PCT

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN

ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE
Burcau international

VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(51) Classification internationale des brevets 6.

(11) Numéro de publication internationale:

WO 98/03660

CI2N 15/48, 15/35, 15/50, 15/38, 15/40, | Al o . o
15/49, 15/47, AG61K 391295 (43) Date de publication internationale: 29 janvier 1998 (29.01.98)
(21) Numéro de la demande internationale: PCT/FR97/01315 | (81) Etats désignés: AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY,

(22) Date de dépdt international: 15 juillet 1997 (15.07.97)

(30) Données relatives a la priorité:

96/09337 19 juillet 1996 (19.07.96) FR

(71) Déposant (pour tous les Etats désignés sauf US): MERIAL
(FR/FR]; 17, rue Bourgelat, F-69002 Lyon (FR).

(72) Inventeurs; et

(75) Inventeurs/Déposants (US seulement): AUDONNET, Jean-
Christophe [FR/FR); 119, rue de Créqui, F-69006 Lyon
(FR). BOUCHARDON, Annabelle [FR/FR}; 118, cours
Gambetta, F-69007 Lyon (FR). BAUDU, Philippe [FR/FR};
58, avenue Edouard Simon, F-69290 Craponne (FR). RIV-
IERE, Michel [FR/FR]; 11, Chemin du Chancellier, F-69130
Ecully (FR).

(74) Mandataire: COLOMBET, Alain; Cabinet Lavoix, 2, place
&’Estienne d’Orves, F-75441 Paris Cedex 09 (FR).

CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, F|, GB, GE, GH,
HU, IL, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS,
LT, LU, LV, MD, MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL,
PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, ™, TR, TT,
UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZW, brevet ARIPO (GH, KE,
LS, MW, SD, SZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet européen (AT, BE, CH,
DE. DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT,
SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, ML,
MR, NE, SN, TD, TG).

Publiée
Avec rapport de recherche internationale.
Avant I'expiration du délai prévu pour la modification des
revendications, sera republiée si de telles modifications sont
regues.

(54) Title: FELINE POLYNUCLEOTIDE VACCINE FORMULA

(54) Titre: FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE FELIN

(57) Abstract

A cat vaccine formula
including  at  least  three
polynucleotide vaccine valencies
that each include a plasmid
containing a cat pathogen valency
gene capable of being expressed
in vivo in host cells. Said
valencies are selected from the
group which consists of feline
leukaemia virus, panleukopenia
virus, infectious peritonitis virus,
coryza virus, calicivirus disease
virus, feline immunodeficiency
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virus and optionally rabies virus. 8GH
Said plasmids include one or Term
more genes per valency, and 6302

said genes are selected from
the group which consists of env
and gag for feline leukaemia,
VP2 for panleukopenia, modified
S, M and N for infectious
peritonitis, gB and gD for coryza,
capsid for calicivirus disease,
env and gag/pro for feline
immunodeficiency and G for rabies.
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(57) Abrégé

La formule de vaccin pour chat comprenant au moins trois valences de vaccin polynucléotidique comprenant chacune un plasmide
intégrant, de manitre a I’exprimer in vivo dans les cellules hotes, un géne d’une valence de pathogeéne de chat, ces valences étant choisies
parmi le groupe consistant en virus de la leucémie féline, virus de la panleucopénie, virus de la péritonite infectieuse, virus du coryza, virus
de la calicivirose, virus de l'immunodéficence féline et éventuellement virus de la rage, les plasmides comprenant, pour chaque valence, un
ou plusieurs des g&nes choisis parmi le groupe consistant en env et gag pour la leucémie féline, VP2 pour la panleucopénie, S modifi€, M,
N pour la péritonite infectieuse, gB et gD pour le coryza, capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour I'immunodéficience féline et G
pour la rage.
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FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE FELIN

La présente invention a trait a une formule de vaccin
permatctant la vaccination des chats contre un certain nombre de
pathologies. Elle a également trait a une méthode de
vaccination correspondante.

On a déja proposé par le passé des associations de vaccins
contre certains virus canins.

Les associations développées jusqu’'a présent étaient
réalisées A partir de vaccins inactivés ou de vaccins vivants
et éventuellement de mélanges de tels vaccins. Leur mise en
ceuvre pose des problémes de compatibilité entre valences et de
stabilité. Il faut en effet assurer & la fois la compatibilicé
entre les différentes valences de vaccin, gue ce soit au plan
des différents antigénes utilisés ou au plan des formulations
elles-mémes, notamment dans le cas ou l’'on combine a la fois
des vaccins inactivés et des vaccins vivants. Il se pose
également le probléme de la conservation de tels vaccins
combinés et de leur innocuité notamment en présence d’'adjuvant.
Ces vaccins sont en général assez coldteux.

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A-
94 21797 et WO-A-95 20660 ont fait usage de la technique
récemment développée des vaccins polynucléotidiques. On sait
que ces vaccins utilisent un plasmide apte A exprimer dans les
cellules de l’'hdte l'antigéne inséré dans le plasmide. Toutes
les voies d’administration ont été proposées (intrapéritonéale,
intraveineuse, intramusculaire, transcutanée, intradermique,
mucosale, etc.). Différents moyens de vaccination peuvent
également atre utilisés, tels que ADN déposé & la surface de
particules d‘or et projeté de fagon A pénétrer dans la peau de
l‘animal (Tang et al,. Nacure 356, 152-154, 1992) et les
injecteurs par jet liquide permettant de transfecter a la fois
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus
mammaires (Furth et al., Analytical Biochemistry, 205, 365-368,
19%2) .

Les vaccins polynucléotidiques peuvent utiliser aussi bien
des ADN nus que des ADN formulés par exemple au sein de
liposomes ou de lipides cac;oniques.

L’ invention se propose donc de fournir une formule de
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vaccin multivalent permettant d‘assurer une vaccination centre
un certain nombre de virus pathogénes canins.

Un autre objectif de l'invention est de fournir une telle
formule de vaccin associant différentes valences tout en
présentant tous les criteéres requis de compatibilité et de
stabilité des valences entre elles.

Un autre objectif de l’'invention est de fournir une telle
formule de vaccin permettant d’associer différentes valences
dans un méme véhicule.

Un autre objectif de l'invention est de fournir un tel
vaccin qui soit de mise en ceuvre aiséde et peu colteuse.

Un autre objectif, encore de l'invention est de fournir
une méthode de vaccination des chats qui permette d'obtenir une
protection, y compris une protaection multivalente, aveec un
niveau élevé d’'efficacité et de longue durée, et avec une bonne
innocuirtcé.

La présente invention a donc pour objet une formule de
vaccin destiné au chat comprenant au moins trois valences de
vaccin polynucléotidique comprenant chacune un plasmide
intégrant, de maniére & l'exprimer in vivo dans les cellules
hétes, un gene d’'une valence de pathogéne félin, ces valences
étant choisies parmi le groupe consistant en virus de la
leucémie féline (FelLV), virus de la panleucopénie (FPV), virus
de la péritonite infectieuse (FIPV), virus du coryza (FHV),
virus de la calicivirose (FCV), virus de l'immuncdéficience
féline (FIV) et éventuellement virus de la rage (rhabdovirus),
les plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs
des génes choisis parmi le groupe consistant en env et gag/pol
pour la leucémie féline, VP2 pour la panleucopénie, S modifié
(ou S*) et M pour la péritonite infectieuse, gB et gD pour le
coryza, capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour
l'immunodéficience féline et G pour la rage.

Par valence, dans la présente invention, on entend au
moins un antigéne assurant une protection contre le virus du
pathogéne considéré, la valence pouvant contenir, a titre de
sous-valence, un ou plusieurs génes naturels ou modifiés d’une
ou plusieurs souches du pathogéne considéré.

