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L'invention est relative & de nouveaux vecteurs
constitués par des molécules hybrides formées par recombinai-
son, notamment <n vitro, de fragments génomiques de plasmides
et de bactériophages, du type de ceux qul ont déja été dési-
gnés par les expressions "plasmidophages" (P. KOURILSKY et
al, Biochimie, 60 (1978), 183-187) ou "cosmides" (J. COLLINS
et B. HOHN, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75 (1978), 4242-U4246),

Certains cosmides dé ce type ont déji &té décrits.
Ils comportent un marqueur déterminé, plus particuliérement
un géne de résistance 3 un antibiotique, en l'occurrence la
rifampicine ou l'ampiciiline, les fragments cohésifs termi-
naux réassociés du phage A, une origine de réplication et au
moins un site de clivage par une endonuclé&ase, notamment une
enzyme de restriction, ce site permettant notamment 1'inser-
tion d'un fragment d'ADN étranger, dont on désire effectuer
le cidnage. Ces cosmides (C0S) qui présentent en eux-mémes
de préférence une taille faible (ou une masse moldculaire
faible), inférieure 3 celle du phage A, se répliquent en tant
que plasmides, tout en possédant les fragments de 1'ADN vi-
ral qui sont capables de coder la synthése des protéines
d'encapsidation du virus.

Grice 3 cette caractéristique, on obtient une pos-
sibilité de protection par encapsidation de ceux de ceé cos-
mides qui ont &té& modifiés par insertion dans 1l'un au moins
de leurs sites de coupure d'un fragment d'ADN étranger confé-
rant au cosmide ainsi compl&té une taille du méme ordre de
grandeur que celle du phage A, et ce au cours des divisions
cellulaires des micro-organismes préalablement transformés
par ces cosmides complétés et mis en oceuvre en vue du clo-
nage de ces derniers. Ce sera le cas en particulier de ceux
de ces cosmides complétés dont les tailles, exprimées en

-~

nombre de kilobases, seront d'environ 36 & environ 50, no-
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tamment de 1l'ordre de 48 kilobases.

Cette possibilité d'encapsidation, lige 3 1la
taille des ADN modifiés.correspondants, peut donc en parti-
culier 8tre mise en oeuvre pour effectuer un tri de frag-
ments 4d'ADN particuliers parmi les recombinants obtenus, no-
tamment par recombinaison in vitro de tels cosmldes et de
fragments d'ADN i &tudier.

L'invention a pour but de fournir des cosmides
nouveaux et perfectionnés, pourvus de marqueurs particulidre-
ment efficaces et comportant, de préférence, une pluralité de
sites de coupures distincts, susceptibles de n'dtre respecti-
vement ouverts que par des endonucléases elles-mémes dis- ,
tinctes, chacun de ces sites étant unique de son espéce dans
les cosmides du genre en question.

Le cosmide selon 1'invention, qui est constitué d'un
recombinant d'un fragment genomlque d'un plasmide et d'une
partie au moins du fragment 4d'ADN résultant de la réassocia-
tion de fragments terminaux cohésifs du phage ‘A, susceptibles
d'8tre reconnus par des systémes d'encapsidation du phage,
est caractérisé en ce que le fragment génomique du plasmide
est pourvu d'un géne de résistance & la kanamycine.

Le cosmide selon l'invention est, dans 1'un de ses
modes de construction préférés, encore caractérisé en ce que
les extrémités du fragment d'ADN du phage sont respectivement
constitués par des extrémités cohésives EcoRI et BamHI et que
le fragment génomique de plasmide est pareillement délimité
par les mémes extrémités coh&sives, la recombinaison entre
les deux fragments étant faite, d’une part, au nlveau de
leurs sites EcoRI respectifs et, d'autre part, au niveau de
leurs sites BamHI respectifs.

Dans 1l'un de ses modes de construction plus pafti—
culiérement préféré, le géne de résistance 3 la kanamycine
est pourvu d'un site HindITT,

Un fragment génomique de plasmide préféré de 1'in-
vention est formé& d'un fragment de 4 kilobases prdsentant les
susdites extrémités cohésives et le gdne de résistance 3 13
kanamycine originaire d'un plasmide pTK16 ayant les caracté-
ristiques d'identification du plasmide pFFl déposé 3 la
Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes de
1'Institut Pasteur (C.N.C.M.), sous le n® I-093, le
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8 juin 1979’ le fragment dérivé du phage A ayant lui-méme
une taille pouvant notamment &tre de l'ordre de 4 3 9,5
kilobases.
Des cosmides préférés selon l'inventioﬁ comportent :
- en sus des sites uniques EcoRI et BamHI reconstitués au
moment de la recombinaison et des sites uniques distincts
BamHT, Sall, BglII et HindIII,
- au moins un site de restriction unique suppl&mentaire
-(notamment PstI). S

