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@ VACCIN VIVANT RECOMBINANT AVIAIRE, UTILISANT COMME VECTEUR LE VIRUS DE LA

LARYNGOTRACHEITE INFECTIEUSE AVIAIRE.

@ Le vaccin vivant recombinant aviaire comprend, com-
me vecteur, un virus ILTV comprenant et exprimant au
moins une séquence nucléotidique hétérologue, cette sé-
quence nucléotidique étant insérée dans le locus d’insertion
formé par I'intergéne situé entre les codons stop des COL D
et COL E d'ILTV et qui, dans une souche d’'ILTV particuliere,
est défini entre les nucléotides 3873 et 4260 a la SEQ ID
NO: 1. La séquence nucléotidique hétérologue peut étre
sous le contrdle d’'un promoteur eucaryote fort, tel que pro-
moteur CMV-IE, et peut provenir des virus de la maladie de
Newcastle, de la maladie de Marek, de la maladie de Gum-
boro, de la bronchite infectieuse, de 'anémie du poulet, de
la pneumovirose du poulet. Formule de vaccin multivalent
comprenant au moins deux vaccins vivants selon linven-
tion. Virus ILTV ainsi recombiné.
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Vaccin vivant recombinant aviaire, utilisant comme vecteur le virus de la

laryngotrachéite infectieuse aviaire.

La présente invention a trait & des vaccins & usage aviaire a base de virus de la
laryngotrachéite infectieuse (ILTV), dans lequel a été insérée, par recombinaison
génétique, au moins une séquence nucléotidique hétérologue, notamment codant pour,
et exprimant, un polypeptide antigénique d'un agent pathogéne aviaire, dans des
conditions assurant une immunisation conduisant a une protection efficace de 1'animal
vacciné contre ledit agent pathogéne.

Le virus de la laryngotrachéite infectieuse (ILTV) est un alphaherpésvirus (B.
Roizman, Arch. Virol. 1992. 123. 425-449) qui provoque une pathologie respiratoire
importante (la laryngotrachéite infectieuse ou ILT) chez le poulet (L.E. Hanson et T.J.
Bagust, Diseases of Poultry 9th edn 1991.pp 485-495. Ames, Iowa State University
Press). Les vaccins actuellement disponibles contre cette affection contiennent une souche

atténuée administrable par différentes voies dont les voies intranasales, conjonctivales,
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cloacales, dans 1'eau de boisson et par aérosol (L.E. Hanson et T.J. Bagust, Diseases of
Poultry 9th Edition 1991.pp 485-495. Ames, Iowa State University Press).

Les études de biologie moléculaire du virus ILTV ont permis de caractériser le
génome viral (M.A. Johnson et al., Arch. Virol. 1991. 119. 181-198) et d'identifier
quelques génes du virus (A.M. Griffin, J. Gen. Virol. 1989. 70. 3085-3089) dont les
génes codant pour la thymidine kinase (UL23) (A.M. Griffin et M.E.G. Boursnell, J.
Gen. Virol. 1990. 71. 841-850; C.L. Keeler et al., Avian Dis. 1991. 35. 920-929), la
glycoprotéine gB (UL27) (A.M. Griffin, J. Gen. Virol. 1991. 72. 393-398; K.
Kongsuwan et al., Virology 1991. 184. 404-410; D.J. Poulsen et al., Virus Genes 1991.
5. 335-347), la glycoprotéine gC (UL44) (D.H. Kingsley et al., Virology 1994. 203.
336-343), la protéine de capside p40 (UL26) (A.M. Griffin, Nucl. Acids Res. 1990. 18.
3664), la protéine homologue de la protéine ICP4 de 1'herpés simplex (HSV-1) (M. A.
Johnson et al., Virus Research 1995. 35. 193-204), les protéines homologues aux
protéines ICP27 (UL54), glycoprotéine gK (ULS53) et DNA hélicase (UL52) de I'HSV-1
(M.A. Johnson et al., Arch. Virol. 1995. 140. 623-634), la ribonucléotide réductase
(A.M. Griffin, J. Gen. Virol. 1989. 70. 3085-3089, WO-A-90/02802), les géne UL1 a
ULS5 (W. Fuchs et T.C. Mettentleiter, J. Gen. Virol. 1996. 77. 2221-2229), les génes
présents dans la séquence unique courte du génome (Us) (M.A. Johnson ez al., DNA
Sequence- The Journal of Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. pp191-194; K.
Kongsuwan et al., Arch. Virol. 1995. 140. 27-39; K. Kongsuwan et al., Virus Research
1993. 29. 125-140; K. Kongsuwan et al., Virus Gene 1993. 7. 297-303; M.A. Wild et
al., Virus Genes 1996. 12. 107-116; WO-A-92/03554; WO-A-95/08622).

La présente invention a pour objectif de mettre au point un vaccin aviaire a base
de virus ILTV recombinant exprimant un géne hétérologue, ce virus étant capable de se
répliquer et d'induire une immunité chez 1'h6te vacciné tout en conservant une bonne
innocuité.

Un autre objectif de I'invention est de proposer un tel vaccin qui soit en méme
temps particuliérement efficace contre la laryngotrachéite infectieuse (ILT).

Un autre objectif de I'invention est de proposer un tel vaccin qui soit utilisable
dans la vaccination de masse par voie mucosale, par exemple par voie aérosol ou dans

['eau de boisson, de telle maniére que la réplication du virus au niveau mucosal permette
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d'induire une immunité mucosale et systémique. Une telle immunité mucosale sera
particuliérement efficace pour lutter contre les maladies respiratoires, ainsi que contre

les autres maladies pour lesquelles la porte d'entrée de 1'agent pathogéne est mucosale.

Un autre objectif de 1'invention est de proposer un tel vaccin qui soit utilisable
aussi bien chez les adultes que chez les jeunes animaux.

Un objectif spécifique est de proposer un tel vaccin utilisable dans la vaccination
de masse par voie mucosale des tout jeunes animaux tels que les poussins d'un jour.

Un autre objectif de 1'invention est de proposer un vaccin contre I'ILT qui ait une
efficacité accrue par rapport a la souche parentale et qui puisse méme éventuellement

permettre |'insertion et 1'expression d'un géne hétérologue.

Au cours de leurs travaux sur le virus ILTV, les inventeurs ont trouvé une région
génomique qui s'est révélée tout a fait appropriée comme site d'insertion de génes
hétérologues. Cela a permis de mettre au point un vaccin vivant recombinant a base d'un
vecteur ILTV dans lequel est insérée au moins une séquence codant pour un immunogéne
aviaire, en particulier les protéines HN et F du virus de la maladie de Newcastle (NDV),
et/ou la glycoprotéine gB du virus de la maladie de Marek (MDV), et/ou la protéine VP2
du virus de la maladie de Gumboro (IBDV), et/ou les protéines S et M du virus de la
bronchite infectieuse (IBV). Un tel vaccin incorporant une séquence codant pour des
protéines du NDV, du MDYV et/ou de I'IBV assure une protection satisfaisante des
animaux contre la maladie de Newcastle, contre la maladie de Marek, contre la maladie

de Gumboro, et contre la bronchite infectieuse respectivement.

La présente invention a donc pour objet un vaccin vivant recombinant aviaire
comprenant, comme vecteur, le virus ILTV comprenant au moins une séquence
nucléotidique hétérologue, notamment codant pour, et exprimant, un polypeptide
antigénique d'un agent pathogéne aviaire, insérée dans le locus d'insertion formé de
I"intergéne situé€ entre les codons “stop” des COL-D et COL-E du virus ILTV et qui,
dans une souche ILTV particuliére, est défini entre les nucléotides 3873 et 4260 a la

séquence SEQ ID NO:1.
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Si la séquence particuliére décrite dans la demande (SEQ ID NO:1) provient de
la souche vaccinale d’ILTV T-20 12-8-66 (vaccin LT BLEN) provenant de Select
Laboratories (10026 Main Street P.O. Box 6 Berlin, Maryland 21811, USA), il est bien
évident que I’homme du métier pourra utiliser les autres souches d’ILTV, compte-tenu
des informations données dans la présente sur la souche vaccinale.

Le COL-E correspond au géne ULS54 décrit dans I’article de M.A. Johnson e al.
(Arch. Virol. 1995. 140. 623-634) de la souche vaccinale australienne SA-2. La séquence
nucléotidique du géne UL54 de la souche SA-2 est 1égérement différente de celle de la
souche T-20, ce qui entraine des différences entre les séquences en acides aminés des
génes de ces 2 souches, et notamment a la partie C-terminale (codons STOP différents).
Cet article ne suggére en aucune mani€re que la séquence en aval du géne UL54 puisse
étre utilisée comme locus d’insertion.

La séquence référencée SEQ ID NO:19 reproduit pour cette souche SA-2, une
partie de la séquence équivalente 4 SEQ ID NO:1 (en sens inverse). L’intergéne servant
de locus d’insertion conformément & I’invention est en partie compris a la SEQ ID
NO:19 entre les nucléotides 2808 et 3116 (dernier nucléotide de cette séquence).

Par séquence hétérologue, on entend une séquence qui ne provient pas de ce locus
d'insertion, c'est-a-dire aussi bien une séquence n'ayant pas pour origine le virus ILTV,
qu'une séquence provenant d'une autre région génomique de ce virus, ou encore
provenant d’une autre souche ILTV, notamment une souche virulente.

Par insertion dans la région d'insertion, on entend notamment insertion simple
ou apres délétion totale ou partielle du locus d'insertion.

On peut insérer une ou plusieurs cassettes d'expression chacune comprenant au
moins une séquence a exprimer.

Pour exprimer la séquence insérée, on préfére utiliser un promoteur eucaryote fort
tel que le promoteur CMV immediate early (IE), le LTR du virus du sarcome de Rous
(RSV), et le promoteur précoce du virus SV40.

Par promoteur CMV immediate early (IE), on entend notamment le fragment
donné dans les exemples ainsi que ses sous-fragments conservant la méme activité
promotrice.

Le promoteur CMV IE peut étre le promoteur humain (HCMV IE) ou le
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promoteur murin (MCMV IE), ou encore un promoteur CMV IE d'une autre origine,
par exemple du singe, du rat, du cobaye ou du porc.

D’autres promoteurs d’origine virale ou cellulaire peuvent également étre utilisés.
Parmi les promoteurs d’origine virale, on peut encore citer les promoteurs de génes du
virus ILTV (génes considérés comme précoce-immédiats (ICP4, ICP27, ...), précoces
(thymidine kinase, DNA helicase, ribonucléotide réductase, ...), ou tardifs (gB, gD, gC,
gK, ...)), du virus de la maladie de Marek (MDV) (génes gB, gC, pp38, ppl4, ICP4,
Meq,...) ou du virus de I'herpés de la dinde (herpésvirus of turkey) (génes gB, gC,
ICP4, ...).

La séquence nucléotidique insérée dans le vecteur ILTV pour étre exprimée peut
étre toute séquence codant pour un polypeptide antigénique, d'un agent pathogéne
aviaire, capable, une fois exprimé dans les conditions favorables procurées par
I'invention, d'assurer une immunisation conduisant 4 une protection efficace de 1'animal
vacciné contre l'agent pathogéne. On pourra donc insérer, dans les conditions de
I'invention, les séquences nucléotidiques codant pour les antigénes d'intérét pour une
maladie donnée.

Cette séquence nucléotidique insérée dans le vecteur ILTV peut également coder
pour un polypeptide immunomodulateur, et notamment une cytokine.

De maniére remarquable, les vaccins selon I'invention pourront étre utilisés pour
la vaccination in ovo, des poussins d'un jour ou plus et des adultes. Différentes voies
d'administration pourront étre utilisées: la voie parentérale, ou les voies mucosales telles
que oronasale (eau de boisson, aérosol), conjonctivale (goutte dans 1'oeil) ou cloacale,
avec une préférence pour les voies permettant une vaccination mucosale de masse (eau
de boisson, aérosol).

L'invention se révéle particuli¢rement utile aussi bien pour la protection contre
les pathologies respiratoires que contre les pathologies systémiques en bloquant les voies
d'entrée naturelles de 1'agent pathogéne.

L'invention peut notamment étre utilisée pour I'insertion d'une séquence
nucléotidique codant convenablement pour une protéine antigénique du virus NDV et en
particulier, la glycoprotéine HN ou la glycoprotéine F. On obtient ainsi un vaccin vivant

recombinant assurant, en plus d'une protection contre la laryngotrachéite infectieuse, une
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protection satisfaisante contre la maladie de Newcastle.

Le vaccin recombinant contre la maladie de Newcastle contiendra de préférence
de 10 4 10* PFU/dose.

D'autres cas préférés de I'invention sont |'insertion de séquences nucléotidiques
codant pour des antigénes d'autres agents pathogénes aviaires, et notamment, mais de
maniére non limitative, des antigénes du virus de la maladie de Marek, en particulier
génes gB, gC, gD, et gH+gL (WO-A-90/02803), du virus de la maladie de Gumboro,
en particulier géne VP2, du virus de la bronchite infectieuse (IBV), en particulier génes
Set M (M. Binns et al., J. Gen. Virol. 1985. 66. 719-726 ; M. Boursnell et al., Virus
Research 1984. 1. 303-313), du virus de 1'anémie du poulet (CAV), en particulier VP1
(52 kDa) + VP2 (24 kDa) (N.H.M. Noteborn et al., J. Virol. 1991. 65. 3131-3139),
du virus ILTV, en particulier les génes codant pour gB (A.M. Griffin, J. Gen. Virol.
1991. 72. 393-398), ou pour gD (M.A. Johnson et al., DNA Sequence-The Journal of
Sequencing and Mapping 1995. Vel. 5. pp191-194. Harwood Academic Publishers
GmbH), ou pour gp60 (K.K. Kongsuwan et al., Virus Genes 1993. 7. 297-303), et du
virus du syndrome infectieux du gonflement de la téte (“swollen head syndrome" ou
pneumovirose du poulet ou turkey rhinotracheitis virus (TRTV) de la dinde;
pneumovirus), en particulier la glycoprotéine de fusion F (Q. Yu et al., J. Gen. Virol.
1991. 72. 75-81), ou la glycoprotéine d'attachement G (R. Ling et al., J. Gen. Virol.
1992. 73. 1709-1715; K. Juhasz et J. Easton, J. Gen. Virol. 1994. 75. 2873-2880). Les
doses seront de préférence les mémes que celles pour le vaccin de Newcastle.