Par geéne d’agent pathqgéne, on en;gnd non seulement le
géne complet, mais aussi les séquerices nucléotidiques
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diztarentes, y compris fragments, conservant la capacitcsd a
induirs une réponse protactrice. La notion de géne recouvre les
s3quances nucléotidiques équivalentes A& celles décrites
pracisément dans les exemples, c’est-a-dire les séguences
diffsrentes mais codant pour la méme protéine. Zlle recouvre
aussi les séquences nucléotidiques d'autres souches du
pathogéne considéré, assurant une protection croisée ou une
protection spécifique de souche ou de groupe de souche. EZlle
recouvre encore les séguences nucléotidiques qui ont 4étcs
modifides pour faciliter l'expression in vivo par l’animal hd:z=
mais codant pour la méme protéine.

De préférence, la formule de vaccin selen l'invention
comprend les valences panleucopénie, coryza et calicivirose.

On pourra ajouter les valences leucémie féline,
immunodéficience féline et/ou péritonite infectieuse.

En ce qui concerne la valence coryza, on préfére mettre ¢n
oeuvre les deux génes codant pour gB et gD, dans des plasmides
différents ou dans un seul et méme plasmide, ou utiliser l'un
ou l’autre de ces génes.

Pour la valence leucémie féline, on utilise de préférence
les deux génes env et gag/pol intégrés dans deux plasmides
différents ou dans un seul et méme plasmide ocu le géne =2-.
seul.

Pour la valence immunodéficience féline, on préférera
utiliser les deux génes env et gag/pro dans des plasmides
différents ou dans un seul et méme plasmide, ou un seul de ces
génes. De préférence encore, on utilise le géne env de FelV-A
ou les génes env de FeLV-A et FeLV-B.

Pour la valence péritonite infectieuse, on préfére
uciliser 1l'ensemble des deux génes M et S modifié dans deux
plasmides différents ou dans un seul et méme plasmide, ou l'un
ou l'autre de ces génes. S sera modifié pour rendre inactifs
les épitopes facilitants majeurs, de préférence selon
l'enseignement de la demande PCT/FR95/01128.

La formule de vaccin selon l'invention pourra se présencer
sous un volume de dose compris entre 0,1 et 3 ml et en
particulier entre 0,5 et 1 ml.

La dose sera généralement comprise entre 10 ng et 1 &g, de
préférence entre 100 ng et 500 Mg et plus préféfentiellemenc
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encore entre 1 ug et 259 Hg Par ctype de plasmide.

On utilisera de préférence des plasmides nus, simplement

placés dans le véhicule de vaccination qui sera en général de

L' =zau Pnysiologique (NaCl 0,9 %), de l’'eau ultrapure, du tampon
TE, etc. On peut bien entenduy utiliser toures les formes de
vacecin Polynucléotidique décrites dans 1'art antérieur,

Chaque plasmide comprend un promoteur apte A assurer
l'expression dy géne inséré sous Sa dependance dans les
cellules hétes. I1 s'agira en général d'un promoteur eucaryote
fore et en particulier d’un promoteur précoce du
cytomégalovirus CMV-IE, d'origine humaine oy murine, ou encore
éventuellement d'une autre origine telle que rat, cochen,
Cobaye.

De maniére plus générale, le Promoteur pourra &atre soit
d’origine virale, soit d‘origine cellulaire. Comme pPromoteur
viral, on peut citer le Promoteur. précoce oy tardif du vifus
SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de Rous. Il peut
aussi s’agir d‘un promoteur du virus dont pProvient le géne, par
eéxemple le promoteur Propre au geéne.

Comme promoteur cellulaire, on pPeut citer le promoreu-
d'un geéne du Cytosquelette, tal que par exemple le promote:.
la desmine (Bolmont et al., Journal of Submicroscopic Cytology
and Pathology, 1990, 22, 117-122 i et ZHENLIN et al., Gene,
1989, 78, 243-254), ou encore le promoteur de l'actine.

Lorsque plusieurs genes sont présents dans le méme
Plasmide, ceuxi-ci beuvent &tre présentés dans la méme unité de
transcription ou dans deux unités différentes.

La combinaison deg différentes valences du vaccin selon
1’ invention peut étre effectude, de préférence, par mélange de
pPlasmides polynucléctidiques exprimant le ou lesg antigéne(s) de
chaque valence , mais on peut également prévoir de faire
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un méme
plasmide.

L’invention a encore pour objet des formules de vacein
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un
ou plusieurs gé :s de l'un des virus ci-dessus, les génes étant

FEUVILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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S
combinaisons. la composition des Plasmides, les wvolumes de
dose, l=s doses, atc.

Les formules de vaccin monovalent peuvent aussi étre
utlllsdes (i) pour la Préparation d‘une formule de vaccin
polyvalent tal que décrit plus haut, (ii) A cicre individuel
contre la pathologie propre, (iii) assocides a un vacein d'un
autre type (entier vivant ou inactivé, recombinant, Sous-unité)
contre une autre pathologie ou (iv) comme rappel d‘un vacecin
comme décrit ci-apras.

La présente invention a en effet encore pour objet
l'utilisatiocn d'un ou de Plusieurs plasmides selon l'invention
pour la fabrication d'un vaccin destiné A vacciner les chats
primo-vaccinds au moyen d‘un premier vacein Classique
(monovalent ou multi-valent) du type de ceux de l'are
an:érieur, choisi notamment dans la groupe consistant en vacein
entier vivant, vaccin entier inactivé, vaccin de sous-unité,
vaccin recombinant, ce pPremier vaccin présentant (c’est-A-dire
contenant ou pouvant exprimer) le ou les antigéne(s) codé(s)
par le ou les plasmides ou antigéne(s) assurant une protection
croisée.

De maniére remarquable, le vacein polynucléotidique a un
effet de rappel puissant se traduisant par une amplification de
la réponse immunitaire et l'instauration d‘une immunité de
longue durée.

De manidre générale, les vaccins de primo-vaccination
pourront étre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles
aupreés des différents producteurs de vaccing vétérinaires.

L’invention a aussi pour objet un kit de vaccination
regroupant un vaccin de primo-vaccination tel que décrit ci-
dessus et une formule de vaccin selon l'invention pour le
rappel. Elle a aussi trait a une formule de vaccin selen
l’invention.accompagnée d’'une notice indiquant l'usage de cette
formule comme rappel d’une primo-vaccination telle que décrite
ci-avant.

La présente invention a également pour objet une méchode
de vaccination des chats, comprenant l’administration d4‘une
formule de vaccin efficace telle que décrit plus haut. Catta
méthode de vaccination comprend l'admiq;sc:a;icn d'une ou de
Plusieurs doses de formule de vaccin, ces doses'pouvant dtre
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6
administrées Successivement dans un court laps de Cemps et/oy
successivement A des moments éloignés l'un de l'autre.

Les formules de vaccin selon l'invention pourront étre

administrées, dans le cadre de cette méthode da vaccination,

techniques d’administration connues.,

L’invention a encore pour objet la méthode de vaccination
consistant 4 faire une primo-vaccination telle que décrite cj-
dessus et un rappel avec une formule de vaccin selon
l'invention.

Dans une forme de mise en oceuvre préférée duy procédé selon
l’invention, on administre dans un Premier temps, a l‘animal,
une dose efficace du vaccin de type classique, notamment
inactivé, vivant, atténué ou recombinant, ou encore un vaccin
de sous-unité de facon & assurer une Primo-vaccination, et,
apres un délai de préférence de 2 a ¢ semaines, on assure
l'administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon
l'invention.

