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@ Vecteurs d’expression d’une protéine antigénique de la

préparation d’un vaccin.

La présente invention concerne des vecteurs d'expression

une protéine antigénique de la rage dans les cellules euca-
ryotes, caractérisés en ce qu'ils comportent au moins :
- une séquence d'’ADN 1 codant pour ladite protéine antigé-
nique de la rage, et
— les éléments d'expression de cette séquence dans une
cellule eucaryote. i

Ces vecteurs peuvent étre utilisés pour transformer des
cellules eucaryotes afin de leur faire produire une glycoprotéine
antigénique de Ia rage.

rage dans les cellules eucaryotes et leur application a la
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La présente invention concerne plus particu-
lidrement 1'élaboration d'un vaccin contre la rage.

La rage est une maladie, provoquée par le
virus rabiqué, qui se présente sous forme d'une encépha-
lomyélite gravissime qui est presque toujours fatale
en 1l'absence de traitement avant l'apparition des symptéme<

La rage est une zoonose. Tous les animaux 3
sang chaud, qu'ils soient mammiféres ou oiseaux, sont
réceptifs. Le principal vecteur est en g&néral constitué
par des mammiféres mordeurs, qu'ils soient domestiques
ou sauvages.

Les mesures de prévention efficaces ont permis
de limiter les cas de rage humaine, gui se réduisent 3
quelques cas accidentels dans les pays fortement indus-
trialisés.

Néanmoins, la rage reste encore une maladie
trés importante dans certains pays d'Amérique du Sud,
en Afrique et en Asie.

L'arme essentielle de la lutte contre la rage
pourrait &tre la prévention par la vaccination.

Les vaccins actuellement utilisés sont
constitués par des virus inactivés.

Toutefois, pour &tre reproduits industrielle-
ment, ces virus doivent &étre cultivés sur des milieux
tels que des cerveaux de souriceaux nouveau-nés, sur des
embryons d'oiseaux, sur des cellules rénales animales
ou sur des cellules diploides humaines, aprés quoi
ils sont complétement inactivés par action de/B-propio-
lactone par exemple.
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L'utilisation de vaccins inactivés pose tou-
jours le probléme du risque d'une inactivation insuf-

_fisante. Enfin la nature particulidre des milieux de

culture conduit & de nombreuses difficultés au stade
industriel qui font que le vaccin antirabique reste
actuellement un vaccin trés cher.

La Société TRANSGENE a déja apporté une
premigdre solution & ce probléme grfce a des vecteurs
qui assurent l1l'expression de la protéine antigénique
de la rage dans les bactéries tel que E. coli (voir
en particulier le FR-A 82 08401).

Le but de la présente invention est la pré-
paration d'une protéine antigénique vaccinante
exempte de risque d'infection accidentelle qui, en
outre, peut &tre préparée dans des conditions indus-
trielles telles qu‘'elle assure un cofit trés faible
du vaccin en n'utilisant plus des bactéries comme
agents de production, mais des cellules eucaryotes.
L'un des avantages potentiels des cellules eucaryotes
en tant qu'élément d'expression est qu'elles sont
susceptibles de fabriquer des antigenes de structure
plus proche de celle de la rage et plus complétes que

‘les bactéries.

Le virus de la rage est un rhabdovirus.
Ce rhabdovirus est constitué d'une nucléocap-

dite hélicoidale contenant un ARN inclus dans une enveloppe

lipoprotéinique ayant la forme d'un obus.

Ce virus comprend cing protéines qui sont
codées par le génome : G (glycoprotéine), N (nucléo-
capdite), M1 et M2 (matrice)et L (large, transcriptase).
Comme la couverture membranaire provenant de 1'héte, le
seul antigéne efficace préseht sur la surface est une



10

15

20

25

3 2552776

glycoprotéine qui est une protéine transmembranaire de
poids moléculaire d'environ 65 000 daltons qul pos-
stde une activité hémagglutinante.

La glycoprotéine purifiée est environ six
fois plus active dans les essais d'hémagglutination
que le virus intact.

Comme son nom 1'indique, la glycoproté&ine
du virus de 1la rage est glycosylée, bien que le réle de
cette glycosylation soit inconnu.

La séquence d'ADN complémentaire du mARN de
la glycoproféine du virus de la rage a &té décrite dans
l'article de A. Anilionis et al., Nature 294; 275-278
(1981).

Ce géne a &té utilisé& dans le cadre des expé-
rimentations qui seront décrites ci-aprés et est
représenté schématiquement sur la figure 1 ci-annexée.

Le présente invention concerne un vecteur
d'expression d'une protéine antigénique de la rage,
dans les cellules eucaryotes, caractérisé en ce qu'il
comporte au moins :

- une séquence d'ADN (1) codant pour ladite
protéine antigénique de la rage,

- les &léments d'expression de cette ségquence
dans une cellule eucaryote.

Par séquence 4A'ADN (1) codant pour une
protéine antigénique de la rage on entend désigner une
séquence qui lorsqu'elle est exprimée dans les cellules
eucaryotes conduit a une protéine antigénique de la
rage.



10

15

20

25

2552776

Il peut s'agir de tout ou partie de 1la
séquence d'ADN efficace codant pour la protéine antigé-
nique de la rage ou bien d'une séquence d'ADN qui conduit,
lorsgu'elle est exprimée, & une protéine ayant des
propriétés imunologiques identiques ou triés similaires
a4 celle de la protéine antigénique de la rage.

Il est également intéressant d'utiliser 1'ADN
complet codant pour la protéine antigénique de la rage

- sous forme d'un fragment PstI -~ PstI. Dans un tel frag-

ment on peut par exemple supprimer tout ou partie des
G/C d'extrémité sans nuire 2 1la qualité de la glycopro-
téine exprimée.