Dans le cadre de la présente invention, on peut bien entendu insérer plus d'une
séquence hétérologue dans le méme virus ILTV, notamment dans ce locus. On peut
notamment y insérer des séquences provenant d'un méme virus ou de virus différents,
ce qui comprend également 1'insertion de séquences d'ILTV et d'un autre virus aviaire.
On peut également y associer des séquences codant pour des immunomodulateurs, et en
particulier des cytokines.

Par exemple, on associe au promoteur CMV IE un autre promoteur de fagon que
leurs extrémités 5' soient adjacentes (ce qui implique des transcriptions dans des sens
opposés), ce qui permet d'insérer, dans la zone d'insertion, deux séquences

nucléotidiques, 1'une sous la dépendance du promoteur CMV IE, I'autre sous celle du
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promoteur associ¢. Cette construction est remarquable par le fait que la présence du
promoteur CMV IE, et notamment de sa partie activatrice (enhancer), active la
transcription induite par le promoteur associé. Le promoteur associé peut €tre en
particulier un promoteur d'un géne du virus ILTV ou du virus MDV ou HVT.

Un cas intéressant de !'invention est un vaccin comprenant une séquence
nucléotidique codant pour HN de NDV et une séquence nucléotidique codant pour F de
NDYV ou un antigéne d'une autre maladie aviaire, notamment celles citées plus haut, ['un
des genes €tant sous le contrdle du promoteur CMV IE, et 1'autre sous le contrdle du
promoteur associé.

On peut aussi monter deux promoteurs CMV IE d'origines différentes avec leurs
extrémités 5' adjacentes.

L’expression de plusieurs génes hétérologues insérés dans le locus d’insertion peut
également €tre rendu possible par insertion entre les cadres ouverts de lecture de ces
génes d’'une séquence appelée “IRES” (Internal Ribosome Entry Site) provenant
notamment d’un picornavirus tel le virus de la maladie vésiculaire du porc (swine
vesicular disease virus, SVDV; B.-F. Chen et al., J. Virology, 1993, 67, 2142-2148),
le virus de I’encéphalomyocardite (EMCV; R.J. Kaufman ez al., Nucleic Acids Research,
1991, 19, 4485-4490), le virus de la fievre aphteuse (FMDV; N. Luz et E. Beck, J.
Virology, 1991, 65, 6486-6494), ou encore d’une autre origine. Le contenu des 3 articles
Cités est incorporé par référence. La cassette d’expression de deux génes aurait donc la
structure minimale suivante: promoteur - géne 1 - IRES - gene2 - signal de
polyadénylation. Le vaccin vivant recombinant selon I’invention pourra donc
comprendre, insérée dans le locus d’insertion, une cassette d’expression comprenant
successivement un promoteur, deux ou plusieurs génes séparés deux a deux par un IRES,
et un signal de polyadénylation.

En plus de I'insertion dans le locus selon ’invention, on peut réaliser une ou
plusieurs autres insertions, une ou plusieurs mutations, ou une ou plusieurs délétions
ailleurs dans le génome; si la souche parentale est virulente, on peut par exemple
inactiver (par délétion, insertion ou mutation) des génes impliqués dans la virulence tels
que le géne thymidine kinase, le géne ribonucléotide réductase, le géne gE, ... Dans tous

les cas, I’insertion dans un autre locus que celui décrit dans I’invention, permet
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d’exprimer d’autres génes.

La présente invention a aussi pour objet un vaccin contre 1'ILT comprenant un
virus ILTV recombinant dans lequel on a inséré en amont des génes codant pour des
immunogenes majeurs de I'ILTV, de préférence les génes codant pour gB (A.M. Griffin,
J. Gen. Virol. 1991. 72. 393-398), ou pour gD (M.A. Johnson ez al., DNA Sequence-
The Journal of Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. pp191-194. Harwood Academic
Publishers GmbH), ou pour gp60 (K.K. Kongsuwan et al., Virus Genes 1993. 7. 297-
303), un promoteur exogéne, en particulier un promoteur fort tel que décrit plus haut.
Cela permet d'augmenter le niveau d'expression de 1'un ou plusieurs de ces genes et ainsi
conduire & un vaccin a efficacité accrue contre I'ILT. On peut bien sir combiner cela
avec une construction telle que décrite plus haut comprenant 1'insertion d'une séquence
hétérologue dans le locus d'insertion.

La présente invention a aussi pour objet une formule de vaccin multivalent,
comprenant, en mélange ou & mélanger, un vaccin tel que défini plus haut avec un autre
vaccin, et notamment un autre vaccin vivant recombinant aviaire tel que défint plus haut,
ces vaccins comprenant des séquences insérées différentes, notamment de pathogénes
différents.

La présente invention a aussi pour objet une méthode de préparation des vaccins
selon I'invention, telle qu'elle ressort de la description.

La présente invention a aussi pour objet une méthode de vaccination aviaire
comprenant I'administration d'un vaccin vivant recombinant ou d'une formule de vaccin
multivalent tel que défini plus haut. Elle a notamment pour objet une telle méthode pour
la vaccination in ovo, des poussins d'un jour ou plus et des adultes. Différentes voies
d’administration du vaccin peuvent étre utilisées (voir plus haut) avec une préférence
pour les voies permettant une vaccination de masse par voie mucosale (aérosol, eau de
boisson), la dose de vaccin étant choisie de préférence entre 10' et 10* par animal.

La présente invention a aussi pour objet un virus ILTV comprenant au moins une
séquence nucléotidique hétérologue telle que décrite ci-dessus insérée dans le locus
d'insertion tel que défini plus haut.

La présente invention a encore pour objet tout ou partie de la séquence SEQ ID

NO:1. Par partie de la séquence, on entend non seulement les COLs caractérisés pris
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séparément et leurs fragments, mais aussi la région intergénique située entre les COLs

D et E, et les fragments situés de chaque coté de cette région intergénique, qui peuvent,

le cas échéant inclure une partie de cette région intergénique, ces fragments pouvant

servir de bras flanquant pour une recombinaison homologue, technique parfaitement

connue de ’homme du métier. De maniére générale, mais sans que cela soit limitatif,

les bras flanquants pourront avoir de 100 4 1500 paires de bases.

L'invention va étre maintenant décrite plus en détail a I'aide d'exemples de

réalisation non limitatifs, pris en référence au dessin, dans lequel :

Figure 1 :

Figure 2 :

Figure 3 :
Figure 4 :

Figure 5 :

Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :

Carte de restriction du fragment cloné et position des COLs
Séquence de 7082 pb et traduction des COLs A, B, C, D,EetFdela
souche vaccinale T-20 de Select Laboratories

Schéma d'obtention du plasmide pEL168

Schéma d'obtention du plasmide pEL024

Schéma d'obtention du plasmide pEL027

Schéma du plasmide pEL169

Schéma d'obtention du plasmide pCD009

Schéma d'obtention du plasmide pEL0O70

Schéma du plasmide pEL170

séquence du géne HN du NDV

Schéma d'obtention du plasmide pEL030

Schéma du plasmide pEL171

Schéma du plasmide pEL033

Schéma du plasmide pEL172

Schéma de double cassette d'expression

Schéma d’obtention du plasmide pCDO11

Schéma du plasmide pEL181

Séquence de 3116 pb et traduction des UL53 et 54 de la souche SA-2
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SEQ ID NO:1
SEQ ID NO:2
SEQ ID NO:3
SEQ ID NO:4
SEQ ID NO:5
SEQ ID NO:6
SEQ ID NO:7
SEQ ID NO:8
SEQ ID NO:9
SEQ ID NO:10
SEQ ID NO:11
SEQ ID NO:12
SEQ ID NO:13
SEQ ID NO:14
SEQ ID NO:15
SEQ ID NO:16
SEQ ID NO:17
SEQ ID NO:18
SEQ ID NO:19

EXEMPLES
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Séquence du fragment EcoRI-EcoRI (7082 pb, voir figure 2)
Oligonucléotide EL00S

Oligonucléotide EL006

Oligonucléotide EL0O7

Oligonucléotide EL0O08

Oligonucléotide MB070

Oligonucléotide MB071

Séquence du géne HN du NDV (voir figure 10)
Oligonucléotide ELO71

Oligonucléotide EL073

Oligonucléotide EL074

Oligonucléotide ELO75

Oligonucléotide EL076

Oligonucléotide ELO77

Oligonucléotide CD001

Oligonucléotide CD002

Oligonucléotide CD003

Oligonucléotide CD004

Séquence de la souche SA-2 (3116 bp, a partir du site EcoRI en
position 1696 de la séquence de Genbank n° d’accés L34065 :
voir figure 18)

Toutes les constructions de plasmides ont été réalisées en utilisant les techniques

standards de biologie moléculaire décrites par Sambrook J. et al. (Molecular Cloning:

A Laboratory Manual.

2" Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor.

New York. 1989). Tous les fragments de restriction utilisés pour la présente invention

ont €€ isolés en utilisant le kit "Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA).
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Le virus utilis¢ comme virus parental peut étre choisi parmi les souches vaccinales
décrites dans J.R. Andreasen et al. (Avian Diseases 1990. 34. 646-656) ou la souche T-
20 12-8-66 vaccin LT BLEN provenant de Select laboratories 10026 Main Street P.O.
Box 6 Berlin, Maryland 21811, USA. On peut également utiliser des souches virulentes
telles que la souche de Liitticken (voir ci-dessus), la souche N-71851 (ATCC VR-783)
ou la souche 83-2 de I'USDA, que 1'on peut atténuer par les techniques connues, par
exemple celle décrite dans WO-A-95/08622.
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Exemple 1: Culture du virus ILTV:

Le virus ILTV (souche T20 de Select Laboratories) est cultivé sur des cellules primaires
de reins de poulets (CRP); ces cellules sont mises en culture en milieu MEM
complémenté avec 3% de sérum de veau foetal (SVF) dans des flacons de culture de 75
cm? (2 10° cellules/cm®) un ou deux jours avant inoculation.

Le jour de I'inoculation, un flacon de 1000 doses de vaccin lyophilisé est resuspendu
dans 10 ml de milieu MEM complémenté avec 1% de SVF; environ 0,5 ml de cette
solution est ensuite déposé sur la culture de CRP. Le lendemain, le milieu est changé,
et le surlendemain, lorsque 1'effet cytopathogéne (ECP) se généralise, les flacons de
culture sont congelés a -70°C.

La culture du virus ILTV peut également étre faite sur des cellules immortalisées de foie
de poulet, et notamment sur la lignée LMH (W.M. Schnitzlein et al., Avian Diseases
1994. 38. 211-217).

Exemple 2: Préparation de 1' ADN génomique de 'ILTV:

Apreés 2 cycles de congelation/décongelation, la culture d'ILTV (2 flacons de 75 cm?) est
récoltée et centrifugée a basse vitesse (5000 tr/min dans un rotor 20, centrifugeuse
Beckman JA21, pendant 5 minutes) pour éliminer les gros débris cellulaires. Le
surnageant est ensuite ultracentrifugé (100000 tr/min rotor TLA100.3, centrifugeuse
Beckman TL100, pendant 1 heure). Le culot est alors repris dans 1,6 ml de TEN-SDS
(Tris pH §,0 10mM; EDTA 1mM; NaCl 0,5M; sodium dodecyl sulfate 0,5%), et 35 ul
d'une solution de protéinase K a 20 mg/ml sont ensuite ajoutés; la solution est incubée
3 a4 4 heures au bain marie a 37°C, et I'ADN est ensuite extrait 3 fois au
Aprés centrifugation, le culot est rincé a I'éthanol 70%, séché et resuspendu dans 200
pl TE (Tris pH8.0 10mM; EDTA ImM). La concentration en acide nucléique est ensuite
dosée au spectrophotométre (DO,,). L’ADN peut étre directement digéré par les
enzymes de restriction appropriées, pour étre ensuite cloné dans le plasmide pBlue Script
I SK* ; de méme, il pourra également étre utilisé dans les expériences de transfection

pour |'obtention d'un virus recombinant.
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Exemple 3: Isolement et purification de virus recombinant ILTV

Le plasmide donneur composé d'une cassette d'expression d'un polypeptide inséré entre
deux régions flanquantes du locus d'insertion est digéré par une enzyme de restriction
permettant la linéarisation du plasmide, puis il est extrait avec un mélange
phénol/chloroforme, précipité avec de 1'éthanol absolu, et repris dans de 1'eau stérile.

