v rre Tl T LA A W IR0 ML LR 4 L R B

Ha{tema

Office de la proprieté

intellectuelle

.du Canada

- N organisme
d'Industrie Canada

Canada

13433 WM AL BINE BN RART G IO S 1 0 1T H BN AR s e E R ULt G LR a1 Urer e T PYRE A PR E R DRl e EL R AR "R CE LA EEALL L B '

(91)
(19)

(54)

(72)

(73)

(30)

(57)

Canadian

Intellectual Property

Office

An Agency of
Industry Canada

(11)
(21)
(22)
(49)

(52)

©

CL CR

1,341,263

581,654
1988/10/28

2001/06/26

195-1.20
167-130
167-140
195-1.26
195-1.29
195-1.36

Int.Cl. " C12N 7/01; C12N 15/86; A61K 39/275; A61K 39/12

(CA) BREVET CANADIEN  (12)

Virus du fowlpox récombinant, vecteurs d’expression de protéines
hétérologues et vaccins pour la volaille derives de ce virus

Drillien, Robert, France

Spehner, Daniéle, France

TRANSGENE S. A., France

(FR) France 87 15001 1987/10/29
(FR) France 88 08226 1988/06/20

19 Revendications

ivl

{ I "
. R T S . .
FILID O DEC B
: 1 {

e Ottawa-Hull KI1A 0C9 » /s ‘J/s.'.-'}".f‘;'/).r;..{f'f"- R

OPICCIPO 191

)P C




58/,657

1341263

ABREGE DESCRIPTIF

Virus du Fowlpox recombinant, dérive d'une
souche atténuée, ayant intégré dans une région
intergénique non codante de son génome une seguence
d'ADN codant pour une protéine hetérologue. Vacciln
contenant un virus du Fowlpox recombinant exprimant un

antigéne d'un virus hétérologue.
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VIRUS DU FOWLPOX RECOMBINANT, VECTEURS D'EXPRESSION DE
PROTEINES HETEROLOGUES ET VACCINS POUR LA VOLAILLE
DERIVES DE CE VIRUS.

La présente invention concerne des virus
5 recombinant de la variole de poule, communément appelée

Fowlpox, et leurs applications a la préparation de

vaccins ou de protéines utiles au métabolisme de la

volallle.

Les virus de la famille des Poxviridae, dont

Y

10 le virus du Fowlpox fait partie, sont des virus a ADN
double brin qui se multiplient dans le cytoplasme des
Cellules et codent pour une partie 1mportante de la

by

machinerie enzymatique nécessaire a leur réplication.

L'ADN viral purifié n'est pas infectieux parce

15 que des enzymes associées a la particule virale sont

nécessalires pour amorcer son expression et sa réplica-
tion. Toutefois, il peut participer a des évenements
de recombinaison avec 1'ADN d'un virus infectieux 1n-
troduit dans la méme cellule. Cette découverte (Sam

20 et Dumbell, 1981l) est la base de la mise au point de

vecteurs de clonage et d'expression de genes éetrangers,

dérivés du virus de la vaccine (Mackett et al. 1982
Panicali et Paoletti, 1982). Des virus de la vaccine
recombinants vivants ont permis d'exprimer des antigenes

25 étrangers et, ainsi, d'obtenir des immunisations contre
différentes maladies virales ou parasitaires (Smith et
al. 1983 : Panicali et al. 1983 ; Kieny et al, 1984 ;
Chakrabarti et al. 1986 : Hu et al. 1986 ; Kieny et al.

1986).

30 Bien que des publications récentes aient évoqué
l*utilisation du Fowlpox comme vecteur (Brown, 1985 et

Taylor et al., 1987), aucun resultat expérimental n'a

-

été publié a ce jour et la biologie moléculaire du virus

du Fowlpox n'a pas encore fait l'objet d'études appro-

“

35 fondies, a la différence de la biologie du virus de la
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vaccine qui a eté bien étudiée (voir revue de Moss,
1985).

La présente invention a pour objet l'utilisa-
tion du virus du Fowlpox a titre de vecteur d'expression
de protéines hétérologues.

Plus précisément, l'invention a pour objet un
virus du Fowlpox recombinant qui dérive d'une souche
atténuée, c'est-a-dire rendue artificiellement non
Ppathogene, et comporte, dans une partie non essentielle
de son génome, une séquence d'ADN codant pour tout ou
partie d'une protéine hétérologue, ainsi que les éléments
dssurant son expression par le virus du Fowlpox, dans
une cellule appropriée,

Sous un de ses aspects, l'invention vise a
préparer un vaccin, en particulier un vaccin gqul protége
la volaille contre l'une au moins des maladies virales
qui peuvent l'affecter. Dans ce cas, la protéine hété-
rologue est une protéine induisant une réponse immuni-
taire contre un virus hétérologue. Parmi les virus
hetérologues intéressants, on peut citer le virus de la
maladie de Newcastle, le virus de la bronchite infec-
tieuse et le virus de la maladie de Marek.

