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Systéme d’expression baculovirus

Domaine technique

Linvention concerne un procédé de préparation d'un baculovirus recombinant
comprenant au moins deux génes exogenes, des jeux de recombinaison homologue mis en
ceuvre dans ce procédé de préparation, les baculovirus recombinants obtenus par ce
procédé, ainsi que [lutilisation des baculovirus recombinants pour la production de
polypeptides.

Arriére-plan technologigue

Les baculovirus sont une famille de virus en forme de batonnet, spécifiques des
arthropodes, qui compte quatre genres (Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Deltabaculovirus,
Gammabaculovirus) regroupant 49 espéces. Les baculovirus ne sont pas capables de se
répliquer dans les cellules de mammiféres ou d’autres vertébrés.

Le génome des baculovirus est constitué d’'une molécule d’ADN bicaténaire, circulaire,
d'une taille comprise entre 80 et 180 kpb. Le génome des baculovirus s'associe a des
protéines hautement basiques de 6,5 kDa, au sein dune nucléocapside a symétrie
hélicoidale, qui contient une protéine de capside de 39 kDa. La taille du génome détermine
la longueur de la nucléocapside. La nucléocapside est ensuite enfermée dans une enveloppe
lipoprotéique pour former la particule virale ou virion. Ces structures peuvent étre
recouvertes d’'une matrice cristalline ou polyédrique constituée essentiellement d’une seule
protéine (la polyédrine) d'environ 30 kDa. Les polyédres sont de grandes structures dont la
taille varie de 1 & 15 um de diamétre avec une enveloppe externe polysaccharidique qui
confére une protection supplémentaire.

Les baculovirus, dont le génome a été modifié génétiquement, sont utilisés en
biotechnologie pour la production de protéines recombinantes (i.e. baculovirus
recombinants). Aprés pénétration dans une cellule dinsecte, ces baculovirus recombinants
vont utiliser la machinerie de la cellule dinsecte pour produire la protéine recombinante.

Les baculovirus recombinants sont obtenus en insérant un ou plusieurs génes
provenant d'autres espéces (par exemple des étres humains, d'autres vertébrés, plantes,
bactéries et virus) dans le génome d’'un baculovirus parent. Ces génes sont placés sous le
contrdle d'un promoteur viral ou cellulaire (par exemple le promoteur du géne de la
polyédrine) pour générer un baculovirus recombinant. Le promoteur permet la transcription

du géne étranger en ARN messager qui a son tour est traduit en protéine dans la cellule
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d'insecte infectée par le baculovirus recombinant. L'avantage d'utiliser ce systéme est que le
niveau de production de la protéine recombinante dans les cellules d'insecte infectées par le
baculovirus recombinant peut étre trés important. La protéine recombinante peut ensuite
8tre purifiée & partir des cellules infectées si la protéine est intracellulaire ou bien a partir du
milieu de culture si la protéine est sécrétée. Le systéeme d'expression baculovirus est
largement utilisé dans l'industrie et dans les laboratoires de recherche. En plus de
limportante productivité du systéme d'expression baculovirus, ce systéme est également trés
apprécié car il permet de produire des protéines recombinantes biologiquement actives. En
effet, les cellules dinsectes permettent généralement d’obtenir des modifications post-
traductionnelles appropriées.

Malgré tous ces avantages, le systéme d'expression baculovirus est difficile a mettre
en ceuvre a 'échelle industrielle pour la production de plusieurs séquences polypeptidiques
recombinantes distinctes, par exemple des protéines comprenant plusieurs sous-unités
distinctes, tels que les anticorps ou de couples de protéines virales. En effet, les procédés
mis en ceuvre pour la fabrication des baculovirus recombinants sont complexes et
nécessitent un grand nombre d'étapes qui ne permettent pas d‘obtenir des génomes de
baculovirus recombinants homogénes et stables. L'homogénéité et la stabilité des génomes
de baculovirus recombinants sont des critéres nécessaires pour envisager un développement
industriel,

Il existe donc un besoin de mettre au point des procédés faciles a mettre en ceuvre
et qui permettent de produire des protéines recombinantes comprenant plusieurs sous-unités
distinctes, tels que les anticorps dans des systemes d’expression baculovirus et qui peuvent
notamment étre développés a I'échelle industrielle.

Partant de ce constat, le demandeur a mis au point un procédé particuliérement
efficace et facile & mettre en ceuvre pour préparer des baculovirus recombinants homogénes
et stables, et qui permet d'envisager un développement au niveau industriel, notamment
pour la production de plusieurs séquences polypeptidiques recombinantes distinctes,
notamment des protéines comprenant plusieurs sous-unités distinctes.

Résumé de l'invention

Dans un premier aspect linvention concerne un procédé pour préparer, dans une
cellule dinsecte, un baculovirus recombinant comprenant n génes exogénes, par
recombinaison entre :

a) un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n génes

essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels ; et
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b) n vecteurs de transfert comprenant chacun:
i) une séquence nucléotidique permettant de restaurer la fonction d'un des
n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,
ii) un des n génes exogénes,
l'ensemble des séquences nucléotidiques i) des n vecteurs étant capables de
restaurer la réplication du génome de baculovirus déficient pour la réplication ;

n étant un nombre entier au moins égal a 2.

Dans un deuxiéeme aspect linvention concerne un baculovirus recombinant
comprenant (i.e. « baculovirus recombinant dont le génome comprend » ou « baculovirus
recombinant dont le génome code ») n séquences nucléotidiques de formule (I) :

[géne exogéne]-[séquence nucléotidique intercalaire]-[géne essentiel a la réplication
virale fonctionnel] (I),

ladite séquence d’acides nucléiques intercalaire est constituée de 0 (zéro) a 600 pb, ledit
géne essentiel a la réplication virale fonctionnel est sélectionné parmi 1629 (ORF9), Pkl
(ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37), p47 (ORF40), lef8 (ORF50), DNAJ
domain (ORF51), ORF53, vpl1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62), DNA Pol (ORF65), lef-3
(ORF67), ORF73, ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4 (ORF90), p33
(ORF92), helicase (ORF95), vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109), gp64/67
(ORF128), ORF132, ORF133, odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2 (ORF6); n

étant un nombre entier au moins égal a 2.

Dans un troisiéme aspect I'invention concerne un jeu d'éléments de recombinaison
homologue comprenant :
a) un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n génes
essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels ;
b) n vecteurs de transfert comprenant chacun:
i) une séquence d'acides nucléiques permettant de restaurer la fonction
d’un des n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,
ii)  éventuellement un géne exogéne,
n étant un nombre entier au moins égal a 2.
Dans un quatrieme aspect I'invention concerne une cellule comprenant un baculovirus
recombinant de linvention ou un jeu d'éléments de recombinaison homologue de

l'invention.
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Dans un cinquiéme aspect linvention concerne lutilisation d'un baculovirus
recombinant de linvention ou d'une cellule de linvention pour la production de n
polypeptides exogénes codés par n génes exogenes.

Description détaillée de l'invention

Préparation du baculovirus recombinant

L'invention concerne un procédé pour préparer, dans une cellule d‘insecte, un

baculovirus recombinant comprenant n génes exogénes, par recombinaison entre :
a) un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n génes
essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels ; et
b) n vecteurs de transfert comprenant chacun:
i) une séquence nucléotidique permettant de restaurer la fonction d’'un des
n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,
i) un des n génes exogenes,
I'ensemble des séquences nucléotidiques i) des n vecteurs étant capables de
restaurer la réplication du génome de baculovirus déficient pour la réplication ;
n étant un nombre entier au moins égal a 2.

Dans le cadre de la présente invention, on entend designer par I'expression "génome
de baculovirus" I'ensemble du matériel génétique d'un baculovirus, comprenant en particulier
toutes les séquences codantes et ADN non codantes d'un baculovirus.

Dans le cadre de la présente invention, on entend designer par I'expression
« génome de baculovirus déficient pour la réplication », un génome de baculovirus dans
lequel n génes essentiels a la réplication virale ont été soit délétés (entierement ou
partiellement) soit mutés de telle sorte que le génome de baculovirus a perdu sa capacité de
réplication dans une cellule d'insecte. Par exemple, le géne essentiel a la réplication virale ne
s'exprime plus ou il est transcrit puis traduit en une protéine non-fonctionnelle. Ainsi, les
génes délétés (entierement ou partiellement) ou mutés sont appelés « génes essentiels a la
réplication virale non-fonctionnels ». Les génomes de baculovirus déficients pour la
réplication virale sont fabriqués a partir de génomes de baculovirus parents en utilisant des
techniques de biologie moléculaire bien connues de I'homme du métier, et permettant
notamment linsertion et/fou la délétion de séquences nucléotidiques dans le baculovirus
parent. De préférence, le génome de baculovirus déficient pour la réplication virale
comprend au moins une séquence nucléotidique qui lui permet de se répliquer au sein d’'une
cellule bactérienne. Ces séquences nucléotidiques ne sont pas des génes exogénes au sens
de linvention. Un exemple d'élément de réplication bactérienne est la séquence
nucléotidique « Mini-F ». De tels éléments de réplication sont bien connus dans I'état de la
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technique. La cellule bactérienne peut étre Escherichia cofi. Un génome de baculovirus qui
comprend une séquence nucléotidique qui lui permet de se répliquer au sein d’une cellule
bactérienne est connu sous la dénomination « BacMid ». De préférence, le génome de
baculovirus déficient pour la réplication comprend également une ou plusieurs séquences
nucléotidiques codant un ou plusieurs marqueurs de sélection permettant de sélectionner ou
d'identifier les cellules bactériennes transfectées par le génome de baculovirus déficient pour
la réplication. Ces séquences nucléotidiques ne sont pas des génes exogénes au sens de
l'invention. Un exemple de marqueurs de sélection est le géne de résistance a I'ampicilline, le
géne de résistance a la kanamycine, le géne de résistance a I'hygromycine, le géne de
résistance a la zéocine etfou le géne de résistance a la tétracycline.

Dans un mode de réalisation particulier, le génome de baculovirus déficient pour la
réplication est obtenu a partir d'un génome de baculovirus sélectionné parmi ou dérivé du
génome de BmNPV, ACMNPV, ApNPV, BsSNPV, CfMNPV, EoSNPV, HaNPV, HzNPV, LAMNPV,
MbMNPV, OpMNPV, SIMNPV, SeMNPV ou TeNPV, de préférence ACMNPV.

Dans un mode de réalisation préféré, le génome de baculovirus déficient pour la
réplication est sous forme circulaire. Le procédé selon linvention ne nécessite pas la
linéarisation du génome déficient pour la réplication.