Des cellules CRP primaires de 24 heures sont ensuite transfectées avec le mélange
suivant: 0,2 & 1 ug de plasmide donneur linéarisé + 2 4 5 ug d'ADN viral d'ILTV
(préparé comme dans I'exemple 2) dans 300 ul de milieu OptiMEM (Gibco BRL Cat#
041-01985H) et 100 pg de LipofectAMINE dilués dans 300 xl de milieu (volume final
du mélange = 600 pl). Ces 600ul sont ensuite dilués dans 3 ml (volume final) de milieu
et étalés sur 5.10° CRP. Le mélange est laissé en contact avec les cellules pendant 5
heures, puis éliminé et remplacé par 5 ml de milieu de culture. Les cellules sont alors
laissées en culture pendant 3 4 8 jours 4 + 37°C, puis, lorsque 1'effet cytopathogéne est
apparu, elles sont congelées a -70°C. Aprés décongelation et éventuellement sonication,
cette population virale est clonée en dilution limite en microplaques (96 puits) afin
d'isoler une population homogéne de virus recombinant. Ces plaques sont laissées en
culture pendant 1 a 3 jours, puis le surnageant est récolté dans une plaque 96 puits vide
et la plaque contenant les surnageants est placée 4 4°C ou 4 -70°C. Les cellules restant
dans les autres plaques sont ensuite fixées a I'acétone 95% pendant 20 a 30 minutes 4 -
20°C, ou pendant S nminutes A température ambiante. Une réaction
d'immunofluorescence indirecte (IFI) est réalisée avec un anticorps monoclonal dirigé
contre le polypeptide exprimé pour rechercher les plages exprimant ce polypeptide. Un
nouveau clonage est ensuite effectué de la méme maniére (en dilution limite en plaques
96 puits) a partir du surnageant présent dans les cupules des plaques mises a 4°C ou i
-70°C et correspondant aux cupules présentant des plages positives en IFI. En général,
4 cycles d'isolement successifs (dilution limite, récolte du surnageant, controle des
cellules par IFI, dilution limite 4 partir du surnageant...) suffisent pour obtenir des virus
recombinants dont la totalit¢ de la progénie présente une fluorescence spécifique. L' ADN
génomique de ces virus recombinants est caractérisé au niveau moléculaire par des
techniques classiques de PCR et de Southern blot en utilisant les oligonucléotides et les

sondes d'ADN appropriés.
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L'isolement de virus recombinant peut également se faire par hybridation avec une sonde
spécifique de la cassette d'expression insérée. Pour cela, la population virale récoltée
apres transfection est diluée et déposée sur des cellules CRP (cultivées en boite de Petri)
de mani€re 4 obtenir des plages isolées. Aprés un contact d'1 heure a 37°C, le milieu
d'infection est éliminé et remplacé par 5 ml de milieu MEM 4 1 % d'agarose, maintenu
en surfusion a 42°C. Lorsque 1'agarose est solidifié, les boites sont incubées 48 a 72
heures a 37°C en étuve CO, jusqu'a apparition de plages. La couche d'agarose est alors
éliminée et un transfert des plages virales est réalisé sur une membrane stérile de
nitrocellulose de méme diamétre que la boite de Petri ayant servi a la culture. Cette
membrane est elle-méme transférée sur une autre membrane de nitrocellulose de maniére
a obtenir une "copie” inversée du premier transfert. Les plages transférées sur cette
derniére copie sont alors hybridées, selon les techniques usuelles connues de 1'homme
de I'art, avec un fragment d'ADN de la cassette d'expression marqué i la digoxigénine
(DNA Labelling Kit, Boehringer Mannheim, CAT # 1175033). Aprés hybridation,
lavages et mise en contact avec le substrat de révélation, la membrane de nitrocellulose
est mise en contact avec un film autoradiographique. Les images d'hybridation positive
sur cette membrane indiquent quelles sont les plages qui contiennent des virus ILTV
recombinants ayant inséré la cassette d'expression. Les plages correspondant a ces plages
positives sont découpées stérilement sur la premiére membrane de nitrocellulose, placées
dans un tube Eppendorf contenant 0,5 ml de milieu MEM et soniquées pour libérer les
virions de la membrane. Le milieu contenu dans le tube Eppendorf est ensuite dilué en
milieu MEM et les dilutions ainsi obtenues servent a infecter de nouvelles cultures de

cellules CRP.

Exemple 4: Clonage et caractérisation d’une région génomique de 'ILTV

L’ADN extrait du virus ILTV a été digéré par I’enzyme de restriction EcoRI pendant 2
heures a 37°C. L’ enzyme de restriction a ensuite été éliminé par une extraction au
phénol/chloroforme, suivie d’une précipitation 4 I’éthanol. Les fragments résultant de
cette digestion ont ensuite €t€ ligaturés (une nuit 4 14°C) avec le plasmide pBlueScriptII

SK+ (pBS SK+; Stratagene) digéré par EcoRI et traité a la phosphatase alcaline ;
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I'analyse des clones obtenus aprés transformation de bactéries E. coli DHS5a et culture
sur boites de milieu complémenté en ampiciline a permis d'identifier des inserts EcoRI-

Eco-RI de tailles différentes, dont un fragment d’environ 7 kb (plasmide pEL133).

Le séquencage complet de l'insert présent dans pEL133 (voir figure 1) a permis de
mettre en évidence cinqg cadres ouverts de lecture (COLs) complets d’au moins 120
acides aminés (COLs A, B, C, D et E), et une partie d’un autre COL (COL F). La carte
de restriction de cette région génomique clonée et s€quencée, est montrée a la figure 1;
la séquence de 7082 pb (SEQ ID NO:1) est montrée a la figure 2. La position et la
séquence en acides aminés des COLs A, B, C, D, E et F sont également montrées sur
les figures 1 et 2 respectivement.

La séquence entre les codons STOP des COLs D et E (position de 3873 a 4260 sur SEQ
ID NO:1), est utilisable pour insérer des cassettes d'expression de polypeptides dans le
génome de I'ILTV. Cette séquence est appelée locus d'insertion. L'insertion peut se faire

avec ou sans délétion dans la région intergénique (voir exemple 5).

Exemple 5: Construction du plasmide donneur pEL168 pour l'insertion dans la

région intergénique entre les COLs D et E

Le plasmide pBluescript II SK+ (pPB SK+ ; Stratagene) a été digéré par les enzymes
Xhol et Hindll, et ensuite traité¢ a I’ADN polymérase (fragment de Klenow) en présence
de dNTP pour rendre les bouts francs. Apres ligature et transformation des bactéries E.
coli, le clone pEL166 (2957 pb) a été obtenu.

Le plasmide pEL166 a été digéré par les enzymes Scall et Xbal, et ensuite traité¢ a I’ADN
polymérase (fragment de Klenow) en présence de dNTP pour rendre les bouts francs.
Aprés ligature et transformation des bactéries E. coli, le clone pEL167 (2944 pb) a été

obtenu.

Les oligonucléotides EL005 (SEQ ID No:2) et EL006 (SEQ ID No:3) ont servi d’amorce
pour une premiere amplification en chaine par la Taq polymérase (PCR). Les

oligonucléotides ELO07 (SEQ ID No:4) et EL008 (SEQ ID No:5) ont servi d’amorce
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pour une deuxiéme amplification en chaine par la Taq polymérase (PCR).

EL005 (SEQ ID No : 2) : 5' TGCCGGAGCGCAACCGCATGG 3'
EL006 (SEQ ID No : 3) : 5' GACACCGAATTCGTAAGCTTTCCCCGGGCAGTCG
ACAACGTGGAGCATTTTTATTTATC 3'

EL007 (SEQ IDNo : 4) : 5" GTGTTATCTCTCTAGCATTGGC 3'
EL008 (SEQ ID No : 5) : 5' AGTTCTGAATTCGTGTCCGTTGTATTGTATTC 3'

Les PCR ont ét effectuées en présence de tampon PCR, de dNTP, d’ADN du plasmide
pEL133, de Taq polymérase, et pour la premiére PCR, des oligonucléotides ELOOS et
EL006, et pour la deuxiéme PCR, des oligonucléotides ELO07 et ELO08.

Pour les deux PCR, 25 cycles ont été effectués (30 secondes a 94°C ; 30 secondes a
60°C et 30 secondes 4 72°C). Les produits des deux PCR ont été purifiés par une
extraction au phénol/chloroforme, suivie d’une purification par I’éthanol. Le produit de
la premiére PCR (ELOOS/ELO06) a ensuite été digéré par les enzymes de restriction Bs/BI
et EcoRI pendant 2 h & 37°C pour donner un fragement d’ADN BstBI-EcoRI de 1132
pb qui a été élué aprés électrophorése en gel d’agarose. Le produit de la deuxiéme PCR
(ELO07/EL008) a ensuite été digéré par les enzymes de restriction BglII et EcoRI
pendant 2 h a 37°C pour donner un fragment d’ADN BglII-EcoRI de 550 pb qui a été
élué aprés électrophorése en gel d’agarose. Le plasmide pEL167 a €t digéré par les
enzymes Clal et BamHI. Les deux fragements de PCR BstBI-EcoRI (1132 pb) et Bg/ll-
EcoRI (550 pb) ont été ligaturés une nuit a 14°C avec le plasmide pEL167 digéré par
Clal et BamHI. Aprés transformation des bactéries E. coli, et culture sur boites de milieu
complémenté en ampicilline, le clone pEL168 (4589 pb), comprenant un polylinker
EcoR] - HindIll - Smal - Sall a été obtenu (voir schéma d’obtention de pEL168 a la
figure 3).




10

15

20

25

21758286

17

Exemple 6: Construction du plasmide donneur pEL169 pour l'insertion d'une

cassette d'expression du gene VP2 de I'IBDV sous controle du promoteur HCMV

IE dans le site intergénique entre les COLs D et E, et isolement de vILTV13:

6.1 - Clonage du géne VP2 du virus de la maladie de Gumboro (IBDV) et construction
d'une cassette d'expression de VP2 sous controle du promoteur HCMV IE

Le plasmide pEL004 (voir figure 4; = plasmide pGH004 décrit dans la demande de
brevet frangais 92.13109) contenant le géne IBDV VP2 sous forme d'une cassette
BamHI-HindIIl a été digéré par BamHI et Xbal pour isoler le fragment BamHI-Xbal
(géne VP2 tronqué) de 1104 pb. Ce fragment a €t€ cloné dans le vecteur pBS SK+,
préalablement digéré avec Xbal et BamHI pour donner le plasmide pEL022 de 4052 pb
(figure 4). Le vecteur pBS-SK+ a été digéré par EcoRV et Xbal, puis ligaturé sur lui-
méme pour donner pBS-SK* (modifi€). Le plasmide pEL004 a été digéré par Kpnl et
HindlI pour isoler le fragment Kpnl-Hindlll de 1387 pb contenant le géne IBDV VP2
complet. Ce fragment a été cloné dans le vecteur pBS-SK*, préalablement digéré par
Kpnl et Hindlll, pour donner le plasmide pELO23 de 4292 pb (figure 4). Le plasmide
pEL022 a été digéré par BamHI et Notl pour isoler le fragment BamHI-Notl de 1122 pb
(fragment A). Le plasmide pEL023 a été digéré par BamHI et Notl pour isoler le
fragment BamHI-Notl de 333 pb (fragment B). Les fragments A et B ont été ligaturés
ensemble avec le vecteur pBS-SK+, préalablement digéré par Notl et traité avec la
phosphatase alcaline, pour donner le plasmide pEL024 de 4369 pb (figure 4).

Le plasmide pEL024 a ét¢ digéré par Notl pour isoler le fragment NotI-Notl de 1445 pb.
Ce fragment a été ligaturé avec le plasmide pCMVB (Clontech Cat# 6177-1, figure 5),
préalablement digéré par Notl, pour donner le plasmide pEL026 de 5095 pb (figure 5).

Le plasmide pELO026 a été digéré par EcoRl, Sall et Xmnl pour isoler le fragment
EcoRI-Sall de 2428 pb. Ce fragment a été ligaturé avec le vecteur pBS-SK+,
préalablement digéré par EcoRI et Sall, pour donner le plasmide pEL027 de 5379 pb
(figure 5).

6.2 - Construction du plasmide donneur pEL169
Le plasmide pELO27 a ét¢ digéré par EcoRI, Sall et Xmnl pour isoler le fragment EcoRI-
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Sall de 2428 pb. Ce fragment a été ligaturé dans le plasmide pEL168 (voir exemple 5
et figure 3), préalablement digéré par EcoRlI et Sall, pour donner le plasmide pEL169
de 7007 pb (figure 6).

6.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTVI3

Le virus vILTV13 a été isolé et purifié aprés cotransfection de I'ADN du plasmide
pEL169 préalablement linéarisé par 1'enzyme Kpnl et de I' ADN viral, comme décrit dans
I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette HCMV-IE/IBDV VP2 dans le site

intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5).

Exemple 7: Construction du plasmide donneur pEL170 pour l'insertion d'une

cassette d'expression du géne VP2 de I'IBDV sous controle du promoteur MCMV

IE dans le site intergénique entre les COLs D et E et isolement de vILTV14:

7.1 - Construction de pELO70 contenant une cassette d'expression du gene VP2 de
I'IBDV sous controle du promoteur immediate early (IE) du MCMV (Mouse
CytoMegaloVirus)

Le plasmide pCMVB (Clontech Cat# 6177-1, figure 7) a été digéré par Sall et Smal pour
isoler le fragment Sall-Smal de 3679 pb contenant le géne lacZ ainsi que le signal de
poly-adénylation du géne tardif du virus SV40. Ce fragment a ét€ inséré dans le vecteur
pBS-SK +, préalablement digéré par Sall et EcoRV, pour donner le plasmide pCD002
de 6625 pb (figure 7). Ce plasmide contient le géne reporter lacZ mais aucun promoteur
n'est situé en amont de ce géne.

Le virus MCMYV souche Smith a été obtenu de 1'American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, USA (ATCC N° VR-194). Ce virus a été cultivé sur cellules
d'embryon de souris Balb/C et I'ADN viral de ce virus a été préparé comme décrit par
Ebeling A. etal. (J. Virol. 1983. 47. 421-433). Cet ADN génomique viral a été digéré
par Pstl pour isoler le fragment PsrI-Pstl de 2285 pb. Ce fragment a €té cloné dans le
vecteur pBS-SK +, préalablement digéré par Ps!I et traité avec la phosphatase alcaline,

pour donner le plasmide pCD004 (figure 7). Le plasmide pCD004 a ét€ digéré par Hpal
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et Pstl pour isoler le fragment Hpal-Psfl de 1389 pb qui contient la région
promotrice/activatrice du géne Immediate-Early du cytomégalovirus murin (Murine
CytoMegaloVirus = MCMYV) (Dorsch-Hisler K. er al. Proc. Natl. Acad. Sci. 1985. 82.
8325-8329, et demande de brevet WO-A-87/03905). Ce fragment a été cloné dans le
plasmide pCD002, préalablement digéré par Pst et Smal, pour donner le plasmide
pCDO009 de 8007 pb (figure 7).