Le site unique PstI peut notamment &tre obtenu par
la délétion de la zone de sites PstI que contient encore
initialement celui des fragments cohé&sifs du phage comportant
le site terminal BamHI, d&l&tion qui entraine alors 1'avan-
tage supplémentaire d'un raccourcissement du vecteur ainsi
obtenu. -

Un raccourcissement additionnel est-encore obtenu
par délétion de la partie du méme fragment compris entre les
deux sites Hpal, cependant au prix de la disparition du site
unique PstI.

Parmi les vecteurs particulidrement intéressants
selon l'invention se trouveﬁt ceux qui sont pourvus de sites
de restriction distincts trés rapprochés entre eux, notamment
& des distances inférieures 3 0,5 kilobases.

On obtient ainsi des séries de nouveaux vecteurs
permettant l'insertion dans leurs différents sites uniques
de plusieurs fragments d'ADN, eux-mémes diétincts, et/ou de
fragments d'ADN relativement importants, dont la taille peut
étre d'autant plus grande que le vecteur utilisé est initia-
lement plus petit.

Dans le premier cas, les vecteurs sélon 1'invention
permettent alors le clonage simultané des fragments distincts
d'ADN insérés. Dans le second cas, on dispose ainsi d'une
batterie de vecteurs permettant le tri de fragments d'ADN
distincts selon leurs tailles. '

Comme il sera vu & propos d'exemples préférés de
construction des vecteurs selon l'invention, certains d'entre
eux sont caractérisé@s par des sites de coupure distincts,
pour ce qui est de la nature des enzymes de restriction ca-
pables de les reconnaitre, mais trés rapprochés les uns des
autres, d'ol la possibilité d'étudier les relations pouvant
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exister entre divers fragments d'!'ADN étrangers insérés dans
ces sites, notamment au niveau de 1'expression des protéines
correspondantes. i

~

Le géne de résistance & la kanamycine commun 3 tous
ces vecteurs permet leur reconnaissance. Il ne conduit pas
aux difficultés qui sont susceptibles d'&tre rencontrées i
l'occasion de l'utilisation de cosmides de 1'état de la
technique comportant soit un géne de résistance 3 la rifam-
picine, soit un géne de résistance 3 l'ampicilline. On sait
en effet que les cultures de bactéries transformées avec des

~

plasmides porteurs de g@nes de résistance § la rifampicine

~

doivent 8tre maintenues 3 l'obscurité, en raison de la sensi-

-~

bilité de la rifampicine 3 la lumidre.

-~

Le géne de résistance 3 la kanamycine ne présente
pas davantage 1'inconvénient des génes de résistance i 1'am-
picilline, inconvénient qui se manifeste par le fait que les
bactéries résistantes 3 l'ampicilline pwoduisent des métabo-
lites qui sont capables de détruire l'ampicilline. Il en ré-
sulte en effet des zones localement appauvries en ampicilline
des milieux de culture contenant cet antibiotique et par con-
séquent le développement - dans ces zones de colonies de bac-

téries non résistantes 3 l1'ampicilline. Il devient alors dif-

" ficile, dans-la pratique, de distinguer les "bactéries résis-
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tantes" et les bactéries non résistantes" i 1'égard de 1'am-
picilline, par conséquentrcelles qui ont effectivement &té
transformées par un vecteur contenant le fragment d'ADN
étranger cloné. , ' '

D'autrgs caractéristiques encore de 1l'invention ap-
paraitront au cours de la description de constructions pré-
férées de cosmides selon 1l'invention, cette description‘
s'appuyant sur ' '

- la fig. 1 qui est une carte du plasmide pTK16 dont est dé-
rivé 1'un des fragments intervenant dans lesdits cosmides,

- la fig. 2 est une représentation schématique de 1'ADN du
phage A, mettant en évidence les emplacements vis-3-vis de
ses extrémités cohééives de ses -différents sites de recon-
naissance par les enzymes de restriction EcoRTI et BamHT, et

