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"Antigéhe du virus de l'hépatite B et procédé pour sa
production”.

La présente invention se rapporte 3 un antigéne du
virus de 1'hépatite 8 (que l'on appellera souvent ci-apris
"antigéne HBV") contenant un antig2ne de surface du virus
de l'hépatite B (souvent appelé ci-aprés "antig2ne HBs").

5 Plus particulizrement, la présente invention concerne un
antigéne HBV comprenant un antigéne HBs et, 1ié 3 son
extrémité N, un peptide de 10 acides aminés. Le peptide de
10 acides aminés consiste en un résidv de méthionine et une

séquence de 9 acides aminés qui fait partie de 1'antigeéne
10 pré-HBs (souvent appelé ci-aprés "PreS") qui est un poly-
peptide occasionnellement 1ié a l'extrémité N de l'antigéne
HBs & 1'état naturel. L'antigéne selon la présente invention
a une grande pureté et est de qualité uniforme, il peut
étre utilisé de maniére sdre et efficace en tant que vaccin
15 pour 1'hépatite B. Par ailleurs, l'antigéne de la présente
invention peut @tre produit économiquement et sGrement en
masse. Par ailleurs, dv fait de son antigénicité spécifique,
1'antigéne de la présente invention peut &tre avantageuse-
ment utilisé en tant que réactif de diagnostic pour des
20 anticorps anti-virus de 1'hépatite B, et peut également
étre utilisé pour la préparation des anticorps anti-virus
de l'hépatite B,
On sait que l'infection par le virus de 1'hépatite B
provoque l'hépatite B aigué ou chronique, et l'hépatocirrhose
25 et le cancer du foie qui sont souvent provogués inter=-
curremment par 1'hépatite chronique B. Il existe, dans
1'Asie du Sud-Est et la région centrale de 1'Afrique, un
'grand nombre dé patients souffrant de 1'hépatite B, et des
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patients latents porteurs du virus de 1'hépatite B, comme
des porteurs en incubation et perSOnnes“qui ont regu une
infection inapparente, sont répandus dans le monde entier.
On estime que le nombre de patients, dans le monde, atteint
5 environ 200 millions, et que le nombre de patients latents

au Japon est d'environ 3 millions, ce qui représenpe environ
2,5% de la population du Japon. En d'autres termes,
l'hépatite B est une maladie infectieuse de grande impor-
tance, non seulement au Japon mais également dans des pays

10 du monde entier et par conséquent, la prévention, le
diagnostic précoce et le traitement précoce de la maladie
sont d'une importance globale.

La particule compléte du virus de l'hépatite B est
appelée particule de Dane. La ﬁarticule atteint environ

15 42 nm de diamdtre et sa surface est couverte de l'antigéne
HBs. Sous la surface, la particule a un noyau d'environ
27 nm de diamdtre. Dans le noyau, il y a un ADN circulsire
dont la partie principale a une structure 3 deux brins mais
la petite partie restante a une structure a un seul brin,

20 et une ADN polymérase. La longueur de 1'ADN circulaire est
d'environ 3.200 paires de bases lorsque la partie 3 un seul
brin de 1'ADN circulaire est artificiellement réparée de
maniére que la partie 38 un seul brin devienne & deux brins
et que 1'ADN circulaire devienne un ADN complitement 3 deux

25 brins. Un antigéne HBs est un polypeptide de 226 acides
aminés et son poids moléculaire est d'environ 2,3 x 104 dal-
tons. Certasins des antig2nes HBs 3 1'état naturel sont
considérés comme ayant un- polypeptide appelé PreS 1ié 2
1'extrénmité N. Un PreS comprend 163 acides aminés. Du point

30 de 'vue diagnostic et épidémiologie, les antigénes HBs sont
grossiérement-classés en quatre types, c’est-a-dire adr .
adw , ayr et ayw. On sait que dans les pays d'Asie
comprenant le Japon, le type adr prédomine et dans les
pays européens, c'est le type adw. .

35 - Pour la prévention de 1'infection par l'hépatite B,
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il est nécessaire d'utiliser un antigéne HBs comme vaccin.
Lfantigéne HBs est obtenu d'un virus deul'hépatite B
(souvent appelé ci-aprés "HBV"). Pour obtenir 1'antig&ne
HBs, HBV doit proliférer. HBV ne peut proliférer que dans
les corps de l'homme et des chimpanzés, parce gue la gamme
des hdtes de HBV est limitée 3 l'étre humain et aux chim-
panzés. Cependant, les corps humains ne peuvent étre
utilisés comme hOtes pour la prolifération de HBV. De méme,
en ce qui concerne les chimpanzés, il est extrémement diffi-
cile d'utiliser ceux-ci comme h8te , parce que leur nombre
est limité et que l'importation des chimpanzés e€st extréme-
ment limitée du point de vue préservation de leur race.

Par ailleurs, une méthnde de prolifération de HBV dans une
culture de cellules d'une lignée de cellules dérivée de
1'étre humain ou du chimpanzé n'est pas utile parce que HBV
ne peut proliférer dans les cellules d’'une lignée de cellu-
les & grande échelle. Pour ces raisons, un antigéne HBs a
traditionnellement été produit en isolant les particules

du virus du sang d'un porteur humain silencieux , porteur
d'une forte concentration des particules du virus de
1'hépatite B et en purifiant les particules isolées du virus
par centrifugation, dessalement, etc. Cependant, comme la

. fourniture du sang ci-dessus mentionné est limitée, l'anti-

géne HBs n'a pu &tre produit 2 une échelle suffisamment
impoftante pour répondre & 1a demande globale. Par suite,
1'antigéne HBs est précieux et d'un prix élevé.

" Le probléme ci-dessus mentionné rencontré dans 1a
production de l'antigéne HBs est bien connu de ceux qui sont
compétents en la matiére et diverses tentatives ont éte
faites pour le résoudre. Par exemple, une méthode 3 été

proposée, dans laquelle Escherichia coli, Bacillus subtilis,

un pseudonas , une levure, une moisissure ou analogue est
transformé par un ADN recombinant contenant un ADN codant
pour un antigéne HBs afin d'obtenir un transformant et

1'antigéne HBs est produit par le transformant (voir par
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exemple déscriptions de demandes de brevets au Japon

N°s 55-104887, 56-63995, 57-181099, 57-209298, 59-317999,
59-36699, 59-74988 et 60-89431, la description de la |
demande de brevet britannique N° 2 125 D47A et 13 publica-
tion de la traduction en japonais N° S6-501128 de la
demande de brevet PCT N® W081/00577; une méthode dans.
laquelle des cellules somaéiques cultivées sont transfofmées
par un ADN recombinant contenant un ADN codant pouf un
antigéne HBs afin d'obtenir un transformant et l'antigéne
HBs est produit par le transformant obtenu {voir par '
exemple la description de la2 demande de brevet au Japon

N° 58-995); une méthode dans laquelle un antigéne HBs est
produit par mise en culture de cellules qui sont infectées
en persistance par le virus de 1'hépatite B (voir descrip-
tion de la demande de brevet au Japon N° $6-150020); wune
méthode dans laquelle un antigéne HBs est chimiquement
synthétisé (voir description de la demande de brevet au
Japon N® 57-136527); et analogues. Cependant, toutes ces
méthodes présentent des inconvénients ou d&fauts par rapport
au rendement, 3 1'immunogénicité et 3 la qualité de
1'antigéne HBs produit . Par conséquent, aucune de ces
méthodes n'a été mise en vsage pratique.

Les présents inventeurs ont effectué des études
extensives et intensives afin de résoudre les problémes ci-
dessus. En effet, les présents inventeurs ont effectué le
clonage. d'un-ADN codant pour un antigéne HBs , qui est
capabie'dé prévenir 1l'infection par HBY, et PreS. Par
ailleurs, les présents inventeurs oAt déterming la séquence
des bases de 1'ADN obtenu par le clonage. Alors, en utili-
sant 1'ADN cloné, les présents inventeurs ont étudié 1a
production, par technique d'ADN recombinant, d'un antigéne
d'excellente qualité pouvant @tre utilisé de manidre efficace
et sdre en tant que vaccin pour 1'hépatite B et pouvant &tre
produit de maniére économique et stable 3 un fort rendement.

Par suite, les présents inventeurs ont trouvé qu'un antigéne
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comprenant une séquence d'acides aminés d'un antzgéne HBs
et,lide 3 son extrémité N , une séquence spéC1f1que de

9 acides aminés dérivée de PreS et une méthionine dans cet
ordre, est de bonne qualité-et d'excellentes1mmunogénéc1té
et antigénicité en tant que vaccin pour 1l'hépatite B et

peut &tre produit en toute sécurité et de manidre stable

a8 grande échelle et 3 bag pr1x La présente 1nvent10n a
été accomplie en se basant sur la découverte ci-dessus.

Par conséquent, la présente invention 8 pour objet
la production d'un antigéne excellent non seulement par
son immunogénicité et son antigénicité lorsqu'il est utilise
comme vaccin pour l'hépatite B, mais également par sa
qualité. '

La présente invention a pOUT autre obJet un procéddé
de production d'un antigéne du type ci- dessus mentionné.

