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Systéme de sélection du domaine de replication dans un

héte du poxvirus recombinant

La présente invention concerne des virus re-
combinants modifiés, des procédés pour exprimer des
produits de g&ne dans un hdte en utilisant de tels virus
recombinants modifiés et des vaccins comprenant de tels
virus recombinants modifiés.

La présente invention a également pour objet un
poxvirus modifié, particuliérement un virus de la vaccine
modifié, et des procédés pour préparer et choisir celui-ci.
Plus particuliérement, l‘’invention est relative & un systéme
de sélection pour le clonage et l’expression d‘un cadre de
lecture ouvert dans un poxvirus recombinant, particuliére-
ment un poxvirus recombinant de la vaccine.

On se réfeére dans la présente description a plu-
sieurs puBlications en utilisant, pour les désigner, des
nombres en chiffres arabes placés entre parenthése. La réfé-
rence compléte de ces publications se trouve a la fin de la
description immédiatement avant les revendications. Ces
publications antérieures décrivent l’état de la technique a
laquelle appartient l‘invention.

Le virus de la vaccine et plus récemment d’autres
poxvirus ont été utilisés pour l’insertion et l’expression
de génes étrangers. La technique de base pour insérer des
génes étrangers dans des poxvirus infectieux vivants impli-
que la recombinaison entre des séquences de 1'ADN de la
vaccine qui est sur le flanc d‘un élément génétique étranger
dans un plasmide donneur et des ségquences homologues présen-
tes dans le boxvirus de sauvetage (32).

En fait, les poxvirus recombinants sont construits
en deux étapes connues dans la technique et analogues a
celles de la construction de recombinants synthétiques du
virus de 1la vaccine décrites dans le brevet des Etats-Unis
n°4.603.112,dont la description est incorporée par référen-
ce dans la présente demande.

Tout d‘abord 1la séquence des génes de 1'ADN a

‘insérer dans le virus, particuliérement un cadre de lecture
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ouvert en provenance d‘une source autre que la vaccine (non
pox) est placée dans une construction de plasmide de 1'E.
Coli dans laquelle de 1’ADN homologue & une section d’ADN
non essentiel du poxvirus a été inséré. GSéparément, la
séquence du géne de 1’ADN & insérer est liée & un promoteur.
La liaison promoteur-géne est placée dans la structure de
plasmide de sorte que la liaison promoteur-géne soit flan-
quée & ses deux extrémités par un ADN homologue & une
séquence d'ADN qui flanque une région non essentielle de
1’ADN de la vaccine (du pox). La structure de plasmide
résultante est ensuite amplifiée par croissance ou culture a
l’intérieur de la bactérie E. Coli (4) et isolée (5, 22).

Ensuite, le plasmide isolé contenant la séquence
de géne d’'ADN a insérer est transféré par injection aux fins
d’altération dans une culture de cellules par exemple de
fibroblastes d’embryons de poulets, en méme temps que le
poxvirus. La recombinaison entre 1'ADN de la vaccine (pox)
homologue dans 1le plasmide et le génome viral donne respec-
tivement un poxvirus modifié par la présence, dans une
région non essentielle de son génome, de séquences d’ADN
étranger. L‘expression ADN "étranger" désigne un ADN exo-
géne, en particulier de 1'ADN provenant d’une source qui
n‘est pas de la vaccine (source non pox), gqui code les
produits de g&ne qui ne sont ordinairement pas produits par
le génome dans lequel 1’ADN exogéne est placé.

La recombinaison génétique est en général 1‘’échan-
ge de sections homologues d’ADN entre deux brins d‘ADN. Dans
certains virus, 1’ARN peut remplacer 1’ADN. Des sections
homologues d‘acide nucléique sont des sections d’acide
nucléique (ADN ou ARN) qui ont la méme séquence de bases de
nucléotide.

La recombinaison génétique peut avoir lieu d’une
maniére naturelle pendant la réplication ou 1la fabrication
de génomes viraux nouveaux dans la cellule héte infectée.
Ainsi, la recombinaison génétique entre des génes viraux
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peut se réaliser pendant le cycle de réplication virale qui
se produit dans la cellule héte qui est co-infectée par deux
ou plusieurs virus différents ou autres structures généti-
ques. Une section d’ADN d’un premier génome est utilisée de
manidre interchangeable pour construire la section du génome
d’un second virus co-infectant dans lequel 1’'ADN est homo-
logue & celui du premier génome viral.

Cependant, la recombinaison peut également se pro-
duire entre des sections d’ADN dans des génomes différents
qui ne sont pas parfaitement homologues. Si une premiére
section de ce type provient d’'un premier génome homologue a
une section d‘un autre génome & part la présence dans la
premiére section de, par exemple, un marqueur génétique ou
un géne qui code pour un déterminant antigénique inséré dans
une portion de 1’ADN homologue, la recombinaison peut encore
se produire et les produits de cette recombinaison sont
alors détectables par la ' présence de ce marqueur génétique
ou géne dans le génome viral recombinant.

Le succés de l’expression, par le virus infectieux
modifié, de la séquence génétique d'ADN insérée exige deux
conditions. La premiére condition est que l’insertion doit
&tre effectuée dans une région non essentielle du virus afin
que le virus modifié demeure viable. La seconde condition
pour l’expression de 1'ADN inséré est la présence d’un
promoteur dans une relation convenable par rapport a 1'ADN
inséré. Le promoteur doit &tre placé de sorte qu’il soit
disposé en amont de 1la séquence de 1'ADN qui doit étre
exprimée.

Une recombinaison non perturbée et réussie se
produit & une fréquence d’‘environ 0,1 %.

Une stratégie de triage de base pour récupérer ces
virus modifiés par une recombinaison qui a abouti implique
l'hybridation in situ des recombinants sur des filtres de
réplication avec un marqueur ou sonde marqué par un élément

radio-actif et qui est homologue aux séquences insérées (26,
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28). Un certain nombre de modifications sont connues pour
augmenter 1l’‘efficacité de la recombinaison elle-méme ou
pour faciliter 1l’identification des produits recombinés.
Parmi ces modifications, on peut citer : l‘utilisation d’un
ADN donneur a un seul brin (38), 1l’identification de
recombinants exprimant des fonctions enzymatiques uniques,
par exemple l'’incorporation de 12510dodéoxycytidine dans
1'ADN par 1l'expression de la thymidine kinase du virus de
l’Herpés simplex (28) ; les substrats chromogéniques pour la
(co)expression de génes étrangers en méme temps que la B
galactosidase (3, 29) ; la sélection pour l’expression de la
thymidine kinase (20, 28) ; des réactions basées sur des
anticorps pour visualiser des plaques recombinantes (21) ;
l’utilisation de ts lethal conditionnel ou de mutants de
drogues (9, 18) ; la sélection de recombinants utilisant le
géne de résistance a la néomycine & partir du Tn5 et de
l’antibiotique G418 (11) ; ou la sélection de pressions avec
de l'acide mycophénolique et le géne gPt de 1'E. Coli (2,
8).

D’une maniére désavantageuse, ces procédés connus
pour identifier ou choisir des poxvirus recombinants impli-
quent tous une identification des recombinants en plusieurs
étapes, qui est fastidieuse, 1l'introduction de produits
chimiques radio-actifs, des substrats chromogéniques, des
produits chimiques biologiques utilisés pour la sélection,
tels que l’acide mycophénolique et la bromodéoxyuridine, qui
peuvent étre nuisibles (mutagéniques) pour le génome viral
lui-méme, l’utilisation de réactifs sérologiques qui peuvent
introduire des contaminants, et typiquement la présence d’un
géne exogéne dans le recombinant final en plus de 1’élément
génétique étranger intéressant.

On peut ainsi apprécier que la mise au point d’un
procédé pour fabriquer et sélectionner des recombinants de
poxvirus, particuliérement des recombinants de la vaccine,
procédé qui éviterait d’avoir a résoudre les problémes
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discutés ci-dessus, constituerait une avance technique
hautement désirable comparativement a 1‘’état actuel de la
technique.

Des procédés ont été développés dans la technique
antérieure qui permettent la création de virus de vaccine
recombinants et d’avipoxvirus par l’insertion d’'ADN de toute
source (par exemple virale, prokariotique, eukariotique,
synthétique) dans une région non essentielle du génome de
la vaccine ou de l‘avipox, y compris des séquences d’ADN qui
codent les déterminants anti-génétiques d’un organisme
pathogéne. Les virus de la vaccine recombinants créés par
ces procédés ont été utilisés pour induire une immunité
spécifique chez les mammiféres vis-a-vis d’une grande
variété d’agents pathogénes des mammiféres, comme décrit
dans le brevet des Etats-Unis n°4.603.112, incorporé dans la
présente demande par référence. Des avipoxvirus recombinants
créés par ces procédés ont été utilisés pour induire 1'immu-
nité spécifique chez des espéces aviaires (41) et des
espéces non-aviaires.

Le virus de la vaccine non modifiée a une longue
histoire d’utilisation relativement sans danger et efficace
pour réaliser une inoculation contre la petite vérole.
Cependant, avant l'éradication de la petite vérole, lorsque
la vaccine non modifiée était administrée largement, il y
avait un risque faible, mais réel, de complications sous la
forme d’une infection généralisée par la vaccine,
particuliérement chez les personnes souffrant d’exzéma ou
d’immuno-suppression. Une autre complication rare, mais
possible, pouvant résulter de 1l’inoculation de vaccine est
l’encéphalite aprés vaccination. La plupart de ces réac-
tions résultaient de 1l’inoculation d’individus ayant des
maladies de la peau, telles qﬁe l'exzéma, ou des systémes
immunitaires déficients, ou bien d’individus qui cohabi-
taient avec d’autres qui avaient de l‘exzéma ou des réponse

immunologiques diminuées. La vaccine est un virus vivant qui
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est normalement dépourvu de danger pour un individu en>bonne
santé. Cependant, ce virus peut étre transmis entre indivi-
dus pendant plusieurs semaines aprés l‘’innoculation. Si un
individu avec une réponse immunitaire diminuée par rapport a
la normale est infecté soit par innoculation soit par trans-
mission contagieuse a partir d‘un individu récemment
innoculé, les conséquences peuvent étre sérieuses.

Des mutants de virus convenablement modifiés por-
tant des génes exogénes qui sont exprimés chez un hdte en
tant que déterminant antigénique provoquant 1la production
par 1'hdte d’anticorps vis-a-vis d‘un agent pathogéne hoéte,
avec réplication limitée du virus chez 1’héte, représentent
des wvaccins nouveaux qui évitent les inconvénients des
vaccins classiques utilisant des organismes tués ou des
organismes vivants atténués. Ainsi, par exemple, la pro-
duction de vaccins & partir d’organismes tués exige la
culture de grandes quantités d'organismes suivie par un
traitement qui détruit sélectivement leur pouvoir d’infec-
tion sans affecter leur pouvoir antigéne. D’un autre coté,
des vaccins contenant des organismes vivants atténués
présentent la possibilité d‘une réversion de l’organisme
atténué qui retourne a 1l‘état pathogéne. Contrairement a
ceci, lorsqu‘un poxvirus recombinant, qui a été modifié
d’une maniére convenable, est utilisé comme vaccin, la
possibilité de reversion pour retourner & un organisme
pathogéne est évitée étant donné que le poxvirus contient
seulement le géne qui code 1le déterminant antigéne de
l’organisme qui produit la maladie et non pas ces portions
génétiques de l’organisme qui sont responsables de la
réplication de l’organisme pathogéne.