- les fig. 3a, 3b et 3c représentent schématiquement des
cartes de vecteurs du type cosmide conforme auxdites cons-

tructions préférées de cosmides selon l'invention.
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pTK16 (dont la carte est représentée dans 1la fig. 1)
est un petit plasmide de 4,2 kilobases porteur de génes de
résistance 3 la tétracycline et i la kanamycine. Les emplace-
ments de ces génes de résistance sont respectivement schémati-
sés par les fragments de courbe TcR et KmR. La carte de la
fig. 1 fait apparaitre la position de 1l'origine de réplica-
tion du plasmide (ori) et les emplacements des sites de re-
connaissance par diverses enzymes de restriction identifiées
dans la fig. 1. L'ADN de ce plasmide, purifié par centrifu-
gations successives en gradient de chlorure de c@&sium puis en
gradient de sucrose 5-U40 %, a 8té coupéd successivement par
les enzymes de restriction BamHI et EcoRI (enzymes Boehringer-
Mannheim). On a eu recours aux tampons suivants

Tampon de digestion BamHI : Tris-HC1 pH 7.4
6.107° M ; MgCl, : 6.107° M ; sérumalbumine bovine "fatty
acid free" (Sigma) : 100 pg/ml ; B-mercaptod&thanol : 6.10_3M;

Tampon de digestion EcoRI : Tris-HC1l pH 7.4
8.10™° M ; NaCl : 5.1072 M : MgCl, : 1072 M : sérumalbumine
bovine "fatty acid free" (Sigma) : 100 ug/ml.

Les produits de ces deux digestions sont un fragment
d'environ 4 kilobases et un fragment d'environ 0,2 kilobases.

Ces produits ont &té détectés de fagon en soi connue,
notamment par 1'électrophor&se sur une plaque d'un gel d'acry-
lamide. C'est le fragment de 4 kilobases (flb dans les fig.3a,
3b, 3c) purifié sur gradient de sucrose 5-40 %, qui est uti-
1lisé pour la construction du cosmide selon i'invention, lequel
a alors perdu la capacité d'induire la résistance des cellules
transformées 3 la tétracycline.

Dans la fig. 2 est schématiquement représenté 1'ADN
du phage A. Les petites fléches orientées vers le trait‘plein,
représentatif du phage A, et affectées de nombres, sont repré-
sentatives des emplacements respectifs des sites EcoRI du
phage en pourcentages de longueurs de celui-ci, vis-3-vis de
ses extrémités cohésives marquées respectivementrdes nombres
O et 100. De méme, les petites flé&ches situées au-dessous du
trait plein, représentatif du phage, et les nombres qui leur
sont affectés indiquent les positions relatives des sites
BamHI.
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L'ADN du bactériophage A extrait 3 partir de phages
purifiés sur gradient de chlorure de césium a €t& coupé de 1a
méme manidre que dans le cas de pTK16, par les mémes enzymes,
donnant un mélange complexe de 11 fragments différents. Les
deux fragments terminaux (repérés par les lettres f1 et £11)
sont partiellement associ&s parce qu'ils portent chacun 3 une
extrémité un des "bouts cohdsifs" de A, ceux-ci 8tant formés

"~ de prolongements monocaténaires complémentaires de 12 nuclé-

otides de long.

Cette derniére propriété a &té mise 3 profit pour
purifier ces fragments par centrifugation en gradient de su-
crose 5-40 % dans le tampon suivant : Tris-HCI pH 8
1072 M 3 NaCl : 1 M ; EDTA-NaOH pH 8 : 107> M. Apré&s 16 h 30
de centrifugation & 32.000 tours/minute dans une centrifu-
geuse munie~d'un rotor de type "Spinco SWh1", 1'analyse du
gradient en densité optique révdle la présence d'un pic bien.
séparé, correspondant essentiellement aux fragments termi-
naux f1, f11 réassociés, au-niveau (C0S) de leurs extrémités
cohésives terminales antérieures (fig. 3a, 3b, 3c).

Les fragments terminaux de A réassocids se présen-
tent comme une séquence unique (dont la taille globale est
de 9,6 kilobaées) ayant 3 ses extrémités un demi-site BamHI
et un demi—site EcoRI. Il en est de méme des deux fragments
de pTK16 produits dans 1l'opération précédente. Tl est donec
possible de recombiner ces molécules entre elles de manidre
a4 obtenir notamment un hybfide composé des fragments termi-
naux de A et du fragment 4 kb et pTK16 dans un arrangement
univoque. L'hybride cherché est un plasmide porteur des génes
de résistance & la kanamycine mais ayant perdu la résistance

& la tétracycline, et son ADN doit mesurer environ 13,6 kilo-

bases.