Dans le cadre de la présente invention, on entend designer par I'expression
« génome de baculovirus recombinant », le génome de baculovirus issu de la recombinaison
homologue entre le génome de baculovirus déficient pour la réplication virale et les n
vecteurs de transfert.

Dans le cadre de la présente invention, on entend designer par l|'expression
« baculovirus recombinant », un baculovirus dont le génome est un génome de baculovirus
recombinant, c'est-a-dire un baculovirus codant les n génes exogénes. Le baculovirus
recombinant est produit aprés réplication du génome de baculovirus recombinant dans la
cellule dinsecte. Le baculovirus recombinant peut étre sécrété et peut infecter une autre
cellule d'insecte. De préférence, le baculovirus recombinant de I‘invention est infectieux. Par
« géne », on entend une séquence nucléotidique capable d'étre transcrite en protéine ou en
peptide d'intérét.

Dans le cadre de la présente invention, on entend par « géne exogéne » (ou
« transgéne »), un géne qui n'est naturellement pas présent dans le génome dun
baculovirus. Il peut s'agir par exemple de génes humains, de génes d’origine animale, de
génes viraux ou de génes bactériens. De plus, un « géne exogéne » au sens de Iinvention
n’est pas présent dans le génome de baculovirus déficient pour la réplication virale. Ainsi, les

genes qui ne sont naturellement pas présents dans le génome d’un baculovirus mais qui sont
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présents dans le génome de baculovirus déficient pour la réplication virale ne sont pas
considérés comme des génes exogenes au sens de la présente invention. En d'autres
termes, les génes exogénes sont portés par les vecteurs de transfert qui recombinent avec le
génome de baculovirus déficient pour la réplication virale et qui se retrouvent ensuite
intégrés dans le baculovirus recombinant.

Un géne exogeéne au sens de la présente invention est placé sous le contréle
d'éléments appropriés pour son expression dans la cellule dinsecte. Par "éléments
appropriés”, on entend l'ensemble des éléments nécessaires a sa transcription en ARN
messager (ARNm) et a la traduction de ’ARNm en protéine. Parmi les éléments nécessaires a
la transcription, le promoteur revét une importance particuliere. Il peut s'agir d'un promoteur
constitutif ou d'un promoteur régulable et il peut étre d'origine baculovirale ou d'origine
arthropode (e.g. d'origine insecte). Limportant est que le promoteur choisi soit adapté pour
I'expression du géne exogéne dans la cellule dinsecte. D'une fagon générale, un promoteur
en usage dans la présente invention, peut étre modifié de maniére a contenir des séquences
régulatrices. A titre d'exemples de promoteurs, on peut citer le promoteur polyédrine, le
promoteur P10, les promoteurs synthétiques dérivés des promoteurs polyédrine et P10, le
promoteur IE1 du baculovirus CfMNPV, le promoteur IE1 du baculovirus LAMNPV, le
promoteur gp64 du baculovirus OpMNPV, le promoteur IE1 du virus de crevette WSSV
(White spot syndrome virus), le promoteur P9 du densovirus de Junonia coenia (JcDNV), le
promoteur cellulaire A3 (actine 3) du vers & soie Bombyx mori. Dans un mode de réalisation
particulier, un ou plusieurs des génes exogénes est placé sous le contréle d'un promoteur
synthétique dérivé du promoteur P10 sauvage (SEQ ID NO :1), de préférence le promoteur
synthétique P10S1A (SEQ ID NO : 2) ou P10S1B (SEQ ID NO :3).

Par « cassette d'expression », on entend une séquence nucléotidique généralement
constituée d'un ou plusieurs génes et des éléments appropriés pour son/leur expression, par
exemple un géne exogéne et les éléments appropriés pour son expression dans la cellule
d'insecte.

Dans le cadre de Iinvention, le baculovirus recombinant permet d’exprimer (i.e. de
produire) les n génes exogénes dans une cellule dinsecte. Dans un mode de réalisation
particulier, la cellule d'insecte est choisie parmi Sf9, Sf21, Tn5-b14, les lignées cellulaires de
Iépidoptéres sensibles au baculovirus ACMNPV ou les lignées Sf21, de préférence Sf9.

Les vecteurs de transfert peuvent également contenir une ou plusieurs séquences
nucléotidiques qui leur permettent de se répliquer au sein d'une cellule bactérienne. Ils
peuvent également contenir des génes codant un marqueur de sélection permettant de

sélectionner ou identifier les cellules bactériennes transformées avec un vecteur de transfert.
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L'un des principaux avantages de la présente invention est que la capacité a se
répliquer du génome de baculovirus déficient pour la réplication virale est restaurée par la
recombinaison avec les n vecteurs de transfert. En effet, chacun des n vecteurs de transfert
code, en plus d'un des n génes exogénes, une séquence nucléotidique permettant de
restaurer la fonction d'un des n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnels.
Ainsi, seule la recombinaison avec les n vecteurs de transfert est capable de restaurer la
réplication du génome de baculovirus déficient pour la réplication. Ainsi le procédé de
l'invention garantit que seuls les génomes de baculovirus recombinants contenant les n
génes exogenes pourront générer des baculovirus recombinants infectieux. Ce procédé évite
d'avoir a utiliser des tests chronophages pour identifier les baculovirus recombinants
contenant les n génes exogenes.

Dans un mode de réalisation préféré, les génes essentiels a la réplication virale sont
choisis parmi 1629 (ORF9), Pkl (ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37), p47
(ORF40), lef8 (ORF50), DNAJ domain (ORF51), ORF53, vp1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62),
DNA Pol (ORF65), lef-3 (ORF67), ORF73, ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4
(ORFS0), p33 (ORF92), helicase (ORF95), vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109),
gp64/67 (ORF128), ORF132, ORF133, odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2
(ORF6). Ces genes sont préférés car ils sont adjacents a un géne non-essentiel a la
réplication virale. Ainsi, dans un mode de réalisation préféré, dans le génome de baculovirus
déficient pour la réplication virale, les n génes essentiels a la réplication virale non-
fonctionnels sont chacun adjacents a un géne non-essentiel a la réplication virale. Comme
détaillé tout au long de la présente demande, les n génes exogénes recombinent chacun au
niveau d'un géne non-essentiel a la réplication virale adjacent a un géne essentiel a la
réplication virale non-fonctionnel. Etant donné que le géne non-essentiel a la réplication
virale n'est pas essentiel pour la réplication du génome de baculovirus, cette recombinaison
n‘affecte pas la capacité du génome de baculovirus a se répliquer.

Au sens de la présente invention, I'expression « réplication » ou « réplication virale »
s’entend par la réplication a la fois du génome de baculovirus et du baculovirus. Etant
entendu que la réplication du génome de baculovirus dans une cellule dinsecte est
essentielle a la réplication du baculovirus dans la cellule d'insecte. Ainsi, un géne essentiel a
la réplication virale s’entend comme un géne essentiel a la réplication du baculovirus. La
réplication du baculovirus dans la cellule d'insecte permet la génération de baculovirus
infectieux. Ainsi, le procédé de l'invention permet de générer un baculovirus recombinant

infectieux dans la cellule d’insecte.
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Au sens de la présente invention, un géne essentiel & la réplication virale non-
fonctionnel est adjacent & un géne non-essentiel a la réplication virale lorsque les deux
génes se succédent ou se recouvrent partiellement sur le génome du baculovirus, de
préférence aucun autre géne n'est compris entre le géne essentiel a la réplication virale non-
fonctionnel et le géne non-essentiel a la réplication virale. Avantageusement, les deux génes
susmentionnés sont séparés par une séquence nucléotidique intercalaire, par exemple une
séquence nucléotidique intercalaire non codante. En particulier, la séquence nucléotidique
intercalaire a une longueur allant de 1 pb a 600 pb. Il est également possible qu‘aucune
séquence nucléotidique intercalaire (i.e. 0 pb) ne sépare les deux génes susmentionnés,
c'est-a-dire que les deux génes susmentionnés sont accolés sur le génome du baculovirus ou
se recouvrent partiellement. Alternativement, la séquence nucléotidique intercalaire peut
comprendre un géne non-essentiel a la réplication virale.

Le demandeur s'est par ailleurs apergu que le choix de génes essentiels a la
réplication virale non-fonctionnels adjacents a des génes non-essentiels a la réplication virale
était particuliérement avantageux et permettait d’obtenir des recombinaisons homologues
homogénes et donc de préparer des baculovirus recombinants dont les génomes sont
homogénes. Comme expliqué par ailleurs, seule une parfaite recombinaison des n vecteurs
permet dobtenir un baculovirus recombinant capable de se répliquer dans une cellule
d'insecte. Aux fins de la présente invention, il est préférable que les génomes des
baculovirus recombinants préparés selon linvention soient homogénes a plus de 90%,
avantageusement a plus de 95%, de préférence a plus de 99% et de maniére tout a fait
préférée aux environs de 100%, de préférence identique.

Dans un mode de réalisation particulier, le géne non-essentiel a la réplication virale
est choisi parmi Ph (ORF 8), ORF11, ORF13, egt (ORF15), u-ubiquitin (ORF35), 39K
(ORF36), ORF38, p43 (ORF39), lef-12 (ORF41), pcna (ORF49), ORF52, ORF55, Fp (ORF61),
ORF63, gp37(ORF64), ORF68, ORF72, ORF74, ORF82, cg30 (ORF88), ORF91, pif4 (ORF96)
he65 (ORF105), ORF108, ORF110, cathepsine (ORF127), p24 (ORF129), pp34 (ORF131),
ORF134, ORF145, odv-e56 (ORF148), ORF5.