Ainsi, on peut se rendre compte gqu’un procédé qui
confére, par rapport a la technique connue, les avantages de
1l’innoculation de virus vivants, mais qui réduit ou élimine
les problémes discutés ci-dessus constituerait une avance
hautement désirable par rapport a l'état actuel de la tech-
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nique. Ceci est méme plus important aujourd’hui avec 1l'appa-
rition de la maladie appelée syndrome acquis de déficience
immunitaire (SIDA). Les victimes de cette maladie souffrent
d’'un disfonctionnement immunologique sévére et pourraient
facilement &tre rendus malades par une préparation de virus
vivants, qui serait normalement sans danger pour d’autres
personnes, s’ils venaient en contact avec un tel virus soit
directement, soit par contact avec une personne récemment
immunisée avec un vaccin comprenant de tels virus vivants.

C’est pourquoi l’invention a pour objet :

- un vaccin pour induire une réponse immunologique
chez un héte, qui présente les avantages d’un vaccin a virus
vivants, mais qui ne manifeste qu‘un petit nombre ou aucun
des inconvénients d’un vaccin & virus vivants ou d‘un vaccin
a virug tués, tels qu’énumérés ci-dessus ;

- des virus recombinants modifiés destinés & &tre utili-
sés dans de tels vaccins ;

- un procédé pour exprimer un produit de géne chez un
héte par innoculation de 1'hdte au moyen d’un virus
recombinant modifié qui code et exprime le produit de
géne chez 1'héte avec un réplication limitée du virus
chez 1’hote ;

- un procédé pour exprimer un produit de géne dans une
cellule cultivée in vitro par introduction dans la
cellule d‘un virus recombinant modifié contenant de
1’ADN qui code et exprime le produit de géne avec une
réplication restreinte du virus dans la cellule ;

- des virus recombinants modifiés qui expriment des pro-

duits de géne chez un héte, avec une replication
restreinte des virus chez 1'hdte, et un procédé pour
produire de tels virus recombinants modifiés ;

- une identification rapide en une seule étape de virus
recombinants et un tri rapide pour l’expression de
cadres de lecture ouverts étrangers chez les recombi-

nants ;
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- un procédé pour préparer et sélectionner un poxvirus
recombinant, particuliérement un virus de la vaccine
recombinant, et préparer des séquences d’ADN produites
ou impliquées comme intermédiaires dans ce procédé ;

- un systéme de sélection pour le clonage et l’expression
d’un cadre de lecture ouvert dans un poxvirus recombi-
nant, particuliérement un virus de la vaccine recombi-
nant, dans lequel le virus recombinant ne contient pas
de géne étranger autre que le cadre de lecture ouvert
intéressant.

Ces objets et avantages, ainsi que d’autres objets
et avantages, de la présente invention apparaitront claire-
ment apres lecture de ce qui suit :

Suivant un aspect, la présente invention est rela-
tive & un virus recombinant modifié dont les génes qui sont

inclus dans le domaine de replication chez 1’hdte, c’est-a-

_dire qui se répliquent chez 1'hdte, ont été enlevés de

sorte que le virus manifeste une réplication limitée chez
l'héte, le virus recombinant modifié contenant de 1’ADN qui
code et exprime un produit' de géne chez 1’hdte avec une
réplication limitée du virus chez 1'hdte. Le virus selon la
présente invention est avantageusement un poxvirus, particu-
liérement un virus de la vaccine.

Suivant un autre aspect, la présente invention est
relative & un procédé pour exprimer un produit de géne chez
un hdote en innoculant 1‘hdte avec un virus recombinant modi-
fié dont les génes qui se répliquent chez 1'h6te ont é&té
supprimés de sorte que le virus posséde un pouvoir de répli-
cation limité chez 1'héte. Le virus recombinant modifié
contient de 1‘ADN qui code et exprime le produit de géne

chez 1’hote méme avec une réplication limitée du virus chez

1'hdte. Le virus utilisé dans le procédé selon la présente

invention est avantageusement un poxvirus, particuliérement
un virus de 1la vaccine. Le produit de géne exprimé chez

1’héte est avantageusement un antigéne. Plus particuliére-
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ment, 1‘'héte est un vertébré et 1l’antigéne induit une
réponse immunologique chez le vertébré.

Suivant encore un autre aspect, la présente in-
vention concerne un vaccin pour induire une réponse immuno-
logique chez un héte innoculé au moyen du vaccin, ce vaccin
comprenant un véhicule et un virus recombinant modifié dont
les génes qui se répliquent chez 1'hdte ont été éliminés de
sorte que le virus manifeste une réplication limitée chez
1'héte. Le virus recombinant modifié contient de 1‘ADN qui
code et exprime un produit de géne chez 1’hdte méme avec une
réplication limitée du virus chez 1l'hdte. Le virus utilisé
dans le vaccin selon la présente invention est avantageuse-
ment un poxvirus, particuliérement un virus de la vaccine.

L’invention, suivant un autre aspect, concerne un
procédé pour sélectionner un poxvirus recombinant chez un
héte en combinant de 1‘/ADN donneur et un poxvirus modifié
pour former un poxvirus recombinant et pour identifier le
poxvirus recombinant par sa capacité de se répliquer chez
1'hote.

Un autre aspect de l’invention concerne un procédé
pour le clonage et l’expression d‘un cadre de lecture ouvert
chez un poxvirus recombinant dans un hoéte par combinaison
d’'ADN donneur et d‘un poxvirus modifié pour former un pox-
virus recombinant, pour la réplication du poxvirus recombi-
nant chez 1'hdte et pour l’‘expression du cadre de lecture
ouvert. Conformément & la présente invention, le poxvirus
modifié a été débarassé des génes qui se répliquent chez
1'héte de maniére que le poxvirus modifié ne se réplique pas
chez 1’h6te et 1'ADN donneur contient un cadre de lecture
ouvert provenant d‘une source qui est du type non pox et le
géne qui se réplique chez 1'hdte pour permettre au poxvirus
recombinant de se répliquer chez l‘hdte.

Suivant un autre aspect encore, l’invention
concerne un plasmide donneur pour préparer le poxvirus
recombinant du systéme de sélection. Le plasmide donneur
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contient un cadre de lecture provenant d’'une source du type
non pox et un géne qui se xréplique chez 1'hdte pour
permettre au poxvirus recombinant de se répliquer chez
1’hdte. Avantageusement, le plasmide donneur peut également
contenir un promoteur en amont du géne qui se réplique chez
1’héte du poxvirus, un codon d’'amorgage ou commencement de
traduction ou transcription en aval du promoteur suivi par
des sites de restriction multiple de type unique, des
séquences de signal de fin de traduction et une séquence de
signal de fin de transcription précoce.

La présente invention sera mieux comprise en se
référant & la description détaillée qui suit et aux dessins
annexés sur lesquels :

La Figure 1A représente schématiquement un procédé
pour la préparation du virus de la vaccine de suppression/
recombinaison vP2933 ;

"La Figure 1B est une carte de l’extrémité gauche
du virus de la vaccine de sauvetage, VIK-79 au moyen de
HindIII K ;

La Figure 1C est une carte de l'extrémité gauche
du virus de la vaccine suppression/recombinant vP293 au
moyen de HindIII KX ;

La Figure 2A montre schématiquement un procédé
pour cloner le géne qui se réplique chez 1’hdte, K1L dans le
plasmide pMP528L et son insertion dans le vP293 pour engen-
drer le virus de la vaccine vP457 ;

La Figure 2B est une carte de l’extrémité gauche
de vP293 par HindIII K ;

La Figure 2C est une carte de l’extrémité gauche
de vP457 par HindIII K ;

La Figure 3A représente schématiquement un procédé

pour la préparation des plasmides pMP528HRH et pHES1-4 ;

La Figure 3B illustre la ségquence d‘ADN du promo-
teur H6 synthétique et les sites de restriction en aval
présents dans le pMP528HRH ;
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La Figure 3C montre la séquence d’'ADN (avec les
sites de restriction, les codons d’'arrét et le signal de fin
de transcription précoce) qui remplace la séquence entre
crochets de la Figure 3B dans le plasmide pHES1 ;

La Figure 3D illustre la séquence d’'ADN (avec les
sites de restriction, les codons d’arrét et le signal de fin
de transcription précoce), qui remplace la séquence entre
crochets de la Figure 3B dans le plasmide pHES2 ;

La Figure 3E illustre la séquence d'ADN (avec les
sites de restriction, les codons d‘arrét et le signal de
fin de transcription précoce) qui remplace la séquence entre
crochets de la Figure 3B dans le plasmide pHES3 ;

La Figure 3F illustre la séquence d'ADN (avec les
sites de restriction, les codons d’arrét et le signal de
fin de transcription précoce) qui remplace la séquence entre
crochets de la Figure 3B dans le plasmide pHES4 ;

La Figure 4A illustre schématiquement un procédé
pour la préparation des plasmides pHES31-34 ;

_ La Figure 4B illustre les séquences d’'ADN des
oligonucléotides synthétiques HRL15-22 ;

La Figure 5 illustre la séquence d’'ADN du promo-
teur u de la vaccine présent dans les plasmides pHES31-34 ;
de plus, la Figure 5 montre, en une séquence entre crochets,
les sites de restriction, les codons d’arrét et les signaux
de fin de transcription précoce présents dans pHES31-34 et
les codons d’amorgage présents dans pHES31-33 ;

La Figure '6A illustre schématiquement un procédé
pour la préparation des plasmides pHES61-64 ;

La Figure 6B illustre les séquences d’'ADN des
olignonucléotides synthétiques HRL33-34 ;

La Figure 7 illustre la séquence d’ADN du promo-
teur ATI synthétique présent dans les plasmides pHES61-64 ;
en outre la Figure 7 illustre, en une séquence entre
crochets, les sites de restriction, les codons d’arrét et
les signaux de fin de transcription précoce présents dans
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PHES61-64 et les codons d’amorcage présents dans pHES61-63 ;

La Figure 8 illustre la séquence d'ADN (avec des
sites de restriction) de 15.537 bp située au voisinage de
l’extrémité gauche de la souche Copenhagen (Copenhague) de
la vaccine ;

La Figure 9 illustre schématiquement un procédé
pour la préparation des recombinants VP548 et VP661 ;

La Figure 10 est une carte de l’extrémité gauche
du génome du virus de la vaccine ;

La Figure 11 illustre schématiquement un procédé
de test des gé&nes potentiels qui se répliquent chez 1l’héte
la vaccine dans le systéme vP293 ;

La Figure 12 illustre schématiquement un procédé
pour la préparation des recombinants vP665, vP683, vP706 et
vP716 ;

' La Figure 13 illustre schématiquement un procédé
pour la préparation des plasmides pCP3 et pCP5 et pour
tester le géne potentiel qui se réplique chez 1’hdte du
cowpox (vaccine de vache) dans le systéme de la vaccine ;

La Figure 14 illustre schématiquement ﬁn procédé
pour la préparation des recombinants vP664 et vP668 ;

La Figure 15 illustre schématiquement un procédé
pour la préparation d’une série de plasmides dérivés du
PMPCTK1 A ;

La Figure 16 illustre les séquences d’'ADN des
oligonucléotides synthétiques MPSYN238, MPSYN239, MPSYN250-
255 et MPSYN271-274 ;

La Figure 17 illustre la séquence d’'ADN synthéti-
que contenant des sites de restriction, des codons d’arrét
et des signaux de fin de transcription précoce présents dans
les plasmides pPMCS-1 et pMPCS-4 ; en outre, la Figure 17
illustre la région du promoteur H6 synthétique présent dans
pCOPCS-3H et pCOPCS-5H & pCOPCS-10H ; en outre également, la
Figure 17 illustre, en une séquence entre crochets, les

sites de restriction, les codons d’arrét et les signaux de
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fin de transcription précoce présents dans pCOPCS-3H et
pCOPCS-5H & pCOPCS-10H et les codons d‘amorgage présents
dans pCOPCS-6H & pCOPCS-10H ;

La Figure 18 illustre schématiquement un procédé
pour la préparation des plasmides pMLENDA et PMPRENDA ;

7 La Figure 19 illustre la séquence d’ADN de 13.978
bp, produite par HindIII C, du génome de Copenhagen du virus
de la vaccine, y compris les séquences de codage disposées a
gauche de la séquence représentée sur la Figure 8 ;

La Figure 20 illustre la séquence compléte d'ADN
pour HindIII F disposée immédiatement & gauche de HindIIT K
sur la Figure 8 ;

La Figure 21, enfin, illustre la séquence d’'ADN
contenue dans HindIII B au voisinage de la terminaison de
droite du génome du virus de la vaccine.