L'efficacité de 1la présentation des antigénes au systeme
immunitaire varie en fonction des tissus. En particulier, les
muqueuses de 1l'arbre respiratoire servent de barriére a
l'entrée des pathogénes et sont associées A des tissus
lymphoides qui Supportent une immunité locale. L'administration
d‘un vaccin par contact avec les muqueuses, en particulier
Muqueuses buccale, pharyngée et région bronchique présente un
intérédt certain pour la vaccination contre les pathologies
respiratoires et digestives.

En conséquence, les voies d’administration mucosales font
partie d’‘un mode d'administration préféré pour l'invention,
utilisant notamment 1la nébulisation ou spray ou l'eau de
boisson. Les formules de vaccin et méthodes de vaccination
selon l‘invention pourront étre appliquées dans ce cadre.

L' invention concarne aussi la méthode de préparation des
formules de vaccin, & savoir la préparation des valences e-
leurs mélanges, telle Gu'elle ressort de cetrte description.

L'invention va &tr2 maintenant décrite plus en déctails a
l'aide de modes de realisation de l'invention pris en reference

aux dessins annexes.
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EXEMPLES

Exemple 1 : Culture des virus

Les virus sont cultivés sur le systéme cellulaire approprié jusqu’a obtention d’un
effet cytopathique. Les systémes cellulaires & utiliser pour chaque virus sont
bien connus de i'homme du métier. Bridvement, des cellules sensibles au virus
utilisé, cultivées en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un
autre milieu approprié, sont inoculées avec la souche virale étudiée en utilisant
une multiplicité d’'infection de 1. Les cellules infectées sont alors incubées A
37°C pendant le temps nécessaire & |'apparition d'un effet cytopathique

complet (en moyenne 36 heures).

Exemple 2 : Extraction des ADNs génomiques viraux:

Aprés culture, le surnageant et les cellules lysées sont récoltées et |a totalité de
{a suspansion virale est centrifugée a 1000 g pendant 10 minutes a + 4°C
pour dliminer les débris cellulaires. Les particules virales sont alors récoltées par
ultracentrifugation & 400000 g pendant 1 heure & + 4°C. Le culot est repris
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette
suspension virale concantrée est traitée par ia protdinase K {100 yg/mil final) en
présence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a
37°C. L’ADN viral ast ensuite extrait avec un mélangs de phénoi/chloroforme,
puis précipité avec 2 volumes d’éthanol absolu. Aprés une nuit a - 20°C, I'ADN
est centrifugé & 10000 g pendant 15 minutes & + 4°C. Le culot d'ADN est
séché, puis repris dans un volume minimum d’'eau ultrapure stérile. Il peut alors

étre digérd par des enzymes de restriction.

Exemple 3 : isolement des ARNs génomiques viraux

Les virus 3 ARN ont été purifiés selon les techniques bien connues de 'homme
du métier. L'ARN viral génomique de chaque virus a été ensuite isolé en
utilisant |a technique d’extraction “thiocyanate de guanidium/phénot-
chloroforme” décrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987.
162. 156-159).
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Exemple 4 : Techniques de biologie moléculaire
Toutes les constructions de plasmides ont éts réalisées en utilisant les
techniques standards de biologie moléculaire décrites par J. Sambrook et a/.
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2™ Edition. Cold Spring Harbor
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de
restriction utilisés pour la présente invention ont été isolés en utilisant le kit
"Geneciean” (BiO101 Inc. La Jolla, CA).

Exemple 5 : Technique de RT-PCR

Des oligonuciéotides spécifiques (comportant A leurs extrémités 5' des sites de
restriction pour faciliter le clonage des fragments ampiifiés) ont été synthdtisés
de telle fagon qu’ils couvrent entiérement les régions codantes des génes
devant &tre amplifiés (voir exemples spécifiques). La réaction de transcription
inverse (RT) et I'amplification en chaine par polymérase (PCR) ont &té
effectudes selon les techniques standards (Sambrook J. et a/. 1989). Chaque
réaction de RT-PCR a été faite avec un couple d’amplimers spécifiques at en
prenant comme matrice i’ARN génomiquae viral extrait. L’ADN complémentaire
amplifié a été extrait au phénol/chloroforme/alcoolisoamylique (25:24:1) avant
d’étre digéré par les anzymaes de restriction.

Exemple 6 : plasmide pVR1012

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a été obtenu aupras de Vical Inc. San
Diego, CA, USA, Sa construction a été décrite dans J. Hartikka et a/. (Human
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217).

Exemple 7 : Construction du plasmide pPB179 (géne env virus FeLV-A)

Une réaction de RT-PCR selon la tachnique de I'exemple 5 a été réalisée avac
I"ARN génomique du virus de la leucémie féline (FeLV-A) (Souche Glasgow-1}
(M. Stewart et a/. J. Virol. 1986, 58. 825-834), prépard selon |a tachnique de
'exemple 3, et avec les oligonucléotides suivants:

PB247 (29 mer) (SEQ ID N° 1)
S'TTTGTCGACCATGGAAAGTCCAACGCACC 3
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PB249 (28 mer) (SEQ ID N° 2)

5'TTTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCG 3°

pour amplifier un fragment de 1947 pb contenant le géne codant pour la
glycoprotéine Env du virus FelLV-A (souche Glasgow-1) sous la forme d’un
fragment Sall-BamHI. Aprés purification, le produit de RT-PCR a été digéré par
Sall et BamHI pour donner un fragment Sall-BamH! de 1935 pb.

Ce fragment a été ligaturé avec le vecteaur pVR1012 (exemple 6), préalablement
digéré avec Safl et 8amHI, pour donner le plasmide pPB179 (6804 pb) (Figure
N° 2).

Exemple 8 : Construction du plasmide pPB180 (gane env virus FelV-B)

Une réaction de RT-PCR selon la technique de I'exempie 5 a été réalisde avec
I’ARN génomique du virus de la leucémie féline (sous-type FelV-B), préparé.
selon la technique de |'exemple 3, et avec les oligonucléotides suivants:
PB281 (29 mer) (SEQ ID N° 3)

5'TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCACCC 3

PB282 (32 mer) (SEQ ID N° 4)
5'TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3

pour amplifier un fragment de 2005 pb contsnant le géna codant pour la
glycoprotéine Env du virus FeLV-B (Figura N° 3 et SEQ ID N° 5) sous la forme
d’un fragment Sail-8BamHI. Aprés pdrification, le produit de RT-PCR a été digdré
par Sa/l et BamH! pour donner un fragment Sall-BamHI| de 1995 pb.

Ce fragment a été ligaturé avec |le vecteur pVR1012 (exemple 6), préalablement
digéré avec Safl et BamHl, pour donner |e plasmide pPB180 (6863 pb) (Figure
N° 4),

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB181 (gane FelLV gag/pol)

Une réaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a été réalisée avec
I’ARN génomique du virus de la leucémie féline (sous-type FeLV-A) (Souche
Glasgow-1), préparé selon la technique de |‘exempie 3, et avec les

oligonucléotides suivants:
PB283 (33 mer) (SEQ ID N° 6)
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S'TTGTCGACATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAG 3
PB284 (42 mer) (SEQ ID N° 7)
5'TTGGATCCTTATTTAATTACTGCAGTTCCAAGGAACTCTC 3
pour amplifier un fragment de 3049 pb contenant la séquence codant pour la
protéine Gag et la partie 5’ de la séquence codant pour la protéine Pol du virus
FelLV-A (souche Glasgow-1) (Figure N°® 5 et SEQ ID N° 8) sous la forme d'un
fragment Sall-BamHl. Aprés purification, le produit de RT-PCR a été digéré par
Sall et BamH| pour donner un fragment Sail-BamH| de 3039 pb.
Ce fragment a été ligaturé avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), préalablement

digéré avec Sa/l et BamH!, pour donner le plasmide pPB181 (7908 pb) (Figure
Ne° 6).