Avantageusement, le couple géne essentiel a la réplication virale/géne non-essentiel

a la réplication virale est choisi parmi les couples listés dans le tableau suivant :
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\ . Gene non Espacement entre les 2
Couple | Gene essentiel . \
essentiel _genes
1 1629 (ORF9) Ph (ORF 8) 29 bp '
2 Pk1 (ORF10) ORF11 163 bp
ORF13 Chevauchement
3 |let1 (ORFL4) ou egt (ORF15) | 112 bp
4 ORF34 v-ubiquitin (ORF35) | 20 bp
39K (ORF36) Chevauchement
> |lef11(ORF37) ou ORF38 Chevauchement
p43 (ORF39) 7b
6 p47 (ORF40) ou lef-12 (ORF41) CheF:/auchement
7 Lef8 (ORF50) pcna (ORF49) 109 bp
DNAJ domain
8 (ORF51). ORF52 202 bp
9 ORF53 ORF52 1 bp
10 vp1054 (ORF54) ORF55 91 bp
Fp (ORF61) 26 bp
11 Lef-9 (ORF62) ou ORE63 60 bp |
12 | DNA Pol (ORF65) | gp37(ORF64) |137bp
13 lef-3 (ORF67) ORF68 Chevauchement
14 ORF73 ORF72 8 bp
15 ORF75 ORF74 17 bp
16 ORF81 ORF82 Chevauchement
17 p95 (ORF83) ORF82 Chevauchement
18 vp39 (ORF89) cg30 (ORF88) 2 bp
19 lef-4 (ORF90) ORF91 0 bp
20 p33 (ORF92) ORF91 37 bp
21 helicase (ORF95) pif-4 (ORF96) Chevauchement
22 vp80 (ORF104) he65 (ORF105) 27 bp
23 ORF106-107 he65 (ORF105) 544 bp
ORF108 11 bp
24 odv-ec43 (ORF109) ou ORF110 35 bp
. e ~ {cathepsine ‘
25 |gpo4/67 (ORFI28) |(ORFLz7) |90
: o ' ou p24 (ORF129) -
26 ORF132 pp34 (ORF131) 211 bp
27 ORF133 ORF134 50 bp
28 odv-ec27 (ORF144) | ORF145 69 bp
29 ORF146 ORF145 Chevauchement
30 iel (ORF147) odv-e56 (ORF148) |61 bp
31 lef-2 (ORF6) ORF5 Chevauchement
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Dans le cadre de la présente invention, on entend designer par l'expression
« recombinaison homologue », I'échange d'information génétique entre deux séquences
nucléotidiques différentes, nécessitant la présence de séquences homologues entre les deux
séquences nucléotidiques différentes. Dans le cadre de la présente invention, la
recombinaison se fait dans la cellule d'insecte entre (a) un génome de baculovirus déficient
pour la réplication dans lequel n génes essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels
et (b) les n vecteurs de transfert. La recombinaison dans le cadre de la présente invention se
fait en une seule étape dans la cellule d'insecte. C'est-a-dire que la recombinaison des n
génes exogénes avec le génome de baculovirus déficient pour la réplication se fait de
maniéere simultanée ou quasi-simultanée dans la cellule d’insecte.

Le procédé selon linvention met en ceuvre un mécanisme de recombinaison
homologue intermoléculaire. D'une maniére générale, le mécanisme de recombinaison
homologue consiste en |'échange de séquences nucléotidiques homologues entre le génome
de baculovirus déficient pour la réplication et les n vecteurs de transfert. Ces séquences
nucléotidiques peuvent étre identiques ou substantiellement homologues. Dans un mode de
réalisation particulierement avantageux, les vecteurs de transfert comprennent, de part et
dautre de la cassette d'expression du geéne exogéne, des séquences flanquantes
homologues au génome de baculovirus déficient pour la réplication. Le degré d’homologie
des séquences flanquantes avec la partie correspondante du génome de baculovirus
déficient pour la réplication peut étre variable mais doit étre suffisant pour permettre la
recombinaison intermoléculaire. Aux fins de la présente invention, il est préférable qu'il soit
supérieur a 70%, avantageusement supérieur a 80%, de préférence supérieur a 90% et de
maniére tout a fait préférée aux environs de 100%, de préférence identique. De plus, une
courte région d'’homologie peut étre suffisante, c'est-a-dire au moins 10 nucléotides (ou
paires de bases) consécutifs communs entre les séquences flanquantes et leurs séquences
homologues dans le génome de baculovirus déficient pour la réplication. Dans le cadre de la
présente invention, la longueur des séquences flanquantes peut aller de 10 pb (i.e. 10 paires
de bases) a 10 kb (i.e. 10 000 paires de bases), avantageusement allant de 100 pb & 6 kb,
de préférence allant de 200 pb a 6 kb et, de maniére tout a fait préférée allant de 400 pb & 6
kb. Ainsi, le matériel génétique localisé entre les séquences flanquantes des n vecteurs de
transfert remplace le matériel génétique localisé entre les deux séquences homologues aux
séquences flanquantes du génome de baculovirus déficient pour la réplication. Cet échange
intermoléculaire permet de générer un baculovirus recombinant infectieux dans la cellule
dinsecte. Selon linvention, 'ensemble des séquences nucléotidiques i) (i.e. les séquences

nucléotidiques permettant de restaurer la fonction des n génes essentiels a la réplication



10

15

20

25

30

35

WO 2018/024998 1 PCT/FR2017/052191

virale non-fonctionnels) des n vecteurs de transfert sont capables de restaurer la réplication
du génome de baculovirus déficient pour la réplication. En effet, 'échange intermoléculaire
permet de restaurer la fonction des n génes essentiels & la réplication virale non-
fonctionnels. En d‘autres termes, la restauration de la fonction des n génes essentiels a la
réplication virale non-fonctionnels se fait lorsque la recombinaison homologue se produit
correctement. Cela vient du fait que les n vecteurs de transfert comprennent chacun une
séquence nucléotidique permettant de restaurer la fonction d'un des n génes essentiels a la
réplication virale non-fonctionnels.

Par exemple, lorsque n=2, un génome de baculovirus déficient pour la réplication
dans lequel deux génes essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels recombine
avec deux vecteurs de transfert qui comprennent chacun une séquence nucléotidique
permettant de restaurer la fonction d'un des deux génes essentiels a la réplication virale
non-fonctionnel. Ce qui veut dire que la recombinaison avec le premier vecteur de transfert
permet de restaurer la fonction d'un premier géne essentiel a la réplication virale non-
fonctionnel et la recombinaison avec le deuxiéme vecteur de transfert permet de restaurer la
fonction d’'un deuxiéme géne essentiel a la réplication virale non-fonctionnel. Ainsi, seule la
recombinaison des deux vecteurs de transfert avec le génome de baculovirus déficient pour
la réplication permet de restaurer la fonction des deux génes essentiels a la réplication virale
non-fonctionnels et donc de restaurer la réplication du génome de baculovirus déficient pour
la réplication. Cette restauration permet de générer des baculovirus recombinants infectieux
dans la cellule d'insecte.

Ainsi, selon le procédé de linvention, la recombinaison avec les n vecteurs de
transfert, ou multirecombinaison, est nécessaire pour restaurer la réplication du génome de
baculovirus déficient pour la réplication.

De maniére surprenante, les inventeurs ont mis en évidence que la
multirecombinaison pouvait se faire en une seule étape dans la cellule dinsecte. Ceci est
particulierement avantageux puisque le génome de baculovirus déficient pour la réplication
et les n vecteurs de transfert peuvent étre introduits en méme temps dans la cellule
dinsecte, c'est-a-dire que le génome de baculovirus déficient pour la réplication et les
vecteurs de transfert sont introduits simultanément dans la cellule dinsecte, en d‘autres
termes le génome de baculovirus déficient pour la réplication et les vecteurs de transfert
sont introduits en une seule étape dans la cellule d'insecte. La multirecombinaison en une
seule étape lors du procédé selon linvention est donc trés facile & mettre en ceuvre et
permet d'obtenir des génomes de baculovirus recombinants homogénes, c’est-a-dire que

I'homologie de la séquence nucléotidique de chaque génome de baculovirus recombinant
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produit est supérieure a 90%, de préférence supérieure a 95%, de préférence supérieure a
99%, de préférence aux environs de 100%, de préférence égale a 100%.

Le procédé selon linvention permet de préparer un baculovirus recombinant
exprimant (i.e. produisant) n polypeptides exogénes. Les n polypeptides exogénes forment
une seule protéine ou plusieurs protéines. On entend par « polypeptide » une chaine
d'acides aminés reliés par des liaisons peptidiques. Par exemple, un polypeptide peut &tre
une protéine, une sous-unité de protéine, un fragment de protéine ou simplement une
chaine d'acides aminés. Généralement, un polypeptide est formé d'au moins 10 acides
aminés.

Dans un mode de réalisation particulier, les n polypeptides exogénes forment
plusieurs protéines. Il peut s'agir de protéines comprenant une seule chaine polypeptidique,
plusieurs sous-unités identiques ou plusieurs sous-unités distinctes. Le nombre de protéines
produites peut étre égal ou inférieur & n. Par exemple, trois polypeptides exogénes (n=3)
peuvent former (i) une protéine comprenant une seule chaine polypeptidique et une protéine
comprenant deux sous-unités distinctes, (ii) trois protéines comprenant une seule chaine
polypeptidique, (iii) une protéine comprenant plusieurs sous-unités identiques et une
protéine comprenant deux sous-unités distinctes ou (iv) trois protéines comprenant plusieurs
sous-unités identiques.

Dans un autre mode de réalisation particulier, les n polypeptides exogénes forment
une seule protéine. Dans ce mode de réalisation, la protéine comprend généralement n sous-
unités distinctes.

Le procédé selon linvention est particulierement avantageux pour préparer un
baculovirus recombinant exprimant (i.e. produisant) une protéine exogéne comprenant
plusieurs sous-unités distinctes, par exemple une protéine n‘ayant sa fonction que lorsqu’eile
comprend toutes ses sous-unités. Les sous-unités sont généralement liées entre elles par des
liaisons non-covalentes (e.g. liaisons hydrophobes) et/ou des liaisons covalentes (e.g. ponts
disulfures entre deux cystéines).

Dans un mode de réalisation particulier, le procédé selon linvention permet de
préparer facilement et rapidement un baculovirus recombinant comprenant n génes
exogénes distincts qui codent une seule protéine comprenant n sous-unités distinctes. On
entend par «génes exogénes distincts », des génes n'ayant pas la méme séquence
nucléotidique. On entend par « sous-unités distinctes », des séquences peptidiques n‘ayant
pas la méme séquence en acides aminés. Ainsi, une « protéine comprenant n sous-unités
distinctes », comprend n sous-unités distinctes liées entre elles par des liaisons non-

covalentes et/ou des liaisons covalentes. Dans ce mode de réalisation, le nombre de vecteurs
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de transfert dépendra du nombre de sous-unités distinctes que comprend la protéine. Par
exemple, deux vecteurs de transfert seront utilisés pour une protéine comprenant deux sous-
unités distinctes, trois vecteurs de transfert seront utilisés pour une protéine comprenant
trois sous-unités distinctes, etc. Ainsi, chaque vecteur de transfert comprend un géne
exogene différent des genes exogénes compris dans les autres vecteurs de transfert. Le
baculovirus recombinant de l'invention ne peut comprendre I'ensemble de la protéine
d'intérét (c'est-a-dire l'ensemble des sous-unités distinctes qui constituent la protéine
d'intérét) uniquement si la recombinaison se fait entre le génome de baculovirus déficient
pour la réplication et les n vecteurs de transfert.