La presente invention concerne, en particulier
l'utilisation du virus du Fowlpox pour la préparation
de vaccins contre les Morbillivirus et a donc pour objet
un virus du Fowlpox, caractérisé en ce que la séquence
d'ADN code pour une protéine induisant une réponse
immunitaire contre un Morbillivirus.

Parml les virus appartenant a la famille des
Morbillivirus, on peut citer le virus de la rougeole,
le virus de la maladie de Carré, le virus de la peste
bovine et le virus de la peste de petits ruminants.

L'étude des différents Morbillivirus a permis

de mettre en évidence les relations immunologiques entre

les protéines de surface du virus de la rougeole et

s e D ML M IR U LR TR 1 T e o : s A provaene e I @] ¢ BRI Re 1P il
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celles des autres Morbillivirus, ainsi gue des homolo-
gies de séquences entre les ADN codant pour certaines
de ces protéines. Ces analogies permettent d'envisager
l'utilisation d'antigenes du virus de la rougeole pour
la vaccination contre la maladie de Carré, la peste
bovine et la peste des petits ruminants. Il est égale-
ment possible de prévoir l'utilisation des antigénes
de surface provenant de chacun des Morbillivirus en
systeme de vaccination homologue ou hétérologue.

Les protéines de surface telles que la protéine
hémagglutinante (HA) et la protéine de fusion (F) sont
plus particulierement intéressantes, mais d'autres pro-
téines de structure telles que la nucléoprotéine (NP)
pourraient étre utilisées. Les séquences d'ADN corres-
pondantes peuvent coder pour la protéine de longueur
totale ou bien pour des fragments suffisants pour induire
in vitro la synthése des anticorps neutralisant le
Morbillivirus.

Il est également possible de prévoir la mise
en oeuvre d'une sequence d'ADN codant pour plusieurs
protéines ou plusieurs fragments de celles-ci.

Sous un autre de ses aspects, l'invention vise
a produire in vivo, dans la volaille, un facteur inter-
venant dans son métabolisme, tel gue par exemple, une
hormone de croissance ou un facteur inducteur de celle-
ci (comme le GRF). Dans ce cas, la protéine hétérologue
est ledit facteur et le virus du Fowlpox comporte les
€léments assurant son expression in vivo. Pour obtenir
cette production, on administre a l'animal un virus du
Fowlpox selon l'invention qui contient le géne codant
pour ce facteur, le virus étant vivant.

Enfin, l'invention permet la préparation de
protéines d'intérét industriel ou thérapeutique en

Culture cellulaire, notamment dans des cellules aviaires,

in vitro mais également in vivo chez l'animal.

o R N HE I e N 17’401‘*'”“11““““'.“%““. (il (HH AR Pl e ity st gagedahone s ieqnzda e ddon 1. 630z pagttur "w”""““t'“““‘“h““’ﬂ'Hlmi iu‘(“‘n]hillihh::-l..n B LA P .



10

15

20

25

30

35

1341263

-4 —

L'expression d'une ségquence codant pour une
proteine étrangére par un Poxvirus et notamment par le
virus du Fowlpox implique nécessairement les trois

etapes suivantes :

1) la séquence codante doit étre alignée avec

4l promoteur de poxvirus et étre insérée dans un segment

lon essentiel de 1'ADN du virus du Fowlpox cloné dans

Un plasmide bactérien approprié
2) les séquences d'ADN du virus du Fowlpox
situees de part et d'autre de la séquence codante doi-
vent permettre des recombinaisons homologues entre le
plasmide et le génome viral dans une cellule receptrice
une double recombinaison conduit 3 un transfert de
l'insert d'ADN du plasmide dans le génome viral dans
lequel il sera propagé et exprimé -

3) la ségquence d'ADN intégrée dans le génome

du Fowlpox recombinant doit étre exprimee dans une

Cellule appropriée, supportant la multiplication du virus.

On a i1ndiqué précédemment que l'insertion de
1'ADN étranger doit se faire dans une partie non essen-
tielle du génome du virus du Fowlpox, c'est-a-dire une
partie qui n'empéche pas sa réplication. On aurait pu
envisager, comme dans les virus de la vaccine recombi-
nants, d'introduire le géne étranger dans le géne TK.
Toutefois, comme la souche de départ est une souche
atténuée, on peut craindre que 1l'altération d'une fonc-
tion utile a sa réplication ne constitue un handicap
trop important et ne diminue fortement son pouvoilr
immunogene et, par la, celui de l'antigéne etranger
exprimé par le virus recombinant. C'est pourquol, sui-
vant une caractéristique de la présente invention, la

sequence d'ADN étranger est introduite dans une zone

lntergénique non codante du virus du Fowlpox. Cette zone

intergénique est de préférence, situéde entre les ORF 7

€t 5 du fragment HindIII de 1.3 K pb du genome, selon
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Drillien et al. (1987).

L'invention concerne également les cultures
de cellules eucaryotes que l'on infecte avec le virus
recombinant selon l'invention et qui permettent sa ré-
plication. Parmi les cellules envisageables, on peut
Citer notamment les cellules aviaires.