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB009 (géne FPV VP2)

Une réaction de PCR a été réalisée avec 'ADN génomique du virus de la
panleucopénie féline {Souche 193) (J. Martyn et a/. J. Gen. Virol. 1990. 71.
2747-2753), préparé seion la technique de I‘exempie 2, et avec les
oligonucléotides suivants:

ABO21 (34 mer) (SEQ ID N° 9)
5'TGCTCTAGAGCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAAC 3

ABO24 (33 mer) (SEQ ID N° 10)
5'CGCGGATCCATTAATATAATTTTCTAGGTGCTA 3’

pour amplifier un fragment de 1778 pb contenant le géne codant pour |a
protéine de capsi_de VP2 du FPV. Apras purification, le produit de PCR a été
digéré par Xbal et BamHi pour donner un fragment Xbai-BamH! de 1764 pb.
Ce fragment a été ligaturé avec le vecteur pvVR1012 (exemple &), préalablement
digéré avec Xbal et 8amH|, pour donner le plasmide pABQCQS (6664 pb) (Figure
N° 7).

Exemple 11 : Construction du plasmide pAB0S3 (géne FIPV S*)

Une réaction de RT-PCR selon la techniqus da I’'exemple 5 a été réalisée avec
I ARN génomique du virus de la péritonite infectieuse féline {PIF) (Souche 79-
1148) (R. de Groot et a/. J. Gen. Virol. 1987. 68. 2639-2646), préparé selon
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la technique de I'exemple 3, et avec les oligonuciéotides suivants:

AB103 (38 mer) (SEQ ID N° 11)
5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3

AB112 (25 mer) (SEQ ID N° 12)

5'CGTACATGTGGAATTCCACTGGTTG 3’

pour ampilifier {a séquence de la partie 5’ du géne codant pour la glycoprotéine
S du virus sous la forme d’un fragment Noti-EcoRIl. Apras purification, le produit
de RT-PCR de 492 pb a été digéré par Notl et EcoRl pour libérer un fragmer.
Notl-EcoRi de 467 pb (fragment A).

Le plasmide pJCAQ089 (Demande de brevet PCT/FRS5/01128) a été digéré par
EcoRl et Spei pour libérer un fragment de 3378 pb contenant ia partie centrale
du géne codant pour la glycoprotéine S modifiée du virus de la PIF (fragment
B).

Une réaction de RT-PCR selon la technique de {‘exemple 5 a été réalisée avec
I'ARN génomique du virus de la PIF (Souche 79-1146), préparé selon la
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucléotides suivants:

AB113 (25 mer) (SEQ ID N° 13)

5'AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3

AB104 (37 mer) (SEQ ID N° 14)
5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3

pour amplifier la séquence de |a partie 3’ du géne codant pour la glycoprotéine
S du virus de la PIF sous la forme d’un fragment Spel-Notl. Aprés purification,
le produit de RT-PCR de 543 pb a été digéré par Spel et Noti pour libérer un
fragment Spel-Notl de 5§19 pb (fragment C).

Les fragments A, B et C ont ensuite été ligaturés ensembie dans le vecteur
pVR1012 (exemple 6), préalablement digéré par Noti, pour donner le plasmide
pABO53 (9282 pb), qui contient le gdne S modifié dans la bonne orientation par

rapport au promoteur (Figure N° 8).

Exemple 12 : Construction du plasmide pABOS2 (géne FIPV M)
Une réaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a été réalisée avec

I'ARN génomique du virus de la péritonite infectieuse.féline- (PIF) (Souche 79-
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1146) (H. Vennema et a/. Virology. 1991, 181. 327-335), préparé selon la
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucléotides suivants:

AB101 (37 mer) (SEQ ID N° 15)
5'ACGCGTCGACCCACCATGAAGTACATTTTGCTAATAC 3

AB102 (36 mer) (SEQ ID N° 16)
5'CGCGGATCCTTACACCATATGTAATAATTTTTCATG 3

en vue d’isoler précisément le géne codant pour la glycoprotéine M du virus de
la PIF sous la forme d’'un fragment Sall-BamiHi. Aprés purification, le produit de
RT-PCR de 812 pb a été digéré par Sall et BamHI pour libérer un fragment Sall-
BamH| de 799 pb. Ce fragment a ensuite été ligaturé dans le vecteur pVR1012
(exemple 6), préaiabiement digéré par Sa/l at BamHI, pour donner le plasmide
pABQS52 (5668 pb) (Figure N° 9).

Exemple 13 : Construction du plasmide pABOS568 (géne FiPV N)

Une réaction da RT-PCR selon la technique de |'exemple 5 a été rédalisée avec
I’ ARN génomique du virus de la péritonite infectieuse féline (PIF) (Souche 79-
1146) (H. Vennema et a/. Virology. 1991, 181. 327-335), préparé selon la
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucléotides suivants:

AB106 (35 mer) (SEQ [D N° 17)
5'ACGCGTCGACGCCATGGCCACACAGGGACAACGCG ¥

AB107 (36 mer) (SEQ ID N° 18)
5'CGCGGATCCTTAGTTCGTAACCTCATCAATCATCTC 3°

en vue d’isoler précisément le géne codant pour {a protéine N du virus de la PIF
sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apras purification, le produit de RT-
PCR de 1156 pb a été digéré par Sa/l et SamHI pour libérer un fragment Sali-
BamH! de 1143 pb. Ce fragment a ensuits été ligaturé dans le vecteur
pVR1012 (exemple 8), préalablement digéré par Sa/l et 8amH|, pour donner le
plasmide pABOS56 {6011 pb) (Figure N° 10).

Exemple 14 : Construction du plasmide pAB028 (géne FHV gBI)
Une réaction de PCR a été réalisée avec I'ADN génomique de |'herpésvirus félin
(FHV-1) (Souche C27) (S. Spatz at al. Virology. 1993. 197. 125-36), préparé
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selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucléotides suivants:
ABO61 (36 mer) (SEQ ID N° 19)
5 AAAACTGCAGAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3
ABO64 (40 mer) (SEQ ID N° 20)
S'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3
pour amplifier un fragment de 2856 pb contenant le géne codant pour la
glycoprotéine gB du virus FHV-1 sous la forme d’un fragment Pstl-Notl. Aprés
purification, le produit de PCR a été digéré par Pstl et Notl pour donner un
fragment Psti-Notl de 2823 pb.
Ce fragment a été ligaturé avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), préalablement
digéré avec Pstl et Notl, pour donner le plasmide pABO28 (7720 pb) (Figure N°
11).

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB029 (géne FHV gD)

Une réaction de PCR a été réalisde avec |’ ADN génomique de I"herpésvirus félin
(FHV-1) (Souche C-27) (S. Spatz et a/. J. Gen. Virol. 1994. 75. 1235-1244),
préparé selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonuciéatides suivants:
ABO65 (36 mer) (SEQ ID N° 21)
5'AAAACTGCAGCCAATGATGACACGTCTACATTTTTIG 3°

ABOB6 (33 mer) (SEQ ID N° 22)
5'GGAAGATCTTTAAGGATGGTGAGTTGTATGTAT 3

pour amplifier le gdne codant pour ia glycoprotéine gD du virus FHV-1 sous la
forme d'un fragment Psti-Bgill. Apras purification, le produit PCR de 1147 pb
a été digéré par Pstl at Bg/il pour isoler un fragment Psti-Bgill de 1129 pb. Ce
fragment a été ligaturd avec le vecteur pVR1012 (exemple 6}, préalablement
digéré avec Pstl et Bg/l, pour donner le plasmide pAB029 (5382 pb) (Figure N©°
12).