Les éléments d'expression de 1'ADN(1) varient
selon la nature des cellules eucaryotes hétes. On peut
distinguer deux cas qui présentent actuellement un
intérét industriel : les cellules animales en particulier
les cellules de mammiféres, et les’ levures, bien que les
autres types de cellules eucaryotes ne soient pas a
écarter a priori.

Expression dans les cellules énimales

Dans le cas ol les cellules h&tes sont des
cellules animales les éléments d'expression seront en
général prélevés sur un virus par exemple des virus de la
famille des Papovaviridiae tel que SV40 (virus simien 40,

- polyomavirus) ou le BPV (virus du papillome bovin,

papillomavirus). Mais on peut utiliser d'autres virus
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tels que des adenovirus. L'un des avantages du virus SV40
est que sa réplication dans les cellules hStes conduit

a4 une amplification considérable, plusieurs milliers

de copies., ,

Les €léments d'expression des vecteurs selon
l'invention comprendront au moins le promoteur d'un virus
qui peut &tre l'un des promoteurs du virus vecteur,
ainsi dans SV40 on peut utiliser le promoteur des génes
tardifs, mais ce promoteur peut provenir d'un virus dif-
férent ainsi dans le BPV on utilisera ci-aprés le promo-
teur du géne de la thymidine kinase du virus Herpes Simplex.

Afin d'améliorer 1'expressioq)les vecteurs
selon 1l'invention peuvent comprendre &galement des introns
et des sites de polyad&mylation situds dans cet ordre a
l'extrémité de la séquence A'ADN(1)Ces &€l&ments peuvent
13 aussi provenir du virus vecteur ou bien &tre exogénes.
Ainsi dans le vecteur BPV les sites de polyadénylation
seront les sites précoces ou tardifs de SV40. Parmi les

introns utilisables il faut citer 1'intron I du géne de la
lzglobine de lapin, bien que cela ne soit nullement limi-
tatif. )

Enfin un vecteur d'expression autonome doit
étre capable de se ré&pliquer dans les cellules hotes,
le vecteur devra donc comporter une origine de réplica-
tion, par exemple origine de réplication de SV40 ou de
BPV. En outre, le vecteur devra &ventuellement &tre capa-
ble d'exprimer les protéines nécessaires 3 son maintient
et 3 sa réplication dans lesdites cellules comme l'anti-
géne T pour SV40.

Dans certains cas les vecteurs comportant
l'ensemble de ces &léments peuvent devenir trop importants
pour &étre utilisables, dans ce cas certains des é&léments
nécessaires au maintient et 3 la réplication du vecteur
peuvent étre apportés par l1l'intermédiaire d'un autre
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vecteur ou bien &tre produits par les cellules elles-
mémes, en permettant de supprimer les parties correspon-
dantes dans le vecteur. ,

Ainsi les cellules COS qui portent un' génome

‘de SV40 int&gré et qui produisent 1'antigéne T né&ces-

saire 3 la ré&plication de SV40, sont capabies d'assurer
la réplication d'un vecteur SV40 qui comporte une origine
de ré&plication mais qui ne comporte pas les fonctipns
précoces de SV40.

Dans l'exemple qui sera décrit ci-aprés, la
complémentation du vecteur d'expression proprement-dit
(c'est~3~dire le vecteur portant la séquence A'ADN(1)
sera assurée par un autre vecteur dit "vecteur de complé-
ment" assurant 1'expression des &l&ments manquants au
vecteur d'expression.

Dans certains cas ii peut &tre intéressant d'intro-
duire dans le vecteur d'expression un marqueur, géne de
sélection positive ou négative dans les cellules hétes
ainsi par exemple un géne de résistance 3 un composé
chimique particulier. Dans le cas de la construction
BPV ce géne est le gé&ne codant pour la dhfr (dihydrofolate-
réductase) qui confére aux cellules la ré&sistance au
méthotrexate.

Ce géne de sélection permet la manipulation
des vecteurs dans les cellules hdtes et peut, dans
certains cas, assurer leur maintien.

Expression dans les levures.

Dans le cas oll les cellules hdtes sont des

levures, les &lé&ments d'expression sont essentiellement
coﬁstitués d'un promoteur et &ventuellement d'un termina-
teur. Ces &lément sont de pré&férence, bien que non
nécessairement, des promoteurs et des terminateurs de



10

15

20

25

30

2552776

genes de la levure hé&te. Ainsi ‘lorsque la cellule
hdte est Saccharomyces Cereviseae, on pourra utiliser
le promoteur et le terminateur du géne URA3 ou du géne
PGK (phosphoglycerate kinase) .

Comme dans le cas pré&cédent le vecteur d'expres-
sion autonome doit &tre capable de se répliquer dans .
les levures, pour se faire il comportera une origine de
réplication de levure telle que l'origine de ré&plication
du plasmide 2}h>mais il est possible d'utiliser d'autres
origines de réplication par exemple des origines de
réplication d'origines chromosomiques.

Les vecteurs selon 1'invention comporteront
&également de pré&férence un géne de sélection par exemple
le g&ne LEU2 ou URA3 qui complé&mente une souche leu™
ou ura-.

- Les vecteurs selon l'invention peuvent se pré&-
senter sous forme de vecteur autonome, c'est-3-dire sous
forme de plasmide ou bien &tre intégrés dans les chromo-
somes des cellules eucaryotes, tant levures que cellules
de mammiféres dans ce cas il est possible d'intégrer
le fragment codant pour 1'ADN(1), par exemple le frag-
ment promoteur/géne/terminateur en un ou plusieurs exem-
plaires dans les chromosomes (Weawer & coll. 1981).