L’invention concerne des virus recombinants
modifiés dont on a éliminé les génes qui se répliquent chez
1'héte de maniére que le virus présente une réplication
limitée chez 1’hdéte et qui contiennent de 1’ADN qui code et
ekprime un produit de géne chez 1'hdte avec une réplication
limitée du virus chez 1’héte. L’invention concerne également
un systéme de sélection pour des poxvirus recombinants, par-
ticuliérement pour des vaccines recombinantes, et pour le
clonage et 1l’expression d’un cadre de lecture ouvert chez
le poxvirus, particulid&rement le virus de la vaccine, en
utilisant un mutant, qui se réplique chez 1’héte, du pox-
virus, mutant qui est mortel d'une maniére conditionnelle.

Les mutants qui se répliquent chez 1'hdte du
poxvirus du lapin (24, 13) et du virus de la vaccine (6, 7,
12, 17, 23, 36) sont connus.

Les mutants, qui se répliquent chez 1l’hdte, du
poxvirus du lapin manquent, semble-t-il, d’une fonction de
contrdle exigée pour la réplication du virus (10). L’'analyse
génomique ultérieure de ces mutants du poxvirus du lapin ont
démontré des suppressions terminales importantes (jusqu’a 30
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kb) d'ADN (19, 25).

La mutagénése sous l’effet de l'acide nitrigue de
la souche Copenhagen du virus de la vaccine a permis a
Drillien et autres (6) d’'isoler un mutant qui se réplique
chez 1'hote, déficient au point de vue réplication dans 1la
plupart des cellules humaines. L‘analyse génomique de ce
mutant a révélé une suppression importante d’environ 18 kb
vers l'extrémité gauche (6). L‘analyse additionnelle par des
études de transfert de marqueur ont permis d’établir la
carte de la fonction génétique responsable du domaine d‘hé-~
te, au point de vue de la possibilité de réplication, vis-a-
vis d'un fragment d‘EcoRi de 5,2 kb (14) et finalement d‘un
cadre de lecture ouvert de 855 bp chevauchant les fragments
de HindIIT M/K (15).

Le géne réplicable chez 1’hdte de la souche WR du
virus de la vaccine (27, 30) est situé entre 24 et 25,2 kb
depuis 1l’extrémité gauche du génome de la vaccine. Ce géne
réplicable chez 1'hdéte, transcris vers la gauche de HindIII
K en HindIII M, est décrit ici comme le géne KI1L suivant la
nomenclature recommandée par Rosel et autres (33).

Un mutant de suppression du géne, réplicable chez
1’héte, de la souche WR de la vaccine a été engendré par
insertion du géne de résistance a la néomycine du transposon
Tn5 et sélection avec 1l’antibiotique G418. Ce wvirus de
suppression/recombinant VP293 est déficient d’environ 21,7
kb d’ADN commeng¢ant 3,8 kb & partir de 1l’extrémité gauche
du génome. VP293 est capable de former des plaques sur des
fibroblastes d’embryons de poulets primaires (CEF), deux
lignées de cellules de singe (BSC-40 ou VERO) mais est
déficient au point de wvue réplication dans 1la lignée de
cellules humaines MRC-5.

L’insertion du géne réplicable chez l1’héte, X1L,
dans vVP293 restaure la capacité de croissance sur des
cellules MRC-5.

On a préparé une série de plasmides qui, en plus
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du géne réplicable chez 1’hdte, KlL, contiennent un promo-
teur de la vaccine précoce/tardif, & savoir H6, suivi de
préférence par des sites de restriction de multiclonage a
séquence unique de polylinker (agent de laison multiple),
des codons d’amorgage et de fin de transcription et un
signal de fin de transcription précoce. Ces plasmides
pMP528HRH et pHES1-4 permettent en une seule étape rapide le
clonage et -l'expression de tout cadre de lecture ouvert en
cas de recombinaison avec vP293 et marquage pour culture ou
croissance sur des cellules MRC-5.

L’insertion d‘un cadre de lecture ouvert étranger
dans ces plasmides suivie par la recombinaison avec vP293
restaure simultanément la fonction de réplicabilité chez
1’héte (géne K1L) et introduit le cadre de lecture ouvert
étranger dans le virus de sauvetage vP293. Les virus
recombinants sont identifiés par leur capacité de former
des plaques sur des cellules MRC-5.

' Les avantages de ce systéme comprennent l’absence
de tout géne exogéne qui n’est pas du type vaccine dans le

‘recombinant final, autre que 1l’é&lément génétique intéressant,

1
l’absence de réversion génétique du virus, étant donné que

vP293 est un mutant de suppression de K1L, et l‘’identifica-
tion rapide en une seule étape des recombinants. Cette étape
unique peut également &tre utilisée pour un tri rapide de
l’expression du géne étranger, par exemple pour réaliser une
carte épitope.

On a préparé des plasmides supplémentaires conte-
nant le géne réplicable chez 1’héte, KI1L, dans lesquels le
promoteur précoce/tardif H6 a été remplacé par un promoteur
de la vaccine soit strictement précoce, soit strictement
tardif. Avec de tels plasmides additionnels, les subtilités
de la régulation temporelle de 1l’expression d’éléments
génétiques étrangers peuvent &tre étudiées.

Les syt2mes restrictifs de réplicabilité chez
1'héte de la présente invention sont utilisés avantageuse-
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ment pour des vaccins destinés & induire des réponses
immunologiques chez un héte innoculé avec le vaccin. A cet
égard, le vaccin comprend un véhicule et un virus recombi-
nant modifié. Le virus recombinant modifié a été débarassé
de ses génes qui se répliquent chez 1’héte de sorte que le
virus a une capacité de réplication restreinte chez 1l’'héte.
En outre, le virus recombinant modifié contient de 1’/ADN qui
code et exprime un produit de géne chez 1'hdte avec une
réplication limitée du virus chez 1’héte. On a préparé des
virus recombinants modifiés qui expriment des produits de
géne, particuliérement des antigénes, avec une réplication
restreinte du virus du fait de 1la suppression, dans les
virus, des génes réplicables chez 1’héte. Dans un mode de
réalisation, l1'hdte est un vertébré et l’antigéne induit une
réponse immunologique chez le vertébré. Dans un autre mode
de Téalisation, 1'hdte est une cellule cultivée in vitro.

On peut se rendre facilement compte que des virus
et des espéces supplémentaires, en plus de ceux cités dans
la présente demande, peuvent &tre utilisés pour la restric-
tion de 1la réplicabilile chez 1’héte. En outre, on peut
facilement réaliser que des “génes réplicables chez l'hétey
supplémentaires, existent chez le poxvirus. De plus, on
peut facilement se rendre compte qu’un grand nombre de gé&nes
étrangers peuvent &tre utilisés dans ces mutants réplicables
chez 1’héte.

Une meilleure compréhension de 1l’invention et de
ses avantages peut se déduire des exemples ci-aprés donnés a
titre d’illustration et qui ne sont pas limitatifs.

Dans certains de ces exemples, la souche WR du
virus de la vaccine a été utilisée. Son origine et ses
conditions de culture ont &été décrites précédemment (27).
Dans certains des exemples, la souche Copenhagen du virus de
la vaccine a été utilisée. Son origine et ses conditions de
culture ont été décrites précédemment (50). Des fibroblastes
d’embryons de poulets primaires (CEF), des lignées de cellu-
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les de singe (VERO [ATCC n° CCL81] et BSC40) et une lignée
de cellules humaines MRC-5 (ATCC n° CCL171) ont été culti-
vées dans le milieu essentiel minimal d’Eagle (MEM) conte-
nant 5 % (VERO et BSC40) ou 10 % (MRC-5, CEF) de sérum
fétal de bovin (FBS).

Les plasmides ont été préparés, triés et cultivés
par les procédures standard (22, 31, 32).
Exemple 1 -~ PREPARATION DU PLSMIDE pMP528PiN

et PRODUCTION de vP293

-~

En se référant & la Figure 1A, on a isolé un frag-

ment EcoRI/Sall comprenant la terminaison de gauche & 3,8 kb
de 1'ADN de la vaccine & partir de pAGR (30) et on l'a insé-
ré dans puUCl3, coupé précédemment au moyen de EcoRI et de
SalIl. Le plasmide résultant, pMPS, a été digéré avec
HindIII et Sall et joint avec un fragment de HindIII/Sall de
3,8 kb contenant les séquences de la vaccine correspondant a
l’extrémité droite du fragment K de HindIII de la vaccine.
Le plasmide résultant, pMP528, contient, ainsi les 3,8 kb de
l'extrémité gauche du génome de la vaccine et 3,8 kb de

l’extrémité droite du fragment K de HindIII, en supprimant

la partie intermédiaire de 21,7 kb entre les sites de Sall a
3,8 et 25,5 kb de 1l’extrémité gauche du génome. Le site
unique de Sall dans pMP528 a été changé en un site Smal par
addition d’agents de liaison ou linkers synthétiques (mis
sur le marché par Collaborative Research Inc. de Bedford,
Mass.) en produisant pMP528L. Un fragment de 1,4 kb de Smal
contenant le g&ne pour la néomycine phosphotransférase en
provenance du transposon ou élément transposable Tn5 (1) a
été isolé de pSv2-neo (35, ATCC n° 37149) et placé sous le
contrdle d‘un promoteur de vaccine précoce (désigné ici
comme Pi).

Le promoteur Pi, de la région Aval H de la
vaccine, a été décrit (37). Plus particuliérement, ce pro-
moteur dérive du fragment Aval H (Xhol G) de la souche de
vaccine WR variante L, dans lequel le promoteur conduit la
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transcription de 1la droite vers la gauche. L'emplacement
sur la carte du promoteur est approximativement & 1,3 kb a
partir de 1l’extrémité gauche de Aval H, approximativement a
12,5 kb & partir de l’‘extrémité gauche du génome de la
vaccine et environ 8,5 kb & gauche de la jonction IncIII
C/N. Ce promoteur a été localisé par une analyse de carte
transcriptionnelle standard. La séquence de 1’ADN Pi cor-
respond & la région en amont d’un cadre de lecture ouvert
codant une protéine riche en glycine de S5KDa récemment
décrite (40). On a démontré que cet é&élément promoteur
exprime des génes étrangers dans les recombinants de la
vaccine trés peu de temps aprés infection (37).

