11

Vaccins contre les virus des
hépatites A et B

Des vaccins ont été développés vis-a-vis des deux virus hépatotropes pour
lesquels il a été possible de définir des antigénes protecteurs et de les fabriquer
sur le plan industriel. Le virus de I’hépatite A peut étre cultivé in vitro et le
virus entier représente l'entité vaccinale. Quant au virus de 'hépatite B, son
antigéne de surface contient les épitopes capables d’évoquer une réponse
protectrice et il peut étre obtenu par recombinaison génétique. Le vaccin
anti-VHB est également efficace vis-2-vis du virus de 'hépatite D, de maniére
directe, puisque ce virus emprunte ’antigéne de surface du VHB, et indirecte,
puisque qu'une co-infection ou une sur-infection par le virus défectif exige la

présence du VHB.

Vaccins contre le VHA

Il existe diverses souches de virus de I'hépatite A mais un seul sérotype, ce qui
a facilité la mise au point d’un vaccin protégeant contre toutes les souches.

Le développement d’'un vaccin a débuté dés que I’agent responsable de I’hépa-
tite A a été identifi¢ (Hilleman, 1993). Au départ, le VHA ne pouvant se
multiplier en culture cellulaire, 'antigéne a été préparé a partir du foie de
marmousets infectés (Provost et Hilleman, 1978). La mise au point d’une
technique de culture cellulaire du virus (Provost et Hilleman, 1979) a permis
le développement de différents vaccins anti-VHA. Aprés la mise sur le mar-
ché du vaccin Havrix™ par les laboratoires SmithKline Beecham début 1992
(André et coll., 1992), un certain nombre de vaccins entiers inactivés
(Epaxal Berna, Vaqta, Avaxim) ont été introduits par d’autres fabricants dans
divers pays. Un vaccin vivant atténué a également été largement diffusé en
Chine (Mao et coll., 1991). Différentes études cliniques ont montré que les
vaccins atténués étaient bien tolérés et de haute immunogénicité lorsqu’ils
sont utilisés suivant les protocoles établis. Bien que peu d’études comparatives
aient été menées, il semble que les différences d'immunogénicité entre ces
vaccins, si elles existent, ont un impact clinique non significatif. Deux essais
contrdlés ont mis en évidence leur efficacité prophylactique (Werzberger et
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coll., 1992 ; Innis et coll., 1994). Le vaccin anti-VHA a également été utilisé
pour interrompre un début d’épidémie (Prikazsky et coll., 1994 ; Averhoff et
coll., 1996 ; Mac Mahon et coll., 1996).

Le vaccin actuellement disponible en France, et distribué dans une cinquan-
taine de pays, est de souche HM 175 du VHA (Havrix™). Il est préparé
suivant une méthode trés voisine de celle utilisée pour 'obtention du vaccin
contre la poliomyélite, et les particules inactivées sont administrées apres
absorption sur un support d’hydroxyde d’aluminium. Avant sa mise sur le
marché, ce vaccin a été testé sur 6 500 volontaires adultes et 20 000 enfants.
Les premiers schémas vaccinaux ont utilisé deux injections de 720 unités
internationales & un mois d’intervalle chez ’adulte, avec un rappel 4 6 mois.
L’immunogénicité était trés bonne, avec une séroconversion proche de 100 %
apres la deuxiéme dose. Le rappel & 6 mois entrainait un taux d’anticorps
multiplié par 10, atteignant environ de 5 000 & 6 500 unités ELISA (Just et
Berger, 1992 ; Horng et coll., 1993) : cette immunité pourrait durer au moins
10 ans. Des essais d’efficacité ont été effectués dans plusieurs pays. Le plus
vaste s'est déroulé en Thailande, et a été réalisé chez 8 900 enfants en 1989 et
en 1990 (Innis et coll., 1994). Il a également été montré au cours de ces
études que le niveau de la réponse immunitaire déclenchée par le vaccin n’est
pas affectée par son séjour une semaine a 37°C (André, 1995). L'efficacité
vaccinale obtenue était supérieure & 90 %. Des schémas accélérés ont été
utilisés avec un espacement de 15 jours entre les deux premiéres injections,
avec une réponse immune aussi bonne. Une dose double administrée en
primo-vaccination au voyageur procure une réponse en anticorps excellente
et la méme réponse au moment du rappel 6 mois plus tard. Cette double dose
(1 440 unités), d’abord réservée aux voyageurs, est devenue la dose du vaccin
adulte utilisé actuellement. Chez I'enfant, le schéma vaccinal est resté a
'injection de deux doses de 360 unités 2 un mois d’intervalle. Une formula-
tion & 720 unités en une seule administration a été proposée, mais n’a pas recu
I'agrément. Ce vaccin contre le VHA est bien toléré, et les incidents se
bornent & quelques douleurs locales au point d’injection (André et coll.,

1992).