De fagon gén&rale, les vecteurs selon 1'inven-
tion comporteront en outre des &léments permettant leur
maintien dans des bactéries et notamment comporteront
une origine de réplication fonctionnelle
dans E. coli (ori-eco) et un géne de sélec~
tion par exemple yn géne de résistance 3 un antibiotique
par exemple 1'Ampicilline (ampY). ' )

Ces éléments sont intéressants lors de la
construction des vecteurs, lorsqu'on utilise comme
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cellules h&tes des bactéries ; lors de l'expression de
1'ADN(1) dans les cellules eucaryotes ces &l&ments pour-
ront faire défaut. 7

Les vecteurs ainsi obtenus sont utilisé&s pour
transformer ou transfecter les cellules eucaryotes
correspondantes selon des processus connus.

Ainsi pour les levures on peut utiliser la
technique de transfection décrite par H. Ito & coll 1983.
Dans les exemples la souche utilisé&e est un ségregant par-
ticulier de Saccharemyces cereviseae (TG Y 1 spl), mais
d'autres souches de la méme espéce ou d'autres espéces

(schizosaccharamyces pombes, S. uvanum) peuvent é&tre
également des hdtes convenables.

Dans le cas des cellules de mammiféres la trans-
fection peut étre effectuée par exemple par la méthode décri-
te par Wigler et al 1978 pour les ADN cellulaires, par des
techniques de fusion de protoplastes ou de microinjections,
d autres techniques ont onnues Jorsque Jevecteur est sous forme vira-
le. Les cellules hétes de mammiféres peuvent &tre
variées mais adapt&es au vecteur mis en oeuvre.

Les cellules transform@es ou transfectées
sont cultivées sur un milieu approprié& assurant leur
croissance.

Aprés culture, les cellules sont ré&coltées
et la protéine antigénique de la rage peut &tre isolée
par des techniques connues dans le domaine de purifi-
cation des protéines et des antigénes.

Les antig®nes ainsi préparés sont utiles tant
pour le traitement et la prévention de la rage comme
les antigénes préparés par les procédés "classiques",
mais peuvent &galement &tre utilisé&s dans les diagnos-

tiques in vitro de cette maladie.
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Les exemples ci-aprés sont destinés 3 mettre
en évidence d'autres caractéristiques et avantages
de la présente invention sans pour autant la limiter.
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Sur les dessins ci-annexés :

1

A W N

figure 7

figure

figure
figure
figure
figure

figure
figure
figure
figure

figure

figure

figure

10
11
12

13

14

15
16
17

18

19

représente la structure du géne codant
pour la glycoprotéine de la rage.
représente la structure du virus SvV40
schématise la synthese de pgl47

- schématise la synthése de pTG150

schématise la synthése de pSVTG151
schématise la synthése du vecteur de
complémentation pTG152

schématise la synthase de pTG155
explicite la technique permettant de
supprimer les extrémités G/C en 5°'

d'un cDNA de la glycobrotéine dans
pTG155 '

schématise la synthase de SVTG171
schématise la synthése de M13TG140
représente la structure simplifige du BPV
représente la structure simplifige

du plasmide pMOP

représente le détail de la structure de
PMOP au niveau du bloc d'éxpression du

~géne dhfr

représente la synthése de pTG158 - .SAL
représente la synthése de pTG172
représente la synthé&se de pTG856
représente la modification de 1'extrémité
du promoteur PGK

représente les &léments et la structure
finale de la jonction entre le promoteur
de levure et le géne de la rage
représente les immunoprécipités spécifi-
ques du polypeptique de la glycoprotéine
du virus de la rage dans les extraits de
levure '

le figure 20 représente un cliché d'immunofluorescence

obtenu & partir des extraits de cellule 3T3
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Les matériels et méthodes suivants sont mis en
oceuvre dans les exemples, sauf indications contraires :

Souches et plasmides

La souche de bactérie utilisée est une souche
E. coli 1106 (SupE hSdS met supF). TGY1spl est un segregeant
obtenu par croisement de la souche GFR18 (MatQ{ His3-11-15
Leu2-3-12) (FINK et coll.) avec la souche TGY10-1 (Mata
Ura3-251-373-328) . La souche TGY10-1 est un dérivé isogé-
nique de la souche FL100 (ATCC 2283).

Enzymes et produits chimiques

Tous les enzymes utilisés proviennent de Bethesda
Research Laboratories, New England Biolab ou Borhienger
Manhein.

Les oligonucléases utilisées'proviennent soit de
New England Biolab, Hana Biologics et Worthington Biochemical,
ou sont synthétisés par les techniques Kohli et coll.

Tous les produits radiocactifs ont été obtenus
chez Radio Chemical Center Amerscham.

Transformation »

La transformation de E. coli 1106 par les dasmides
est effectuée comme décrit par Dagert et Ehrlich 1979.

Utilisation des enzymes de restriction 7

Les enzymes de restriction sont utilisées selon
les conditions spécifiées par le fabricant. Les autres traji-
tements enzymatiques sont effectués selon les techniques
décrites par Maniatis et coll. (1982).

Aprés chaque traitement enzymatique, 1'ADN est
extrait avec le phénol, deux fois avec octanol - chloroforme
(1 : 8) puis précipitation avec 1'éthanol. Dans le cas de
petits fragments (<100 bp) une triple extraction avec le
diéthylether remplace la précipitation & 1'éthanol.

