Chadz24

32 - Séquence dfacides
de Chadll

. 3 — A " L= S AT -
: 33 Séquence d’acides

protéine fibreuse de ChAJ20

Séquence d'acides

o 5 o CSAMiianc d’ acide
SN 2eguence QT acioes

use de PanAdl

36 -

Séquence d’acides
PanAd?z

37 - Séqguence d’acides

23 - Séquence poliyauclé

4.L,

éotidiaq

-transcripticnn

otidique

el du

aminés

aminés

aminés
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aminés
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SEQ ID N® : 38 - Séguence polynucléoti

SEQ ID W° : 39 - Séquence polypeptidique de Rv11i74

SEQ ID N° : 40 - Séguence polypeptidique de Rv(0287

SEQ ID
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SEQ ID 1 Séquence peolypeptidique

10 (Mth41)

o - <0 -, . 3 - . P
SEQ ID N° : 43 - Séquernce polypeptidique de Rv3875

SEQ ID ®° : 44 - Séguence polypeptidique de Rv3804

=
(@]
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e
O

ID N° : 45 - Séqguernce polypeptidique de Rv1886

SEQ ID N : 46 - Séguence polypeptidigue de RvZ031
(aipha-cristalliin)
SEC ID N° : 47 - Séqguence polypseptidique de Rv1%80
20 (Mpt64)
SEQ ID N° : 48 - Séguence polypeptidique de Rv(288
(TB10.4)
SEQ ID N° : 48 - Séquence polypeptidique de Rv1753
SEQ ID N°® @ 50 - Séguence polypeptidigue de Rv2386
25 SEC ID N° : 51 - Séqguence polypeptidique de Rv361i6
(Mth40)
SEQ ID N° : 52 - Séguence polypeptidique de Rv3407
SEQ ID N° : 53 - Séguence polypeptidigque de Rv2660
SEQ ID N° : 54 - Séguence 08
30 SEQ ID N° : 55 - Séguence polypeptidigue de Rv3619
SEQ ID N° : 56 - Séguence polypeptidique de Rv3620
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SEQ ID N° : 57 - Séguence polypeptidique de Rv18L3

SEQ ID N° : 58 - Séquence polypeptidique de Rv1009
(RpfR)

SEQ ID N : 59 - Séguence polypeptidigue de RvZ385

o}
1
3
)
—
L.
Z
o
.

] N e Ao A -
SEQ ID N° @ 62 - Séguence
y ks N Arviteary e ¥ a4 34 1A i D<r(VA4AT5
10 SEQ ID N~ : 032 - Séguence polypeptidique de Rv(475

SEQ ID N° : 64 - Séqguence polypeptidigue de Rv(1iZ
o - @ - o _ . ~ _ 2 oaz 3 T -
SEQ ID N° : 65 - Séguence polypeptidique de Rv(0125

mature mutbé Ser/Ala

- I TC -
15 SEQ ID N° : 66 -
o/ T W ° . a7
SEQ ID N : b7 -

SEQ ID N° : 68 =
SEQ ID N° : 69 - Séquence polypeptidique de Mtbh72f

N T o ~
SEQC ID N 2 70 -

20

Tuberculcse
La tuberculose (TB) t une maladie infectiesuse
chronigue causée par une infecticn par la Mycobacterium
25 uberculcosis et dfautres especes de Mycobacterium.

C’est une maladie impcortante dans les pavs en
développemen ainsi gu’un probléme croissant dans les
zones développées du monde. Prés d'un tiers de la

population mondiale est considéré comme inf

0 manieére latente par les bacilles de la TB, avec environ

[@9]
(-

o)

9 millions de ncuveaux cas de TB active et 1,5 million
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de morts Eaviron des personnes infectées

par le bacille de la TB développeront une TB active,
chague perscnne scouffrant d’une TB active ctant en
moyenne 10 3 15 autres personnes chagus annés (Données
2014 relatives a la tuberculose de 1'Crganisation
Mondiale de la Santé).

La Mycobacterium tuberculosis infecte les
individus par la vole respiratoire. Les macrophages
alvéolaires engloutissent la bactérie, mais =lle east
capable de survivre et de preliférer en inhibant la
fusion du phagoscme avec les lyscsomes acides. Une
réponse immunitaire complexe impliguant les lymphocytes
T CD4+ et CD8+ survient, aboutissant pour finir a la

o

ration Au =0t du succes de

(&3

d'un gr

Mycobacterium ftuberculosis en que pathogene se
trouve le fait gue la Dbact isolée, mais non
éradiquée, peut persister pendant de longuss périodes,
laissant un individu vulnérable au développement

isur de la TR active.

Moins de 5 % des individus infectés développent la
'B  active au cours des premieéres années apres
infection. Le granulome peut persister pendant des
décennies et est censé contenir la Mycobacterium
tuberculosis vivante dans un état de dormance, dépourvu
dfoxygeéne et de nutriments. Toutefols, 11 a été suggéré
que la majeure partie des Dbactéries dans 1’é&tat de
dormance se trouvent dans des types de cellules non
macrophages réparties dans tout le corps {(Locht et al,
Expert Opin. Biol, Ther. 2007 7{11}y:1665-1677). Le

développement de la TB active survient  lorsque
17éguilibre entre 1fimmunité naturelle de 1'héte et le

BEZ03RS618/5610
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un  événement
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immunosuppresseur {(Anderson P Trends in Microbiology

Une hypothése dynamique décrivant 17éguilibre

5 entre la TB latente et la TB active a également £&té

proposde  {Cardona Intlammation & Allergy - Drug
Targets 20006 6:27-39 ; Cardona P-J Infection 2009

infection puisse étre

10 pendant une période de temps considérable, la maladie
active se manifeste le plus communément par une

inflammation aigué des poumons, entrainant un état de
fatigue, une perte de poids, de la fievre et une toux

persistante. S$1i elle n’est pas traitée, de sérieuses

’.A
8]

complications et la mort
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La tuberculose peut dfcordinaire étre contrdlée en
utilisant une thérapie antibiotique prolongée, Dbien
gu’un tel traitement ne soit pas suffisant pour
empécher la propagation de la maladie. Les individus

20 infectés de maniére active peuvent étre largement
ctomatiques, mais contagieux, pendant un certain

eurs, alors que 1

D

respect du régime de

('A

traitement (gui dure d’ordinaire ¢ mois ou plus) est

primordial, le comportement du patient est difficile 3

N
o

surveiller, Certains patients ne terminent pas la curs
thérapeutigue, ce qui peut conduire a un t
inefficace et au développement d'une résistance au
médicament.

La tuberculose multirédsistante (TR MR) est une

[@9]
s

G forme qui ne réagit pas aux médicaments de premiére

intention. Selon les estimations, 480 000 persconnes ont
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développé la TR MR en 2013. La TB MR peut étre traitée
en utilisant des médicaments de seconde intention.

.
H
L.

Toutefols, les opticons de traitement de seconde

intention sont limitées et les médicaments recommandés

5 ne sont pas toujours disponibles. La chimiothérapie

intensive requise (jusqu’a deux ans de traitement) est

coliteuse et peut produire de séveres aeffets
indésirables chez les patients.

La tuberculcse ultrarésistante (TB UR) survient

16 lorsgu’une résistance aux médicaments de seconde

intention se développe en plus de la résistance aux

qu'environ 9,0 % des cas de TB MR souffrent de TB UR

(Données sur la tuberculose de 170Organisation Mondiale

’.A
8]

de la Santé 2014).
Méme Si un cycle complet de traitement

antibiotique est achevé, 17infection par M,

tuberculosis ne peut pas étre éradiquée de 17individu
£«

infectd et peut rester sous la forme dfune infection

I'D\

20 latente gui peut étre réactivée. Par conséguent, un

o
D
-

diagnostic précis et précoce a maladie est de la
plus haute importance.
Actuellement, une vaccination avec une bactérie

vivante atténuée est le procédé le plus largement

NS
o
<
t
-2
}-
-
(4]
o

pour induire une dimmunité protectrice. La

[@]

mycobacterium la plus courante emplovée a cette fin est
le bacille Calmette-Guérin (BCG), une souche avirulente
de M. bovis gqul a été développée en premier lieu il y a

plus de 60 ans. Elle est administrée & la naissance

W
(e

dans les régions endémiques de TB. Toutefois, 1la

Iala

sécurité et 1’efficacité du BCG sont une source de
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controverse - alors qu’ il protégs contre une
manifestation grave de la maladie chez les enfants,

l7efficacité du BCG contre la maladie chez les adultes

5
}

est variable. Par ailleurs, certains pays, tels

5 Etats-Unis, ne vaccinent généralement pas le public
avec c2t agent.

Plusieurs des  protéines gui sont fortement

exprimées au cours des premiéres étapes de 17 infection

par  Mycobacterium  se sont avérées fournir une

16  protection efficace dans les modéles de waccination

étapes de 1’'infect
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H’l

ournir une réponse

immunitaire pour répondre aux derniers stades de

=
(S}

19infection. Un contrdle adéguat lors d'une infection
latente peut nécessiter des
spécifiques pour les antige

exprimés a ce stade. Les vac

ciblent directement les
20  dormantes peuvent ailder a assurer une protection contre
la réactivation de la TR, améliorant ainsi le contrdle
de la TB, ou permettant méme 17éliminatiocn de

17infection. Un vaccin ciblant une TB latente pourrait

par conséguent réduire de maniére significative et

N
(&1

économique les taux globaux d

Les wvaccins basés sur des antigeéenes au dernier

avec des antigénes a un stade précoce

vaccin multi-phase. En variante, le

v

&
o,
®

et/ou de dernier st
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utilisés pour compléter et améliorer la vaccination par

D’ordinaire, i’cbjectif des procédés cde

17 invention est d'induire wune réponse Immunitaire
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un pathogene associé. L invention peut par

conséquent Etre appliquée a la prophylaxie, au

traitement ou a 1’amélioration dfune infection par
mycobactéries, telle qu’une infection par Myccobacterium

16 bovis ou Mycobacterium tuberculosis, en particulier,

Mycobacterium tuberculosis.

invention peut é&tre prévue aux fins de

-
1
4

- prophvlaxie de la turberculose active due 2 une

infection (& savoir, turberculose primaire) ou une

Pk ] {2 aosyTr 1 + a7 - P - Py P
réactivation (& savolir, tuberculose secondaire), telle

’.A
8]

que par administration & un sujet qui n'est pas
infecté, ou en variante 4 un suj«
infection latente ;
- prophvlaxie de la tuberculose latente, telle que
20  par administration & un sujet gui nfest pas infecté ;
- traitement de la tubercu:

de la réactivation de la

(03

- prévention ou retar
tuberculose, en particulier, retard de la réactivation,
par exemple d'une période de mois, années  ou

iment ; ou

N
o
.
(O3
[N
(2}
F
:*

- traitement de la tuberculose active (tel gu’une

réduction du besoin de traitement chimiot

l'i

crapevtique
gqu’une réduction de la péricde de traitement

chimiothérapeutiqgue, de la compléxité d’une posologie

W
(e

ou dfun dosage du traitement chimiothérapeutique ; en
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variante pour réduirs le risque a’une rechute
uvltérisure suite au traitement chimiothérapeutique

o] itaire cbtenue peut é&fre une

réponse des lymphocytes T spécifique aux antigénes {(qui

5 peut &étre une réponse systémigque et/ou locale). Les

réponses systémiques peuvent étre détectées, par

exemple, a partir dfun échantill

F.
@]
4
—
Q.
)]
[s3)
G
=
>
(o]
o+
@]
¢t
o
o
et
.
=
b

ocales (par exemple, la réponse locale dans
le poumon) peuvent &étre détectées a partir d'un

10 échantillion de tissu approprié (par exemple, un tissu

du poumon) ou un autre procédé dféchantillonnage a
focalisation locale ({par exemple, lavage Dbroncho-
alvéolaire). La réponse des lymphocytes T spécifique

aux antigénes  peut comprendre  une réponse  des

T, telle gqu'une réponse impliguant les

P
(S}
=
-
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o
o
5
o
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<
oF
o
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o 1=
4.

+ T exprimant une pluralité de cytokines
ar exemple, IFNgamma, TNFalpha ou iLz, en
particulier, IFNgamma, TNFalpha et ILZ). En variante ou

en outre, la réponse des lymphocytes T spécifique aux

20 antigeénes comprend une réponse des lymphocvytes CD3+ T,
telle qu’une réponse impliguant les lymphocytes CDE+ T

exprimant une pluralité de cytokines (par exemple,
IFNgamma, TNFalpha ou IL2, en particulier, IFNgamma,

TNFalpha et ILZ2}.
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pparents de la maladie.
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termes « infection inactive », « infection

dormante » ou « infection latente » ou « turberculose
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latente » désignent une

lésions  apparent(e) de la maladie, de maniere
appropriée, sans symptdéme apparent de la maladie., Un

5 sujet présentant une infection latente sera de maniére

appropriée un sujet testé positif & 1l7ianfection, par

exemple, au moven d'un test dermique & la tuberculine

(TSTy ou dfessais de ibération dfinterféron—gamma

(IGRA), mais gul ne présente pas les symptdmes et/ou

16 lésions de la maladie gqui sont associés a une infection

e terme <« tuberculose primaire » désigne une
maladie clinique, par exemple, une manifestation de
symptémes de la meladie, directemsnt suite & une

infection, par exemple, une infection par la M.

’.A
8]

tuberculeosis., Volr Harrison®s

Medicineg, Chapitre 150, pages 953-96¢ (lgere
Braunwald, et al., eds., 2005).

Les termes « tuberculose secondairs » ou

20 « tuberculose post-primaire » désignent la réactivation

d"une infection dormante, inactive ou latente, par

exempls, une infection par la M. tuberculosis. Voir

Harrison’s Principles of Internal Medicine, Chapitre
150, pages 953-%66 (16°e é&dition, Braunwald, et al.,

N
o
®
w
~
N
(o]
!
U

L’expression « réactivation de la tuberculose »

désigne la derniére manifestation des symptdmes de la

maladie c¢hez un individu gui est testé positifi 3
17infection (par exemple, au movyen d’un test dermique &

W
(e

la tuberculine (TST) ou d’essais de libération

e presente
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malac

appropriée, 17 individu nfaura pas été réexposé A
17infecticon. Le test de diagnostic positif indigue que

17individu est infecté, toutefois, que 17individu peu
avoir ou pas présenté des symptdmes actifs de la
maladie précédemment gul ont été traités de manisre
suffisante pour conduire la tuberculose a un état
inactif ou latent.

De: maniére riée, les procédés sont appliqués
& un sujet gui n’'est pas infecté ou gui présente une
infection latente par mwmycobactéries, telle gu'une
infection par Mycobacterium tuberculosis. Dans un mode

de réalisation, les procédés sont appliqués a un sujet
qui ne présente pas dfinfecticon par Mycobacterium
tuberculosis (dans e contexte de sujets humains) ou
Mycobacterium bovis ({(dans le contexte de sujets
bovins}. Dans un autre mode de réalisation, les

procedés sont appligqués 2 un

infection latente par mycobactéries,

s (dans le

contexte de sujets

humains}) ou Mycobacterium bovis {(dans le ontexte de
sujets bovins).

Dans certains modes de réalisation, le sujet a été
préalablement vacciné par le BCG. Les approches de la

invention peuvent, ex

par emple,

S

o

’2

+
[

ujet au moins un an apres la vaccination

le BCG, par exemple, au moins deux ans aprés la
vaccination par le BCG, comme au molins cing ans aprés
la vaccination par le BCG.

Dans certains modes de réalisation, le sujet a été

précédemmnent infecté parx

BEZ03RS618/5610
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Antigénes & utiliser dans 17 invention
Lfantigéns mycobactérien est une séquence
antigénique {& savoir, une séguence issue d’une
protéine mycobactérienne qui omprend au moins un
5 épitope de lymphocyte B ou T}. De maniére appropriée,
17antigéne mycobactérien comprend au moins un épitops

de lymphocyte T.
Les antigeénes mycobactériens d'intérét particulier

de

dans la présente invention
10 (1) Mtbh8.4 (également connu sous le nom de DPV et
Rv1174), dont la séguence polypeptidigue est décrite

dans la SEQ ID N° : 102 du WO0%7/0%428 (ADNc dans la

%
.5
O
Q
e
w0
e
[ee)
(€)Y
il
N
(98]
(@3]
5
)
(98]
(&)
s
<
]
o
jart
D
o8
o
o}
Q
ot
O
o
=
D
=

’.A
8]

est présenté par la séquence Mtb8.4 mature guil est
absente du peptide signal principal (& savoir, résidus
d’acides aminés 15-96 de a S8EC ID N° : 102 du

WOS7/09428) . La séguence polypeptidique pleine longueur

de Rv11l74 est présentée dans la SEQ ID N° : 39 ;
20 {(ii) Mtb9.8 (également connu sous le nom de MSL et

Rv(287), dont la séguence polypeptidigue est décri
dans la SEQ ID N° : 109 du W0O98/53075 (les fragments de
t

12 4 - T T T O 9 YT YA 3
divulgués dans la SEQ ID N° : 110-124 du
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Mtbh9. 94, MTT, MII-A et Rv17983) dont la séguence
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polypeptidique est décrite dans la SEQ N : 1% du
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WOGH/53

:551-559 (les fragments de

I3

MTI sont divulgués

i ¢ 17 et 5i-66 du

w
Q,
o
=3
-
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W
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O
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5 WOS8/53075, les SEQ ID N° @ 17, 51, 52, 53, 56 et 62-65

p

étant d’un intérét particulier). Un certain nombre de

ypeptide de MTI sont décrites dans les

dans Alderson et al Journal of Experimental Medicine

16 Z200C 7:551-559. La séquence polypeptidigue pleine
longueur pour Rv1793 est présentée dans la SEQ ID N° :

41

(iv) Mtb4l (également connu sous le nom de MTCC2

2t Rv0915) dont la séquence polypeptidigue est décrite

=
(@]

dans la SEQ ID N : 142 du WOY&/53075 (ADNc dans la SEQ
ID N° ¢ 140) et dans Skeiky et al Journal of Immunology
2000 165:7140-714%. La séguence polypeptidigue de

pleine longueur pour Rv091l3> est présentée dans la

20 (v} ESAT-6 (&galement connu sous le nom de eszA et
Rv3875) dont la séquence polypeptidique est décrite
dans la SEQ ID N° : 103 du W087/0%428 (ADNc dans la

SEQ ID N° : 104) et dans Sorensen et al Infection and

Immunity 1965 63(5):1710~1717. La séguence

N
(@]

olypeptidigus pleine longueur pour Rv3875 est

présentée dans la SEQ ID N° : 43

~o

p

(vi) antigénes complexes Ag85 (par exsmple, AgB5A,
également connu sous le nom de fbhpA et Rv38J4 ; ou

Ay858, également connu sous l= nom de fhpR et Rv18806)
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tés par exemple, dans Content et al

Infection and Immunity 1981 59:3205-3212 et dans Huvgen
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et al Nature Medicine 1996

des résidus 43-338, 4 savoir dépourvue

polypeptidiquse pleine longueur  pourx

présentée dans la SEQ ID N° : 45 (la

des résidus 41i-325, a savoir depourvue

T4 N
L

signal, étant d’un intérét particulier)

(vii) Alpha-cristalliin (également

nom de hspX et Rv2031l) gui est décrit dans Verbon

] T 2 e o P | -
et al Clinical and Experimental

40, 91-110 et 111-130 étant d'un intér

La séguence PO

présentée dans la SEQ ID N° : 46 ;

s

(viidi} Mpt6d (également connu SO

N

Rv1880) qui est décrit dans Roche et

Journal of Immunclcogy 195%¢ 43:662-0670.

- a
1 3
.

jolep

dans la SEQ ID N° : 47 (la

24-228, a savoir, dépourvue du peptide

=

d7un intérét particulier) ;

(ix) TB10.4 (dgalement connu sous

et Rv0288), décrit par exemple dans Skjot

Immun 2002 70: 5446-5453, Dietrich

2009;4(4) :e513%. La séguence polyps

B) :893-R5
Rv3804/Ag85A

séquence

té&ine mature

boi
{

pa—

q
=~
3
3
i
O
b

57 (les fragments correspondant aux rési

-

ypeptidigque pleine longueur pour Mpt

protéine mature

ptidigue

BEZ03RS618/5610



[t

BEZ03RS618/5610

que décrit dans les SEQ ID N° : 1

et 27 du docunent WO2010C10180. La séquence

poliypeptidique pleine longueur pour Rv1iT753 issue de la
souche Mycobacterium tuberculosis C est présentée dans

5 la SEQ ID N° : 48 ;
{xi) Rv2386c, SEQ ID NW° : 1 et 2-7 du document
WOZ010010179. La séquence polypeptidique pleine

longueur pour RvZ386¢c issue de My

10 50 ; et

=

]
=3
@)
2
o

{(xii) Mtb40 (&également connu sous le nom de
et Rv3616) tel que décrit dans le documsnt
W02011092253, par exemple une séguence Rv3616 naturelle

choizie parmi les SEQ ID N° : 1 et 2-7 du WO2011092253

’.A
8]

A 34
C

<
w
>

ou une séquence
parmi les SE

WO02011092253. Les fragments Rv3616 choisis parmi les

20
20 La séquence polypeptidique pleine longueur pour Rv3616

. . . o .
est présentee dans la SEQ ID N : 51 ;

{xiii} Rv3407, la séquence polypeptidigus pleine

-

longueur pour Rv3407 est présentée dans la SEQC ID N° :

N
o

{(xiv} Rv2660, la séguence polypeptidigue pleine

longueur pour Rv2660 est présentée dans la SEQ ID N° :

i

-

(xv) Rv2608, la séguence polypeptidigue pleine

(\ fnTaN

e dans la SEQ

(]
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;‘
D
C 1
_,5
-+
D
-
A
=
o

longueur pour Rv2608 est

e

W
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W
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(zvi) Rv3619, la séqguence polypeptidigue pleine
longueur pour Rv3619 est présentée dans la SEQ ID N° :
55 ;

(wvii} Rv3620, la séquence polypeptidique pleine

présentée dans

longueur po

56 ;
xviii) Rv1€13, la séguence polypeptidique pleine
}) Rv181i3, 1 polypeptid ol
longueur pour Bv1813 est orésentée dans la SEQ ID N°
longueur pour Rv1G13 est présentée da la SEQ ) N
57 ;
(xix} Rv1009, également connu sous le nom de RpfB,

la séguence polypeptidigue pleine longueur pour Rv1009
est présentée dans la SEQ ID N° : 58 ;
(xz) Rv2389, également connu sous le nom de RpfD,

pleine longusur pour RvZ389

<0 e
ID N° : 58 ;

rolypeptidigue

dans la SEQ IL

60 ;
{xxil} Rv1733, la séguence polypeptidique pleinse
est présentée dans la SEQ ID N° :

61 ;

{xx1ii) Rv3136, également connu sous le nom de
PPE51, la séguence polypeptidique pleine longueur pour
Rv3136 dans la SEQ ID N° : 62 ;

{xxiv} Rv0475, également connu sous le nom de HBEA
et décrite dans W0970444¢3, WO03044048 et WOZ0101492657,
la séquence polypeptidique pleine longueur pour Rv0475
est présentée dans la SEQ ID N° : 63 ;

{xxv) Mth32A (également connu sous le nom de

BEZ03RS618/5610
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particulier des wvariantes avant au moins une de la
triade catalytigue mnutée (par exemple, le résidu de
sérine catalytigue, qui peut par exemple &tre muté en

5 alanine}. La séguence polypeptidigue mature pour Rv0125

est présentée dans la SEQ ID N° : 64. La forme mature
du Mtb32A avant une mutation Ssr/Ala est présentée dans

la SEQ ID N° : 65. Les fragments de Rv0125 d7intérét

ier incluent RalZ {également

particul
10 d’antigéne -terminal Mtbh32A}) dont la séguence

-
H
.

polypeptidique est décrite dans la SEQ ID N° : 10 du
WO01/98460 et dans Skeiky et al Journal of Immunology
2004 172:7618-7682. La ségquence polypeptidique pleine

]

longueur pour RalZ est présentés dans la SEQ ID N° :

’.A
8]

66. Un autre fragment de Rv0125 d'intérét particulier

est Ra35 (également connu sous le nom dfantigéene N-

S
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(u

terminal Mt séquence polypeptidigque est
décrite dans la SEQ ID NY ¢ 8 du WO01/98460 et dans
Skeiky et al Journal of Immunology 2004 172:
20 La séguence polypeptidigue pleine longueur pour Ralb

est présentée dans la SEQ ID N° : 67 ; et

{xxvi} TbHY (fgalement connu sous le nom de Mth39,
Mtb39A, ThHIFL et Rv1i196) dont la séguence
polypeptidique est décrite dans la SEQ ID N° : 107 du

WOS7/09428, et également dans Dillon et al Infection

N
o

and Immunity 1999 67(6):2941-2950 et BSkeiky et al

Journal of Immunology 2004 172:7618-7682. La séqguence

ypeptidique pleine longueur pour Rv1196 est

cumbinaisons d
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antigenes mycobactériens

peuvent également étre utilisées. Dans ces cas, les
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mycobactériens oeuvent tre codés
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individuellemaent o en  tant que partie d’une ou
plusieurs protéines de  fusion. « Pelypeptide de

fusion » ou « protéine de fusion » désigne une protéine

ayant au moins deux polypeptides hétérologues (par
exemple, au moins deuz polypeptides Mycobacterium sp.)

liés de maniére covalente, soit directement, coit wvia

v

un lieur ({« linker ») d’acide aminé. Les polypeptides

de la protéine de fusion peuvent étre de n’ importe quel

Les combinaiscons dfantigenes gqul peuvent é&tre

codées (de maniére appropriée sous la forme d'une seule

{(a) une séguence AG85R et une séqguence ESAT-C

(telle que l'antigeéne de protéine de fusion H1)} ;

{b) une séguence Ag85B et une séguence
(telle que 1l'antigéne de protéine de fusion H4) ;

(c) une séquence Ag85B, une séquence ESAT-6 et une

Pvz660 (telle gue 1’ antigéns de de
fusion HS6)

séguence Rv362Z20 et wune séguence Rvi813 (telle gue

{e) une séguence AQ8O0A, une séguence Ag8LB et une

séguence Rv3407 ;

{(f) une séguence Rv1733 et une séquence Rv262¢ ;

une séquence Rv2626 et

une séquence Ry

une séquence ESAT-6 et une séguence RpfiD ; telle gue :

BEZ03RS618/5610
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(f-i-a-1i) une séqguence Rv1733, une séquence
Rv2626, une séguence ESAT-6, une séguence RpID et une
séguence Ag85B ;

(f-i-b}) une séquence Rv1733, une séguence Rv2626,

une séguence Rpfb ; telle qgue :

{(f-i-b-1) une séguence

Rv2626, une séguence ESAT-6, une saquence

séguence Ag85B ;

{(f-1i) une séguence Rv1733, une séguence

telle gue ¢

s

séquence Rv3407 ;

(f-ii-a) une séguence Rv1733,

une ségquence une séguence RpfD ;

(f-1i-b) une séguence

une séguernce Rv3407 et une séqguence

(f-1ii) une séguence Rv1733, une séguence Rv2626
et une séguence PPESL ; telle gue :

(f-iii-a) une séguences

551 et

lo1=]

5
décrites ci-dessus dans {(1)—(xxvi}, at que des
variantes ayant au moins une identité de 80 %, comms au

9C %, en particulier au

identité et tout particuliérement,

identité de ou

exemple, 20 % de

comme 40 % de 1l'antigéne, en particulier,

'I.U
,T
D
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L adénovirus peut axr conséquent  coder  pour

3

nimporte lagquelle des cubinaisons (ay & (£f), par

exemple, dans une seu

laguelle chacun des composants posséde au moinsg une
5 ntité de 80 %, comme au moins une identité de 90 %,

i
"
W
o
=
O
o]
w
<
=]
6]
o,
o
;‘
C
®
Q
)
el
(€3]
AC
D
+
O
o
ot

en particul

particuliérement, au moinsg une identité de 98 %) ou est

comme au moins 40 % de

16 17antigeéne, en particulier au moins 50 % et tout

particuliérement au wmoins 75 %) des séquences décrites
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celles comprenant une séguence Rv1196 et une ségusnce

par exemple, 1l antigéne de protéine de fusion
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igene de protéine de

Rv1196 (indiguée,

exempls, par le nom Mtb3%a
dans Dillon et al Infection and Immunity 1999 67(6}:
2941-2950) est fortement conservée, avec une identité
20 de séquence de 100 % sur les souches H37Rv, (, Haarlem,

CDC1551, 94-M4241A, 98~-REO4INH-RIF-EM, KIZN60L, KZN1435,

KznN4207, XZNRS506, la souche P11 ayant uns mutation en
un  seul point Q30K (la plupart des autres isolats
cliniques présentent une ident supérieure a 90 %

]
(&3
-
(=
(T

avec H37Rv). Un adénovirus codant pour un antigéne
au Rv1i196 est décrit dans

Crit Care Med 2002 116:843-848.