Un oligonucléotide double brin a été obtenu par hybridation des deux oligonucléotides
suivants :

MBO070 (SEQ ID NO:6)

5' CGAATTCACTAGTGTGTGTCTGCAGGCGGCCGCGTGTGTGTCGACGGTAC
3

MBO071 (SEQ ID NO:7)

5' CGTCGACACACACGCGGCCGCCTGCAGACACACACTAGTGAATTCGAGCT
3

Cet oligonucléotide double brin a été ligaturé avec le vecteur pBS-SK+, préalablement
digéré par Kpnl et Sacl, pour donner le plasmide pEL067 (figure 8).

Le plasmide pCDOQ9 a été digéré par PstI et Spel pour isoler le fragment PstI-Spel de
1396 pb. Ce fragment a €t ligaturé avec le plasmide pEL0O67, préalablement digéré par
Pstl et Spel, pour donner le plasmide pEL068 de 4297 pb (figure 8). Le plasmide
pEL024 (voir exemple 6, paragraphe 6.1 et figure 5) a été digéré par HindlIll et Notl
pour isoler le fragment HindlII-Notl de 1390 pb (fragment A). Le plasmide pEL027 (voir
exemple 6, paragraphe 6.1 et figure 5) a été digéré par Hindlll et Sall pour isoler le
fragment HindllI-Sall de 235 pb (fragment B). Les fragments A et B ont été ligaturés
ensemble avec le plasmide pEL068, préalablement digéré par Norl et Sall, pour donner
le plasmide pELO70 de 5908 pb (figure 8). Ce plasmide contient donc une cassette
d'expression constituée du promoteur IE du MCMYV, du géne VP2 et du signal polyA
de SV40.

7.2 - Construction du plasmide donneur pEL170
Le plasmide pELO70 a été digéré par EcoRI, Sall et Xmnl pour isoler le fragment EcoRI-
Sall de 3035 pb. Ce fragment a été ligaturé dans le plasmide pEL168 (voir exemple 5
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et figure 3), préalablement digéré par EcoRI et Sall, pour donner le plasmide pEL170
de 7602 pb (figure 9). Ce plasmide permet I'insertion de la cassette d'expression
MCMV-IE/IBDV-VP2 dans le site intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV.

7.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV14

Le virus vVILTV14 a été isolé et purifié aprés cotransfection de I'ADN du plasmide
pEL170 préalablement linéarisé par 1'enzyme BssHII et de I' ADN viral, comme décrit
dans 1'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/IBDV VP2 dans le

site intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5).

Exemple 8: Construction du plasmide donneur pEL171 pour l'insertion d'une

cassette d'expression du géne HN du NDV dans le site intergénique entre les COLs
D et E et isolement de vILTV1S:

8.1 - Clonage du géne HN du virus de la maladie de Newcastle (NDV)

La constitution d'une banque d' ADN complémentaire du génome du virus de la maladie
de Newcastle (NDV), souche Texas, a été réalisée comme décrit par Taylor J. et al. (J.
Virol. 1990. 64. 1441-1450). Un clone pBR322 contenant la fin du géne fusion (F), la
totalité du géne hémagglutinine-neuraminidase (HN) et le début du géne de la polymérase
a été identifié pHNOL. La séquence du géne NDV HN contenue sur ce clone est
présentée sur la figure 10 (SEQ ID NO:8). Le plasmide pHNO1 a €été digéré par Sphl et
Xbal pour isoler le fragment Sphl-Xbal de 2520 pb. Ce fragment a été ligaturé avec le
vecteur pUC19, préalablement digéré par Sphl et Xbal, pour donner le plasmide pHNO2
de 5192 pb. Le plasmide pHNO2 a été digéré par Clal et Pstl pour isoler le fragment
Clal-Pstl de 700 pb (fragment A). Une PCR a été réalisée avec les oligonucléotides
suivants:

EL071 (SEQ ID NO:9) 5' CAGACCAAGCTTCTTAAATCCC 3'

EL073 (SEQ ID NO:10) 5' GTATTCGGGACAATGC 3°

et la matrice pHNO2 pour produire un fragment PCR de 270 pb. Ce fragment a été
digéré par Hindlll et PstI pour isoler un fragment HindlII-Pst1 de 220 pb (fragment B).
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Les fragments A et B ont été ligaturés ensemble avec le vecteur pBS-SK+, préalablement
digéré par Clal et Hindlll, pour donner le plasmide pEL028 de 3872 pb (figure 11). Le
plasmide pHNO2 a été digéré par Bsphl et Clal pour isoler le fragment Bsphl-Clal de 425
pb (fragment C). Une PCR a été réalisée avec les oligonucléotides suivants:

EL074 (SEQ ID NO:11) 5' GTGACATCACTAGCGTCATCC 3'

ELO75 (SEQ ID NO:12)

5' CCGCATCATCAGCGGCCGCGATCGGTCATGGACAGT 3'

et la matrice pHNO2 pour produire un fragment PCR de 465 pb. Ce fragment a été
digéré par Bsphl et Notl pour isoler le fragment Bsphl-Notl de 390 pb (fragment D). Les
fragments C et D ont été ligaturés ensemble avec le vecteur pBS-SK+, préalablement
digéré par Clal et Notl, pour donner le plasmide pEL029bis de 3727 pb (figure 11). Le
plasmide pEL028 a été digéré par Clal et Sacll pour isoler le fragment Clal-Sacll de 960
pb (fragment E). Le plasmide pELO2%is a été digéré par Clal et Notl pour isoler le
fragment Clal-Notl de 820 pb (fragment F). Les fragments E et F ont été ligaturés
ensemble avec le vecteur pBS-SK +, préalablement digéré par Notl et Sacll, pour donner

le plasmide pELO30 de 4745 pb (figure 11).

8.2 - Construction du plasmide pEL171 contenant une cassette d'expression de HN du
NDV dans le site intergénique entre les COLs D et E

Le plasmide pELO30 a été€ digéré par Notl pour isoler le fragment NotI-Notl de 1780 pb
(géne NDV HN entier). Ce fragment a été inséré dans les sites NotI du plasmide pEL170
(exemple 7, figure 9) a la place du fragment Norl-Notl de 1405 pb contenant le géne
codant pour la protéine VP2 de I'IBDV; ce clonage a permis d'isoler le plasmide pEL171
de 7978 pb (figure 12). Ce plasmide permet I'insertion de la cassette d'expression
MCMV-IE/NDV-HN dans le site intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV.

8.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV15

Le virus vILTV15 a été isolé et purifié aprés cotransfection de |'"ADN du plasmide
pEL171 préalablement linéarisé par I'enzyme BssHII et de I'ADN viral, comme décrit
dans I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/NDV HN dans le site

intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5).
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Exemple 9: Construction du plasmide donneur pEL172 pour l'insertion d'une

cassette d'expression du géne F du NDV dans le site intergénique entre les COLs D
et E et isolement de vILTV16:
9.1 - Clonage du géne F du virus de la maladie de Newcastle (NDV)

Un clone provenant de la banque d'ADN complémentaire du génome du virus de la
maladie de Newcastle (voir exemple 8, paragraphe 8.1) et contenant le géne fusion (F)
en entier a été appelé pNDV81. Ce plasmide a été décrit précédemment et la séquence
du géne NDV F présent sur ce clone a ét€ publiée (Taylor J. et al. J. Virol., 1990, 64,
1441-1450). Le plasmide pNDV81 a été digéré par Narl et PsiI pour isoler le fragment
Narl-Pstl de 1870 pb (fragment A). Une PCR a été réalisée avec les oligonucléotides
suivants:

EL076 (SEQ ID N° 13) 5' TGACCCTGTCTGGGATGA 3'

EL077 (SEQ ID N° 14)

5' GGATCCCGGTCGACACATTGCGGCCGCAAGATGGGC 3'

et la matrice pNDV81 pour produire un fragment de 160 pb. Ce fragment a ét€ digéré
par Pstl et Sall pour isoler le fragment PstI-Sall de 130 pb (fragment B). Les fragments
A et B ont été ligaturés ensemble avec le vecteur pBS-SK+, préalablement digéré par

Clal et Sall, pour donner le plasmide pEL033 de 4846 pb (figure 13).

9.2 - Construction du plasmide pEL172 contenant une cassette d'expression du gene F
du NDYV dans le site intergénique entre les COLs D et E

Le plasmide pELO033 a été digéré par Notl pour isoler le fragment NozI-Notl de 1935 pb
(géne F entier). Ce fragment a été inséré dans les sites Nozl du plasmide pEL170
(exemple 7, figure 9) a la place du fragment NotI-NoiI de 1405 pb contenant le gene
codant pour la protéine VP2 de I'IBDV; ce clonage a permis d'isoler le plasmide pEL172
de 8131 pb (figure 14). Ce plasmide permet I'insertion de la cassette d'expression

MCMV-IE/NDV-F dans le site intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV.

9.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTVI6

Le virus vILTV16 a été isolé et purifié aprés cotransfection de I'ADN du plasmide
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pEL172 préalablement linéarisé par 1'enzyme BssHII et de I' ADN viral, comme décrit
dans I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/NDV F dans le site

intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5).

Exemple 10: Construction d'un plasmide donneur pour l'insertion d'une double

cassette d'expression des génes HN et F du NDV dans le site intergénique entre les

COLs D et E et isolement d'un virus recombinant ILTV:

Une double cassette d'expression de deux génes, par exemple les génes HN et F du virus
NDV, peut étre construite. Une telle construction est schématisée a la figure 15. Dans
cette construction, |'extrémité 5' des deux promoteurs sont adjacentes de maniére que la
transcription des deux génes se fasse en sens opposés. Un des deux promoteurs est le
promoteur MCMV IE et |'autre promoteur (appelé promoteur associé) est le promoteur
SV40 (présent dans le plasmide pSVbeta, Clontech Laboratories, Palo Alto, California
94303-4607, USA). Dans cette configuration, le promoteur associé est activé par la
région activatrice du promoteur CMV IE.

Cette double cassette d'expression peut ensuite étre insérée dans le plasmide donneur
décrit ci-dessus (pEL168 décrit dans I’ exemple 5 et représenté dans la figure 3).
L'isolement des virus recombinants se fait de la méme maniére que ci-dessus (voir

exemple 3).

Exemple 11: Construction du plasmide donneur pEL181 pour I'insertion d'une

cassette d'expression du géne gB du MDV dans le site intergénique entre les COLs
D et E et isolement de vILTV17:

11.1 - Clonage du géene gB du virus de la maladie de Marek

Le fragment EcoRI-Sall de 3,9 kpb de 1'ADN génomique du virus MDV souche RB1B
contenant le géne MDV gB (séquence publiée par Ross N. ez al. J. Gen. Virol. 1989.
70, 1789-1804) a €été ligaturé avec le vecteur pUC13, préalablement digéré par EcoRI
et Sall, pour donner le plasmide pCD007 de 6543 pb (figure 16). Ce plasmide a été
digéré par Sacl et Xbal pour isoler le fragment Sacl-Xbal de 2260 pb (partie centrale du
géne gB = fragment A). Une PCR a été réalisée avec les oligonucléotides suivants:

CDO001 (SEQ ID NO:15)
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5' GACTGGTACCGCGGCCGCATGCACTTTTTAGGCGGAATTG 3’

CD002 (SEQ ID NO:16) 5' TTCGGGACATTTTCGCGG 3'

et la matrice pCD007 pour produire un fragment PCR de 222 pb. Ce fragment a été
digéré par Kpnl et Xbal pour isoler un fragment Kpnl-Xbal de 190 pb (extrémité 5' du
géne gB = fragment B). Une autre PCR a été réalisée avec les oligonucléotides suivants:
CDO003 (SEQ ID NO:17) 5' TATATGGCGTTAGTCTCC 3'

CD004 (SEQ ID NO:18)

5' TTGCGAGCTCGCGGCCGCTTATTACACAGCATCATCTTCTG 3'

et la matrice pCD007 pour produire un fragment PCR de 195 pb. Ce fragment a été
digéré par Sacl et Sacll pour isoler le fragment Sacl-Sacll de 162 pb (extrémité 3" du
géne gB = fragment C). Les fragments A, B et C ont été ligaturés ensemble avec le
vecteur pBS-SK+, préalablement digéré par Kpnl et Sacl, pour donner le plasmide
pCDO11 de 5485 pb (figure 16).

11.2 - Construction du plasmide pELI8I contenant une cassette d'expression du géne gB
du MDYV dans le site intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV

Le plasmide pCDO11 a été digéré par NotI pour isoler le fragment No#I-Notl de 2608 pb
(géne gB MDYV entier). Ce fragment a ét€ inséré dans les sites Notl du plasmide pEL170
exemple 7, figure 9) 4 la place du fragment NozI-Notl de 1405 pb contenant le géne
codant pour la protéine VP2 de I'IBDV; ce clonage a permis d'isoler le plasmide pEL181
de 8806 pb (figure 17). Ce plasmide permet |'insertion de la cassette d'expression
MCMV-IE/MDV-gB dans le site intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV.

11.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTVI7

Le virus vILTV17 a ét€ isolé et purifié aprés cotransfection de I'ADN du plasmide
pEL181 préalablement linéarisé par 1'enzyme BssHII et de I'ADN viral, comme décrit
dans 1'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/MDV gB dans le site

intergénique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5).