L'analyse des produits de digestion est effectuée
par électrophorése sur gel d'agarose selon les techniques -
connues.
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L'ingértion des "linkers" non phosphorylés a
été effectuée de la fagon suivante :

Les linkers sont repris dans du tampon TE
(10mM Tris.HC1 pH 7,5, 1 mM Na,EDTA) & la concentration
de 1 mg/ml et prehybridés par refroidissement de 65°C &
4°C. La ligaison est effectuée dans un tampon de concen-
tration 30 mM NaCl, 30 mM Tris.HC1l pH 7,5, 1mM spermidine,
0,25 mM ATP, 2 mM DTT, 0,2 mM NazEDTA et 0,1 mg/ml serum
albumine bovine. En général, 1la ligaison (10 a 50 pl est
effectuée avec un excds molaire du linker sur les extré-
mités A'ADN de 80 fois, et une concentration d'ADN cible
de 0,1 uM. La ligase est utilisée & la concentration de
100 & 200 unités/ml et la ligaison est effectuée A 4°C
pendant 16 heures. Les linkers excédentaires sont &liminés

‘par précipitation & la spermine (Hoopes et Mc Clure,

1981) . L'ADN est ensuite repris dans 10 mM Tris.HC1l pH 7,5,
1 mM Na,EDTA, puis dilué dans du tampon d'hybridation
(100 mM Tris.HCl pH 7,5, 5 mM Na, EDTA, 100 mM NaCl). La
réhybridation est effectué comme la préhybidation des
linkers, et des aliquots sont transformés diréctement
dans E. coli. Le principe de la méthode est décrit par
LATHE et Coll., 1983.
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Exemple 1 : Expression 3 1'aide du virus Sv40

1 - L'expfession du géne codant pour une protéine
antigéne de la rage (ci-aprés gine de la rage) dans les
cellules de singe par 1'intermédiaire de SV40 repose sur
la complémentation entre deux vecteurs dont l'un porte
le géne de la rage et une partie du génome de SV40 et
l'autre porte la partie complémentaire du génome de SV40
ceci afin d'obtenir deux vecteur de dimensions réduites
de l'ordre de 5200 bp (la taille de SV40 sans insertion)
susceptibles de se complémenter et de s'encapsider.

Le génome du virus simien schématisé sur la
figure 2 d'aprés Griffin (1981) est constitué d'une molé-
cule ADN circulaire & double brin comportant 5243 bp.

Ce génome comporte pour ce qui nous intéresse une origine
de réplication OR, une région précoce codant pour deux
antigénes, les antig®nes T et t et une région tardive
comportant VP1, VP2 et VP3. 7

Construction de pTG149 - figure 4

Le plasmide pBR327 (Soberon et coll 1980) est
mis en digestion avec giEQIII, les extrémités cohésives
sont complémentées par traitement avec 1'ADN polymérase
Klenow, et le plasmide est 1ié avec un "linker" BglII
octamére 5! ACAGATCTG-3'. Aprés réhybridation des extrémi-
tés de "linker" et transformation dans E. coli, on met

en évidence les plasmides corrects par restriction avec
BgliI.

Construction de pTG147

La construction de ce vecteur est schématisée
sur la figure 3 ci- annexée.

Le plasmide pK 14 de départ comporte un frag-
ment EcoR1-BamH1 provenant de SV40, inséré entre les
sites EcoRI-BamH1 de pBR322, )

Le fragment SV40 comprend un fragment §§2R1‘
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Hpal 1ié par l'intermédiaire d'un oligonucléotide "linker"
Kpnl & un fragment Hpal-BamH1. Ainsi les sites de polyadé-
nylation (A) pour la transcription immédiate et tardive

de SV40 sont flanqués par un site Kpn1 et un site BamH1.
Pour cloner ce plasmide sous forme d'un fragment EcoR1-
Sall, il est nécessaire d'écarter la partie entre les sites
BamH1 et Sall (ce fragment étant déjd présent dans le virus
vecteur), en outre, une répétition directe de ce fragment
produirait une délétion par recombinaison homologue in
vivo.

' C'est pourqguoi, pK14 est traité avec gggH1 et

la nucléase S1 suivi par une digestion avec §é11 et d'un
traitement & 1'ADN polymérase, afin de remplir les exten-
sions 5' produites par le clivage avec Sal1l. La fusion

des deux extrémités par 1'ADN ligase conduit & une recons-
titution du site Sall dans pTG142. 7

Comme 1l'on désire insérer le cADN de la glyco-
protéine, soit dans les sites EcoR1, soit dans le site Kpnl,
il a été envisagé d'utiliser le site EcoR1 de pBR328, ce
site est un site interne du géne plasmidique qui se trouve
situé dans le gene de résistance au chloramphenlcol Ayant
rencontré des problimes de léthalité associde avec 1' expres-
sion du géne de la glycoproté;ne dans les bactéries on a
transféré le fragment EggR1é§§11 dans les sites correspon-
dants de pBR322 pour obtenir PTG143. On insdre ensuite un
linker BglII entre les deux sites §égR1 et 5231 et on
utilise la technologie des adaptateurs pour insérer le géne
de la glycoprotéine.

L'insertion du géne de 1la glycoprotéine de la
rage sous forme d'un fragment'PstI - PstI provenant du
plasmide pRG décrit par Anilianis 1981, dans le site B Bglrx
a été rendue possible en utilisant un adaptateur octamere 5°'
GATCTGCA 3' comme intermédiaire (Lathé et coll 1983).
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Construction de pTG150 - figure 4

Les plasmides pTG147 et pTG149 sont digérés
compl2tement avec BglII, mélangés en quantité éguimolaire,
liés, et le mélange de ligation est utilisé pour transformer
E. coli. Le plasmide pTG150 est identifié comme le plas-
mide comportant le cDNA complet de la glycoprotéine de la
rage inséré dans le site Bg1II de pTG149.

Construction de pTG151 et de SVTG151 - figure 5

Le plasmide pTG150 est introduit entigrement
sous forme d'un fragment de digestion Clal dans le site de
restriction HpaII du virus SV40 (dénomé ci-aprés SV401)
en soumettant respectivement pTG150 a Clal, SV40 a Hpall
et en mettant les morceaux de restriction en présence de
ligase.