La présente invention 3 pour awvtre obJet un vaccxn‘
compienant une quantité immunogéniquement efficace d’ un
antigéne du type ci-dessus mentionné,

L'invention sera mieux cofmprise, et d'autres
buts,'CBractéristiques, détails et avantages de celle~-ci
apparaitront plus clairement av cours de la description
explicative qui va suivre faite en référence Bux dessins
schématiques annexés donnés uniquement 3 titre d' exemple
illusttant plusieurs modes de réalisation de 1'invention
et dans lesquels :

- la figure 1 montre un organigramme indiquant le
clonage de 1'ADN de HBY et 1la préparation dé pMiB11;

- la figure 2 montre un organigramme indiquant la
préparation de séries du plasmide pBH103;

- les figures 3a & 3e montrent les séquences des

bases d'une partie du plasmide pBH103-MES et d'une partie

du plasmide pBH103-CT ainsi que 1la séquence des acides aminés
de 1'antigéne de 14 présente invention et d'un antigéne HBs;
et

- la fidure 4 montre les ré5ultats'd'une électrophorése
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sur gel de polyacrylamide-SDS de l'antigéne de la présente

inventio

n.

Essentiellement, selon la présente invention, on

prévoit un antigéne du virus de 1'hépatite B comprenant une

séquence
qui suit

d'acides aminés représentée par la formule (I)

Met Ser
Met Glu
Pro Leu
Leu Leu
Ser Levu
Phe Levu
Gln Asn

Ser Prq

Gly Tyr
Ile Ile
Leu Ile
Gln Gly
Pro Gly
Cys Lys
Thr Ser
Lys Pro
Pro Ile
Phe Lev

Ser Trp

“Bln Trp

Trp Leu
Trp Gly
Pro Phe
CQS'Leu

Arg
Asn
Leu
Thr
Asp
Gly
Ser
Thr
Arg
Phe
Phe
Met
Thr
Thr
Met
Ser
Pro
Trp
Leu
Phe
Ser
Pro
Leu

Trp

Thr
Thr
Val
Arg
Ser
Gly
Gln
Ser
Trp
teu
Lev
Leu
Ser
Cys
Phe
Asp
Ser
Glu
Ser
Val
Val
Ser
Pro
Val

(I).

Gly
Thr
Leu
Ile
Trp
Ala
Ser
Cys
Met
Phe
Ley
Pro
Thr
Thr
Pro
Gly
Ser
Trp
Leu
Gly
Ile
Leu
Leu
fyr

Dans laquelle Ala

Asp Pro Als
Ser Gly Phe
Gln Ala Gly
Leu Thr Ile
Trp Thr Ser
Pro Thr Cys
Pro Thr Ser
Pro Pro Ile
Cys Leu Arg
Ile Leu Leu
Val Leu leu
Val Cys Pro
Thr Ser Thr
Ile Pro Als
Ser Cys Cys
Asn Cys Thr
Trp Ala Phe
Ala Ser Vval
Leu Val Pro
Leu Ser Pro
Tfp'Met Met
Tyr Asn Ile
Leu Pro Ile
“ILe. '

Pro
Leu
Phe
Pro
Leu
Pro
Asn
Cys
Arg
Leu
Asp
Leu
Gly
Gln
Cys
Cys
Ala
Arg
Phe
Thr
irp
Leu
Phe

Asn
Gly
Phe
Gln
Asn
Gly
His
Pro

Phe

Cys
Tyr
Lev
Pro
Gly
Thr
Ile
Arg
Phe
Val
Val
Tyr
Ser
Phe

indique un résidu d'alanine, Arg
un reésidy d'arginine, Asn un résidu d'asparagine, Asp un
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résiduy d'aﬁide aspartique, Cys wun résidu de cystéine,

Gln un résidv de glutamine, Glu un résidu d'acide
glutamique, Gly un résidu de- glycine, His un résidu
d'histidine, Ile un résidu d'isoleucine, Lys un résidy

5 de lysine, Leu wun résidu de leucine, Met wun résidu de

'méthionine, Phe un résidu de phénylalaniné, Pro wun résidu
de proline, Ser un résidu de sérine, Thr un résidu de
thréonine, Trp wun résidu de tryptophane , Tyr wun résidu
de tyrosine et Val un résidu de valine,

10 De méme, selon la présente invention »ON prévoit un
acide désoxyribonucléique qui comprend une séquence des
bases codant pour un antigéne du virus de 1'hépatite B
comprenant une séquence d'acides aminés représentée par la
formule (I) ci-dessus mentionnée.

15 Par ailleurs, selon la présente invention, on
prévoit un procédé de production d'un antigéne QU virus de
l'hépatite B comprenant une séquence d'acides aminés repré-
sentée par la formule (I) ci-dessu§ mentionnée, qui
comprend

20 (a) 1la ligature d'un acide désoxyribonucléique
comprenant une séquence des bases codant pour ledit antigéne
& un vecteur d’'expression réplicable pour obtenir un ADN
recombinant réplicable comprenant ledit acide désoxyribo-
nucléique et ledit vecteur d'expression réplicable;

25 (b) la transformation des cellules d'un micro-

. organisme ou d'une culture de cellules par ledit ADN
recdmbinanﬁ réplicable pour former des transformants;
(c) la sélection.desdits transformants & partir de
cellules parentes du micro- organlsme ou de la culture de

3o celluleS' .

(d) - 1'incubation desdits transformants, forgant
lesdits transformants a exprimer ledlt acide desoxyrlbo-
nucléique et 3 produire un antigéne; et

(e) ‘1'isolement dudit antigéne des transformants

35 incubés.

'
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Par ailleurs, selon la présente invention, on

‘prévoit un vaccin comprenant une quantiﬁé immunogéniquement

efficace d'un antigéne du virus de 1l'hépatite B de 1'Btre
humain éomprenant une séquence d'acides aminés représentée
par la formule (I) ci-dessus mentionnés,

Un antigéne HBV selon la présente invention comprend
la séquence d'acides aminés représentée par la formule (I)
ci-dessus, La séquence d'acides aminés de la formule (I)
contient une séquence de 226 acides aminés qui correspond
3 la séquence entidre d'acides aminés d'un antiggne HBs et,
liée a son extrémité N, une séquence de 9 acides aminés gui
fait partie de PreS§, ‘et une méthionine dans cet ordre.
PreS est une pré-séquence de 1'antigéne HBs comme on 1'a
précédemment mentionné. la séquence des 9 acides aminés
est la mé&me que la séquence d'acides aminés C-terminale

L'antigene de la présente invention comprenant une
séquence d'acides aminés représentée par la formule (I)
peut &tre préparé et identifié par un procédé comprenant
les étapes (1) & (11) ci-dessous mentionnées.

R l'étape (1), des particules de Dane (particules
complétes de HBV) sont isolées du sang et purifiées. En
tant que sang & utiliser pour l'isolement des particules
de Dane, on peut de préférence employer un sang positif &
1'antigéne HBe plutdt qu'un sang positif 3 l'antig&ne HBs.
La raison en est la suivante. L'antigéne HBs est présent
de manigre inhérente 3 la surface de la particule de Dane,
mais est souvent libéré de cette particule et présent dans
le sang & un état indépendant de la surface de la particule
de Dane. Par conséquent, méme si un certain échantillon de
sang recueilli est positif & l'antigéne HBs, 1'échantillon
de sang ne contient pas toujours la particule de Dane. Au
contraire, l'antigéne HBe est présent -dans le coeur ou
noyau de la particule de Dane et n'est jamais libéré de

tette particule. Par conséquent, si un cgertain é&chantillon
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de sang recueilli est positif & l'antig&ne HBe, un tel
échantillon de sang contient'touj0urs la: pérticule'de Dane,
Dans cette étape, des techniques habituelles conventlonnel-
les telles qu'une ultracentrifugation et dnalogues peuvent’
étre utilisées pour l'isolement et la purification des
particules de Dane.

' A 1'étape (2), 1'AON de HBV est réparé par 1'AQN
polymérase endogéne et récupéré. L'ADN de HBV est de forme
circulaire et une partie de 1'ADN deé HBY est de manidre
inhérente & deux brins, mais la petite partie restante
est de manidre inhérente 3 un seul brin. La partie ‘4 un
seul brin est réparée par des techniques habitbelles'de
maniére que 1'ADN de HBV ait une structure totalement 2
deux brins. Dans ce but, 1'ADN polymérase inhdrente aux
particules de HBV peut &8tre utilisée , L'ADN réparé‘beut
étre extrait et récupéré par des techniques habituelles
comme une technique d'extraction au phénol et aﬁaiogues.