0

Lewinschn et al Am J Respir

)

Rv0125 {(indiquée, par exemple, par le nom Mth3Za

dans Skeiky et al Infection and Immunity 1999 67 (8):

ment conservé, avec une
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identité de séguence de 100 % sur de nombreuses
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souches. Un adénovirusg {AdS5 humain) codant pour un
antigéne l1ié au Rv0125 est décrit dans Zhang et al
Human Vaccines & Therapeutics 2015 11(7):1803-1813 doi:
0.1080/21645515.2015.1042193. Le Rv0125 pleine
5 longueur inclut une séquence signal N-terminale qui est
ciivée pour fourniy la protéine mature.
Mth72f a été présenté comme fournissant une
protection dans un certain nombre de modéles animaux

par exemple :Brandt et al Infect. Immun. 2004

10 T2(11):6622-6632 ; Skeiky et al J. Immunol. 2004
et al Infect. Immun. 2006

a
01)y. Mtbh72f a également été le sujet

d’études clinigues (Von Eschen et al 2009 Human
Vaccines 5(7):475-482). M7Z est un antigeéne amélioré
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alanine par

rapport au Mtb72f, aboutissant a des caractéristiques
de stabilité améliorées. Les antigénes liés au M72 ont
également été présentés comme étant de valeur dans un

cnhale
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modele de TB latent

J-a

20 WO2006/11

a 1fadministration de M72 chez les humains en

conjugaiso avec les immunostimulants lipide de

monophosphoryle 3-O-déacylé A (3D-MPL) et (521 dans une

N
o

formulation liposomale et sur un programme de G,

en utilisant 10 ug de polypeptide M72, 25 ug de 3D-MPL
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Vaccine 2015 33(32) :4025-4034 dod:
10.1016/73.vaccine . 2015.05.088) .

d>ans  un  mode de réalisation de 1l7invention,
17 adénovirus comprend une séquence d’acides nucléiguss
codant pour un antigéne mycobactérien dérivé d’au moins
un de Rv(125, Rv(287, Rvd288, Rv0475, Rv0915 Rv1G09,

"""" Rv1793, Rv1E8132, Rv1lBE6,

Rv1980, Rv2031, Rv2386, Rv2389, RvZ608, Rv2626, Rvieonl,
Rv3134, 340 Rv3616, Rv361%9, Rv3620, Rv3804 et
w3875, en particulier, au moins un de Rv0125, Rv0Z87,
Rv(915, kvil74, Rv1196, Rv1753, Rv1793, Rv2386 et
Rv32616, tout particuliérement, au moinsg un de Rv0125 et
Rv1196.

Par le terme RvNNNN, on entend la protéine codée
par le nombre de génes NNNN identifié a partir de la
souche H37Rv de Mycobacterium tuberculosis ou d’un
homologue de celle-ci issu d’une autre mycobactérie,
telle que Mycobacterium bovis, ou en particulier, a
partiz d’une autre souche de Mycobacterium
tuberculosis. Les séguences pour les protéines issues
de H37Rv sont connues de 1’Etat de 1'art et peuvent
étre ocbtenues par exemple, sur Tuberculist
{(http://tuberculist.epfl.ch/).

L7 adénovirus peut comprendre une séguence dfacides

nucléiques codant pour un antigéne mycobactérien qui
comprend au moins un de Rv01Zb, Rv0287, Ekv0288, Rv0475,
Rv0515, Rv1008, Rvl11i74, 20 Rv11i9%6, Rvi733, Rv1l753,
Rv1i793, Rv1i813, Rv1i&€86, Rvi980, Rv2031, Rv2386, Rv2389,
Rv2608, Rv2626, Rv266(0, Rv3136, Rv340 Rv36le, Rv30l9,
Rv3620, Rv3804 ou Rv3875, en particulier, au moins un
de Rv0125, Rv0287, Rv0915, Rv1174, Rvilds, Rv1753,

BEZ03RS618/5610
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Rv1793, Rv2386 et Rv3616, en particulier, au moins un
de Rv01Z5 et Rvi19o6.

L7 adénovirus peut comprendre une séqguence dfacides
nucléiques codant pour un antigéne mycobactérien qui
comprend une séguence gul présente au moins 80 %
d’identité avec Rv0125, Rv0287, Rv0288, Rv0475, Rv0915,
Rvi009, Rvil74, Rv1i196, Rv1i733, Rv1753, Rv1793, Rv1813,

Rv2031, Rv2608, kvZeZe,

, Rv3620,

Rv2386,

804

Rv3

avec

, Rv0915,

Rv1174, Rv1196, Rv1753, ERv1793, RvZ386¢ ou Rv3616, tout
particuliérement, au meoins un de Rv0125 ou Rv1196. De
maniere appropriée, 17antigene  mycchactérien qui
comprend une séguence guli présente au moins 90 %
dfidentité avec la séquence de référence, en
particulier, au meoins 95 %, comme au moins 98 %.

L’ adénovirus peut comprendre une séguence 4’ acides

nucléiques codant pour un antigéne mwmycobactérien qui
comprend une séguence qul est un fragment ilmmuncgsns
comprenant par exemple, un ou plusieurs épitopes de
lymphocvtes Ty de Rv0125, Rv0287, Ekv0288, Rv0475,

Rv(915, Rv1i009, Rvil74, Rvi196, Rv1733, Rv1753, Rv1793,
Rv1813, Rv1886, Rvi9&(, Rv2031, Rv2386, RvZ3895, Rv2608,
Rv2626, Rv2660, Rv3136, Rv34(07, Rv3616, Rv36l%, Rv3620,
Rv3804 ou Rv3875, en particulier, de Rv0125, Rv0287,
Rv(915, Rvil74, 71156 Rv1753, Rv1793, RvZ2386 ou
Rv3616, tout particulieérement, au moins un de Rv0125 ou
Rv1i196. De maniére appropriée, 17antigeéne mycobactérien
qui comprend une  sdquence gui  est un fragmant
immunogéne dfau moins 20 résidus dfacides aminés, comme
au woins 50 résidus d’acides aminés issu de la

BEZ03RS618/5610
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L3

séguencs de référence, En variante, 17antigéne
myccbactérien gui  comprend une séquence gui est un

fragment immunogene d’au moins 20 % de la

-
H
.

ongueur
totale de la séquence de référence, comme d’au moins
30 % de la longueur totale des résidus de la séquence
de référence, en particulier, d’au moins 40 % de la
longueur totale des résidus de la séguence de
référence, tout particulieérement, d’au moins 50 % de la
longueur totale des résidus de la séguence de référence
comme au moins 75 % de la longueur totale de la
séquence de référence.

Dans un mode de réalisation de 17invention,
17adénovirus comprend une séquence d’acides nucléiques
codant pour un antigéne nycobactérien dérivée dfau moins

une des SEQ ID N° : 39 & 68, en particulier, des SEQ

Chacune des séguences d’antigénes individuelles
ci-dessus est égalemsnt divuiguée dans Cole et al
Nature 1998 393:537-544 et Camus Microbicology 2002
148:2967-2973., Le génome de M. tuberculosis H3TRv est
publiquement disponible, par exempls sur ls site Web

Welcome Trust Sanger Institute

ts/M tuberculesis/) et

>e maniere appropriée, 17antigeéne mycobactérien

contient 2500 résidus dfacides aminés ou moOins, comme

3

1500 résidus d’acides aminés ou moins, en particulier,

12380 résidus dfacides aminés ou moins,

particuliérement, 1000 résidus d'acides aminés ou

BEZ03RS618/5610
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moins, dfordinaire, 800 résidus dJd’acides aminés ou

Q
o
t
n

Les épitopes de lymphocytes T sont de petits b

1h]
n
7

contigus dfacides aminés qui sont reconnus par 1

(

lymphocytes T exemple, lymphocvtes T CD4+ ou
CL8+) . Lfidentification des épitopes de lymphocytes T

peut étre obtenue par des expériences de « mapping »

"homme du métier (voilr,

-

df épitopes gul sont connues de

.._J

par exemples, Paul, Fundamental Immunoclogy, 327 éd.,

243-247 1983y ; Beifbarth et al Bioinfcormatics 2005
Zi{Suppl. 1):128-137). Dan une population non

consanguine diverse, telle gue des humains, différents
types dfHLA signifient que des épitopes particuliers

peuvent ne pas étre reconnus par tous lies membres de la

population. Suite & 1'implication cruciale de la
réponse du lymphocyte T dans la tuberculose, pour

maximiser le niveau de reconnaissance et 17échelle de
réponse immunitaire, un  dérivé immunogene d"une

séquence de référence est de maniére sotvhaitablie un qui

contient la majeure partie (ou de maniére appropriées,

.

l7ensenble) des épitopes de lymphocytes T intacts.
Mortier et al BMC Immunology 2015 16:63 entreprend une

. L s Co
analyvse de conservation de séquence et des prédictions

humains pour les antigeénes de vaccins candidats contre
la tuberculose Mth72f et M72Z.

[ T O 34 P A R N R T, 37 A e

omme du métier reconnaltra que des

substitutions, délétions ou additions individuelles

opérées sur une protéine qui altére, ajoute ou supprims

2

ul acide aminé ou un petit pourcentagse dfacides

N
L

un s

(

aminés est un « dérivé immuncgene » ou l7altération/les

BEZ03RS618/5610
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substitution d’un

1
[
w

rations aboutit/aboutissent a

acide aminé avec un acide aminé fornctionnellement
similaire ou la substituticn/délétion/addition de

dfimpact sur

de substitution conservattrices

fournissant des acides aminés fonctionnellement
similaires sont bien connus de 1'Etat de 17art. En

ons

d’un des groupements dfacides

aminés spécifiés ci-apres, bien gue dans certaines
circonstances dfautres substitutions puissent étre

siblement les propriétés

immunogenes de 17antigéne. Les hult groupes sulvants
contiennent chacun des acides aminés gui sont des
substitutions dfordinaire conservatrices 1'une de

17 autre :

1) Alanine

2) Acide aspartiqus

(M), Gilutamine (Q} ;
(K) ¢

5) Isoleucine (I), Leucine (L}, Méthiconine (M},

Y

6) Phénylalanine (F), Tyrosine (Y}, Tryptophane
z PN

i~
S
o]
}_.: -
[
~
[o]
]
=

8) Cystéine (Cy, Méthionine (M)

De manisre appropriée, de telles substitutions ne
surviennent pas dans la région d'un épitope, et n’ont

BEZ03RS618/5610
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pas par conséquent un impact significatif sur les
propriétés immunogenes de 17 antigéne.

Les dérivés immunogénes peuvent également inclure
ceux dans lesgue

s des acides aminés supplémentaires

5 sont insérés par rapport & la séquence de référence. De

’D

maniére appropriée de telles insertions ne surviennent
pas dans la région dfun épitope, et n'ont pa
conséquent pas un effet significatif sur les propriétés

immunogénes de 1f

9_1

ntigéne. Un exemple d’insertions
10 inclut un petit bout de résidus dfhistidine {(par
exemple, 2-6 résidus) pour aider 1l7expression et/ou la
purification de
Les dérivés immunogenes incluent ceux dans
lesquels les acides aminés ont été supprimés par

de référence. De maniére

’.A
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ot
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appropriée, ces ne surviennent pas dans la

région dfun épitope, et n’ont par conséquent pas

dfimpact significatif sur les propriétés immunogenes de

\

Qo
A N
=
-1
<

20 L7 homme du métier reconnaitra gu’un d

immunogene particulier peut comprendre des
substitutions, délétions et sdditions (ou toute

Les Lermes « identigques » ou <« identité » en

N
o

pouvrcentage dans le contexte ds deux séguences
d’antigénes ou pilus, désignent deux ou plusieurs
séguences ou sous-séquences qui sont identiques ou ont

un pourcentage spécifié de résidus d’acides aminés gui

sont  identigues, lorsgu’ils =zont comparés et alignés

W
(e

pour uns correspondance maximale sur une fenétre de

('J
(n

comparaiscn, ou une région désic

née telle que mesurée

ts]
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e2n utilisant 17un des algorithmes de comparaiscn de

séquences suivant ou  par alignement manuel et
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définition désigne également

1
5 Eventuellement, 1'identité existe sur une région gqui
fait au moinsz 200 acides aminés de long, comme au moins
300 acides aminés ou au moins 400 ac

maniere appropriée, la comparaison est

une fenétre correspondant 3 la longueur

7

10 séguence de référence (telle gu’opposée & la séguence

Pour la comparaison de séquences, une séguence

sert de séquence de référence,
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ordinateur des coordonnéss de sous-séguence  sont
désignées, si  nécessaire, et des paramétres  de

programme ¢’ algorithms de séquences sont désignés. Des
20  parametres de programme par défaut peuvent étre

alternatifs peuvent &tre
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désignés. L'algorithme de comparaiscon de séguences
calcule ensuite les identités de séquences en

pourcentage pour vences de test par rappert & la

de référence, sur la base des paramétres de

N
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Une « fenétre de comparaison », telle gu’utilisée
ici, désigne un segment dans leguel une séqgquence peut

&tre comparée & une séquence de référence du méne
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ués une fois que les deux

séguences sont alignées de maniére optimale. Les
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procédés dfalignement de séguences pour comparaison
sont bien connus de 17Etat de 1'art. L'alignement
optimal de séguences pour comparaison peut étre
aeffectué, par exemple, var 1'algorithme d’homoclogie
5 locale de Smith & Waterman, Adv. 2Appl. Math. Z:48

(1981 par l1l7algorithme dfalignement Jd’homolcgie ds
1

Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970}, par le
procédé de recherche de similitude de Pearson & Lipman,
Proc. Nat’l. Acad. i. USA 85:2444 (1988), par des
10 mises en uvre informatisées de ces algorithmes (GAP,

BESTFIT, FASTA et TFASTA dans e Wisconsin Genetics

Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wi, ou par alignement manuel et
inspection wvisuslle (voir, par exemple, Current

Protocols

’.A
8]

Biology {(Ausubel et al.,

supplément

Un exemple d'un algorithme utile est PILEUP.
PILEUP crée un lignerment de séguences multiples a

partir d’un groupe de séguences associées en utilisant
20 des alignements par paires progressifs pour montrer la

relation et 17identité de séquence en pourcentage. I1
schématise c2galement un arbre ou dendrogramme

présentant les relations de regroupement utilisées pour

utilise une simplification

N
w
&}
=
@]
o}
=
o

essif de Feng & Doolittle,

1987). Le procédé utilisé est

similaire au procédé décrit par Higgins & Sharp, CABIOS

2 aae rx 200
Jusgu’a 300

(1989). Le programme peut aligner

chacun d’une longueur maximale de
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&

cides  aminés., La procédure

d"alignement multiple commence par l’alignement par
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paire des deux séquences les plu similaires,

procduisant un groupe de deux ségquences alignées., Ce

groupe est ensuite aligné sur la séguence ou .

e groupe

troiteme

®
s
-
Cu
o
ot
-
)
(..

de séquences alignées suivant (&)

5 1lié{(e). Deux groupes de séquences sont alignés par une
simple extension de 17alignement par paire de desux

] 5
.L

séguences individuelles. L'alignement final est obtenu

par une série dfalignements par paire progressifs. Le

programme est exécuté en
10 spécifiques et leurs coordonnées d’acides aminés pour

des régions de comparaison de ségquences et en désignant

e

les parameétres de programme i7aide de PILEUP, une

séquence de référence est comparée & d’autres séguences
de test pour déterminer la relation d7identité de

parametres
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suivants : pondération espace par défaut (3,00},

4

pondération longueur dfespace par défaut (0,10) et

y

espaces terminaux pondérés. PILEUP peut é&tre cobhtenu a

partir du progiciel dfanalyse de sé«

quence GCG, par

20 exemple, la version 7.0 (Devereaux et al., Nuc. Acids

Un autre exemple d'algorithms approprié pour

déterminer 1"identité de séquence en pourcentage et la

est les algorithmes BLAST et
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Biotechnoleogy Information {site Web

www.nchbi.nlm.nih.gov/). Cet algorithme imp
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de la méme

uil de score de mots

fn
v
®
w
@
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données

w
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Hig
"
(ﬁ
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{
"Y‘
=

voising

6]

mots wvoisins in me des germes pour
10 lancer des recherches pour trouver des HSP plus longs
les contenant. Les occurrences de mots scont é&tendue

dans les deux dirsctions le ong de chaque séqguence

d’autant gue le score dfalignement cumulatif peut é&tre
avgments, Les scores cumulatifs sont  calculés  en
15 utilisant, our les séguences de nucléotides, les

parameétres M (note de récompense pour une paire de

résidus en correspondance ; toujours > ) et N (note de

pénalité pour des résidus non appariés ; teoujours < 0},
Pour les séquences d’acides aminés, une matrice de
20 score est utilisée pour calculer la note cumulative.

Les extensions d’occurrences de mnots dans chaque
direction sont stoppées lorsqgue : la note d’alignemsnt

cumulative se détache de la gquantité ¥ de sa wvaleur

obtenue maximale ; le score cumulatif atteint zéro ou

N
o
o
C
|2
-
=
w
-

en raison de l'accumulation d’un ou plusieur

%3]

alignements de résidus a score négatif ; ocu l'extrémité
de 1'une ou 1fautrs séguence est  attsinte. Les
paramétres d'algorithme BLAST W, T et X déterminent la
sensibilité et la vitesse de 1’7alignement. Le programme

§ BLASTN (pour les séquences nucléotidigques) utilise

L

[@9]
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comme valeurs par défaut une longueur de mot (W) de 11,
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une prévision (B} ou 10, ¥M=5, N=-4 et une comparaison
de deux brins. Pour les séqguences dfacides aminés, le
programme RLASTP utilise comme valeurs par défaut une
longueur de mot de 3, et une prévision (E) de 10, et

des alignements de la matrice de score BLOSUMGZ

Acad. Sci. USA

o
o)
h
N
o
o
®
-
o
-
o
h
i
M

v
5
(&)
A
=
|S3)
o

N=-4, et une comparaison de deux brins.

L7algorithms BLAST fectus également une

statistique de la similitude entre deux séguences

Acad. Sci. USA 80:5873-5787 (1983)). Une mesure de la

probabilité de somme
une indication de
correspondance entre deux

d’acides

CI\
o
=
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]
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w
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e
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-

ilité de somme la plus petite

dans une comparaison de l17acide nucléigue d’essai a

1l7acide nucléique de référence est inférieure a 0,2
environ, plus préférablement, inférieure & 0,01

Faya

référée entre toutes,

environ, et de maniere

e}

inférieure & 0,001 snviron.
Dans tous les cas, les dérivés immunogénes d’une

séguence polypeptidigue auront généralemnent

X i
essentiellement la méme activité gue la séguencs de

référence. Par essentiellement la méme activité, on
entend gu’au moins 50 %, de maniére appropriée, au
moins 75 % et tout particuliérement, au moins 90 % de

lfactivité de la ségquence de référence dans un essai de

BEZ03RS618/5610
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restimulation inm vitre de PBMC, du sang total, du tissu
pulmonaire ou Dbronchoalvéolaire avec des antigénes

le, une restimulation pendant une

période comprise entre plusieurs  heures et deux

{1
[

5 semaines, telle gue Jusqgu’a un Jour, d’un jour

semaine  ou d'une & deux semaines) qui  mesure

N 2

v

1iy

s wvia la

e
®

Tactivation de yphoprolifération,

0

€3]

la producticon de cytokines dans le surnageant de

—

cultures {(mesurée par ELISA, CBA etc.) ou a

o

10 caractérisation des réponses des lymphocytes T et B par

O
)
9]
it
I
O
j]
]
o}
ot
R}
)]
D
phet
’D
.“f'

racellulaire (par exemple, en

utilisant des anticorps spécifiques aux margqueurs

imruns, tels gue CD3, CD4, CDR8, IL2, TNF-alpha, IFN-

-

gamma, I1L-17, CD40L, CD6%, etc.) sulvie par une analyse

15 avec un cytométre de flux. De maniére appropriée, par
essentiellement la méme activité, on entend au moins

50 %, de maniére appropriée, au moins 75 % et tout
particulieérement, au moins 90 % de 17activité de la
séquence de référence dans un essal de prolifération ds

20 lymphocytes T et/ou de production de IFN-gamma.

Iy

Dans un mnede de réalisation, 17antigéne codé est
un antigéne 1ié & Rv1196. Le terme « antigéne lié a
Rvil19%6 » désigne la protéine Rv1196 prévue dans la SEQ

ID N° : 68 ou un dérivé immunogéne de celle- Tel

N
(@]

qu’utilisé dans les présentes, le terme « dérivé »
désigne un antigéne qui est modifié par rapport a la
séguence de référence. Les dérivés immuncgénes sont
suffisamment similaires a la séguence de référence pour

congserver sensiblement les propriétés immunogénes de la

W
(e

wence de référence et restent de permettre

N

17 établissement dfune réponse immune contre la séguence
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Un dérivé immunogéne peut, par exemple,

Tin

une modifiée de la séquence de

(

variante en une version

contenir
150
12

- exemple

moins, comme O

0

ins,

[

en particulier,

tout

particuliéremant, aminégs ou

moins, d'ordinaire; aminés ou

\))

approprige, l1l'antigéne 1lié au Rv119

par exemple, sera constitué

Mmoins identité de

68,

ésentant au Lune

SEQ ID N° : comme d’au moins

tout particuli

dfau

ti 1ié Rv1196

a

un antigene

Mycobacteriu tubercul

051

’j)

um

D N° : 58

..,,1

SEQ

=

ta Car

.
ré

de

tion de l7invention,

<.
¢

dans un mo alisa

~igéne 1ié au Rv1156

1la
de

rotéine

I’_[;

une comprenant

o]

. Dans un =zecond mode de isation

1l7antigéne 1ié au Rv1196 est une prot

consistant en la SEQ ID N° : 68.