Selon l'invention, n est un nombre entier au moins égal & 2, par exemple un nombre
entier allant de 2 a 30, par exemple allant de 2 a 10. Par exemple, pour une protéine
comprenant plusieurs sous-unités distinctes, la valeur de n correspondra au nombre de sous-
unités distinctes qui constituent ladite protéine.

Dans un mode de réalisation particulier, n=2 et le baculovirus recombinant code 2
génes exogénes qui codent une protéine comprenant deux sous-unités, avantageusement 2
génes exogeénes distincts qui codent une protéine comprenant 2 sous-unités distinctes. De
préférence, la protéine est un anticorps, un complexe protéique formant des Virus-Like-
Particles (VLP), un couple de protéines virales, une hormone peptidique, de préférence un
anticorps.

Dans un mode de réalisation particulier, n=3 et le baculovirus recombinant comprend
3 génes exogénes qui codent une protéine comprenant trois sous-unités, avantageusement
3 génes exogeénes distincts qui codent une protéine comprenant 3 sous-unités distinctes. De
préférence, la protéine est un anticorps bispécifique, un ensemble de trois protéines virales,
un complexe multienzymatique, un complexe protéique, un complexe protéique formant des
VLP, de préférence un anticorps bispécifique.

Le terme « anticorps » est utilisé ici dans le sens le plus large et englobe diverses
structures d'anticorps largement décrites dans la littérature, y compris, mais sans s'y limiter,
les anticorps quelle que soit leur origine, les anticorps monoclonaux, les anticorps
polyclonaux et les fragments d'anticorps tant qu'ils présentent lactivité souhaitée (par
exemple la liaison a l'antigéne). L'anticorps est une IgA, IgD, IgE, IgG ou une IgM. Des
exemples de fragments d'anticorps comprennent, mais sans s'y limiter, des fragments Fv,
Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, Fc ; les diabodies; scFv/Fc ; les anticorps de type camélidés (par
exemple les VHH); des molécules d'anticorps a chaine unique (par exemple scFv).

Avantageusement, le baculovirus recombinant préparé selon le procédé de l'invention

ne comprend pas de séquence d'acides nucléiques qui lui permet de se répliquer au sein
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d'une cellule bactérienne. En particulier, la séquence dacides nucléiques qui permet de
répliquer le génome de baculovirus déficient pour la réplication au sein d'une cellule
bactérienne est éliminée lors de la recombinaison homologue dans la cellule d'insecte.

L'introduction dans une cellule dinsecte des vecteurs de transfert et du génome de
baculovirus déficient pour la réplication est réalisée selon les techniques générales largement
décrites dans I'art antérieur. On peut citer notamment la technique au phosphate de calcium,
la technique au DEAE dextran, I'électroporation, les méthodes basées sur les chocs
osmotiques, la microinjection ou les méthodes basées sur I'emploi de liposomes, de
préférence la lipofection. Dans le cadre de la présente invention, les vecteurs de transfert et
le génome de baculovirus déficient pour la réplication sont introduits en méme temps dans la
cellule dinsecte, c'est-a-dire que les vecteurs de transfert et le génome de baculovirus
déficient pour la réplication sont introduits simultanément dans la cellule d'insecte, en
d'autres termes les vecteurs de transfert et le génome de baculovirus déficient pour la
réplication sont introduits en une seule étape.

Dans le cadre d'un procédé selon ['invention, les quantités de génome de baculovirus
déficient pour la réplication et de vecteurs de transfert introduits dans la cellule dinsecte
peuvent varier. On préfére employer une quantité 5 fois plus importante de chacun des
vecteurs de transfert par rapport a la quantité de génome de baculovirus déficient pour la
réplication.

Un autre avantage de la présente invention est que le génome de baculovirus
déficient pour la réplication est introduit sous forme circulaire, c'est-a-dire sans étape de
linéarisation au préalable. Cette étape de linéarisation est inutile puisque le génome de
baculovirus est déficient pour la réplication, méme sous forme circulaire, puisqu’il comprend
des génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnels. L'absence d'étape de
linéarisation est un autre avantage majeur de la présente invention.

Baculovirus recombinant

La présente invention vise également a protéger un baculovirus recombinant
comprenant (i.e. « baculovirus recombinant dont le génome comprend » ou « baculovirus
recombinant dont le génome code ») n séquences nucléotidiques de formule (I) :

[géne exogéne]-[séquence nucléotidique intercalaire]-[géne essentiel & la réplication
virale fonctionnel] (I),

ladite séquence d'acides nucléiques intercalaire est constituée de 0 (zéro) a 600 pb,
ledit géne essentiel a la réplication virale fonctionnel est sélectionné parmi 1629 (ORF9), Pkl
(ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37), p47 (ORF40), lef8 (ORF50), DNAJ domain
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(ORF51), ORF53, vp1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62), DNA Pol (ORF65), lef-3 (ORF67), ORF73,
ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4 (ORF90), p33 (ORF92), helicase (ORF95),
vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109), gp64/67 (ORF128), ORF132, ORF133,
odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2 (ORF6); n étant un nombre entier au
moins égal a 2.

Avantageusement, le baculovirus recombinant selon I'invention ne comprend pas de
séquence d‘acides nucléiques qui lui permet de se répliquer au sein dune cellule
bactérienne. Il a en effet été démontré que l'absence d'une telle séquence permettait
d’augmenter la stabilité du baculovirus recombinant, comparé a un baculovirus recombinant
comportant une telle séquence (Piljmann et al (2003) Journal of General Virology.

Avantageusement, le baculovirus recombinant selon I‘invention ne comprend pas n
génes non-essentiels a la réplication virale choisis parmi Ph (ORF 8), ORF11, ORF13, egt
(ORF15), v-ubiquitin (ORF35), 39K (ORF36), ORF38, p43 (ORF39), lef-12 (ORF41), pcna
(ORF49), ORF52, ORF55, Fp (ORF61), ORF63, gp37(ORF64), ORF68, ORF72, ORF74, ORF82,
cg30 (ORF88), ORF91, pif-4 (ORF96) he65 (ORF105), ORF108, ORF110, Cathepsine
(ORF127), p24 (ORF129), pp34 (ORF131), ORF134, ORF145, odv-e56 (ORF148), ORF5.
Avantageusement, un des n génes non-essentiels a la réplication virale est le géne codant la
cathepsine car il a été montré que la cathepsine peut avoir un effet délétére sur les
polypeptides exogénes produits.

Selon l'invention, n est un nombre entier au moins égal a 2, par exemple un nombre
entier allant de 2 a 30, par exemple allant de 2 a 10, comme détailié dans la partie
« préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.

La présente invention vise également a protéger un baculovirus recombinant,
susceptible d'étre obtenu selon le procédé de préparation de Invention, comprenant n
séquences nucléotidiques de formule (I) :

[géne exogéne]-[séquence nucléotidique intercalaire]-[géne essentiel a la réplication
virale fonctionnel] (1),

ladite séquence d'acides nucléiques intercalaire est constituée de 0 (zéro) a 600 pb,
ledit géne essentiel a la réplication virale fonctionnel est sélectionné parmi 1629 (ORF9), Pkl
(ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37), p47 (ORF40), lef8 (ORF50), DNAJ domain
(ORF51), ORF53, vp1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62), DNA Pol (ORF65), lef-3 (ORF67), ORF73,
ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4 (ORFI0), p33 (ORF92), helicase (ORF95),
vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109), gp64/67 (ORF128), ORF132, ORF133,
odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2 (ORF6); n étant un nombre entier au

moins égal a 2.
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Avantageusement, les n séquences nucléotidiques sont réparties sur tout le génome
du baculovirus recombinant, ce qui permet d’en améliorer la stabilité. Les n génes exogénes
choisis sont donc suffisamment espacés sur le génome du baculovirus. Cette caractéristique
est implicite puisque la répartition sur le génome est liée aux couples « géne essentiel/géne
non essentiel »,

Avantageusement, et cela est inhérent au procédé de préparation selon linvention,
les n séquences nucléotidiques de formule (I) ne sont pas dupliquées sur le génome du
baculovirus recombinant. Il a en effet été démontré une diminution de la stabilité du
baculovirus recombinant lorsque les séquences sont dupliquées sur le génome (données
non-présentées).

Jeu d'éléments de recombinaison homologue

La présente invention vise également a protéger un jeu d’éléments de recombinaison
homologue comprenant :

a) un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n genes

essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels ;

b) n vecteurs de transfert comprenant chacun:

i)  une séquence d'acides nucléiques permettant de restaurer la fonction
d'un des n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,
i)  éventuellement un géne exogéne,

n étant un nombre entier au moins égal a 2.

Avantageusement, les genes essentiels a la réplication virale non-fonctionnels sont
chacun adjacents a un géne non-essentiel a la réplication virale, comme décrit dans la partie
« préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, les vecteurs de transfert comprennent, de
part et d'autre de la cassette d'expression du géne exogene, des séquences flanquantes
homologues au génome de baculovirus déficient pour la réplication. Avantageusement, les
séquences flanquantes de chacun des vecteurs de transfert sont homologues a tout ou partie
dudit géne essentiel a la réplication virale non-fonctionnel et a tout ou partie dudit géne non-
essentiel a la réplication virale. Avantageusement, les séquences flanquantes ont une
longueur qui peut aller de 10 pb (i.e. 10 paires de bases) a 10 kb (i.e. 10 000 paires de
bases), avantageusement allant de 100 pb a 6 kb, de préférence allant de 200 pb a 6 kb et,
de maniére tout a fait préférée allant de 400 pb a 6 kb. Les séquences flanquantes sont

décrites en détail dans la partie « préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.
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Dans un mode de réalisation particulier, les n vecteurs de transfert comprennent
chacun un géne exogene.

Dans un mode de réalisation particulier, les n génes exogénes codent n polypeptides
exogénes. Les n polypeptides exogenes forment une seule protéine ou plusieurs protéines,
comme détaillé dans la partie « préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, n=2 et les 2 génes exogénes codent une
protéine comprenant deux sous-unités, avantageusement 2 génes exogénes distincts qui
codent une protéine comprenant de 2 sous-unités distinctes. De préférence, la protéine est
un anticorps monospécifique, une VLP, un couple de protéines virales, une hormone
peptidique, de préférence un anticorps.

Dans un mode de réalisation particulier, n=3 et les 3 génes exogénes codent une
protéine comprenant trois sous-unités, avantageusement 3 génes exogenes distincts qui
codent une protéine comprenant de 3 sous-unités distinctes. De préférence, la protéine est
un anticorps bispécifique, un ensemble de trois protéines virales, un complexe
muitienzymatique, un complexe protéique, une VLP composée de 3 protéines distinctes, de
préférence un anticorps bispécifique.