Le vaccin adulte 2 720 unités a été mis sur le marché en France en 1992 et
remplacé en 1994 par une formulation & 1 440 unités administrée en une
seule injection, avec un rappel & 6 mois. La formulation pour l’enfant
(360 unités) a quant 2 elle été commercialisée en 1994, et 'équivalent pour
'enfant du nouveau vaccin adulte est en préparation.

Vaccins contre le VHB

Les premiers vaccins anti-VHB ont été disponibles des 1981, a la suite des
travaux de Maupas et coll. (1976, 1978, 1981a et b). Il s’agit de vaccins
constitués de I'antigéne de surface du virus de I'hépatite B (HBs) purifié a
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partir du plasma de porteurs sains. Une deuxi¢me génération de vaccins a été
mise au point par recombinaison génétique, en insérant le géne du VHB
codant pour la protéine d’enveloppe virale dans des cellules de levure ou des
cellules ovariennes de hamster (CHO). Bénéficiant d’'une meilleure standar-
disation et d’une capacité de production illimitée, ces vaccins ont permis un
développement des programmes de vaccination universelle. En France, quatre
vaccins sont disponibles : le vaccin « Genhevac B » (PMSV), 4 20 mcg, qui
est produit dans les cellules CHO et contient I'antigéne S et 'antigéne
pré-S2; le vaccin « Engérix B » (SmithKline Beecham), qui existe pour
ladulte (20 mcg) et pour l'enfant jusqu'a 15ans (10 mcg); les vaccins
« Recombivax-HB » et « HBvax DNA » (Merck), 2 5 et 10 mcg, qui sont
produits par culture de levure et contiennent 'antigéne de surface S.

En contraste avec les études qui indiquaient une augmentation de 'immuno-
génicité par association de plusieurs antigénes présents 4 la surface du VHB,
les vaccins actuellement commercialisés montrent la méme efficacité qu'ils
contiennent uniquement l'antigéne S ou une association de cet antigéne et de
la région Pré-S2. Aprés la troisieme injection, 90 a4 95 % des sujets dévelop-
pent une réponse protectrice, c’est-a-dire que leur sérum présente un titre
d’anticorps neutralisants au moins égal 4 10 unités internationales par ml
Lefficacité du vaccin décroit avec I'Age, cette diminution étant déja notable
vers 40 ans, et le vaccin est également peu actif chez les sujets immunodépri-
més, en particulier chez les hémodialysés. Une attention spéciale doit égale-
ment étre apportée aux individus alcooliques chroniques qui ont besoin d’'une
couverture vaccinale et répondent mal au vaccin. Il existe enfin des individus
non-répondeurs, appartenant généralement aux groupes HLA DR3™ ou
DR7". Il a été suggéré que cette non-réponse serait due 2 des défaillances au
niveau des cellules T auxiliaires et non 4 un défaut de la présentation antigé-
nique (Salazar et coll., 1995 ; Vingerhoets et coll., 1994 ; Desombere et coll.,
1995), mais il n’existe actuellement aucun argument univoque étayant cette
hypothese et permettant de proposer des palliatifs 4 la non-réponse de ces
sujets.

De nombreuses études portant sur des millions de sujets ont documenté
’innocuité du vaccin anti-VHB : les réactions les plus couramment observées
sont des réactions cutanées mineures au point d’injection ou des douleurs
musculaires et articulaires transitoires. Dans un essai réalisé en Alaska (Mc
Mahon et coll., 1992) et incluant 43 618 individus ayant recu un total de
101 360 doses de vaccin plasmatique, seuls 39 sujets ont rapporté des réac-
tions secondaires, parmi lesquelles des myalgies/arthralgies, des éruptions
cutanées ou des sensations de vertige. Les auteurs concluent que la plupart de
ces réactions ne sont que coincidence, et que la vaccination apparait siire.