A l'étape (3), 1'ADN de HBV est cloné . En tant que
vecteur pour le clonage, on peut utiliser tous les vecteurs
connus tels que des plasmides ayant une adaptabilité 3 une
cellule procaryote comme Escherichia coli, Bacilius subtilis
et analogues et des vecteurs dérivés du A phage et de T4
phages. A cette étape, il est souhaitable qu'une combinai-
sOon appropriée d'un vecteur clonant et d'une cellule hdte
soit choisie. La détection et 1'identification de 1'ADN de
HBV cloné peuvent s'effectuer par des méthodes habltuelles
conventionnelles telles qu'une hybridation sur ‘plaque et
une hybridation par tache du Sud. Une sonde 3 utiliser
pour la détection et l'identification peut étré'prégarée
par des méthodes habituellés conventionnelles , par exemple
la méthode empldyée & 1'Etape 2 de I'Exempleidonmé ci-dessous,

Dans la mise eh pratique du processus de cette étape, il

faut notér ce qui suit., En général, la quantité de 1'AON de
HBV qui est récupérée a 1'stape (2) qui précede est extréme-
ment faible. Par conséquent, il est préférable d'entreprendre




10

15

20

25

30

35

08700666

10

d'abord le clonage.de 1'ADN de HBY , &n utilisant un
vecteur phagique ayant une forte capacité "de clonage et
subséquemment, 1'ADN de HBV ainsi cloné est encore;cloné'
én utilisant un vecteur plasmidique. ’

A l'étape (4), 1'ADN de HBV est ligaturé 3 un
vecteur d'expression réplicable pour obtenir un ADN recombi-
nant. En tant que vecteur 'd'expression réplicaeble utilisé
dans cette étape, on peut mentionner tous les‘vecteurs
connus comme les plasmides d'expression, les vecteurs
navettes d'expression, les vecteurs d'expression
de dérivés de virus tels que le virus de la vaccine et 5v40
et analogues, qui ont une adaptabilité aux cellules hdtes
d utiliser. En ce qui concerne la cellule hote, 1'explica-
tion en sera donnée ultérieurement. )

La ligature de 1'ADN de HBY 3 un vecteur d'expres-
sion réplicable peut s'effectuer par une méthode habituelle.
Dans la misé en pratique de la ligature , il fan noter
particulidrement que 1'ADN recombinant qui est capable
d'exprimer 1'ADN de HBV pour produire un antigéne ayant
une antigénicité €t une immunogénicité souhaitées chez un
hOte peut né pas &tre obtenu simplement par ligature directe
de 1'ADN de HBV 3 un vecteur d'expression réplicable . Par
conséquent, selon uné technique habituelle, un vecteur
d'expression ayquel doit étre ligaturé 1'ADN de HBV peut
étre modifié, afin que

(i) la quantité de production de l'antigéne puisse
étre adccrue autant que possibleé;

(i1) l'antigénicité et 1'immunogénicité d'um produit
d'expression (antigéne) puissent &tre accrues;

(iii) la stabilité de 1'ADN de HBV dans un vecteur

d'expression et une cellule hdte puisse &8tre accrue:

(iv) 1'aritigéne produit par expféssion génétique
dans une cellule hbte puisse &tre sécréte hors de la cellule
hOte dé maniére que l'extraction et lg purification de
1'antigéne puissent &tre simplifiéeés:
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(v} 1'antigéne HBV produit par l'expression
génétique puisse étre empéché d'étre décomposé .par l'acticn
d'une enzyme protéolytique dans la cellule; et

(vi) leg conditions de mise en culture d'un trans-
formant puissent 8tre simplifides afin de faciliter 1la

"mise en culture,.

La modification ci-dessus mentionnée d'un vecteur
d'expression peut &tre entreprise comme suit. En effet, les
ADN qui ont la capacité d'obtenir les effets mentiannés
aux articles (i) & (vi) ci-dessus sont ligaturés seuls ou
en combinaison & un vecteur d'expression. Pour ces AON,
on peut mentionner, par exemple, une séquence de réplication
avtonome (ARS) ou origine de réplication (ORI) excellente
par sa capacité & la réplication d'un vecteur d'expression,
un promoteur excellent par son pouvoir d'expression géné-~
tiqgue, un ADN codant pour un peptide quil est capable
d'améliorer l’'immunogénicité et 1'antigénicité du présent
antigéne, un ADN contenant un g&ne pour la stabilisation
d'un vecteur, un AON codant pour un peptide de signal, etc.
' A 1'étape (5), une cellule hdte est transformée
par un ADN recombinant obtenu & 1'étape (4) ci-dessus
mentionnée, et le transformant est isolé.

) A cette étape, .1a transformation d'une cellule hdte
par 1'ADN recombinant est effectuée par une méthode habi-
tuelle telle qu'une méthode aux cations alcalins. Comme
exemples de cellules hd8tes, on peut mentionner des
cellules procaryotes telles que Escherichia coli et Bacillus

subtilis , et des cellules euéaryotes telles que 1la levdre

et une culture de cellules d'organisme supériebr.

Les transformants formés par la transformaticn sont
choisis et isolés de cellules parentes qui restent non -
transformées par 1'ADN recombinant, en utilisant, comme
critéré, par exemple, un trait phénotypique tel qu'une
résistance 3 un produit phafmaceutique et une auxotrophie

des transformants qui est impartie par le vecteur
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! - d'expression réplicable. .

S A 1'étape (6), le transformant est mis en culture
et 1'antigéne est extrai;. A cette étape, le transformant
est mis en culture par des méthodes habituelles convention-

"5 nelles pour exprimer 1'ADN de HBV et produire 1'antigéne.
Afin d'augmenter la quantité de l'antigéne produit et de
stabiliser 1l'antigéne , la composition d'un milieu de
culture, les conditions de culture et de sous-culture des

transformants peuveni étre choisies de manidre appropriée.

10  Pour l'extraction de l'antigi&ne, des méthodes habituelles
conventionnelles telles qu'une interruption physique des
cellules , peuvent &tre employées.

A 1l'étape (7), las quantité de l'antigane dans
l'extrait produit par le transformant est déterminée. La

15 quantité de l'antigéne produit contenu dans l'extrait
obtenu & 1'étape (6) peut étre mesurée par des méthodes
habituelles conventionnelles, comme la méthode dans laquelle
on ytilise une trousse du commerce pour déterminer la
quantité de l'antig&ne HBs.

20 A 1'étape (8), la séquence des bases du géne de
structure de 1'antigéne HBV est déterminée. A cette étape,
le vecteur d'expression est extrait du transformant qui
présente une activité d'antigéne HBs. Alors, le g&ne de
1'ADN de HBV ligaturé au vecteur est séparé du vecteur et

29 la séquence des bases de 1'ADN de HBY est déterminée. La
déterminqtion de la séquence des bases peut &tre effectude
par des méthodes habituelles conventionnelles, par exemple,
la méthode de terminaison de chaine au didésoxy et
analogues.

30 : © Par suite de la détermination de la séquence des
bases de 1'ADN de HBV,  le codage de 1'ADN pour 1'antigéne
‘obtenu par le procédé ci-dessus mentionné s'est révele

L avoir une séquence des bases de la formule (II) suivante :
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ATG TCG AGG ACT GGG GAC CCT GCA.CCG AAC
ATG GAG AAC ACA ACA TCA GGA TTC CTA GGA
CCC CTG CTC GTG TTA CAG GCG GGG TTT TTC
TTIG TTG ACA AGA ATC CTC ACA ATA CCA CAG
5 AGT CTA GAC TCG TG6 TGG ACT TCT CTC AAT
TTT CTA GGG GGA GCA CCC ACG TGT CCT GGC
CAA AAT TCG CAG TCC CCA ACC TCC AAT CAC
TCA CCA ACC TCT TG6T CCT CCA ATT TGT CCT
GGC TAT CGC TGG ATG TGT CTG GGG CGT TTT
10 ATC ATA TTC CTC TTC ATC CTG €TG CTA TGC
CTC ATC TTC TT6 TT6 GTT CTT CTG GAC TAC
CAA GGT ATG TTG CCC GTT TGT CCT CTA CTT
CCA GGA ACA TCA ACT ACC AGC ACG GGA CCA
TGC AAG ACC TGC ACG ATT CCT GCT CAA GGA
15 ACC TCT ATG TTT CCC TCT TGT TGC TGT ACA
AAA CCT TCG GAC GGA AAC TGC ACT TGT ATT -
CCC ATC CCA TCA TCC TGG GCT TTC GCA AGA
TTC CTA TGG GAG TGG GCC TCA GTC CGT TTC
TCC TGG CTC AGT TTA CTA GTG CCA TTT GTT
20 CAG TGG TTC GTA GGG CTT TCC CCC ACT GTT
TGG CTT TCA GTT ATA TGG ATG ATG TGG TAT
TGG GGG- CCA AGT CTG TAC AAC ATC TTG AGT
CCC TTT TTA CCG CTA TTA CCA ATT TTC TTT
TGT CTT TGG GTA TAC ATT
25 R ¢ & §

o0 A représente un résidu d'écide désoxyadénylique,
G un résidu d'acide désoxyquanylique, C un résidu
d'acide désoxycytidylique et T un résidu d'acide
30 désoxythymidyliqua. ét les extrémités gauvche et
droite de 1a formule (II) réprésentent le cdté du
groupe 5'-hydroxyle et le cOté du groupe 3°'-
hydroxyle, respectivement.
La séquénce des bases représentée pér la foimule (II)
35 ci-dessus mentionnée codé pour une séquence d'acides aminés




10

15

20

25

30

35

08700666

14

représentée par la formule (I) mentionnée précédemment,
A l'étape (9), l'antigéne HBV produit par 1l'ex-
pression est isolé de l'extrait obtenu & 1'étape (6) ci-
dessus par des méthodes ‘habituelles d'extraction et de
purification,
A cette étape, des techniques oconventionnelles

" peuvent &tre utilisées en combinaison. Par exemple, diverses

techniques telles qu'une filtration, un dessalement, une
centrifugation et une chromatographie en colonne peuvent
étre vtilisées en combinaison pour extraire et purifier le
présent antigdne. ' '

Ainsji, on obtient un antigéne du virus de 1'hépa-
tite B de la présente invention qui comprend une séquence
d'acides aminés représentée par la formule (I) ci-dessus
sous une forme sensiblement pure.