On obtient ainsi le plasmide pTG151 de 10,1 kb.
Ce plasmide est trop grand pour pouvoir é&tre

"~ introduit dans des cellules de mammiféres. C'est pourquoi

on l'utilise sous forme d'un fragment linéarisé par BamH1.
En effet, le fragment gggﬂ1 comporte, outre le géne de la
glycoprotéine de la rage, la partie du génome de SV40 qui
peut étre complémentée par le plasmide pTG152 dont la cons-
truction va étre explicitée ci-apres.

Construction de pTG152 - figure 6

Le plasmide pTG152 est obtenu a partir de pBR327 D
par digestion avev BamH1 et C1a1 afin d'isoler un fragment

comportant une origine de réplication fonctionnelle dans

E. coli (ori-eco) et le géne de résistance a 1'ampicilline.

Ce fragment est 1ié a un fragment obtenu par digestion de
SV40 par Bcll et Tagl. On obtient ainsi le plasmide pTG152
de 5,3 kb gqui comporte la partie complémentalre pour SV40
du plasmide SVTG151.
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Exemple 2 : Synth®se du vecteur SVTG160 - fig. 7
Synthése du plasmidé pTG155
A partir du plasmide pTG150 on effectue une
digestion partielle avec BglII puis ensuite une digestion
compléte avec MstII. Le plasmide est recircularisé par
ligation en présence d'un adaptateur double brin synthé-
tique dont la formule est donnée en B fig. 8, afin de fusion-

ner les sites BglII et MstII pour déléter -le polymére G/C
2 1'extrémité 5' de 1'élément CDNA. Ce plasmide pTG155
contient un site d'initiation de la traduction reconstituée
dans lequel le nucléotide adenine est situé en position -3
pour &tre conforme a la séquence généralement admise pour
1'initiation de la traduction dans les cellules eucaryotes.
Ce plasmide peut &tre traité comme pTG150 pour
donner le vecteur SVIG160. ) ,
Exemple 3 : Synth&se du vecteur SVTG171 - Fig. 9
Ce vecteur se différencie des précédents en ce

qu'il comporte un intron a la suite du géne de la rage.

Cet intron est l'intron I provenant de pSXBETA+
( fglobine de lapin). Cet intron est prélevé sous forme d'un
fragment Pvull/BamH1 et inséré dans un phase M13 en 1l'occu-
rence M13 TG120 entre les sites EEEQII et §§§n1. On obtient
ainsi le phage M13 TG140 (fig.10) gui comporte 1'intron I,
lequel est prélevé sous forme d'un fragment gglIIlgggH1
pour &tre inséré entre les sites correspondants de pTG149
{(voir ci-dessus).

On obtient ainsi le plésmide PTG170.

Par digestion de pTG170 et de pTG151 (voir.
ci-dessus) par BglII et Sall et mise en présence des frag-
ments de digestion on obtient le plasmide pTG171 qui,
comme précédemment, est linéarisé par BamHI afin de fournir
le vecteur SVTG171.

On peut dans des conditions analogues et en uti-
lisant pTG160 obtenir un plasmide comportant un intron.



10

15

20

25

30

17 2552776

Les différents plasmides SVTG171, SVTG151 et
SVTG160 complémentés par pTG152 dans les cellules de mammi-
féres, permettent de produire une protéine antigénique
de la rage. .

Exemple 4 : Préparation d'un vecteur 3 partir
du PVB.

1) Le plasmide pMOP -~ figures 11 - 12

Le virus BPV se divise en deux parties limitées
par deux sites uniques de restriction HindIII et BamH1
qui délimite deux fragments dit respectivement de "69 %"
et de "31 %". (figure 11 d'aprés Chen et coll. 1982).

Le vecteur dérivé du BPV mis en oeuvre dans
cet exemple est dénommé pMOP. Il est obtenu par introduc-
tion dans le site BamH1 du BPV du marqueur dhfr codant
pour la dihydrofolate réductase sous le contr8le du pro-
moteur précoce de SV40 (voir figure 13).

Ce vecteur pMOP comporte en outre un fragment
de pBR322 portant le ééne de résistance & l'ampicilline
qui provient du plasmide pML2 décrit par Lusky et Botchan
(1981). La figure 13 représente le détail de la structure
de pMOP entre les sites EéEH10 ces éléments ne constituent
pas des éléments essentiels dans le cadre de la présente
invention puisqu'’ils sont destinés 3 assurer 1'expression
du géne dhfr.

2) Le plasmide pTG1SSSAL - figure 14

Le géne codant pour la protéine antigénique de
la rage provient du plasmide pTG147 dont la construction
a été explicitée précédemment.

Ce g&ne est prélevé sous forme d'un fragment
BglII/Sall par digestion partielle de pTG147 pour &tre
introduit entre 1esrsites_¢orrespondants du plasmide
pPTG301 traité par BglII/Sall. Ce plasmide pTG301 comporte
le g&ne de la thymidine kinase (tk) et son promoteur (ptk),
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il est obtenu par insertion dans le site BamH1 de pBR322
d'un fragment BamH1-BamH1 de 1l'Herpes virus simplex, le
traitement de restriction élimine le géne tk.

Le produit de ligation pTG156 comporte dans sa
partie intéressante le géne de la rage sous le contr8le
du promoteur de la thymidine kinase, le géne étant suivi
du site de polyadénylation de Sv40 (a).

L'introduction de 1'intron de la globine est
effectuée 3 partir du phage M13TG140 (voir ci-dessus)
sous forme d'un fragment BglII/BamH1 qui est inséré dans
le site BglII de pTG156 aprés délétion du fragment
Bh1lII/BglII correspondant.