L'invention a aussi pour objet des vaccins
Obtenus a partir de ces virus recombinants, sous forme
de virus vivants ou inactivés. Les méthodes de prépara-
tion des vaccins sont connues de 1'homme de métier et
ne seront pas rappelées ici.

L'invention concerne aussi des virus recombi-
nants vivants dont l'administration peut permettre 1la
production in vivo, pendant la multiplication virale,
d'un facteur utile au métabolisme de la volaille.

Enfin, l'invention concerne des séquences d'ADN
Comportant au moins un gene hétérologue au virus du
Fowlpox, sous le contrdle d'un promoteur de poxvirus,
flanque de part et d'autre de l'extrémité 3' de 1'ORF 7
et de l'extrémité 5' de 1'ORF 9, ainsi que des plasmides
portant ces ségquences d'ADN.

Ces plasmides sont utiles notamment dans le
Cadre d'un procédé d'obtention d'un virus recombinant
selon l'invention, caractérisé en ce qu'on transfecte
une culture de cellules compétentes avec 1'ADN d'un
plasmide selon l'invention, ladite culture ayant été
préalablement infectée par un virus du Fowlpox comportant
éventuellement un élément de sélection.

D'autres caractéristiques et avantages de l'in-
vention apparalitront dans la description détaillée sui-
vante. Les 4 figures suivantes illustrent les exemples :
Figure 1 : représentation schématique du plasmide pTGl170

et de l'insert portant le promoteur 7.5 Kd
qul a éte introduit dans le "polylinker",

pour donner le pTGll71l.

LA R LR LR R 2 1 RT3 8 T 5 ARV T e B 10 ot 1 e e HRHIERWA R R T R L 7240 LR LB O R S A e b M 5 1 U
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Figure 2 : photographie d'une boite de culture de fij-
broblastes de poulet montrant les plages de
B virus du Fowlpox recombinant exprimant la
B-galactosidase et qui apparaissent colorées
en bleu en présence de X-Gal.
Figure 3 : Construction de deux vecteurs permettant le

transfert du géne codant pour la protéine F
du virus de la rougeole dans le geénome du
virus du Fowlpox.

Les sequences d'ADN du génome du Fowlpox sont
représentées par des arcs de cercle au trait double
annotés selon les cadres de lecture qu'elles renferment
. SOit F6-F7, soit Fge L'arc de cercle au trait unique
représente le vecteur bactérien pPolyII. Le promoteur
P7,5 est schématisé par une fléche épaisse indigquant
la direction de la transcription. Les genes codant
pour la ?-galactosidase d'E. coli et la protéine F du
virus de la rougeole sont annotés lac Z et F measles
respectivement et leur direction de lecture normale
est la méme que celle du promoteur P7 5 situé en aval
de chaque géne. Les sites désignés B° correspondent i

l'endroit d'une ligation entre un site BglII et un site
BamHI.

Figure 4 : Mise en évidence de la synthése de la protéine

FF du virus de la rougeole dans des cellules
infectées par le virus FPV311l3.

Les protéines de cellules de poulet infectées
par la souche sauvage du Fowlpox (piste annotée T) ou
troils isolats de la souche recombinante FPV311l3 (pistes
annotées 1,2 et 3) ont été immunoprécipitées avec un
sérum de cobaye antirougeole puis analysées par électro-
phorese sur gel de polyacrylamide. L'autoradiographie
du gel séché est présentée. Les différentes formes de
la protéine F (FO, F. FZ) sont designées par des

fleches.

. « = . we .. ' (IR TS EYU Tele verEe e beo bt tdee et N s o e 0 sS4 ORI T HO 4 B4 P S e et I a1 L1 e 134 15 1 a2 LS 1N e L NN 0 g 1 e M R {0 R 1 4 e P e B T 2N D M e 0N e 18P gl s N 0 O LT ETTT L [T I
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Exemgle 1l Selection et caractérisation de mutants ther-

mosensibles (ts) du virus du Fowlpox.

On utilise une souche vaccinale du virus de 1la
variole des poules, ou Fowlpox, par exemple le vaccin
prodult par les laboratoires Salsbury (PoxineR, Labora-
toire Salsbury, 56 Rue Delprier, 37000 TOURS, France).

La multiplication du virus est mesurée a 3
températures :

titre apres 6 jours :

33°C 4,1.105 ufp/ml
37°C 4,1.105 ufp/ml
39,5°C 4,2.105 ufp/ml

Le virus non muté se multiplie aussi efficace-

ment aux 3 températures.

Un stock de virus cloné et amplifié a 39,5°C

a

est traité a la nitrosoguanidine & 10 ou 20 Pg/ml.
Apres ce traitement mutagéne, le virus est étalé, i une
dilution appropriée pour obtenir des plages bien isolées

sur cultures de fibroblastes d'embryons de poulets. Les
cultures sont incubées a 33°C (température permissive)
pendant 6 ou 7 jours puls colorées au rouge neutre pour
falre apparaitre les plages de virus.

Les cultures sont ensuite incubées a 39,5°C
(température restrictive) pendant 2 jours. Les plages
dont la taille n'a pas augmenté sont considérées comme
thermosensibles. Les virus de quelques plages sont pré-
levés et amplifiés a 33°C puis retitrés a 33 et 39,5°C
pour confirmer leur caractere ts. Le tableau suivant

présente les titres obtenus aux 2 températures.