A l*étape (10), le poids moléculaire de l'antigéne
HBV produit est déterminé , et 1'antig2ne est iaentifié.
La mesure du poids moléculaire de l'antigéne peut étre
effectuée par des méthodes habituelles conventionnelles,
comme électrophorése sur de gel de polyacrylamide-S0S,
analyse uvltracentrifuge, osmométrie 2 membrane, filtration
sur gel et analogues. L'identification de l'antigeéne peut
8tre effectude par une méthode habituelle utilisant 1'anti-
génicité comme critére, par exemple une méthode de réaction
de précipitation par diffusion sur gel, uné radiodétermina-
tion d'immunité (RIA), une détermination de 1'immuno-
adsorbant lié & l'enzyme (ELISA), une hémagglutination
passive inverse, une hémagglutination passive, une
hémagglutinétion par immunoadhérence, une immuno-
électropharése et analogues. Il est préférable que l'iden-

‘tification de 1'antigéne HBV soit entreprise en employant,

en combinaison, deux méthodes ou plus du point de vue

précision d'identification. . .
A 1'étape (11), l'immunogénicité de l'antigéne HBV
produit est déterminée. Selon "Minimum Requirements for
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. .Biological Products"_(Notificatiqn N° 159, Ministére de 1la

Santé et du Bien Public"), un essai de titration est
entrepris en utilisant une souris, un cobaye, etc.
Comme on 1's mentionné ci-dessus, 1'antigéne HBY

.de la présente invention peut &tre produit par'technique

d'ADN recombinant en utilisant un ADN codant pour
l'antigéne HBV ayant une séquence d'acides aminés représen-
tée per la formule (I). En effet, le présent antigéne HBYV
peut étre produit par une méthode comprenant

(a) 1la ligature d'un ADN comprenant une séquence
de bases codant pour l'antigéne HBV & un vecteur d'expres-
sion réplicable pobr obtenir un ADN recombinant réplicable
comprenant ledit acide désoxyribonucléique et ledit
vecteur d'expression réplicable;

(b} 1la transformatidn de cellules d'un micro-
organisme ou d'une culture de cellules par ledit ADN
recombinant réplicable pour former des transformants:

{c) 1a sélection desdits transformants de cellules
parentes du micro-~organisme ou de la culture de cellules;

(d) 1'incubation desdits transformants, forgant
lesdits transformants & exprimer ledit acide désoxyribo-
nucléique et & produire un antigéne ;

(e) 1'isolement de l'antigéne.des transformants
incubés.

. Comme ADN comprenant une séquence de bases pour
l'antigéne. HBY, on peut employer 1'ADN ci-dessus mentionné
comprenant une sequence de bases représentée par la
formule (II). .

Selon la dégénération du code génétique, il est
possible de -substituer au'moins une base de la séquence des
bases d'un géne par un autre type de base sans forcer la
séquence d'acides aminés du polypeptide produit & partir
du'géne & changer. Par conséquent, 1'ADN de HBV peut
également 'avoir toute séquence de bases qui a été changée

par substitution selon la dégénération‘du code génétique.
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Dans ce cas, 1a séquence d'acides aminés déduite de la
. séquence des bases obtenue par 1a substitution ci-dessuys
mentionnéé est identique 3 la séquence d'agides apidés de
la formulé (I) définie précédemment. L°ADN ayant la séquence
5 des bases de la formule (II) peut &tre obtenu en Tépétant . ‘
les étapes 1 » 6 ci-dessus mentionnées par tlonage:

|
16 . | '
I

Alternativement, une partie ou la totalité de 1'ADN peuvt
gtre organo-chimiquement synthétisée en utilisant uh
synthétiseur sutomatique d'AON du commerce etc. ‘ '

10 Comme hOte et vecteur d'expression réplicable 3
utiliser pour la production de l'antig&ne HBV de 1la
présente invention pair technique d'ADN recombinant, on peut
employer ceux qui sont mentionnés ci-dessus pour les
étapes (4) et (5).

15 L'antigéne de la présente invention peut également
@tre obtenu sous 1a forme d' un peptide fuslonné comprenant
la séquence d'acides aminés de 1° antigéne HBV et, liée 3
son extrémité C et/ou son extrémité N, 1la séquence d'acides
aminés d'un.autre peptide tel qu'un peptide dérivé d'un

20 vecteur d'expression, un peptide dérivé d'un iinker, un

peptiide dérivé de Pre$S ayant une Séduence d'acides aminés
avutre que la séquence d'acides aminés C-terminale de
9 acides aminés et/ov un peptide dérivé de la protéine de
structure de HBV autre que l'arntigéne HBs et PreS. Dans

25 Ce cas, ces peptides peuvent 8tre chimiquement ou enzymati-
quement scindés‘p0ur les séparer en la séquence d'acides
aminés -de l'antigdne HBY et la séquehce d'acides aminés de
1'autre peptide qui a été 1ié 3 1'antigéne HBV. Alternative-
ment, ces peptides fusionnés peuvent &tre utilisés tels

30 Quels én tant qu'antigéne si 1°' antlgen1c1té n‘est pas
affectee par 1a présence du pepide autte que 1° antigéne HBV..

L’antigéne de la présente -inventign peut également

Btre Organd-chimiquément synthétisé en utilisant un
synthétiseur automatique de peptide du commerce, etc. Par

35 ailleurs, la reconception, la synthése et la modification

1
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de l'antigéné de la présente iAvention peuvent Btre
facilement effectuées selon une méthode " habltuelle ¢onnye
de technique des protéines, )
L'antigéne de la présente invention peut atre
5 utilisé en tant que constituant actif d'un vaccin de l
1'hépatite B. Le vaccin peut &8tre préparé en ajoutant
l'antigéne de la présente.invention 3 une solution iso-
tonique stérilisée telle qu'une solution saline physio-
logique ov un tampon de phosphate. Dans ce cas, il est: '
10 préférable qu'une peptone, un acide aminéd, un saccharide
ou analogue, soit incorporé dans le vaccin en tant que stabi-
lisant. Il est possible de fixer au préalable le présent
antigéne 3 la formaline. Le vaccin ainsi obtenu est sous
_une forme liquide. Mais le vaccin peut 8tre reformulé en

15 un vaccin adsorbé ou un vaccin en liposome par addition

d'un adjuvant ov 1'utilisation d'une membrane de phospho-
lipide artificiel pour améliorer 1°' 1mmunogén1c1té ou en
un vaccin lyophilisé qui est trés stable et facile & trans-
porter. Le vaccin contenant le présert antigéne peut 8tre

20 formulé sous la forme de vaccins mélangés avec d'autres
vaccins afin de réduire le prix et le labeur pour san
administrationh. Par ailleurs, 1'immunogénicité de l'antigdne
de la présenteée invention peut Btre étre améliorée, par
exemple, par introduction d'une chaine de saccharides ou

25 analogues 3 l'antigiéne par la technique de fusion moléculaire
au par modificatioh dans la cellule, aprés la translation.

. Le vaccin contenant le présent antigene peut genéra-
lement 8tre administré sous 1a forme d'un liquide ou d‘'une
suspension, Dans le cas ol le vacéin est uf vaccin lyophili-.

30 sé, il est dissous ou mis en suspension dans la solution
isotonique stérilisée ci-dessus mentionnée avant son
adhinistration. La conﬁedtration dv présent antigéne dans
le vacéin pour une administration peut geénéralement 8tre
d'environ 0,001 3 1.000 pg/ml. En général, le vaccin peut .

35 étre administré par voie sous-cutanée ou intramusculaire.




10

15

20

25

30

35

Ug/UUb66

18

La dose du vaccih par adulte peut généralement &tre
comprise entre 0,1 et 2,0 ml. En général, la dose. du vaccin
pour un enfant peut é&tre égale 3 la moitis de cellé du
vaccin pour un adulte. Le vactin peut généralement atte
administré deux fois 3 un intervalle d'environ une semaine
8 un mois puis &tre administré une fois da plug environ

un semestre plus tard. '

L'antigéne de la présente invention peut également
étre utilisé en tant que diagnostic immunologique pour 1la
détection d'infections du virus de 1l'hépatite B et pour
déterminer si les patients souffrent au non de l'hépatite.
Par exemple,. l'antigene de la présente invention est utile
pour une utilisation dans ELISA .« test de réaction
d'hémagglutination passive inverse et divers autres tests
oy un antigdne ou anticorps marqué d'un pigment fluorescent,
une enzyme, un radio-isotope etc. sont rTespectivement
utilisés. ’ -

L'antigéne de la présente invention peut &tre utilisé
pour détecter et identifier un anticorps anti-HBV en
utilisant les diverses méthodeés ci-dessus mentionnéés de
test. '

L'antigéne de 1a présente invention peut également
étre utilisé pour la production d'un anticorps contre le
présent antigéne. L'anticorps ainsi produit peut €tre
avantageusement utilisé pour la détection et l'identifica-
tion d'un antigéne HBV en utilisant les méthodes ¢i-dessus
mentionnées de test. La production d'un tel anticorps peut
étre effectuée par une méthode dans laquelle 1l'antigéne de
la présente invention est injecté 3 un animal de laboratoire
pour forcer l'animal & produire un anticorps puis le sang ou
fluide corporel de 1'animal est recueilli. L'anticorps peut
égalemeéfit &tre produit par une technique habituellé de
fusion de cellules. Lorsque 1'anticorps est produit par 1a
premidre méthode, on obtient un anticorps polyclonal. Par
silleurs, lorsque l'anticorps est produit par la derniére
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méthode, on obtient un anticorps monoclonal.