T e
Les

antigeénes

(par consisteront en) d

de
dél

exemple,

I N° 8 résentant acmbre

TN
agnl
o)

S

étio tutions Parmi

exemples, de

BEZ03RS618/5610
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Jusqu’a 5 résidus a 0-5 emplacements, des insertions de

o)
%)
o
-
(B
9]
|-
(o}
&
w
<1}
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D
=
[ray
s
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3
®
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('I\
(T
(w3
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D autres dérivés immuncgénes de Rv1196 sont ceux

SEQ ID N® : 68 qui fait au moins 200 acides aminés de
long, comme au moinsg 250 acides aminés de long, en

particulier, au moins 300 acides aminés de long, tout

particuliéremant, au

350 acides aminés de long,

Dans ur mode de réalisation, 17antigéne

-
H
.

Po!

i

yvpeptidique et 1l’antigéne codé sont des antigeénes

71

liés au Rv0125. Le terme « antigéne 1ié au Rv0125 »
protéine Rv0125 fournie dans la SEQ ID N° :

érivé immunogéne de celle-ci. Tel quiutilisé

terme « dérivé » désigne un antigéne gui est
par rapport a la séguence de . Les

dérivés immuncgénes sont suffisamment similaires a

-
o

o
D
w

de référence pour conserver sensiblement

Stés lmmunocgénss de la séqguence de référence et

restent capables de permettre 17induction d’une répon

0
O

immunitaire contre la ségquence de référence. Un dérivé

N

immunogene peut, par exemple, comprendre une version

odifiée de la séquence de référence ou peut constituer

en  varliante une

L7antigéne 1lié au Rv0125 peut par exemple contenir
2500 résidus d’acides aminés ou moins, comme

2
1500 résidus d'acides aminés ou moins, en particulie

1200 résidus dfacides aminés ou moins,

particuliérement, 1000 «résidus d'acides aminés ou

BEZ03RS618/5610
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moins, dfordinaire, 800 résidus dJd’acides aminés ou

=
C
-2
.

o)
)
.

Je maniére appropriée, 1l’antigéne 1lié au Rv(125

comprendra, par exemple, sera constitué de, une

5 éguence présentant une identité d'au moins 70 % avec

la SEQ ID ®° : 64, comme dfau moins 80 %, en

particulier, d’au moins 90 %, tout particuliérement,

d’au moins 95 %, par exemple, d’au moins 98 %, comme
d’au moins 99 %.

10 Un exemple spécifigque d’un antigeéne 1lié au Rv(125

T
o3

0]
@)
¢
fa—
D
i
X
A
)
oy
[N
:..J
O]
n
0)
D
i
;1)
O
o)
oy
D
s
5

Iycobactarium
tuberculosis B37Rv, tel qgue fourni dans la SEQ ID N°
54. Par conséguent, dans un mode de réalisation de

17inventicn, l7antigsne 1ié au Rv0125 est une prcoctéine

’.A
8]

T i° i Namn < 3T T AT S A
comprenant la SEQ ID N~ : ©64. Dans un second mode de

1ié au Rv(012%:

@st une protéine consistant e SEQ ID N° : 64,
Dfordinaire, les antigénes liés au Rv(0125

rendront  {par exemple, consisteront eny un dérivé

20 immuncgéne de SEQ ID N° : 64 présentant un petit nombre
de délétions, insertions et/ou substitutions. Parmi les
exemples, on note ceux présentant des délétions de
Jusgu’a 5 résidus a 0-5 emplacements, des insertions de

0-5 emplacemnents et une

<
[¥1]
i}
[
-
Qs
(€3}
s
[©)
w
he
o,
[en
[6)]
Qs

N
(@)
(0]
o
133
)
purt
F
“+
C

ticon de jusqu’a 20 résidus.

>"autres dérivés immuncgenes de Rv01Z5 sont ceux
comprenant {par exemple, Cceux consistant en} un
fragment de SEQ ID N° : 64 gui fait au moins 150 acides

aminés e long, comme au ncins 200 acides aminés de

LT P . z

6 long, en particulier, au moins 250 3cides aminés de

&

[@9]
s

iérement, au mcins 300 acides aminés
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de long. Des dérivés immuncgénes particuliers de Rv0125

sont ceux comprenant le {par exemple, ceux consistant

en) un fragment de SEQ ID N° : 64 correspondant aux

résidus 1-195 de BSEQ ID N° : 3. D’ autres dérivés
5 immunogeénes de v1i196 sont ceux comprenant le (par

exemplea, ceux constitués du) fragment de SEQ ID N° : 64

correspondant aux résidus 192-323 de SEQ ID N° : 64,
Les antigénes iés au Rv0125 particuliérement
préféréds sont des dérivés de SEQ ID N° : 64 on au moins

16 un ({(par exemple, un, deux ou méme les trois) de la

triade catalytigue ont été substitués ou supprimés, de

et gue les protéines ont été produites plus facilement

-

- le résidu de sérine catalytigue peut &tre supprimé ou

L

=
(@]

substitué avec de l1'alanine) et/ou le

résidu d’ hi viigque peut étre supprimé ou

substitué résidu dracide aspartique
catalytigue peut étre supprimé ou substitué. Un intérét

QTN

tout particulier est présenté par les dérivés de SEQ 1D

,
;\“\
5
o
ot

20 N° : 64, ou le résidu de sérine catalytique

liés a v0125 qgui comprennent, par exemple, sont

présentant une identité

d‘au moins 70 % avec la SEQ ID N° : 64, par exemple

N
(@]

d’au moins 8C %, en particulier, d’au moins 90 %, tout

moins 95 %, par exenmple, J

o
o)
~
+
b
(@]
o
b
[
(D 7
(D
=
®
o]
(@1
(02

~
o3}
e

moins 98 %, comme d"au moins 99 % et au moins 17un de

2

la triade catalytigue a #4té substitué ou supprimé ou

W
(e

ceux omprenant, par exemple, consistant en, un

fragment, de séquence SEQ ID N° : 64 gui fait au moins
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150 acides aminés de long, comme au moins 200 acides
aminés de long, en particulier, au moins 250 acides
aminés de long, tout particulieérement au moins 300

ong et ol au moins 17un de la triade

(&)
[@]
o3
—
o
}_.
<
ot
’_l -
9
&
]
&3]
(DS
ot
o

substitué ou supprimé., D’autres
dérivés dimmunogenes du Rv0125 sont ceux comprenant lie

(par exemple, ceux consistant en) un fragment de SEQ ID

N° : 64 corrvespondant aux résidus 192-323 de SEQ ID

N° : 64, ou au moins 17un (par exemple, un, deux ou

10 méme l'ensemble des trois) de la triade catalytigque ont

q)\

2té substitués ou supprimés. Des dérivés ilmmunogenes
particuliers de Rv1196 sont ceux comprenant le (par
exemple, ceux consistant en) un fragment de SEQ ID N° :
64 correspondant aux résidus 1-195 de SEQ ID N° : 64,

sérine catalytigue (position 176 de SEQ

=
(@]
&)
jSrtg
-
D
K
(0N
)
-
o
jen
o
)

ID N° : 64) a été substitué (par exemple, substituéd

o
3
(@
o
[oN
®
=
~
V1
o
=
]
@
-
©
]
[€))
®
g}
ot
o
[,._.
)
Uy
=
o
(o}
®
v
Q.
®
I
W
o
}_.
[
(n

sation,
l’antigéne nycobactérien est un antigene 1ié au Rv1196
25, comms les antigenes liés au M72. Des
20 dérivés particuliers de la protéine M72 incluent ceux
ayvant des résidus His supplémentaires au niveau de la
terminaison N {par exemple, deux résidus His ; ou une

étiguette polyhistidine de cing ou en particulier, sixz

une

N
o

purifica

contient le résidu de sérine originel qgui a en
M72, est un autre dérivé du M72, comme le sont les
protéines Mtb72f avant des résidus His supplémentaires

3 la terminaiscon N {par exemple, deux résidus His ; ou

-

(@3]
(o)
o
=
(T
o
¢t
[
104
P
(9]
-+
o+
®
(o3
»
o]
C
et
¥<:
o
[
('I\
(..
O_
.
=
®

de cing ou er
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N

particulier, siz résidus His, gui peuvent &tre utilisés

pour une purification par affinité sur nickel).
dans certalns modes de réalisation, un  seu

adénovi:

l‘»
c
Ui
e
®
-
o+
Q
o
a,
®
H
@)
D]
phe
b
T
o
i_l
<
T
4
oF
I_.
Q,
N
€5
Q.
2
r
o
L_.
=
(
~
o
=

- 7

b £

1lié au Rv0125.

ctant un antigéne 1ié au Rv1196 et un étant un antigéne

appropriée, wun antigéne 1ié au M72

exemple, sera constituée de, une

séguence présentant une ident d’au moins 70 % avec

16 la SEQ ID N° 70, comme d’au moins 80 %, en particulier,
dfau moins 90 %, tout particuliérement, d’au moins
95 %, comme d’au nmoins 98 %, par exemple, dfau moins

9

\\e]
Y
N

Des antigénes liés au M72 typses comprendroant, par

seront constitués de, un dérivé de SEQ ID N°

’.A
i
o
b
©
"6
l__.
D

70 présentant un petit nombre de délétions, insertions

et/ou substitutions. Parmi les exemples, on trouve ceux

usgu’a 5 résidus a 0-5

\1)
Dr
[ON
ot
e
O
=)
6]
Q)
D

présentant

’)

les
emplacements, des insertions de Jjusqgqu’a 5 résidus & 0-5

20 emplacements et une substitution de jusqu’a 20 résidus.
Dfautres dérivés de M72 sont ceux comprenant, par

exemple, constitués de, un fragment de SEQ IL N° ¢ 70

gui fait au moins 450 acides aminés de long, comme au
moina 500 acides aminés de long, comme au moeins 550

n

acides aminés de long, comme au meins 600 acides aminés

N
o

de long, comme au moins 650 acides aminés de long ou au

moins 700 acides aminés de long. Comme M72 est une

protéine de fusion dérivée de deux antigénes

individuels, n’importe guel fragment d'au moinsg 450

0 résidus comprendra une pluralité d"épitopes issus de la

[@9]
(-

séguence pleine longueur {Skeiky et al J. Immunol. 2004
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Yi nfect. Immun. 1899 67 (6):2941-2950) .
Dans des modes de réalisation particuliers,
antigéne 1lié au M72 comprendra des résidus 2-723 de
5 SEQ I N° 70, par exemple, comprendra {cu sera
constitué de) la SEQ ID N° 70.

L’ adénovirus

a.

q)\

Les adénovirus ont une morphologie caract

&

ristique

.

side comprenant trois

10  protéines majeures, un hexon (II), une base de penton
(I17) et une fibre spiculée (IV), en conjugaison avec

unt  certain nombre dfautres protéines mineures, V

i

I¥, IIIa et IVa2. Le génome de wvirus est un ADN

double brin linéaire. LYADN wviral est intimement

15 associé a la protéine hautement basigue VII et un petit

peptide pX (précedemmenr appelé mu). Une autre

née avec ce complexe ADN-

Le virus contient également
20 une protéase codés par virus, gul est nécessaire pour
traiter certaines des protéines structurelles pour

produire un virus infectieux mature.

g
n
2
S

Le génome dénoviral est bien caractérisé. I1

&3}

une conservation générale dans 17organisation

N
o

du génome adénoviral par rapport aux cadres de

-

lecture ouverts spécifigues gui sont positionnés de la
méme maniére, par exemple, 1 emplacement des génes ELA,
ELIB, E2A, EZB, E3, E4, 11, L2, L3, L4 et L5 de chague

o~

virus. Chague extrémité du génome adénoviral comprend

[@9]
(-

0 une séquence connue comme une répétition terminale

.

. est nécessaire pour la réplication

.

inversée (ITR), qu:
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virale. Le virus comprend également une protéase codée

v

par wvirus, qgui est nécessaire pour traiter certaines

-
H
AL

des protéines structurelles reguises pour produire des
virions infectieux. La structure du génome adénoviral

5 est décrite sur la base de 1'ordre dans leguel les

10  produise avant ou apres le début de la réplication ADN.
Dans la phase de transduction précoce, les geénes E1A,
EiB, EZ2A, EZB, E3 et E4 de 1l'adénovirus sont exprimés

éparer la cellule hdéte & la réplication virale.

Lors de la derniére phase de 17 infection, 1’expreszsion

les

’.A
(@]
O.
{
93
G

)
et
-
(]
9]
ot
&3]
=
O

1
h

2
=
}

i
[
n

~

0
jo
[
Q
o
O
®
3
o+

e,
o]
fen

4

3

composantes est
Co.
activee.

Les adénovirus sont des sérotypes spécifigques aux

egspeces et différents, a savoir, des types de

20 i’ ont pas fait 1l'objet d’une neutralisation croisée par
des anticorps, ont été isclés dfune wvariété d’espéces
de mammiféres. Par exemple, plus de 50 sérotypes ont
été isolés d’humains qgui sont divisés en six sous-

(A~F ; B est sous-divisé en BL et BZ) sur la

N
o
ol
(’lt
w
[
Oy
o
o
@
jny
@]
E
C
F.
@]
Xe!
I_.:
®
(0]
w
(

équences et sur leur aptitude
& agglutiner les globules rouges (Tatsis and Ertl
Molecular Therapy (2004) 10:616-629). De nombreux
adénovirus ont été isolés de simiens non-humains tels

que les chimpanzés, les bonockos, les macagues rhésus et

2 ) . 1 o oA AP 3 R T o ey et A J 3 1 o n A ey
30 les gorilles, et 1ils sont classés dans les mémes

groupes humains sSur ia base de relations
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phylogénétiques basées sur des séquences d hexcns ou de
fibres (Cclloca et al. {2012} ScienceTransiational
7

Medicine 4:1-9 ; Roy et al. (2004 Virologyv 324 : 361-

372 ; Roy et al. (2010} Journal of Gene Medicine 13:17~-

Les protéines de la capside 4’adénovirus incluent
la protéine de fibre et les polynucléotides codant pour

caes protéines

d

igné plus haut, la capside adénovirale

Comme  sowul
10 comprend trois protéines majeures, hexon, penton et
fibre. L’hexon représente la majeure partie des
composants structurels de 1la capside, qui est
constituée de 240 capsoméres d’hexon trimérigues et de
12 bases de penton. L’hexon présente trois doubles

conservés, alors gque la partie supérieure

’.A
(@]
@]
e
jomn
[
-
o]
(o}
=
o
€]

présente troils tours, chague tour contenant une bhoucle
& partir de chaque sous-unité qui forme la plus grande
partie de la capside. La base de 1 hexon est hautement
conservés entre les sérotypes adénoviraux, alors gue

20 les boucles de surface sont variables (Tatsis and Ertli

e penton est une autre protéine de capside

e gqui forme une base pentamérique a laguelle

&3]
Q.
[ON
._3
<'4
.
=
o
].

]

s’attache la fibre. La protéine fibreuse trimére fait

enton au niveau de chacun des 12

N
(@)
w
o
l__l
',_.
|_|
e
(@}
(D]
fo-t
&
o
{1
w
®
@)
D
T
(

soramets de la capside et est une structure de type tige
spiculés. Une différence remargquable dans la surface
des capsides dfadénovirus par rapport 3 celle de la

plupart des autres virus icosahédriques est la présente

W
(e

iongue et mince. Le 1ol

[0]

de la protéine fibreuse

principal de la protéine fibreuse est l1l7ancrage de la



8]

N
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capside virale & la surface de

avec

fix

protéines

1t

partager

~-terminale, une tige

séquences de répétition et

glcbulaire (cu « té&te »)

centrale <c¢onsiste en

un

ions béta Les

structure allongée

qui est fortement

Oy

connecte la queue N-terminale

qui est r nsable

2SPO

le récepteur cellulaire cikble. La

domaine de spicule dfadénovirus
surfaces pour la liaiscn du <«

laté

. L'effet de

J—
®

et api

=)

(\

de projeter le site de
capside du wvirus, libérant
contraintes stériques présentées
capside relativement plane.
Bien
d’” adénovi
tent

préser des széquerices dfacides

influencent leur foncti
nombre de

fibre

exemple, un

surface du  spi de

de

(o]
[
Q,
H
o
[0}
o
w

*Tj
o
«
-
®

du

sites de

reuses de

al(e). Le dor

répétions béta se
de trois
rigide

la

écepteur

cette

ainsi

zient la méme architecture globale,

fibre permet

spicule

BEZ03RS618/5610

la cellule wvia son

un récepteur cellulaire,

nombreux sérotypes
commune
domaine de spilcule
naine

nombre variable d

D

connectent pour

en spirale

brins
et stable. La tige
de spicule
interaction avec
grandes
de maniére
est

architecture

de la

o]
(o

récepteur loi

= virus des

et
{

-

a surface

nombreux ¥

oY
5
D
)]

variakles qui

liaison
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d"ordinaire sur des Dboucles exposées & la surfa:
reliant les brins béta qui sont mal conservés parmi les
adénovirus humains. Les chaines latérales exposées sur
ces boucles donnent au spicule une variété de

5 caractéristiques de surface tout en conservant la

uves dans

10 les séguences de spicules de fibres, d'un pl d’enviro

a environ 5 pour les
adénovirus de sous-groupe B. En tant gue
exe, la protéine fibreuse

permet la présentation dfune wvariété de surfaces de

’.A
8]

liaison (spicule) dans un certain nombre d'orientations

-
H
s

et de distances (tiges) par rapport & la capside
virale.

L'une des wvariations les plus évidentes entre

tudes

™

certains sérotypes est la longueur de fibre. Des
20 ont montré qgue la longueur de la tige de fibre

influence fortement 17interaction du spicule et

jon

virus avec ses récepteurs cibles.

protéines fibreuses entre les sé

.
Arm T o
2gader

=
D
j]
T

varier dans leur aptitude 2

ions béta dans la tige forment une structure

N
&
[oN
w
I
o

o]
[O8
o
|__l
o
I.J
A

clectronique {EM) ontt présenté des

distinctes dans la fibre. L’analyse de la

protéines a partir de plusieurs fibres de

W
(e

sérotype dfadénovirus met en évidence une rupture dans

3

les séguences de répétition de la tige a la troisiéme
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w
C
¢

répétition béta de la gueue N-terminale, gui est
en forte corrélation avec 1'une des articulations dans
la tige, comme représenté par EM. Les articulations
dans la fibre permettent au spicule Jd'adopter une

5 variété d’orientations relatives au capside du virus,

abrements stériques pour

17 engagement du récepteur nécessitant la présentation
correcte du site de liaison de récepteur sur le

spicule. Par exemple, les US=groupe

16 D Ads reguiérent ainsi un récepteur flexible ou un

-

récepteur pré-positionné pour 17attachement du virus,

.

étant donné gqu’elles sont inaptes a fléchir elles-mémes

5]

(Nicklin et al Molecular Therapy 2005 12:384-393)

Lfidentification des récepteurs de cellules

’.A
8]

spécifiques pour différents sérotypes Ad et la

connalssance de la

tropisme tissulaire ont été obtenues grace a
l7utilisation de la technologie de pseudotypage de
fibres. Bien que les Ads de certains sous-groupes
20 utilisent CAR en tant gue récepteur principal, i1l
devient clair gque de nombreux Ads utilisant des
variantes de récepteurs principaux, conduisant & un

tropisme treés différent in vitro et in vivo. Les fibres

de ces sérotypes présent de nettes différences dans

N
o

levrs structures primaire et tertiaire, telle qgue la

rigidite de tige de fibre, l1a longueur de la tige de

fibre et l1'absence d'un site de liaison CAR et/ou le

motif de liaison HSPG putatif, en conjugaison avec les
;

différences de charge nette au sein du spiculs de

G fibre. Le pseudotypage des particules Ad 5 avec une

[@9]
(-

variante de tige et de spicule de fibre fournit par
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[68
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w

conséquent une opportunité pour
domaines de liaison cellulaire et peut, par ailleurs,
permettre un apport plus e
éventuellement 3 plus grande sélectivité cellu
5 wvers des types de cellules définis par rapport a celui

obtenu avec Ad 5. La neutralisation des particules Ad

pseudotypées par fibres peut également étre réduite si
les fibres utilisées proviennent d’Ads avec une

séroprévalence inférieure dans les modeéles humains ou

10 expérimentaux, une situation gui avorise une

administration réussie du vecteur {(Nicklin et al
Molecular Therapy (2005} 12:384-393}). En outre, une
fibre pleine longueur ainsi que les régions de spicule

de fibre isolées, mails pas 1’hexon ou le penton seuls,

’.A
8]

sont capables de provogquer une maturation de cellu

dendritique et sont associées avec 17induction d’une
réponse de lymphocyte CD8+ T puissante (Molinier-
Frenkel et al. J. Bicl. Chem. (2003) 278:37175-3718%Z}.

Considérée conjointemsnt, la fibre adénovirale joue un

J
important dans au moins la liaison au récepteur et

20 réle ¢

O,
n
[65]
-
D
@]
&
D
foud
ﬁ
%)
Q
O
D
5
O
A
-
Rl
$))
o
b

17 immunogénicité

adénovirus de simien de groupe C sont données pa

17alignement fourni sur la figure 1. Une

N
o

caractéristique frappante est gue les séguences de

fibres de ces adénoviruses peuvent étr

O

largement
groupées en celles ayant une longuse fibre, telles que
ChAdl55, ou une courte fibre, telles gue ChAd3. Cette

3 une délétion de 36

différence de

&5}
o
o]
e}
|,_
(o
®
[
Cu
=3
|,_
=
[ON
(/\
[}

a la position approximative de 32

la fibre courte par rapport & la fibre longue. Par
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bond

leurs, il existe un certain nombre de substitutions

)
-

Q:.

acides aminés qui différent entre le sous-groupe de

e

ibres courtes par rappert au socus-groupe de fibres
longues gui sont conforme ifintérieur de chaque
5 sous-groupe. Alors que

différences n’a pas encore étant donné la

fornction et 17immunogénicité de la fibre, elles sont
susceptibles dfé&tre significatives. I1 s
qu’un des déterminants du tropisme viral est ia
16 longueur de la tige de fibre. Il a été démontré gqu’un
vecteur AdL avant une tige plus courte présente une

plus faible efficacité de liaison au récspteur CAR et

une plus faible infectiosité (Ambriovidé-Ristov A. et

=
(@]

3
sur le fait que cette altération est le résultat d’une
rigidité accrue de la fibre plus courte conduisant a
une fixation moeins efficace au récepteur cellulaire

a
(Wu, E et al. : J Virol. (2003) 77{13): 7225-7235). Ces

,..J

études peuvent expliquer les propriétés amélioréss de
20 ChAd155 portant une fibre plus longue et plus flexible
car rapport aux ChAd3 et PanAd3 précédemment décrit et

portant une fibre avant une tige plus courte.
Dans un aspect de 17invention, il est prévu une

fibre isolée, des po stides de capside de penton et

N
o
,__J
ot
®
re]

dhexon d’adénovirus de chimpanzé ChAJd155 et des

t1

poiynucléotides isolées codant pour la fibre, es
polypeptid de capside de penton et d”hexon
dfadénovirus de chimpanzé ChAdlSS.