Titrage a : 33°C 39,5°C
Virus Fowlpox témoin 1.105 l.lO5 ufp/ml
mutant tsl 2.105 {10 ufp/ml
mutant tsll 2.105 {10 ufp/ml
mutant ts24 2.105 £10 ufp/ml



5

10

15

20

25

30

-8~

1341263

Exemple 2 Mise au point des conditions de recombinaison

entre virus mutés ts et ADN purifié de virus
non muté.

Dans les conditions restrictives, les mutants
ts ne se multiplient plus.

L'ADN purifié des virus de la famille des

poxviridae n'est pas infectieux.

S1 l'introduction dans une méme cellule d'un

Virus ts et d'un ADN purifié donne lieu 3 une multipli-

cation de virus, ceux-ci résultent d'une complémentation

Ou d'une recombinaison in vivo entre les 2 génomes.

On infecte des tapis de fibroblastes d'embryons

de poulets avec les virus ts (4.10

4

ufp/10

6

cellules).

Apres 1 heure d'adsorption, on renouvelle les cultures

en milieu frais et on les incube pendant 2 heures a
température permissive (33-37°C).

Ensuite,

on élimine le milieu et on adsorbe

1*ADN purifié du virus non muté, sous forme de précipité

de phosphate de calcium (1 pg d'ADN dans 5 pl de tampen,
pour 4 boites de cultures).

Apres 1 heure d'adsorption, on renouvelle en

milieu frais et on incube pendant 2 heures a température

non permissive (39,5°) puis on effectue un choc au gly-

cérol (10%).

Ensuite,

pendant 5 jours a 39,5°C.

4

les cultures sont remises a incuber

Les plages de virus sont comptées, pour la

moitié, directement sur les boites ou la manipulation

a été effectuée, et pour la moitié, aprés amplification

(c'est-a-dire aprés congélation des premiéres boites

suivie d'un deuxieme cycle de multiplication).

(N HE
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Nombre de plages de virus

sans amplification apres amplification

sans ADN + ADN sans ADN + ADN
sl 0 15 10 3.10%
tsll 0 2 10 1.10%
ts24 0 3 10 1.10%

L'expérience montre que 1'ADN purifié du virus
du Fowlpox sauvage peut étre réactivé par les mutants
ts pour donner une progénie infectieuse.

Le mutant tsl a ete retenu pour les expériences
suilvantes.

Exemple 3 Construction d'un vecteur destiné au transfert
d'un ADN hetérologue dans le virus du Fowlpox.

Pour transférer une séquence d'ADN étranger
dans le génome d'un virus, cette séquence doit étre
intégree au milieu de séquences intactes du virus de
fagon a permettre une double recombinaison homologue.

L'ADN étranger doit étre inséré dans une zone
non essentielle du virus de maniere a ne pas empécher
sa multiplication.

Un vecteur a €té construit pour favoriser
l'insertion d'un ADN étranger dans une zone intergénique
non codante du virus du Fowlpox.

a) Insertion d'un fragment d'ADN du Fowlpox
dans un plasmide bactérien : construction du pTGl1170.

Un fragment 4d'ADN du Fowlpox preésentant une
importante homologie avec 1'ADN du virus de la vaccine

(1987).

Ce fragment (homologue au fragment HindIII J

a été décrit par Drillien et al.

du virus de la vaccine) porte 5 sequences ouvertes de
lecture (ORF) et se distingue de la vaccine par 1l'ab-
sence du gene F8 gui est remplacé par une zone inter-

génique non codante de 32 paires de bases.
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Cette zone intergénique a été choisie comme

site d'insertion de 1'ADN étranger.

Un large fragment d'ADN qui entoure cette zone
a eété récupéré pour servir de séquence homologue per-
mettant la recombinaison et l'intégration dans le génome
viral du Fowlpox. Ce fragment a été obtenu apreés diges-
tion par EcoRI et PstI. Le site EcoRI est situé en amont
de 1'ORF6 et le site PstI est situé dans 1'ORF9 (voir
schéma ci-dessus). Le fragment EcoRI-PstI a été intégré
dans un vecteur M13TG131 (Kieny et al. 1983), pour
donner le M13TG1l88.

L'introduction dans M13 permet d'effectuer une
mutageénese localisée, afin d'introduire des sites de
reconnaissance pour des enzymes de restriction qui per-

mettront l'insertion d'ADN étranger.

On a crée 3 sites : XhoI, BamHI et EcoRI, dans
la reégion intergénique de 32 pb, a l'aide de l'oligonu-
cléotide de syntheése suivant :
>' TTAAAAAGGAATTGACTCGAGGGATCCGAATTCAAGAAAATATTTAT 3

La construction portant l'insert synthétique
est appelée M13TGl95. La présence des sites de restric-
tion a éte verifiée avec les enzymes correspondants.