La cassette promoteur Pi terminée par SmaI/néogéne
a été 1liée au site Smal du pMP528L en produisant pMP528PiN.
pPM528PiN contient 0,4 kb de séquences de vaccine dérivée
d‘un sous-clone Sau3A de Aval H contenant la région du
promoteur Pi suivie par 1 kb de séquences Tn5 des sites
BglII a SmaI (1).

pMP528PiN a été transfecté, altéré aprés infec-
tion, en CEF primaire et co-infecté avec le virus de la
vaccine de sauvetage VTK-79 par des procédures classiques
(28). Le virus recombinant a été choisi et cultivé sur du
CEF primaire en présence de 300 pg/ml de G418 (1, 11, 35).

Les configurations génomiques de la vaccine recom-
binante vP293 ont été confirmées par analyse d’'hybridation

par taches de Southern

(Southern blot). La vaccine recombinante vP293 a été
débarassée de 21,7 kb de vaccine comme prédit et contenait
le géne étranger codant néo*., Les cartes de restriction de
l’extrémité gauche du virus de sauvetage VTK-79 et du virus
recombinant VP292 exprimant le g&ne néo¥ et choisi sur le
CED primaire en présence de G418 sont représentées sur les
Figures 1B et 1C.

En l’absence de l’antibiotique G418, 1le +vP293 a
produit de larges plaques sur le CEF primaire et de bonnes
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plaques sur les cellules BSC40 ou VERO, bien que les plaques
de vP293 étaient, d’une maniére détectable, plus petites que
le parent VTK-79 sur des cellules VERO. D’une maniére signi-
ficative, vP293 n’‘a pas donné de réplication mesurable et
n‘a pas formé des plaques sur la lignée de cellules
humaines MRC-5.
Exemple 2 - RECONSTRUCTION DE vP293 AVEC
LE GENE REPLICABLE CHEZ L'HOTE, K1lL
Pour démontrer que le géne réplicable chez l'héte,

K1L, lorsqu’il est reconstitué dans le mutant de suppression
vP292 de 1la souche WR de la vaccine, permet au virus de se
répliquer sur les cellules humaines, le géne réplicable chez
1’héte, K1L, a été cloné dans le plasmide pPR528L et inséré
dans vP293.

En se référant maintenant & la Figure 2A, la
séquence d’'ADN de la vaccine composant le bras droit de
pMP528L (Figures 1A et 2A) a été raccourcie pour éliminer
les sites de restriction non désirés et pour faciliter les
opérations futures de clonage. pM528L a été coupé par
ECORV/IncIII, ses extrémités ont été rendues franches avec
le fragment de Klenow de la E. Coli polymérase et auto-lié.
De cette manidre, le bras droit du plasmide résultant
PMP528E a été réduit en longueur & 0,4 kb d’ADN.

Un fragment BglII (partiel)/ Hpal de vaccine de
891 bp contenant la totalité de la séquence de codage et le
promoteur du géne réplicable chez 1’héte de K1L (15) a été
préparé 4 partir de pSD452VC, un sous-clone de la souche
Copenhagen de la vaccine contenant des séquence de HindIII M
et K. Le fragment contenant K1L a été cloné dans la région
de polyliaison, c‘est-a-dire du polylinker, de pUC8 dans le
seul but de flanquer le géne avec les sites de restriction
convenables. Le plasmide résultant pUC8HR a ¢&été digéré avec
HindIII et Smal pour isoler le £ragment contenant Kl1L.
L'extrémité HindIII a été remplie avec le fragment de 1’'ADN
polymérase de E. Coli et le fragment cloné au site Smal de
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pMP528E. Un plasmide pMP528HR avec 1l’‘orientation du géne
réplicable chez l’hdte, K1L, lu de la gauche comme représen-
té sur la Figure 2A, a été isolé par des procédés classi-
ques.

Les procédés pour la recombinaison et l’hydridisa-
tion sur des filtres en nitrocellulose ont été mis en oeuvre
comme connu de l’homme de l’art et comme décrit précédemment
(28) avec les modifications ci-aprés.

Le plasmide donneur pMP528HR a été introduit par
électroporation dans des cellules de VERO ou de MRC-5, cha-
cune co-infectée avec vP293. Des monocouches subconfluen-
tes de cellules VERO ou MRC-5 ont été infectées avec un

- virus de sauvetage pendant 1 heure. Ces cellules ont été

recueillies avec de la trypsine, lavées avec une solution
saline tamponnée de Hepes (HeBS) (16) et électroporées en
présence de 25 pg de plasmide ADN dans HeBS. Les cellules
infectées de virus ont été électroporées en utilisant un

pulseur du type "Bio-Rad Gene Pulser" équipé d’un extenseur

=Extenderf' La suspension de cellules (0,8 ml) a &té biacée
sur de la glace pendant 10 minutes dans une cuvette de
pulseur "Bio-Rad Gene", puis pulsée & 200 volts (capacitance
de 960 uF) et placée sur de la glace pendant une autre
période de 10 minutes. Les cellules ont &té& ensuite diluées
dans 8 ml de MEM + 5 % de FBS, type "Bio-Rad-Gene Pulser
Capacitence Extender", soumis 3 la procédure de formation de
plaques dans des boites de 60 mm contenant des mono-couches
de cellules de VERO ou MRC-5 (4 ml par boite) et incubées a
37°C pendant la nuit.

La progéniture a été récoltée et soumise a l’essai
de’'formation de plaques sur des cellules VERO ou MRC-5. Le
nombre des plaques obtenues sur des cellules de VERO était
de 10 a 100 fois plus grand que le nombre des plaques
obtenues sur des cellules de MRC-5. Des plaques isolées (de
dimensions uniformes) ont &té prélevées sur les cultures de
cellules de MRC-5 et de VERO (& la fois des plaques de
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grande dimension et de petite dimension). Ces isolats de
plaques ont é&té soumises a l‘essai de formation de plaques
sur des cellules de VERO et aprés trois jours les plaques
résultantes ont été prélevées sur des disques filtrants en
nitrocellulose et préparées pour hybridation in situ. Toutes
les plaques provenant des cellules de MRC-5 et toutes les
grandes plaques, mais non les petites plaques, provenant des
cellules de VERO ont donné des signaux d’hybridation posi-
tifs lorsqu’elles ont été essayées avec une sonde marquée au
32p pour les séquences de codage de KI1L. Cette donnée est
consistante avec la restauration des fonctions de capacité
de replication chez 1'héte contenues dans la séquence de
codage de K1iL.

Un isolat obtenu & partir des cellules de MRC-5 a
été purifié d’une maniére plus poussée et désigné vP457.
Dans vP457, le géne KIlL a &té restauré et a été situé a
l’intérieur d’une suppression dans son orientation native
lue de la droite vers la gauche. Les séquences de KI1L ont
remplacé la cassette promoteur Pi/gé&ne de néomycine phos-
photransférase présente dans vP293 comme illustré sur les
Figures 2B et 2C. Comparé au génome de la vaccine variante L
(30, 27), vP457 contient une suppression de 291 bp a droite
du géne KI1L et une suppression de 20,2 kb & gauche du géne
K1L.

Exemple 3 - PREPARATION DES PLASMIDES pM528HRH ET pHES1-4

Pour démontrer que la mutation lethale condition-
nelle dans vP293 peut &tre exploitée pour préparer des
plasmides donneurs dans lesquels des cadres de lecture
ouverts supplémentaires peuvent &tre clonés, une série de
plasmides & savoir pMP528HRH et pHES1-4 ont été préparés.
La recombinaison de cadres de lectures ouverts exogénes
présents dans un plasmide contenant le géne replicable chez
1'héte, K1lL, en vP293 fournit un procédé simple pour
engendrer des recombinants de vaccine en vertu d’'une
restriction dans le domaine de replicabilité chez 1l’héte.
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Un promoteur de vaccine, & savoir H6, a été ajouté
en amont du géne K1L dans pMP528HR. Ce promoteur précoce/
tardif a été identifié précédemment par la construction
d’'une carte transcriptionnelle classique et une analyse de
séquence d’ADN. Il comprend la séquence (positions -125 a
+3)
ATTCTTTATTCTATACTTAAAAAATGGAAATAAATACAAAGGTTCTTGAGGGTTGAGGGT
TGTGTTAAATTGAAAGCGAGAAATAATCATAAATTATTTCATTATCGCGATATCGGTTAA
GTTTGTATCGTAATG. La séquence est celle décrite comme étant
en amont du cadre de lecture ouvert H6 par Rosel et autres
(33).

En se référant maintenant a la Figure 3, 1‘ADN
correspondant aux positions ~124 a -1 (avec la position -102
changée de A &8 G en vue d’'empécher l’introduction de tous
codons,d’amorgage potentiel) et suivi de sites de restric-
tion XhoI, KpnI, et SmaI, a été synthétisé chimiquement
(Figure 3B) et cloné au site Smal de pMP528HR en produisant
pM528HRH (Figure 3A). Ainsi pMP528HRH contient le promoteur
H6 en amont du géne K1L qui est exprimé sous le contrdle du
promoteur endogéne K1L. Les deux se trouvent dans une orien-
tation de droite a gauche par rapport aux bras de la vaccine
(génome). Le promoteur H6 dans pMP528HRH se trouve immédia-
tement en amont des sites de restrictions uniques Xhol, KpnI
et Smal.

Pour accroitre davantage l'utilité du systéme, on
a dérivé une série de plasmides pHES1-4 & partir de
pMP528HRH. On a préparé pHES1 par la procédure suivante :
pPMP525HRH a été coupé avec Xhol et Xmal et les oligonucléo-
tides des HRL1
5’(TCGACCATGGGATCCCCGGGTACCGAGCTCTCGAGTAAATAAATAATTTTTAT)3'
et HRL2
5’ (CCGGATAAAAATTATTTATTTACTCGAGAGCTCGGTACCCGGGGATCCCATGG) 3
ont &été clonés en ce site. pHES2, pHES3 et pHES4 ont été
préparés d‘une maniére similaire. pHES2 a été préparé avec
les oligonucléotides HRL3
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5’(TCGACCATGGGGATCCCCGGGTACCGAGCTCTCGAGTAAATAAATAATTTTTAT)3'
et HRL4
5’(CCGGATAAAAATTATTTATTTACTCGAGAGCTCGGTACCCGGGGATCCCCATGG)3'
PHES3 a été préparé avec les oligonucléotides HRL3

5 (TCGACCATGGGGGATCCCCGGGTACCGAGCTCTCGAGTAAATAAATAATTTTTAT)
3’ et HRL6

57 (CCGGATAAAAATTATTTATTTACTCGAGAGCTCGGTACCCGGGGATCCCCCAT~
GG) 3’

et pHES4 a été préparé avec les oligonucléotides HRL7,

5’ (TCGAGGATCCCGGGTACCGAGCTCTAAATAAATAATTTTTAT) 3’ et HRLS
5’ (CCGGATAAAAATTATTTATTTAGAGCTCGGTACCCGGGATCC) 3.

Les éléments de la séquence d‘ADN pertinents, les
sites de restriction et les signaux de transcription et de
traduction de pM28HRH et de pHES1-4 sont les suivants.

) La séquence du promoteur H6 synthétique ~ (posi-
tions -124 & ~1 avec la base altérée en position -102 souli-
gnée) et les sites de restriction en aval présents dans
pMP528HRH sont illustrés sur la Figure 3B.

La séquence entre crochets est replacée dans les
plasmides pHES1-4 avec des sites de restriction, des codons
d’arrét et un signal de fin de transcription précoce comme
indiqué, ainsi que cela est illustré sur la Figure 3C pour
pHES1, la Figure 3D pour pHES2, la Figure 3E pour pHES3 et
la Figure 3F pour pHES4.