L’ensenble des trois protéines de capside sont

[@9]
o
[@]
®
]
&)
o)
(0]
w
]
@]
p
L
T
=
',.4
5
o
o
o)
-
feN
o
v
o
0]
-
[¢1)
s}
|__l
ol

peuvent, ainsi, &tre utilisées indépendamment les unes
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des autres ou en combinaison pour supprimer 1l7affinité

corps de neutralisation

[

d’un adénovirus aux ant
préexistants, par exemple, pour fabriquer un adénocvirus
recombinant ayant une séroprévalence réduite. Un tel
5 adénovirus recombinant peut étre un adénovirus

chimérique avec des protéines de capsides provenant de

différents sérotypes avec au moins une protéine
fibreuse issue de (I

La séquence pol de fibre de ChAdLSS est
10 fournie dans la SEQ ID N~ : 1.
La séguence polypeptidigue de penton de ChAdLlES

est fournie dans la SEQ ID N°® : 3,

La séguence polypeptidique dfhexon de ChAdJl35 est

’_A
i
:1:4
[
¢
D
]
QO
<
|._
]
o
I
-
®
O
O
3,
o}
]. -

ants ou compositions comprenant

des séguences polypeptidiques de fibre ChAdLS5 ou

dérivé fonctionnel de celle-ci

De maniere appropriée, 1l7adénovirus recombinant ou
la composition de 17 invention comprend un polypeptide

20 ayant la séquence d’acides aminés selon SEQ ID N° : 1.
De maniere appropriée, 17 adénovirus recombinant ou

la composition de 17invention comprend un polypeptide

gqui est un dérivé fonctionnel d’un polypeptide ayvant la

N
o

dérivé fonctionnel a une séguence d’acides aminés qui

1. De maniére appropriée le dérivé fonctionnel dfun

polypeptide ayant la séquence d’aclides aminds selon SEQ

(@)
o
i
lw}

N : 1 présente une séguence d'acides aminés

au moins & 80 % identigue, comme au moins a 85,0 %



8]

N>
o

]

[@9]
s

dentique,

=
©%
O
—

~

noins

identique,

identique,

o0 7

99,6 % identique,

comme 3 99.

maniére plus

pius appropriége,

appropriée,

pas plus de
76, de maniér

manieére plus

1
i

Pl appro

appropriée,

pas plus de 20,
10, de maniére

maniére plilus :

appropriée,

pas plus de

)

1 addition{s},

5
}
4

rapport a

la compositi

,J
O

arminés sel

i

U

identique,

identique,

identigue

SEQ ID N°

i

lus appropriée,

o0
2]

[a)

deIJ'liée,

-

appropriée,

-

0]

maniére pl

iere plus appropriée,

omprend en

ad ides

&
i

polypeptide

c

3

o

BEZ03RS618/5610
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(o) un dérivé fonctionnel dun polypeptide ayant

la séguence d'acides aminés

selon SEQ ID N° : 3, ou le

.._.l

dérivé foncti

crine.L

,\
O
-
)
0]
9]

présente une séquence d’a
aminés qui est auv moins a 50,0 % identigue sur
5 1fensemble de sa longueur & la séqguence d’acides aminés
de SEQ ID N° : 3, et/ou
lypeptide ayant 1la séguence dfacides
aminés selon SEQ ID N° : 5 ; ou
{b) un dérivé foncticnnel dfun polypeptide ayant

10 la séquence d’acides aminés selon SEQ ID N° : 5, ou 1

(0]

dérivé fonctionnel présente une séguence d’acides

[} L)

aminés qui est au moins a 50 % identique sur 17ensemble

’.A
(@]
J
]
=
o
o
=
et
T
m
o}
C
-4
a

priée, le dérivé fonctionnel d’'un

polypeptide avant la séquence d’acides aminés selon

ID N° : 3 présente une séguence d’acides amindés gqui est

au neins a 60,0 %, comme au moins a 70,0 %, comme au

moins a4 80,0 %, comme au moins & 85,0 %, comme au moins

o°

20 a 90,0 %, comme au moins a 91,0 identique, comme au
moins a 93,0 % identigue, comme au moins a 95,0 %

identique, comme au moins a4 97,0 % identigue, comme au

C
i

moins a 98,0 % identique, comme au moins a 98,0 %,

comme au moins 3 29,2 %, comme au moins & 99,4 %, comme

N
o

comme au moins a 99,6 %, comme a

comme & 99,9 % identique sur 1'ensemble de sa longueur
par rapport a la ségquence dfacides aminés de SEQ ID
N® : 3. En variante, le dérivé fonctionnel ne possade

0 pas plus de 300, de maniére plus appropriée, pas plus

[@9]
(-

de 250, de maniére plus appropriée, pas plus de 200, de



8]

N
o

]

[@9]
s

manieére plus appropriés, pas plus de 150, de manieére
plus appropriés, pas plus de 125, de maniére plus

-

appropriée, 0as de 100, de

rlus

8]

appropriée, pas plus de S0, de maniére plus appropriés,
pas plus de 80, de maniére plus appropriée, pas plus de
70, de manisre plus appropriée, pas plus de 60, de
maniére plus appropriée, pas plus de 50, de maniére
plus appropriée, pas plus de 40, de maniére plus

ras plus de 30

7

pas

o de maniére plus approp

z -
o H
L

10, de

ma re plus appropriée, pas plus de 5, de
maniérs plus appropriée, pas plus de 4, de maniére plus
appropriée, pas plus de 3, de maniére plus appropriée,

pas plus des 2,
1

10 de menisre plus

addition{s), ou

De ppropriée le dérivé fonctionnel d’un
polypeptide ayant la sequence d’acides aminés selon SEQ

[D N° : 5 présente une séquence d’acides aminés qui est
au moins a 60,0 %, comme au moins a 70,0 %, comme au
moins & 80,0 %, comme au moins a 85,0 %, comme au moins
3 90,0 %, comme au moins & 91,0 % identique, comme au
identigque, comme au moins a 95,0 %

au moinz a 97,0 % identique, comme au

identigue, comme au meins a 99,0 %,

omme au moins a 99,2 %, comme au moins a 99,4 %, comme

& 99,5 % identigue, comme au moeins & 99,6 %, comme A
99,7 % didentique, comme au moins & 99,8 % identique,

comme 3 99,9 % identigue sur 1l’=nsemble de sa longusur
& la séquence d'acides aminés de SEQ ID N° : 5. En

variante, le dérivé pas plus de

BEZ03RS618/5610
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s

500, de maniére plus appropriés pas plusg de 400, de
maniérs plus appropriée, pas plus de 450, de maniére
plus appropriée, pas plus de 300, de maniére plus
approprié pas plus de 250, de maniére plus
appropriée, pa plus de 200, de maniére plus
appropriée, ras plus de 150, de maniére plus
pas plus  de 125, de maniére plus
pas plus de 100, de maniere
pas plus de 90, de maniére plus approrx
pas plus de 80, de maniére plus appropriée, pas plus de
70, de maniere plus appropriée, pas plus de 60, de
manieérs plus appropriée, pas plus de 50, de maniére

A

lee

3
LS

pl

de de maniére

de

us

4G,

rlus

s appropriés,

appropriée, pas plus

af

ppropriée, pas plus de 30, maniers pil

pas plus de 20, de maniére plus appropriée, pas plus de
10, de mani appropriée, pas plus de &, de
maniére plus appropriée, pas plus de 4, de maniére plus

appropriée, pas plus de 3, de maniére plus approprieée,
pas plus de 2, de maniere plus appropriée, pas plus d=
1 ddition{s}, délétion{(s) ou substitutions{s} par
rapport & la SEQ ID N° : 5.

Adénovirus recombinants ou composiitons comprenant
des séquences polypeptidiques de penton ChAJLSS

De maniére appropriée, 1l7adénovirus

la composition de 17invention comprend
avant la séguence d’acides aminés selon
De maniére appropriée, 1fadénovirus recombinant ou la
composition de 17invention comprend en outre :

{a) un polypsptide ayant la séguence d’acildes
aminés selion SEQ ID N° : 1 ; ou

BEZ03RS618/5610
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(o) un dérivé fonctionnel dun polypeptide ayant

o 4
4

la séguence d'acides aminés selon SEQ ID N° : , ou le

g
-+
i
E

dérivé fonctionne présente une séqguence dfacides

aminés gui est au moins identique a 80 % sur 1l ensemble

= J e~ - 1 - X 1 - 2 - o~ 17 R . PR 2 en N QT
2 de sa longueur a la séguence d'acides aminés de SEQ ID

N® o1

aminés selon SEQ ID NY ¢ 5 ; ou

10 (b} un dérivé fonctionnel dfun polypeptide ayant
la séguence dfacides aminés selon SEQ ID N° : 5, ou le
dérivé fonctionnel présente une séquence dacides

60 % sur lfensemble

e

aminés gui est au moins identique

de =za longueur 3 la uence dfacides aminés de SEQ ID

N° : 5.

’.A
8]

Je manieére appropriée, le dérivé fonctionnel d’un

peptide ayant la séguence d’acides aminés selon SEQ

ID N° : 1 présente une séquence d’acides aminés gui est
au moins identique & 60,0 %, comme au moins ildentigues &

20 70,0 %, comme au moins identigque a 80,0 %, comme au

moins identique & 85,0 %, comme au moins identique a

=

moins identique a 91,0 %, comme au moins identigue a

N
w
-
C
-2
.
=
w
-2
o
¢
©
-
-
o+
=
pe
c
o}
w0
-1
~
(@]
o
-
e}
®
=
o
=
()
J
-
o
@
et
>
o+
=
c
®
u

98,0 %, comme au moins identigque a 99,0 %, comme au
meins & 99,2 %, comme au moins a 29,4 %, comme au molins

2 [e Nt [y Q . - nox H = O - Rl
identigue & 99,5 %, comme au moins a 98,6 %, comme au

moins identigue a 99,8 %, comme au mcins identigue A

W
-]
(e
O

C

;9 % sur l'ensemble de sa longusur a la séqguence

-

dfacides aminés de SEQ ID N° = 1.
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En variante, le dérivé fonctilonnel ne présente pas
plus de 130, de maniére plus appropriée, pas plus de
120, de manieére plus appropriée, pas plus de 110, de
maniére plus appropriée, pas plus de 100, de maniér

5 plus appropriée, pas plus
appropriée, pas plus de &G,

pas plus de 70, de maniére

60, de maniére plus appropriée, pas plus de 50, de

manieérs plus appr

iée, pas plilus de 40, de manisre

16 plus appropriée, pas plus de 30, de maniére plus

D

appropriée, pas plus de 20, de maniére plus appropriée,
pas plus de 10, de maniére plus appropriée, pas plus de

5, de maniére plus appropriée, pas plus de 4, de

l

[

maniére plus approprife, pas plus de 3, de maniére plus

7

appropriée, pas plus de 2, de maniére plus approprige,

’.A
8]

ras plus de 1 addi n{s) ou

e
o]

h
-+
o
[._:
o
W
=
3
>
i
w}
Z
O
-

substitutions(s) par rappo

De maniére appropriée, le dérivé fonctionnel d'un

2

polypeptide ayant la séquence d’acides aminégs selon SEQ
20 ID N° : 5 présente une séquence d’acides aminés qui est
au moins identique a 60,0 %, comme au moins a 70,0 %,
comme au moins & 80,0 %, comme au meoins a 85,0 %, comme

au moins & 90,0 %, comme au moins a 95,0 %, comme au

moins & 97,0 %, comme au moins A& 99,0 %, comme au moins

]
(@3]
s
el
C
-
[ww]
(&
-

comme au moins a 99,2 %, comme au moins &
99,4 %, comme identique au moins a 99%.5 %, comme au
moins a 99,6 %, comme identique au moins a 99,8 %,
comme identique a 99,9 % sur l'ensemble de sa longusur

a2 la séguence d'acides aminés de SEQ ID N° : 5. En

w
(o]
.
o
=
|._l
o
==
=
at
[
-

e dérivé fonctionnel ne présente pas p

500, de maniére plus appropriée, pas pius de 400, de
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manieére plus appropriés, pas plus de 450, de maniére
plus appropriés, pas plus de 300, de naniére plus

appropriée, pas plus  de 250, de manieére plus

appropriée, pas plus  de 200, de maniére plus
5 appropriée, pas plus de 150, de maniére plus

appropriée, pas plus de 125, de maniere plus

appropriée, pas plus de 100, de maniére plus

appropriée, pas plus de 90, de maniére plus appropriée,

plus appropriée, pas plus de

7

10 70, de maniére plus appropriée, vas plus de 60, de

maniere plus appropriée, pas plus de 50, de maniére

plus appropride, mpas plus de 40, de maniére plus
approprié pas plus de 30, de maniére plus appropriés,
pas plus de 20, de maniere plus appropriée, pas plus de
15 10, de maniére plus appropriée, pas plus de 5, de

maniere plus appropriée, pas plus de 4,

appropriée, pas plus de 3, de maniére plus appropr

=
[
0]
[

pas plus de 2, de maniére plus appropriés, pas plus de
1 addition{s), délétion{s) ou substitutions(s) par

20  rapport a la SEQ ID N° : 5.

Adénovirus recombinants ou compositions comprenant
des polynucléotides codant pcur la fibre ChAd1S5 ou un
dérivé fonctionnel de celle-ci

De maniére appropriée, 1l7adénovirus ou

25 la composition de 17 invention comprend Ul
poiynuclécotide qui code pour un polypeptide ayant la

séquence d’acides aminés selon SEQ ID N°

De maniére appropriée le polynucléotide présente

G En variante, 17 adénovirus recombinant ou 1

o)

[@9]
(-

-

composition de 17invention comprend un polynucléotide

’D
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qui code pour un dérivée fonctionnel dfun polypeptide

présentant la séquence dacides aminés selon SEQ ID
N° : 1, o0 le dérivé fonctionnel présente une séguence

Tacides aminés

5 1fensemble de sa longueur a la séguence d
de SEQ ID N° : 1. De maniére appropriée le dérivé
forictionnel

d’acides aminés selon SEQ ID N° : 1 présente une

séquence d¢’acides aminés o est au moins iden a
10 80 %, comme au moins identique a 85,0 %, comme au moins

identigque a2 90 %, comme au moins identique 2 91,0 %,
comme  au moins identigue & 93,0 %, comme au moins

identique a 95,90 au moins identigue a 97,0 %,

a2
[@]
9]
=
=3
)

98

j$3E

0
e
O\ o}

~
0
O
3
E
o
I
o
5
O
5
v

comme au moins Iidentique

=
(@]

identigue & 99,0 %, comme au moins identigue a 9% %,

N

cormme  &au moins identigue a 99,4 %, comne au moins

<)

identigque & 99,6 %, comme au moins identigue a 99,8 %

sur l7ensemble de sa longueur a la séquence d’acides

~ Ty A @ .
aminés de SEQ ID N :od.
20 En variante, le dérivé fonctionnel ne présente pas

130, de maniére plus appropriée, pas plus de

o]
pasts
—
et
[©]
O
D

>
P4

-
N
C

0, de maniére plus appropriés, pas plus de 110, de
maniére plus appropriée, pas plus de 100, de maniére

pius appropriés, pas plus de 9G, de maniére plus

N
(@]

appropriée, pas plus de 80, de maniére plus appropriée,
pas plus de 70, de manieére plus appropriée, pas plus de

60, de maniére plus appropriée, vpa

manieére plus appropriée, pas plus

plus  approprife, pas plus de 30,

W
(e

appropriée, pas plus de 20, de maniére plus appropriée,

pas plus de 10, de maniére plus appropriée, pas plus de
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5, de maniere plus ppropriée, pas plus de 4, de

manigrs plus appreopriée, pas plus de 3, de maniére plus
appropriée, pas plus de 2, de maniére plus appropriés,
pas plus de 1 addition (s}, délétion (s} ou

5 substitutions(s) par rapport a la SEQ ID N° : 1,
De maniére approprige 17adénovirus recom ou

la composition de 1'invention comprend en

un

vrnucléotide codant pour

ol

{a) un pclypsptide ayant 1 séquence dfacides

10 aminés selon SEQ ID N° : 3 : ou

-
1
.

{b)y un dérivé fornctionnel d’un polypeptide avant

INRd

la séquence dfacides aminés selon SEQ ID N° : 3, ou le

dérivé fonctionnel présente une séguence dfacide

aminés gui est au moins didentigue a 50,0 %  sur

=
(S}
;._

‘ensemble de sa longueur a la séguence d’acides aminés

{(a) un polypeptide avyant la séquence d’acides
aminés selon SEQ ID N” : 5 ; ou
20 (o) un dérivé fonctionnel dfun polypeptide ayant
la séguence dfacides aminés selon SEQ ID N° : 5, ou le
dérivé fonctionnel présente une séquence dfacides
aminés gui est au moins identique a 50 % sur 1lfensemble

de =za lcngueur 3 la séguence d'acides aminés de SEQ 1D

N
o
=
(o}
o

> maniére appropriée, le dérivé fonctionnel du

1o

polypeptide ayant la séguence d’acides aminés selon SEQ

W2 s I mrlanarnia 1ima adeyiienee I o~ e v ~N A € vi11 et
ID N° : 3 présente une séquence d'acides aminés qui est

AD

au moins identique a 60,0 %, comme au moins & 70,0 %,

W
(e

comme au moins 3 60,0 %, comme au moins a 85,0 %, comme

G0

au neoins a 90,0 %, comme au moins a 91,0 %, comme au
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moins icdentique & 93,0 %, comme au moins identique a
95,0 % didentique, comme au moins identique & 97,0 %,
comme au moins identigque & 98,0 %, comme Aau moins
identigque a 99,0 %, comme au moins a 99 %, comme au
5 moins & 99,4 %, comme au moins a 98,6 %, comme au moins
identique 3 99,8 % sur 1l’ensemble de sa longueur a ia
séguence d’acides aminés de SEQ ID N° : 3. En variante,
le dérivé fonctionnel ne présente pas plus de 300, de

maniére plus appror pas plus ds 250, de manisare

16 plus appropriée, pas plus de 200, de maniére plus

appropriée, pas plus de 150, de maniere plus
appropriée, pas rlu de 125, de maniére plus
appropriée, pas plus de 100, de maniere plus

appropriée, pas plus de 350, de maniére plus appropriés,

’.A
(@]
s,
o
0
G
l__.'
-
0
Q.
]

80, de maniére plus appropriée, pas plus de
7 N 7 - o

70, de maniere plus

appropriée, pas plus
20 pas plus de 20, de maniere plus

maniére plus appropriée, pas plus de 4, de maniére plus
appropriée, pas plus de 3, de maniére plus appropriée

ras plus de 2, de maniére plus appropriée, pas plus de

N
o

1 addition{s}), délétion{s} ou substitutions{s) par

rapport a la SEQ ID N° : 3.
De manieére appropriés, le dérivé fonctionnel du

ypeptide avant la séquence dfacides aminés selon la

SEQ ID N° : 5 présente une séque aminés qui

(@3]
o
@
w
o+
4]
o]

moins identique & 60,0 %, comme au moins 4

70,0 %, comme au moins 2 comme au moins  a

s

&

()
~

o

e
-
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N
o

]

[@9]
s

85,0 %, comme au moins & 90,0 %, com au moins A
95,0 %, comme au moins a 97,0 %, comme au moins A
98,0 %, comme au moins & 99,0 %, orme  au moins  a
95,2 %, comme au wmoins a 99,4 %, comme identique a
99,5 %, comme au moins a 99,6 %, comme identigue a
99,7 %, comme au moins identigue a 99,8 %, comme

identique & 99,9 % sur l’ensemble de sa longueur a la

séquence d’acides aminés de SEQ ID N° : 5. En variante,
le dérivé foncti ne présente pas plus de 500, de

de maniére

plus appropriée, pas plus de 450, de maniere plus
appropriée, pras plus de 300, de maniére plus
appropriée, ras plus de 250, de maniere plus
appropriée, pas plus de 200, de  manigre plus
approprié pas plus de 150, de maniére plus
appropriée, pas plus de 125, de maniere plus
approprié pas plus de 100, de manieére plus
appropriée, pas plus de 90, de maniére plus approprieée,
pas plus de 80, de maniére plus appropriée, pas plus d=
70, de maniére plus appropriée, pvas plus de 60, de
maniere plus appropriée, pas plus de 50, de maniére
plus appropride, pas plus de 40, de maniére plus
appropriée, pas plus de 30, de maniére plus appropriés,
pas plus de 20, de maniere plus appropriée, pas plus de

de lus  appropriée, p

pras plus de maniere plus

appropriée, pas plus de 3, de maniére plus appropriée,
pas plus de 2, de maniére plus appropriée, pas plus de

1 addition{s), délétion{s) ou substitutions(s) par
rapport 4 la EEQ ID N° : 5.

BEZ03RS618/5610
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66

ants ou compositions comprenant

d
des polynucléotides codant pour le penton ChAdLSS

Je manieére appropriée, 17adénovirus recombinant ou
la composition de 17 invention comprend un

polynucléotide qui code pour un

w

olypeptide avant la

..(<

[einla)

séquence d’acides aminés selon SEQ ID N° : 3.

De

1S
LY

nucléotide préssnte
une séquence selon SEQ ID N° ¢ 4.

-

De maniérs appropriée 17adénovirus recom

nant ou

la composition de 1'invention

@]
-

omprend en outre un

{(a) un polypeptide ayant la séguence d’acides

d’un polypeptide avyant

la séquen dfacides inés selon SEQ ID N° : 1, ou le
dérivé une séguence dfacides

aminés qui est identique au moins a 50 % sur 1l ensemble
de sa longueur 3 la séguence d'acides aminés de SEQ ID

N® o1

b‘t/ cu
{a) un polypeptide avant la séguence d’acides

aminés selon SEQ ID N° : 5 ; ou

(b)Y un dérivé fonctionnel d

aminés qui est identigue au moins a 30 % sur 17 ensemblie
de sa longueur a la séqguence dfacides aminés de SEQ ID

dérivé foncticnnel dfun
d’acides aminés selon SEQ

ID N° : 1 présente une séquence d’acides aminés qui est
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identiqgue au moins a 60,0 %, comme ldentique au meins 2

<%

“igque au nmoins & 80,0 %, comme

[
ot

70,0 %, comme  ider
identigque au moins a 85,0 %, comme identigque au mcins a

87,0 %, «comme identique au moins a 89,0 %, comme
5 identigue au moins & 91,0 %, comme identique au moins a
93,0 %, comme identigue au mwmoins a 95,0 %, comme

, comme identigque au moins a

e

identigque au moins a 97,0

s
O
\tel

98,0 %, comme au moins $,0 %, comme au moins a

[s303
O
\s]
~
o
Qi

99,2

el

, comme au moeins 15,4 %, comme identique

o
o
n

16 93,5 comme au moins a 99,6 %, comme identiqgque a

o
-

O

O
~

~J

e
-

comme  identigue au moins a 99,8 %, comme

identigque 3 99,9 % sur lfensemble de sa longueur a la

5

séguence d’acides aminés de SEQ ID N° : 1. En variante,

le deérivé fonctionnel ne présente pas pius de 130, de
15 maniére plus appropriée, pas plus de 120, de maniere
plus appropriée, pas plus de 110, de maniére plus

appropriée, pas  plus de 100, de manieére plus
appropriée, pas plus de 90, de maniére plus approprieée,

[§
b

pas plus de 80, de maniére plus appropriée, pas plus d=

- N

20 70, de maniére plus appropriée, pas p
manieére plus appropriée, pas pl
plus appropriée, pas plus de 40, de maniére plus
appropriée, pas plus de 30, de maniére plus appropriée,
pas plus de 20, de maniere plus appropriée, pas plus de

de maniére plus appropriée, pas plus de 5, de

N
(&1
b
&

manieére plus appropriée, pas plus de 4, de maniere plus

appropriée, pas plus de 3, de maniére plus appropriée,

s

lus de 2, de maniére plus appropriée, pas plus de

\

ition{s), délétion(s) ou substitutions(s) par

@3]
(]
]
o
O
e
o}
I
ot
o3}
|_../
o
w2
52l
<
-4
o
=
o
—
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polypeptide ayant la séquence dfacides aminés
ID N° : 5 présente une séguence d’acides aminés gui est

identigque &u moins a 60,0 %, comme au moins & 70,0 %,

au moins & 50,0 %, comme au moins a 85,0 %,

@]
=
g
o)
8]
=

moins & 97,0 %, comme au moins a 98,0 %, comme au moins

a 99,0 %, comme au moins a 99,2 %, comme au moins a

~

99,4 %, comme identigue a 99,5 %, comme au moing a

oo
G

10 99,6 %, comme identique a 9

O
~
,
-3
o
~

comme  identique au

[o}

moins & 9¢,8

@

, comme identique a 99,9 % sur 1l’ensemble

5
i

de sa longueur & la séguence d'acides aminégs de SEQ ID
N° : 5. En variante, le dérivé fonctionnel ne présente

plus de 500, de menisre appropriée, pas plus de

T
o
(93]

=
(@]
N
]
(@]
~

de maniére plus appropriée, pas plus de 450, de

maniere plus appropriée, pas plus de 300, de manieére

pilus appropriée, pas plus de 250, de maniére plus
appropriée, pas plus de 200, de maniere plus

appropriée, pas plus de 150, de maniére plus
20 appropriée, ras plus de 125, de manieére plus
appropriée, pas plus de 100, de maniere plus
appropriée, pas plus de 90, de maniére plus appropriée,

5

pas plus de 80, de maniére plus appropriée, pas plus de

in

0, de maniére plus appropriée, pas plus de €0, de

N
&
=
)
o
st
=
l,_
0]
(a3
(6]

plus appropriée, pas plus de 50, de maniére

plus appropriée, pas plus de 40, de maniere plus

appropriée, pas plus de 30, de maniére plus appropriée,

pas plus de 20, de maniére plus appropriée, pas plus de

10, de manie plus appropriée, pas plus de 5, d=

@3]
o
=
o
=]
-
I}
®
9]
jor
C

approprige, pas plus de 4, de maniére plus

appropriée, pas plus de 3, de maniére plus appropriée,
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pas plus de 2,

Les sequelettes de ChAdlisis

- N

3 A o § L vy ~
5 La présente demande décrit des séguences

polynuclécotidiques

k\

ChA

Q

1155, dincluant celui du type sauvage, le ChAJLISS non

modifié (SEQ ID N° : 10y et 1les constructions de

sguelettes nmodifiées de ChAdLS5. Ces constructions de
I

S
106 sguelette modifiées incluent ChAJdlS5#1434 {SEQ

utilisés dans la construction d’adéncovirus recombinants
aptes a la réplication ou non aptes 3 la réplication

a fourniture de Transgenes.

=
(S}
C
o
4
3

.

annotation de la séguence de ChAdlES de type

[ QT N 1 e » o S m et .
sauvage (SEQ ID N° : 10) est fournie ci-apres.