Exemple 12: Construction d'un plasmide donneur pour l'insertion d'une cassette

d'expression de géne(s) de 1'IBV dans le site intergénique entre les COLs D et E et
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isolement de virus recombinant ILTV:

Selon la méme stratégie que celle décrite plus haut pour I'insertion de simples cassettes
(exemples 6, 7, 8, 9 et 11) ou pour I'insertion de doubles cassettes (exemple 10), dans
le site décrit ci-dessus (exemple 5), il est possible de réaliser des virus ILTV
recombinants exprimant a un niveau élevé les protéines Membrane (M) ou Spike (S), ou
partie de Spike (S1 ou S2), ou Nucléocapside (N) du virus de la bronchite infectieuse
aviaire (IBV). On réalise notamment une double cassette d'expression avec le géne S

sous controle du promoteur CMV IE et le géne M sous controle du promoteur associé.

Exemple 13: Construction de plasmides donneurs pour l'insertion de cassettes

d'expression de geéne(s) d'autres agents pathogenes aviaires ou de peptide

immunomodulateur dans le site décrit et isolement de virus recombinants ILTV:

Selon la méme stratégie que celle décrite plus haut pour |'insertion de simples cassettes
(exemples 6, 7, 8, 9 et 11), ou pour l'insertion de doubles cassettes (exemple 10), dans
le site décrit ci-dessus (exemple 5), il est possible de réaliser des virus ILTV
recombinants exprimant a un niveau élevé des immunogénes du CAV (et notamment une
double cassette d’expression des génes codant pour VP1 et pour VP2), du virus de la
pneumonivirose du poulet, ou d’autres agents pathogénes aviaires, ou encore des peptides

immunomodulateurs et notamment des cytokines.

Exemple 14: Production de vaccins:

Les virus recombinants obtenus selon |'invention sont produits sur oeufs embryonnés.
La solution virale récoltée est ensuite diluée dans une solution stabilisatrice pour la

Iyophilisation, répartie a raison de 1000 doses vaccinales par flacon, et enfin lyophilisée.




10

15

20

25

21758286

26

REVENDICATIONS

1 - Vaccin vivant recombinant aviaire comprenant, comme vecteur, un virus
ILTV comprenant et exprimant au moins une séquence nucléotidique hétérologue, cette
séquence nucléotidique étant insérée dans le locus d'insertion formé par I’intergéne situé
entre les codons stop des COL D et COL E d’ILTV et qui, dans une souche d’'ILTV
particuliere, est défini entre les nucléotides 3873 et 4260 i 1a SEQ ID NO:1.

2 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 1, caractérisé en ce que la
ou les séquences nucléotidiques sont insérées par insertion simple, ou apres délétion

totale ou partielle du locus d'insertion.

3 - Vaccin vivant recombinant selon 1'une quelconque des revendications 12 2,
caractérisé en ce que, pour exprimer la séquence nucléotidique insérée, le vecteur

comprend un promoteur eucaryote fort.

4 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 3, caractérisé en ce que le
promoteur fort est choisi parmi le groupe consistant en: promoteur CMV immediate-
early, de préférence le promoteur CMV immediate-early murin ou humain, promoteur

LTR du virus du Sarcome de Rous (RSV), promoteur précoce du virus SV40.

5 - Vaccin vivant recombinant selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisé en ce qu'il comprend au moins deux séquences nucléotidiques insérées dans

le locus d'insertion sous le controle de promoteurs eucaryotes différents.

6 - Vaccin vivant recombinant selon 1a revendication 5, caractérisé en ce que les
promoteurs eucaryotes sont des promoteurs CMYV immediate-early d'origines animales

différentes.

7 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 5, caractérisé en ce qu'il

comprend une premiére séquence nucléotidique associée au promoteur CMV immediate
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early et un autre promoteur sous la dépendance duquel se trouve une autre séquence .
nucléotidique, ces deux promoteurs étant disposés de mani€re que leurs extrémités 5°

soient adjacentes.

8 - Vaccin vivant recombinant selon I’'une quelconque des revendications 1 a 7,
caractérisé en ce qu’il comprend, insérée dans le locus d’insertion, une cassette
d’expression comprenant successivement un promoteur, deux ou plusieurs génes séparés

deux a deux par un IRES, et un signal de polyadénylation.

9 - Vaccin vivant recombinant selon 1'une quelconque des revendications 1 a 8,
caractérisé en ce qu'il comprend une séquence nucléotidique codant pour un polypeptide
antigénique d'un agent pathogéne aviaire, cette séquence étant insérée dans le locus

d'insertion.

10 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 9, caractérisé en ce qu'il
comprend une séquence codant pour un antigéne d'un agent pathogéne aviaire choisi
parmi le groupe consistant en le virus de la maladie de Newcastle (NDV), le virus de la
maladie de Gumboro (IBDV), le virus de la maladie de Marek (MDV), le virus de la
bronchite infectieuse (IBV), le virus de 1'anémie du poulet (CAV), le virus de la

pneumovirose du poulet.

11 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caractérisé en ce qu'il
comprend une séquence nucléotidique, choisie parmi les séquences nucléotidiques codant

pour les polypeptides F et HN du virus NDV.

12 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caractérisé en ce qu'il
comprend une séquence nucléotidique, choisie parmi les séquences nucléotidiques codant

pour les polypeptides gB, gC, gD, gH+gL du virus MDV.

13 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caractérisé en ce qu'il

comprend au moins une séquence nucléotidique choisie parmi le groupe des séquences
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correspondant aux antigénes VP2 de I'IBDV, aux antigénes S, ou partie de S, M et N
du virus IBV, aux antigénes VP1 et VP2 du CAV, aux antigénes G et F du virus de la

pneumovirose du poulet.

14 - Vaccin vivant recombinant selon |'une quelconque des revendications 1 a 13,
caractérisé en ce qu'il comprend une séquence nucléotidique codant pour un polypeptide

immunomodulateur, cette séquence étant insérée dans le locus d'insertion.

15 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 14, caractérisé en ce que
cette séquence nucléotidique est choisie parmi le groupe des séquences codant pour des

cytokines.

16 - Formule de vaccin multivalent comprenant, en mélange ou a mélanger, au
moins deux vaccins vivants recombinants tels que définis dans l'une quelconque des

revendications 1 a 15, ces vaccins comprenant des séquences insérées différentes.

17 - Un virus ILTV comprenant au moins un séquence nucléotidique hétérologue
insérée dans le locus d'insertion formé par I’intergéne situé entre les codons stop des
COL D et COL Ed’ILTV et qui, dans une souche d’ILTV particuliére, est défini entre
les nucléotides 3873 et 4260 a la SEQ ID NO:1.
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1.2

EcoRlI
1 GAATTCTAAGCTTGCTTTGTCGAACCAGTTTTGTTTTCTTTTTGGGGGGAGGGTAGCACA
61 CTCTGCCCGAGTCTCGGCATTGACTTAACAGTGATGTGAAACCCGGAAGATCGAGCATGA
121 ACTAATAGCATTAAAGAATTGTTATCCGAGGAATAATCGTGGACGCGAATTTACTCGACC
181 GCTAAAATCTTTCTTCTACTGAGCTGGATACGTGAAATTTGGTGAGTATAACCTCTCGGG
COL A
241 ATACATAGCTTTTAAATACGGGGCGTGCAATATTAAATTCTGCACTCGGGGCTGCAATGG
1P MetG
301 AGCGCGGAGCTTTATTTGACAAGACCGCCAATTGCAAGGACTGGGTCTCGATCGGGACTA
2P 1ua rgGlyAlalLeuPheAspLysThrAlaAsnCysLysAspTrpValSerIleGlyThrT
Clal
361 CTGTGTGGGGCGCGATCGATGCAGATGACGGGGACGACTTAGTCTGGGATTATGAAAATA
22P hrvalTrpGlyAlalleAspAlaAspAspGlyAspAspLeuValTrpAspTyrGluAsnS
Smal
421 GCCCATATCCAAGCATAGTTTCCTCACTATTCCCGGGGGAAGAAACGGACTCGGCAATTT
42’ erProTyrProSerIleValSerSerLeuPheProGlyGluGluThrAspSerAlalleC
481 GTAACTCTGTTGTTGCCGCAAACCCCTGTAGCATACCTCCTGGGCGGCAGCGTTTGGCAT
620 ysAsnSerValValAlaAlaAsnProCysSerIleProProGlyArgGlnArgLeuAlaT
541 GGCCATGCTGCTGTTTTCGTCGGCCAGACAGCTTCTCCGTCCCGCGCGTGGAAGTTAATG
82’ rpProCysCysCysPheArgArgProAspSerPheSerValProArgvalGluValAsnA
601 CTCGCCTTGTTGCCGCGGTTGCACTGATAATTTTCTCATTGCTTGTAGTGATCTGTGTTG
102» 1aArgLeuvalalaAlavValAlaLeullellePheSerLeulLeuValValIleCysvValA
COL B
661 CGTCATATTGGGGGTAACATGTCTTCAGAGGACACATCGGGATTCCTAACGCCCCCCGCA
122» 1aSerTyrTrpGly+ kP MetSerSerGluAspThrSerGlyPheLeuThrProProAla
BamH]I
721 AGTGATGACGACACTGACCCTTCCGAGCCACCACCAAATTTATGGGATCCTCACCAGGAC
i1 4 SerAspAspAspThrAspProSerGluProProProAsnlLeuTrpAspProHisGlnAsp
781 GATTTTCCGAGGGACGCTGATTCCCCAAACCCACTTTTCTACCCCTGGGATGACTCTGTG
35’ AspPheProArgAspAlaAspSerProAsnProlLeuPhelyrProTrpAspAspSerVal
841 AATAATACTGGGGATACGGGCAGTAACGAAGATGACTATGTAGATATGGGAGGGGTAGGT
55p AsnAsnThrGlyAspThrGlySerAsnGluAspAspTyrValAspMet GlyGlyValGly
BamHl
901 GGATCCGAAGACTATGAAGACCTCGGTACGGGCGGGGACTCTGACTATGACAATGTATCT
75P GlySerGluAspTyrGluAsplLeuGlyThrGlyGlyAspSerAspTyrAspAsnValSer
961 ACAGCGACCGGCGGGACGTGGTTTCCTTCCCTTACTTCTTGGTCATCAGAGGACCACGGC
9S» Thrala ThrGlyGlyThrTrpPheProSerLeuThrSerTrpSersSerGluAspHIisGly
1021 CCAACTTCTCCGGAAAACCCTATGCAACAACTTCAAGTAACAATTCAGCAGGATTCAGAT
115» prroThrSerProGluAsnProMetGlnGlnleuGinVal ThrlleGlnGlnAspSarAsp
1081 CCACAGCAGGAACCCGATCCCCAGCAAGTTCCCGGTCTCCAGCAGGAACCTGACCCCCAG
1350 ProGinGlnGl uProAsppProGlnGlnValbProGlylLeuGlnGlnGluProAspProGln
1141 CAAGATCCACGAGAGCCTCGTGATCCTCCTCCCTATAGTCCGCCCCCAGAGGACCCTTTT
155V GInAsSpProArgGluProArqgAspfroProProTyrSerProProProGluAspProbhe
1201 GGGCTCTCGCCATTTACTAGTGGGATGGGCGGGTTTGCGCCACCGTGGCGTGGCCCCAGC
175" Gi yLeuSerProPheThrSerGlyMetGlyGlyPheGlylPtoProTrpArgGlyProSer
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1261 CACCCTCGTATGATGAGGCAATGGGGGATGGACCTTTTACTACGACTGGGGGTCGGCGAC
195’HisProArgMetMetArgGlnTrpGlyMetAspLeuLeuLeuArgLeuGlyValGlyAsp

1321 CTTGCTCACGCAGGCGCGGTCGTCGCCGGTCTCGAGGTCGATCTCGGCGACGCAATTGGT
215P LeuAlaHisAlaGlyAlaValvValAlaGlylLeuGluValAspLeuGlyAspAlaIleGly

1381 GTGCAGCAAAGTTGTGCTCAGAGGCATGTTTGTGGCATCTCTTTTGGGTTGGAGTGGCCT
235’ValGlnGlnSerCysAlaGInArgHisValesGlyIleSerPheGlyLeuGluTerro

1441 TAATGTGTTGGTGGCTCTTGTATCTTATTTTGCGCATTGTCTGGGGACAGACTCCGGGAT
255b ...

1501 AAGGAAGGTTGTATCCGCATCCAGTACTCCTCAATAAAAGCGTGGTGGTGCTACACGATG

Xbal
1561 TCTGTTAATTTTACAACTCCATTTTACAGGTGATCTAGAGAGACGCTGAGTGGCACTTGT
COL C
1621 CCCGACGGGACCATGCAGTCGAACAGCAGCGATGAGGCCCAGTGTGATGATGTCGAGGAG

1 MetGlnSerAsnSerSerAspGluAlaGlnCysAspAspValGluGlu
1681 GGATGGTCGTCCATAGCTCCAGGTGATGCACTGGATACAGATTTCATTCCAGGGCCTTGT

17» GlyTrpSerSerIleAlaProGlyAspAlaLeuAspThrAspPhelIleProGlyProCys
1741 GCCACGTCCATACATGGTATATCCAAGGCAGTTTATTTTTTTCTGTGTGGAGTTAATCTG

37V AlaThrSerIleHisGlyIleSerLysAlaValTyrPhePheLeuCysGlyValAsnLeu
1801 GAGGAATGTAGTACACTCCCACAGCATGTCCAATCTCACCCATATGGACATCCTGAGCTG

S7P GluGluCysSerThrLeuProGlnHisValGlnSerHisProTyrGlyHisProGluLeu
1861 AAATCAGGCAAATGGTACAAGAGGTTTTGCTCCGGGCTAGGCGAAATTGGAGATACAAGC

77 LysSerGlyLysTrpTyrLysArgPheCysSerGlyLeuGlyGluIleGlyAspThrSer
1921 CAGTGTCAGCTGACACGACTATGCTGCACTTCCGGAATGCCGGCACAGATTTTTGGGCCT