Exemple 16 : Construction du plasmide pABO10 (gane FCV C)

Une réaction de RT-PCR selon ia technique de I'exemple 5 a été réalisée avec
I’ARN génomique du calicivirus félin (FCV) (Souche F9) (M. Carter et al.
Virology. 1992. 190. 443-448), préparé selon la tachnique de I’'exempie-3, et
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avec les oligonucléotides suivants:
AB025 (33 mer) (SEQ ID N° 23)
5'ACGCGTCGACGCATGTGCTCAACCTGCGCTAAC 3’
ABO26 (31 mer) (SEQ ID N° 24)
5'"CGCGGATCCTCATAACTTAGTCATGGGACTC 3’
pour isoler le gene codant pour la protéine de capside du virus FCV sous la
forme d'un fragment Sall-BamH!. Aprés purification, le produit de RT-PCR de
2042 pb a été digéré par Sa/l et BamH! pour isoler un fragment Sall-BamH! de
2029 pb. Ce fragment a été ligaturd avec le vecteur pVR1012 (exemple 6),
préalablement digéré avec Sa/l et 8amHl, pour donner le plasmide pABO10
(6892 pb) (Figure N° 13).

Exemple 17 : Construction du plasmide pAB0O30 (géne FiV env)

Une réaction de RT-PCR selon |a technique de I'exemple 5 a été réalisée avec
I’ ARN génomique du virus de I'immuncdéficience féline (FIV) (Souche Petaluma)
(R. Olmsted et a/. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989. 86. 8088-8086.), préparé
salon la techniquse de {'exemple 3, et avec les oligonuciéotides suivants:
ABO67 (38 mer) (SEQ ID N° 25)
5'AAAACTGCAGAAGGAATGGCAGAAGGATTTGCAGCC 3

ABO70 (36 mer) (SEQ ID N° 26)
5'CGCGGATCCTCATTCCTCCTCTTTTTCAGACATGCC 3

pour amplifier un fragment de 2592 pb contenant le géne codant pour la
glycoprotéine Env du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un fragment
Pstl-BamHI. Apras purification, le produit de RT-PCR a été digéré par Pstl et
BamH| pour donner un fragment Psti-BamH! de 2575 pb.

Ce fragment a été ligaturé avec le vecteur pVR1012 {exemple 6), préalabtement
digéré avec Pstl et BamHI, pour donner le piasmide pABO30 (7436 pb) (Figure
N° 14).

Exempla 18 : Construction du plasmide pAB083 (géne FiV gag/pro)
Une réaction de RT-PCR selon la technique de |'exemple 5 a été réalisée avec

I’ ARN génomique du virus de I'immunodéficience féline (FIV) {Souche Petaiuma)
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(R, Olmsted et a/. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989. 86. 8088-8096.), préparé

selon la technigue de I'exemple 3, et avec les oligonucléotides suivants:
AB154 (32 mer) (SEQ ID N° 27)
5'ACGCGTCGACATGGGGAATGGACAGGGGCGAG 3

AB155 (33 mer) (SEQ ID N° 28)
5'TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3

pour amplifier un fragment de 4635 pb contenant le géne codant pour les
protéines Gag et Pro du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un
fragment Sall-Bglll. Aprés purificatipn, le produitde RT-PCR a été digéré par Sa/l
et Bg/l pour donner un fragment Sall-Bgllt de 4622 pb.

Ce fragment a été ligaturé avec le vecteur pVR1012 (exemple 6}, préalablement
digéré avec Sa/l et Bg/ll, pour donner le plasmide pABO83 (7436 pb) (Figure N°
15).

Exempla 19 : Construction du plasmide pABQ41 (géne G du virus de la rage)
Une réaction RT-PCR seion la technique de {'exemple 5 a été réalisée avec
I’ARN génomique du virus de la rage (Sauche ERA) (A. Anilionis at a/. Natura.
1981. 294. 275-278), préparé selon la tachnique de |'axemple 3, et avec les
oligonucléotides suivants:

ABO11 (33 mer) (SEQ ID.N° 29)
5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3

ABO12 (34 mer) (SEQ ID N° 30)
5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3

pour amplifier un fragment de 1589 pb contsnant le géne codant pour la
glycoprotdine G du virus de la rage. Apras purification, le produit de RT-PCR a
été digéré par Pstl et BamHi pour donner un fragment Psti-BamH! de 1578 pb.
Ce fragment a été ligaturs avec le vecteur pVR1012 (exemple 6}, préaiablement
digéré avec Pstl et BamHI, pour danner le plasmide pABO41 (6437 pb) (Figure
N° 186).

Exemple 20 : Production et purification des plasmides

Pour a préparation des plasmides destinés 3 la vaccination des animaux, on
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peut utiliser toute technigue permettant d'obtenir une suspension de plasmides
purifiés majoritairement sous forme superenroulée. Ces techniques sont bien
connues de I'homme de I’art. On peut citer en particulier la technique de lyse
alcaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradientde chlorure
de césium en présence de bromure d'éthidium telle que décrite dans J.
Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2™ Edition. Cold
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se
référer également aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WC
96/02658 qui décrivent des méthodes pour produire 3 i’échetlle industrielle des
plasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoins de la fabrication des
vaccins (voir exemple 17), les plasmides purifiés sont resuspendus de maniere
A obtenir des solutions & haute concentration ( > 2 mg/mi) compatibles avec
le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont rasuspendus soit en eau ultrapure,
soit en tampon TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0).

Exemple 21 : Fabrication des vaccins associés

Les divers plasmides nécessaires a la fabrication d’'un vaccin associé sont
mélangés A partir de leurs solutions concentrées (axempie 16). Les mélanges
sont réalisés de telle maniére que la concentration finale de chaque plase
corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent &tre soit une solution
NAC! a 0,9 % , soit du tampon P8S.

Des formulations particulidres telles que les liposomes, les lipides cationiques,

peuvent aussi atre mises en ceuvre pour |a fabrication des vaccins.

Exemple 22 : Vaccination des chats

Les chats sont vaccinés avec des doses de 10 ug, 50 ug ou 250 ug par
plasmide.

Les injections sont réalisées a I’ aiguille par voie intramusculaire. Dans ce cas,
les doses vaccinales sont administrées sous un volume de 1 ml

Les injections peuvent aussi étre réalisées a |’aiguille par voie intradermique.

Dans ce cas, les doses vaccinales.sont administrées sous un volume total de
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1 mi administré en 10 points de 0,1 mi ou en 20 points de 0,05 ml. Les
administrations intradermiques sont réalisées aprés avoir rasé la peau (flanc
thoracigue en générai) ou bien au niveau d'une région anatomique relativement
glabre, par exemple la face interne de la cuisse.
On peut aussi utiliser un apparsil d'injection a jet liquide (sans aiguille) pour les

injections intradermiques.
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REVENDICATIONS

l. Formule de vaccin destiné au chat comprenant au moins
trois wvalesnces de vaccin polynucléotidique comprenant chacune
un plasmide intégrant, de maniére & l'exprimer in vivo dans les
cellules hétes, un géne d'une valence de pathogéne félin, ces
valences étant choisies parmi le groupe consistant en virus de
la leucémie féline, virus de la panleucopénie, virus de la
péritonite infectieuse, virus du coryza, virus de la
calicivirose, virus de l'immunodéficience féline et
éventuellement virus de la rage, les plasmides comprenant, pour
chaque valence, un ou plusieurs des ganes choisis parmi le
groupe consistant en env et gag pour la leucémie féline, VP2
pour la panleucopénie, S modifié et M pour la péritonite
infectieuse, gB et gD pour le coryza, capside pour la
calicivirose, env et gag/pro pour l’immunodéficience féline et
G pour la rage.