En plus des éléments contenus dans pMP528HRH,
chaque plasmide, pHES1-3, contient un codon d’amorgage de
traduction en aval du promoteur H6 suivi par des sites de
restriction multiples de type unique, des séquences de
signal de fin de traduction et une succession de signaux de
fin de transcription précoce de vaccine spécifique (39).
Chaque plasmide, pHES1-3, contient un codon d’amorgage de
traduction dans 1l‘un des trois cadres de lecture. C'est
pourquoi toute séquence d’ADN qui contient un cadre de
lecture ouvert peut é&tre exprimée lorsqu'elle est clonée
dans 1l'un de ces plasmides et recombinée en un virus de
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vaccine.

Le quatriéme plasmide, & savoir pHES4, ne contient
pas de codon d’amorcage de traduction mais contient des
sites de restriction multiple de type unique, des séquences
de fin de traduction et une séquence de signal de f£fin de
transcription précoce. Une séquence d’ADN qui contient un
cadre de lecture ouvert et un codon d’amorcage peut &tre
exprimée lorsqu‘elle est clonée en pHES4 et recombinée en
virus de la vaccine.

Exemple 4 -~ INCORPORATION DE GENE T.ACZ BACTERIEN DANS LE
VIRUS DE LA VACCINE ET SELECTION DES VIRUS
RECOMBINANTS SUR LA BASE DE LA RESTRICTION DU
DOMAINE DE REPLICABILITE CHEZ L'HOTE

Pour démontrer 1l'utilité du systéme de sélection
du domaine de réplicabilité chez 1’'hdéte, pHES1-4/vP293, un
virus de la vaccine recombinant contenant le géne lacZ de

1’E. Coli codant la B galactosidase a été construit.

Un fragment BamHI contenant des codons de 8 jus-
gu‘a la fin du géne lacZ a été obtenu a partir de pMC1871
(34). Ce fragment de BamHI lacZ a été cloné au site BamHi
unique des plasmides pHES1-4.

La recombinaison entre 1les plasmides résultant
PHESLZ1-4 transfectés individuellement dans les cellules
VERO co-infectées avec le mutant réplicable chez 1’hote
vP293 a été réalisée.

24 heures aprés l’infection, le virus constituant
la progéniture a été recueilli par 3 cycles de congélation/
décongélation et soumis au test de formation de plaques soit
sur des cellules VERO (Tableau 1A), soit sur des cellules
MRC-5 (Tableaux 1B et 1C).

Des mono-couches de VERO et de MRC-5 (Tableaux 1A
et 1B) tachées de rouge neutre ont été soulevées aprés 3
jours sur des filtres en nitrocellulose et préparées pour
l’hybridation in situ (26) en utilisant des sondes de génes
lacZ marquées au 32p, Les mono-couches de VERO (chiffres non
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indiqués) et MRC-5 (Tableau 1C) cont été exposées a X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranocide de Boehringer
Mannheim) et le développement de couleur bleue a &té noté
apres 8 heures.

Lorsque la progéniture a ¢été soumise au test de
formation des plagques sur des cellules de VERO et l’expres-
sion de B galactosidase testée en présence de X-gal ; on n’a
pas observé de plaques bleues dans les cellules transfectées
avec pHESLZ1l, 2 ou 4. D’une maniére significative, approxi-
mativement 20 % des plaques engendrées avec le plasmide
PHESLZ3 ont donné des plaques bleues en présence de X-gal
(chiffres non indiqués).

Lorsque la progéniture a été soumise au test de
l’essai de plaques sur des cellules de VERO et des virus
recombinants triés par hybridation in situ, 12 & 22 % des
plaques ont donné des signaux d’hybridation positive au lacz
(Tableau 1A). Lorsqu’analysée par hybridation d’ADN in situ
(26) chaque plaque sur MRC-5 a montré la présence du géne
lacZ (Tableau 1B). L'activité de B galactosidase a cependant
été seulement constatée dans les plaques sur MRC-5 qui ont
été dérivées de pHESLZ3 (Tableau 1C). Seule la structure de
plasmide pHESLZ3 avait le géne lacZ en concordance avec le
codon d’amorgage transitionnel.
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TABLEAU 1

Analyse de lacZ recombinant/virus de la vaccine

engendrég avec les plasmides pHESLZ1-4 et vP293

du virus de la vaccine

Plasmide donneur
PHESLZ1 PHESLZ2 pPHESLZ3 pHESLZ4

A. Plaques totales 1056 637 793 1344
Hybridation
positive 153 141 95 269
% positif 14,5 22 12 20
B. Plaques totales 60 56 ND 71
Hybridation
positive 60 56 ND 71
% positif 100 100 100
C. Plaques totales 60 55 59 70
X~gal positif 0 0 59
% positif 0 0 100 0
Exemple 5 - CONSTRUCTION DES PLASMIDES pHES31-34

et pHES61-64

Pour démontrer que la mutation lethale condition-
nelle'de vP293 peut &tre exploitée pour construire d’autres
plasmides donneurs et pour étendre le systéme de sélection
du domaine de réplicabilité chez 1'hdte basé sur la vaccine
WR vP293, la série de plasmides pHES (Exemple 3) a été
étendue en remplagant le promoteur de vaccine précoce/tardif
H6 par d’autres promoteurs réglés temporellement. Les plas-
mides pHES31-34 et la série de plasmides pHES61-64 ont &té
engendrés pour régler l’expression de gé&nes étrangers, pré-
coces ou tardifs respectivement.

La localisation et la séquence du géne pour une
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protéine de 38 kDa dans le poxvirus de la vache (cowpox
virus) exigé pour la formation de pustules rouges hémora-
giques sur une membrane chorioallantoique de poulet (CAM) a
déja été rapportée (43). Ce géne, a savoir u, est hautement
exprimé promptement apres l’infection. Le géne u
constitue sur la carte un fragment NcoI-HaeIII de 1465 bp.

La région du génome du virus de la vaccine souche
Copenhagen contenant l’équivalent du géne u du cowpox a été
déterminée par l’analyse des taches de Southern (44) en
utilisant de 1’ADN de cowpox cloné comme sonde. L‘équivalent
Copenhagen du géne u du cowpox est localisé sur la carte en
HindIII B et correspond & l’emplacement du géne u dans le
virus de la vaccine souche WR récemment rapporté (45).

bans le cowpox, la région du promoteur u est
disposée en aval d‘un site Ncol & -294 (43). De 1’ADN
contenant le géne u Copenhagen équivalent et le promoteur
ont été séquencés (46). Le géne u Copenhagen équivalent
n’est pas fonctionnel et provoque la formation d‘une pustule
blanche pour le virus de la vaccine Copenhagen cultivé sur
caM du fait des mutations de la structure ou cadre dans la
région de codage. La région en amont est hautement homologue
3 la région du promoteur de cowpox et est fonctionnelle. La
vaccine recombinante contenant la beta-galactosidase d'E.
Coli exprimée sous le contrdle du promoteur u de la vaccine
Copenhagen forme des plagques bleues en présence d‘un sub-
strat chromogéne de type X-gal. Comme pour le cowpox, le
génome Copenhagen contient 1le site Ncol en amont de la
région du promoteur u.

Pour déplacer la région du promoteur u Copenhagen
au systéme pHES, un site HindIIT a été ajouté au site Ncol
en amont du promoteur u par liaison avec 1l’oligonucléotide
HEL14 (5’ CATGGAAGCTTC 3’ ; site HindIII souligné) auto-
recuit ou auto-hybridé. Un fragment HindIII-Clal de 299 bp

contenant la région du promoteur u depuis le site NcoI
jusqu’au site ClaI en -6 a été isolé. Le promoteur H6 a été



10

15

20

25

30

35

09000259

28

enlevé de pHES1 (Exemple 3) par digestion partielle au moyen
de HindIII, suivie par digestion au moyen de XpnI. En se

référant maintenant a la Figure 4, le fragment de vecteur
HindIII-KpnI de 7,8 kb a été isolé d'un gel d’agarose (Figu-

re 4A). Pour remplacer les séquences de promoteur en aval du
site Clal et des séquences de l'agent de polyliaison ou
polylinker jusqu‘au site XpnI, huit oligonucléotides, &
savoir HRL15 & HRL22, ont été synthétisés (Figure 4B). Des
paires d’oligonucléotides ont é&té recuites (hybridées) et
liées avec un fragment de vecteur HindIII-KpnI de 7,8 kb de

PHES1 et le fragment de promoteur u HindIII-Clal en engen-
drant des plasmides pHES31-34 (Figure 4A).
En se référant maintenant & 1la Figure 5, les

plasmides résultants pHES31 & pHES34 contiennent des régions
de polyliaisons ou polylinker en aval de la région du promo-
teur u Copenhagen (Figure 5). La séquence d'ADN de 0,3 kb
spécifiant le promoteur u est indiquée sur la Figure 5

~seulement pour le plasmide pHES31l. La séquence identique

est présente dans les plasmides pHES32 & pHES34. La séguence
entre crochets qui suit la région du promoteur dans pHES31l
est remplacée par les séquences indiquées entre crochets
pour pHES32 a pHES34. Les sites de restriction sont indi-
qués. Dans PpHES31 & pHES33, la région de polyliaison ou
polylinker est située en aval de 1'ATG d’amorcage dans les

trois cadres de lecture différents. Le plasmide pHES34 ne

 contient pas d'ATG d’amorcage. Dans tous les membres de la

série pHES31 & pHES34, la région de polyliaison est suivie
par des codons d’'arrét de traduction dans les trois cadres
de lecture, soulignés, suivie par la séquence TTTTTAT,
surlignée, qui a été illustrée pour spécifier la fin de la
transcription pour les génes précoces dans la vaccine (39).
Comme avec la série de pHES]1 a pHES4 de plasmides
(Exemple 3), la série pHES3l a pHES3l permet l’expression
de séquences de codage étrangéres insérées dans la région de
polyliaison. Les séquences de codage étrangéres contenant un
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codon d’amorgage ont &té exprimées sous le contrdle du
promoteur u de la vaccine par insertion dans pHES34. Des
séquences de codage étrangéres privées d'un codon dit
d’amorgage sont exprimées dans le cadre de lecture appro-
prié par insertion dans pHES31, pHES32 ou pHES33. Comme
dans le cas des séries pHES originales, pHES31l & pHES34
contiennent le gé&ne réplicable chez 1'héte humain K1L (15).
La recombinaison entre le mutant de suppression de la

“vaccine vP293 (Exemple 1) et tous les dérivés plasmidiques

de la série pHES engendrent des virus de la vaccine recom-
binants qui sont choisis suivant leur capacité & se
développer sur des cellules humaines.

Pour mieux adapter le systéme plasmidique PpHES a
l’expression des g&nes étrangers dans la vaccine recombi-
nante 3 une époque tardive aprés 1l’'infection, le promoteur
pour le géne ATI de 160 kDadu cowpox a été choisi (47). La
région de 533 bp immédiatement en amont du géne ATI du -
cowpox, lorsqu’il est inséré dans le virus de la vaccine,
produit de hauts niveaux d’expression de g&nes étrangers a
une période tardive aprés 1l’infection comme cela a été
montré (48). La région de 1'ADN du cowpox 663 bp s’étendant
depuis l’amont du site BglII jusqu’au codon d’'amorgage est
suffisante pour agir comme promoteur pour l’expression de
génes étrangers dans la vaccine. L’'ADN spécifiant cette
région de promoteur a été synthétisé et inséré dans le
systéme pHES comme détaillé ci-aprés.