Toutefois, différents auteurs ont évoqué dans des études de cas la possibilité
deffets secondaires plus ou moins sérieux de la vaccination contre le VHB :
dysfonctionnement hépatique transitoire, production d’anticorps anti-ADN,
glomérulonéphrite aigué, encéphalomyélite, purpura, thrombocytopénie, 167



Hépatites virales, dépistage, prévention, traitement

168

arthrite (Lilic et Ghosh, 1994 ; Macario et coll., 1995 ; Herroelen et coll.,
1991 ; Poullin et Gabriel, 1994 ; Gross et coll., 1995 ; Germanaud et coll.,
1995). Cependant, la responsabilité de la vaccination anti-VHB ne peut
souvent pas étre clairement établie. Ainsi, des composants non spécifiques
entrant dans la production, la composition ou 1'administration du vaccin
peuvent &tre incriminés (Lear et English, 1995 ; Banisadr et coll., 1996 ;
Meyboom et coll., 1995). Certains auteurs ont également envisagé la possibi-
lité que le vaccin puisse induire des manifestations extra-hépatiques sembla-
bles 2 celles décrites lors de I'infection virale de type « syndrome de la maladie
du sérum » et qui sont attribuées & la formation de complexes immuns. Des cas
trés rares (environ cing en onze ans) susceptibles d’étre pris en considération
ont été relevés dans la littérature, mais aucune conclusion n’a pu étre appor-
tée et la coincidence semblait la solution logique dans la plupart des cas
(Carmeli et De-Medina, 1993).

Récemment, une attention particuliére s’est portée sur d’éventuelles compli-
cations neurologiques: ainsi, 106 atteintes démyélinisantes centrales
(69 poussées de sclérose en plaque, 27 manifestations ophtalmiques et
10 myélites) ont été notifiées entre janvier 1989 et décembre 1995, pour
environ 17,5 millions de sujets vaccinés en France. Compte tenu du sexe et de
’age des sujets vaccinés, les fréquences de scléroses en plaque observées ne
sont pas supérieures a celles attendues dans la population générale (incidence
annuelle de 2 000 a 3 000 cas). Ces événements doivent &tre analysés en
tenant compte du fait que la campagne de vaccination anti-VHB constitue
une premiére en matiére de primo-immunisation de masse chez I’adulte et que
les complications observées se développent spontanément dans cette méme
population. Ainsi, il existe une association temporelle mais non d’imputabi-
lité entre les cas de sclérose en plaque ou de lésions démyélinisantes et la
vaccination anti-VHB. La réalisation d’études cas-témoins devrait permettre
de renforcer la vaccino-vigilance.

Par mesure de prudence, la survenue de ces manifestations neurologiques a
conduit la Direction générale de la Santé et ’Agence du Médicament &
renouveler la recommandation faite en 1995 aux praticiens de peser les fac-
teurs de risque de contamination par le VHB avant de vacciner des sujets
ayant des antécédents personnels de sclérose en plaque.

Vers un vaccin contre le VHE

Seules quelques études ont évalué Vefficacité des immunoglobulines dans la
prévention ou le contrdle des épidémies d’hépatite E. Cette séroprévention
ne s’est pas montrée efficace, méme avec des immunoglobulines préparées
dans des pays endémiques comme 'Inde (Khuroo et Dar, 1992) o1 10 2 40 %
des sujets seraient anti-VEH positifs. Des immunoglobulines spécifiques anti-
VEH devraient &tre plus efficaces, comme cela & été montré expérimentale-
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ment chez le singe (Tsarev et coll., 1994). Cependant, une telle stratégie 4 peu
de chance d’&tre retenue du fait du développement et de la commercialisation
trés probable d'un vaccin contre 'hépatite E dans les années & venir.
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Plusieurs protéines recombinantes « ORF (Open reading frame) 2 » sont ac-
tuellement testées comme candidat vaccin. Les premiers résultats conduisent
a penser qu’un vaccin efficace sera réalisé a partir de pseudo-capsides recom-
binantes qui induisent de forts titres d’anticorps protecteurs. Les études réali-
sées chez le singe montrent que la vaccination protége contre la maladie mais
n’empéchent pas, lors d’une infection expérimentale ultérieure, un certain
niveau de réplication du virus qui est retrouvé dans le foie ou dans les selles de
certains animaux vaccinés (Tsarev et coll., 1994 ; Purdy et coll., 1993 ; Fuerst
et coll., 1996 ; Tsarev et coll., 1996 ; Durpagal et coll., 1996).