A cette fin, on a traité le mélange des deux frag-
ments de pTK16 et, des fragments terminaux décrits ci-dessus
avec. 1'ADN ligase du phage T4 pendant 16 h i 0°C au sein
d'un milieu constitué& comme suit : Tris-HC1 pH 7.5 : 4-10_2M;
MgCl, : 1072 a,fr
(Sigma) : 250 ug/ml ; adénosine triphosphate : 10 Mo
dithiothréitol : 1072 M ; DNA substrat : 10 pg/ml. Les pro-
duits de cette réaction ont &té& utilisés pour transformer

M ; s@rum-albumine bovine "fatty acid free"
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la souche E. coli C600. On choisit parmi les bactéries trans-
formées résistantes 4 la kanamycine, celles qui ne sont pasc
sensibles 3 la tétracycline.

Les ADN plasmidiques recueillis & partir de ces
bactéries ont &té examinés par analyse des produits obtenus,
aprés digestion préalable par les enzymes de restriction ca-
ractéristiques tant du fragment U4 kb que du fragment de phage
f1, f11. C'est celul des plasmides qui a donné les fragments
d"ADN dont les tailles correspondent 3 celles du recombinant
€tendu pFPF1, représenté i la fig. 3, qui a finalement &té re-
tenu au titre du cosmide recherché.

Le plasmide obtenu, qui a une tallle mesurée par
8lectrophorése sur gel d'agarose de l'ordre de 14,2 kilobases,
autorise l'insertion, de préférence dans 1l'un de ses sites
uniques EcoRI, BglI ou BamHI, de fragments d'ADN pouvant
avoir une taille atteignant jusqu'a environ 34 kilobases,
bien entendu a4 condition que le fragment en question ait dis-
posé (ou ait préalablement &té pourvu) d'extrémités cohé-
sives propres 3 &tre reconnues par l'enzyme de restriction
correspondante. '

A partir des cosmides de la fig. 3%a, 1l a &t& per-
mis d'obtenir des cosmides plus petits encore.

Le‘plasmide pFFZ, schématiquement représenté 3 la
fig. 3b, a &té obtenu par excision d'une région de 3 kilo-
bases oll se trouvaient concentrés tous les sites de pFFl.
Ceci a &té réalisé& par digestion totale de pFFl, en présence
de PstI, digestion qui a &€té& suivie d'une ligation des pro-
duits de digestion réalisé€e dans les conditions d&crites ci-
dessus, 3 faible concentration 4'ADN (5 ug/ml). Un site
PstI a été reconstitué lors de la ligation, de sorte que
1'ADN du plasmide obtenu mesure 3 peu prés 11 kilobases:
pFF2 comporte finalement des sites uniques de restriction,
respectivement reconnaissables : EcoRI, BamHI, HindIII, PstI,
5all et BglIT. '

Enfin, par digestion totale de pFFl par Hpal dans

les mémes conditions que ci-~dessus avec PstI, on obtient un

plasmide de 9 kilobases portant un site unique pour les en-
zymes EcoRI, BamHI, HindIII et BglII (fig. 3c). Le site Hpal
n'a pas été reconstitué lors de la ligation.
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Les plasmidophages de la série pFF portent les'ex-
trémités cohésives du phage A et peuvent donc &tre empaque-
tés dans des capsides de A Zn vivo ou <n vitro lorsque
leurs ADN sont portés 3 la taille appropriée par oligomérisa-
tion ou insertion d'un fragment &tranger. Ils ont déja eété
utilisés expérimentalemenﬁ,pour le clonage de segments d'ADN
de 25 & 35 kilobases, et constituent donc des vecteurs intd-
ressants pour l'amplification de grands fragments génomiques.

Les vecteurs selon l'invention sont particulidrement
intéressants en ce qu'ils disposent de sites uniques tels
que ceux définis, se trouvant 3 des distances extrémement
proches les uns des autres, notamment en ce qu'ils sont sé-
parés par des fragments d'ADN extrémement courts (0,3 kilo-
base entre les sites PstI et BamHI) dans les vecteurs pFFL
et pFF2 et 0,4 kilobase entre les sites BglII et BamHI dans

“le vecteur pFFB.

Tous ces vecteurs sont également munis d'un site

HindTTT, lequel ne devrait néanmoins pas &tre utilisé comme

~

site d'insertion d'un fragment d'ADN &tranger i cloner, dans
la mesure ol il est contenu dans le géne de résistance 3 la
kanamycine et” ol ce géne est mis 3 profit pour permettre la -
reconnaissance des cellules porteuses de ce plasmide.

En pérticulier; on relévera que 1l'intdrét de

" telles souches est de pouvoir insérer plusieurs génes euca-

ryotes dans une méme structure, ou des génes de grande di-
mension comportant des "zones silencieuses" ou introns avec
leurs signaux de réplication (par exemple : g@ne codant pour
la B-globine humaine et gé&ne codant pour le lysozyme de
poule). Avec la souphe pFFZ, on insére des fragments de ly-
sozyme de poule de l'ordre de.25 i 33 kb'. On peut y insérer
également le géne X, notamment celui-extrait du plasmide
pARZ (décrit dans Nature, Vol. 279, 10 mai 1979).