Le promoteur H6 a été éliminé de pHES1 (Exemple 3)
par digestion partielle au moyen d’HindIII, suivie par di-
gestion au moyen de BamHI. En se référant maintenant a la
Figure 6, le fragment de vecteur HindIII-BamHI de 7,8 kb a
été 1isolé & partir d'un gel d’'agarose (Figure 6A). Pour
remplacer les séquences de promoteur H6 avec les séquences
de promoteur ATI du cowpox et la liaision BamHi aux sé-
quences de polyliaison, on a synthétisé huit oligonucléo-
tides, & savoir HRL33 a HRL40 (Figure 6B). Des paires
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d’oligonucléotides ont été recuites (hybridées) et liées
avec un fragment de vecteur HindIII-BamHI de 7,8 kb en
provenance de plasmides pHES 61-64 engendrant pHES1l. Chaque
paire recuite d’'oligonucléotide contient 1la région de
promoteur ATI de cowpox synthétique de 63 bp flanquée par
des sites de restrictions HindIII et BamHI, comme indiqué.

' En se référant maintenant a la Figure 7, les
plasmides résultants pHES61 a pHES64 contiennent les régions
de polyliaison ou polylinker en aval de la région de promo-
teur tardif ATI du cowpox (Figure 7). La séquence identique
pour le promoteur ATI de cowpox, qui est présente dans
PHES61 & pHES64, est indiquée seulement pour pHES61. La
séquence entre crochets qui suit la région de promoteur dans
PHES61 est remplacée par les séquences indiquées entre
crochets pour pHES62 & pHES64. Les sites de restriction sont
indiqués. Dans pHES61 a pHES63, la région de polyliaison est
située en aval du codon d’amorcage ATG dans les trois cadres
de lecture différents. Le plasmide pHES64 ne contient pas de

codon d’amorcage ATG.

Comme dans les séries de plasmides pHES contenant
d’autres promoteurs, tous les membres de la série de plas-
mides pHES61 & pHES64 contiennent des régions de polyliaison
suivies par des signaux de fin de traduction (soulignés) ou
de transcription (surlignés). Etant donné que des dérivés de
la série pHES61 a pHES64 contiennent le géne réplicable chez
1’héte humain K1L de la vaccine, 1les virus progénitures de
la vaccine recombinante engendré par la recombinaison de ces
plasmides avec VP293 sont choisis en fonction de leurs
capacité de croissance sur des cellules humaines.

Exemple 6 ~ CONSTRUCTION DES RECOMBINANTS VP548 ET VP661

La séquence de 15 537 bp d’ADN située au voisinage
de l’extrémité gauche du génome Copenhagen est illustrée de
la gauche vers la droite sur 1la Figure 8. Cette séquence
comprend 7218 bp entre le site Sall le plus & droite dans
HindIII et 1la jonction HindIII C/N et s‘étend a travers la



10

15

20

25

30

35

09000259

1l

totalité des séquences pour HindIII N (1544 bp ; positions
7219 - 8762), HindIII M (2219 bp ; positions 87863 - 10981)
et HindIII K (4551 bp ; positions 10 982 - 15 532). Aux fins
de clarté, les séquences de codage et les sites de restric-
tion sont désignés par les positions de base comme indiqué
sur la Figure 8. Selon la nomenclature classique, les cadres
de lecture ouverts de la vaccine (ORF) sont désignés en
numérotant de la- gauche vers la droite & l'intérieur de
chaque fragment HindIII (33). Etant donné que les différen-
tes souches de vaccine comportent des différences signifi-
catives vers l’extrémité de gauche de HindIII C (le termi-
nus de gauche du génome de vaccine), les ORF disposés a
1’intérieur du fragment HindIII C de la vaccine sont dési-
gnés ici en numérotant de la droite vers la gauche en
commengant & la jonction HindIII C/N. Dans cette nomencla-
ture,; ORF ClL est 1'ORF le plus & droite commengant dans le
fragment HindIII de 1‘ADN de 1la vaccine Copenhagen (voir

. Figure 8).

En se référant maintenant a la Figure 9, des
plasmides ont été préparés pour supprimer le géne réplicable
chez 1‘héte humain KI1L (15) & partir du virus Copenhagen
dans 1’idée que 1’élimination du géne KI1L produirait
l’absence de possibilité pour le virus résultant de se
répliquer sur les cellules humaines. Le fragment D de Kpnl
Copenhagen, qui comprend environ 2,5 kb d’ADN & gauche de la
séquence représentée sur la Figure 8 et s’étend vers la
droite jusqu’d la position 12 998, a été cloné dans le site
KpnI de puCl8, en donnant pSD435 (Figure 9) (Sur la Figure
9, les plasmides de la série pSD contenant des insertions
Copenhagen de la vaccine apparaissent avec la désignation
"YC" optionnelle. Ainsi pSD435 est équivalent a pSD435VC. La
désignation "VC" est omise sur la Figure 10). Le fragment
KpnD contient le géne K1L (positions 11 030 - 10 179). Pour
faciliter la manipulation du géne K1L et sa région de flanc,
pSD452, on a préparé (Figure 9) un sous-clone de pSD435 qui
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comprend des séquences entre le site SphI (position 9478)
dans HindIII M et le site Clal dans HindIII K (position
11 731). Le géne K1L est indiqué par un bloc hachuré, la
direction de transcription étant indiquée par une flé&che.
pSD452 qui contient deux sites Hpal (positions 9561 et
10 1555) a été linéarisé par digestion partielle par Hpal et
des linkers ou agents de liaison BglII ont été liés sur le
site Hpal (position 10 155) immédiatement en aval du géne
K1L. Le plasmide résultant a &été coupé au moyen de BglII et
auto-1lié, en engendrant pSD453. Dans pSD453, le gé&ne K1L et
son promoteur sont supprimés. Le site de suppression est
indiqué par un triangle (Figure 9).

Un fragment contenant les séquences de codage de
la beta-galactosidase (bloc marqué en pointillés, la di-
rection du géne étant indiquée par une fléche) sous le
contrdle du promoteur tardif de 1la vaccine de 11 kbDa
(fléche sombre) (49) a été inséré dans le site BqlII de
pSD453 en engendrant pSD453BG (Figure 9). pSD453BG a é&té
utilisé comme plasmide donneur pour la recombinaison avec
vP410, un dérivé moins de la thymidine kinase du virus de la
vaccine souche Copenhagen (50). Le virus constituant la
progéniture a été testé en présence de X-gal. Des plaques
bleues ont été prélevées et purifiées par croissance sur des
cellules de VERO. Comme on s’y attendait, le recombinant qui
en résulte, a savoir vP548, ne comportait pas, comme on l’a
montré, de géne K1L lorsqu’on l’a testé avec des séquences
de K1L marquées au 32p, D’une maniére surprenante, vP548
formait des plaques sur des cellules de MRC-5.

L’essai pour détecter la présence du géne pour la
B-galactosidase dans vP548 était tres significatif du fait
de sa capacité a former des plaques sur des cellules de MRC-
5 ; la cassette de 11 KDa/B-galactosidase a été enlevée de
vP548 par recombinaison avec le plasmide donneur pSD453. Le
recombinant de suppression de vaccine résultant, & savoir
vP661, forme également des plaques sur des cellules de
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MRC"'S.
Exemple 7 - IDENTIFICATION DU GENE REPLICABLE CHEZ I.'HOTE

C7L_A PARTIR DE LA SOUCHE COPENHAGEN DU VIRUS
DE_LA VACCINE
Les résultats décrits dans l'Exemple 6 suggérent

que'KlL n‘est pas le seul géne de la vaccine réplicable chez
1’héte, capable de conférer la croissance sur des cellules
humaines. On a investigué la possibilité que les régions
supprimées du virus de la vaccine vP293 (Exemple 3) et du
virus de la vaccine mutant de suppression de 18kb du domaine
de réplicabilité chez 1'h&te (14) étaient supprimées pour un
autre géne, qui comme K1L, confére la possibilité de se
développer sur des cellules humaines. La Figure 10 représen-
te la carte de restrictions de l’extrémité gauche du génome
du virus de la vaccine montrant les emplacements des génes

réplicables chez 1'hdte potentiels. Les cartes de HindIII et
EcoRI de l’extrémité gauche du génome du virus de la vaccine
sont illustrées & la partie supérieure. On a indiqué seule-
ment les sites de EcoRI qui ont de l’importance ici. L’éten-
due des suppréssions dans le domaine de la réplicabilité
chez 1'héte dans les mutants de vP293 de suppression du
virus de la vaccine (Exemple 3) et la suppression du domaine
de réclicabilité chez 1'hdte de 18 kb (14), aussi bien que
la région supprimée commune aux deux mutants de suppression
sont représentées par des traits épais. La région séquencée
de 15 537 bp (Figure 8) depuis le site Sall le plus a droite
jusqu’au fragment HindIII K a été dilatée. On n’a indiqué

que les sites de restrictions qui présentent un intérét ici.
Les emplacements des génes discutés ici sont indiqués dans
des boites ouvertes. Les emplacements des fragments utilisés
pour tester les gé&nes pour leur capacité de réplicabilité
chez l'héte ont été indiqués au-dessus d’auges. Les empla-
cements des insertions de vaccine dans les plasmides
décrits ici, en méme temps que les sites de restriction qui

présentent de 1l’intérét ici ont été aussi indiqués. On a
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utilisé les désignations abrégées suivantes : S = Sall; E

EcoRI; H = HindIII; Bg = BglII; Kp = KpnI; B = BamHI; Sp
SphI; C = Clal; Hp = Hpal.

Comme indiqué sur la Figure 10, la région de
suppression commune a la suppression du domaine de répli-
cabilité chez 1'hdte de 18kb et la suppression dans vP293
s’étend depuis un point non déterminé dans EcoRI C jusqu'au
site Sall dans HindIII K (position 11 412). On a déterminé
qu’une fonction de «réplicabilité chez 1’'hdte s’appliquait
comme carte sur le fragment d’EcoRI XK (positions 7550-
12 875) (14) et un géne réplicable chez l'hdéte K1L (posi-
tions 11 030 - 10 179) a été identifié dans un fragment
BglII D de 846 bp (positions 10 271 - 11 116) de l‘inté-
rieur de 1‘EcoRI K (15). Le fragment PglII A (positions 8645
- 10 270) de 1'EcoRI K n’'a pas restauré la croissance sur
des cellules humaines. Cependant, dans ces analyses, des
génes éventuels réplicables chez 1’hdte dans le fragment
d’EcoRI K qui sont situés entre EcoRI (position 7749) et
BglII (position 8644), ou entre sites BglII (position
11 116) et ClaIl (poéition 11 731), auraient été ignorés.
Egalement des génes qui croisent les sites EcoRI (position
7779), BglII (position 8644) ou Clal (position 11 731) de
EcoRI K, ou la jonction EcoRI (position 1295) entre EcoRI C
et J auraient été ignorés.

L’analyse de la traduction d’amino-acides de la
séquence de 15,5 kb décrite ici révéle quatre génes poten-
tiels qui n'auraient pas été testés précédemment (14, 15).
Tous les quatre cadres de lecture ouverts sont orientés de
la droite vers la gauche. Les positions de ces quatres ORF,
C7L (positions 1314 - 863), N2L (positions 7943 - 7416), MIL
(posifions 9329 - 7985) et K2L (positions 12 367 - 11 258)
ont été indiquées sur la Figure 10. Le premier ATG sur le
M1L ORF est disposé dans la position 9403. Etant donné que
cet emplacement est en amont (& droite) des emplacements
publiés pour les sites d’amorgage de la transcription pour
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M1L (51) et & 1l’intérieur des séquences de codage pour le
géne M2L, on peut interpréter 1’ATG en position 9323 comme
le commencement véritable. de la tradﬁction,du géne MIlL.