Les «génes essentiels a la réplication virale » sont décrits dans la partie

« préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.
Dans un mode de réalisation particulier, le génome de baculovirus déficient pour la
réplication est obtenu a partir d'un génome de baculovirus sélectionné parmi ou dérivé du
génome de BmNPV, AcMNPV, ApNPV, BsSNPV, CfMNPV, EoSNPV, HaNPV, HzNPV, LdMNPV,
MbMNPV, OpMNPV, SIMNPV, SeMNPV ou TeNPV, de préférence ACMNPV.

La présente invention vise également a protéger une cellule comprenant un
baculovirus recombinant ou une cellule comprenant un jeu d’éléments de recombinaison
homologue selon I'invention.

Dans un mode de réalisation particulier, la cellule est une cellule dinsecte, de
préférence sélectionnée parmi Sf9, Sf21, Tn5-b14, les lignées cellulaires de lépidoptéres
sensibles au baculovirus AcCMNPV, les lignées Sf21, de préférence Sf9, comme décrit plus en

détail dans la partie « préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.

Procédé de production de polypeptides exogénes

La présente invention vise également a protéger un procédé de production de n
polypeptides exogénes codés par n génes exogénes comprenant les étapes de :
a) Fournir un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n génes

essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels;
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b) Fournir n vecteurs de transfert comprenant chacun:

i) une séquence nucléotidique permettant de restaurer la fonction d’'un des n
génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,

)] un des n génes exogénes codant un des n polypeptides, avantageusement
une cassette d'expression d'un des n génes exogénes codant un des n
polypeptides,

I'ensemble des séquences d‘acides nucléiques i) des n vecteurs étant capables de

restaurer la réplication du génome de baculovirus déficient pour la réplication ;

c) Laisser le génome de baculovirus déficient pour la réplication et les n vecteurs de
transfert se recombiner dans une cellule dinsecte afin de générer une cellule
d'insecte comprenant un génome de baculovirus recombinant capable de se répliquer
et capable de générer des baculovirus recombinants comprenant n génes exogeénes ;
et

d) Cultiver la cellule dinsecte dans des conditions adaptées pour produire les n
polypeptides exogénes ;

n étant un nombre entier au moins égal a 2.

Sauf indication contraire, les définitions et modes de réalisation décrits ci-dessus, notamment
dans la partie « préparation du baculovirus recombinant », s'appliquent également a la partie
« procédé de production de polypeptides exogenes ».

Dans un mode de réalisation particulier, les génes essentiels a la réplication virale
sont choisis parmi 1629 (ORF9), Pkl (ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37), p47
(ORF40), lef8 (ORF50), DNAJ domain (ORF51), ORFS3, vp1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62),
DNA Pol (ORF65), lef-3 (ORF67), ORF73, ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4
(ORF90), p33 (ORF92), helicase (ORF95), vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109),
gp64/67 (ORF128), ORF132, ORF133, odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2
(ORF6), comme détaillé ci-dessus dans la partie « préparation du baculovirus recombinant ».

Avantageusement, dans ledit génome de baculovirus déficient pour la réplication, les
n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnels sont chacun adjacents a un géne
non-essentiel a la réplication virale, comme détaillé dans Ia partie « préparation du
baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, le géne non-essentiel a la réplication virale est
sélectionné parmi ceux détaillés ci-dessus dans la partie « préparation du baculovirus
recombinant ».

Avantageusement, les n genes exogénes recombinent chacun au niveau d’'un géne

non-essentiel a la réplication virale adjacent & un géne essentiel a la réplication virale
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non-fonctionnel, comme détaillé dans la partie « préparation du baculovirus recombinant »
ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, les vecteurs de transfert comprennent
chacun, de part et d'autre de la cassette d'expression du géne exogéne, des séquences
flanquantes homologues au génome de baculovirus déficient pour la réplication.
Avantageusement, les séquences flanquantes de chacun des vecteurs de transfert sont
homologues a tout ou partie dudit géne essentiels a la réplication virale non-fonctionnel et a
tout ou partie dudit gene non-essentiel a la réplication virale. Avantageusement, les
séquences flanquantes ont une longueur qui peut aller de 10 pb (i.e. 10 paires de bases) &
10 kb (i.e. 10 000 paires de bases), avantageusement allant de 100 pb a 6 kb, de préférence
allant de 200 pb a 6 kb et, de maniére tout a fait préférée allant de 400 pb a 6 kb. Les
séquences flanquantes sont décrites en détail dans la partie « préparation du baculovirus
recombinant » ci-dessus.

Les n génes essentiels a la réplication virale sont détaillés dans la partie « préparation
du baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, le génome de baculovirus déficient pour la
réplication est obtenu a partir d'un génome de baculovirus sélectionné parmi ou dérivé du
génome de baculovirus BmNPV, AcCMNPV, ApNPV, BsSNPV, CfMNPV, EoSNPV, HaNPV,
HzNPV, LdMNPV, MbMNPV, OpMNPV, SIMNPV, SeMNPV ou TeNPV, de préférence ACMNPV.,
comme détaillé dans la partie « préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, les n polypeptides exogénes produits par le
procédé selon l'invention forment plusieurs protéines. Il peut s'agit de protéines comprenant
une seule chaine polypeptidique ou plusieurs sous-unités distinctes. Le nombre de protéines
produites peut étre égal ou inférieur a n. Par exemple, 3 polypeptides exogénes (n=3)
peuvent former (i) une protéine comprenant une seule chaine polypeptidique et une protéine
comprenant deux sous-unités, ou (ii) trois protéines comprenant une seule chaine
polypeptidique.

Dans un autre mode de réalisation particulier, les n polypeptides exogénes produits
par le procédé selon Iinvention forment une seule protéine. Dans ce mode de réalisation, la
protéine comprend généralement n sous-unités distinctes.

Dans un mode de réalisation particulier la protéine est un anticorps monoclonal, une VLP
composée de 3 protéines distinctes, un couple de protéines virales, une hormone peptidique,
un anticorps bispécifique, un ensemble de trois protéines virales, un complexe

multienzymatique, un complexe protéique.
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Dans un mode de réalisation particulier, la cellule d'insecte est sélectionnée parmi
Sf9, Sf21, Tn5-b14, les lignées cellulaires de Iépidoptéres sensibles au baculovirus ACMNPV,
les lignées Sf21, de préférence Sf9, comme détaillé dans la partie « préparation du
baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, le génome de baculovirus déficient pour la
réplication est obtenu a partir d'un génome de baculovirus sélectionné parmi ou dérivé du
génome de baculovirus BmNPV, AcMNPV, ApNPV, BsSNPV, CFMNPV, EoSNPV, HaNPV,
HzNPV, LAMNPV, MbMNPV, OpMNPV, SIMNPV, SeMNPV ou TeNPV, de préférence ACMNPV,
comme détaillé dans la partie « préparation du baculovirus recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, le génome de baculovirus déficient pour la
réplication comprend au moins une séquence nucléotidique qui lui permet de se répliquer au
sein d'une cellule bactérienne, comme détaillé dans la partie « préparation du baculovirus
recombinant » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, le baculovirus recombinant capable de
réplication ne comprend pas de séquence nucléotidique qui lui permet de se répliquer au
sein d'une cellule bactérienne, comme détaillé dans la partie « préparation du baculovirus
recombinant » ci-dessus.

Au sens de linvention, on entend par « conditions adaptées pour produire les
polypeptides exogénes » les conditions dans lesquelles les cellules d'insectes sont cultivées
pour produire les polypeptides exogénes, notamment un milieu de culture adapté a la
croissance optimale des cellules, une température et un pH optimaux. Le milieu de culture
peut contenir un sérum d’origine animale.

Dans un mode de réalisation particulier, le procédé de production selon linvention
comprend en outre une étape b’) introduire le génome de baculovirus déficient pour la
réplication et les n vecteurs de transfert dans une cellule diinsecte. Comme détaillé
ci-dessus, l'infroduction des vecteurs dans une cellule dinsecte est réalisée selon les
techniques générales largement décrites dans l'art antérieur. On peut citer notamment la
technique au phosphate de calcium, la technique au DEAE dextran, l'électroporation, les
méthodes basées sur les chocs osmotiques, la microinjection ou les méthodes basées sur
l'emploi de liposomes, de préférence la lipofection. Dans le cadre de la présente invention, le
génome de baculovirus déficient pour la réplication et les vecteurs de transfert sont
intreduits en méme temps dans la cellule d'insecte, c'est-a-dire simultanément dans la cellule
dinsecte, en d'autre terme le génome de baculovirus déficient pour la réplication et les
vecteurs de transfert sont introduits dans la celluie dinsecte en une seule étape.

Avantageusement, le génome de baculovirus déficient pour la réplication est introduit dans la
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cellule dinsecte sous forme circulaire, c'est-a-dire qu'il n'est pas linéarisé au préalable.
Comme détaillé plus haut, l'introduction sous forme circulaire est un autre avantage majeur
du procédé de production selon I'invention.

La présente invention vise également I'utilisation d’un baculovirus recombinant selon
Iinvention ou une cellule selon I‘invention pour la production de n polypeptides exogénes
codés par n génes exogenes.

Figures

La figure 1 est un schéma qui illustre les étapes de préparation du BacMid 1.

Légende:

ORF : open reading frame

Polyédrine ou PH: gene baculovirus codant la polyédrine : géne non essentiel & la réplication
virale,

ORF603 : gene baculovirus codant la protéine 603, géne non essentiel.

ORF1629 : géne baculovirus codant la protéine 1629: géne essentiel a la réplication virale
pVT : plasmide vecteur de transfert.

Fragment de recombinaison : fragment d’ADN contenant la cassette d'expression a intégrer
dans I'ADN cible. Ce fragment présente des régions flanquantes de part et d’autre de la
cassette d'expression pour pouvoir cibler spécifiquement la région qui subira la
recombinaison homologue dans Ia bactérie via la Red recombinase.

Mini-F : origine de réplication bactérienne.

Kan® : cassette d'expression bactérienne exprimant le géne de résistance a la kanamycine.
AmpR : cassette d’expression bactérienne exprimant le géne de résistance & I'ampicilline.

La figure 2 est un schéma qui illustre I'étape de délétion partielle du géne codant I'ADN
polymérase virale, le géne DNAPol pour la préparation du BacMid 2.

Légende :

gp37 : gene baculovirus codant la glycoprotéine gp37, géne non essentiel & la réplication
virale.