2. Formule de vaccin selon la revendication 1,
caractérisée en ce qu’'il comporte les valences panleucopénie,
coryza et calicivirose.

J. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2,
caractérisée en ce qu’'elle comprend les génes gB et gD du virus
coryza, dans le méme plasmide ou dans des plasmides différents,
ou un seul de ces génes.

4. Formule selon la revendication 1, caractérisée en ce
qu’'elle comprend les génes env et gag du virus de la leucsémie
féline, dans le méme plasmide ou dans des plasmides différents,
ou le géne env seul.

S. Formule de vaccin selon la revendication 1,
caractérisée en ce qu‘elle comprend les deux geénes env et
gag/pro dans des plasmides différents ou dans le mdme plasmide,
ou un seul de ces genes.

6. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2,
caractérisée en ce qu‘elle comprend le géne M ou le géne S
modifié dans un plasmide ou l'ensemble des génes codant pour M
et S modifié dans le méme plasmide ou dans des plasmides
différents.

7. Formule de vaccin selon 1l'une . Quelconque des
revendications 1 & 6, caractérisée en ce qu'elle éomprend de 10
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ng a 1 mg, de préférence de 100 ng & 500 ug, plus
préférentiellement encore de 1 pug & 250 Hg de chaque plasmide.

8. Utilisation d’'un ou de plusieurs plasmides tels que
décrits dans l'une quelconque des revendications 1 & 7, pour la
fabrication d’'un vaccin destiné & vacciner les chats primo-
vaccinés au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactivé,
vaccin de sous-unité, vaccin recombinant, ce premier vaccin
présentant le ou les antigénes codés par le ou les plasmides ou
antigénes assurant une protection croisée.

9. Kit de vaccination pour chat regroupant une formule de
vaccin selon l'une quelconque des revendications 1 4 8 et un
vaccin pour chat choisi dans le groupe consistant en vaccin
entier vivant, vaccin entier inactivé, vaccin de sous-unité,
vaccin recombinant, ce premier vaccin présentant l'antigene
codé par le vaccin polynucléotidique ou un antigeéne assurant
une protection croisée, pour une administration de ce dernier
en primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de
vaccin.

10. Formule de vaccin selon l‘une quelconque des
revendications 1 4 8, accompagnée d'une notice indiquant que
cette formule est utilisable en rappel d'un premiaer vaccin pour
chat choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant,
vaccin entier inactiva, vaccin de sous-unité, vaccin
recombinant, ce premier vaccin présentant l’'antigeéne codé par
le vaccin polynucléotidique ou un antigéne assurant une
protection croisée.

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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1 ATZC