Bien entendu, les génes en question doivent possé-

der par-nature des extrémités cohésives correspondant aux

sites de restriction du cosmide dans lequel ils seront in-
sérés. Le cas &échéant, ces extrémités cohésives devront
8tre élaborées au préalable. ,

Les vecteurs selon 1l'invention, et plus particu-
liérement le vecteur pFFZ sont d'un intérét tout particuiien
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compte tenu de leur petite taille et de leur nombre important
de sites de restriction uniques, reconnaissables par des en-
zymes de restriction respectivement distincts. Ces vecteurs,
et notamment pFF2 peuvent également &tre maintenus dans des
systémes eucaryotes, notamment des levures (aprds insertion
d'un fragment d'ADN supplémentaire fragment ou plasmide 2 ul.

Comme il va de soil et comme il résulte d'ailleurs
déja de ce qui précé&de, l'invention ne se limite nullement
d ‘ceux de ses modes d'application et de réalisation qui ont
€t& plus spécialement envisagés ; elle en embrasse au con-
traire toutes les variantes.
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REVENDICATIONS
1 - Cosmide constitué d'un recombinant d'un fragment

génomique d'un plasmide et d'une partie au moins du fragment
d'ADN résultant de la réassociation de fragments terminaux co-
hésifs du phage A, susceptibles d'&tre reconnus paf des sys-

5 témes d'encapsidation du phage, caractérisé en ce que le frag-
ment génomique dﬁrplasmide est pourvu d'un géne de résistance
d la kanamycine. )

2 - Cosmide selon la revendication 1, caractérisé

en ce que les extrdmités du fragment d'ADN du phage sont res-
10 bectivement constituées par des extrémités cohésives EcoRI et
BamHI et que le fragment génomique de plasmide est pareille-
ment d&limité par les mémes extrémités cohésives, la recombi-
naison entre les deux fragments &tant faite au niveéu, d'une
part, de leurs sites EcoRI respectifs et, d'autre part, au
15 hiveau de leurs sites BamHI respectifs.

3 - Cosmide selon la revendication 1 ou la revendi-
cation 2, caractérisé en ce que le géne de résistance 3 la
kanamycine est pourvu d'un site HindIII.

4 - Cosmide selon 1l'une quelconque des revendiations

20 2 et 3 prises dans leur ensemble, caractérisé en ce que le
fragment génomique de plasmide est formé d'un fragment de
4 xilobases présentant les susdites extrémités cohésives et
"le géne de résistance i la kanamycine originaire d'un plas-
mide pTK16 ayant les caractéristiques d'identification du
25plasmide pFFl déposé 3 la Collection Nationale de Cultures de
Micro-organismes de 1'Institut Pasteur (C.N.C.M.), sous le
n® I-093, le 8 juin 1979, le fragment dérivé du phage A ayant
lui-méﬁe une taille pouvant notamment &tre de l'ordre de 4 3
9,5 kilobases. , .
30 5 - Cosmide selon la revendication 4, caractérisé

en ce qu'il comporte ,

- en sus de sites uniques EcoRI et BamHI reconstitués lors de
la recombinaison et de ses sites uniques distincts BamHI,
Sall, BglII et HindIII,

35~ au moins un site de restriction unique supplémentaire.
6 - Cosmide selon la revendication 5, caractérisé en
ce que ce site de restriction unique supplémentaire est cons-
titué par un site PstI.
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7 - Cosmide selon l'une quelconque des revendica-
tions 1 & 6, caractérisé en ce qu'il est pourvu de sites de
restriction distincts tré&s rapprochés entre eux, notamment
d des distances inférieures i 0,5 kilobases.

8 - Cosmide selon la revendication 7, caractérisé
en ce que deux de ses sites rapproché@s sont reconnaissables
par PstI et BamHI.

9 - Cosmide selon la revendication 7, caractérisé
enh ce que deux de ses sites rapprochds sont reconnaissables
par BglIl et BamHI. ,

10 - Cosmide modifié selon 1l'une quelconque des re-
vendications 1 3 9, caractérisé en ce qu'il comporte dans
1'un au moins de ses susdits sites uniques un fragment
d'ADN étranger, notamment d'une taille telle qu'elle permette
l'encapsidation dudit cosmide modifié.

11 - Cosmide selon la revendication 10, caractérisé
en ce que la taille du fragment A'ADN &tranger est d'environ
25 & environ 35 kilobases.
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