97V gInCysGlnLeuThrArgLeuCysCysThrSerGlyMetProAlaGlnIlePheGlyPro
1981 TCGAGATTCAGGTCTCTGCAACAGAAGCCAACCCATATGCGGGCCCAAGATTTGCTCACT

117 serArgPheArgSerLeuGinGlnLysProThrHisMetArgAlaGlnAsplLeuleuThr
2041 AGGCCTTGCCATATACTAGAGTTCGATGTTGGCGCTGACCTAATCAATCTTTTCTTGTAT

1370 ArgProCysHisIlelLeuGluPheAspValGlyAlaAsplLeulleAsnleuPhelLeuTyr
Clal
2101 ATGGAACCATGTTCAGGGAATCGATATTGCGTACATTTAGGATACCATAAAACTAATGCC

157P MetGluProCysSerGlyAsnArgTyrCysValHisLeuGlyTyrHisLysThrAsnAla
2161 ATGCGTGTTTTGAGCGGTGGTGGGATTCTATGGGGCAGACTTCCGTGGAAGGACAACACC

177P MetArgvallLeuSerGlyGlyGlylleLeuTrpGlyArglheuProTrplysAspAsnThr
2221 GAGGAGCACGGGTACTCGTTGCCTATGCGAGTATTTGGGATCAAATTGCCCCATAAAGTT

197> GluGluHisGlyTyrSerLeuProMetArgValPheGlyllelLyslLeuProiislLysVal
2281 TATGTGGCATGTCGCTGCCCTGCAACTCGGACGGAACTATTATTTGGTGAGGGGGGGGTA
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217’TeraIAlaCysArgCysProAlaThrAquh:GluLeuLeuPheGlyGIuGlyGlyVal
2341 GGATTCAACGCGGAAAACTTTAAACAGTGCGGACGGTTGAAAAAAGAGTGTGAATGTCTG

237’GlyPheAsnAlaGluAsnPheLysGlnCysGlyArgLeuLysLysGluCysGIuCysLeu
2401 CAGAAGGCTTGTTTTACTGCACAAACGGTCTTAGGTGCGGCATGTAACTTTACTGTATAC

257’GlnbysAlaCysPheThrAlaGInThrVa1LeuGlyAlaAlaCysLysPheThrValTyr
COL D
2461 TCGAGCAAGGGACGAGGTCAAGAAATTCTGCTATATCAGGACCCATGAATGCTACAACGG

1P MetAsnAlaThrThrv
277’SerSerLysGlyArgGlyGlnGluIleLeuLeuTyrGlnAspPro~--

2521 TAATGCCTGTAGTACTGGGTATGTTAAGTAGAGAACCCCACAGGTGTGCAGGTACACTCA
6’alMeCProValValLeuGlyMetLeuSerArgGluProHisArgCysAIaclyThrLeuI
2581 TACTGTCCAGGTCCTCTGGAAATTGCCGTGGATTTCATGAGACCCAACACGATATTCCCA
26’leLeuSerArgSerSerGlyAanysArgGlyPheHisGluThrGlnHisAsleeProT
Smal
2641 CTAACCCGGGTCTGTATCCTCTGTGTAATCATGAGCACCCTTACTATGTCACAGTTACAG
46’hrAsnProGlyLeuTerroLeuCysAanisGluHisProTereralThrValThrA
2701 ATGTATGCGGCAACTGTTGTTCATGGCTTGAGCGGGTTTTTGGGAGAGTAGCTGCCCCTG
66'spValCysGlyAanysCysSerTrpLeuGluArgValPheGIyArgValAlaAlaProA
2761 CTGGTCTAAGCTCCGTATCTGTATCCATTAAAGGCTCCACCCACAGCGGGACTCACGTGA
86'laGlyLeuSerSerValSerValSerIleLysGlySerThrHisSerGlyThrAspValT
2821 CAGAAGAACGTGAAGAGGACTCAGGGACACAGCAAACCTCCCACGACAAATTGCCGGAGC
106’hrGluGluArgGluGluAspSerGlyThrGlnGlnThrSerHisAspLysLeuProGluA
BstBI

2881 GCAACCGCATGGGAGATCAAAATTCGAATTTGCGGGGAAGAGATCAATATTGCGCCGCCTG
126'rgAsnArgMetGlyAspGlnAsnSerAsnLeuArgGlyArgAspGlnTererroProA
2941 CCCCACACCGTAGTCATTGTCACTCGGATTTTATATTCGATGAACCTGAGCCAGAAAGTG
146’laProHisArgSerHisCysHisSerAspPheIlePheAspGluProGluProGluSerG
3001 GGGAAGACGTGCATAACATGCATCCTCCACGAGGTGCAGATGAGCAAACAGCCGCTTCTG
166’lyGluAspValHisAsnMecHisProProArgGlyAlaAspGluGlnThrAlaAlaSerV
3061 TGTCAGCGCTAATGCAAAGTCTAGCACAAGCATTGGTGAGTGCACAAGCTATTAGCAGCA
186’alSerAlaLeuMetGlnSerLeuAlaGlnAlaLeuVaISerAlaGlnAIaIIeSerSerM
3121 TGGTCTCTGGCTCTGCTTCCTCAGTGGGCGTAGAAGTAGACTGTGGGTACAGTCAGACTC
206 et ValSerGlySerAlaSerSerValGlyValGluValAspCysGlyTyrSerGlnThrH
3181 ATATTACAGAGGGGCCGGGGAGGGAACAATTCGGTAGAGTCCCAGAAAGAGGGCCAGAGT
226’isIleThrGluGlyP[oGlyArgGluGlnPheGlyAqualProG]uAqulyProGluT
3241 ATCCTCAAGATTACTGTGATATATATGGTCCTGTAAGTAATGGGCCTGC TCGATACAGAG
246’erroGlnAspTerysAspIleTyrGJyProVaJSerAsnGIyProAldGlyTyrArgA
3301 CAGGACCACCAGATGCTCCTAGTATACAAGATAGGACCTTCCCATGCGGCAGAAGATGCG
266' laGlyProProAspAlaProSerI] eGlnAspArgThrPheProCysClyArgArgCysA
3361 ACGAAGCATGGCTTGCCTTAGAAGTAGGGAATATGCCTTGGATTTCTTC TGGTTCACATA
286'spGJuAlaszLeuAlaLeuGluVa]GlyAsnMvtProTrplIOSerﬁch]ySerHisS
3421 GTCCACCTTCTCAGTATCATAACCCTTATGGTTCACATAGTCCACCTTCCCAGTCTCATA

306’erP[oProSerGlnTyrHisAsnProTyzGlySerHisszP[OP[QSernlnSﬁrHisA
3481 ACCCTTATGGTACATATAGTCCGCCTTCTCAGTCTCATAACCCTTATGGCTCATATAGTC
326’snProTyrGlyThrTyrSerPronoSerG]nSerHisAsanoTyrGIySﬂrTy(SezF

3541 CGCCTTCCCAGTATCATAACCCTTGTGGTACATATAGTCCGCCTTCTCAGTCTCGTAAGC
346’roProSerGlnTyrﬁlsAsnProCysGlyThrTy[SerProProSerGInSerAquysH
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3601 ATGACTATTCACCTCCATATCCGATACTCAAACCAAAGCCTCGATTACCCCCAGGCTTTG
366’isAspTyrSerProProTerroIleLeuLysProLysProArgLeuProProGlyPheG
3661 AAAATACTGCTGGGATGTGGCCTCGATGTCCCCCTGGGTTTGAGGGGCGTCCATACAAAT
386 luAsnThralaGlyMet TrpProArgCysProProGlyPheGluGlyArgProTyrLysS
3721 CTGGGGGCATGGGTAACTT'I‘CCTGGAAGTGCATGGACGGTAATAGATAGGGGGTCTAACC
406’erGlyGlyMetGlyAsnPheProGlySerAlaTrpThrValIleAspArgGlySerAsnG
3781 AATGGCCAGCAGACGTGCGGGGGCCAT’I‘CTCAGATCAACGATGGGCCCCCACAGAGCATG
4260 InTrpProAlaAspValArgGlyProPheSe rAspGlnArgTrpAlaProThrGl uHi1sG
Sacl
3841 AAACGCGACGT"TTTTGCGGGTATTACAGCTGAGCTCTCATCATACCC ATAACTCCACTCA
446Y 1uThrArgArgPheCysGlyTyrTyrSer+ .
3901 TAACCCAAGGCCCATAAATCCATAACTCATAACATAAATTCATACT’I‘TCCGGTCGTCCAG
3961 GGCACCACGTCATCAACAAGGATTGC AGATAAATAAAAATGCTCCACGTTGTCGGTGTCC
4021 GTTGTATTGTATTCTTTATTATACCTCCGTAATTTTCGAGAGTCGGGGAACATTCTAAAA
4081 ATT'I"TAACCGTGCAATACTACAG'ICTA'I'TTACAAGGCCGGA'I"TGCAACAGTGAACTCA’I"I’
Sacl
4141 ACATCATTGAGCTCGCGGCGCCATCTGCTGACCAGTCCACAGAGATGGC AATCTTCAGAA
4201 ACGTAGGATGGCACC AATTCCAATACAATACCGCCATC'I‘GTCGATAGGTGTATAGAAC'I'G
4261 TCAAAACAAGTCGC AAGAGAAAAATTTCCCTACTGTATACTGGCGGCTTAGC AGCTGCGC
545‘o-~PheLeuAsprsSerPhePheLysGlyVa1ThrTyrGlnArgSerLeuLeuGlnAla
4321 ACAAACCACTCTGCATTCCTCTTTGCGGCACACA'I'I'ICCGTGC'ICCGCCAGAACGAGTGG
5254 cysvalvalArgCysGluGluLysArgCysValAsnAlaHisGlnAlaLeuVallLeuPro
4381 GATTTTTTTAGAACAGGTCCCAGGATAGTACATGTCCCACAATGTTCTGGCCGGGTCTAT
5054 1leLysLysSerCysThrGlyProTyrTyrMetAspTrpLeuThrArgAlaProAsplle
4441 TGCTTTATGATTCATGACCATGGCCTC TCGTCGCGGATACACAATTCTTGAGAACCGGTC
4854 alaLysHisAsnMetValMetAlaGluProArgProTyrVallleArgSerPheArgAsp
Bglll
4501 GAAGAAGGTCAGTAATAAAGTTAAAGGACAmCGCTACTCAGCGATAGCTCCTGAGA
4654 phePheThrLeulLeuleuThrLeuProCysLysAlaSerSerLeuSerLeuGluGlnSer
4561 TCTAGTGGTATCTCTTAGTTGACTGCCAATGCTAGAGAGATAAC ACGGCAGGATTGGCCC
4454 ArgThrThrAspArgLeuGlnSerGlyIleSerSerLeuTyrCysProleulleProGly
4621 CAGATGCATGGCTAGAGATTGACATGCGCAGTAGATGTTAGAGAAGATAGGATCGTGGGG
4254 peuHisMetAlaLeuSerGlnCysAlaCysTyrIleAsnSerPhelleProAspHisPro
BstBI Sphl
4681 GTAAATCCTTTCATCTTCGAACTGATGCCAAAGC ATCCATACAAGTGTCTCATCGCATGC
405‘TyrIIeArgGluAspGluPheGlnHisTrpLeuMetTrpValLeuThrGluAsprsAla
4741 AAAAAGTAGCTCTTC AAATGAGCAGTTCGCCAAATATACAGCTCGTGAAATTTTTGCCAA
3854 pheleulLeuGluGluPheSerCysAsnAlaLeuTyrValAlaArgSerlIlelysAlalLeu
4801 CCTGGCTATATCCGGACGCGATGTCCAGCGGCCTTTCAG'TCAAGCTGCGCGCCCACAAAA
3654 ArgalalleAspProArgSerThrTrpArgGlylysleuSerAlaAlaArgGlyCysPhe
4861 CTGCTTCCACGAAGTGAATGCAGC ATCTGCTGCAAGGTCAGATGATCCCGAAGACAAAAA
3454 GInLysTrpSerThrPheAlaAlahAspAlaAlaleuAspSerSerGlyse rserlLeuPhe
Clal
4921 TGCTGGAAAGCAGATTCCTCTATCACGATCGATATCATCACAATCATCATC ATCCACTGC
3254 4alaProPheCysIleGlyArgAspArgAsplleAspAspCyshspAspAspAspValAla
4981 CCGGTTTACCATGTCTAAAAGAC ATTTCTGATTTTCTAATCTTAACTCTTCAGTAATGCA
3054ArgAanalMetAspLeuLeuCysLysGlnAsnGluLeuArgLeuG]uGIuThrllcCys
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5041 CTTTCCGAGACCGCCAAATGCAGTTGCGGCCTTTTCAAAATATTGGGCCGGTGTTACGTT
2854 LysGlyLeuGlyGlyPheAlaThrAlaAlaLysGluPheTyrGlnAlaProThrValAsn
5101 TCGCAACTCCTTCGTTTCGGTCCGTGATGACGTTCGGCATCGGACAAAGTCTCTCCAAAT
2654 ArgLeuGlulLysThrGluThrArgSerSerThrProCysArgValPheAspArgTrplle
BstBI
5161 CGGTCTTCGAAGTTCATCCCGATTTCTTTCCCAAGACCTGCGCGAATGCTTCAACGAAAC
2454 ProArgArgLeuGluAspArgAsnArgGluTrpSerArgArgSerHislLyslLeuSerVal
5221 AGTAAAGATAGGCGCCCTATATCGCTTTTCTGGTGTACCTGCACGGCGCCTGGGTCTAGG
225‘ ThrPhelleProAlaArgTyrArgLysGluProThrGlyAlaArgArgArgProArgPro
5281 GGGGATGCCTCTTCGGACTTGGATATGCGCACGGCCTCTCATAAACTTATTTCGAGGGCT
2054 pPror1 eGlyArgArgValGlnIleHisAlaArgGlyArgMet PheLysAsnArgProSer
5341 ACTGACCCGCCTTATGGAAGACCGTACGCTCATACCTGACTGGTTCTCGTAACGGGAACG