En France, un vaccin contre '’hépatite E trouvera son application dans la
prévention des voyageurs et des groupes de population trés exposés, tels que
les personnels des organisations non gouvernementales, les coopérants et les
militaires en opération dans des zones d’endémie et travaillant dans des
conditions d’hygi¢ne souvent favorables 2 la transmission de la maladie. Pour
protéger de telles populations, le développement d’'un vaccin combiné contre
I’hépatite A et I’hépatite E serait le bienvenu.

Vaccins combinés bivalents ou polyvalents

Pour faciliter la mise en ceuvre éventuelle d’une vaccination universelle
anti-VHA, un vaccin bivalent associant hépatite A et B a été développé. Ce
vaccin contient l'antigéne de surface du VHB obtenu par recombinaison
génétique et I'antigéne VHA adsorbé sur hydroxyde d’aluminium. La dose
pour les enfants est la moitié de la dose adulte le vaccin est administré suivant
le protocole d’injection 0, 1 et 6 mois. La réponse immunitaire aux deux
antigénes est comparable a celle obtenue quand on injecte les deux vaccins
séparément ou mélangés juste avant 'injection. Les anticorps ont également
une durée de vie comparable. Ce vaccin combiné devrait étre mis prochaine-
ment sur le marché.

Par ailleurs, 'adhésion & la vaccination pourrait encore &tre améliorée par le
développement d’un vaccin polyvalent contenant en plus les vaccins anti-
diphtérique, antitétanique, anticoquelucheux acellulaire, antipoliomyélitique
inactivé et anti-Haemophilus influenzae b. Ce vaccin permettrait de protéger
contre les sept infections en seulement trois injections. Des consultations se
déroulent actuellement au niveau européen pour définir un cadre de régle-
mentation qui permette une mise en commun des avancées technologiques
dans le domaine des vaccins combinés (Florence Fuchs, communication
personnelle) 169
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Amélioration des vaccins anti-VHB pour les non ou faibles
répondeurs

Dans les conditions actuelles de leur utilisation, les vaccins anti-VHB com-
mercialisés sont efficaces chez 90 2 95 % des sujets. Les individus chez qui ces
vaccins se révelent inefficaces sont les personnes 4gées et les personnes souf-
frant d’'une immunodéficience (défaillance rénale chronique, séropositifs au
VIH, alcooliques..). Il a également été observé que certains sujets, indépen-
damment de leur 4ge ou de leur statut sanitaire, ne sont pas capables de
développer une réponse anticorps protectrice vis-3-vis de 'antigéne HBs : il
s'agit de personnes HLA DR3™ ou DR7".

Différentes équipes s’attaquent actuellement au probléme majeur de rendre le
vaccin immunogéne chez les non-répondeurs. L’objectif principal est d’obte-
nir des titres en anticorps neutralisants supérieurs 2 10 IU/ml et ce sur de
longues durées. De nouveaux vaccins en cours de développement semblent
pouvoir contourner le probleme de non ou faible réponse. Un vaccin anti-
HBV expérimental (TGP-943, Takeda), contenant les antigénes de surface
pré-S2 et S et produit dans la levure, induit des titres en anticorps protecteurs
aprés deux administrations (2 fois 20 pg, aux mois O et 1) chez 80 4 91 % des
sujets qui n'avaient pas été protégés auparavant avec un vaccin convention-
nel (Suzuki et coll., 1994). De la méme maniere, le vaccin expérimental
Hepa-Gene-3 (Exogene Biotech GmbH), contenant pré-S1, pré-S2 et S, a
été testé selon le protocole « trois fois 20 ng aux mois 0, 1 et 6, et si nécessaire
11 » chez 21 sujets souffrant d’insuffisance rénale et non-répondeurs au vaccin
commercial. Au bout d’un an, 70 % des participants avaient des titres protec-
teurs (Haubitz et coll., 1996). Cependant, ces essais aux résultats trés encou-
rageants n'ont pas été effectués en double aveugle, et nécessitent donc d’étre
prolongés par des études rigoureuses afin de connaitre efficacité de ces
vaccins de fagon indubitable. Le vaccin Hepa-Gene est dans une phase trés
avancée de son développement clinique et pourrait bient6t étre commercia-
lisé au Royaume-Uni par Médéva. Un vaccin du méme type que celui décrit
par Haubitz et coll. est également en cours de développement en Israél chez
Biotechnology General Lid. (Shouval et coll., 1994 ; Raz et coll., 1996).