La séquence d'ADN du Fowlpox mutée a été récu-
pérée a partir du M13TGl95 sous forme de fragment BglII-
PstI (le site BglII est situé au début de 1'ORF6,
Drillien et al. 1987) et introduite dans un vecteur de
clonage dérivé du pML2 portant un adaptateur synthetique

comportant plusieurs sites de restriction, le POLYII

don U UG sEaTH R AIVKIR mﬁmmwhﬁwlmmw“mﬂm‘nmwx‘.l‘wrl'sni-l-'4" S MCREe el S S8 . : ' oo T T e T LA M S T A R R 3 b el 2 HEU R 6 IR LN RS O R P P e L e @S e LN i i o 04 0 v 12 LR o Jd R {5 i i 4 et b s §6 By 1 ripd Sl an d imd Y s 3w T dw A i d 3 oA 1 o ntad el q@ v s KNG L BN T et e NI H el
IREE LR B TEFI3Y 1) T & 9 B N : 3 : ' 1 4
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decrit par Lathe et al. (1987).

LL'insertion du fragment BglII-PstI du Fowlpox
dans le vecteur POLYII ouvert par BamHI et PstI donne
le plasmide pTGl170, qui est schématisé dans la figure 1.

b) Insertion d'un promoteur de poxvirus dans
le vecteur pTG1l170.

Pour obtenir l'expression d'un géne étranger
par un poxvirus, 1l est nécessaire de placer ce géne
sous le contrOle d'un promoteur de poxvirus.

Dans un premier temps, on a utilisé un promo-
teur bien caractérisé du virus de la vaccine, le promo-
teur du gene de la protéine 7.5 K, appelé en abrégé
"promoteur 7.5 K". On a introduit, dans le vecteur
PTGL170, le promoteur 7.5 K du virus de la vaccine,
recupéré sous forme de fragment SalI-EcoRI i partir
d'un vecteur M13TG7.5K décrit par Kieny et al. (1984).

Cette seéquence promoteur a été introduite
entre les sites Xhol et EcoRI de l'adaptateur synthéti-
que du pTGll70 (voir figure 1).

La construction résultante, pTGl1l71 porte donc
le promoteur 7.5 K inséré entre les ORF6-7 et 1'ORF9
du Fowlpox, avec un site BamHI (apporté par la séquence
P7.5K) et EcoRI immédiatement en aval.

Exemple 4 Insertion d'un gene étranger dans le vecteur
pTG1l1l71.

Un gene modéle a été utilisé pouf démontrer
l'utilité du vecteur et du systéme de sélection de
recombinants du virus du Fowlpox : le géne de 1la 6—
galactosidase de E. coli. Ce géne a été choisi parce
que son expression efficace peut aisément étre détectée
par l'addition de X-Gal (5—bromo-4—chloro~3-indolyl~ﬂ
D galactopyranoside) qui engendre une coloration bleue
sous l'action de la‘ﬁmgalactosidase.

Le gene lacZ codant pour la ﬁ~galactosidase

de E. coli peut étre récupéré, par exemple, a partir

R NE R LA B o S TR T B T e TR TP et Poat TR TH B Ce LT R T Bl R R B R I e R L S e ' ’ T et Rty el T R ]G R B A o TS TR VR T G110 S 1 R T bind e Ao b e TR 43 11 R AN A N AT T S s 00 L I 41 1 e 1 L AR T E G T | M o] A AT e L " u
s eteeezggned He S 10l 2 R N UNEN . .. . :
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du plasmide pCH1l1l0 (Hall et al. 1983). Le gene lacZ a
eté excisé par BamHI et HindIII et inséré dans le vec-
teur de clonage POLYII (cité plus haut) puls repris
sous forme de fragment BglII-BamHI pour étre inséré

5 dans le pTGll71 ouvert par BamHI et traité a la phos-
phatase.

La construction portant le gene lacZ en aval

du promoteur 7.5 K est appelé pTGl1l77.

Exemple 5 Expression d'un gene étranger par un virus

10 recomblnant du Fowlpox.

L'ADN du plasmide pTG1177 (100 ng/10° cellules)

a eété transfecté dans des cellules d'embryons de poulet
préalablement infectées par le virus Fowlpox tsl, selon
le protocole décrit dans 1l'exemple 2.
15 Apres 5 jours d'incubation a 39,5°C, on récolte
les virus recombinants apres avoir lysé les cellules
par congelation.
Les virus sont titrés sur cultures de fibro-
blastes d'embryons de poulet, sous milieu gélosé. Apres
20 5 jours, les plages du virus sont révélées au X-Gal

“ \

(solution a 30 mg/ml diluée a 1/100 en milieu PBS +
agarose 1%).
Les plages de virus se colorent en bleu, ce
qui indique la présence de fl-galactosidase fonctionnelle.
25 Exemple 6 Construction d'un deuxieme vecteur destiné au
transfert d'ADN hétérologue dans le virus du
Fowlpox.
a) Un autre vecteur permettant le transfert
d'ADN heterologue dans le virus Fowlpox a été construit
30 en conservant une région intergénigque plus importante
entre les ORF F7 et F9. Pour réaliser cet objectif,
une premiere mutagénese localisée a eteée effectuée sur
le phage M13TG188 (deécrit dans l'exemple 3) avec l'oli-
gonucléotide de synthése suivant