' Par ailleurs, l'antigéne de la ﬁréseﬁte invention
ou bien l'anticorps contre le présent anﬁigéne peut étre
utilisé en tant que boiséparateur, bioréacteur et bio-

5 détecteur vtilisant la réaction antig2ne-anticorps. Dans
ce cas, i'antigéne de la présente invention ou 1'anticorps
contre le présent antigéne peut @tre fixé & un substrat
ou support selon une méthode habituvelle connué. Selan le

"but, 1'antigéne de la présente invention et l'antico;ps
i0 contre le présent éntigéne peuvent é&tre marqués par un
pfgment fluorescent, une enzyme, un radio-isotope ou

analogue selon une méthode habituelle connue.

L'antigéne de la présente invention a les avantages
suivants,

15 La structure moléculaire du présent antigéﬁe est
claire. Par conséquent, par l'utilisation du présent

_antigéne, il est possible d'obtenir des préparations bio-
logiques trés efficaces, trés sOres et uniformes comme un
vaccin et des diagnostics trés spécifiques et tris effi-

20 caces, Par ailleurs, le présent antig®ne n'est pas produit
par l'infection d'un animal par un virus mais est produit -
par l'expression génétique de 1'AON codant pour le présent
antigéne dans une cellule hdte. Par conséquent, la poséibi—
lité d'un danger biologique pendant les étapes de production

25 dv présent antigéne est sensiblement éliminée. De méme, le
prix de production peut &tre diminué . Par ailleurs, comme
la totalité des matériels, c'est-a-dire le miliev du systéme
d'incubation, est connue pour sa combositioﬁ et sa construc-
tion, la purification est facile et on peut obtenir un

30 antigéne produit de haute pureté.

La présente invention sera maintenant décrite en
détail en se référant aux Exemples suivants, qui ne doivent

pas &tre considérés comme limitant son cadre.
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EXEMPLE 1
Etape 1 [Purification des particuleé de Dane
(particules de HBV)] )

Des échantillons de sang ont été recuéiliis et
rassemblés de malades consultants souffrant de l'hépatite.
Le sérum a été obtenu du sang rassemblé, et § &té sounis
3 une détermination en utilisant une trousse de RIA
fabriquée et vendue par Abott Co., EUA, pour déterminer si
le sérum était positif 3 l'antigéne HBe ou non. Le sérum
positif 3 1l'antigéne HBe 2 été recueilli . Le sérum o été
soumis 3 une centrifugation 3 10.000 t/mn & 5°C pendant
10 minutes et 1l'on a recueilli le produit surnageant:
Subséquemment, le produit surnageant a été soumis A centri-
fugation & 28,000 t/mn et 5°C pendant 4 heures pour
précipiter les pérticules de Dane. Les particules de Dane
ont été recueillies et mises en suspension dans 10 ml d'un
tampon TNEMEBSA [0,01 mole de Tris-HCL (Ph 7,5), 0.1 mole
de NaCl, 0,001 mole de EDTA, 0,1% (poids/poids) de 2-
mercaptoéthanol et 1 mg/ml d'albumine de sérum bovih.J.

La suspension ainsi obtenue a été mise en couches sur
TNEMEBSA contenant 30% de saccharose, placée dans un tube

de centrifugeuse et soumise 3 centrifugation & 40.000 t/mn

a 5°C pendant 13 héurés pour obtenirt des précipités. Les
précipités résvltants ont été mis en suspension dans 400 ml
d'un tampon TNEME (le méme tampon que le tampon TNEMEBSA
ci-dessus mentionné & l'exception qu'il ne contenait pas
d'albuminé de sérum bovin), pour ainsi obterir une suspension
purifiée de particules de Dane,

Etape 2  [Récupération deé 1'ADN dg HBV féparé

par 1'ADN polymétase.endogéne]

A 50 pl de la suspension purifiée de partitufes
de Dane, on a ajouté 150 pl de TE [}0 mmoles de Tris-HCl
(PH B,0) et 0,1 fimole de EDTA ] et 100 pi d'une solitios
[L0.33 mole de Tris-HCL (pH 8,0) , 0,125 mole de MgCl, |
0,4 mole de NH,CL , 0,4% (poids/poids) de NP-40, 0,5%
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(poids/poids) de 2- -mercaptoéthanol, 2 mmoles de dATP,

2 mmoles de dTTP, 0,5 mmole de dacTte, 0,5 mmole de dG6TP;

3 pmolés g «[3zp]dcrp et 3 proles d' o [ 325 a6TP Y .

On a permis au mélange résultant de réagir & 37°C pendant
2 heures., On a subséquemment ajouté; au mélange, 7,5 pl
de 10 mmoles de dCTP et 10 mmoles de dGTP, et oh & laisss
réagir & 37°C pendant 3 hebres pour ainsi réparer la
portion & yn seul brin de 1'ADN de HBV par 1'action de
1'ADN polymérase ehdogéne présente dans les particules de
Dane. On a ainsi obtenu un mélange qui contenait les
particules de Dane contenant un AON de HBV marqué [SZP]
ayant une strutture complétement 3 deux brins. Alors, on a
ajouté, au mélange ci-dessus obtenu, 30 pl de 0,5 mole de
EOTA (pH 8,0), 100 pl de 5 mg/ml de protéase K et 50 pl
de dodécyl sulfate de sodium (SDS ) a 10% (poids/poids),

et on a permis su mélarige de réagir 3 '56°C pendant 2 heures,.
Alors, le mélange a été soumis trois fois & une extractxon
avec 550 pl de phénol saturé d'eauv pour obtenir un extrait,
L'extrait a été appliqué a une colonne garnie de Sephadex
G~50 (fabriqué et vendu par Pharmacia Chemicals AB, Suéde)
et la fraction exempte a été recueillie. La fraction ainsi
obtenue contenait 1'ADN de HBY marqué [32P]

Etope 3 . [ Clonage de 1'ADN de HBV ]}

Une aliquote de la fraction contenant 1'ADN de HBY
obtenu & 1'étape 2 a été soumise 3 une digestion par diverses
enzymes de restriction pour analyser les sites de scission
par endonucléase de restriction de 1’ AON, Par suite, on a
trouvé que 1'ADN de HBV avait un site XhoI et un 51te BamHI
en tant que sites de scission par endonucléase de restric-
tion. En utilisant ces sites de scission. ‘par endonucléase,
1'ADN de HBV a été cloné d' une maniére décrite ci-dessous.

(A) Clonage au site Xhol du X\ phage Charon 28

On 3 répété sensiblement les mémes processus qu'}
1'Etape 2 3 1° exception que 1l'on n'a pas ut111sé dCTpP ni
dGTP marqués , pour obtenir une fraction contenant 1'ADN
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de HBV. La fraction a été soumise & une précipitation dans

. 1'éthanol pour former des précipités de 1'ADN de HBV,

Iy

"Les précipités ont été recueillis et dissous dans 50 pl

e

. d'un mélange de 10 mmoles de Tris-HCl, 7 mmoles de MgCl,,

100 mmoles de NaCl et 7 mmoles de 2-mercaptoéthanocl. On 3

. 8jouté, & la solution ainsi obtenue, une enzyme de restric-

+

tion,. XhoI avec ensuite incubation 3 37°C pendant 1 heure

pour scinder 1'ADN de HBV par l'enzyme de restriction XhalI.

" Aprés la scission, le mélange a été soumis 3 une extraction

avec un volume égal de phénol saturé d'eav. A l'extrait
résultant, on a ajouté un volume double d'éthanol froid et
1710 du volume de 3 moles d'acétate de potassium (pH 4,8)
et on a permis au mélange résvltant de reposer a -20°C
pendant 1 heure de maniére que 1'ADN précipite. Alors, le
mélange a été soumis & une centrifugation 3 10.000 t/mn
pendant 10 minutes pour recueillir 1'ADN de HBV.scindé par
Xhol. '

Sensiblement de la méme maniére qu'on l1'a mentionné

‘ci-dessus, 1'ADN A phage Charon 28 (ayant un site Xhal)

(fabriqué et vendu par Bethesda Resesrch Laboratories, Inc.,
EUA) a été scindé par XhoI. L'ADN A phage Charon 28
scindé résultant a été mélangé 2 l'ADN de HBV scindé par
XhoI ci-dessus obtenu. Le mélange a &té traité 3 1'ADN
ligase T4 dans une solution contenant 67 mmoles de Tris-HC1
(pH 7,8), 6,7 mmoles.de MgCl2 » 100 pg/ml de gélatine,

10 mmoles de dithiathréitol et 1 mmole de ATP & 12°C pendant
12 heures, Le mélange résultant a 6té soumis & une extrac-
tion avec un volume égal de pﬁéndl saturé d'esu, avec

‘ensuite précipitatiqn dans l'éthanol en utilisant une

volume double d'éthanol et 1/10 volume de 3 moles d'acétate
de potassium pour ainsi obtenir des précipités.’Les
précipités ainsi obtenus ont été dissous dans 10 pl d'un
tampon TE pour obtenir une solution d'ADN contenant un ADN

.phagique recombinant.
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Alurs, en uvtilisant la golution d'ADN contenant
1'ADN phagique recombinant; 1° emballage in vitro de 1'ADN
phagique recombinant a été éffectus par la méthode d'embal-
lage in vitro [_Methods in Enzymology (1978), 68, 299-309]
en utilisant une trousse d'emballage in vitro de L -ADN
fabriquée et vendue par Takara Shuzo Co., Ltd., Japon) pour
ainsi obtenir une particule de virus. Avec la particule de
virus sinsi obtenve, des cellules de 1a souche DPSO pF de