LOCUs ChAdLbh 37830 ph Al

20 DEFINITION Adénovirus chimpanzé 155, génome

COMMENTAIRE Annotation selon 1’alignement du
ChAd155 par rapport & la souche de référence de

Deux ORF

N
o
e,
(e}
jrd
o
C +
[__l
h

N

&
=
w
I.../
o
H
o
"
O
=
|zal
)
o

(-
e}
c
c
16,

v

manuellement
CARACTERISTIQUES Emplacement/Qualificatifs

Scurce 1..37830

rganisme="Adénovirus de chimpan

W
(e
=
(@]
&)

4

/type mol="ADN génomique”
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Jgéne="14"
gene 6078..22658
/géne="13"
gene 6078..18164
/géne="L2"
geéne 6078..1421¢
/'T@ﬂ@m” e
signal TATA 6078..6083
/note="1"
transcript prim 610C9.
/géne="15"
transcript prim 6109..2
/geéne="14"
transcript prim 6109.
/géne="13"
transcript prim 5109,
/géne="1L2"
transcript prim 6109..1421¢6

JAEN [ | B e 1
/géne="11

~ '

O
-
wn

/géne="11"

/produit="1L1

complément

{jonction{(8637,.10640, 142

0}
i
D

jonction (8038..

g
/produit="E2
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/géne="13
/produit="L3
5. . 22604

o S
(". G
pEile) AR

-
7r
LIRS

Ane="T3"

\\
(e}
(D

5 /produit="13 protease’
signal polyA 22630..22635
'16_,-'-7“ 3!9

complément (22
/géne="E2A"
10 complément

/géne="E2ZA"

BEZ03RS618/5610

complément géne (22632..26357)
/géne="E2A~L"
transcript prim complément {(22632..26328)
15 /géne="E2A-T1"
signal polyA  complément (22649..22654)
/note="E2A, EZA-L"
CDS corplément (22715, .24367)
/gene="E2A"
20 /note="DBP ; commun au genre ; Tfamille
DBP®
/début_codon=1
/prodult="E2A"
DS 24405..26915
25 /géne="14"
/produit="L4 100k"
signal TATA complément (26352..26357)
/géne="E2A-L"
CDS jonctiow( 26602..26941,27147..27529)

W
(e

LL‘:rH
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CDS 26602, .27207

signal TATA complément (27518..27523)
5 /note="EZA, EZB; nominal"”
ChS 27604..28287
/géne="T4"
/produit="L4 pVIILI®
géne 27969..32686
10 /géne="E3BR"
gérne 7969..31611
/géne="E3A"
signal TATA 27969..27974

/note="E3A, E3B"

15 transcript prim 27598..32¢8¢
/gene="E3R"
transcript prim 27998..31611

CDS 28288..28605
20 /géne="E3A"
/ 3 ‘s o NTY T
/produit="E3 ORFL"

DS 29103..29303
25 /géne="E3A"

/prodult="E3 CORF2"

/produit="E3 ORF3"

(@3]
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o
Xe)
(o]
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/géne="E3A"
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/prodult="E3 ORF4"

T
CDS

CDS

CDS

Gene

identifié

/gene="E3A"

)

o
i
X/
’._J
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oz
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w

/produit="E3 ORF7"

31866, . 3226
31866..32264

commun au

/produit="fibre L!
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/type rpt=

Définitions

[ON
O
t
-
o
{
D
n
[
et

Recombinant signifie que le polvnuc

produit dfau moins 17une des étapes de clonage, de

= s e S - 3 1l i a1t e SN A A e 44
5 restriction ou de ligature, ou autres procédures gui

aboutissent & un polynucléotide qui est distinct dfun
polynucléotide présent dans la nature. Un adénovirus
recombinant est un adénovirus comprenant un
polynucléctide recombinant.

10 D'ordinaire, « hétérologue » signifie dérivé d’une
entité génotypiguement distincte de celle du reste de
1l7entité & laguelle elle est comparée. Une séguence

-
1
.'

d’acides nucléiques hétérologue désigne n’imporie

quelle séqguence dfacides nuciéigques qui n’est pas

15  disolée de, dérivée de ou Dbasée sur une séguence

d’acides nucléigues dorigine naturelle du vecteur
adénoviral. « D’origine naturellie » signifie une
séguence trouvée dans la nature et gui nf‘est pas
préparée ou wmodifiée de maniere synthétigue. Une

o . 4ot .
20 ségquence est « dérivée » d

délétion, substitution {mutation}, insertion ou autre

modification), de maniére appropriée de sorte a4 ne pas

perturber la ction normale du géne source,

« dérivé fonctionnel » d’un polypeptide désigne

N
&
(@]

de maniére appropriée une version modifiée d’un

laguelle un ou plusieurs

T
O
*<
Y’re
:\
®
e}
&
|__l
e}
[¢3)
-
oW
b
[
it
ol
|_._
o
N
QL
)
ot
o
1)
|_._

-

acides aminés du polypeptide

D

peuvent étre supprimés,
insérés, modifiés et/ou substitués. Un dérivé d'une

adérnovirale non modifiée est

w
o
ol
K
Cr
T
’_.:
o
[
@]
(9]
e
o
el
[
|.4
[oN
®

considéré comme fonctionnel si, par exemple :
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(a) un adénovirus comprenant la protéine de
capside dérivée au sein de sa capside conserve
sensiblement la réme séroprévalence ou une
séroprévalence inférieure par rapport a un adénovirus

5 comprenant la protéine de capside non modifiée et/ou

(b} un adénovirus comprenant la protéine de

capside dérivée au sein de sa cag

m

side conserve

cellules hétes ou

t
P
o))
=3
O
=
o
i
o]
h
D
o)
ot
._J
O
wn
{-
¢t
D
Qu
w
n

sensiblement

une  in: té  plus élevée par rapport a un

16 adénovirus comprenant la protéine de capside non

capside jérivée au  sein de sa capside conserve

sensiblement la méma immunogéniclité ou une

’.A
8]

immunogénicité supérieure par rapport a un adénovirus

comprenant la protéine de capside non modi

{-de

() un adénovirus comprenant la

capside dérivée au sein de sa capside conserve

sensiblement le méme niveau de  prodi
20  transgéne ou un niveau supérieur par rapport & un

rotT

/D‘
R

adénovirus comprenant la

'd

ine de capside non

Les propriétés {(a)-{d) ci-dessus peuvent é&tre

des procédés

N
o

recombinant
présente une faible séroprévalence dans une popu

humaine. La « faible séroprévale

T

:nce » peut signifier

avoir un niveau d’anticorps de neutralisation pré-
30 réduit par vrapport a l1fadénovirus 5 (AdS)

oy
o
=
iS)]
=
o]
[
)
-
)
=
D
3
D
5
8}
)
d
D
=
0]

ou en variante, la « faible



8]

N
o

]

[@9]
s

9%

2

,..J

séroprévalence » peut signifier moins d’environ 20 de

séroprévalences d'environ 15 % de e

a 2, meins % séroprévalence,
moins d’environ 10 % de séroprévalence, moins d’environ

Q 3

z

5 % de séroprévalence, moinsg G environ 4 % de
séroprévalence, moins d'environ 3 % de séroprévalence
moins dfenviron 2 % de séroprévalence, moins dfenviron

7

1% de séroprévalence ou pas de
détectable. La séroprévalence peut étre

pourcentage

neutralisation cliniquement significati

un titre de neutralisation a 50 % > 200) au moven de
procédés tels que décrits dans Aste-Amézaga et al.,
Hura. Gene Ther. ({(2004) 15(3}):293-304.

Les termes polypeptide, peptide et protéins sont
utilisés de maniére interchangeable ici.

Le terme « simien » est dfordinaire censé englober
les primates non humainsg, par exempls, les singes de
17ancien monde, les singes du nouveau monde, les grands
singes =t les gibbcons. Similen désigne en
les grands singes non humain els gue les
(Pan troglodvte), les bonobos (Pan paniscus)
gorilles {genus Gorilla). Les simiens non primates
peuvent inclure les macaques rhésus {(Macaca mulatta).

Comparaison de séquance d’adénovirus

Aux fins de compa deux séquences de
polynucléotides ou polypeptides étrcitement liées, le
« % d’identité » entre une premiére séquence et une
seconde séguence peut étre calculé en utilisant un
programms d’alignement, tel gque BLAST® {(disponikle sur

blast.ncbi.nlm.nih.gov, dernier accés le 0% Mars 201535}
en utilisant des réglages standards. Le % d’identité

BEZ03RS618/5610
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2st  le nombre de <résidus identigues divisé par le

nombre de résidus dans la séguenc de référence,
multiplié par 100. Les chiffres de % d’identité

.

indiqués plus haut et dans les revendications sont des

5 méthodologie. Une autre
le nombre de résidus

identiques divisé par le nombre de résidus alignés,
multiplié par 100. Des wvariantes de procédés incluent
17utilisation dfun procédé & breéchess dans lequel des

10 bréches dans 1’alignement, par exemple des délétions

dans une séquence par rapport & 1’autre séguence, sont
prises en compte dans un score de bréches ou un coiit de
bréches dans le paraméetre d'évaluation. Pour de plus

amples informations, voir la fiche d’information BLAST®

’.A
8]

-2

disponible sur e

-

s/ HowTo BLAST Guide.pd

ftp.ncbhi.nlm.nih.gov/pub/facts

€
£

. dernier acceés le 9 mars 2015.

h

Les séquences qui conservent la fonctionnalité du

& de la sorte

polynucléotide cu d'un polypeptide

20 sont susceptibles dfétre plus étroitement identiques.
Les séquences polypeptidigues ou polynucléotidigue sont
dites similaires ou identiques aux autres séguences
polypeptidigques ou polynucléotidiqgues, si elles

partagent 100 % d’identité de séquence sur 1’ensemble

N
o

de leur longusur.
Une « différence » entre séguences désigne une
étion ou substitution d’un seul résidu

dfacide aminé a une

par rapport & la pr

W
(e

polypeptidiques peuvent contenir une, deux ou p

différences d’acides aminés de la sorte. Les
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ingertionsg, délétions ou subkstitutions dans une sgeconde
séquence qui est var ailleurs identique (100 %
d’identité de séqguence) 2 une premieére  séquence

aboutissent & une identité de séquence en pourcentage

@

< 3 T2y a - 7 pe ~ =
5 réduite. Par exemple, si

9 résidus d'acides aminés des long, wune substitution

séqguence de 88,9 %. Si les séquences identiques font 17

résidus d'acides aminés de long, deux

16  dans la seconde séguence aboutissent & une identité de

séqguence de 88,2 %. Si les séguences identiques font 7

séguence de 57,1 3. Si  les premiére et  sgeconde

15  séqguences idiques font 9 résidus d’acides

aminés de long et partagent € résidus identiques, les

premiére et seconde séquences polyp

®

eptidiques partagent

pius de 66 % de 17identité {les premiére et seconde

2

séquences polypeptidigues partagent urne

20 66,7 ). sSi les premiére et seconde séquences
polypeptidigues font 17 résidus dfacides aminés de long

identiques, les premiére et
polypeptidigues partagent une

{(les premiére et seconde

N
o

partagent wune identité de

o
Lh
Q

<
o
e}
i_.:
(o3
(o
w
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}_<
]
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(€3]
Q.
®
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O
3
G

identiques, les premiére et

seconds séquences polypeptidiques partage

)
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®

42 % {les premiere et seconde
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séguences polypeptidigues partagent une identité de

En wvariante, aux fins de comparer une premiere

séguencs vpeptidigque de référence a une sgeconde
5 séquence ypeptidigue de comparaison, ombre

d’addition de substitutions et/ou de
apportées a la premiére séguence pour produlre la

seconde séguence peut étre déterminé. Une additicn est

17addition d'un résidu d’acide aminé dans la séquence

10 du premier polypeptide (incluant 1’addition au niveau

de 17un ou 17autre terminaison du premier polypeptide).
Une substitution est la shstitution dfun résidu

d’acide aminé dans la séguence du premier polypeptide

par un résidu d’acide aminé di:

d"un résidu d’acide aminé de la séguence du

=
(@]
-
o
(o3
D~
|__
|._|
@]
o]

premier polypeptide (incluant la délétion de 1 une ou
17auvtre terminaison du premier polypeptide).

Aux fins de comparer une premiere séguence
polynuclécotidique de référence A une seconde séguencs

20 polynucléotidique de comparaison, le nombre

d’additions, substitutions et/ou délétions effectuées

séguence peut étre déterminé. Une addition est

l7addition d’un résidu nucléotidigue dans la séqgusnce

N
o
O,
o
T
h
4
=
I
R

polynucléotide {(incliuant 17addition au
niveau de l17une ou 17autre terminaiscn du premier
polynucléctide). Une substitution est la substitution
dfun résidu de nucléotide dans la séguence du premier

pol‘n4<1nof ide par un résidu de nucléotide différent.

W
(e

Une délétion est la délétion dfun résidu de nucléotide

de la séguence du premier polynucléctide (y compris la
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délétion au niveau de 17un ou 17autre terminus du

premier polynucléocotide).
Je maniére appropriée, des substitutions dans les
ségquences de la présente invention peuvent étre des

5 substitutions conservatrices. Une ubstitution

stitution d’un acide aminé

par un autre t une propriété chimique

similaire & 17acide aminé gui est substituée (voir, par

exemple, Stryer et al, Biochemistry, 5% Edition 2002,
16 pages 44-49) . De préférence, la substitution
conservatrice est une substituticn choisie dans le

groupe consistant en : {1} une substitution d"un acide

aminé Dbasique par un autre acide aminé Dbasique

15 acide par un autre acide aminé acide ; (iii) une
substitution d'un acide aminé arcmatigue par un autre

par un autre aclide aminé aliphatigue non pclaire

N

20 différent ; et (v) une substitution d'un acide aminé

. -

non chargé

0]
o}
o
Y
o
]
9]
o
t
=
D
js)]
a
I
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D
93}
3
i
o]
D

non chargé polaizr

érent.  Un  acide aminé basique est de

e
O
ot

oo
[
=
@
Q.
I
H
[
o

érernce choisi  dans le groupe consistant en

et la lysine. Un acide amineé

=
o1
B
l..\)
,")
5
16
-
-
o
]
Q.
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25 acide est de préférence de 1’aspartate ou le glutamate.

et le tryptophane. Un acide aminé aliphatigue non

polalre  est de préférence cheoilsi danz le groups

W
(e

consistant en 1la glycine, 1l’alanine,

leucine, la méthionine et 1
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non chargé polaire est de préférence choisi dans le
groupe consistant en la sérine, la thréonine, la

cystéine, la proline, 1fasparagine et la glutamine.

Contrairement & une substitution d”acide aminé
5 conservatrice, une substitution d’acide aminé non
conservatrice est 17é&change dfun acide aminé avec
n’importe quel acide aminég qui n’entre le

cadre des substitutions conservatrices (1) a {(v)
indiguées plus haut.

10 Adénovirus recombinant

ChAdLL5 sont utiles comme agents

la construction d'une variété de

d’adénovirus recombinants et de

maniére appropriés, le  terme

’.A
8]

« vecteur » désigne un acide nucléigue qui a été

siblement modifié (par exemple, un géne ou une

région forctionnelle qui a été

inactivé(e)) par rapport a une séguence de Lype sauvage
et/ou incorpore une séguence hétérologue, & savoir un
20 acide nucléigue obtenu dfune source différente

également appelé un « insert »), et répliguant et/ou

exprimant la séquence  polynucléotidiqus insérée,
lorsqu’elle est introduite dans une cellule {par

une cellule héte). Par exemple, 1’ insert peut

N
o

er l'ensemble des ségquences ChAdLS5 décrites
ici ou en failre partie. En outre ou en variante, un
vecteur ChAdLl55 peut étre wun adénovirus de ChAdlS5
comprenant une ou plusieurs délétions ou inactivations

de génes viraux, telles gue le géne El ou un autre

.”\
Q0
-
]

(@3]
(o]
)
N
=
o

1 ou une région fonctionnelle décrite ici. Un tel

D

ChAdlbd5, gui peut ou non comprendre une seéguence
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hétérologue, est souvent appelé un « sguelette » et
peut &tre utilisé en tant que tel ou comme un point de
départ pour des modifications supplémentaires du
vecteur.

Un vecteur peut étre n’importe quelle mnolécule
d’acide nucléique appropriée incluant 17ADN nu, un
plasmide, un virus, un cosmide, un vecteur phage tel

qu’un vecteur lambda, un chromoscme artificiel tel

gu’un BAC (chromosome artificiel bact

10 épisome. En variante, un vecteur peut étre une unité de
transcription et/ou d’expression pour une transcription
ou expression in vitro acellulaire, comme un systéme
compatible T7. Les vecteurs peuvent é&tre utilisés seuls

Pe

ou en combinaison avec d’autres séguences adénovirales

."\

’.A
8]

ou dfautres fragments adénoviraux, ou en combinaison

svec des éléments issus de séquences non-adé

galement utiles dans des

[ON

£

Les séqguences ChAdJL55 sont

[0}

vecteurs d’administration antisens, des vecteurs de

thérapie génigue ou des vectsurs de wvaccin. Ainsi, 1l

20 est également prévu des vecteurs Tadministration de

génes, et des cellules hétes qgui contiennent les

Le terme adénovirus <« apte & la réplication »
désigne un adénovirus qui peut répliquer dans une

se
iilule héte en "absence de guelcongues protéines

N
(&3
(@}
@
[___
l,_.

auxiliaires recombinantes comprises dans la cellule. De
maniére appropriés, un adénovirus « apte a ia
réplication » comprend les génes précoces essentiels

intacts ou foncticoanselsg suivants : ELA, EIB, E2A, E2ZB,

(@3]
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=
w
®
o+
=
1=
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('\
o
[
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o
<
Jo
(a3
o
w
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w
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animal particulier seront aptes & la réplication dans

a réplication »
ou « & réplication déficiente » désigne un adénovirus

5 gui est incapable de se répliquer du fait gu’il a été

¢

comprendre au moins une délétion

{ou une mutation de « perte de

fonction »), & savoir, une délétion ou mutation qui

1la fonction d’un gene sans

10 entiérement, par exemple, 1'introduction de codons
d"arrét artificiels, la déléticn ou mutation de sites

actifs ou de domaines d'interaction, la mutation ou

2 -
1
Ll

délétion dfune séquence de régulation d’un gene, etc.,

9
«
ped
f') N

tlimination compléte dfun geéne codant pour un

’.A
8]
G
jor
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[
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CRE7, E3 ORF8, E3 ORF9, E4 ORF7, E4 ORF6, E4 ORF4, E4
20  CRF3, E4 QORF2 et/ou E4 ORFl}. De maniére appropriée en
particulier, El1 et éventuellement E3 et/ou E4 sont
supprimés. Si elle est supprimée, la région génigue
supprimée susmentionnée ne sera pas considérée de

dans l7alignement lors de la

ation du % d’identité par rapport a une autre

N
o
O,
T
t
@
H
=
P}
[
—
]
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3
9]
O
o
o
q
r[,\
H
|_l.
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administre un antigense my

[

recombinant qu

aux celliules, & des fins thérapeutidgl

Un  wvecteur peut inclure n’importe el  élément

W
(e

génétique incluant un ADN nu, un phages, un transposon,
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un cosmide, un épisome, un plasmide ou un wvirus. De
tels wvecteurs contiennent un ADN de ChAdiS55 comme
décrit dans les présentes et un mninigéne. Par
« minigene » {ou « cassette d'expression »), on entend
la combinaison d’un géne hétérologue (transgéne)
sélectionné et les autres &léments réguiateurs
nécessaires pour entrainer la traduction, la

ress
oS

transcription et/ou 17 exp: ion du produit génique

dans une cellule héts

D' ordinaire, un  vecteur adénoviral dérivé de
ChAdl55 est congu de telle sorte gue le minigéne se
trouve dans une molécule dfacide nucléique qui contient
d’autres séquences adénovirales dans ia région

adénoviral Le

minigéne peut étre inséré dans une région génique
st la fonction de cette région,

le minigéne peut étre inséré

dans le site d’un géne adénoviral ou
totalement supprimé. Par exemple, le se
trouver dans le site d’une mutation, d’une inserti ou
dfune délétion gqui rend non fonctionnel au moins un
géne d'une région gé inée dans le groups
consistant en E1A E2R, E3 et E4.

r

ession « rend » signifie qgu’une
quantité suffisante de la région génique est supprimée
ou Dbien est rompue, de telle sorte gue la région
génique n’est plus capable de duire des produits
fonctionnels d’ expre Si souhaité,
1’ensemble de la région supprimé, (et
de maniére appropriée iigénea) .

BEZ03RS618/5610



89

BEZ03RS618/5610

_

Par exemple, pour un vecteur de producticn utile
pour la génération dfun virus recombinant, le wvecteur

.

peut contenir le minigéne et soit 1l'extrémité 5' du

N

N 7
ol

O ca genome

]

[0

génome  adénoviral, soit 1fextrémit

@

5 adénoviral, soit les deux extrémités 5° et 3' du génome

57 du génome adénoviral

contient les cis  5' nécessaires pour le

conditionnement et la zréplication ; & savoir, les
séguences ITR 5' {gui forictionnent comme deg crigines
10 de réplication) et les domaines activateurs

« enhancer » de conditicnnement 5t natifs (qui

contiennent les séquences nécessaires pour le

sonditionnement des génomes Ad linéaires et

&léments activateurs « enhancer » pour le promoteur

’.A
8]
=
s

|-

). L'extrémité 3' du génome adéncoviral comprend les

’D‘

lément 1is 3

n
0

{incluant les ITR) nécessaires pour le
conditionnement et 17 encapsidation. De maniere
appropriée, un adénovirus recombinant contient & la
fois les éléments cis adénoviraux 5' et 37 et le

20 minigeéne {(contenant de maniére appropriée un transgene)

vecteur adénoviral Dbasé sur ChAJLISES peut également

ontenir d’autres séquences adénovirales.

De maniére

N
o

ChAdl55 contiennent ur ou plusisurs &léments
adénoviraux dérivés du génome de ChAdLSS adénoviral.

Cans un mode de réalisaticn, les vecteurs contiennent

)

des ITE adénovirales issues

)

-

W
o
e
o
5

rales supplémentair

iral. Dans un auvtre

(@3]
[ew]
i
)
(02
(i
-3
o
o]
2
|

vecteurs contiennent des
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sont dérivées d'un sérotype adénoviral dJdifférent de

ini dici, un adénovirus pseudotypé

différent de 17adénovirus qui fournit less ITR.
En outrs, des adénovirus chimérigques ou hybrides
peuvent étre construits en utilisant les adénovirus

décrits ici en utilisant des connues de

16 1"homme du métier (par exemple,
Les ITR et  to utes ies autres séquences
adénovirales présentes dans le vecteur peuvent &tre

obtenues de nombreuses sources. Une variété de souches

ovirales sont dispo & partir de 17American

’.A
(@]
=
ey
i
[

Culture Collection, Manassas, Virginie, ou
disponibles sur demande d’une diversité de sources
conmmerciales et institutionnelles. En  outre, les
séguences de nombreuses souches de la sorte sont
disponibles & partir d’une variété de bases de données

20 incluant, pvar exemple, PubMed and GenBank. Des vecteurs

N

d’adénovirus Thomologues préparé & partir d’autres

b

')

adénovirus de singe ou humains sont décrits dans la
littérature publiée (par exemple, US 5 240 346). Les

séguencss d’ ADN dfun certain nombre de types

N
o

dfadénovirus sont disponibles & 25 de  GenBank,

Cu

UL

Laor

Sy

®

7

incluant 17AdLE  type {numérc d’accession de GenBank

(D\
*

M73370}. Les séguences d'adénovirus peuvent étre
obtenues A partir de n’ importe guel sérotype

d’ adénovirus connu, tel que les sérotypes 2, 3, 4, 7,

W
(e

12 et 40, et incluant en outre n’importe leguel des

types humains actuellement identifi méme

-
Q

2S. De

fD\
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maniére, des adénoviruses connug pour infecter les
animaux non humains ({(par exemple, simiens} peuvent
également étre emplovés dans les constructions de
vecteurs de la présente invention (par exemple,

5 US 6 083 716). Les séquences virales, des  virus
{si nécessaire) =t des particules virales

recombinantes, et dfauvtres compoesants vectoriels =t
séguences employés dans la construction des vecteurs

tvent #tre obtenus comme décrit cil-aprés.

1C Production de ségeunce, vecteur et adénovirus

Les séquences peuvent é&tre produites par nfimporte

3 -
}

quels moyens appropriés, incluant a production

recombinante, la synthése chimique ou d’autres moyens

ol

de svynthése. Les technicgues de production appropriéss
L e L iy iy

=
(@]

sont bien connues de 1"homme du métier. En variante,
les peptides peuvent é&tre synthétisés pa
de synthése de peptides en phase solide bien connus.

Les plasmides adénoviraux (ou autres vecteurs)

peuvent étre utilisés pour produlre des vecteurs
20 adénoviraux. Dans un mode de réalisation, les vecteurs
adénoviraux sont des particules adénovirales qui sont
inaptes 4 la réplication. Dans un mods de réalisation,

les particules adénovirales sont rendues inaptes a la

réplication par des délétions dans les geénes E1A et/ou

N
(@]

ELIB. En variant les adénovirus sont rendus inaptes a
la réplication par dfautres moyens, éventuellement tout
en  conservant les génes E1IA et/cu ELIB. De la ménme
maniere, dans ia

réduction 4’ une

30 dtre accomplie de

fend

olymérase E2B -/ I ¢ cteur adénoviraux

S,
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peuvent égalemsnt contenir dfautres mutations du génome

5
1
4

[N
t
-
o}

nsg

(D\

adénoviral, par ezxemple, des mutaticns ou de
sensibles a la température dans d'autres génes. Dans
d7 autres modes de réalisation, il est souhaitable de
5 conserver une région EIA et/ou EIB intacte dans les
vecteurs adénoviraux. Une telle région EL intacte peut
se trouver dans son emplacement natif dans le génome
ou étre placé dans le site d’une délétiocn
dars le génome adénoviral natif (par exemple, dans la

10 région E3).
Dans la constructicon de wvecteurs d’adénovirus pour

1fadministration d'un géne & une cellule de mammifére

(tel gu’un humain), un éventail de séguences dfacides

nucléiques dadéncvirus nmodi:

=
(@]

dans les wvecteurs. Par exemple, l1’ensemble ou une

partie du géne précoce retardé par adénovirus

e

tre éliminé(e} de la séquence d’adénovirus gui fait

©

partie du virus recombinant. La fonction d'E3 est
entendue comme étant sans rapport avec la fonction et

20 la production de la particule virale recombinante. Les

vecteurs dfadénovirus peuvent également é&tre construits
avec une délétion d'au moins la région ORF6 du géne E4,
et de manieére plus souhaitable, en raison de la

N
s
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S
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=
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part
P

contient une déléti

Les délétions pesuvent également é&tre réalisédes dans

17un quelconque des genes tardifs L1 a L5 du génome
adénoviral. De la mime maniére, les dans les

W
(e

~
-3

IX et IVa? intermédiaires peuvent étre utiles aux

mémes fins. D’autres délétions peuvent é&tre réalisées
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dans les autres génes dfadénovirus structurels ou non

structurels. Les délétions discutées ci-dessus peuvent

.__.l

étre util

d’adénovirus pour utilisation comme décrit ici peut
5 contenir des déelétions dans une seule région

uniguement. En variante, les délétions de génss entisrs

cur détruire leur

o]
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activité Dbiologigue peuvent étre utilisées dans

Par exemple, dans un

10 exemple de vecteur, la séguence d’adénovirus peut

BE2A et ¥4 ATACS M1 Sancs rj»’_].'v'-ﬂ' ATy '[4'"“ ot
, LZA et e, aveC Ou sans delgtlion de ky, eTC.