D’autres approches sont également conduites par différents groupes :

e Vaccins 4 base ’ADN plasmidique ;

e Vecteurs vivants tels que les salmonelles (Schodel et coll., 1994), le
virus de la vaccine (Sugimoto et Yamanouchi, 1994) et le virus de la polio
(Yim et coll., 1996) ;

e Vaccins dérivés de mimotopes générés grace aux banques combinatoires
rassemblées dans des bactériophages recombinants (Meola et coll., 1995).
Cette approche permettrait d’induire des réponses protectrices chez des souris
non-répondeuses.

Parmi ces différentes approches, le vaccin 4 base I’ ADN semble plus réaliste
en termes de développement industriel.
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Vaccins « ADN » contre le VHB

Les vaccins anti-hépatite actuels sont des vaccins conventionnels, les antige-
nes vaccinaux étant soit des micro-organismes entiers, soit des sous-unités
protéiques obtenues par recombinaison génétique mais copiant fidelement les
structures de surface naturelles du virus. Il est apparu récemment que le
matériel génétique codant pour ces structures protéiques pouvait &tre utilisé
comime vaccin et que cette approche était extrémement prometteuse.

L’injection directe I’ADN nu et Pexpression du géne correspondant, décrite
pour la premiére fois en 1990 (Wolff et coll., 1990), a depuis été démontrée
pour une grande variété de génes, de tissus et d’espéces (Acsadi et coll., 1991 ;
Hansen et coll.,, 1991 ; Kitsis et coll.,, 1991 ; Ulmer et coll., 1993). Plus
récemment, il a été possible d’induire une réponse immunitaire contre un
antigéne directement aprés introduction du géne correspondant dans le mus-
cle de 'héte (Ulmer et coll.,, 1993). Cette approche d’immunisation par
injection directe ’ ADN (en l'occurrence aprés injection intramusculaire) a
permis de montrer que 'on pouvait obtenir des réponses humorales et/ou
cellulaires capables de conférer une immunité protectrice (Wolff et coll.,
1990 ; Davis et coll., 1993 ; Cox et coll., 1993). Les « antigénes-type ADN »
sont exprimés dans leur conformation native et peuvent induire a la fois une
réponse immunitaire de type classe-I et classe-II (Ulmer et coll., 1993).

La vaccination génétique - ott PADN est utilisé non seulement comme géne
codant pour 'antigéne 2 exprimer, mais aussi en tant que vecteur pour le
transfert physique de I'information génétique - offre la possibilité de provo-
quer une réponse immunitaire plus conséquente que la vaccination tradition-
nelle et permettrait la conception et la réalisation de nouveaux vaccins
beaucoup plus facilement que par le passé. La simplicité et la rapidité de de
cette technique d’immunisation par injection d’ADN autorisent par ailleurs
de tester des séquences codant pour différents antigénes et les réponses immu-
nitaires qui leur sont associées, dans un contexte de synthése de ces antigénes
(in situ) probablement favorable & I'obtention de conformations natives.
Néanmoins, pour réellement considérer 'utilisation de 'ADN comme molé-
cule vaccinante chez ’lhomme, un certain nombre de risques potentiels doi-
vent étre évalués.