DNAPol : géne baculovirus codant I'ADN polymérase virale, géne essentiel 3 la réplication
virale.

DNAPol-A466 aa : gene DNAPol délété de la région codant les 466 acides aminés C
terminaux

Fragment de recombinaison : fragment d’ADN contenant la cassette d'expression a intégrer

dans I'ADN cible. Ce fragment présente des régions flanquantes de part et d'autre de la
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cassette d'expression pour pouvoir cibler spécifiguement la région qui subira la
recombinaison homologue dans la bactérie via la Red recombinase.
Hygro® : cassette d'expression bactérienne exprimant le géne de résistance 3 la

hygromycine.

La figure 3 est un schéma qui illustre I'étape de délétion partielle du géne codant la gp64
pour la préparation du BacMid 3.

Légende :

Chit : géne baculovirus codant la chitinase, géne non essentiel 3 la réplication virale.

Cath : géne baculovirus codant la cathepsine virale, géne non essentiel a la réplication virale.
gp64 : gene baculovirus codant la glycoprotéine gp64 virale, géne essentiel a la réplication
virale.

gp64-A188 aa : géne gp64 délété de la région codant les 188 acides aminés C terminaux.
Fragment de recombinaison : fragment d’ADN contenant la cassette d'expression a intégrer
dans {'’ADN cible. Ce fragment présente des régions flanquantes de part et d’autre de la
cassette d'expression pour pouvoir cibler spécifiquement la région qui subira la
recombinaison homologue dans la bactérie via la Red recombinase.

Zeo® : cassette d'expression bactérienne exprimant le géne de résistance a la zéocine.

La figure 4 est un schéma qui illustre le vecteur de transfert pVT/gp37 et son utilisation
pour I'expression d’'un géne X (ou X est un géne différent du géne codant la chaine lourde
d’un anticorps).

Légende:

pVT : plasmide vecteur de transfert.

gp37 : géne baculovirus codant la glycoprotéine gp37, géne non essentiel a la réplication
virale,

DNAPol : géne baculovirus codant I’ADN polymérase virale, géne essentiel a la réplication
virale,

DNAPol-A466 aa : géne DNAPol délété de la région codant les 466 acides aminés C
terminaux.

Gene exogene : géne d'intérét.

Pr : promoteur viral ou cellulaire qui contréle I'expression du géne exogéne.

Hygro® : cassette d'expression bactérienne exprimant le géne de résistance a la
hygromycine.
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La figure 5 est un schéma qui illustre la construction et l'utilisation du vecteur de transfert
PH pVT/PH pour I'expression d’'un géne exogéne X (ou X est un géne exogéne différent du
géne codant une chaine légere d'un anticorps).

Légende:

pVT/PH : plasmide vecteur de transfert polyédrine.

PH : tout ou partie du géne baculovirus codant la polyédrine, géne non essentiel a la
réplication virale.

ORF603: géne baculovirus codant la protéine 603.

ORF1629 : géne baculovirus codant la protéine 1629, géne essentiel a la réplication virale.
Géne exogene : géne d'intérét.

Pr : promoteur viral ou cellulaire qui contrbie I'expression du géne exogéne.

Kan® : cassette d’expression bactérienne exprimant le géne de résistance & la kanamycine.
Mini-F : origine de réplication bactérienne.

La figure 6 est un schéma qui illustre la construction et l'utilisation du vecteur de transfert
pVT/gp37Cy- pour I'expression de la chaine lourde d'un anticorps.

Légende :

pVT : plasmide vecteur de transfert.

pVT/gp37-Cyl: plasmide vecteur de transfert spécifique de la chaine lourde d‘une
immunoglobuline.

Cyl : ADNc codant le domaine constant y1 d'une immunoglobuline humaine.

VH : ADNc codant le domaine variable de la chaine lourde d’'une immunoglobuline.

DNAPol : géne baculopvirus codant ’ADN polymérase virale, géne essentiel a la réplication
virale.

DNAPoIA466 aa: géne DNAPol délété de la région codant les 466 acides aminés C
terminaux.

Gene exogeéne : géne d'intérét.

Pr : promoteur viral ou cellulaire qui contrdle I'expression du gene exogene.

Hygro® : cassette d'expression bactérienne exprimant le géne de résistance a la
hygromycine.

PS : ADNc codant une séquence signal (sécrétion de la chaine lourde).

La figure 7 est un schéma qui iliustre la construction et I'utilisation du vecteur de transfert

pVT/PHCk pour I'expression de la chaine 1égére d’'un anticorps.
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Légende :

ORF603 : géne baculovirus codant la protéine 603.

ORF1629 : géne baculovirus codant la protéine 1629: géne essentiel 3 la réplication virale.
Mini-F : origine de réplication bactérienne.

pVT : plasmide vecteur de transfert.

pVT/PH-Ck : plasmide vecteur de transfert spécifique de la chaine légére dune
immunoglobuline.

Ck : ADNc codant le domaine constant - d’'une immunoglobuline humaine.

VL : ADNc codant le domaine variable de la chaine légére d’une immunoglobuline,

Pr : promoteur viral ou cellulaire qui contrdle I'expression du géne exogéne.

Kan® : cassette d’expression bactérienne exprimant le géne de résistance a la kanamycine.
PS : ADNc codant une séquence signal (sécrétion de la chaine légere).

La figure 8 est un schéma qui illustre la construction du vecteur pVT/Chit-Cath et son
utilisation pour la production d’'un géne exogene.

Légende :

pVT : Plasmide vecteur de transfert

pVT Chit/cath : Plasmide vecteur de transfert qui cible spécifiquement la région Chit/Cath.
Chit : géne baculovirus codant le chitinase non essentiel a la réplication virale

Cath : géne baculovirus codant la cathepsine non essentiel a la réplication virale

Geéne exogéne : gene d'intérét.

Pr : promoteur viral ou cellulaire qui contrdle I'expression du géne exogéne.

gp64 : géne baculovirus codant la gp64, gene essentiel a la réplication virale

gp64A188aa : géne codant la gp64 délétée de 566 bp en 3’, ce qui conduit a la production
d’une gp64 non fonctionnelle présentant une délétion des 188 acides aminés C-terminaux.

Zeo® : cassette d’expression bactérienne exprimant le géne de résistance a la zéocine.

La figure 9 est A) l'analyse par Southern blot du génome de 3 baculovirus recombinants
indépendants purifiés générés au cours de la méme transfection, et B) l'analyse de
I'anticorps recombinant aprés purification sur protéine A.

Légende :

A : analyse de l'organisation des génomes de 3 baculovirus recombinants indépendants
exprimant |'anticorps 13B8II. Ces baculovirus ont été isolés a partir d'une seule expérience
de transfection. Les hybridations réalisées respectivement avec une sonde spécifique de la
région constante de la chaine légére kappa : sonde Cx et une sonde spécifique de la région
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constante de la chaine lourde gamma 1 : sonde Cyl démontrent une organisation correcte et
identique des 3 virus recombinants.

B. Analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide (SDS, 2-mercaptoéthanol) et
coloration argentique de I'anticorps recombinant purifié. L'anticorps sécrété dans le milieu de
culture des cellules infectées par le baculovirus recombinant a été purifié sur colonne de
Protéine A Sepharose.

PC1: Plasmide contrdle, plasmide contenant le géne de la chaine légére kappa, PC2:
Plasmide contréle, plasmide contenant le géne de la chaine lourde y1, R1-3, baculovirus
recombinant 1, 2 et 3, MW : marqueur de taille.

La figure 10 est I'analyse en Southern blot du génome d'un virus triple recombinant
exprimant les protéines M, HA et NA du virus de la grippe.

Légende :

M : géne du virus de la grippe codant la protéine de matrice.

HA : géne du virus de la grippe codant 'hémagglutinine.

NA : géne du virus de la grippe codant la neuraminidase.

bp : taille des fragments d’ADN exprimée en paire de base.

La figure 11 est un schéma qui illustre en A la structure de I'anticorps bispécifique en B
I'analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide de l'anticorps bispécifique purifié sur
colonne de protéine A Sepharose.

Légende :

A : Représentation schématique de la structure de I'anticorps bispécifique. L1 : chaine légére
de I'anticorps 1 ; L2, chaine |égére de I'anticorps 2.

B : Anticorps bispécifique purifié, analysé par électrophorése sur gel de polyacrylamide. Les
protéines sont révélées par coloration argentique. (1) électrophorése en conditions
réductrices (SDS, 2-mercaptoéthenol). (2) électrophorese en conditions non réductrices. H :
chaine lourde de l'anticorps, L: chaine légére de l'anticorps, H2L4 : composition de
I'anticorps bispécifique : 2 chaines lourdes fusionnées reliées par 4 ponts disulfures au
niveau de 2 régions charniéres + 4 chaines légéres (2 chaines L1 + 2 chaines L2) appariées
de maniére spécifique aux régions VH1-CH1 et VH2-CH1 correspondantes.
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Exemples

Exemple 1 : Construction d'un génome de baculovirus déficient pour la réplication
dans lequel 1 géne essentiel a la réplication virale est non-fonctionnel (BacMid 1)
Le BacMid 1 présente la délétion d’'un géne essentiel a la réplication virale, le géne 1629.

1.1. Intégration de ['origine de réplication bactérienne dans un génome du baculovirus
Cette opération est réalisée dans la cellule d'insecte.

L'origine de réplication bactérienne Mini-F a été introduite dans le locus polyédrine du
génome de baculovirus AcMNPV par recombinaison homologue dans les cellules d'insectes
SO (Spodoptera frugiperda). Pour cela, les cellules ont été transfectées avec (i) un vecteur
de transfert PH (pVT/Mini-F Kan®) dans lequel la séquence du géne ph a été remplacée par
un fragment d’ADN portant le Mini-F + une cassette d'expression bactérienne conférant la
résistance & la Kanamycine (Kan®), et (ii) un génome de baculovirus AcMNPV (Baculovirus
isolé & partir du lépidoptere Autographa californica). Les baculovirus générés ont été purifiés
par la technique des plages de lyse puis caractérisés afin de confirmer qu'ils avaient bien
intégré le Mini-F et la cassette d’expression Kan®. Un baculovirus a été sélectionné et a
ensuite été transféré dans la bactérie £ coli EL350, générant ainsi un premier BacMid
(BacMid 0, non déficient pour la réplication virale en cellules d'insecte).