35 5' AACAACCTAATATCACTATAGGATCCTTGTTAAAAAGGAAT 3
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Cec1i donne le phage M13TG2123 et a pour résul-
tat d'introdulire un site BamHI dans la partie 3' codante
de 1'ORF F7. Une deuxieme mutagénese a ensuite été
effectuée sur M13TG2123 avec l'oligonucléotide suivant
5' CCTAATATCACTACTGAAGCGCAACTAGGATCCTTGTTAA 3

Dans le phage reésultant, M13TG2125, la distance
intergénique entre 1'ORF F7 et 1'ORF F9 est augmentée
d'une quinzaine de nucleéotides et les codons situés en

3' de 1'ORF F7 sont remplacés par des codons équivalents

’

codant pour les mémes acides aminés.

La séquence d'ADN du Fowlpox muté a été récu-
perée a partir du M13TG2125 sous forme de fragment
BglII-PstI et 1introduit dans le vecteur POLYII comme
dans l'exemple 3 pour générer le plasmide pTG2134.

b) Insertion d'un promoteur de poxvirus dans

le vecteur pTG2134.

Le promoteur du gene de la protéine 7,5 K du
virus de la vaccine récupéré sous forme de fragment
BglII-BamHI d'un vecteur M13TG2119 (dérivé du M13TG7.5K
décrit dans l'exemple 3) a été inséré dans le site
BamHI du plasmide pTG2134. Ceci a donné naissance a
deux vecteurs pTG2135 et pTG2136 qui se distinguent
entre eux par l'orilentation du promoteur. Dans le plas-
mide pTG2135, le promoteur est orienté dans le méme
sens gque les ORF F7 et F9 tandis que dans le plasmide
pTG2136, l'orientation est inversée.

Exemple 7 Insertion d'un gene étranger dans les vecteurs
PTG2135 et pTG2136.

Comme dans l'exemple 4, le gene de la Q“galac-
tosidase, sous forme d'un fragment BglII-BamHI, a été
insére dans les vecteurs pTG2135 et pTG2136 préalable-
ment ouverts par BamHI et traités par la phosphatase.
Ces manipulations ont donné naissance au vecteur

PTG2137 ou le géne de la fl-galactosidase est orienté

dans le méme sens que les génes des ORFs F7 et F9 et
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au vecteur pTGZ2138 dans lequel l'orientation du géne
deu}a @-galactosidase est inversee,

L'ADN du pTG21l37 a été transfecté dans des
cellules d'embryons de poulet infectées par le virus
du Fowlpox tsl, comme dans l'exemple 5.

Des plages de virus recombinants sont observées
apres 5 jours et elles se colorent en bleu aprés addition

de X-Gal.

Exemple 8 Insertion d'un gene etranger distinct du géne
de la P-galactosidase dans le génome du

Fowlpox et expression dans des cellules in-
fectées par des virus recombinants du Fowlpox.

A. Construction des virus recombinants

La construction d'un vecteur (pTG2137) qui
permet de transférer dans le génome du Fowlpox le géne
de la P-galactosidase et de reconnaitre les virus re-
combinants grdce a la couleur bleue des plages du Fowlpox
en présence d'un substrat chromogeéne (X-gal) a été dé-
crite dans le brevet principal. On peut de plus sélec-
tionner pour l'intégration d'un deuxiéme géne dans le
génome du Fowlpox sans que celui-ci confére au virus
un nouveau phénotype facilement détectable. Ceci est
illustre pour le cas du gene codant pour la protéine F
du virus de la rougeole.

Les étapes sont les suivantes :

Dans un premier temps, un deuxieme promoteur
P7,5 a été ajouté au plasmide pTG21l37 afin d;assurer
la transcription d'un deuxieme gene indépendant de la
p-galactosidase. Le promoteur P7,5 a été obtenu sous
forme d'un fragment BglII-BamHI excisé du phage M13TG2119
décrit auparavant. Le promoteur P7,5 a été integre en
aval du géne P-gal dans le site BamHI du vecteur pTG2137
soit dans la méme orientation que le premier promoteur
P7,5 pour donner le plasmide pTG2149, soit dans l'orien-

tation opposée pour donner le plasmide pTGZ2150.

SIMRES IR b e A b B D DR R W15 R b R A B { e S AR TR R L S G lra et e T A e e o PR e 1N e MR R R R 0 KB T 4 S ML ST BN RO [ A IR R IR TR I 1 BT RO B e e 0 ) eSS 1 Haened 00N L0 - U i s s Dl ERRHT TRV