E. coli ont &té transformées pour obtenlr des transformants

Les transformants ont été inoculéds sur un milieu d'agar L
(1% poids/volume de bactotrypton, 0,5% poids/volume
d'extrait de levure, 0,5% poids/volume de chlorure de
sodium, 1,5% poids/volume d'agar, pH 7,2-7,4) avec ensuite
incubation 3 37°C pendant 6 heures pour ainsi former des
plaques sur le milieu d'agar L. Alors, une hybridation des
plaques a été effectuée en utilisant comme sonde 1° ADN de
HBV marqué 32 y qui avait été obtenu 3 1° Etape 2, par
la méthode décrite dahs Manual for Genetic Engzneerxng,
Kodansha Scientifi¢, pages 68-73, publié le 20 Septembre 1982
pour ainsi isoler les transformants contenant les phages
recombinants porteurs de 1'ADON de HBV scindé par Xhol
{figure 1),

(B) Reclonage au site de BamHI du plasmide pBR322

Des cellules de 1a souché DP50 F de Escherichia

sup
coli ont été infectées du phage recombinant contenant 1TADN

a

de HBV scindé par Xhol obtenu & la sous-étape (A) ci-dessus,

avec ensuite mise en culture pour multiplier 1'ADN phagique
recombinant dans les ceéllules dé la souchie de E. coli par
la méthode decrlte dans Manvual for Genetic Engineering,
pages 11-20. Alors, des c¢cellules, 1'ADN-pkagique recombinant
a été isolé par la méthode d'extraction rapide & 1'alcali

{ Nucleic Acid Research, 7 (6), 1513-1523 (1979) 1. L'AON
phagique ainsi obtenu a été scindé par Xhol sensiblément de
la méme manidre qu'on 1'a décrit & la sous-étape (A)

mentiorinée ci-dessus, et a été soumis 3 une électroplorése
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sur 1% poiés/volume d'agarcse a faible point de fusion.
Comme 1"ADN de HBV a une longueur moléculaire d'environ

3,2 kb [Nature » 317 , 489-495 (1985) ], une portion du

gel correspondant & un poids moléculaire d'enviran 3,2 kb

a éteé découpée du gel. Au gel découpé, on a ajouté un

volume quintuple d'un tampan TE, et on a chauffé le mélange
3 65°C pour dissovdre le gel. La solution a été soumise 3
une extraction au phénol et une précipitation dans l'éthanol

de la méme manigre Gu'on l'a décrit &la sous-étape (A), pour

obtenir 1'ADN de HBV qui était sous une forme linéaire.

L'ADN ainsi obtenu de HBV a été soumis 3 une réaction avec
1'ADN ligase T4 dans les mémes conditions que celles
décrites & la sous-étape (A) pour former un ADN circulaire.
Le mélange résuvltant a été soumis 3 une extraction av phénol
et une précipitation dans l'éthanol de la méme manidre
qu'on 1's décrit ci-dessus pour obtenir des précipités
d'ADN circulaire et les précipités ainsi obtenus d'ADN
circulaire ant été dissous dans une solution contenant

10 mmoles de Tris-HCL (pH 8,0, 7 mmoles de MgClz),

100 mmoles de NaCl , 2 mmoles de 2-mercaptoéthanol et 0,01%
d'albumine de sérum bovin., A la solution d*ADN circulaire
ainsi obtenve, on a ajouté une enzyme de restriction BamHI
pour scinder 1'ADN circulaire. Alors, le mélange ‘contenant

1'ADN résultant a été soumis 3 une extraction av phénol

et une précipitation dans 1'éthanol sensiblement de la méme
maniere qu'on.l'a'mentionné ci-dessus pour obtenir un ADN
de HBV dont les deux extrémités avaient &té scindées par
BamHI. :

Alors, le plasmide pBR322 a été scindé par BamHI
sensiblement de la méme manidre qu'on 1l'a décrit ci-dessus,
et le plasmide pBR322 scindé a été mélangé 3 1'ADN de HBV:

_.ci-dessus scindé par BamHI, et on a soumis 1le mélange 2a

une réaction avec 1'ADN ligase T4 dans les mémes conditions

‘que celles décrites précédemment, pour obtenir un ADN

recombinant. En utilisant 1'ADN recombinant ainsi obtenu,
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des cellules de Escherichia coli X 1776 (ATCC 31244) ont
été transformées selon la méthode décrite dans Molecular
Cloning, pages 254-255 (1982), publié par Cold Spring Harbor
Laboratory, pour ainsi abtenir des transformants. Les

trénsformants ont été inoculés sur une plaque de milieu de
test antibactérien 3 (fabriqué et vendu par Difce Labora-
tories, EUA) qui contenait 25 Pg/ml d'ampicil;ine, avec
ensuite mise en culture. Ainsi, le transformant un plasmide
pBR322 ayant un ADN de HBV inséré 2 son site de BamHI

s'est révélé présenter une résistance 2 l'ampicilline et

une sensibilité & 1a tétracycline. Du transformant ainsi
obtenu, on a extrait un ADON plasmidique par la méthode dé-
crite dans "Molecular Cloning" ci-dessus mentionné, pages
368-369. L'ADN plasmidique a été scindé par une snzyme de
restriction BamHI sensiblement de la méme manikre qu'on

1'a décrit ci-dessus. L'ADN scindé résuvltant a été soumis

a8 I'hybridation de 1a tache du Sud par la méthode décrite
dans le "Manuval for Genetic‘Engineering" ci-dessus mentionng,
pages 73-80 en vtilisant, comme scnde, 1'ADN de HBVY marqué
3‘?F’ obtenu & 1'Etape 2, et on a pu confirmer le clonage de
1*ADN de HBV d'environ 3,2 kb. Le plasmide ainsi obtenu a
été désigneé par pMI1B11 (voir figure 1). Par ailleurs, le
transformant contenant le plasmide pM1iB11 a été désigng

par E. coli X 1776/pM1B11 et déposé au Fermentation
Research Institute , au Jspon, sous le n° d'accession FERM

8P-1081,

- Etape 4 [Construction d'un plasmide capable
d'exprimer 1'ADN de HBV pour produire
1'antigéne HBV et sa modification ]

Le plasmide pMiBll obtenu a 1'Etape 3 a été digéré
par les enzymes de restriction Xhol et EaﬁHI pour ebtenir
un fragment d'ADN d'environ 1,3 kb contenant un ADN cadant

pour l'antig&ne HBs. Par ailleurs, le plasmide.pPHOB obtenu
selon ls méthode décrite dans Kenji Arima et autres, Nucl.
Acid Res., 11, 1657, 1983 a été digéré par les enzymes de
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_restrlctlon BamHI et Sall pour obtenir un. fragment d'ADN

d'environ 0,6 kb cohtenant un promoteur PHOS . Par allleurs,
les deux typés ci-dessus mentionnés de fragments d ADN ont
été lidaturés 1l'uh a 1'autre par l'utilisation d* une ADN
ligase T4. Alors, 1'ADN ligaturé & été scindé par 1'enzyiie

de restriction BamHI pour obtenir un fragment d'ADN de 1,9 kb
ayant le promoteur PHOS5 et un géne codant pour HBs. Alors,

le fragmeat dinsi obtenu d'ADN a été mélangé & un fragment

d'ADN préparé par digestion du plasmide pBR325 par 1° enzyme
de restriction BamHI la phosphatase alcaline, et on a
permis av mélange résultant de réagir avec 1'ADN ligase T4
pour obtenir un plasmide ayant une structure telle que le

., fragment d'ADN conténant PHO5 et , 1ié & son extrémité en

aval, un géne codant pour l'antigéne HBs, soit inséré au
$ite BamHI du plasmide pBR325. Alors, le plasmide résultant
a été digéré par une enzyme de restriction Kpnl, et encore
digéré par 1'exonucléase Bal3i. On a ainsi obtenu un
mélange contenant des clones plasmidiques dépoufvus'du
codon ATG d'initiation du gdne de structure de PHOS, les-
quels clones avaient diverses longueurs moléculaires. Ces
tlones plasmidiques dans le mélange ont été digérés par
l'enzyme de restriction BamHI, et insérés séparément au
site de BamHI dv plasmide YEp13 (ATCC 37115) pour obtenir
un mélange de séries de plasmides d'expression. La série
des plasmides a &té désignée par série pBH103 (voir

figure 2). .