Des quatre génes potentiels, le MIL semblait
initialement le candidat le plus vraisemblable comme géne

du domaine de réplicabilité chez 1'hdte. Une sonde 4'ADN marquée par 32p pour

K1L interagit faiblement avec les séquences de MIL sur une
tache de Southern (44) (valeurs non indiquées).

La séquence du géne ML dans la souche Copenhagen
de la vaccine décrite ici différe, & l’'extrémité amino, de
la séquence du M1L publiée dans la souche WR de la vaccine
(51). L’insertion de deux bases (positions 9307, 9312) dans
la présente séqguence par rapport a la séquence publiée
provoque des mutations de déplacement de cadres (de lec-
ture), c'est-a-dire que le cadre de lecture normal est
décalé. Dans la séquence décrite ici, la traduction com-
mence au ATG dans la position 9329. Dans la séquence
rapportée (51) la traduction potentielle & partir de cet ATG
serait terminée par un codon d’arrét de cadre en position
9278 et la traduction de M1L commencerait en position 9247.
Dans la séquence décrite ici, la traduction depuis la
position 9329 est continue jusqu’au codon d’arrét de MIL
rapportée précédemment (position 7987). Le résultat net est
que le géne MIL décrit ici contient 27 acides aminés
supplémentaires au terminal amino aussi bien que deux
substitutions d’acide aminés comparativement au géne MILL
rapporté (51). La séquence pour le géne WR N2L a été
également publiée (51). Le géne N2L Copenhagen décrit ici
posséde quatre substitutions d’acides aminés relativement a
la séquence publiée.

L’analyse par ordinateur de la protéine codée par
le virus de la vaccine Copenhagen M1L ORF décrit ici révele
un niveau supérieur de similarité avec la protéine KI1L du
virus de la vaccine Copenhagen (15) qu’avec toute autre

protéine dans les bases de données PIR ou Swiss-Prot
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(valeurs non indiquées). Ce fait couplé aux valeurs dérivées
par l’analyse des téches de Southern suggére que le produit
de géne M1L pourrait remplir une fonction similaire relative
au domaine de réplicabilité chez 1'hdte que le produit de géne KIlL.

C’est pourquoi, parmi les quatre génes potentiels
réplicables chez 1'hdte humain, le géne ML a été testé
d’abord dans le systéme ‘de sélection du domaine de répli-
cabilité chez 1'héte du virus de la vaccine vP293 pour
tester sa capacité & permettre la croissance du virus de la
vaccine sur des cellules humaines. Pour recombiner le géne
pour MIL et les genes subséquents dans le systéme de sélec-
tion de vP293, on a utilisé comme plasmides vecteurs pMP528
(Exemple 1) et son dérivé pMP528EA(Exemple 2). pMP528 est le
plasmide de suppression de vaccine original & partir duquel
le recombinant de vaccine vP293 a été déduit. pMP528
contient un site Sall & 1la jonction de suppression entre
les bras de flancs de la vaccine dériveés des régions d’ADN
de la vaccine HindIII C / HindIII K. Dans pMP528E, le bras
de flanc droit qui dérive de 1’ADN HindIII K de la vaccine a
&té raccourci et ainsi le site Smal a été substitué au site
Sall original & 1la jonction de suppression HindIITI C
/HindIII K.

L’essai des génes potentiels réplicables chez
1'héte de la vaccine dans le systéme vP293 est représenté
schématiquement sur la Figure 1l1l. ILa carte de HindIII a
l'extrémité gauche du génome du virus de la vaccine est
donnée sur la ligne supérieure. Les emplacements des génes
sont indiqués & 1l’intérieur de boites, la direction de
transcription étant indiquée par des fleches. L'emplacement
des fragments de vaccine utilisés pour tester l’activité de
réplicabilité chez 1'héte des génes est indiqué par des
auges.

Un fragment d'ADN s’étendant de l'extrémité 3’ de
M2I, (position 9384, 55 bases en amont & partir du codon
d’'amorcage de M1L) jusqu'au site Scal (position 7906) en
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aval de M1L a été lié dans pMP528E coupé au moyen de SmaIl
(Figure 11). Le plasmide résultant, 3 savoir pMP528M, a été
utilisé comme plasmide donneur pour recombinaison avec le
virus de la vaccine vP293. Bien que l'analyse avec une
sonde d’ADN marquée au 325 du geéne ML ait révélé que les
séquences du M1L étaient insérées dans la vaccine, le virus
de progéniture ne forme pas de plaques sutr des cellules de
MRC-5.

Etant donné gque la dimension de la xrégion de
promoteur nécessaire pour 1’amorcage de la transcription du
géne MI1L est inconnue, il est possible que les 55 bases en
amont des séquences de codage de M1L dans le plasmide pMP528
n'étaient pas suffisantes pour spécifier la transcription du
géne MI1L. C'est pourquoi un plus grand fragment d'ADN du
virus de la vaccine souche Copenhagen contenant tous les
génes pour M2L, M1L et N2L a &té essayé. Un fragment de Hpal
de 2849 bp (positions 7307 -10 155) a été obtenu par diges-
tion partielle avec Hpal de pSD420, un clone Sall de 1'ADN
du virus de la vaccine Copenhagen (positions 1 - 10 477). Ce
fragment de Hpal contient tous les g&nes pour M2L (positions
10 043 - 0381), MIL (positions 9329 - 7985) et N2L (posi-
tions 7943 - 7416). Le fragment de Hpal a été cloné en
pMP528E coupé au moyen de Smal (Figure 11). Le plasmide
résultant, désigné pMPml2n2 sur la Figure 3 a été utilisé
comme plasmide donneur pour recombinaison avec vP293. Bien
que l’analyse avec des sondes d’ADN marquées au 32p ait
indiqué que les trois génes ont été insérés dans la vac-
cine, la progéniture virale recombinante n‘a pas formé de
plaques sur des cellules de MRC-5. Ceci indiquait que M1L et
N2L n’étaient pas les génes ou le géne présomptifs réplica-
bles chez l'héte. On ne s'attendait pas 32 ce que le M2L soit
le géne réplicable chez 1'héte étant donné que le géne pour
M2L est entiérement contenu dans le fragment de BglII A de
EcoRI K testé précédemment (15).

Les autres génes éventuellement réplicables chez
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17héte humain du virus de la vaccine étaient K2L, qul manque
dans le mutant réplicable chez 1l'hote de 18 kb et est tron-
qué dans vP293, et C7L, un ORF dans HindIII C qui couvre la
jonction EcoRI C/J et présente la capacité de codage pour
une prétéine de 18 kDa.

Le géne K2L décrit ici correspond au "ORF K1L"
rapporté précédemment (52) pour la vaccine souche WR, mais
différe par deux substitutions d’acides aminés. Le mutant de
suppression du virus de la vacinne, vP293, contient la masse
des séquences de codage pour K2I, immédiatement & droite de
la jonction de suppression dans HindIII K (égquivalent au
site Sall en position 11 412). Pour tester le géne K2L
(positions 12 367 =~ 11 258) en ce qui concerne sa capacité
de permettre la croissance virale de la vaccine sur des
cellules humaines, l’extrémité 3’ du géne K2L de la vaccine
a 6té restaurée sur le plasmide pMP528. Des polylinkers ou
agents de polyliaisons synthétiques MPSYN52
(5'ATTATTTTTATAAGCTTGGATCCCTCGAGGGTACCCCCGGGGAGCTCGAATTCT3')
et MPSYN53
(5'AGAATTCGAGCTCCCCGGGGGTACCCTCGAGGGATCCAAGCTTATAAAAATAAT3')
ont &té recuits (hybridés) et liés dans le site SspI (posi-
tion 11 177) en aval du géne K2L dans un sous-clone plas-
midique de HindIII K Copenhagen, et un fragment XhoI/Sall
contenant 1’extrémité 3' du géne K2L a été isolé. Le plasmi-
de pMP528 a été coupé au moyen de sall et le fragment Xhol/
Sall contenant l‘extrémité 3’ du géne K2L a été inséré
suivant 1l’orientation correcte (Figure 11). Le plasmide
résultant, a savoir pMP528K2, a é6té utilisé comme plasmide
donneur pour recombinaison avec le virus de la vaccine
vP293. Une fois encore; la progéniture virale de la vaccine
recombinante a &té incapable de former des plaques sur des
cellules de MRC-5, ce qui indique que K2L n‘était pas le
géne réplicable chez 1l'héGte humain. i

Le géne CL7 de la vaccine Copenhagen décrit ici

correspond exactement, en ce qui concerne les acides aminés
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au géne WR de 18 kDa précédemment rapporté (40). Pour tester
le géne C7L (positions 1314 -~ 863) pour sa capacité de
réplicabilité chez 1'hote, le plasmide pSD420 a été coupé au
moyen de BamHI et BglII et un fragment de 1040 bp s’étendant
du site BamHI, en position 724, au site BglII, en position
1764, a &été isolé. Ce fragment BglII/BamHI, qui contient la
totalité du geéne pour C7L a &té 1ié en pMP528K2 qui a été
coupé au moyen de BamHI (Figure 11). Lorsque le plasmide
résultant, a savoir pMP528C7L, a 6té utilisé comme plasmide
donneur pour recombinaison avec le virus de vaccine vP293,
une progéniture virale a été produite qui forme des plaques
sur les cellules de MRC-5. Ceci indiquait que C7L, comme
K1L, é&tait un géne réplicable chez 1'héte capable de
spécifier la croissance sur des cellules humaines. Etant
donné que le géne C7L recouvre la jonction EcoRI C/J, il
n’avait pas été testé précédemment (14).
Exemple 8 - SUPPRESSION DU GENE C7L DE 1A SOQUCHE COPEN-
HAGEN DU VIRUS DE LA VACCINE

Etant donné que, de méme que le XK1L, le géne C7L
du virus de la vaccine est capable de restaurer la capacité
du mutant de suppression vP293 de la vaccine, souche WR, de

former des plaques sur des cellules humaines, l'effet de la
suppression du géne C7L de la souche Copenhagen de la
vaccine, & la fois comme une seule suppression et comme une
double suppression, a été investigué avec 1l’autre géne
réplicable chez 1'hote, a savoir KlL.

' La préparation ou construction de plasmides pour
la suppression du géne pour C7L et la production de recom-
binants de la vaccine supprimés pour C7L ont été représen-
tés schématiquement sur la Figure 12. Une carte de HindIII
de l’extrémité de gauche du génome de la vaccine est repré-
sentée sur la ligne supérieure. Le géne C7L est indiqué par
une boite avec des bandes, la direction de transcription
étant indiquée par une fléche.lLles extrémités du fragment de DNA de
BamHI~-BglII (positions 725 - 1764) dérivé du plasmide pSD420
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ont été rendues franches au moyen d’un fragment de Klenow de
1'E. Coli polymérase et le fragment a été 1ié en pUC18 qui a
été coupé au moyen de Pvull, en produisant le plasmide
pMP420BB (Figure 12). pMP420BB a été linéarisé au moyen
d’EcoRV, qui coupe & 1l'intérieur des séquences de codage
pour C7L, et on a inséré un fragment d’ADN terminé par Smal
de 3,2 kb, consistant en une cassette du promoteur de 11 kDa
de la vaccine (fléche foncée)/B-galactosidase (boite avec
des pointillés foncés, la direction du geéne étant indiquée
par une fl&che). Le plasmide résultant, a savoir pMPC7LKBG,
contient la cassette promoteur de 11 kDa/B-galactosidase
dans une orientation de gauche & droite par rapport aux
séquences de la vaccine. On a réalisé une recombinaison en
utilisant le plasmide donneur pMPC7LKBG et un virus de la
vaccine Copenhagen de sauvetage, & savoir vP410, ce quil a
produit de la vaccine recombinante, a4 savoir vP665, qui a
&té identifiée comme une plaque bleue en présence de X-gal.