~ Cette délétion ayant supprimé le géne de la
rage, celui-ci est réintroduit dans le site unique BglII
de pTG156 sous forme d'un fragment BglII/BglII de pTG147.
On obtient ainsi le plasmide pTG158.

La partie essentielle de ce plasmide devant étre
prélevée sous forme d'un fragment SalI/SalI (l'un des rares
sites unique de pMOP) on introduit en amont du promoteur
au niveau du site BamHI, un petit fragment provenant de
M13TG120 et comportant un site Sall. M13TG120 est mis en
digestion avec BglII et BamHI et pTG158 avec BamHI 1l'en-
semble est 1ié pour donner pTG158 SAL.

3) Synthdse du vecteur - figure 15

Par digestion de pTG158 et de pMOP avec Sall
et ligation on obtient le plasmide pTG172 qui comporte,

outre l'ensemble des éléments rappelés pour pMOP, le géne

de la rage sous le contrdle du promoteur Ptk et terminé

par l1l'intron de la/Bglobine et un site de polyadénylation.
Par transfection de cellules de mammiféres

ce vecteur produit une protéine antigénique de la rage,

comme cela sera démontré ci-apreés.
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Exemple 5 : Transformation des cellules
3 T 3 NIHA (fibrolastes de souris)
On utilise pour ces transformations le plas-
mide pMOP d'origine et le plasmide pTG172.
Les cellules sont missen culture a raison de
cellules / boite de Petri de 10 cm de diamétre en

8.10°

milieu Dulbecco + 10 % SVNN + antibiotique. (SVNN :

sérum de veau nouveau-né).

La transfection avec les vecteurs est effectuée
aprés 24 heures de culture par la technique de Wiglerx
et al. 1978.

Le milieu est changé 24 heures aprés la trans-
fection. Puis on effectue un repiquage sur milieu sélec-
tif contenant du méthotrexate. '

Apreés 2 & 3 semaines on peut fixer les cellu-~
les en colonie et mettre en évidence les antigénes pro-
duits en utilisant 1l'immunofluorescence.

Des cellules de la lignée 3T3 ont été transfectées
par 1'ADN purifié de .

a) : plasmide pTG172-0 (pMOP; vecteur BPV dhfr
sans insert additionnel).

b) : plasmide pTG172-rage (BPVTG172 ; vecteur
BPV dhfr * avec un insert additionnel qui comprend les dif-
férents éléments permettant 1'expression de la glycoprotéine
de la rage).

+

Les colonies dérivant de cellules ayant incorporé
un plasmide et donc une résistance au méthotrexate (dhfr *)
ont été fixées par traitement & 1l'acétone. L'expression de
la glycoprotéine rabique a été visualisée par traitements
succesifs avec un anticorps monoclonal (n°® 509-6) dirigé
contre la glycoprotéine et un deuxi®me anticoprs fluores-
cent dirigé'contre ce premier anticorps.

Agrandissement : environ 1.000 fois.
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- Exemple 6 : Constructlon du plasmide pTG 856 compre-

nant le géne de la glycoproté&ine de la rage.(Figure 16),
' On a isolé le gane PGK de levure 3 partir d'une

banque de DNA chromosomique réalisée par intégration de frag-
ments coupés au hasard (digestion partielle par ggy3A) au site
BamHl d'un plasmide (pFL, 1) capable de répliquer a.1a fois dans
la levure et dans E. coli (cChevallier et al, 1980). La dé&tection
d'un fragment contenant le g@ne PGK a &té& r&alisée par hybridation
in situ de colonies bacté&riennes, transformées par cette banque,
avec une sonde spécifique (5'-TGTTTAGTTTAGTAGAACCTCGTGAAACTT-3"')
(Maniatis et al, 1982). La région 5' du gé&ne PGK a &t& reclonéde
sous forme d'un fragment HindIII - SalI (2.3. kb) dans pBR 322.

Ce fragment comporte l'intégralité des séquencés impli-
quées dans le contrdle de 1l'initiation de la transcription
(promoteur) du g&ne PGK, plus le début de la séquence codante
(Hitzeman et al, 1982).

On a cré& un site BglII détruisant 1'ATG ouvrant la
séquence codante du PGK, par mutagén2se:invitro (Smith et
Gillam,1979) (figure 317).

D'autre part, un fragment EcoRI - HindIII (0,5. kb)
comprenant la fin (3') de la séquence codante et les signaux de
terminaison transcriptionnelle du PGK a &t& traité 3 la polymé-
rase Klenow et 1ligé au site PvulIl unique du plasmide décrit
au paragraphe précé&dent, de fagon que le site EcoRI ainsi recons-
titué soit en amont du site HindIII détruit. Ce nouveau frag-

ment inté&gré comprehd un site BglII localisé dans la partie
codante du géne PGK. La délétion du fragment compris entre les
deux sites BglII, celui nouvellement cr&& en aval du promoteur
PGK et celui en amont du terminateur, laisse un site BglII
unique ou 1l'on peut cloner les génes que l'on veut exprimer.
Le fragment HindIII - Pst 1 comprenant dans l'ordre
la partie promotrice du g&ne PGK, le site BglII, la partie
terminatrice du gé&ne PGK, l'origine de ré&plication de pBR 322
et une partie de la s&quence du gé&ne Amﬁ?'conférantla résistaqce
3 l'ampicilline a &té& ligaturé avec le plus grand fragment
résultant de la double digestion HindIII - Pst 1 du plasmide
pJDB 207 de fagon 3 reconstituer le géne Amﬁr(aeggs, 1981)
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{cf, figure 16). Le plasmide résultant (pTG 841) posséde
donc : le gdne LEU2 de levure, le g&ne amp de E. coli, le
géne REP3 du plasmide 2 » de levure, l'origine de réplica-
tion du plasmide 2 p de levure, l'origine de réplication de
PBR 322, le promoteur et le terminateur du g&ne PGK de levure.