N’ importe leque

,__J
O
<
o]
-
<
u
D
c
1%
2

U

w

Q9
)
o
el

peuvent &tre

15 remplacés de maniére appropriée par un géne E (ou un ou

plusieurs cadres de lecture ouverts de geéne &)
originaire{s) d’une souche différente d4’adénovirus. De

N

maniére particuliérement appropr

les géenes El et E3

du ChAdiS5 sont supprimés et le géne du ChAJlE5E4 est

20 remplacé par E4AdSorfé. Comme indiqué plus haut, ces
délétions et/ou substitutions peuvenit étre utilisées en

combinaison avec dfautres mutations, telles gue des
mutations sensibles 3 la température pour obtenir un
résultat souhaité.

,».'
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ral dépourvu d’'une ou plusieurs
séguences adénovirales essentielles (par exemple, EILZ,

EiB, E2A, E2B, E4 ORF6, L1, L2, L3, L4 et L5) peut &tre

adénoviraux manquants qui sont  nécessaires  pour

0 1'infecticsité virale et la propagation d’une particule

[@9]
s

acdénovirale. Ces fonctions auxiliaires peuvent é&tre
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présence df une

en cultivant

cu pl

WO
o=

le

usleurs constructions

vecteur

{(par exemple, un plasmide ou virus; ou d’une cellule
héte de conditionnement.

La complémentation des vecteurs non-compétents
pour la réplication

Pour générer des adénovirus recombinants supprimés

dans 1

guelcongue

cde la

‘u
[0}
Q
ot
O
o]

fournie au

auxiliaire ou une

cellulaire

recteurs viraux
fragment

licati

-t
O

lre]
®
o
o+

séquences de ¢
pour  produlre ine

infectieuse conter

dans laguelle 1

D

réalisation, le

et

de maniére approprige,

£

ici.

décrites

virus

lignée

employés pour

égtre

ant

vecteur

Virus

contient

génes

des

génigue sup

a l'infectio

de

auxiliail

dradénovirus

part

contiennent

' !

ignée cellulaire de

"une ou

virus auxi

recombinant
celiulaire, a savoir,

complémentation ou

en
porter le mi
re ou
utilisé
suffisantes
miri
des
aon

adénovirus

auxili

plus haut, la

rimée, si essentielle

sité du wvirus, doit
var un Virus

génes adénoviraux des

nigéne, un

de virus sans

pour fournir les

nécessaires
virale recombinante
géne, Les virus
séquences
la

présentes  dans

et/ou non

conditiconnement

. N fo s .
aire est a réplication

4" adénovirus

usisurs des séquences

/ 3
se de

utili
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maniére appropriée en

exprin - E1 {2t éventuellement en outr

Un wvirus auxi

un géne rapporteur. Un certain nombre de ces génes
rapperteurs sont connus de 1'Etat de 17art ainsi gque
décrits dici. La présence d’un géne rapporteur sur le
virus auxiliaire gui est différent du transgéne sur le
vecteur Jd7adénovirus permet a la folis au wvectaur

dénoviral et au virus auxiliaire d’étre survelillés

o

indépendamment. Ce rapporteur est utilisé pour
permettre la séparation entre le virus recombinant

obtenu et le virus auxiliaire lox

Dans de nombreuses circonstances une lignée

lulaire exprimant le{s) géne{s) manguants gui sont

virus, tel que 17EIl humain, peut étre utilisé(e) pour

transcompléter un vecteur adénoviral de chimpanzé. Ceci

est particuliérement avantageux car, en raison de la

z

diversité des séguences d’adénovi de chimpanzé de

lfinvention et des ségquences dfadénovirus humains
trouveées dans les cellule de cnditionnement

ibles, ‘ytilisation des cellules

bent

actuellement dispo:

humaines tuelles contenant EL

d’adénovirus aptes & la répl

En variante, si souhaité, on peut utiliser les

équences fournies ici pour

S
lignée cellulaire de conditionnement

& partir de ChAdLl55 sous

D
o)
D
it
D
il
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contréle transcripticnnel d'un promoteur d expression

P -

dans une lignée cellulaire parente sélectionnée. Des
£

promcteurs inductibles ou constitutifs

D)

oyés & cette fin. Des exemples de
5 sont décrits en détail ailleurs dans ce
cellule parente est sélectionnée pour

d’une no 1le lignée cellulaire expri

quel geéne de ChAdIS55 souhaité. Sans limitation, une
telle lignée cellulaire parente peut 2&tre constituée
10 des cellules Hela {Accession & L17ATCC n° CCL 27, AB4¢
[Accession & 17ATCC n°® CCL 1851, HEK 293, KB [CCL 17],
Detroit [par exemple, Detroit 510, CCL 72] et WI-38

sont

H
”
o
w
L—J
"
D
0

[CCL, 75], entre autres. Ces lignées cel
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o
!
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a partir de l’American Type Culture
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d’ adénovirus

"

20 wvariante, les lignées cellulaires qui expriment un ou
plusieurs produits géniques adénoviraux, par exemple,
EL1A, E1BR, E2A, E3 et/ou E4, peuvent étre construites au

moyen des mémes procédures que celles utilisées dans la

e

génération de vecteurs viraux reccombinants., De telles

N
o

lignées cellulaires  peuvent étre utilisées  pour
transconplémenter les vecteurs adénoviraux délétés dans
les génes essentiels qui codent pour ces produits, ou

ires nécessaires pour

|.__
I._l
o

pour fournir des fonctions auxili

le conditioannement d'un virus dépendant dun auxiliair

W
(e
—

ar e=xemple, wvirus adéno-associés).
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d7une ceilule héte impiigue des technigues telles que

17 assemblage de séqguences d'ADN sélectionnées
d>ans une autre variante, les produilts géniques

adénoviraux essentiels sont fournis en trans par le

vecteur adénoviral et/ou le wvirus auxiliaire. Dans un

tel cas, uns cellule hote appropriée peut étre
sélectionnée & partir d’un  quelcongue  organisme

biclogique, v compris des cellules procaryotes (par
exemple, bactériennes), et des cellules eucaryotes, v
compris, des cellules d’insectes, des celliules de

levure et des cel.
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peuvent étre sélectior
parmi n’importe quel.
sans limitation, des cellules telles qgue A549, WEHI,

i ’

273, 10T1/2, des cellules HEK 2923 ou Per.C6 (gui

expriment toutes deux un E

C2Cl2, celliules L, 171080, HepGZ et

fibroblaste, hépatocyte et myoblaste

primaires dérivées de mammiféres incluant Thumain,
singe, souris, rat, lapin et hamster.

Une lignée cellulaire de complémentation

les cellules HEK 293 gui expriment les génes EI

adénoviraux, transfectés avec le répresseur Tet sous

contréle du promoteur de phosphoglycérate kinase-1
4

(PGK) humaine, et le géne de résistance a G
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w
—
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exprimant des

protéines

iques

N

(www.okailros.con/e/inners. . php?m=00084, dernier acces le
13 avril 2015} .

Assemblage de particule wvirale et transfection
dfune lignée cellulaire

De maniére générale, lors de du
vecteur comprenant le minigéne par transfection, le

1r est administré dans un 5

100 pg

vectet e

d” ADN, 10

,O..

3 environ et de préférence d’environ

environ 50 ug d’ADN & environ 1 x Jusqu’é

environ 1 cellules, et de préférence, a environ

10° cellules. Toutefois, les guantités relatives d’ADN

vecteur pouxr hétes peuvent étre ajustées,

congidé

o

At o

en pranant en tion de tels facteurs comme le

vecteur le procédé dfadministration et les

cellules hétes sélectionnées.
L'introducticn dans la cellule hdte du vecteur

peut obtenue par n’importe gquels moyens connus de

17Etat de 17art, y compris, la transfection et
17infection. Un ou plusieurs des génes adénoviraux
peuvent étre intégrés de maniére stable dans le génome

de la cellule héte, sxprimés de maniére stable sous
forme d’épisomes, ou exprimés de manieére transitoire.
peuvent tous Atre exprimés de

épisoms

ces

maniére s

produits nigques

peuvent étre exprimés de maniére stable alors que

dfautres sont exprimés de maniére transitoire.
L7introduction de wvecteurs dans la cellule héte

peut également étre ac;om;lie au moyen de techniques

connues de 1" homme du r. De maniére appropriée,

BEZ03RS618/5610
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des technigues de transfection standard sont utilisées,

par exemple, une transfection ou électroporation CaPC
1" assemnblage des séquences d'ADN sélectionnées de
que le transgéne et dfautres
5 vecteurs) en divers plasmides
, et 17utilisation des plasmides et
vecteurs pour produire une virale
recombinante sont entiérement obtenus au moyen de
techniques classigues. Ces techniques incluent des
10  techniques de clonage classigques de 17 ADNc,
1futilisation de séguences oligonucléotidiques
chevauchantes de génomes d’adénovirus, une réaction en
chaine polymérase et n’importe quel procédé qui fournit
la séguence nucléotidigue souhaitée. Des techniquses de
15 transfection et de co-transfection standards sont
employées, par exemple, des techn: de précipitation
CaPC. D'autres procédés employés incluent
une recombinaison homologue de génomes viraux, la pose
de plagues de wvirus dans une couche de gélose, des
20 procédés de mesure de génération de signaux et

similaires.

Par exemple, suite & la construction st a

17assemblage du vecteur wviral contenant le minigéne
souhaitsd, le vecteur est transfecté in vitro en la

d’un Virus auxiliaire dans la lignée

N
o

e conditionnement. Une recombinailso

[oF

homologue se produit entre les séquences auxiliaire et
vecteur, c¢e gui permet aux séqguences adénovirus-

transgane  dans d’étre répliquéss et

W
(e

conditionnées en virion, aboutissant aux

particules de vecteur viral reccombinantes. Les
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®

adénovirus recombinant obtenus sont utiles dans

transfert d’un transgéne sélectionnég vers une cellule
sélectionnée. Dans les expériences in wvivo avec le

Virus recombinant développé dans les lignées
5 celliulaires de conditionnement, les vecteurs

adénoviraux recombinants a délétion en gl de
17invention démontrent une utilité dans le transfert
dfun transgéne vers un animal non simien, de préférence
une cellule humaine,
16 Transgeénes
Le transgene est une séquence dfacide nucléique,

hétérologue par rapport aux séquences de vecteur
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d’une maniére qui  permet la

traduction et/cu 1'expression de transgéne dans une

cellule héte.

La composition de la séquence  transgénigue

20  dépendra de l'utilisation a laguelle sera affecté le
vecteur résultant. Par exemple, le transgéne peut &tre

un transgéne thérapeutique ou un transgéns immunogéne.
En variante, une séguence transgénigue peut inclure une

séguencs rapporteuse qui, lors de l’expression, produit

N
(&1
e
=

signal détectable. De telles séguences rapporteuses

=
’D
a
D
n
T
o
=,
0
O
(o8
o]
=]
¢

incluent, sans limitation, les sém
pour la P-lactamase, Z-ga

phosphata alcaline, thymidine kinase, la protéine

fluore

scente varte (GFPY, la chloramphénicol

W
(e

(CAT), la luciférase, les protéines

liédes a la membrane y compris, par exemple, CDZ, (D4,
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peuvent étre produits par des moyens classiques, et les

5 protéines de fusion comprenant une protéine liée a la

de maniére appropriée a un domaine

de
df hémaggliutinine ou Myc. Ces séquences codantes,
lorsqu’elles sont associées avec des éléments
10 régulateurs quili entrainent leur expression, fournissent

des sigrnaux détectables par des moyens classigues, v

1
compris des dosages enzymatique, radiographique,
colorimétrique, par flucorescence ou autres dosages

spectrographiques, dosages de tri de cellules par

’.A
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o

fluorescente et dosages immunologiques, vy
cormpris le dosage immuncadsorbant 1ié A& une enzyne

(ELISA}, dosage radioimmunclogiq

o]
o
0]
Py
b=l
e
(]

irmmunchistochimie.,

N

alisation, le transgene est une

fD\

Dans un mods de ré€
20 séguence sans marguage codant pour un produit gui est

utile en biologle et en médecine, tel gu'un transgeéne

éne tel que les
protéines, ARN, enzymes ou ARN catalvtigues. Les

molécules df ARN souhaitables incluent ARNt, ARNds, ARN

N
o
.
1=
o}
w
9]
-
!
=

catalytiques et ARN antisens. Un exemple

d’une séguence d’ARN utiles est une séquence qui éteint

chez 1'animal traité.

Le transgéne peut étre utilizéd pour un traitement,

s
(o)

o]
o
K
(9]
b
@
&
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comme un vaccin, pour 1 induction d’'une

réponse immunitaire, et/ou & des fins de vaccin
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prophylactique. Telle qufutilisge dici, I7induction

dfune réponse immunitaire désigne 1’aptitude d'une
protéine & induire un lymphocyie T et/ou une réponse

humorale a la protéine,

du transgéne, le vecteur it

T
et
)

=1
i_._
}.
w
(@)
o

des éléments de contrdle classiques gui sond
manieére opérationnelle au transgeéne d’une maniére gui
permet sa transcription, sa traduction et/ou son
10 expression dans une celiule transfectée avec le vecteur

plasmidigue ou infectée avec le wvirus produit par

1finvention. Telles qu’'utilisées ici, les séquences
« liées de maniére opérationnelle » incluent a la fois

les séquences de contréle dfexpressicn gui  sont

’.A
8]

contigué&s avec le géne d'intérét et les séguences de

contrdle d'expression qui agisseni en trans ou & une

distance pour contrdler le géne d'intérét.
Les séquences de contrdle d'expression incluent
les séquences de transcription, initiation,
20 terminaison, promotrices et amplificatrices ; les
signaux de traitement d"ARN efficaces tels que les
signaux dfépissage et de polyadénylation (po
compris bé&ta-globine polyA du lapin ; les séqguences qui

stabilisent 17ARNm cytoplasmique ; les ségquences qui

N
o

amplifient 1'efficacité de traducticon (par ezxemple, la

w

éqguence de consensus Kozak)

~a
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amplifient la stabilité des protéines ; et si souhaité,
les séquences qgui amplifient la sécrétion du produit

codé. Entre auvtre les dintrons chimériques

W
(e

peuvent étre utilisés.
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certains modes de réalisation, 17é&lément

posttranscriptionnel du virus de 1 hépatite

iy

{(WPRE) {(Zuffrey et al. (1989 J vVirol ;

(OY

9) peut étre 1lié de maniére cpérationnelle

O

e, Un exemple de WPRE est fourni dans la SEQ

« promoteur » est une séguence nucléotidique
permet la liaison de 17ARN polymérase et dirige la

8]

Dfordinairs, un promoteur se

la région 5 1won  codante d'un géne, a
du site de démarrage transcriptionnel du
é&léments de séguence au sein des promoteurs
nnent dans le démarrage de la transcription

vent caractérisés par des séguences

iiques de consensus. Les exemples de promoteurs

les promoteurs issus

dries, de la levure, de plantes, de virus et de

promoteurs
inductibles

qr

1Etat de

imitation, le pr¢

N
o

]

[@9]
s

{(notamment des humains). Un grand nornbre de

de contrd8le d’expression, vy compris les

qui sont internes, natifs, constitutifs,
et/ou spéci: ues au tissu, sont connues de

I
-
b
w
[ON
(o)
w

art et peuvent é&tre uti

xemples de promoteurs constitutifs incluent,

de TBG, le promoteur de

sarcome  Rous LTR rétroviral (éventuellement

le promoteur de SV40, le promoteur de

folate réductase, le promoteur de p-actine, le
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noteur

[}

pre phosphoglycérol kinase (F

promoteur Invitrogen) .

Jans certains modes de réalisation, le promoteur
est un  promoteur de CAST {(veoir, var exemple,

980} .

eur de CASI

qui

de

)
<

un

partie du

viet, et une partie de « enharncer »

p..

d’UBC. Dans certains modes le promoteur

de CASI peut incliure une

séquence

d’acides nucléiques

moing envir %, au

avant au

moins environ 96 %, au meins enviren 97 %, au moins
snviron S8 %, au moins SNViron 9% %, ou plus,
dfidentité de séquence avec a SEQ ID N° : 12. Dans
certains modes de .sation, le promoteur comprend
une séqguence d’acides nucléigues de SEQ ID N° : 12 ou

est constitué de celle-ci.
Les promoteurs inductibles permetitant ia
ion de "expression génigque et peuvent é&tre
par des composés fournis de maniére exogéne,
urs environnementaux tels gue la température,

d’un état physiologique s

une phase aigué, un état de

cr de la cellule, ou dans des cellules de
réplication uniguement. Des promoteurs inductibles et
des systémes inductibles sont disponibles & partix
dfune variété de sources commerciales, y compris, Sans

avtres systémes ont été décrits et peuvent é&tre

BEZ03RS618/5610
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sxemple, ies promoteurs inductibles incluent le

promoteur de métalleothionine (MT)} du mouton inductible

0

par le zinc et le promoteur de virus de tumeur mammaire
de la souris (MMTV) inductible par dexaméthasone {Dex}.
5 Dfautres systémes inductibles incluent le systéme
promoteur de polymérase
d’ecdysone d’insecte (No et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
USaA, 93:3346-3351 (1996

(Gossen et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

10 85:5547-555 (1982)y, le systéme inductible par

tétracycline (Gossen et al, Science, 378:1766-1760
(1895), wvoir également Harvey et al, Curr. Opin. Chemn.

Biol, 2:512-518 (1988)). D'autres systémes incluent le
dimeére FK506, le VPI6 ou p6> utilisant le castradiol,

N

systéme inductible par
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, Nat. Biotech., 15:239-243 (1997) et
Wang et al, Géne Ther., 4:432-441 {1997)) et le systéme
inductible par rapamycine (Magari et al, J. C(Clin.
Invest., 100:2865-2872 (1997 . Liefficacité de

20 certains promoteurs inductibles augmente avec le temps.

Dans de tels cas, on peut améliorer 1'efficacité de ces
systémes en insérant de multiples répresseurs en

tandem, par exemple,

Dans un autrse mode de le promoteur

o
o
s}
83}
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promoteur
natif peut é&tre préféré lorsqu’il est souhaité que

expression du transgéne imite 17expression native. Le
promoteur natif peut étre utilisé lorsgue 1l’expression

du transgéne doit étre régulés de manisre temporelle ou

W
(e

développementale, ou d’une maniére spécifique au tissu
7 1

ou en reponse a des stimuli transcriptionnels
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sites de polyadénylation ou des ségusnces de consensus
Kozak peuvent également étre utilisés pour imiter
1’ expression native

Le transgéns peut Atre 1ié de maniére
opérationnelle & un promoteur spécifique au tissu. Par
exemple, $i une ression dans le muscle sqguelettiqus

souvhaitée, un promoteur actif dans le muscle doit

promoteurs issus de genes

(’\

T

¢, la chaine légére

myosine Z2A, la dystrophine, la créatine kinase de
muscle, ainsi que des promoteurs de muscie synthétiquses

f=¥s

<
el

ayvant des activités a celles des s

dl

supérieur promoteur

=

origine natur (voir Li et al, Nat. Biotech.,

17:241-245 {(199%)). Des exemples de promoteurs gui sont
spécifique au tissu sent  connus  pour le foie
(aibumine Miyatake et al, J. Virol, 71:5124-32

TJIO‘T‘OT‘ eur du noyau

~o

B, Sandig et al, Géne Ther., 3:1002-9 (199%6) ;: 1’alpha-
fétoprotéine (AFP), Arbuthnot et al., Hum. Géne Ther.,
T 1503-14 (19%96)), l'ostéocalcine de 170s (Stein et
al, Mol. Riol. Rep., 24:185-96 (1997)) ; ia
sialoprotéine de 1'o0s (Chen et al., J. Bone Miner.
Res., 11:654-64 (1996)), les lymphocytes (CD2, Hansal
et al, J. Immunol, 161:1063-8 {(1988); 1la chaine lourde
df immunoglobuline ; chaine de recepteurs des
lymphocytes T), promoteur neuronal tel gue promoteur
d’ énolase spécifique aux neurones (NSE) (Andersen et
al, Cell. Mol. Neurobicl, 13:503-15 (1953)), le géne a

BEZ03RS618/5610
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chaine légére de neurofilaments {(Piccioli et al, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991})), et le

spécifique aux neurones (Piccioli et al, Neuron,
15:373-84 {(1995})), entre autres.
Eventuelliement, les vecteurs porteurs de

transgenes codant pour dess produits thérapeutiguement

37
£

uti

®
U

s ou immunogenes peuvent également inclure des

marqueurs sélectionnables ou des geénes rapporteurs qui
la résistance

& la généticine,  hygromicine ou purimycine, entre

autres. Ces génes rapporteurs ou margueurs

génome viral devant étre conditionnés dans une

bactériennes, comme la résistance a
D’ autres composants du wvecteur peuvent inclure une
origine de réplication.

Ces wvacteurs sont générés au moyen des technigues

et séquences fournies ici, en conjugaison avec les

techniques connues de 1’homme du métier. Ces techniqgues

o
(@2
®
w

ncliuent

[

techniques de clonage classiguss de 17 ADNg

+

les gue celles décrites dans les textes,

pmi

e

17utilisation de séguencsas oligonucléotidiques
chevauchantes des génomes adénoviraux, la réaction en
chaine par polymérase, et n'importe quel procédé
approprié qui  fournit la  séguence nucléotidique

i

Thérapeutiqgues et Prophylaxies

BEZ03RS618/5610
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base de ChAdiL> sont
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un mammifére humain

(s

vtiles pour le transfert de génes
ou non simien in vitro, ex vivo et in vivo.
Les vecteurs adénoviraux recombinants décrits ici

5 peuvent étre utilisés comme des vecteurs d'expression

o]
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L
-
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3
o
[oN
C
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¢t

O

des produits codés par les

transgenes hétérologues in vitro. Par exemple,

17 adénovirus recombinant non apte & la réplication peut

{

16 omplémentation telle que décrite plus haut.
Un vecteur adénoviral recombinant dérivé de
ChAdl55  fournit wun véhicule de transfert de géne
efficace qui peut fournir un transgéne sélectionné a

cellule héte szédlectionnée in vivo ou

15 lorsgue 17 organisme posséde des anticorps de
neutralisation & un ou plusieurs sérofypes adénoviraux.

Cans un mode de réalisation, le vecteur et les cellules
sont mélangés ex vivo ; les cellules infectées sont

cultivées au moyen de méthodologies classiques ; et les

20 cellules transduites sont réinjectées dans le patient.
Ces technigues sont particuliérement bien adaptées & la

fourniture de geénes 3 des fins thérapeutigues pour

“dimmunisation, incluant 17induction dfune immunité
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Les vecteurs ChAdibb recombinants peuvent

également étre tels gu’administrés dans des
compositions immunogénes. Une composition immunogéne

rite ici est une composition comprenant un

W
(e

vecteurs ChAdlS55 recombinants capables

d’induire une réponse immunitaire, par exemple, une
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réponse humorale (par exsmple, anticorps) et/cu médisdge

par cellule lympho

3

(par exemple,

un oI de transgeé

Enghes - 2

un eyte cytotoxiquel},

contre ne fourni r le

pa

suite a4 une administration & un manmifére, de maniére
appropriée, a un humain. Un adénovirus recombinant peut

comprendre (de maniére appropriée, dans 17une
gquelcongue de ses délétions de génes) un géne codant
pour un immunogene souhaité et peut par conséquent étre

utilisé dans vaccin.

un

ou dfautr ns immunogénes

res compo

formulés dans un administration

approprié. sénéralement, les doses pour les
compositions immunogenes sont dans la plage définie ci-
aprés sous « Procédés dfadministration et dosage ». Les

niveaux “immunité du géne sélect S peuvent &tre

surveillés

de

pour déterminer 1 cas

de=
e

échéa nt,

rappels. Suite & une évaluation titras

d"anticorps dans le sérum, des immunisations de rappel
éventuslies peuvent &tre souhaitées,
Eventuellement, un  vaccin  ou une composition

immunogene de 17invention peut é&tre formulé(e) pour
contenir dfautress composants, v compris, par exempl

des adj

uvants,

aJusStTeurs

conservateur et similailr

appropriés sont indiqués

« Adjuvants ». Un tel adjuvant peut é&tre administré

avec un vaccin 3 ADN de ssnsibilisation codant pour un
antigene pour amplifier la réponse immunitaire

spécifique & rapport & la réponse

immunitaire la sensibilisation avec un

vaccin a ADN l7antigéne uniguement. En

BEZ03RS618/5610
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alternance, un tel adijuvant peut &tre administré avec
un antigéne polypeptidigue gui est administré dans un
régime dfadministration impliguant les vecteurs de
ChAdl55 de 17 invention (comme décrit ci-aprés sous
« Régimes d’administration ».