1.2. Délétion du gene essentiel 1629

Une cassette d'expression bactérienne conférant la résistance & l'ampicilline (Amp®) et
présentant en 5’ et 3’ le site de restriction MauBI ~— site absent du génome de baculovirus
ACMNPV - a été intégré en aval de la cassette d’expression bactérienne Kan® par
recombinaison homologue dans la bactérie £. coff EL350. Au cours de cette recombinaison,
un fragment d’ADN codant les 27 acides aminés C-terminaux de la protéine 1629 a été
délété, rendant la protéine 1629 non-fonctionnelle. Le géne de résistance a l'ampicilline a
ensuite été éliminé aprés digestion par MauBI puis religation, générant ainsi le BacMid 1. Le
génome du baculovirus (i.e. le BacMid 1) est alors déficient pour la réplication en cellules
dinsectes, car un géne essentiel a la réplication virale (i.e. le géne codant la protéine 1629)
est non-fonctionnel. Les bactéries contenant le BacMid 1 sont appelées ci-aprés «
bactéries £. colf EL350/BacMid1 ».

La figure 1 illustre les étapes de préparation du BacMid 1.
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Exemple 2 : Construction d'un génome de baculovirus déficient pour la réplication
dans lequel 2 génes essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels
(BacMid 2)

Le BacMid 2 présente la délétion de 2 génes essentiels a la réplication virale, le géne 1629 et
le géne codant I'ADN polymérase virale (DNAPol). A partir du BacMid 1, la délétion du géne
DNAPol a été réalisée dans les bactéries £. co/i EL350/BacMidl aprés électroporation d'un
fragment de recombinaison de 4222 bp dans lequel une partie des génes codant la gp37
(240 acides aminés) et la DNAPol (466 acides aminés C-terminaux) a été délétée et
remplacée par une cassette d'expression bactérienne permettant la production
d’hygromycine B phosphotransférase (Hygro®) conférant ainsi la résistance & I'hygromycine
(Hygro®). Le géne Hygro® a été placé sous le contrdle du promoteur bactérien EM7 (issu du
vecteur commercial pSelect-Hygro-mcs, Invitrogen), le terminateur glms a été introduit en
aval du géne Hygro® (Gay N.J. et al. Biochem J, 1986, 234, 111-117). Les bactéries
contenant le BacMid2 (£. coli EL350/BacMid2) ont été sélectionnées pour leur résistance a la
I'hygromycine. Le génome de baculovirus (i.e. le BacMid 2) est déficient pour la réplication
en cellules d'insectes, car deux génes essentiels a la réplication virale (i.e. le géne codant la
protéine 1689 et le géne codant DNAPol) sont non-fonctionnels.

La figure 2 est un schéma qui illustre I'étape de délétion de DNAPol pour la préparation du
BacMid 2.

Note : On peut utiliser le BacMid 2 pour produire une seule protéine (voir exemple 4). II
suffit d'avoir deux vecteurs de transfert, I'un apportant le géne excgéne a produire et tout ou
partie du géne délété 1 et I'autre apportant le géne sauvage correspondant au géne délété
2. Les deux génes délétés sont réparés lors de la recombinaison homologue.

Exemple 3 : Construction d'un génome de baculovirus déficient pour la réplication
dans lequel 3 génes essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels
(BacMid 3)

Le BacMid 3 présente la délétion de 3 genes essentiels, 1629, DNAPol et gp64.

A partir du BacMid 2, la délétion du géne gp64 a été effectuée dans les bactéries £, cofi
EL350/BacMid2 aprés électroporation d'un fragment de recombinaison de 3260pb dans
lequel la totalité du géne de la cathepsine plus 779 bp de la séquence codant 259 aa de la
chitinase et une partie du géne de la gp64, délétion de 566 bp codant 188 acides aminés, a
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été remplacée par une cassette d'expression bactérienne conférant une résistance a la
Zéocine (Drocourt et al., Nucleic Acids Research, vol.18 n°13, 1990). Le géne Zéocine® issu
du plasmide commercial pCR®-Blunt (Invitrogen) a été placé sous contrdle du promoteur
bactérien T5N25, issu du phage T5 (Gentz and Bujard, J. Bacteriology, vol.164 n°l1, 1985) et
suivi du terminateur de transcription rrnBT1 (£.cofi ribosomal RNA opéron T1 terminator)
(Kwon et al., J Biol. Chem., vol 274 n°41, 1999). Les bactéries contenant le BacMid3 (£, coli
EL350/BacMid3) ont été sélectionnées pour leur résistance a la Zéocine. Le génome de
baculovirus (i.e. le BacMid 3) est déficient pour la réplication en cellules d'insectes, car trois
genes essentiels a la réplication virale (i.e. le géne codant la protéine 1689 et le géne codant
DNAPol et le géne codant gp64) sont non-fonctionnels.

La figure 3 est un schéma qui illustre I'étape de délétion de gp64 pour la préparation du
BacMid 3.

Exemple 4 : Utilisation du BacMid 2

Un vecteur de transfert pVT/gp37 a été construit pour pouvoir générer des baculovirus
recombinants exprimant 2 génes exogénes. Pour cela, le fragment EcoRI F du génome de
baculovirus ACMNPV contenant le géne gp37 et le gene DNAPol a été cloné dans un plasmide
bactérien pUC, générant ainsi le pUC/gp37.

Ce plasmide a ensuite été madifié de la facon suivante : une grande partie du géne codant la
gp37 a été délété (724pb), I'ATG initiateur a été muté et remplacé par deux sites de
restriction uniques Xbal et AvrlI permettant l'intégration d’un géne exogene sous controle du
promoteur naturel de la gp37. Ces modifications ont ainsi conduit a I'obtention du vecteur de
transfert pVT/gp37.

Les cellules Sf9 ont été transfectées par lipofection avec les vecteurs de transfert pvVT/PH et
pVT/gp37 chargés avec les génes exogénes et 'ADN du BacMid 2. Les virus générés apres la
recombinaison homologue ont été clonés par la méthode des plages de lyse. La production
de la protéine recombinante a été vérifiée par une méthode adaptée (e.g. par exemple
ELISA, Western blot, dosage enzymatique). Le génome des virus recombinants a été vérifié
par Southern blot et la séquence de I'exogéne intégré dans le génome viral a été vérifiée par
séguengage aprés amplification PCR.

La figure 4 est un schéma qui illustre le vecteur de transfert pVT/gp37 pour I'expression
d'un géne X (ol X est un géne différent du géne codant la chaine lourde d’un anticorps).
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Les génomes de baculovirus recombinant générés aprés recombinaison homologue entre le
BacMid2 et les vecteurs de transfert n‘expriment plus la gp37 (protéine non-essentielle a la
réplication virale).

Pour que I'ADN viral soit réparé dans les 2 locus, du BacMid 2, une seconde recombinaison
doit avoir lieu avec un vecteur de transfert PH chargé ou non avec un géne exogéne. Dans
tous les cas, I'ADN du génome de baculovirus sera réparé et donc infectieux.

Il sera possible également d'utiliser le pVT/PH contenant une séquence sauvage, c’est-a-dire
contenant la cassette d’expression sauvage (non modifiée) conduisant 2 la production de
polyédrine. Le pVT/PH pourra également étre « vide » c'est-a-dire ne pas contenir de géne
exogeéne ni le géne polyédrine.

La figure 5 est un schéma qui illustre la construction et V'utilisation du vecteur de transfert
PH pVT/PH pour I'expression d'un géne exogéne X (oU X est un géne exogéne différent du

géne codant une chaine légere d'un anticorps).

Expression de la chaine lourde d’un anticorps.

Construction d’'un pVT/gp37 spécifique pVT/gp37-Cyl
Ce vecteur de transfert contient la cassette d’expression suivante :
- Promoteur viral P10 sauvage (SEQ ID NIO :1)
- Séquence d’ADN codant peur une séquence signal d'une immunoglobuline humaine
(séquence de sécrétion)
- 2 sites de restriction uniques pour le clonage en phase de la région variable (VH) de
I'anticorps (région qui donne la spécificité de I'anticorps)
- Séguence d’ADN qui code une région constante dIgG (y1-4) epsilon, mu, ou alpha
humaine.
La figure 6 est un schéma qui illustre la construction et ['utilisation du vecteur de transfert

pVT/gp37Cy1 pour l'expression de la chaine lourde d’'un anticorps.

Expression de la chaine légére d'un anticorps.
Construction d’un pVT/PH-VL spécifique. Ce vecteur de transfert contient la cassette

d‘expression suivante :
- Promoteur viral P10 P10S1B (SEQ ID NO :2)
- Séquence d’ADN codant une séquence signal d'une immunogiobuiine humaine
(séquence de sécrétion)
- 2 sites de restriction uniques pour le clonage en phase de la région variable (VL) de

I'anticorps (région qui donne la spécificité de I'anticorps)
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- Séquence d’ADN qui code une région constante de chaine légére kappa (k) ou lambda
(1) dTgG humaine.
La figure 7 est un schéma qui illustre la construction et l'utilisation du vecteur de transfert

pVT/PHC- pour I'expression de la chaine légére d'un anticorps.

Exemple 5 : Utilisation du BacMid 3.

Un vecteur de transfert, pVT/Chit-Cath a été construit pour pouvoir générer des génomes de
baculovirus recombinants exprimant 3 génes exogeénes.

Le fragment BstXI-Xbal issu des régions EcoRI E et H du baculovirus ACMNPV a été cloné
dans un plasmide pUC. Une délétion EcoNI-EcoRI de 1175 pb permet d'inactiver les génes
codant la chitinase (chid), non essentielle in vitro et la cathepsine (v-cath) non essentielle
également. L'addition d'un site Xbal entre les sites EcoNI et EcoRI permet d'intégrer un géne
exogéne. Ces modifications ont ainsi conduit a I'obtention du vecteur de transfert pvT/Chit-
Cath.

Les cellules Sf9 sont transfectées par lipofection avec les vecteurs de transfert pVT/PH,
pVT/gp37 et pVT/chitCath chargés avec les génes exogenes et I'ADN du BacMid 3. Les virus
générés au cours de la recombinaison homologue ont été clonés par la méthode des plages
de lyse. La production de la protéine recombinante a été contrdlée par une méthode
adaptée, ELISA, Western blot, dosage enzymatique ... le génome des virus recombinants a
été contrdlé par Southern blot et la séquence du géne exogéne a été contrblée aprés
amplification PCR.

La figure 8 est un schéma qui illustre la construction du vecteur pVT/Chit-Cath et sa
recombinaison homologue avec le BacMid 3.

Exemple 6 : Production d'un anticorps monoclonal anti-CD4 (13B8II) en utilisant
le BacMid 2.