1854 SerValArgArglIleSerSerArgValSerMetGlySerGlnAsnGluTyrArgSerArg
BstBI

5401 AGGCTCGCCATTCGAATAGCGACGGCGCCCCCTGTCACGTGAATCACGGACTCGTTTGGA
1654 ProGluGiyAsnserTyra rgArgArgGlyArgAspArgSerAspArgValArglLysSer
Bglll
5461 GCTACCGCGCCCAGATGACCGGGATCTGGAGCTACTTTCTGTAGAATGAGATCTGCGGCG
1454 serc1 yArgGlySerSerArgSerArgSerSerSerGluThrSerHisSerArgArgArg
5521 AATACAATGTGCTTCGTGGCGGGATTCTGACCTCGAGCGTGAACGGCCATCCAGGCGATC
125411 eCysHisAlaGluHisArgSerGluSerArgSerArgSerArgGlyAspLeuArgAsp
5581 TTTTGTCCTTTCCGTTGCTGATCTCGCTTCGCTATGAGTACTTGTATTGGAAGATGATCT
1054 LysThrargel uThrAlaSerArgAlaGluSerHisThrSerThrAsnSerSerSerAryg
5641 GGAACGTGTCTCACGCCTATCTTTATTTATTCCAGATTTCTCCGGTCTCCCCATCGCAGT
854 SerArgThrGluArgArgAsplysAsnlleGlySerLysGluProArgGlyMetAlaThr
5701 CAGTGGGTTGATGTACCGCGTGCACGTCAAAAAAAATGAAACCGCATACACAACGGTTGA
654 LeuProAsnIleTyrArgThrCysThrLeuPhePheSerValAlaTyrValvalThrSer
Sacl
5761 GACTTCTACGGACTCAGAACAGGTGTCGAGCTCGGAGCAGGTGCTGAGAGGTAAGCTGAC
454valGluvalSerGl uSerCysThrAspLeuGluSerCysThrSerlLeuProleuSerVal
5821 AGTAATCTGGCACGCTGTTTGCGAGCTAATCCACTTGGCTTTTGAATGGTCTCGGCCACT
254 Thrr1 eGlnCysAlaThrGlnSerSerIleTrplysAlalLysSeriisAspProGlySer
COL E
5881 CCCAGTATACGTCATAACACATACACTGGAACCCACAAACTACAATTGCGGTCCAGTAGT
54 GlyThrTyrThrMet

BamHl

5941 TGGTGCGAAATATTCACGCAGACATAATAATCTGCGAGAACTTCTGCGGATCCGACATGT
6001 AACTTAATCCCGTAATGTAGCTGCGGCATACCGTCTAAACCGCAAACATCCGCTTAGTAGA
6061 ACACGCCCTAAAATCACCCACGAGTATACTTTGTACATTCTGACCGCCAGATGTTACTCC
6121 TTTCAAACAATGATACTCAGCCGTTAGAACTAGGGCTGTCTTCAAATGGACCAAATTCAG
6181 ACACAATACCGCACAACGTGTTTTAACATTTTATTGCCGTTCAAGGCCCGAACAATTTGT
2874 ...pProGlyPheleulysAs

6241 TTTGTATCTTCTGTTCGTATTTAAATGCAATTATTACAATGCTCGCAATCGCAGCCACGC
280‘ nGlnllelLysGlnGluTyrlysPheAlallelleVallIleSerAlalleAlaAlaValCy
6301 ACAATGCACGCAAGACTAAGCTCGAAGCAATATTGGCAAGGCATGAAGTCAAGATACTGG
2604 sLeuAlaArgLeuValLeuSerSerAlalleAsnAlalLeuCysSerThrLeulleSerfPr

6361 GAGGTTTCGATGCGGAGACTTTAGTCTTTGCCGGAGTCGTGTAACCCATCAGTGATAAGA

2404 oProLysSerAlaSerVallysThrlLysAlaProThrThtTyrGlyMetLeuSerLeule
Xbal

6421 GTTCTAGAACCGCTGAGACAATTACATATACCCAAGCACTAATTTTTACGTGTTCATGTA

2204 ucluLeuvalAalaServalllevalTyrvalTrpAlaSerIlelysValliisGluHislLe




21758286

7/25

Fic-2 (Flrl)

6481 AAATATATGCACACGGATCATAGCAAATCCGCAATGTCATGGTGGACATAATAAGCGATG
2004 ulleTyrAlaCysProAspTyrCysIleArgLeuThrMetThrSerMetIleLeuSerAl
6541 CTAAATATAAACCGATCTCGAGTGTTTTCAGTAGTAAGACCCCTGGATTACAGACGCAAA
180‘aLeuTereuGlyIleGluLeuThrLysLeuLeuLeuValclyProAanysValCysPh
6601 ATCCTAGAGGGTCTGCTACGTAGTTCAAGCTTTTGCAATCTCGGAGATGTTCAAATTCCC
160‘eGlyLeuProAspAlaValTyrAsnLeuSerLysCysAspArgLeuHisGluPheGluAr
6661 TCAAAAACCGTTGCATCTTTGTGTATGGCACCCGTAATATCAGCCTCGAAGTAAACGCTG
1404 greuPheArgGlnMet LysThrTyrProvalArgleulleLeuArgSerThrPheAlaTh
6721 TCCAGTAGTTAAGATGATATGCATCCATCGCAATGCGTTCTCGCGGCAGACATAGCCCGA
120‘rTrpTyrAsnLeuHisTyrAIaAspMecAlaIleArgGluArgProLeuCysLeuGlyPh
6781 ACATTCGCCTCTGGCGACGGGTCAGCAAGTAACATATGTACAATACCGTCGAAATGAATG
100‘eMecArgArgGlnArgArgThrLeuLeuTerysIleTereuValThrSerIlePheAl
6841 CAACTCTGATCTGGGAAAACCATATGTAAAGCAGACAGTCTGCCACTTCCATGACGAATA
80‘aValArgIleGlnSerPheTrleeTereuLeuCysAspAlaValGluMetValPheVa
6901 CTGTTCTTTGGCCGGTGGGATCAAGACGAGAAATGAGTACAGTCTCATTTTCAAAATAAG
604 1ThrArgGinGlyThrProAspLeuArgSerIleLeuValThrGluAsnGluPheTyrAl
6961 CTCCTTTAACACATCTCGTCTGGTGGTTCTCGTAGTTGTTTAGACGCTGTGTATATTTTG
404aclyLysvalCysArgThrGlnHisAsnGluTyrAsnAsnLeuArgGlnThrTyrLysTh
EcoRl
7021 TGAGGACATAAACTAGTGAAGAATTAAATGTAGCGGGGGGTTGGTGAACAGGATTGAATT
204 rLeuval TyrvalLeuSerSerAsnPheThrAlaProProGlnHisValProAsnPheGl
(COL F)
7081 cC
04y
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F16.10

1 TGCTACCTGATGTACAAGCAAAAGGCACAACAAAAGACCTTGTTATGGCTTGGGAATAAT
61 ACCCTTGATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATATGAATACAAACGAGAGGCGGAGGTATC
121 CCCAATAGCAATTTGCGTGTAAATTCTGGCAACCTGTTAATTAGAAGAATTAAGAAAAAA
181 CCACTGGATGTAAGTGACAAACAAGCAATACACGGGTAGAACGGTCGGAGAAGCCACCCC
241 TCAATCGGGAATCAGGCCTCACAACGTCCTTTCTACCGCATCATCAATAGCAGACTTCGG
301 TCATGGACCGTGCAGTTAGCAGAGTTGCGCTAGAGAATGAAGAAAGAGAAGCAAAGAATA
1»MetAspArgAlavValSerArgvValAlaLeuGluAsnGluGluArgGluAlaLysAsnT

361 CATGGCGCTTTGTATTCCGGATTGCAATCTTACTTTTAATAGTAACAACCTTAGCCATCT
20’hrTrpArgPheValPheArgI1eA1aIleLeuLeuLeuIleValThrThrLeuAlalles
421 CTGCAACCGCCCTGGTATATAGCATGGAGGCTAGCACGCCTGGCGACCTTGTTGGCATAC
40 erAlaThrAlaLeuValTyrSerMetGluAlaSerThrProGlyAspLeuValGlyIleP
481 CGACTATGATCTCTAAGGCAGAAGAAAAGATTACATCTGCACTCAGTTCTAATCAAGATG
60’roThrMetIleSerLysalaclucluLysIleThrSerAlaLeuSerSerAsnGlnAspV

541 TAGTAGATAGGATATATAAGCAGGTGGCCCTTGAGTCTCCATTGGCGTTGCTAAACACTG
80’alValAspArgIleTerysGanalAlaLeuGluSerProLeuAlaLeuLeuAsnThrG

601 AATCTGTAATTATGAATGCAATAACGTCTCTCTCTTATCAAATCAATGGAGCTGCAAATA
100» luServalIleMetAsnAlaIleThrSerLeuSerTyrGlnIleAsnGlyAlaAlaAsnA
BspHl
661 ATAGCGGGTGTGGGGCACCTGTTCATGACCCAGATTATATCGGGGGGATAGGCAAAGAAC
120’snSerGlyCysGlyklaProVa1HisAspProAspTyrIleGlyGlyIleG1yLysG1uL
721 TTATTGTGGATGACGCTAGTGATGTCACATCATTCTATCCCTCTGCGTTCCAAGAACACC
140’euIleValkspAspAlaSerAspValThrSerPheTerroserAlaPheGlnGluHisL
781 TGAACTTTATCCCGGCACCTACTACAGGATCAGGTTGCACTCGGATACCCTCATTCGACA
160» euAsnPheIleProAlaProThrThrGlySerGlyCysThrArgIlleProSerPheAspl
841 TAAGCGCTACCCACTACTGTTACACTCACAATGTGATATTATCTGGTTGCAGAGATCACT
180P leSerAlaThrHisTyrCysTyrThrHisAsnvValIleLeuSerGlyCysArgAspHiss

901 CACACTCATATCAGTACTTAGCACTTGGCGTGCTTCGGACATCTGCAACAGGGAGGGTAT
200P erHisSerTyrGlnTyrLeuAlaLeuGlyValLeuArgThrSerAlaThrGlyArgValP

961 TCTTTTCTACTCTGCGTTCCATCAATTTGGATGACAGCCAAAATCGGAAGTCTTGCAGTG
220» hePheSerThrLeuArgSerIleAsnLeuAspAspSerGlnAsnArgLysSerCysSerV
1021 TGAGTGCAACTCCCTTAGGTTGTGATATGCTGTGCTCTAAAATCACAGAGACTGAGGAAG
240%» alSerAlaThrProLeuGlyCysAspMetLeuCysSerLysIleThrGluThrGluGluG
Clal
1081 AGGATTATAGTTCAATTACGCCTACATCGATGGTGCACGGAAGGTTAGGGTTTGACGGTC
260P luAspTyrSerSerIleThrProThrSerMetValHisGlyArgLeuGlyPheAspGlyG
1141 AATACCATGAGAAGGACTTAGACGTCATAACTITATTTAAGGATTGGGTGGCAAATTACC
280’1nTyrHisGluLysAepLeuAspValIleThrLeuPheLysAspTrpValAlaAsnTer
1201 CAGGAGTGGGGGGTGGGTCTTTTATTAACAACCGCGTATGGTTCCCAGTCTACGGAGGGL
300’roGlyValGlyGlyGlySerPheIleAgnAsnArgValTerheProValTyrGlyGlyL
1261 TAAAACCCAATTCOCCTAGTGACACCGCACAAGAAGGGAGATATGTAATATACANGCGCT
320’euLyaProAsnSerProSerAspThrAlaGlnGluGlyArgTeralIleTerysArgT
1321 ACAATGACACATGCCCAGATGAACAAGATTACCAGATTCGGATGGCTAAGTCITC ATATA
340’yrAenAspThrCysProAspGluGlnAspTyrGlnIleArgMetAlaLysSerSerTer
1381 AGCCTGGGCGGTTTGGTGGAAAACGCGTACAGCAGGCCATCTTATCTATCAAGGTGTCAA
360 ysProGlyArgPheGlyGlyLysArgvalGlnGlnAlalleLeuSerIleLysValsSerT
1441 CATCTTTGGGCGAGGACCCGGTGCTGACTGTACCjCCTAATACAATCACACTCATGGGGG
380 hrSerLeuGlyGluAspProValLeuThrValProProAsnThrIleThrLeuMetGlyA
1501 CCGAACGGAGAGTTCTCACAGTAGGGACATCTCATTTCTTGTACCAGCGAGGGTCTTCAT
400’laGluArgArQValLeuThrVa1GlyThrSerHisPheLeuTyrGlnArgclySerSerT
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Fig . 10 (Fin)

1561 ACTTCTCTCCTGCTTTATTATACCCTATGACAGTCAACAACAAAACGGCTACTCTTCATA
420’erheSerProAlaLeuLeuTerroMetThrValAsnAsnLysThrAlaThrLeuHiBS

1621 GTCCTTACACATTCAATGCTTTCACTAGGCCAGGTAGTGTCCCTTGTCAGGCATCAGCAA
440 exProTyrThrPheAsnAlaPheThrArgProGlySerValProCysGlnAlaSerAlaa
1681 GATGCCCCAACTCATGTGTCACTGGAGTTTATACTGATCCGTATCCCTTAGTCTTCCATA
460P rgCysProAsnSerCysValThrGlyValTyrThrAspProTyrProLeuvValPheHisA
1741 GGAACCATACCTTGCGGGGGGTATTCGGGACAATGCTTGATGATGAACAAGCAAGACTTA
480’rgAanisThrLeuAqulyValPheGlyThrMetLeuAspAspGluGlnAlaArgLeuA
Pstl