Les adénovirus recombinants sont

une

dfadénovirus recombinant qui est efficace dans une voie
d’administration pour transfecter les cellules cibles
souhaitées et fournir des niveaux suffisants
dfexpression du géne sélectionné pour induire une
réponse immunitaire., Lorsgue 17 immunité protectrice est
assurée, les adénovirus recombinants sont considérés
comme étant des compesitions de vaccin utiles dans la
prévention dune infection et/ou dfune maladie

Les wvecteurs recombinants décrits ici devrailent
&tre hautement efficaces pcour induire des lymphccytes T

vers la protéine

antlgénv hétérologue insérée exprimée par le vecteur.
Adjuvants
Un <« adjuvant » tel qgufutilisé ici désigne une

7 . ' :

composition qui amplifie la réponse immunitaire A un

immunogane. Das

exemples adjuvants

N
L

=3

i ans ion, les adjuvants inorganiques (1

€]

(23]
Cu

exemple,

phosphate d’aluminium ou 17 hydroxy les

le, saponines,

a

les 3 Dbase

Juvant

un complet de de Freund

BEZ03RS618/5610
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sxemple

v}y, les adijuvants

cormplexes dimmuno-stimulatoires (ISCOMS

microsphéres  biodégradables), virosomes, adjuvants
i 1. ~ 2\ e " s N 3 T oa N YN J ~ ) TN n
5 bacteriens {(par exemple, lipide de mnmonophosphoryvie A,

nonophosphoryle 3-dé-0O-acyié A (3D~

de muramyle, adjuvants synthétigues

(tels qgue copolyméres séguencés non lonigues, analogues

[0
¢
ko]
[0)
e,
or
Q ,

es de muramyle, ou lipide synthétigue A), les

16 adjuvants peolynucléotidigues synthétigues (par exemple,
polvarginine ou pelyiysine) et oligonucliéctides

ntenant des dinuc

g
=
=
=
o
I
i
=
o
=i
o
ot
C
}_
=
®
w
Q
o

Un adiuvant approprié est un lipide

15 monophosphorvligue A (MPL}), en particulier, un lipide
monophosphoryligue 3-dé~-0O-acvylé A {(3D-MPL) .

Chimiguement, il est souvent fourni mme un mélange de

o]

lipide moncphosphoryligue 3-dé-O-acylé A avyant 4, 5 ou

bien & chaines acylées. Il peut étre purifid st préparé

- o . s as s . I .
20 par les procédés enseignés dans le document GB

2122204B, dont la référence divulgue également la

3-0-déacylées de celui-ci. Dfautres

lipopeolysaccharides puri

et synthétigues ont été

N
o

décrits (brevet U.3. n° 6 005 0%S% =t EP 0 729 473 Bl ;
Hilgers et al., 1986, Int.Arch.Allergy.Inmmunocl.,

75(4):392~6 ; Hilgers et al., 1987, Immunclogy,

(@3]

60 (1) :141-6 ; et EP 0 549 074 B11l).

sont  également des  adjuvants

(@3]
o
]
C
~
9]
T
[
[
6}
i
S
=
b
&
O
o

ille-Dubois, M and Wagner H, A

review of the biological and pharmacological activities
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of saponins. Phytomedic

Par exemple, la saponine Quil A (dérivée de 1'écorce de
17arbre sud-américain Quillaja Saponaria Molina), et
des fractions de celle-ci, sont décrites dans le brevet
U.3. n° 5 057 540 et XKensil, {Crit. Rev. Ther. Drug
Carrier Syst., 1996, 12:1-55 ; et EP § 362 279 Rl. Des
fractions purifiées de Quil A sont également connues
sous le nom d’immuncostimulants, tels que QSZ1 et QS17
leuvrs procédés de production sont divulgués dans le

brevet U.S. n® 5 057 540 et le brevet EP 0 362 279 BR1.
Ces références décrivent également QS7 (une fraction
non hémolytique de Quil-A). Lfutilisation de Q821 est
en outre décrite dans Kensil et al. (1991, J.
Irmunclogy, 146: 431-437). Les combinaisons de QS21 =t

de polysorbate
(WO 95/10008} .

comprenant des fractions de Quild, telles qgue Q8521 et
0S7, sont décrits dans les documents WO 86/3373% et WO
96/11711.

Un autre adjuvant est un oligonucléotide
immunostimulatoire contenant des dinucliéotides Cp3 non
méthylées {« CpG ») (Krieg, Nature 374:540 (1995)). CpG
est une abréviation pour les motifs de dinucléotide de
cytosine-guanosine présents dans 17ADN La CpG est
connue en tant qgu’adjuvant lorsqu’elle est administré
par des voiles & la fois systémigues et mnucosales

(WO 96/02555, EP 468520, Davis et al, J.Immunol, 1998,
160:870-876; McCluskie and Davis, J.Immunol., 1398,
161:4463-6). Les CpG, lorsgu’elles sont formulées en

vaccing, peuvent étre administrées en solution libre en
conjugaison avec un antigéne libre (WO 96/02555 ou

BEZ03RS618/5610
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conjuguées de

(..
=
a
5
(f‘

Sre covalents & un  antigene
(WO 98/16247), ou formulées avec un support tel gufun
hydroxyde dfaluminium (Brazoclet-Millan et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 1998, 95:15553-8).

Des adiuvants, tels gue ceux décrits plus haut

peuvvent étre formulés en conjugalson avec des supports,

wdroxyde dfaluminium) . Par exemple, 3D-MPL pe
formulé avec de 1'hydroxyde d’aluminium {(EP 0 688 454)
ou des émulsions huile dans eau (WO 95/17210) ; (S21

peut étre formulé avec des liposomes contenant du

cholestércocl (WO 96/33739), des émulsions huile dans eau

(WO 95/17210) ou de 17alun (WO 98/15287) ; les CpG
peuvent étre formulées avec de 17alun (Brazolot-Mill
supra) ou avec dfautres supports caticniques.

Des combinais d’adjuvants peuvent dtre

utilisées dans la présente invention, en particulier

une combinaison dfun lipide moncphosphorylique A et
d’ur dérivé de saponine {(voir, par xemple,
WO 94/00153 ; WO 95/17210 ; WO 96/33739 ; WO 98/56414 ;
WO 9%/12565 ; WO 59/11241), plus particuliéremsnt, la
combinaison de Q521 et de 3D-MPL telle gue divulguée

dans le document WO 94/00153, ou une composition ou le

cholestércl (DO} comme divulgué dans le document
WO 96/3373%, En wvariante, une combinaison de CpG plus

une saponine telle gue 0821 est un adjuvant approprié
pour uns utilisaticon dans la présente inventicn. Une

a0

formulation dfadjuvant puissante impligquant QSZ21,

(@3]
T‘_j

MPL & tocophérol dans une énulsion huile dans eau

D
0
)

BEZ03RS618/5610
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une autre

invention. Les adjuvants de saponine peuvent é&tre
formulés dans in liposome et combinés avec un

Ainsi, des systémes

prennent, par exemple, une

combinaison de lipide monophosphorylique A, de
préférence, 3D-MPL, en conjugaison avec un  sel
d’aluminium (par exemple, tel qgus décrit dans 1ie

Un autre exemple dadijuvant

et/ou CpG. 0821 peut &ire

cho

comme divulgué

Dfautres adjuvants

phosphates de glucosamide al

ceux divulgués dans le document WO 9850399 ou le brevet
U.S. n° 6 303 347 (des procédés de préparation d'AGP

sont également divulgués), ou des sels
pharmaceutiquenent  acceptables des AGP tels que
divulgués dans le Dbrevet U.S. n° 6 764 840. Certains

AGP sont des agonistes de TLR4, et certains sont des
antagonistes de TLR4. Les deux devraient étre utiles en

tant qu’adjuvants.

11 a #&té découvert (WO 2007/062656, publié sous
Us 2011/0293704 et incorporé a titre de référence aux

chaine invariante)

fusion de la chaine invar avec un antigeéne

qui est composé par un systéme dexpression utilisé
pouvr la wvaccination augmente la réponse immunitaire

contre ledit antigéne, s'i administré avec un

adénovirus. En conséguence,

BEZ03RS618/5610
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de 17invention, le transgene immunogéns peut &tre
coexprimé avec une chaine invariante dans un vectsur

inant.

viral de ChAdlSE: recomnb:

[N

Dans un autre mode de réalisation, vention
5 propose 1'utilisation de la capside de  ChAdl1S5S
(éventuellement, une particule wvirale intacte ou
recombinante ou une capside vide est utilisé pour
induire une réponse & effet immunomodulateur, ou pour

ampli

3
e
[N

lifier ocu adjuver une répcnse de lymphocyte
10 cytotoxique a un autre agent actif en administrant une

capside ChAdibS a un sujet. La capside ChAdJl35 peut
é&tre fournie seuvle ou dans un régime de combinaison

avec un  agent actif pour améliorer la réponse

»

irmmunitaire & celui-ci. De maniére avantageuse, 1’ effet

’.A
8]

soushaité peut étre accompli sans infecter 17héte avec
un adénovirus.

Régimes d'administration

Communément, les vecteurs adénoviraux recombinants

de ChAdib5 seront wutilisés pour la fourniture de

20 molécules thérapeutiques ou immuncgenes {telles que des

u)

es deux

5

es vecteurs adénoviraux recombinants

ierement bien adaptés pour

-

de 1’invention sont particu

dans des régimes impliguant

[}

a

adénoviraux recombinants. Ce

N
o
<
w
@}
G
®
o
=
k)
S

%3]

d’ordinaire 17acdministration d’une
virauvx dans lesquels les capsidss

ternées. Les capsides virales peuvent

ur chaque administration consécutive,

(@)
o
o]
o

aprés un certain nombre dfadministrations

6]
0
et
O

présélectionné d’une capside de type particulier
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(pa

coexenple, une, deux, trols, guatre ou plus). Ainsi,

3

Ul régime peut impliquer 1"administration d’un

w

adénovirus recombinant avec une premiere capside,
17administration dun adénovirus ecombinant avec une
5 deuxiéme capside et 1fadministration d’un adénovirus

recombinant avec une trcoisieme capside. Une wvaristé

d’autres régimes aqui utilisent iles capsides
d"adénovirus de 1l7invention seules, en combinaison les
unes avec les autres, ou en combinaison avec d’autres
16 adénovirus (gui ne présentent pas de préférence une
réaction creoisée immunologigue} seront éwvidents pour
1 homme du métier. Eventuellement, un tel régime peut

igquer 1fadministration d'un adénovirus recombinant

avec des capsides d'autres adéncovirus de primates non

d’adénovirus humains ou de séguences

Y
n
—

>
=
o
B
)
[
o}
U

-

telles qgue celles décrites ici.
Les vecteurs adénoviraux de 1'invention sont

particuliérement bien adaptés aux régimes

dans lesquels de multiples
20  administrations de transgénes médiées par adénovirus
sont  scuhaitées, par exemple, dans des régimes
impliquant la réadministration du méme transgéne ou
dans des régimes combinés impliguant 17administration
d7auvtres transgenes., Ces régimes peuvent impliquer

1lfadministration d'un vecteur adénoviral de ChAdlSS,

N
(@]

suivie par la réadministration avec un vecteur de

"adénovirus de mémne sérotype. En particulier, les

régimes appropriés impliguent 17administration d’un

W
(e
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source de séqusences de capsides adénovirales du vecteur
viral utilisé dans une ou plusieurs des administrations
consécutives. Par exemple un  régime thérapeutique
impligque 17administration d'un wvecteur de ChAdib5 et
5 répéte l’administration avec un ou plusieurs vecteurs

adénoviraux

du meme séroctyps ou de sérotypes

N

différents.

Dans un autre exemple, un régime thérapeutique
implique 17administration d’un wvecteur adénoviral
10 suivie par une administration répétée avec un vecteur
ChAdl55 qui présente une capside gui différe de la
source de la capside dans le premier vecteur adénoviral

délivré, et par ailleurs en outre une administration

avec un autre vecteur qul est le méme ou, de
15 préférence, différe de la source de la capside

adénovirale du vecteur dans les étapes d’administration

. Ces régimes ne sont pas limités a3 la

93]
Q,
[ON
]
Q
<
-
N
o
=
b
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ﬁ
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wn
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o

distribution de vecteurs adénovizx o
moyen des  séguences (ChAdLIS5. Ea outre, ces régimes
20 peuvent facilement utiliser dfautres séguences

adénovirales, vy compris, sans limitation, i"autres

séguences adénovirales incluant dfautres séguences
adénovirales de primates non humains, ou des séguences

ovirales humaines, en combinaiszon avec les vecteurs

de ChAdl55.

N
o

Dans un autre exemple, un régime thérapeutique
peut impliguer une distribution soit simultanée (telle

qu’une co-administration), soit séguentielle (telle que

primo-immunisation-rappel) de (i) uvn ou plusieurs
30 vecteurs adénoviraux de ChAdlS5 et {(1i} un autre

composant tel gue des vecteurs non adénoviraux, des
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vecteurs non  viraux, et/ou une varidté d’autres

maniére simultanége avec 1fadjuvant. Des exemples de co-
5 administratio incluent la co-administration homo-

latérale et la co-administaticon contro=-latérale

(décrite en outre ci-aprés ICUS « Procédés

dfadministration et dosage »).

Des wvecteur non adénoviraux appropriés pour

10 utilisation de maniére simultanée

93]

o]
e

particuliére dans
une administration séquentielle (telle gque primo-

immunisaticon—-rap
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vecteurs poxviraux. De manifre appropriée, le vecteur
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rdopoxvirinae,

de maniére davantage appropriée a un genre dans ladite

sous—famillie choisie dans le groupe consistant en

orthopox, parapox, vatapox, avipox (de maniére

F
appropridée  canarypox {(ALVAL) ou fowipox (FEFV)) et
20 molluscipox. De maniére encore plus appropriée, le

dans le groupse consistant au wvirus wvaccinia, NYVAC

4

{dérivé de la souche de vaccin de Copenhague vaccinia}),
Vaccinia Ankera modifié (MVA), wvirus cowpox et virus

monkeypox. De maniére davantage approprige, le vecteur

N
o

poxviral est MVA,
Une administration « simultanée » fait référence
de maniére appropriée a la méme réponse immunitaire en

cours. De préférence, les deux composants  sont

W
(e

) administrés en méme temps {(comme une administration

simultanée a la fois de 17ADN et de la protéine),
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toutefois, un composant pourrait étre administré en
gquelques minutes (par exemple, lors du méme rendez-vous

.
H
L

e du médecin), en l1l'espace de guelques

heures. Une telle administration est également appelée
5 co-administration. Dans certains modes de réalisation,
une co-administraticon peut désigner 17administration
A’ ur vecteur adénoviral, d’un adijuvant et A’ un
composant protéique. Dans d"autres modes de
réalisation, la :signe
16 17administration d’un

vecteur viral

foet

adénoviral ou d"un poxvirus tel que MVA. Dans d'autres
modes de réalisation, la co-administratio désigne

17 administration d7un vecteur adénoviral et d7un

15  composant protéigue, gui est éventuellement adiuvé.

immunitalres séparées : {1} une primo-

ale du systéme immunitaire suivie par
20 (1i) une immunisation secondaire ou une stimulation de
rappel du systéme immunitaire de nombreuses semaines ou

mois aprées que la réponse ilmmunitaire primaire a été

Un tel régime peut impligquer 1

N
o

vecteur de ChAdl5> recombinant pour effectusr une
premieére immunisation du systéeme immunitaire et une
seconde administration de rappel avec un antigéne
traditionnel, tel guune protéine (éventuellement co-

administré avec un adjuvant), ou un virus reccombinant

W
(e

sortant les codant pour un tel antigéne (par
p o 3 (P

o+
)
5
H
o)
3
)

exemple, WO 00/11140). Ern  wvarian
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d7immunisation peut dimpliquer 17administration d’un
vecteur de ChAd1S55 recombinant pour activer la réponse
immunitaire a un vecteur ({soit viral, soit A& base
d’ ADN} codant pour un antigéne. De maniére alternative,
5 un régime d’immunisation impligue 1'administration
d’une protéine suivie par un rappel ayant un vecteur de

ChA

QJ

1155 recombinan codant pour 1l’antigéne. Dans un
exemple, le régime de primo-immunisation-rappel peut
fournir une réponse immunitalre protectrice au virus, a

10 la bactérie ou & un autre organisme duquel 17antigéne

est dérivé. Dans un autre mode de réalisation, le

régime de primo-immunisaticon-rappel fournit un effet

<

classiques pour détacter la présence de 17état pour

12l la thérapie est administrée,

’.A
n
’__
.-q

De préférence, une compositicon de rappel est
administrée 2 semaines environ a 27 ssmaines environ
aprés administration de la composition de primo-
immunisation au sujet. L’administration de la

20 composition de rappel est accomplie au moven d’une

quantité efficace d'une composition de rappel contenant

ou capable d’administrer le mé

®

o)

me antigéne ou un

ne différent de celui administré par le vaccin de

primo-immunisation. La composit

25  composée d'un vecteur viral recombinant dérivé de la

méme source virale ou d’une autre source virale. En
variants, la composition de rappel peut étre une
composition contenant le méme antigéne que celuil codé

dans le vaccin de primo-immunisation, mais scus la

W
(e

forme d’une protéine, laquelle composition induit une

réponse immunitaire chez i"héte. Les exigence
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principales des la compesition de rappel sont que
17antigeéne de la composition soit le méme antigéne, ou

un antigene & réactivité croisée, gque celui codé par la
compositicon de primo-immunisation.

Procédés d’administration et dosage

-

.S

Le vecteur peut étre préparé pour administration
en étant mis en suspension ou dissous dans un support
prharmaceutiguement ou physiclogigquemnet acceptable tel

guune scoluticon saline isotonigue ; une sclution de
sels disctoniques ou dfautres formulatiocns guli seront
évidentes de 1’homme du métier. Le support approprié
sera évident pour 1" homme du nmétier et dépendra dans
une large mesure de 1la wvoie d’administration. Les
compositions décrites ici peuvent é&tre administrées a
un  mammifére dans une formulation a

prolongée utilisant un polynére biccompatible
biodégradable, ou par une administration sur site au
moven de micelles, gels et liposcmes.

Dans certains modes de réalisation, 17adénovirus
recombinant de 1’invention est administré & un sujet
par injection intramusculaire, injection intravaginale,
injection intraveineuse injection intrapéritonéale,

inijection sous-cutanée, administration gpicutanés,

admi

nistration intradermique, administration nasale ou
adrinistration orale. L7 injecticon intramusculaire,
17injection sous-cutanée, 17administration
intradermique, l17administration nasale ou
17administration par aérosol prészsntent un Iintérét
particulier dans le contexte de la tuberculose, tout
particuliérement, 1’ ection intramusculaire,

BEZ03RS618/5610
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nasale ou 17administration par

le régime thérapeutique impligue la co-
administration d’un ou de plusieurs vecteurs
dénoviraux de ChAdl55 et d’un autre composant, chacun
formuld dans différentes compositions, ils sont

administrés de maniére favorable a un emplacement
commun Aau niveau ou a proximité du méme site. Par

exemple, les composants peuvent &tre administrés (par

exemple, wvia une voie dfadministration choisie parmi
intramusculaire, transdermique, ntradermigue, 3s0US
cutanée) du méme ¢bté ocu  a la méme extrémité
(administration « colatérale ») ou aux chbtés ou
extrémités opposés (administration « trolatérale »).

Les dosages du vecteur viral dépendront
principalement de facteurs tels gque 17état traité,
"age, le poids et la santé du patient, et peuvent
ainsli varier entre les patients. Par exenple, un dosage
pour  adulte humain ou vétérinaire thérapeutiguemsnt
efficace contient 1x10° & 1x10'® particules virales,
comme de 1x10% & 1x10%2 (par exemple, 1x10%, 2,5x10¢,
5108, 1x10° 1,5x10°%, 2,5x10°, 5x10° x101%, 1,5x1019,
2,5x101¢, 5x1010, 1x10¥ 1,5x10¥, 2,5x10%, 5x10¥, 1x1017

particules). En un vecteur viral peut é&tre
administré 3 une dose qui est d’ordinaire de 1x10° a
1x1010 unités formant plague (PFU), omme 1x10° PFU,

2,5x10°% PFU, 5x10° PFU, 1x10¢

PFU . 1x107 PFU, 2.5x107 PFU, 5x1067 PFU, 1x10% PFU,
2.5x10¢ PFU, B PO 2,5x10°% PFU, 5x10° PFU
ou 1x1C*% PFU. Les doses wvarieront en foncti de la
taille de 17animal et de la voie d’administration. Par

BEZ03RS618/5610
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exemple, une dose humaine ou vétérinalre appropriée

(pour un animal d'environ &80 kg) pour une injection
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5 Eventuellement, de multiples sites dfadministration

peuvent . Dans un autre sxenple, une dose

humaine ou vétérinaire appropriée peut étre dans la
plage d’environ 1 x 10' & environ 1 z 10" particules

pour une formuiation orale.
10 Le wvecteur viral peut étre quantité par une
analyse PCR quantitative (Q-PCR), par exemple, avec des
amorces et une sonde concus sur la région du promotsur
CMV au moyven d’une dilution série

d”ADN plasmide contenant le génome vecteur avec une

’.A
8]

assette d'expression incluant le promoteur HCMV. Le

-
H
L

nombre df exemp]

€
it

alres dans

déterminé par le procéd

paralleles. Des variantes de
de particules de vecteurs peuvent étre une CLHP
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20 analvtigue ou un procédé

Une guantité immunologigquement efficace d’un acide
nucléique peut étre de maniére appropriée comprise

une quantité

N
o

appropriée peut étre de 1 ug a
appropriée de aire (par
sxemple, vecteur) peut étre facilement déterminée par
1 homme du métier. Des exemples de quantités efficaces

d’un composant dfacide nucléigue peuvent étre entre

36 1 ng et 100 pg, comme entre 1 ng et 1 ug (par exemple,
180 ng-1 ug), ou entre 1 pg et 100 pg, comme de 10 ng,
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e alal 750
I

50 ng, 100 ng, 150 ng, 200 ng, 250 ng, 500 ag, 50 ng

)

ou 1 ug. Des guantités efficaces d'un acide nucléigue
peuvent également inclure de 1 ug a 500 npg, comme entre

1 pg et 200 npg, comme =ntre 10 et 100 ug, par exemple,

o

=7

5 1 wg, 2 ug, 5 pg, 10 pg, 20 pg, 50 pg, 75 pg, 100 ug,
150 pg ou 200 yg. En wvariante, un exempls de guantité
efficace dfacide nucléigue peut étre entre 100 pg =t
1 mg, comme de 100 ug & 500 ug, par exemple, de 100 ug,

150 ng, 200 ung, 250 ug, 300 ung, 400 ng, 500 pg, 600 ug,

10 700 ug, 6800 ug, 900 pg ou 1 mg.
De maniére générale, une dose humaine sera dans un

composition décrite dci peut étre formulée dans un

»..J

volume, per exemple, de §,%i, 0,15, 0,2, 0,5, 1,8, 1,5

ou 2,0 ml de dose humaine par individu ou de composants

’.A
8]

imrmunogénes combinés.

. ; PN . .
un womme du métier ajuster ces doses, en

[}

fonction de la voile d’administration et de

17application thérapeutique ou vaccinale pour laquelle

20 le vecteur recombinant est employé. Les niveaux
dfexpression du transgéne, ou pour un adjuvant, Ile
niveau d’anticorps circulant, peut étre surveillé pour
déterminer la fréquence d'administration de dosage.

Si une ou plusieurs étapes de primo-immunisation

25 et/ou rappel sont utilisées, cette étape peut inclure
une monodose qui est administrée toutes les heures,
tous les jours, toutes les semaines ou tous les mois,
ou chaque année. Par exemple, les mammiféres peuvent
recevoir une ou deux doses contenant entre environ

30 18 pg et enviren 50 ug de plasmide dans le support. La

quantité ou le site d’administration est choisi(e) de
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20

N
o
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préférenc
nammifere.

Les

souhaitées. E

recombinants
administration

en

exemple,

thé apeut i que

dans

invention

suivants.

combinaison

'N_\
[Ne]
i

sur la base des 17identité ou de 17état du
niveaux thérapeutzques de, ou le niveau de
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ticorps, dans le sérum,

éventuslle

wventuellement, les vecteurs ChAdl55

peuvent é&tre dans une seule

ou dans dix combinés, par

avec un régime ou une cure

impliquant d’autres rédients actifs ou

ing

un régime de primo-immunisation-rappel.

Nous allons maintenant la présente
au  moyen des exemples non limitatifs

Exemples

Ezxemple 1 : Isclation de ChAdLSH

Un adénovirus de chimpanzé de type sauvage 155

(Chadlss)y a ét

santé

Iberia (New Iberia Research Center ;

Louisiana a Laf
telles que

WO201

document

dans les

décrites

té 1isolé dfun Jjeune chimpanzé en bonne
= locaux du centre de recherche de New

The University of

au moyen de ndards

dans

0086189
I

qui est

aux fins de décrire les techniques
d’isolation et de caractérisation adénovirales

BEZ03RS618/5610
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de vecteur de

Exemple 2 constructi

ChAdlSS [LM1]

Le génome viral ChAJl35 a ensuite été cloné dans

un plasmide ou dans un vecteur BAC (Figure 2) pour

5 apporter les modifications suilvantes dans différentes
régions du génome viral de Chadlb5 :

a) délétion de la région E1 {(de 448 pb & 3529 pb}

du génome viral ;

~J
P
55N
K

16 pb) du génome viral ;

o) insertion du Edorfo dérivé du AdL humain.