Les vaccins 4 base  ADN contiennent le géne ou les génes codant pour une
portion antigénique d’'un pathogeéne, telles les protéifies de core ou d’enve-
loppe d’un virus. Les deux voies d’injection les plus couramment utilisées sont
la voie intramusculaire et la voie intradermique. Dans ce dernier cas, TADN
porté par des billes d’or est envoyé dans le derme par un systéme de propulsion
3 air comprimé appelé « gene gun ». Les cellules de I’hote, aprés capture de
I’ADN étranger, expriment le géne viral et produisent la protéine correspon-
dante dans la cellule. 171
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Les deux avantages majeurs des vaccins & base I’ADN sont :

e l’expression 4 long terme de 'antigéne, ce qui pourrait permettre d’ob-
tenir une réponse immunitaire plus soutenue et plus durable et permettre ainsi
de supprimer les injections de rappel ;

e la néosynthése de Pantigéne in vivo et sa présentation sous forme de
séquences peptidiques associées au molécules de classe I du CMH, permettant
de susciter 'induction d’une réponse cytotoxique médiée par les lymphocytes
T CD8" qui est ce que l'on attend d’un vaccin dirigé contre un virus ou un
parasite.

Utilisation préventive

Un vaccin prototype a base ’ADN «nu », c ’est-a-dire sans protéine ni
vecteur lipidique associé, a été développé récemment contre ’hépatite B
(Davis et coll., 1993). Les auteurs ont montré qu'il était possible d’obtenir
chez la souris un haut niveau d’anticorps contre l'antigéne de surface HBs
aprés injection d’'un plasmide d’expression dans le tissu musculaire. Ce mo-
dele animal de vaccin génétique, qui reproduit effet du vaccin VHB recom-
binant ou plasmatique, a servi de point de départ pour les développements
ultérieurs de cette approche.

L’injection intramusculaire de vecteurs d’expression plasmidiques codant
pour 1'une ou l'autre des trois protéines d’enveloppe du VHB induit chez la
souris des réponses humorales spécifiques des différents déterminants antigé-
niques de 'enveloppe virale. Les anticorps sont détectables dans le sérum des
souris dés une & deux semaines aprés I'injection d’ADN, et sont d’isotype IgM.
La commutation classique des IgM en IgG est observée dans les semaines
suivantes et signe une activité T auxiliaire associée. Les taux maximum d’'IgG
sont atteints en 4 4 8 semaines et sont maintenus pendant au moins 6 mois
sans autre injection d’ADN. Les anticorps anti-enveloppe obtenus sont spéci-
fiques des déterminants de groupe et de sous-type de 'antigéne HBs. Les taux
d’anticorps obtenus sont 50 & 100 fois supérieurs au seuil de protection, établi
3 10 mUI/ml. L’injection de vecteurs codant pour les protéines majeures et
moyennes d’enveloppe induit des anticorps spécifiques des antigénes HBs et
pré-S2. Les anticorps anti-pré-S2, spécifiques de la proteine moyenne et dont
on sait qu'ils sont protecteurs & eux seuls, sont obtenus de maniére trés
précoce et & des taux élevés. D'une maniére générale, les différents vecteurs
d’expression utilisés induisent une réponse humorale tout a fait comparable &
celle qui est observée chez I’lhomme au cours de I'infection virale. De plus, la
nature, la spécificité et le taux des anticorps obtenus permettraient, s'ils
étaient obtenus chez I’homme, d’espérer une protection précoce contre une
infection par un virus de sous-type homologue ou hétérologue (Michel et
coll., 1995). Bien que les résultats les plus frappants aient été obtenus avec
Iintroduction de 'ADN dans du muscle en cours de régénération chez la
souris, il a également été possible d’induire des réponses immunes importantes
chez le lapin & l'aide d'un pistolet d’injection sans aiguille, le Biojector®
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(Portland, OR). Le taux moyen d’anticorps anti-HBs (>1 000 mUI/ml) obte-
nus chez le lapin aprés injection dans le muscle normal sans régénération
permet donc d’envisager une application de cette technologie chez ’homme

(Davis et coll., 1994).

Les problémes majeurs non résolus par le mode de vaccination actuel (nombre
d’injections nécessaires et durée de 'immunité acquise, nombre élevé de
mauvais ou de non-répondeurs) ont été abordés dans ce modele de vaccin
génétique contre '’hépatite B, d’autant qu'ils ont également une incidence
financiére importante sur 'introduction de ce vaccin dans le programme
élargi de vaccination recommandé par les organisations de santé.