- Etape 5 i,Transformation d'une levure par la série
de plasmides d'expression pBH103 et
isolement d'une levure transformée \

Les cellules de la souche de levure Saccharomyces
cerevisiae SHY4 (ATCC N° d'Accession 44772) ont étsé trans-
formées par la série de plasmides d' expression pBH103 selon

la méthode des .cations alcalins, A titre d° exemple, la
levure 2 été mise en culture dans un miliey YPD (Z% poids/

volume de bactopeptone, 1% poids/volume d° gxtrait de levure,
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2% poids/vbiume dé dextrose),et on s centrifugé 5 ml de la
culture 3 2.500 t/mn pendant & minutes pour récoltér des
cellules., Les cellules ont &té mises en suspénsion dans

"5 ml d'uh tampon TE ét centrifugées 3 2.500 t/mn pendaht

5 minutes pour récolter les cellules. tes ceilules ont éte
remises en suspension dans 9,6 ml du tampon TE pour chtenir

-une suspension, A 0,5 ml de la suspension, on 2 ajouté 0,5 ml

de 0,2 mole d'acétate de lithium et on a incubé 3 30°¢
pendant 60 minutes. Alors, 3 0,1 ml de ia culture résultante,
on a ajouté 7 pl du mélange ci-dessus obtenu de la série de
plasmides d'expression et on a incubé 3 30°C pendant
30 minutes: A 13 culture résultante, on a ajouté 0,1 ml de
70% poids/volume de polyéthyléne glycol 4000 et on 3 ircubé
& 30°C pendant 60 minutes. Alors, on a ajouté, & la culture,
2 ml d'eau distillée avec ensvite centrifugation :
2.500 t/mn penddnt 5 minutes pour récalter des ceiiules.
Les cellules ont été mises en suspension dans une petite
quantlté d'eav distillée et inoculées ¥ un milieu d' agar SD
LO 67% poids/volume de bactolevure (base d'szote, sans
acide aminé ) (fabriquée et vendue par Difco Laboratories '
EUA), 2% poids/volume deé dextrose, 20 pa/ml d'uracil,
20 pg/ml de L-tryptophane, 20 pg/ml de L-histidine, 2% poids/
volume d'agar ] qui était un milieu sélectif ne cantenant
pas de leucine. Le milieu d'agar résultant a été incubé 2
30°C pour former des colonies. les colonies ont été isolées
pour obtenir des levures transformées. ]

Etape 6 | Incubation des levures transforimées et

 extraction d'un ahtigene ]

Chécune des levures transformées obtenves 3
1'étapeé 5 a été inoculée 3 un milieu de Burkhbldéer qui est.
un milieu complétement synthétique conténant 1,5 g/l de
phosphate monobasique de potassium, 20 pg/ml d'uracil ,
20 pg/ml de L-tryptophane et 20 pg/ml de'L—histidine (voir
Burkholder P.R. et autres, Am. J. Botany, 30, 206, 1943)

, et «on a incubé tout en agitant 3 30°C pendant 24 Réures.
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Aprés l'incubation, la culture a été centrifugée 3
2.500 t/mn pendant 5 minutes pour récélter des cellules.
Les cellules ont été lavées une fois 3 1'eau distillée,
inoculées 3 un milieu de Burkholder qui contenait 1,5 g/1
de chlorure de potassium 3 la place du phosphate de
potassium monobasique ci-dessus mentionné et incubées tout
en agitant 3 30°C pendant 24hheures. Apras l'incubatiOn,
les cellules ont été récoltées par centrifugation, lavées
et mises en suspension dans 50 mmoles d'un tampon de
phosphate (pH 7,2). Des perles de verre (d'un diamétre de-
0,45-0,55 mm) ont &té placées dans la suspension, et on a
vigoureusement secoué pour interrompre les cellules. La
suspension résvltante a été centrifugée 3 10.000 t/mn
pendant 10 minutes, pour séparer en un produit surﬁageént
et une boulette de cellules. Le produit surnageant a &été
récueilli. On a ainsi obtenu un extrait de levure.

Etape 7 [ Mesure de 1a quantité de 1'antigéne

produit par la levure transformée |

Une détermination quantitative de l'antigéne dans
1'extrait de levure obtenu 3 1'étape 6 a 6té effectuée en
vtilisant Auslia II , trousse du commerce de mesure de
1'antigéne HBs (fabriquée et vendue par Abott Co., EUA).
La mesure de 1a quantité de l'antigéne produit par chacune
des levures transformées obtenues 3 1'étape 5 a montré que
1'une des levures, qui avait un plasmide désigné par pBH103-MES,
produisait une forte quantité de l'antigéne. De méme, une
levyre ayant un plasmide désigné par pBH103-CT présentait
une propriété dé production de 1l'adtigéne., Les résultats
sant montrés su Tableau 1.
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Tableau 1

[ L te e oe

Plasmide possédé. par la Quantité dé 1° antlgene
levure transformée produit par la levure
transformée (ng/ml)

pBH 103-MES : 953
pBH 103-ct 184

Etape 8 [ Détermination de 1a séqﬁence des bases
d'ADN du promoteur PHOS5 et géne de
structure codant pour l'antigane du
plasmide pBH103-MES ]}
Le plasmide pBH103:-ME5 a &té scindé par divers
types d'eénzymes dé restriction pour obtenir des. fragments
d'ADN. Les fragments d'ADN ont été insérés dans un plasmide
puC12 L.Messxng » J., "Methdds in Enzymology", 101, partie
€, 20 (1983) ], avec ensvite détermination des séquences
des bases du pramoteur PHOS et de 1'ADN codant pour
1'antig®ne porté par le dlasmide pBH103-MES par la méthode
de terminaison de chaine auv didésoxy [_Sanger , F. et autres,
Proc Natl. Acad. Sci., EUA, 74, 5463 (1977): Hattori, M. et
autres, Anal. Biel., 152, 232 (1986) | . Les résultats
sont mohtrés 3 la flgure 3.

Par la sequence des bases montrée 3 la figure 3,
en a trouvé que l'antigéne codé par le géne de structure
avait une séquence d'acides aminés consistant en 1a séquence
deé 226 acides aminés cddant pour l'antigéne HBs et, lide 2
son extrémité N, une séguence de 9 acides aminés correspon-
dant 3 la séquence d'acidés aminés C-termindle de Pre§
3insi qu'un résidu de méthionine dérivé d'un codon d'initis-
tion ATG (voir figure 3). La levure transformée contenant

le plasmidé pBH103-MES a été désignée par SHY47pBH103-MES.
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Par ailléurs, la Séquence des bases du promoteur
PHOS et du géne de structure codant pour l'antigéne porté
par le plasmide pBH103-CT a également été détefminéé sensi-
blement dé la méme maniére qu'on 1'a mentionnéd ci-dessus.
Les résultats sont également montrés 3 la fidure 3. De 1a
séquence des bases montrée & la figure 3, on a trouvé que
l'antigéne codé par le géné de structure porté par le
plasmide pBH103-CT avait une séquence d'acides aminés
consistant en 226 acides aminés de l'antigéne HBS (voir
figure 3). La levure transformée contenant le plasmide
pBH103-CT a été désignée par SHY4/pBH103-CT.

Etape 9 [ Ideritificstion et détermination di poids
moléculaire de l'antigéne produit par la
levure trarnsformée SHY4/pB8H103-MES ]

Sensiblement de la méme manidre qu'on l'a décrit 3

1'étape 6, 1a levure transformée SHY4/pBH103-MES a été mise
en culture, et l'on a obtenu un extrait de la culture
résultante. A l'extrait, on a ajouté 2% (poids/volume) de
charbon activé. le mélange résultant a été soumis 3

agitation 3 température ambiante pendant 30 minutes avec
ensuite centrifugation & 3.000 t/mn pendant 10 minutes

pour obtenir un produit surnageant. Le produit suinageant

a été concentré par ultrafiltration . Le concentréd résultant
a été disposé en couches sur urie solution de saccharose ayant
un gradient dé densité de saccharose de 20-50% (poids/

volume), avec ensvite centrifugation & 20.000 t/mn pendant

- 20 heures. Le mglange ainsi.dbtenu a été fractionné et

sounis 3 une déterm;nation de la quantité de 1l'antigeéne
sensiblement dé 1a méme manidre qu'a l'étape 7. Par suite,
on a tfouvé que l'dntigéne était contenu. dans une fraction.
ayant uhe densité de saccharose d'environ 35%. Cette

fraction a été dialysée .avec 50 mmoles d'un tampdn de
phosphate (pH 7,2) et, au dialysat résultant, on 8 ajduteé
CsCl en une quantité telle que.la densité du mélange
résultant soit de 1,2. Le mélange a été soumis & une
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céntrifugation a 42.000 t/mn pendant 40 heures. Le mélange
résultait a été fractionné et soumis 3 une détermxnatlon de
la gquantité de 1l'antigéne sensiblément de la méme manlére
qu'd 1'étape 7. Par suite, on a trouvé que l'antigére était
contenu dans une fraction ayant une densité de 1,21, La
solution ainsi purifiée de 1l'antigine a &té soumise 3 une
électrophorése sur gel de ﬁolyacrylamide-sos.'Aprés
accomplissement de 1*'électrophorése, le gel a été prélevé
et les protéines sur le gel oht été maculées sur un film
de nitrocellulose. Le film résultant de nitrocellulose a
été soumis 2 une rédaction avec un sérum de chévre anti-HBs
humain (fabriqué et vencu par DAKO Co., Ltd, EUA), marqué
8u peroxydase de -raifort (HRPO) avec ensuite réaction de
développement de couleur en utilisant le 4-chlofoinde-
naphtol afin de détecter l'antig2ne. On a par suite détects
une bande de 1'antigiéne & 1a position correspondant 3 une
longuéut moléculaire de 24 kilodaltons (kd)(voir figure 4).
A la figure 4, la voie gauche (A) montre le résuvitat de
l1'électrophorése de 1'antigéne purifié de la présente
invention et la voie droite {B)montre le résultat de
1"électrophorése d'un extrait de levure obtenu des cellules
de levure parentes (témoin).