Un fragment HindIII de 1.1 kb comprenant le g&ne
URA3 de levure (Brevet européen n° 78 3210) a &t& cloné au
site HindIII de PTG 902, un dérivé de pBR 322 dépourvu des
sites Pstl et Ndel, pour former le plasmide pTG 802. Le DNA
de ce plasmide a &t& linarisé par coupure au site Pstl

unique =— localisé& dans la région 5' non codante du gene URA3 =,
traité 3 la polymérase Klenow pour rendre franches les extrémités

libérées par la digestion Pstl, et recircularisé&é par l'action de
la DNA ligase du phage T4. Le fragment HindIII de 1.1 kb
ainsi modifié (dépourvu de site Pstl) a &té inté&gré au site
HindIIT unique du plasmide pTG 841 de fagon que le sens de
transcription du géne URA3 soit divergent par rapport & celui
du PGK (plasmide pTG 849). Le plasmide PTG 849 possé&de donc
les némes caractéristiques que pTG 841, avec en plus la
Présence du géne URA3 modifié.

Le cDNA de la glycoprotéine de la rage a &té& isolé
sous forme d'un fragment BglII comprenant l'intégralité de la
séquence codante plus les extr&mités polydGdC. Un site MstiI
est situ& au début (5') de la sé&quence codante, l'enzyme cou-
pant entre le septigme et le huitiéme nucléotide suivant le
A du ATG initiateur. Une séquence synthétique a &té& congue pour
substituer le fragment BglII - MstII dans la région 5' du

géne, de fagon a3 remplacer l'extré&mité& 5' polydGdC par une
séquence plus proche des sé&quences non traduites des ARNs
messager de levure (figure17), Le fragment BglII ainsi modifié
a été intégré au site BglII unique de pIG é49, de fagoﬁ que le
sens de Eranscription du géne de la glycoprotéine rabique

soit le méme que celui du PGK.
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Exemple 7 : Expression de polypeptide de la
glycoprotéine du virus de la rage dans la levure.

Le plasmide PTG856 ‘est introduit dans la souche
S.Cerevisiae TGY1lspl suivant lartechnique aux sels de

lithium (Ito & coll 1983).

La méme souche a &t& transformée par PTG849 qui est
le méme plasmide que PTG856 mais qui ne comporte pas le gé&ne
de la glycoprotéine. Ces souches ont &t& cultivées dans 25 ml
de milieu sans uracile permettant de stabiliser le plasmide.

On ajoute de la cystéine radioactive s3> pour

marquer les protéines de la levure.

Les cellules sont broyées dans le tampon suivant :
250 pl : 25 mM Tris HCl pH 7,5
10 mM Na., EDTA pH 8.

250 pl : IM.KC1

0,1 M Tris/4Cl1 pH 8,8

2 % Triton X 100
5 pl P.M.S.F. Phényl—méthyl—sulfunjl-fluoride
5 pl : "Soybean Trypsin inhibitor" 10 mg/m

Jodoacetamide 100 mM

N-éthylmaléimide 10 mM

1,10 - phenanthroline 10 mM
5 Fl : DNAse I (0,5 mg/ml)

2

niiés sufﬁa&é;ﬁiévaé ces Bré&éts contenant les pfb-
téines radioactives sont incubés une nuit & 4° avec 5 pl de
sérum de lapin. Deux sérums étaient dirigés contre la glyco-

protéine (lots 2726 et 2527) et un contre le virus total

(lot 2725). On ajoute 50 pl de protéine A~ sépharose

(Pharmacia CL-4 B). Aprés incubation, le culot est lavé

4 fois avec un tampon (0,5 M Kcl ; 10 mM Tris.Hcl pH 8,8 ;
0,5 % Triton X100) et trois fois avec un second tampon

(10 mM Tris/Cl pH 8,8). Le culot est incubé 10 minutes 2
100°C dans un tampon de dénaturation (62 mM Tris.HCl pH
6,8 ; 2 %SDS ; 5% f-mercaptoéthanol ; 0,01 & bleu de
bromophénol). L'extrait est alors analysé sur gel de
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polyacrylamide suivant la technique de Laemmli (1970).
Aprés exposition du gel 3 un film photographique et
développement, les différentes bandes correspondant aux
protéines sont visibles (figure 19).

On peut en particulier voir dans les extraits de
souches portant PTG 856 (a) et (b) une bande fortement
marguée de poids moléculaire environ 65000 indiquée par
une fléche qui est absente des extraits de souche portant
PTG 849 (c) et (d). Ce poids moléculaire est celui attendu
pour la glycoprotéine du virus de la rage.

Les souches suivantes ont été déposées le
30 septembre 1983 dans la Collection Nationale de
cultures de microorganismes (CNCM) de 1'Institut Pasteur

E.Coli 1106 / pTG 152 n® I 247

E.Coli 1106 / pTG 171 n°® I 248

E.Coli 1106 / pTG 172 n° I 249

S.Cereviseae TGY1sp1 / pTG 856 n°® I 250

Les plasmides pK14, pMOP et pSXBETA ont été
aimablement communiqués par R. Breathnach.
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REVENDICATIONS

1 - Vecteur d'expression d'une proté&ine anti-
génique de la rage dans les cellules eucaryotes, carac-
térisé en ce gu'il comporte au moins : ‘

- une séquence d'ADN(1) codant pour ladite
protéine antigénique de la rage, et

- les €léments d'expression de cette séquence
dans une cellule eucaryote.

2 = Vecteur selon la revendication 1, carac-
térisé en ce qu'il s'agit d'un vecteur autonome compor-
tant au moins une origine de réplication dans les cellules
eucaryotes.