Avec un vaccin traditionnel, la premiére injection de I’antigéne est normale-
ment suivie d'une chute rapide du taux d’anticorps produits. L’existence de
cellules B mémoire permet a l'organisme de développer rapidement une
réponse immune, aprés une injection de rappel ou & ’encontre du pathogéne.
A la lumitre de la présentation prolongée de I'antigéne par le vaccin généti-
que, il était important de savoir si le systéme immunitaire était compromis,
c’est-a-dire incapable de répondre a une restimulation par I’antigéne en ques-
tion. En 'absence de la possibilité de faire de véritables épreuves avec le VHB,
la réponse de la souris & une injection subséquente d’antigéne HBs ou I’ADN
codant pour la méme protéine a été étudiée. L’injection intramusculaire de
vecteurs d’expression plasmidiques codant pour les trois protéines d’enve-
loppe permet d’obtenir une réponse humorale forte, qui reste stable pendant
au moins 74 semaines sans nécessiter d’'injection rappel. Un rappel est néan-
moins possible et a été réalisé 7 mois aprés la premiére injection, avec de
I’ADN ou avec de ’AgHBs recombinant. Le rappel effectué avec 'ADN
permet d’augmenter les titres anticorps d’environ 10 a 100 fois selon les
vecteurs, alors que 'injection de protéine est moins efficace (Davis et coll.,

1996b).

Pour savoir si I'immunisation génétique pourrait contourner certaines formes
de non-réponse 2 la vaccination classique, les ADN codant pour les trois
protéines d’enveloppe du VHB ont été injectés dans les muscles de souches de
souris congéniques B10 (H-2b), B10.S (H-2s) et B10.M (H-2f) afin d’évaluer
le niveau d’anticorps dirigés contre la protéine majeure d’enveloppe (S)
obtenu dans chaque souche. Lors de I'immunisation avec les particules por-
tant l'antigéne de surface du VHB dans les lignées B10.S et B10.M, des
épitopes T-auxiliaires contenus dans les régions pré-S2 et pré-S1 des protéines
d’enveloppe moyennes et grandes respectivement, sont nécessaires pour obte-
nir une réponse contre la protéine S. Il a été montré que dans ces souches de
souris, une seule injection d’ADN codant pour la protéine S seule permet de
contourner la non-réponse et dispense de I'adjonction des épitopes T auxiliai-
res nécessaires lors de I'immunisation avec un vaccin protéique (Davis et
coll., 1995b). Ce résultat a une importance toute particuliére étant donné que
la non-réponse a la vaccination chez ’homme est un probléme qui pourrait
tre 1ié 2 un défaut du découpage des antigénes dans un contexte HLA 173



Hépatites virales, dépistage, prévention, traitement

174

particulier. La vaccination génétique pourrait donc représenter non pas sim-
plement un autre moyen de protéger des populations, mais une facon diffé-
rente et plus efficace de stimuler le systéme immunitaire. Son potentiel &
induire une réponse immune importante et durable aprés une seule injection
ferait d’elle un instrument de santé publique important.

Un deuxiéme avantage majeur des vaccins ADN réside dans leur capacité a
induire une réponse cytotoxiques via les lymphocytes CD8". Cette réponse a
été étudiée en utilisant d’une part des souches de souris “ bonnes répondeu-
ses ” (Davis et coll., 1995a) et d’autre part une souche de souris chez laquelle
jusqu'a présent, méme avec des vecteurs viraux tels que le virus de la vaccine,
on n’avait pas pu obtenir de réponse cytotoxique (Schirmbeck et coll., 1995).
La réponse cytotoxique induite par I'injection de vecteurs ADN codant pour
les protéines d’enveloppe du VHB est détectable chez la souris dés 6 jours
aprés l'injection et reste stable pendant au moins 6 mois. Elle est médiée par
des lymphocytes T CD8 ™ et ciblée sur un épitope T bien conservé de I'enve-
loppe chez les souris répondeuses, et sur un épitope différent mais non encore
défini dans les souches dites non-répondeuses. L'intensité de cette réponse est
dépendante de la dose ADN injecté et la fréquence des cellules spécifiques
induites est particulierement importante. L'injection d’ADN apparait donc
comme un moyen trés efficace d’induction de réponse cytotoxiques et son
utilisation pourrait étre plus stire que celle de vaccins viraux vivants, spécia-
lement chez les patients immunocompromis. Au vu de Defficacité particuliere
de ce mode d’administration de ’antigéne, la vaccination génétique pourrait
non seulement avoir une application préventive mais également s’avérer utile
en thérapeutique dans des situations d’infections chroniques o il est néces-
saire d’induire ou de rappeler une réponse cytotoxique préexistante mais
inefficace.