10

15

20

25

30

35

. \ ‘I‘hll‘ﬂ"l‘iil‘ﬁﬁ!”‘111‘“‘4“'ﬁiﬁ‘fin*|"i'$l"l' S T LT L T B TL LI LT T R TP T o d """“""“"“‘"“‘-lmmiﬂmuw‘Si'-‘IW‘=”WWMM&#HRW&HMIm:‘lia'"hlhd--‘ ettt TR . . e e o g e T 3 Iwadedamns IR Y -:”-:“N‘w:ﬁwmﬂi“*““m“"“ﬂ!;:‘il“““"’“"““:-wmﬁm‘ﬂ“mm“r‘l“-i'ff““f'!"i‘l'“«'l“w‘(?l"ﬁ:“mﬂl‘ﬂlﬂdﬂm“h|uiwﬂwhh‘ﬂ'd
v Yiaddans U T N . Nl STl SR AT DL

15341263

-15-

Ensuite, le cADN codant pour le géene F du virus
de la rougeole a été inséré en aval du nouveau promoteur
P7,5 dans les deux vecteurs pTG2149 et pTG2150. D'abord,
le cADN codant pour la partie N-terminale de la protéine
F a eté excisé par coupure de pTGll72 avec les enzymes
BglII et BamHI et le fragment obtenu a été inséré dans
le site BamHI de pTG2149 ou pTG2150 de facon a respecter
le sens de la transcription correcte du gene F par rap-
port au promoteur P7,5 et donner naissance respective-

ment aux plasmides pTG2192 et pTG2193.

Le cCcADN codant pour la partie C terminale du
gene F a ensuite été isolé de pTGll73 par coupure avec
l'enzyme BamHI et le fragment ajouté au pTG2192 préala—
blement coupé par le méme enzyme de facon a reconstituer
un gene F intact. La partie C-terminale du géne F dans
le plasmide pTGll73 contient une région poly A qui avait
été délétée dans le phage M13TG2143. Ce dernier a fourni
la partie C-terminale du gene F sous forme d'un fragment
BglII-BamHI ajouté au plasmide pTG2193 coupé par BamHI.
Le plasmide forme lors de la ligation précédente est
appelé pTG3113.

Donc, les plasmides pTG21l95 et pTG3ll3 contien-
nent chacun le gene F complet du virus de la rougeole
sous le contrdle du promoteur P7,5 soit dans la méme
orientation que le premler promoteur P7,5 quil gouverne
l'expression du géne de la P-galactosidase (pTG2195),
solit dans l'orientation opposée. L'ensemble des clonages
réalisés qui ont généré des plasmides recombinants est
résumé dans la figure 3.

Les plasmides recomblinants pTG2195 et pTG311l3
ont servi a transférer le géne de la P-galactosidase

et le gene de la protéine F dans le génome du virus du

Fowlpox selon les technigques décrites dans les exemples
2 et 5.
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Des plages de virus recombinant du Fowlpox
dénommées FPV2195 et FPV311l3 ont été repérées grace
a leur couleur bleue en présence de X-gal. Le virus
contenu dans les plages a été repris, amplifié par
infection de cellules d'embryons de poulet, pulis réétalé
a nouveau. Des plages bleues ont é&té repérées et la
procédure précédente répétée.

Cette technique de clonage successif a montré
que le virus FPV31l13, apreées avoir été débarrassé du
virus non recombinant qui le contaminait initialement,

présente un phénotype ?—galactosidase stable. Par contre

’

le virus FPV2195 soumis aux mémes cycles de clonage
successif se révele instable, a savoir qu'une plage
bleue 1isolée donne environ 2% de plages incolores,
lncapables de coder pour la ?~galactosidase. Le virus
FPV2195 isolé au départ a donc tendance a ségréger le
géne P-gal tout en conservant le gene qui code pour la
protéine F ; le virus qui en résulte est appelé FPV2195

P-gal™. La perte du gene PAgal a lieu vraisemblablement

“

a la suite d'évenements de recombinaison inter- ou
intra-moléculaires entre les deux promoteurs P7,5 placés
en répétition directe par rapport au gene P—gal. Cette
méthode a l'avantage de permettre la sélection initiale
pour l'intégration d'un géne choisi (ici le géne F)
grace au marqueur P-gal qui y est associé physiquement
puis l'elimination du marqueur par un mécanisme de re-
combinaison naturelle du virus et enfin la réutilisation
eventuelle du marqueur pour l'insertion d'un autre géne

ou du méme dans une autre région du génome.

B. Expression de la protéine F dans des cellules

infectées par FPV2195 P-gal et FPV3113
Des cellules d'embryons de poulet ont été in-
fectées avec environ 1 ufp par cellule de FPV3113,
FPV2195 P-gal ou FPV de type sauvage. Apres 40 heures

N

d'infection, les cellules ont &été marquées a la méthio-
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nine 35S pendant 4 heures, puis lysées avec un tampon
d'immunoprécipitation. La protéine F contenue dans les
lysats de cellules infectées avec les recombinants a
été immunoprécipitée avec un sérum polyclonal de cobaye
dirigé contre l'ensemble des protéines du virus de 1la
rougeole en présence de la protéine A" de Staphylocoque
aureus fixée au Sepharose.*bes protéines immunoprécipi-
tées ont été analysées sur gel de polvacrylamide en
présence de SDS : le gel séché a été soumis a autoradio-
graphie. Les résultats présentés (figure 4) pour le
recombinant FPV31l1l3 démontrent la présence du produit
primaire de traduction de 1'ARNm correspondant au gene

F (F°) ainsi que les produits de clivage F, et F

1 2°

* TRADE-MARK
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REVENDICATIONS:

¢ -

1. Virus du Fowlpox recombinant, caractérisé

en ce qu’il dérive d’une souche atténuée de virus du
Fowlpox et comporte, dans une zone intergénigque non

5 codante et non essentielle du génome du virus du Fowlpox
une séquence d’ADN codant pour tout ou partie d’une
protéine hétérologue au virus du Fowlpox ainsi que les
éléments susceptibles d’assurer l’expression de cette
protéine dans une cellule infectée par ledit virus

10 recompinant.