3 - Vecteur selon l'une des revendications 1
et 2, caractérisé en ce que la séquence d'ADN(1) est
comprise entre les sites PstI-PstI.

4 - Vecteur selon l'une des revendications 2
et 3, caractérisé en ce qu'il s'agit d'un vecteur auto-
nome comportant au moins une origine de réplication de
virus:

5 = Vecteur selon la revendication 4, carac-
térisé en ce que l'origine de réplication est celle
du virus SV40 ou du BPV.

6 - Vecteur d'expression selon 1l'une des '’
revendications 1 i 5, caractérisé en ce que les éléments
d'expression proviennent de 1'ADN d'un virus.

7 - Vecteur d'expression selon la revendi-
cation 6, caractéris& en ce que les &léments d'expres-
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sion comportent au moins tout ou partie d'un promoteur
du virus SV40.

8 - Vecteur d'expression selon la revendica-~
tion 6, caractérisé en ce que les &léments d'expres-
sion comportent au moins tout ou partie du promoteur
de la thymidine kinase du virus Herpés simplex.

9 -~ Vecteur d'expression selon les revendi-
cations 1 3 8, caractérisé en ce qu'il comporte en
outre un géne marqueur s'exprimant dans les cellules
eucaryotes. 7

10 - Vecteur d'expression selon les revendi~
cations 1 3 9, caractérisé en ce que la séquence
d'ADN(1) est suivi d'un intron.

11 - Vecteur d'expression selon les revendi-
cations 1 a 10, caractéris& en ce que la sé&quence
d'ADN(1) est suivi d'un site de polyadémylation.

12 - Vecteur d'expression selon la revendi-
cation 6, caractérisé en ce que le vecteur d'expression
est constitué de deux vecteurs complémentaires compor-
tant chacun une origine de ré&plication de SV40, 1'un
des vecteurs porte la séquence d'ADN(1l) sous le con-
trSdle d'un promoteur de SV40 et une partie du génome
de SV40, l'autre vecteur comporte la partie complémen-
taire dudit gé&nome.

13 - Vecteur d'expression selon la revendica-
tion 12, caractérisé en ce gque l'un des vecteurs complé-
mentaires comporte au moins outre l'origine de réplica-
tion de SV40, l'ensemble de la région des génes tardifs
de SV40, le vecteur d'expression proprement-dit comporte
au moins outre l'brigine de réplication de SV40 et la
séquence 4'ADN(1) l'ensemble de la région des génes
précoces de SV40 et les &léments assurant l'expression
du géne 4d'ADN(1). '
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14 - Vecteur d'expression selon ladrevendica-

tion 12, caractérisé& en ce que les vecteurs utilisé&s sont
le vecteur SVTG151 et le vecteur complémentaire pTG152, ou
bien le vecteur SVTG160 et le vecteur complémentaire pTG152.
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15 - Vecteur d'expression selon la revendica-
tion 12, caractérisé en ce que les vecteurs utilisés
sont le vecteur SVTG171 et le vecteur pTG152.

16 - Vecteur d'expression selon la revendica-
tion 4, caractérisé en.ce qu'il comporte tout ou par-
tie du génome du BPV et une s&quence comportant dans
1l'ordre tout ou partie d'un promoteur de virus, la
séquence d'ADN(1), un intron et un site de polyadény-
lation.

17 -~ Vecteur selon la revendication 16,
caractérisé en ce que le promoteur est un fragment du
promoteur du géne'de la thymidine kinase de 1'Herpés
simple , 1'intron est 1'intron d'une ﬁ glo-
bine, le site de polyadénylation est le site de polya~-
dénylation pré&coce de SV40.

18 - Vecteur selon la revendication 1,
caractérisé& en ce qu'il est le vecteur pTG172.

19 - Vecteur selon l'une des revendications
2 et 3, caractérisé en ce qu'il s'agit d'un plasmide
comportant une origine de réplication dans les levures.

20 - Vecteur selon la revendication 19,
caractérisé en ce qu'il s'agit de 1l'origine de répli-
cation du plasmide Z)u.

21 - Vecteur selon lesrevendications 1 3 3,
et 19 et 20, caractérisé& en ce qﬁe les €léments d'ex-
pression proviennent d'une levure.

22 - Vecteur selon la revendication 21,
caractérisé en ce que les &léments d'expression sont
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au moins constitués du promoteur de URA3 ou du promo-
teur de la phosphoglycerate kinase.

23 - Vecteur selon l'une des revendications
21 et 22, caractérisé en ce que les élé&ments d'expres-
sion comportent un terminateur du géne URA3 ou de
la phosphoglycerate kinase.

24 - Vecteur selon les revendications 19
a8 23, caractérisé en ce qu'il comporte un géne de
marquage.

25 - Vecteur selon les revendications 19
8 24, caractérisé en ce qu'il s'agit du plasmide
pTG856. ,

26 - Vecteur selon les revendications 1
a8 25, caractérisé en ce qu'il comporte une origine
de réplication dans les bactéries et un géne de ré&sis-
tance @ un antibiotique s'exprimant dans les bactéries.

27 - Procé&dé de préparation d'une protéine
antigénique de la rage, caractérisé en ce qu'on a
cultivé des cellules transfectées selon la revendica-
tion 26 et que 1l'on isole la protéine.

28 - Proté&ine antigénique de la rage obtenue
par la mise en oeuvre du proc&dé selon la revendica-
tion 27.
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YT TTYTCGCTATTGTAAAATTCATGTTAYATGGAGEGGGCAAAGT TTTCAGGGTGT TGTTTAGAATGGGAAGATGT
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CAGTTTTAGAGAACAATTGTTATAAT TAAATGATAAGGTAGAATATTTCTGCATATAAATTCTGGCYGGCGTGGAAAT
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