1801 ACCCTGTATCTGCAGTATTTGATAACATATCCCGCAGTCGCATAACCCGGGTAAGTTCAA
500P snProvalSerAlaValPheAspAsnIleSerArgSerArgIleThrArgvValSerSers
1861 GCCGTACTAAGGCAGCATACACGACATCGACATGTTTTAAAGTTGTCAAGACCAATAAAA
520P erArgThrLysAlaAlaTyrThrThrSerThrCysPheLyaValValLysThrAsnLysT
1921 CATATTGCCTCAGCATTGCAGAAATATCCAATACCCTCTTCGGGGAATTCAGGATCGTTC
540P hrTyrCysLeuSerIleAlaGluIleSerAsnThrLeuPheGlyGluPheArgIleValPp
1981 CTTTACTAGTTGAGATTCTCAAGGATGATGGGATTTAAGAAGCCAGGTCTGGCCAGTTGA
560 roLeuLeuValGluIleLeuLysAsp

2041 GTCAACTGCGAGAGGGTCGGAAAGATGACATTGTGTCACCTTTTTTTTGTAATGCCAAGG
2101 ATCAAACTGGATACCGGCGCGAGCCCGAATCCTATGCTGCCAGTCAGCCATAATCAGATA
2161 GTACTAATATGATTAGTCTTAATCTTGTCGATAGTAACTTGGTTAAGAAAAAATATGAGT
2221 GGTAGTGAGATACACAGCTAAACAACTCACGAGAGATAGCACGGGTAGGACATGGCGAGC
2281 TCCGGTCCCGAAAGGGCAGAGCATCAGATTATCCTACCAGAGTCACATCTGTCCTCACCA
2341 TTGGTCAAGCACAAACTGCTCTATTACTGGAAATTAACTGGCGTACCGCTTCCTGACGAA
2401 TGTGACTTCGACCACCTCATTATCAGCCGACAATGGAAGAAAATACTTGAATCGGCCACT

2461 CCTGACACTGAGAGGATGATAAAGCTCGGGCGGGCAGTACACCAGACTCTCGACCACCGC
2521 C
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Fr6. 18

EcoR!
(UL53)

1 GAATTCAATCCTGTTCACCAACCCCCCGCTACATTTAATTCTTCACTAGTTTATGTCCTC

1» GluPheAsnProValHisGlnProProAlaThrPheAsnSerSerLeuValTyrValLeu
61 ACAAAATATACACAGCGTCTAAACAACTACGAGAACCACCAGACGAGATGTGTTAAAGGA
21P ThriysTyrThrGlnArgleuAsnAsnTyrGluAsnHisGlnThrArgCysValLysGly
121 GCTTATTTTGAAAATGAGACTGTACTCATTTCTCGTCTGATCCCACTGGCCAAAGAACAG
41% AlaTyrPheGluAsnGluThrValLeuIleSerArgLeulleProLeuAlaLlysGluGln
181 TATTCGTCATGGAAGTGGCAGACTGTCTCTTTACATATGGTTTTCCCAGATCAGAGTTGC
61'TyrSerSerTrpLysTrpGlnThrValSerLeuHisMetValPheProAspGlnSerCys
241 ATTTCCACGGTTATTGTACATATGTTACTTGCTGACCCGTGCCAGAGGCGAATGTTCGGC
81P r1eserThrvalIleValHisMetLeuLeuAlaAspProCysGlnArgArgMetPheGly
301 TCTGTCTGCCGCGAGAACGCATTGCGATTGGATGCATATCATCTAAACTACTGGACAGCG
101P servalCysArgGluAsnAlaleuArgleuAspAlaTyrHisLeuAsnTyrTrpThrAla
361 TTTACTTCGAGGCTGATATTACGGGTGCCATACACAAAGATGCAACGGTTTTTGAGGGAA
121D pheThrSerArgLeulleleuArgVal ProTyrThrLlysMetGlnArgPheLeuArgGlu
421 TTTGAACATGTCCGAGATTGCAAAAGCTTGAACTACGTAGCAGACCCTCTAGGCTTTTGC
141’PheGluHisValArgAsprsLysSerLeuAsnTeralAlaAspProLeuGlyPheCys
481 ATCTGTAATCCAGGGGTCTTAGTACTGAAAACACTCGAGATCGGTTTATATTTAGCATCG
161’IleCysAsnProGlyValLeuValLeuLysThrLeuGluIIeGlyLeuTereuAlaSer
541 CTTATTATGTCCACCATGACATTGCGGATTTGCTATGATCCGTGTGCATATATTTTACAT
181V LeuTleMet SerThrMet ThrLeuArglleCysTyrAspProCysAlaTyrIleLeuHis
601 GAACACGTAAAAATTAGTGCTTGGGTATATGTAATTGTCTCAGCGGTTCTAGAACTCTTA
201’GluHisValLysIleSerAlaTrpValTeralIleValSerAlaValLeuGluLeuLeu
661 TCACTGATGGGTTACACGACTCCGGCAAAGACTAAAGTCTCCGCATCGAAACCTCCCAGT
221V serrLeuMetGlyTyrThrThrProAlaLysThrlysValSerAlaSerLysProProSer

721 ATCTTGACTTCATGCCTTGCCAATATTGCTTCGAGCTTAGTCTTGCGTGCATTGTGCGTG
241P rleLeuThrSerCysLeuAlaAsnlleAlaSerSerLeuValleuArgAlaleuCysVal

781 GCTGCGATTGCGAGCATTGTAATAATTGCATTTAAATACGAACAGAAGATACAAAACAAA
261P AlaAlaTleAlaSerIlevalIlelleAlaPhelLysTyrGluGlnLysIleGlnAsnLys

841 TTGTTCGGGCCTTGAACGGCAATAAAATGTTAAAACACGTTGTGCGGTGTTGTGTCTGAA
281P LeuPheGlyPro. .-

901 TTTGGTCCATTTGAAGACAGCCCTAGTTCTAACGGCTGAGTATCATTGTTTGAAAGGAGT

961 AACATCTGGCGGTCAGAATGTACAAAGTATACTCGTGGGTGATTTTAGGGCGTGTTCTAC

1021 TAAGCGGATGTTTGCGGTTTAGACGGCATGCCGCACTACATTACGGGATTAAGTTACATG

BamHl

1081 TCGGATCCGCAGAAGTTCTCGCAGATTATTATGTCTGCGTGAATATTTCGCACCAACTAC
1141 TGGATCGCAATTGTAGTTTGTGGGTTCCAGTGTATGTGTTATGACGTATACTGGGAGTGG
1201 CCCAGACCATTCAAAAGCCAAGTGGATTAGCTCGCAAACAGCGTGCCAGATTACTGTCAG
1261 CTTACCTTTCAGCACCTGCTCCGAGCTTGACACCTGTTCTGAGTCCGTAGAAGTCTCAAC
1321 CGTTGTGTATGCGGTTTCATTTTTTTTGACGTGCACGCGGTACATCAACCCACTGACTGC
1381 GATGGAGACCGGAGAAATCTGGAAGAAATAAAGATAGCGTGAGACACGTTCAGAGCATCT
1441 TCAATACAAGTACTCATAGCGAAGCGAGATCAGCAACGGCCCGGACAAAAGATCGCCCTG
Balll

1501 GATGGCCGTTCACGCTGAGGTCAGAATCCCGCCACGAAGCACATTGTATTCGCCGCAGAT
1561 CTCATTCTACAGAAAGTAGCTCCAGATCCCGGTTCATCTGGGCGCGGTACGTCCAAACGA
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1621 GTCCGTGATTCAAGTGACAGGGGGCGCCGTCGCTGTTCGAATGGCGAGGCCTCGTTCCCG
l' MetAlaArgProArgSerAr
1681 TTACGAGAACCAGTCAGGTATGAGCGTACGGTCTTCC ATAAGGCGGGTCAGTAGCCCTCG
7 gTyrGluAsnGlnSerGlyMetSerValArgSerSerlI leArgArgValSerSerProAr
1741 AAATAAGT'I‘TATGAGAGGCCGTGCGCATATCCAAGTCCGAAGAGGCATCCCCCCTAGACC
27P gAsnLysPheMetArgGlyArgAlaHisIleGlnValArgArgGlyIl eProProArgPr
1801 CAGGCGCCGTGCAGGTACACCAGAAAAGCGATATAGGGCGC CTATCTTTACTGTTTCGTT
47'oArgArgArgAlaGlyThrProGluLysArgTyrArgAlaProIlePheThrVaISerLe
1861 GAAGCATTCGCGC AGGTC'I"I‘GGGAAAGAAATCGGGA’ICAAC'['I‘CGAAGACCGA’I'I‘TGGAG
67’uLysHisSerArgArgSerTrpGluArgAsnArgAspGluLeuArgArgProIleTrpAr
1921 AGACTTTGTCCGATGCCCAACGTCATCACGGACCGAAACGAAGGAG’I‘ICCGAAACGTAAC
87’gAspPheValArgCysProThrSerSerArgThrGluThrLysGluLeuArgAanalTh
1981 ACCGGCCCAATA’I‘TTTGAAAAGGCCGCAACTGCAT'I'ICGCGGTCTCGGAAAGTGC ATTAC
107P rProAlaGlnTyrPheGluLysAlaAlaThrAlaPheGlyGlyLeuGlyLysCys IleTh
2041 TGAAGAGTTAAGATTAGAAAATCAGAAATGTCTTTTAGAC ATGGTAAACCGGGCAGTGGA
127’rGluGluLeuArgLeuGluAsnGlnLysCysLeuLeuAspMecValAsnArgAlaValAs
Clal
2101 TGATGATGATTG'ICA'I’GATATCGATCGTGATAGAGGAATC'ICC’I'I'I‘CCAGCA’I‘I'I‘I'ICTC
147P pAspAspAspCysAspAsplleAspArgAspArgGlyIleCys PheProAlaPhelLeuSe
2161 TTCGGGATCATCTGACCTTGCAGCCGA'I‘GCTGCA'I'TCAC'I'TCG’ICGAAGCAGTI'I'TGTGG
167'rSerGlySerSerAspLeuAlaAlaAspAlaAlaPheThrSerTrpLysGlnPheCysGl
2221 GCGCGCAGCTTCACTGAAAGGCCGCTGGAC ATCGCGTCCGGATATAGCCAGGTTGGCAAA
187’yArgAlaAlaSerLeuLysGlyArgTrpTh:SerArgProAsleeAlaArgLeuAlaLy
2281 AATTTCACGAGCTGTATATTTGGCGAACTGCTC ATTTGAAGAGCTACTTTTTGCATGCGA
207’sIleSerArgAlavalTereuAlaAanysSerPheGluGluLeuLeuPheAlaCysAs
2341 "ICAGACAC'I'I‘GTATCGA’ICC'I"ITGGCATCAG'ITCGAAGATGAAAGGAT'I"I‘ACCCCCACGA
227'pGluThrLeuValTrpMecLeuTrpHisGlnPheGluAspGluArgIleTerroHisAs
2401 TCCTATC'I‘TCTCTAACATCTACTGCGCA’I‘GTCAATCTCTAGCCATGCATC’IGGGGCCAAT
247" pProllePheSerAsnlIl eTyrCysAlaCysGlnSerLeuAl aMetHisLeuGlyProll
Bgllil
2461 CCTGCCGTGTTATCTCTCTAGCATTGGCAGTCAACTAAGAGATACCACTAGATCTCAGGA
267» eLeuProCysTyrlLeuSerSerIleGlySerGlnLeuArgAspThrThrA rgSerGlnGl
2521 GCTATCACTGAGTAGCGCAAAATGTCC'I"I‘TAAC'I"I"I‘A’I"I‘ACTGACCTTC'I"I‘CGACCGGTT
287» uLeuSerLeuSerSerAIaLysCysProLeuThrLeuLeuLeuThrPhePheAspA rgbPh
2581 CTCAAGAAT'I‘GTCTATCCGCGATCAGAGGCCATAGTCA'ICAATCATAAAGCAATAGACCC
307V eserArgIleValTyrProArgSerGluAlalleVa IMetAsnHisLysAlalIleAspPr
2641 GGCCAGAACATTGTGGGACATGTACTATCCTGGGACCTG'I"I‘CTAAAAAAATCCCACTCGT
327P oAlaArgThrLeuTrpAspMet TyrTyrProGlyThrCysSerLysLyslI leProlLeuVa
2701 'I‘CTGCGCAGCACGCAAATGTGTGCCGCAAAGACGAATGCAGAGTGGTT’I‘GTGCGCAGCTC
347Y 1 LeuA rgSerThrGlnMetCysAlaAlalyshArgAsnA laGluTrpPheValArgSerSe
2761 TAAGCCGCAGTATACAGTAGGGAA]\TTTTCTCTTGCGACTTGTTTGAC AGTTCTATACAC
367’ rLysProGlnTyrThrval GlyLysPheSerLeouAl aThrCysLeuThrValleu TyrTh
2821 CTATCGACACA'ICGCGGTATTGTA’I"I‘GGAATTGGTGCCATCCTACGTTTCTGAAGATTGC
3870 . TyrArgHisMetAlaVal LeuTyrTrpAsnTrpCysiis ProThrPhelLeulyslleAl
Sacl
2881 CATCTCTGTGACTGGTCAGCAGATGGCGCCGCGAGCTCAATGATGTAAGCGTTCACTGTT
407» arleServalThiGlyGlnGlnMetAlaProArgAlaGln-
2941 GCAATCCGGCCTTGTAAATACACTGTACTAT’PAGCACGGTTGAAAATTTTTAGAATGTTC
3001 CCCCACTCTCGAAAATTAACGGAGGTATAATAMGAACACAATACAACGGACACCCACAA
3061 CGTGGAGCATTTTTATTTAGTCTGCAAATCCT’[‘GGTTG ATGAACGTGGTGCCCTGG
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