Par ailleurs, en utilisant le sérum deé chdvre anti-
HBs humain (fabriqué et vendu par DAKO Co, Ltd , EUA ),
1'antigéné HBs dérivé du sang humain et l'antlgene purifié
ci-dessus mentionné de la présente 1nvenh10n, on .a entreprxs
une déterminadtion par pr961p1tatlon a la manlére suUivante
On a versé séparément 50 pl de l'antisérum c1-dessus men-
tionné, Sq-pl dé l'antigéne HBs dérivé de sang humain et
50 pl deé 1l'antigéne purifié de la présente invention, dahs
3 trous (qui étaient agencés en une relatidn telle qu'un
trianglé imaginaire formé pér les trous au sommet 501t
un triangle reguller) , sut un gel 3 0,8% (p01ds/v01ume)
d'agarose. On a petmis av gel de repdser pendant toute uné
nuit 3 température amb1ante Alors, les lignes de préc1p1t;né

i

.
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formées par les réactiors entre les antigénes et 1'anti-
sérum ont été observées. Par suvite, on a trouvé qﬁe la
ligne de précipitine fqrmée par la réaction entre l'anti-
séfum et l'antigéne HBs dérivé du sang humain et la ligne
de précipitine formée par la réaction entre l'antisérum
et l'antigéne purifié de la présente inventidn étaient
totalemént fondues. Ce résvultat indique que 1 ‘antigéne
purifié de ia présente invention et l'antigéne HBs dérivé
du sang humain sont identiques en ce qui concerne 1! antx»
génicité : )

Etape 10 [Détermination de 1'immunogénicité de
l'antigéne prodvit par la levure trans-
formée SHY4/pBH103-MES5 ]

On a répété sernsiblement les mémes processus qu'a
1'étape 9 pour obténir un antigéhe purifié de 1la présente
invention., Alors, selon les standards de préparation d'un
vaccin adsorbé pour l'hépatite B, qui sant indiqués dans
"Minimum Requirements for Biological Products” (Notificatian
N° 158 du Ministére de la Santé et du Bien Public du
Gouvernement Japonais), on a préparé un vaccin paur .
1'hépatite B & partir du présent antigéne , comme svuit.

Le présent antigéne 8 été dissous dans une solution saline
physiologique pour obtenir une solution contenant 40 pg/ml

de l'antigéne purifié ci-dessus décrit. A la solution, on

3 ajouté un volume égal d'une solution saline physiologique
contenant 0,4 mg/ml d'hydroxyde d'aluminium , avec ensuvite
mélangei 0n a ainsi préparé un vaccin adsorbé sur
1'aluminium, pour l'hépatite B. On a inoculé , par voie
sous-<cutanée; 1 ml du vacein préparé, au dos de 10 souris
BALB/t adgées de 5 semaines. Cing semaxnes apres 1 1noculat1on,
des échantillons de sang bnt été recueillis des souris, et

. SOumis 3 un test d'hémagglutination passive pour déterminer

le titre d'anticorfps dans les échantillons de sang. Les

résuvltats sont montrés au Tableav 2.
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Tabhleay 2

Vaccin ; titre d'antigéne
: relatif
5 Lot y0031) 1,786
. 2)
Produit de référence 1,0
Note : 1) : wvaccin de la présente inventiaon
10 2) : 'wacein adsorbé de référence pour 1'hépatite B"

utilisé pour 1'essai de titration,obtenu du
National Institute of Health , Japon.
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REVENDICATIONS

N W A e - =

1.- Antigéne du virus de 1'hépatite B, caractérisé
en ce qu'il comprend une séquence d'acides aminés représen-
tée par la formule (I) qui suit : .
5 . Met Ser Arg Thr Bly Asp Pro Als Pro Asn
Met Glu Asn Thr Thr Ser Gly Phe Leu Gly
Pro Leu Leu Val Leu Gln Ala Gly Phe Phe
Lev Lev Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln
Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser teu Asn
10 ' Phe Leu Gly Gly Ala Pro Thr Cys Pro Gly
Gln Asn Ser Gln Ser Pro Thr Ser Asn His
Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro Ile Cys Pro

Gly Tyr Arg Trp Met Cys Lev Arg Arg Phe
Ile Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Cys:
15 Leuv Ile Phe Leu Leu Val Leu Leu Asp Tyr
Gln Bly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Leu
Pro Gly Thr Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro
Cys Lys Thr Cys Thr Ile Pro Ala Gln Gly
Thr Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr
20 Lys Pro Ser Asp Gly Asn Cys Thr Cys Ile
Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Als Arg
Phe Leu Trp Gly Trp Ala Ser Val Arg Phe
Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val
. ‘Gln Trp Phe Val Gly Leu Ser Pro Thr Val
25 : _— Trp Leu Ser Val Ile Trp Met Met Trp Tyr
Trp Gly Pro Ser Leu Tyr Asn Ile Leuv Ser
Pro Phe Leu Pro teuv Leu Pro Ile Phe Phe
Cys Leu Trp Val Tyr Ile '
e (D)
30 . 2.- Ahtigéne selon la revendication 1, caractérisé

en ce que c'est un peptide fusionné comprenant la séquence

d'acides aminés représentée par la formule (I) précitée et
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une séquenbe d'acides aminés d'un peptide autre que
1'antigéne ayant ladite séquence d'acides aminés repré-
sentée par la formule (I), qui lui est liée & son

extrémité C et/ou son extrémité N.
5 3.- Acide désoxyribonucléique caractérisé en ce
qu'il comprend une séquence de bases codant pour l'antigéne

du virus de l'hépatite B selon la revendication 1.
4.- Acide désoxyribonucléique, caractérisé en ce

qu'il comprend au moins une séquence de bases choisie |
10 dans le groupe consistant en une séquence de bases )
Y représentée par la formule (II) qui suit et une séquence ‘
complémentaire & ladite séquence de bases '
ATG TCG AGG ACT GGG GAC CCT GCA CCG AAC .
ATG GAG AAC ACA ACA TCA GGA TTC CTA GGA [
15 CCC CTG CTC GTG TTA CAG GCG GGG TTT TTC
TTG TTG ACA AGA ATC-.CTC.ACA ATA CCA CAG
AGT CTA GAC TCG T6G TGG ACT TCT.CTC AAT’
TTT CTA GGG GGA GCA CCC ACG TGT CCT GGC
CAA AAT TCG CAG TCC CCA ACC TCC AAT CAC
20 TCA CCA ACC TCT TGT CCT CCA ATT TGT CCT
GGC TAT CGC TGG ATG TGT CTG CGG CG6T TTT7
ATC ATA TTC CTC TTC ATC CTG CTG CTA TGC
CTC ATC TTC TTG TTG GTT CTT CTG GAC TAC
CAA GGT ATG TTG CCC GTT TGT CCT CTA CTT
25 CCA GGA ACA TCA' ACT ACC AGC ACG GGA CCA
TGC AAG ACC TGC ACG ATT CCT GCT CAA GGA
- ACC TCT ATG TTT CCC TCT TGT TGC TGT ACA
ARA CCT TCG GAC GGA AAC TGC ACT TGT ATT
CCC ATC CCA TCA TCC TGG GCT TTC GCA AGA
30 TTC CTA TGG GAG TGG GCC TCA GTC CGT TIC
' " TCC TGG CTC AGT TTA.CTA GTG CCA TTT GTT
CAG TGG TTC GTA GGG CTT TCC CCC ACT GTT

TGG CTT TCA GTT ATA TGG ATG ATG TGG TAT
TGG GGG CCA AGT. CTG TAC AAC ATC TTG AGT
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CCC TTT TTA CCG CTA TTA CCA ATT TTC TTT
TGT CTT TGG GTA TAC ATT
(II}).

5.- Acide désoxyribonucléique caractérisé en ce
qu'il coﬁprend.une séquence de bases qui est celle obtenue
par substitution d'su moins une base de ladite au moins
une séquence de bases de l'acide désoxyribonucléique selon
la revendication 4, selon la dégénération du code génétique,
" 6.- ADN recombinant réplicable, caractérisé en ce
qu'il comprend un acide désoxyribonucléique selon la
revendication 3 et un vecteur d'expression réplicable.

7.- Micro-organisme ou culture de cellules,
caractérisé en ce qu'il est transformé par un ADN recombi-
nant réplicable selon la revendication 6.

8.- Procédé de production d'un antigéne du virus
de l'hépatite B comprenant une séquence d'acides aminés
selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il comprend

a) la ligature d'un acide désoxyribonucléique
comprenant une séquence de bases codant pour ledit antigéne
& un vecteur d'expression réplicable pour obtenir un ADN
recombinant réplicable comprenant ledit acide désoxy-
ribonucléique et ledit vecteur d'expression réplicable,

b) la transformétion des cellules d'un micro-
organisme oy de la culture de cellules par ledit ADN

‘recombinant réplicable pour former des transformants;

c) la sélection desdits transformants de cellules

‘parentes du micro-organisme ou de la culture de cellules;

d) 1'incubation desdits transformants , forgant
lesdits transfqrmants a exprimer ledit acide désoxy-
ribonucléique et 3 produire un antigéne: et

e) l'isolement dudit antigéne et des transformants
incubés.

9.- Vaccin pour le virus de l'hépatite B caractérisé

en ce qu'il comprend '
une guantité immunogéne efficace d'un antigéne du
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virds de 1'hépatite 8 selon la revendication 1; et

‘ au moins un véhicule , dilvant du excipient

acceptable en pharmac;e. : ‘ ‘
10.- Souche X 1776/pM1B11 du micro-organisme

5 Escherichis coli , caractérisée en ce qu'elle est déposée

au fermentation Research Institute sous le N° d'accession
FERM-BP-1081. ’
11.- Plasmide pM1B11 caractérisé en ce qu'il est

obtenu par reclonage au site BamHI du plasmide pBR322.
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FIG. 3b
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FIG. 3d
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FIG. 3e

FIG. 4
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