ATSCAAGGTCCAACGCACCCAAAACCCTCTAAAGATAACACTTTCTCGTCGGACCTAATGATT
1?MetGluGlyProThrHisProlysProSerLysAspLysThrPheSerTrpAsplLeauMetlIle

~~~

54 CTCCTCGGSGTCTTACTAAGACTGGACGTGGGAATGGCCAATCCTAGTCCGCACCAAATATAT
22%» LeuValGlyValLeuLeuArglLeuAspValGlyMetAlaAsnProSerProHisGlnIleTyr

127 AATGTAACTTGGACAATAACCAACCTTGTAACTGGAACAAAGGCTAATGCCACCTCCATGTTG
43P AsnValThrTrpThrlIleThrAsnLeuValThrGlyThrLkysAlaAsnAlaThrSerMetLeu

190 GGAACCCTGACAGACGCCTTCCCTACCATGTATTTTGACTTATGTGATATAATAGGAAATACA
64PGlyThrLeuThrAspAlaPheProThrMetTyrPheAspLeuCysAsplleIleGlyAsnThr

253 TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGCGATGTGATCAGCCTATGAGGAGGTGG
8SP TrpAsSnProSerAspCGlnGluProPheProGlyTyrGlyCysAspGlnProMetArgArgTrp

116 CCGACAGAGAAACACACCCTTTTATGTCTGTCCAGGACATGCCAACCGGAAGCAATGTGGGGGG
106 ArgGlilnArgAsnThrProPhaTyrValCysProGlyHisAlaAsnArgLysGlnCysGlyGly

379 CCACAGGATGGGTTCTGCGCTGTATGGGGTTGCGAGACCACCGGGGAMACCTATTGGAGACCC
127” ProGlnAspGlyPheCysAlaValTrpGlyCysGluThrThrGlyGluThrTyrTrpArgPro

442 ACCTCCTCATGGGACTACATCACAGTAAAAAAAGGGGTTACTCAGGGAATATATCAATGTAGT
1487 ThrSerSerTrpAspTyrIleThrValLysLysGlyValThrGlnGlyIleTyrGlnCysSer

505 GGAGGTGGTTGGTGTGGGCCCTGTTACGATAAAGCTGTTCACTCCTCGACAACGGGAGCTAGT
169P ClyGlyGlyTrpCysGlyProCysTyrAspLysAlaValRisSerSezrThrThrGlyAlaSerx

568 GAAGGGGGCCGGTGCAACCCCTTGATCTTGCAATTTACCCAAAAGGGAAGACAAACATCTTGG
190 GluGlyGlyArgCysAsnProlLeullelLeuGlaPheThzGlaLysGlyArgGlnThrSerTrp

631 GATGGACCTAAGTCATGGGGGCTACGACTATACCGTTCAGGATATGACCCTATAGCCCTGTTC
2117 AspGlyProlysSerTrpGlyLeuArgLeuTyrArgSerGlyTyrAspProlleAlaLeuPhe

6§94 TCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCATTACGCCGCCTCAGGCCATGGGACCAAATCTAGTCCTG
2320 ServValSerAzrgGlnValNetThrIleThrProProGlnAlaetGlyProAsnLeuvValLeu

757 CCTGATCAAAAACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCC
253? ProAspGlnLysProProSerArgGlnsSerGinlileGlusSerArgvalThrproHisHisSer

820 CAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTGTAACTCTTGTTAATGCCTCCATTGCCCCTCTACGTACC
2747 GlnGlyAsnGlyGlyThrProGlyValThrLleuvValAsnAlaSerIleAlaProLeuArgThr

883 CCTGTCACCCCCGCAAGTCCCAAACGTATAGGGACCGGAAATAGGTTAATAAATTTAGTGCAA
295P ProvalThrProAlaSerProLysArglleGlyThrGlyAsnAzrgLeulleAsnLeuvValGln

946 GGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAACTAAAGACTGTTGGCTCTGCCTG
J16PGlyThrTyrLeuAlaLeuAsnAlaThrAspProAsnlLysThrLysAspCysTrpLeucCysleu

1509 GTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAAC
337PValSerArgProProTyrTyrGluGlyIleAlaIleLeuGlyAsnTyrSerAsnGlnThrAsn

1072 CCCTCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAACATAAGCTAACTATATCTGAGGTGTCAGGGCAA
153 pProSerProSerCyslLeusSerThrProGlnHislysLeuThrIleSerGluvValsSerGlyGln

1135 GGACTGTGCATAGGGACTCTTCCTAAGACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACACAACAGGGA
379" GlyLauCysIieGlyThrValProLysThrHisGlnAlaLeuCysAsnLysThrGlnGlnGly

1198 CATACAGGGGCTCACTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGGGCCTGTAACACTGCACTC
400® HisThrGlyAlaHisTyrLeuAlaAlaProAsnGlyThrTyrTrpAlaCysAsnThrGlyLeu

F,..w_.N.s
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1261 ACCCCATGCATTTCCATGGCAGTGCTCAATTGGACCTCTGATTTTTGTGTCTTAATCGAATTA
421’Thr?rocYnIlasoruc:AlaanLcuAnnT:pTh:Sc:AlpPhoCylVAlbtuIleGluLcu

1324 TGGCCCAGAGTGACCTACCATCAACCCGAATACATTTACACACATTTCGACAAAGCTGTCAGG
442’TerroArgVAlrhrwyrﬂilGlnProcluTyrI1oryrrhrxilPhaAlpLylhlaVaLA:g

1387 TTCCGAAGAGAACCAATATCACTAACCGTTGCCCTTATAATGGGAGGACTCACTGTAGGGGGC
463P PheArgArgGluProlleSerLeuThrvalAlaLeullaMetGlyGlyLeuThrValGlyGly

1450 ATAGCCGCGGGGGTCGGAACAGGGACTAAAGCCCTCCT TCGAAACAGCCCAGTTCAGACAACTA
4840 IleAlaAlaGlyValGlyThrGlyThrLysAlalLeuLeuGluThrAlaGlnPheAzgGlnLeu

1513 CAAATGGCTATGCACGCAGACATCCAGGCCCTAGAAGAGTCAATTAGTGCCTTAGAAAAATCC
S0SPGlnMetAlaMetHisAlaAspIleGlnAlaLeuGluGluSerIleSerAlaLeuGluLysSer

1576 CTGACCTCCCTCTCCGAGGTAGTCTTACAAAATAGACGGGGCCTAGATATTCTGTTCTTACAA
526P LeuThrSerLeusSerGluvalValLeuGlnAsnArgArgGlyLeuAspIlaLeuPheLeuGln

1639 AAGGGAGGGCTCTGTGCCGCCTTAAAGGAAGAATGCTGCTTCTATGCAGATCACACCGGACTC
S47P LysGlyGlyLeuCysAlaAlaleulysGluGluCysCysPheTyrAlaAspHisThrGlyLeu

1702 GTCAGAGACAATATGGCTAAATTAAGAGAAAGACTGAAACAGCGACAACAACTGTTTGACTCC
S68P ValArgAspAsnMetAlaLysLeuArgGluArgleulysGlnArgGlnGlnLeuPheAspSer

1765 CAACAGGGATGGTTTGAAGGATGGTTCAACAAGTCCCCCTGGTTTACAACCCTAATTTCCTCC
S89P GlnGlnGlyTrpPheGluGlyTrpPheAsnlysSerProTrpPheThrThrleulleseazSer

1828 ATTATAGGCCCCTTACTAATCCTACTCCTAATTCTCCTCTTCGGCCCATGCATCCTTAACCGA
§10P IleIleClyProLeuleulleleulauleulleleuLeubPhedlyProCysIleLeuAsnAzrg

1391 TTAGTGCAATTCGTAAAAGACAGAATATCTGTGGTACAAGCCTTAATTTTAACCCAACAGTAC
631’ LeuValGlnPheValLysAspArgIleserValValGlnAlaleuIleLeuThrGlaGlnTyr

1954 CAACAGATACAGCAATATGATCCGGACCGACCATGA
6527 GlnGlnIleGlaGinTYTASDPTOASDACGPT O

Elawa&_ bj‘ 3 ( Y PRI i S9N )
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1 ATCTCTGCGAGCCTCTAGTGGGACAGCCATTCSGGCTCATCTGTTTGGCGTCTCACCTGAATAC
lbMetse:Gly&laSerSerGlyThrAlaIleclyhlaﬂLsLeuPheGlyValSerProGluTy:

-y et aleal el

A1 AZZGTGTTGATCGGAGACGAGGGAGCCGCACCCTCAAGGTCTCTTTCTCGAGGTTTCATTTTCG
2:PArgvalleulleGlyAspGluGlyAlaGlyProSerArgSerLeuSerGluValSerPheSer

127 GTTTGGTACCAAAGACGCGCGGCACGTCTTGTCATTTTTTGTCTGGTTGCGTCTTTTCTTGTC
43’v;1TrpTyrG1nA:gArgAlaAlnA:gLoanlIlePheCylLouValAllSc:EhebcuVal

196 CCTTGTCTAACCTTTTTAATTGCAGAAACCGTCATGGGCCAAACTATAACTACCCCCTTAAGC
64’PtoCynLouTh:?heLou!leAlncluTh:ValuttclyGlnTh:IloThrThrP:oLouSQt

2 CTCACCCTTGATCACTGGTCTGAAGTCCGGGCACGAGCCCATAATCAAGGTGTCGAGGTCCGG

51
85’LeuThanuAlpHi:TrpSetclanlA:quaA:quaxlnAlnGlnGlchlGluValA:g

116 AAAAAGAAATGGATTACCTTATGTGAGGCCGAATGGGTGATGATGAATGTGGGCTGGCCCCGA
105>LylLy-LlerpIlaTh:LeuCylG1uAlaGluTranlMctMctAsnV;lclyTtpProA:g

379 GAAGGAACTTTTTCTCTTGATAGCATTTCCCAGGTTGAAAAGAAGATCTTCGCCCCGGGACCA
127>cluclyrhrPthorL-uA-pSc:I1eScrcanAIGXuLynLylIloPh.AluP:oalyPro

442 TATGGACACCCCGACCAAGTTCCTTACATTACTACATGCGAGATCCTTAGCCACAGACCCCCCT
148’TyrclyﬂilProAspGanulProTy:I10Th:rhzrrpArqso:bouAlaTh:AspP:oPro

505 TCGTGGGTTCGTCCGTTCCTACCCCCTCCCAAACCTCCCACACCCCTCCCTCRACCTCTTTCG