2.1 ¢ Délétion de la région EL : construction de

BAC/ChAd155 AEL TetC hCMV RpslL-Kana#1375

cloné dans un

’.A
o
£
]
O
0]
3
=
=
D
<
|.
-
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0]
=
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=
s
o
o
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M

vecteur BAC par recombinaison homologue dans des

2

cellules aptes a 1’électroporati

@]
o]
O,
0]
,\
g;
(9}
P
)
o
=]
(9}
@)
i._4
[_

DOTRT Q- o . Q ~ . o~ % ONn N/ .
BJ5183 (catalogue Stratagene n° 2000154) cotransformées

V)]

avec 17ADN viral de ChAdiS5 et la navette BAC d= sous-

20 groupe C (#1365). Comme le montre la représentation
schématigue de la figure 3, la navette de sous-groupe C
est un vwvecteur BAC dérivé de p£BeloBACll (GenBanl

U51113, NEB} et gui est dédié au clonage du Chad
appartenant 3 1'espece C et contient par conséguent le

:ne plIX et des fragments d’ADN dérivés des extrémités

N
o
G
(0%
i

des virus de ChAd d’espéce C.

La navette BAC d’espece C
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Arp-LacZ-SacB, flanguée par des sites de restriction
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IScel, est présente entre les genes plX et l7extrémité
droite du génome viral. En particulier, la navette BAC
composée des caractéristigues suivantes @ IT
27 a4 139 pb, cassette hCMV{tet(O} RpsL-Kana : 493 & 339%9¢
5 pb, géne pI¥ : 32508 & 3972 pb, sites de restriction
IScel : 3990 et 7481 pb, cassette de s=zélection Amp-

.

Lacz-33cB : 400C a 7471 pb, ITR droite : 7805 & 7917

T

rb.
Les cellules BJS5183 ont &té co-transformées par

16 électroporation avec un ADN viral purifié de ChAd1SS et
un vecteur navette BAC de sous-groupe C digéré avec

17enzyme de restriction IScel et puis purifié a4 partir
de gel. Une recombinaison homologue se produilsant entre

les séqguences de gene plX =t ITR droite {présente aux

’.A
8]

extrémités de 17ADN linéarisé de navette BAC d’espeéce
C) et des séquences homologues présentes dans 17ADN
viral de ChAdi55 conduisent a4 1’inssertion dfADN
génomique viral de ChAdlS5 dans le vecteur navette BAC.

Au méme morment, la région El virale a été supprimée et
20 remplacée par ia cassette RpslL-Kana, générant

!

- T/ F -
BAC/ChAdLIS5 AEL/ TetO hCMV Rpsl-Kana#1375,

2.2 : Construction de plasmide par recombinaison

homclogue dans E.coli BJ5133

2.2.1 : Délétion de la région E4 - Construction de

N
o

pChAdls5 ARL, E4 AdSE4orf6/TetO hCMV RpsLKana (#1434)

Pour améliorer la propagation du vecteur, une

s’étendant & partir du

.
D~
Jom2
[ON
o+
ot
o
o]
O,
0]
—
o)
N
[ON
Q
=
Q
3
al

nucléotide 34731-37449% (séquence de type sauvage ds

wtroduite dans le squelette de vecteur

[@9]
(o)
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Q.
s
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o
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en remplacant la région E4 native par la séguence de
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codage AdS Edorfée au moven d'une stratégie impliquant
plusieurs étapss de clonage et recombinaison homelogue

-
H
s

dans E.coli. La région de codage E4 & é&té supprimée

compleétement alors que le promoteur natif E4 et le

ot
ot
{

5 signal de polyadénylation ont été conservés. A cet
fin, un vecteur navstte a été constrult pour permettre
17insertion d’AdSorf6 en remplacant la région E4 native
de ChAd155 par recombinaiscon homclogue dans E.coll
BJ5183 comme détaillé ci-apreés.

16

-
1
s

Construction de pARS espéce C AdSEdorié-

5

Un fragment Jd"ADN contenant AdScrfo a £té cobtenu

par PCR en utilisant un ADN Ad5 comme modele, avec les

oligonucliéctides 57 ~ATACGGACTAGTGGAGAAGTACTCGCCTACATG-
- - . ] 4 -
15 3f (SEQ D N et 57~

CTTCAGGAAATAT
14). Le fragment PCR a &été digéré avec BgIII et Spel =t
cioné entre la navette RLD-EGFP espece C digérée avec

BgIil et Spel, générant le plasmide pARS espéce C

20 AdSorfe~-1., Des détails concernant la navette peuvent
d&tre trouvés dans Colocca et al, Sci. Transl. Med.

Construction de pARS espsce © AdSE4crf6-2

N
(@]

Pour supprim

r la région E4, un fragment d'A

®

D
(

D
o
D

177 pbh couvrant 34586 pb a 34730 pb de la ségue
type sauvage de ChAd155 (SEQ ID N° : 10) a été amplifié

par PCR en utilisant le

o
T

olasmide RAC/ChAdl35 AEL TetO

hCMV Rpsl-Kana (#13735) en tant gue modeéle

G avec es ol éotides suivants o 57 -

[@9]
s

igonu

ATTCAGTGTACAGGCGCGCCAAAGCATGACGCTGTTGATTTGATTC-37 (SEQ
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T ¢ 1 : o ~ .l 5 - 5 F

ID N : 15) et 57 -ACTAGGACTAGTTATAAGCTAGAATGGGGCTTTGEC
i T @ . T S . 3 DD - L de f 3 2y 1 L

37 {SEQ ID N" : 1l6). Le fragment de PCR a &té digéré

svec BsrGI et Spel et cloné en pARS sous-groupe C

5 plasmide pARS espéce C AdSorf6-2 (#1490} . Une
représentation schématique de ce plasmide navette est
fournie sur la figure 4. En particulier, le plasmide

navette comprend les caractéristigues suivantes : ITR

gauvche : 1 a 113 ph, espéce C en premier 460 pb : 1 a

10 60 pb, de type sauvage de ChAdiSS5 (34587 pb a 34724 pb

4
de SEQ ID N° : 10} : 516

a 650 pb, AdS orfo: 680 et

15¢1 pb, espéce C en dernier 393 pb: 1567 a 19%:69 pb,

ITR droite : 1857 & 1969 pb.
15 Construction de pChAdlS55 AFl, E4 AdSE4orfé/TetO

hCMV Rpsl-Kana (#1434)

Le plasmide obtenu pARS sous-groupe C AdSorfd~2 a
ensuite été utilisé pour remplacer la région E4 au sein

du sqguelette de ChAdJl55 par Adborfeée. A cette fin, 1le

20 hCMV RpsL-Kana ({#1375) a

co-transformé en cellules

(T
=
¢
ko]
e
B
X
(92
W
@]
<

us—groupe C
AdBorf6-2 BsrGI/AscI, pour obtenir le plasmide pré-
adéno pChAdl! AELl, E4 AdbE4crf6/Tetd hCMV Rpsl-Kana

($1434)

N
o

-

2.2.2 : Insertiocr

|<<

tte d’expression RSV

,_,
@]
6}
b
o3}
¢
o
[42]
(‘I\
®

(n

~ Construction de pChAdlL5 AELl, E4 AdSBE4orf6/TetO hCMV

-

a été c¢clonée en un vecteur

T

& Une cassette RSV

[@9]
(-

accepteur pré-adéno linéarisé via une recombinaison
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homologue en E.coli en exploitant 17 hed

nologie existant

n

entre le promoteur HCMV et les séquences BCGH polyA. Le

o

(

La

o

mide pviTetOhCMV-bghpolyA RSV a été clivé avec Sfil

et

-

and Spel

pour exciser le fragment 4,65 Kb contenant le

~

5 promoteur HCMV avec la séquence tet0, RSV et BGHpolyA.

I

Le fragment R3V 4,65 Kb résultant a été cloné par
recombinaison  homologue en le wvecteur accepteur
pChAdlS: AEL, E4 ﬁd0}4oﬁf0, et0 hCMV Rpsl-Kana (#1434)
portant la cassette de sélection Rpsl-Kana sous

16 contréle de HCMV et BGHpA. Le plasmide pré-adéno

accepteur a été linéarisé avec 1’endonucléase de
restriction SnaBI. La construction résultante est le
vecteur PChAG155 AEL, B4 ﬁdok4ﬁrfb, 'etO hCMV RSV

’.A
8]

2.3 : Construction de vecteur BAC par

2.3.1: Délétion de la région E4 - Construction de

BAC/ChAd155 ARL, E4 AdSE4orf6/TetC hCMV RpsL-Kana#139C

20 Une délétion de la région E4 s’étendant a partir

du nucléotide 34731-37449% de 1

1)
U
[0S

»-9
O
0
O
D

S
0

P

sauvags de ChAJLIS5 a &té introduite dans le sgueletts

z

de wvecteur en remplacgant cette région E4 native par la

séguence codante AdS Edorféd au moyen <’ une stratégie

N
o

impliquant deux étapes différentes de recombinaison
dans des cellules compétentes E.Coli SW10Z.

La premiére étape a abouti & 1finsertion d’une
cassette de sélection incluant le géne de suicide SacB,

le géne ampicilline~-R et la lacZ (cassstte de sélection

30 Amp-LaczZ-SacB) dans la région E4 de ChAd155, aux fins

o

:ction positive/négative

Dr
et
D

Foqa -
d7une s je recombinants.
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Premiére é&tape - Substitution de la région E4
ative du ChAdlS5 par une cassette de sélection Amp-
LacZ-3SacB

La cassette de sélection Amp-LacZ-SacB a été
amplifiée par PCR au moyen des oligonuciéocotides fournis
ci-aprés contenant des séquences flanguant E4 pour
permettre une recombinaiscn homologue : étape 1 de dél.
de B 10Z21-FW (57
TTAATAGACACAGTAGCTTAATAGACCCAGTAGTGCAAAGCCCCATTCTAGCT
TAA CCCCTATTTGTTITATTTITTICT-37) (SEQ ID N° : 17) et étape
1 de déel E4 1622-RW (57 -
ATATATACTCTCTCGGCACTTGGCCTTTTACACTGCGAAGTETTGGETGCTGGETGC
TGCGTTGAGAGATCTITATT TG TTAACTGTTAATTIGTC-37) (SEQ ID N°
18).

Le produit PCR a été utilisé pour transformer les
cellules compétentes E.Coli SW102 contenant le plasmide

pAdenc BAC/ChAdlS

transformation de cellules SW10Z a autorisé 17insertion
de la cassette de sélection dans la région E4 de
ChAadlb5 wia une recombinaison homologue lambda (A)
médiée par Red, permettant ainsi d’obtenir BAC/ChAd1S55
(DEl) TetOhCMV - RpslL Kana #1379 (incluant la cassette
Amp-LacZ-SacB par substitution de la région E4 native
de ChAdl55).

Deuxieme étape - Substitution de la cassette de
sélection Amp-lacZ-SacB avec région AdSE4orfo

Le BAC/ChAdLS55 (DE1l) TetOhCMV -
Fpsl Kana #1379 (avec tte Amp~-LacZSacB a la place
de la région E4 de ChAdlSE) a ensuite été manipulé pour

BEZ03RS618/5610
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la cassette de sélection Amp-lacZSach

AdSerf6 au sein du squelette de ChAdL55. A cette fin,
un fragment dfADN contenant la région Adborfo a été
obtenu par PCR, en utilisant les oligonucléotides étape
2 de dél. E4 1025-FW (5 -TTAATAGACACAGTAGCTTAATA-3")

compétentes E. coli SW102 contenant le plasmide paAdsno

BAC/ChAdi55 {DE1) TetOhCMV - FEpsL Kana) #1379,
aboutissant & la substitution d'un plasmide final
BAC/ChAd15ES {AE1, B4 Ad5SEdorta) TetOhCMY - RpsL

contenant Adborfd a la native ChAdLSS

région

d’ expression
E4 AdSE4oric

Un transgéne R3SV a été cloné en le vecteur
BAC/ChAd155 AEl, E4 AdbE4dorf6 /TetOhCMV RSV#1393 par

substituticn de la cassette de sélection Rpsl-Kana. La
stratégie de construction a été basée sur deux étapes
différentes de recombinaison en cellules compétentes

SWi0z.

E.Colil

Px hstitution

remiere étape

Kana avec la cassette de sélection Amp-LacZ-SacB

La cassette de sélection Amp-LacZ-SacB a été
obtenus a partir de plasmide BAC/ChAGLS5 (DEL) TetO
hCMV  Amp-LacZ-SacB#1342 vpar PCR en wutilisant les
oligonucléotides 91-SubMonte W (57~

BEZ03RS618/5610
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CAATGGGCGTGGATAGCGETTTGAC-37) (SEQ ID N° : 21) et B890-

BghPolyA RW (5/~CAGCATGCCTGCTATTGIC~3’) (SEQ ID N° :

22 . Le produit a été <transformé en cellules
compétentes E.Coli EWi02 contenant le plasmide pAdeno
5 BAC/ChAd15Ss (DEL, E4 AdS5E4o0rfs) TetOhCMY -  RpsL
Kana#1390, &  BAC/ChAd1S5S (DE1L, B4

AdBE4orfc) TetOhCMV - Amp-LacZ-SacB#1386.

16 sélection Amp-lacZ-SacB avec transgéne RSV
Le transgéne RSV a été inséré dans le plasmide

lacZ-3acB par recombinaison homclogue. A cette fin, le

’.A
8]

pilasmide pv

cassette dfexpression RSV) a été clivé avec Spel

SfiI pour exciser le fragment 4.4 Kb incluant le

(‘u

promoteur HCMV, RSV et BGHpolyA. Le fragment RSV 4.4 Kb

obtenu a été transformé en cellules conmpétentes E.Coli

20 SWi02 contenant le plasmide pAdeno BAC/ChAdlS55 (DE1l, E4
AdrBE4dorf6) TetOhCMV - Amp-LacZ-SacB#1386, aboutissant

au plasmide final BAC/ChAdlS5 AEL, E _Ad5E4orts / TetO
hCMV Kana#139%0. La structure du ChAdl55/RSV portant le

BAC (SEQ ID N° : 11) est illustrée sur la figurs 6. En

N
o

o]
&
R
=
|_|
Q
o
l__'
}_
a
-
<

v, ChAJLI55/RSV comprend les caractéristiques

W
(e

Exemple 3 : Production de wvecteur
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La productivité de ChACLS5 a été évaluée par
rapport aux ChAd3 et PanAd3 dans la ligné celiulaire

Procell §2.

5 transgéne HIV Gag

HIV Gag ont

préparés comme décrit plus  haut  (ChAdLI35/GAG)  ou
précédemment (ChAd3/GAG Colloca et al, Sci. Transi.

Med., (2012) 4:115ra). ChAd3/GAG et ChAJLSBE5/GAG cont £té

10 sauvés et amplifiés dans Procell 82 au moyen de 3

cassages (P33} ; des lysats P3 ont été utilisés pour
8 g { ; Y 1%
infecter 2 flacons T75 de FProcell 82 cultivés en
monccouche avec chague vecteur. Une

A7 infections (MOI) de 100 pv/cellule a été utilisée

15 pour les deux expériences d’infection. Les cellules

20 le lysat a été clarifié par centrifugation. Les lysats
clarifiés ont &té gquantifiés  par analyse PCR
quantitative avec des amorces et une sonde

complémentaire & la région du promoteur CMV. Les

séguences oligonucléotidiques sont les suivantes :

25 CMVfor 57 -CATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCA-3Y (3EQ ID N° :

23), CMVrev 57 - GACTTGGAAATCCCCGTGAGT-37 (SEQ ID N°
24Y, sonde CMVFAM-TAMRA 57 - ACATCAATGGGCGTGGATAGCGETT-
écutés sur un

X
détecteur de séguences ABI  Prism 7300 -~  Applied

30 Biosystam) . Les titres obtenus {pv/ml}
mesurés sur les lysats la productivité
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cli-apres et

fournis dans le
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. Productivité de vecteur
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pv/ml

ule

T p——— p 7 P —
ChAd3/G S, 8zE*0? 1, %6R1 b, 61E"0

1,11E* 2,228 7, 468103

-

&levée du vecteur

sgene HIV Gag, une seconde

virus

purifiss comme incculum. A cette des cellules

T25 &

ot

Procell 92 ont £&té ensemencées unn flacon

ChAd1S5/GAG

80 %,

infectées avec ChAd3/GAG a

conflusnce des dfenviron

d’un MCI=100 pv/cellule Les cellules

infectéss ont récolitées lorsqgu’un CPE total était
édvident ; les wvirus ont été libérés des cellules
infectées par congélation/décongélation et clarifiées

centrifugation. Les lysats clarifiés ont été

par

quantifiés par analyse PCR guantitative en utilisant
les amorces et la sonde suivantes : CMVfcer 57~
CATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCA~3S (SEQ I N° 23},
CMVrev GACTTGGAARATCCCCGTGAGT (SEQ ID N° : 24), CMV FAM-



1

15

8

3

.
w
(o))

o7 ACATCAATGECOGTEGATA
57— ACATCAATGGGCGTGGATA

b
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particules de (pv/cellule) sont
fournis dans le illustrés sur la
figure §.

Tableau 2. Productivité de vecteur a partir de
virus purifiés.

Vecteur ov/ml oV pv/cell

totale/flacon jule
ml de

ChAd3/G 1, 00E+10 5, 00E+10 1, 678404
AG

ChAd155 1,21E+19 6, 05E*0 2,02E+04
/GAG

2.2 Producti de vecteurs comprenant un

Un ensemble différent d'e ¢ até
effectuées pour évaluer la productivité des vecteurs de
vaccin RSV dans Procell 92.5 cultivés en suspension.
L’ expérience a comparé PanAd3/RSV  (décrit dans le
document WO02012/089833}) et ChAdlS5/R3V en paralléele en

Procell 92.85 & une densité de cellules de

ectées sont

) : N et e e . P
récoltées 3 jours apres infection, le wvirus a £&té
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3= A
tées

w

infec

o~y rgl_.; ! ’3,\,
congelat 1/ QeCor

}_

par centrifugation.

été  quantifiés par analyse PCR quantitative comme

indiqué plus productiv olumétrigue et

productivité spécifique de cellules sont fournies dans
le tableau 3 ci-aprés et illustrées sur la figure 8.
K J

(O8]

Tableau 3

BEZ03RS618/5610

Virus product

ivité

tnd
N

Qn

volumétri

(pv/ml}

n

PPanAd3 5, 82E+C0 2,91E+11 1,16E*
/REV

ChAd155 3, 16E119 1,58E12 6,31E"
// RSV

Exemple 4 : Niveaux d’expression de transgéne

4.1 : Wiveau d’expression de transgene HIV Gag

Les niveaux d’expression ont £té comparés dans des
expériences parallieles en infectant des cellules Hela
avec les  vecteurs ChAd3 et Chadlss omprenant un
transgene  HIV  Gag. Les cellules Hela ont  été
ensemencées dans des plagues a 24 puits et infectées en

duplicata par des virus Chad3/GAG et ChAJLS5/GAG
purifiés en utilisant une MOI=250 pv/cellule. Les
surnageants de cellules infectées Hela ont été récoltés
48 Theures aprés infection, et la production dfune
protéine HIV GAG sécrétée a été guantifiée en utilisant
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un kit ELISA du COMmerce (Kit ELISA HIV-1 p24,
rkinElmer Life Science}. La guantification a é&té

cti du fabricant en utilisant

une courbe standard d’antigéne HIV-1 P24, Les
résultats, exprimés en pg/ml de protéine GAG, sont
illustres sur la figure 10,

4.1 : Wiveau d’expression de transgene RSV F

Les niveaux d'expressicon ont £té dans des

comparés

- a

expériences parallieles en infectant des cellules Hela

et décrits ci-dessus

fin,

vecteurs PanAd3l AG155

F. A cette les

&

dans des plagues & 6

infectées en virus purifiés

PanAd3/RSV et ChAd155/RSV en wutilisant une MOI=50(
pv/cellule. Les surnageants ont été récoltés 48 heures

aprés infectior, oduction de prot

et la pr

sécrétée a été quantifiée par ELISA. ng dilutions

différentes des surnageants ont é&té transférdées wvers

des puits de plagques a mnicrotitration gqui ont é&té
evétus d’un anticorps monoclonal anti-RSV F de souris
du commerce. L’antigéne capturé a été révélé au moyen

anti-RSV F secondaire puis pa

Ig de la bictine, puis

ajoutant un conjugué treptavidine-AP {(BD Pharmingen
cat. 554065). La guantification a été effectuée en

utilisant une courbe standard de protéine RSV F (3ino

1049-V(8B) .

0]
)
=

gue ug/ml de

tableauv 4 ci-aprés.
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rg/ml protéine RSV F

o)
A )

Chadlss/ 5,

W

PanAd3/RSV

Une analyse western blot a également été effectuée

pour confirmer le niveau &levé dexpression

83}

transgénigue fourni par le wvecteur RSV de ChAd1S5 par

appliquées dans des plagues & 6 puits ont été infectées

avec des wvirus purifiés PanAdl3/RSV et ChAdISE/R3V en

vtilisant une MOI=250 et 500 pv/cellule. Les

10  surnageants des cellules infectées Hela ont été
t

protéine RSV F sécrétée a

été analysée par gel SDS non réducteur puis une analyse

Western Blot. Des guantités équivalentes de surnageants

ont été chargées sur un gel S$SDS non réducteur ; apres

électrophoreése, les protéines ont é&té
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une membrane de

ulose pour

gtre testées avec un anticorps
legue de clones RSV-F-3 N° @ ABIN308230
dispenible sur antibodies-online.com (dernier acces 13

20 avril 2015).

band

¥

Apreés 17 incubation avec 17anticorps primaire,
membrane a &té lavée et puls mise & incuber avec un
anticorps secondaire conjugué HRP anti-souris. Pour

finir, 17 essai a &té révélé par

)
(@]
[ON
et
O
Q
ot
-3
O
a

~himiluminescence au moyen de techniques
standards (Catalogue de Pierce des réactifs de
détection ECL n° W3252282). Les résultats du Western

z

Biot sont résentés sur la figure 11. Une bande
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d7environ 170 kD indiquée par la fléche a été révéiée

par un monoclonal mAb 13 dirigé contre la

protéine ¥, ce qgui correspond au poids escompté de

i

Py

protéine F trimérique. On peut voilr que le wvecteur RSV

on

5 de Chadl55 a produit une bande plus sombre pour a la

fois MOI=250 =t 500 pv/cellule.

Ezemple 5 : Evaluaticon du pouvolr Iimmunolcogique

ériences df immunisation sur la souris

par des e:

10 5.1 : TImmunogénicité de vecteurs comprenant le

T

transgene HIV Gag

L/ immunogénicité du vecteur ChAdLIS55/GAG a3 été

é&valuée en paralliele avec le vecteur ChAd3/GAG chez des
souris BALB/c (5 par groups). L’expérience a été

’.A
8]

réalisée en injectant 10° particules virales par voie

réponse du lymphocyte T a

mesurée 3 semaines apr 17 immunisation par immunospot

1ié 3 une enzyme (ELISpot) IFN-gamma ex vivo au moyen

un épitope de lymphocyte T GAG D8+ cartographi

chez

M

-

es souris BALB/c. Les résultats sont présentés sur la

=

20

exprimés sous forme de cellules formant des

h
o
Q
P
s
[
s
N

points (SFC) IFN-gamma par million de splénocytes.
Chague point représente la réponse d’'une seule souris,

2t la ligne corrsspond a la moyvenne pour chague groupe

iy

certain nombre de

N
w
(o}
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w
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(

et la fréquence de souris positives

immunodeminant sont présentées  sur

1 axe x.

W
(e

5.2 TImmunogénicité de  vecteurs  comprenant le

-

transgene RSV
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Le pouveir immunclogigue de

z

et ChAd1IE5/RSV a été évalué chez
deux vecteurs ont été i

& des doses de 10%, 107 et 3X 1

apres vaccination, les splénocyte:

ont été isclés et analysés par

isant comme uﬂthml“ les

RALB/c. Les niveauz de réponses

réduits en ligne avec un

.

escompté) mais les réponses

nettement plus é&levées dans les
e e A
imrunisées avec le vecteur ChAdLILS

groupes éguivalents de
PanAd3/RSV

indigquent des

[

exprimées sous la

(SFCy IFN/Gamma/million de splénocy

la somme de réponses aux trois épi

¢

o N
=
<

nombre moyen de SFC IFN-gamma/million

Pris conjointement, les résul

haut démontrent que ChAJLSS est

ChAdlb5 a été représenté comme

facilitant par conséguent le process:

apte a exprimer un niveau plus

vitro et également in vivo produisa

vecteurs PanAd3/RS

jectés par voie

imrunodominants cartograph

dosage

souris ilmmunisées
(Figure 13). Sur la figu
données de 3

forme de cellules

{Fai-ee Fgs-0z et M2-1ss2-200) et corrigé

contexte. Les lignes horizontales

vecteur

4

de transgéne ir

-
=

souris BALRB/c. Les

intramusculaire

immunitaires étaient
groupes de souris

par rapport aux

avec le vaccin

formant des points

=
0]

@
fD\
n
®
h
o
5
=t
0}

]

rapportés plus

adénoviral

Ad3 et PanAd3.

»ius productif,

de fabrication,

-

une reponse de
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lymphocytes T plus forte contre les antigeénes exprimgs

dans les modéles animaux.
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