2. Virus du Fowlpox selon la revendication 1,
caractérisé en ce que la zone intergénique non codante
est la zone située entre les ORF 7 et 9 du fragment
HindIII de 1.3 K palres de bases de 1’ADN viral.

15 3. Virus du Fowlpox selon la revendication 2,
caractérisé en ce que la séquence d’ADN codant pour tout
ou partie de la protéine hétérologue est insérée entre le
codon de fin de traduction de 1’ORF 7 et la région
intergénique de 32 paires de bases située immédiatement

20 en amont de 1’ORF 9.

4 . Virus du Fowlpox selon l’une des
revendications 1 & 3, caractérisé en ce que ledit virus
recombinant dérive d’une souche vaccinale du virus du
Fowlpox.

25 5. Virus du Fowlpox selon la revendication 4,
caractérisé en ce que ledit virus recombinant dérive
d’une souche de virus du Fowlpox thermosensible.

6. Virus du Fowlpox selon l’une des
revendications 1 a 5, caractérisé en ce gu’il comporte un

30 géne codant pour un margqueur de sélection qui s’exprime
dans une cellule infectée par ledit virus recombinant.

7 . Virus du Fowlpox selon l’une des
revendications 1 a 6, caractérisé en ce que la séquence
d’ADN code pour une protéine induilsant une réponse

35 immunitaire contre un virus hétérologue.
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8. Virus du Fowlpox selon la revendication 7,
caractérisé en ce que ledit virus hétérologue est choisi
parmi le virus de la maladie de Newcastle, le virus de la
bronchite infectieuse et le virus de la maladie de Marek.

9. Virus du Fowlpox selon l‘’une des
revendications 1 & 7, caractérisé en ce que la séquence
d’ADN code pour une protéine induisant une réponse
immunitaire contre un Morbillivirus.

10. Virus du Fowlpox selon la revendication 9,
caractérisé en ce que ledit Morbillivirus est choisi
parmi le virus de la rougeole, le virus de la maladie de
Carré, le virus de la peste bovine et le virus de la
peste des petits ruminants.

11. Virus du Fowlpox selon la revendication
10, caractérisé'en ce que la séguence d’ADN code pour
tout ou partie d’au moins une protéine de structure du

virus de la rougeole.

12. Virus du Fowlpox selon l1l’une des
revendications 1 & 7, caractérisé en ce que la séquence
d’ADN code pour un facteur intervenant dans le

métabolisme de la volaille.
13. Procédé d’obtention d’un virus recombinant

selon l'une des revendications 1 & 12, caractérisé en ce
qu’on transfecte une culture de cellules compétentes avec
1’ADN d‘un plasmide qui comporte au moins un gene
hétérologue au virus du Fowlpox, sous le contrdle d’un
promoteur de poxvirus, flanqué de part et d’autre de
l’extrémité 3’ de 1'ORF 7 et de l’extrémité 5’ de 1'ORF
9, ladite culture ayant été préalablement infectée par un
virus du Fowlpox, et que 1"an recupere le virus Fowlpox recombinant ainsi produit.

14. Procédé d’'obtention d’un virus recombinant
selon la revendication 13, caractérisé en ce que le
promoteur comporte le promoteur de la protéine 7,5 K du
virus de la vaccine.

15. Culture de cellules eucaryotes infectée

par un virus du Fowlpox recombinant selon l’une des

revendications 1 a 12.

R LA B TT e HT P B R T PR TSR Tt i it .. . T R AR TN MU LTI NN R AR BT AL LA RO 2t e S : e e e e HE RNy st ER B I R AR I T LT N et B e e T340 B e RS2 P O e T St N O PR SN T RN G R R AR M N E et aEn

1341263

3ire AL NN o PR I H R UM P -



1341263

-21-

16. Culture de cellules selon la revendication
15, caractérisée en ce qu’‘il s’agit de cellules aviaires.
17. Vaccin caractérisé en ce qu’il contient un
virus du Fowlpox selon l’une des revendications 1 a 13.
5 18. Vaccin caractérisé en ce qu’il contient un
virus du Fowlpox obtenu par réplication dans les cultures
de cellules selon l’une des revendications 15 ou 16,
caractérisé en ce que le virus du Fowlpox est vivant.
19. Procédé de préparation d'une protéine
10 d’intérét industriel ou thérapeutique, caractérisé en ce
qu’on cultive une cellule eucaryote selon les
revendications 15 ou 16 et gqu‘on récupere la protéine

obtenue.
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