Utilisation thérapeutique

Dans un modele de souris transgéniques pour I’expression des protéines d’en-
veloppe du VHB, qui miment par certains aspects les porteurs chroniques du
virus, il a été possible d’induire par une seule injection ’ ADN vaccin 1’élimi-
nation de I'antigéne HBs circulant et 'induction d’anticorps anti-HBs 3 des
taux comparables & ceux que l'on peut observer chez une souris normale
(Mancini et coll., 1996). Cette élimination est persistante et s’accompagne
d’un contrdle de expression des génes viraux au niveau du foie. Ce sont des
cellules T non cytolytiques, spécifiquement induites par 'immunisation géné-
tique, qui sont responsables de ce controle par le biais des cytokines qu’elles
produisent. L'immunisation & base ’ADN apparait donc comme une appro-
che thérapeutique potentielle chez les porteurs chroniques du VHB, puisque
l'on sait que chez les patients infectés la guérison est généralement associée a
Pinstallation d’une réponse T spécifique et persistante contre toute ou partie
des protéines virales.
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Essais cliniques

Le passage du modele souris au modele primate est une étape préalable
indispensable avant la conduite d’essais chez ’homme. Le seul primate infec-
table par le VHB est le chimpanzé. Deux chimpanzés ont été immunisés par
quatre injections d’ADN codant pour les protéines d’enveloppe du virus. Un
des animaux ayant recu 2 mg d’ADN par dose a développé une réponse
anti-HBs potentiellement protectrice dés la deuxiéme injection. Cette ré-
ponse était persistante et a pu étre rappelée par une injection de vaccin
protéique effectuée un an plus tard. Aucune épreuve virulente n'a été effec-
tuée mais les titres d’anticorps (14 000 mUI/ml) détectés chez cet animal
étaient compatibles avec 'existence d’une protection contre le virus (Davis et

coll., 1996a).

Linjection Y ADN comme vaccin chez ’homme reste soumise 4 des considé-
rations de sécurité. Les principales interrogations concernent le devenir de
I’ADN injecté et la possibilité de son intégration dans le chromosome des
cellules de I'héte. Si cela était le cas, une mutagenése insertionnelle serait
possible. Jusqu'a présent les vecteurs utilisés restent sous forme épisomale et
aucune forme intégrée n’a pas pu mise en évidence dans le génome cellulaire.
D’autre part, les cellules musculaires sont post-mitotiques et cette absence de
division favorise peu les intégrations.

Enfin, expression prolongée de ’antigéne 2 partir de ’ADN injecté pourrait
faire redouter une anergie du systéme immunitaire de I’héte. Cela ne semble
pas &tre le cas puisqu’un effet rappel est observé aprés une nouvelle injection
d’ADN ou d’antigéne protéique classique. De plus, il semble que pour certains

antigénes exprimés a partir I’ADN injecté dans les fibres musculaires, on
assiste & ’élimination de celles-ci par la réponse cytotoxique.

Dans tous les cas, la décision d’injecter de 'ADN comme vaccin a visée
préventive ou comme médicament 2 visée thérapeutique restera un probléme
de rapport bénéficefrisque. Pour un vaccin destiné a étre injecté chez des
populations saines, le risque devra étre minime, voire nul ; pour une approche
thérapeutique destinée 2 traiter des patients souffrant d’infections chroniques

dont l'issue peut étre grave, un risque plus important pourrait &tre acceptable.

A Theure actuelle, un essai de ce type (phase [) a été réalisé aux Etats-Unis
chez des patients infectés par le VIH. Une réponse T cytotoxique spécifique
de ce virus a été mise en évidence. Un essai multicentrique (phase II) est en
cours de réalisation et permettra d’apprécier le bénéfice potentiel de I'immu-
nité cellulaire induite aprés injection d’ADN chez les patients séropositifs.
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