169'SQ:T:pVAlArgProPhoLcuPro?:o?:onylP:oP:cThrP:oLcuP:oOlnProLgus.:

568 CCGCAGCCCTCCGCCCCTCTTACCTCTTCCCTCTACCCCGTTCTCCCCAAGCCAGACCCCeCe
190’Proc1nPros.:Aln?roncurh:s.tSorLQury:P:ov;lbcuPrcby-ProAupProP:o

631 AAACCGCCTGTGTTACCGCCTGATCCTTCTTCCCCTTTAATTGATCTCTTAACAGAAGAGCCA
211’LylP:cP:ov;lhouvroP:oh-p?:otorlo:!:onouxloAlpLQnLourhzclualuPro

694 CCTCCCTATCCGGGGGGTCACGGGCCACCGCCATCAGGTCCTAGGACCCCAACCGCTTCCCCG
232’ ProProTyrProGlyGlyHisGlyProProProserGlyProAzgThrProThrAlasSerPro

757 ATTGCAAGCCGGCTAAGGGAACGACGAGAAAACCCTGCTGAAGAATCGCAAGCCCTCCCCTTG
2537 IleAlaSerArgLeuArgGluArgArgGluAsnProalacluGluSerGlnAlaLeuProLeu

820 AGGGAAGGCCCCAACAACCGACCCCAGTATTGGCCATTCTCAGCTTCAGACTTGTATAACTGG
274’A:gcluolyP:oAsnAlnAtgP:oclnry:T:pP:oPhQSQrALlSQrAlpLouTyrAlnT:p

883 AAGTCGCATAACCCCCCTTTCTCCCAAGATCCAGTGGCCCTAACTAACCTAATTGAGTCCATT
295" LysSerHisAsnProProPheSerGlnAspProvalAlaLeuThrAsnLeuIleGluSerIle

946 TTAGTGACGCATCAACCAACCTGGGACGACTGCCAGCAGCTCTTGCAGGCACTCCTGACAGGC
316 LeuValThrHisGlnProThrTrpAspAspCysGlnGlnleuLeuGlnAlaLeuLeuThrGly

1309 GAAGAAAGGCAAAGGGTCCTTCTTGAGGCCCCGAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA
337" GluGluArgGlnArgvValLeuLeuGluAlaArgLysGlnValProGlyGluAspGlyArgPro

1372 ACCCAACTACCCAATGTCATTGACGAGACTTTCCCCTTGACCCGTCCCAACTGGGATTTTGCT
358’ThrGlnLeuProAanalxLcAlpGluTh:PhqPraLcuThrA:gProA:nT:pA-pPhaAla

1135 ACGCCGGCAGGTAGGGAGCACCTACGCCTITATCUCCAGTTGCTATTAGCCGGTCTCCGCGGA
379 ThrProAlaGlyArgGluHisLeuArgLauTyrAzrgGlnLeuLeuleuAlaGlyLeuArgGly

FA-Z{M_ N* 5
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1193 ZTTSCAAGACGCCCCACTAATTTGGCACAGGTAAAGCAGGTTGTACAAGGGAAAGAGGAAACS
400P AlaAlaArgArgProThrAsnLeuAlaGlnValLysGlnValValGinGlyLysGluGluThr

1261 CCACCAGCATTTTTAGAAAGATTAAAAGAGGCTTATAGAATGTACACTCCCTATGACCCTGAG
421’PtoAlaAlaPheLeuGluArgLeuLynGluAlaTyrArgMecTerhrProTyrAszrcGlu

1324 GACCCAGGGCAAGCGGCTAGTGTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTAGCCCAGATATAAGA
442’AspProGlyGlnAlaAlaSo:anIlebcuSo:PhoIlcTyrGlnSerSorProAlpIleA:g

1337 AATAAGTTACAAAGGCTAGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTGATCTGCTAAAAGAGGCA
463’AnnhylbeuGlnArgLeuGluclyncuclnclyPh.ThrLouso:AlpLeuLoubysGluAla

1450 GAAAAGATATACAACAAAAGGGAGACCCCAGAGGAAAGGGAAGAAAGATTATGGCAGCGACAG
484’GluLynI1eTy:AlnLy:Argclurh:P:oclucluA:qGlucluhrgbcurrpclnhrgcln

1513 GAAGAAAGAGATAAAAAGCGCCACAAGGAGATGACTAAAGTTCTGGCCACAGTAGTTGCTCAG
SOS’GluGluArgA:pLycbyaA:gHilLycGlunotTh:LylVachuAIlTh:V&anlAlncln

1576 AATACAGATAAGGATAGAGAAGAAAGTAAACTGGGGGATCAAAGGAAAATACCTC TGGGGAAA
526’A-nA:gAlpnylhlpargoluclus.:by-Lcudlyhnpdlnh:gbyn!loP:oLouclyLyl

1639 GACCAGTGTGCCTATTGCAAGGAAAAGGGGCATTGGGTTCGCGATTGCCCéAAACGACCCAGG
S47P AspGlnCysAlaTyrCysLysGluLysGlyHisTrpValArgAspCYsProLysArgProArg

1702 AAGAAACCCGCCAACTCCACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACCCC

568 LysLysProAlaAsnSerThrleulLeuAsnLeuGlyAspes-
1’GlulleArgArgValArgAlaArgThrPr

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCTTAAAAATAGGGGGGCAACCGGTGACTTTTCTGGTGGAC
10’oP:oProcluProA:gIlnrhrhoubylllcalyclyo1nPtthlth:?hcbcanlAlprh
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTGACCGCACAGCCCTGGT
31’rclyhltclnailsorValLou!h:h:q!:oknpdly?:oncuSQ:AlpA:gTh:LIuLouVa
1891 GCAAGGAGCCACGGGAAGCAAAAACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC
52’lclnGlyalnTh:GlySozLylAlnTy:A:gr:prh:ThrAspA:gA:anlclnnouAIa?h
1954 CGGTAAGGTGACTCATTCTTTTTTATATGTACCTGAATGTCCCTACCCGTTATTAGGGAGAGA
73’rclyLy-ValTh:nils.:PhoLoury:VAlProalucchroTyrProLcuLouclyA:gAl
2617 CCTATTAACTAAACTTAAGGCCCAAATCCATTTTACCGGAGAAGGGGCTAATGTTGTTGGGCC
94’pLeuLouThrLy-LouLynhluGlnIleﬂisPthh:GlycluclyAlaAanalValGlyPt
2080 CAGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTACTTTACAATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTGAGCC
115’oArgGlybeuProLcuGanalLauThrLeuGlnbouGluGluGLuTyrhszouPhaGluPr
2143 AGAAAGTACACAAAAACAGGAGATGGACACTTGGCTTAAAAACTTTCCCCAGGCGTGGGCAGA

136>oGLuSerTh:GlnLynGlnGluMecAspTh:TtpLeuLytAsnPheP:oGlnAlaTrpAlaGL

Eﬁu& N' 5 (A@hJ
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206 AACAGCAGGTATGGGAATGGCTCATTGTCAAGCCCCS ST TCTCATTCAAC TTAAGGCTACTSS
157?»uThrGlyGlyMetGlyMatAlaHisCysGlnAlaProvValLeulIleGlnLeuLysAlaThrAl
2269 CACTCCAATCTCCATCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA
178PaThrProl l1eSerIleArgGlnTyrProMetProHisCGluAlaTyrGlnGlyIleLysProHi

2332 TATAAGAAGAATGCTAGATCAAGGCATCCTCAAGCCCTGCCAGTCCCCATGGAATACACCCTT

199» sXleArgArgMat LeuAlpGlnGlyI}oLouLyl ProCysGlnSerProTrpAsnThrProLe

2395 ATTACCTGTTAAGAAGCCAGGGACCGAGGATTACAGACCAGTGCAGGACTTAAGAGAAGTAAA
220PuleuProValLysLysProGlyThrGluAspTyYrArgProvalGlnAspLeuArgGluValAs
2458 CAAAAGAGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCC
241" nLysArgValGluAspIleHisProThrValProAsnProTyrAsnLeulLeuserThrLeublr
2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTAAAGGACGCTTTTTTCTGCCTGCGACTACA
262%oProSerHisProTrpTyrThrValleuAspleuLysAspAlaPhePheCysLeuArgleuHi .
2584 CTCTGAGAGTCAGTTACTTTTTGCATTTGAATGGAGAGATCCAGAAATAGGACTGTCAGGGCA
283» sSerGluSerGlnLeuleuPheAlaPheGluTrpArgAspProGlulleGlyLeusSerGlyGl
2647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT
304’ nLeuThrTrpThrArglheuProGlnGlyPheLysAsnSerProThrLeuPheAspGluAlaLe
2710 GCACTCAGACCTGGCCGATTTCAGGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCTCCTACAATATGTAGA
325PuHisSerAspLeuAlaAspPheArgValArgTyrProAlaleuValleuLeuGlnTyzrValas
2773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGGAAGGGACTAAGGCACTCCTTGA
346’ pAspLeuLeuLeuAlaAlaAlaThzArgThrGluCysLeuGluGlyThrLysAlaLeuLeuGl
23136 GACTTTGGGCAATAA&GGGTACCGAGCCTCTGGAAAGAAGGCCCAAATTTGCCTGCAAGAAGT
367PuThrLeuGlyAsnLysGlyTyrArgAlaSerGlyLysLysAlaGlnIleCysLeuGlnGluva
2399 CACATACCTGGGGTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGGTGGCTTACCAAAGCTCGGAAAGAAGC
388 1 ThrTYrLeuGlyTyrSerLeuLysAspGlyGlnArgTrpLauThrLysAlaArgLysGluAl
2962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGTGAGAGAGTTCCTTGGAACTGCAG

459» allaleuSarIleProValProLysAsnProArgGlnvValArgGluPheLeuGlyThrAla
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