Les ADNc codant les régions VH et VL de I'anticorps ont été intégrées respectivement dans
les vecteurs de transfert pVT/PH-C- et pVT/gp37-Cyl. Des bacuiovirus recombinants ont été
générés aprés recombinaison homologue entre les 2 pVT et I'ADN du BacMid 2 de I'exemple
4:

L'’ADNc codant la région VL de l'anticorps a été introduite dans le pVTPH/Ck qui
recombine avec la région PH/1629 du BacMid2,

L'ADNc codant la région VH de l'anticorps a été clonée dans le pVT/gp37-Cyl qui
recombine avec la région gp37 du BacMid2.
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Les cellules Sf9 ont été transfectées par lipofection avec le BacMid 2 et les 2 vecteurs de
transfert obtenus dans I'exemple 4 puis incubées pendant 4 jours a 28°C. Les surnageants
de culture ont été prélevés et les baculovirus recombinants générés, sécrétés dans le milieu
de culture ont été clonés par la technique des plages de lyse.

L'organisation du génome des baculovirus recombinants a été contrdiée par Southern blot
(voir figure 9) et les genes exogénes intégrés (i.e. VL et VH) ont été vérifiés aprés
amplification PCR, clonage puis séquencage.

Exemple 7 : Utilisation du BacMid 3 pour la production de VLP (Virus-Like-
Particle).

Production de VLP de grippe
Pour produire ces VLPs, les 3 génes du virus de la grippe, M, HA et NA ont été co-exprimés.
Ces 3 geénes ont été intégrés dans les trois vecteurs de transfert nécessaires pour recombiner
avec le BacMid 3 de I'exemple 5 :

Le géne M a été introduit dans le vecteur de transfert pVT/PH comme décrit dans Ia
figure 5.

Le géne HA a été introduit dans le vecteur de transfert pvT/gp37 comme décrit dans
la figure 4.

Le géne NA a été introduit dans le vecteur de transfert pVT/Chit/Cath comme décrit
dans la figure 8.
Les cellules Sf9 ont été transfectées par lipofection avec le BacMid 3 et les 3 vecteurs de
transfert obtenus ci-dessus, puis incubées pendant 4 jours a 28°C. Les baculovirus
recombinants générés puis sécrétés dans le surnageant de culture ont été clonés par la
méthode des plages de lyse.
L'organisation des génomes de baculovirus recombinants a été contrélée par Southern biot
(voir figure 10) et les génes intégrés ont été vérifiés aprés amplification PCR, clonage puis
séquengage. Le Southern blot a été réalisé sur 'ADN génomique du virus recombinant
exprimant les 3 protéines HA, NA et M du virus de la grippe pour détecter les I’ADNc codant
les protéines M, HA et NA intégrées. Les membranes ont été hybridées avec des sondes

spécifiques de ces 3 génes.
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Exemple 8 : Utilisation du BacMid 3 pour la production d’anticorps bispécifiques.

L'anticorps bispécifique construit selon le brevet (PCT/IB2012/053482) est constitué d'une
chaine lourde composée des domaines VH+CH1+CH2+CH3 d'un anticorps 1, fusionnée en
N-terminal aux domaines VH+CH1 d’un anticorps 2. Des mutations introduites a I'interface
des régions CL et CH1 de I'anticorps 1 favorisent les appariements corrects entre les
domaines VL1 et VL2 des chaines Iégéres L1 et L2 qui sont produites séparément et les
domaines VH1 et VH2 correspondants. La production de cet anticorps nécessite la production
simultanée et en quantité égale de 3 chaines, la chaine lourde fusionnée, la chaine iégére L1
et la chaine légeére L2.

L’ADNc codant la chaine légere L1 a été introduit dans le vecteur de transfert pvT/PH
comme décrit dans la figure 5.

L'ADNc codant la chaine légére L2 a été introduit dans le vecteur de transfert
pVT/gp37 comme décrit dans la figure 4.

L'ADN ¢ codant la chaine lourde fusionnée a été introduit dans le vecteur de transfert
pVT/Chit-Cath comme décrit dans la figure 8.
La figure 11 est un schéma qui illustre en A la structure de I'anticorps bispécifique en B
I'analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide de Ianticorps bispécifique purifié sur

colonne de protéine A Sepharose.
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REVENDICATIONS

1. Procédé pour préparer, dans une cellule diinsecte, un baculovirus recombinant
comprenant n génes exogénes, par recombinaison homologue entre :
a) un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n génes
essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels ; et

b) n vecteurs de transfert comprenant chacun:

i) une séquence nucléotidique permettant de restaurer la fonction d'un
des n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,

ii) un des n génes exogenes,
I'ensemble des séquences nucléotidiques i) des n vecteurs de transfert étant
capables de restaurer la réplication du génome de baculovirus déficient pour
la réplication ;

n étant un nombre entier au moins égal a 2.

2, Procédé selon la revendication 1, dans lequel les génes essentiels a la réplication
virale sont choisis parmi 1629 (ORF9), Pkl (ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37),
p47 (ORF40), lef8 (ORF50), DNAJ domain (ORF51), ORF53, vp1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62),
DNA Pol (ORF65), lef-3 (ORF67), ORF73, ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4
(ORF90), p33 (ORF92), helicase (ORF95), vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109),
gp64/67 (ORF128), ORF132, ORF133, odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2
(ORF6).

3. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, dans lequel les n génes
essentiels a la réplication virale non-fonctionnels sont chacun adjacents a un géne non-

essentiel a la réplication virale.

4. Procédé selon la revendication 3, dans lequel le géne non-essentiel & la réplication
virale est sélectionné parmi Ph (ORF 8), ORF11, ORF13, egt (ORF15), v-ubiquitin (ORF35),
39K (ORF36), ORF38, p43 (ORF39), lef-12 (ORF41), pcna (ORF49), ORF52, ORF55, Fp
(ORF61), ORF63, gp37 (ORF64), ORF68, ORF72, ORF74, ORF82, cg30 (ORF88), ORF91, pif-
4 (ORF96), he65 (ORF105), ORF108, ORF110, cathepsine (ORF127), p24 (ORF129), pp34
(ORF131), ORF134, ORF145, odv-e56 (ORF148), ORF5.
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5. Procédé selon I'une quelconque des revendications 3 ou 4, dans lequel les n génes
exogenes recombinent chacun au niveau d'un géne non-essentiel & la réplication virale

adjacent a un géne essentiel a la réplication virale non-fonctionnel.

6. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel les vecteurs de
transfert comprennent, de part et d'autre de la cassette d’expression du géne exogéne, des

séquences flanquantes homologues au génome de baculovirus déficient pour la réplication.

7. Procédé selon la revendications 6, dans lequel les séquences flanquantes ont une
longueur allant de 10 pb (i.e. 10 paires de bases) a 10 kb (i.e. 10 000 paires de bases),
avantageusement allant de 100 pb a 6 kb, de préférence allant de 200 pb a 6 kb et, de
maniére tout a fait préférée allant de 400 pb a 6 kb.

8. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel la cellule
dinsecte est sélectionnée parmi Sf9, Sf21, Tn5-b14, les lignées cellulaires de Iépidoptéres
sensibles au baculovirus AcMNPV, les lignées Sf21, de préférence Sf9.

9. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, dans lequel le génome de
baculovirus déficient pour la réplication est obtenu a partir d'un génome de baculovirus
sélectionné parmi ou dérivé du génome de BmNPV, AcMNPV, ApNPV, BsSNPV, CFMNPV,
EoSNPV, HaNPV, HzNPV, LdAMNPV, MbMNPV, OpMNPV, SIMNPV, SeMNPV ou TeNPV, de
préférence ACMNPV,

10. Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 9, dans lequel n un nombre
entier allant de 2 a 30, par exemple allant de 2 a 10.

11. Baculovirus recombinant comprenant n séquences nucléotidiques de formule (I) :

[géne exogéne]-[séquence nucléotidique intercalaire]-[géne essentiel & la réplication
virale fonctionnel] (1),

ladite séquence d'acides nucléiques intercalaire est constituée de 0 & 600 pb,

ledit géne essentiel a la réplication virale fonctionnel est sélectionné parmi 1629
(ORF9), Pk1 (ORF10), lef-1 (ORF14), ORF34, lef-11 (ORF37), p47 (ORF40), lef8 (ORF50),
DNAJ domain (ORF51), ORF53, vp1054 (ORF54), Lef-9 (ORF62), DNA Pol (ORF65), lef-3
(ORF67), ORF73, ORF75, ORF81, p95 (ORF83), vp39 (ORF89), lef-4 (ORFS0), p33 (ORF92),



10

15

20

25

30

WO 2018/024998 35 PCT/FR2017/052191

helicae (ORF95), Vp80 (ORF104), ORF106-107, odv-ec43 (ORF109), gp64/67 (ORF128),
ORF132, ORF133, odv-ec27 (ORF144), ORF146, iel (ORF147), lef-2 (ORF6);

n étant un nombre entier au moins égal a 2,
ledit baculovirus recombinant ne comprend pas de séquence d'acides nucléiques qui lui
permet de se répliquer au sein d‘une cellule bactérienne.

12. Baculovirus recombinant selon la revendication 11, ne comprenant pas n génes non-
essentiels a la réplication virale choisis parmi Ph (ORF 8), ORF11, ORF13, egt (ORF15), v-
ubiquitin (ORF35), 39K (ORF36), ORF38, p43 (ORF39), lef-12 (ORF41), pcna (ORF49),
ORF52, ORF55, Fp (ORF61), ORF63, gp37(ORF64), ORF68, ORF72, ORF74, ORF82, cg30
(ORF88), ORF91, pif-4 (ORF96), he65 (ORF105), ORF108, ORF110, Cathepsine (ORF127),
p24 (ORF129), pp34 (ORF131), ORF134, ORF145, odv-e56 (ORF148), ORF5.

13. Jeu d’éléments de recombinaison homologue comprenant :
a) un génome de baculovirus déficient pour la réplication dans lequel n
genes essentiels a la réplication virale sont non-fonctionnels ;
b) n vecteurs de transfert comprenant chacun:
i) une séquence d'acides nucléiques permettant de restaurer la fonction
d’un des n génes essentiels a la réplication virale non-fonctionnel,
ii) éventuellement un géne exogéne,

n étant un nombre entier au moins égal a 2.

14, Cellule comprenant un baculovirus recombinant selon l'une quelconque des
revendications 11 ou 12 ou un jeu d'éléments de recombinaison homologue selon la

revendication 13.

15. Utilisation d'un baculovirus recombinant selon I'une quelconque des revendications 11
ou 12 ou d'une cellule selon la revendication 14 pour la production de n polypeptides

exogénes codés par n génes exogenes.
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Figure 3
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Figure 6
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