Pour supprimer le géne C7L de pMP4iOBB, le plas-
mide a 6té linéarisé par coupure au site unique Sacl (posi-
tion 999) dans le géne C(CL7, suivi par la digestion avec
1’exonucléase Bal 31. La mutagénése (53) a été réalisée sur
le patron ou gabarit a double brin en utilisant un oligonu-
cléotide synthétique 46-mer MPSPYN234 (5’ TGTCATTTAACACTA
TACTCATATACTGAATGGATGAACGAATACC 3’'). Dans le plasmide ré-
sultant, & savoir pMPC7A, 1le géne C7L est supprimé (le
site de suppression étant indiqué par un triange, Figure
12), en laissant des bras de vaccine sur le flanc de 140 bp
a gauche et 400 bp & droite. On a utilisé pMC7 A\ comme
plasmide donneur pour éliminer les séquences géne CL7
interrompu/promoteur de 11 kDa/galactosidase du vP665, en
engendrant le vP706, qui a été identifié en tant que plaque
incolore en présence de X-gal. vP665 et vP706 croissant tous
deux sur des cellules de MRC-5. Ceci était attendu étant
donné que ces recombinants contiennent encore le géne ré-
plicable chez 1’héte KI1L.
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Pour créer un virus privé des génes a la fois pour
KiL et C7L, on a utilisé pMPC7LKBG comme plasmide donneur
pour recombinaison avec je virus recombinant vP661 de la
vaccine avec suppression de K1L. Le virus résultant vP683 a
&6té choisi en tant que plaque bleue en présence de X-gal. Le
géne C7L a été supprimé du virus recombinant de la vaccine
vP683 par recombinaison avec le plasmide donneur pMPC7 . Le
virus de la vaccine recombinant 3 double suppression qui en
résulte a été choisi comme plaque incolore en présence de X-
gal. vP683 et vP716 ne forment ni l'un ni l’autre de plaques
sur les cellules de MRC-5, ce qui indique que la suppression
des deux génes K1L et C7L est suffisante pour empécher la
croissance du virus de la vaccine sur des cellules humaines.
~ Le Tableau 2 compare la capacité des génes des
virus ge la vaccine a restaurer les fonctions de réplicabi-
1ité chez 1'hdéte au mutant de supprgssion du virus de la
vaccine, a savoir vP293. Ce que 1’on compare est la capaci-
té relative de se répliquer sur des cellules humaines ou de
singe aprés que les génes indiqués ont &été réintroduits dans
le virus de la vaccine vP293 par recombinaison.
TABLEAU 2

Titre (pfu/ml)

Virus Génes insérés VERO MRC-5
vP293 M1L ,7 x 103 0
vP293 K2L 2,5 x 109

vP293 M2L, M1L, N2L 1,5 x 103

vP293 K1L 1,7 x 103 4,7 x 103
vP293 C7L ,4 x 10° 5,9 x 103

—_———-————————————-——-—————.——.—_—————————————-—-————_————————

Exemple 9 - GENE DU COWPOX CODANT UN PRODUIT DE 77 kDA
Contrairement au virus de la vaccine, le virus du

cowpox (virus de la variole de la vache) est capable de se

développer sur des cellules
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d’ovaire d’hamster chinois (CHO). Une région du génome du
cowpox qui permet la réplication du virus de la vaccine sur
des cellules de CHO a été identifiée (54). Le geéne du
cowpox et le promoteur ont la carte d‘un fragment de Hpal de
2,3 kb. Le gé&ne code un produit de traduction prévu de 77
kDa. Le géne de cowpox n’a pas d'homologie significative au
niveau de 1’ADN ou de la protéine, avec aucun des deux génes
réplicables chez 1'héte humain du virus de la vaccine, &
savoir K1L (54), C7L décrits ici.

En se référant maintenant & la Figure 13, comme
préliminaire & l’expression du géne de cowpox de 77 kDa dans
les systémes de vaccine présents, on a digéré 1’ADN de cow-
pox au moyen de Hpal, et le fragment de 2,3 kb contenant le
géne et son promoteur a été isolé a partir d’'un gel d’agaro-
se. Pour flanquer le géne au moyen d‘agents de polyliaison
(polylinkers), le fragment Hpal de cowpox a ¢été 1lié en
pIBI25, digéré par Smal (International Biotechnologies,
Inc., New Haven, CT), en engendrant pCP3 (Figure 13). Pour
insertion dans la vaccine, 1le géne de cowpox a été cloné
dans la région de suppression d‘ATI du plasmide vecteur
Copenhagen pSD494VC comme-décrit ci-dessus.

L’équivalent de 1la vaccine de la région du géne
ATI de cowpox dans la souche WR de vaccine a été localisé en
faisant la séquence des clones appropriés de la vaccine WR
en utilisant des initiateurs ou promoteurs de départ synthé-
tisés en conformité avec la séquence d'ADN publiée a 1’ex-
trémité 5’ de la séquence de codage ATI du cowpox (47).

- Contrairement au cowpox, dont le géne ATI code une protéine

de 160 kDa, le géne de contrepartie de la vaccine WR code
une protéine de 94 kDa (voir également 48). Contrairement a
la souche WR, la souche Copenhagen du virus de la vaccine
contient une suppression de 4,1 kb englobant l‘extrémité 5°¢

du géne équivalent de 1’ATI et l’extrémité 3’ du géne qui le

précéde immédiatement. Les parties restantes des deux ORF

sont jointes en une structure ou cadre pour reproduire un

)
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ORF hybride de 966 bp. Le plasmide . vecteur Copenhagen
pSD494vVC est un sous-clone plasmidique XbaI/BglII du
HindIII A Copenhagen dans lequel 1°ORD hybride formé par la
fusion du géne de contrepartie de 1'ATI de cowpox dans la
souche Copenhagen et son voisin amont sont remplacés par la
région de polyliaison. La région de polyliaison consiste en
la séquence
5 AGATCTCCCGGGAAGCTTGGATCCGAGCTCCTCGAGGAATTCGTTAAC 3
spécifiant les sites de restriction BglII, Smal, HindIII,
BamHI, SstI, XhoI, EcoRI et Hpal. pSD494VvC contient 0,7 kb
d’ADN de vaccine de flanc a gauche de la région de poly-
liaisons et 1,3 kb d’ADN de vaccine de flanc a droite de la
région de polyliaisons.

Le fragment EcoRI-BamHi de 2,3 kb contenant le
géne de 77 kDa de cowpox et son promoteur ont &té isolés a
partir de pCP3. Ce fragment a été 1ié dans la région de

polyliaison de pSD494vC, coupé au moyen d’'EcORI et de BamHI,

en engendrant le plasmide pCP5 (Figure 13). Comme attendu,
la recombinaison entre pCP5 contenant le géne de cOwWpoX de
77 kDa et le virus vP410 de vaccine Copenhagen a produit un
virus recombinant, & savoir vP695, qui a été capable de
former des plaques sur des cellules de CHO.

Le test pour savoir si le géne réplicable chez
1'héte CHO de cowpox de 77 kDa est également capable de
spécifier la croissance du virus de vaccine sur des cellules
humaines, une recombinaison a été réalisée entre la plasmide
pCP5 contenant le géne de COWpPOX de 77 kDa et vP293, le
mutant de suppression, réplicable chez 1'hote, de la vaccine
WR qui ne forme pas de plaques sur des cellules humaines. Le
virus progéniture recombinant vP698, formait des plagues sur
des cellules de MRC-5. Ceci indique que, en plus d’étre un
géne du domaine de réplicabilité chez 1'hdte CHO, le géne de
cowpox de 77 kDa, comme les génes de vaccine K1L et C7L, est
également un géne réplicable chez 1/héte humain (Figure 13).

A la lumiére de 1robservation que le géne du virus
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de cowpox de 77 kDa est capable de spécifier la croissance
du virus de la vaccine a la fois sur CHO ET les cellules
humaines MRC-5, il était intéressant de déterminer les rdles
de C7L et K1L, les deux g&nes réplicables chez l'hote humain
de la vaccine, sur la capacité du virus de la vaccine de se
répliquer in yvitro sur des cellules dérivées d'autres es-
péces. Egalement, il était intéressant de déterminer si
d’autres génes codés pour la vaccine étaient exigés d’'une
maniére spécifique pour la croissance de la vaccine sur des
cellules d’autres espéces. Initialement, les séries de mu-
tants de suppression C7L et KI1L du virus de la vaccine
Copenhagen ont &été essayés en ce qui concerne leur capacité
de former des plaques sur des cellules de LLC-PK1l, une
lignée de cellules dérivées du rein de porc.

Des monocouches confluentes de cellules de VERO,
MRC-5 et LLC-PK1 ont été infectées, dans des boites de
60 mm, au moyen de dilutions en série de 10 fois du virus
dans 200 pl en volume de MEM Eagles + 2 % de sérum de veau
nouveau né. Aprés une période d’'absorption de 1 heure,
1rinoculum a &té enlevé et les monocouches ont été surmon-
tées d’'une couche de 5 ml de MEM Eagles contenant 0,7 % de
Seakem Le Agarose et 10 % de sérum de veau nouveau- he.Les
boites ont été incubées a 37°C. Quatre jours aprés l’in-
fection, les monocouches ont été tachées par addition d’une
couche supplémentaire consistant en 35 ml d'agarose a 0,6 %
contenant 0,b4 $ de couche neutre. Des plaques ont été
observées 6 heures aprés la souillure.

Comme illustré sur le Tableau 37, les mutants de
suppression Copenhagen montrent des capacités identiques de
formation de plaques sur des cellules LLC-PKl de rein de
porc en comparaison avec les cellules MRC-5 humaines. Des
virus recombinants gqui ont subi une suppression soit pour
K1L (vP661), soit pour C7L (vP706), tout en retenant l’autre
géne réplicable chez 1’hdte humain, ont formé des plaques a
la fois sur des cellules de MRC-5 et des cellules de LLC-
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fois pour K1L et C7L (vP716) n’'a pas formé de plaques ni sur
les cellules de MRC-5, ni sur les cellules de LLC-PK1.
Ainsi, sur la base du critére de la capacité de former des
plaques in vitro sur la lignée de cellules LLC-PK1l, les deux
génes K1L et C7L, réplicables chez l’hdte humain, de la
vaccine sont &galement des génes réplicables chez l’'héte
porgin. Comme observé avec la lignée de cellules humaines
MRC-5, la présence soit de K1L soit de C7L dans le génome de
la vaccine est suffisante pour permettre la formation de
plaques du virus de la vaccine Copenhagen sur des cellules
LLC-PK1 de rein de porc. Comme dans le cas des génes ré-
plicables chez 1'hdte humain de la vaccine, K1L et C7L sont
les seuls génes réplicables chez 1’hdte porgin de la vac-
cine codés dans la souche Copenhagen du virus de la vac-
cine, é&tant donné que le virus vP716 (KIL7; C7L"™) de la
vaccine recombinante ne forme pas de plaques sur des
cellules LLC-PKl.

Ces résultats ont été confirmés en utilisant du

virus recombinant de la vaccine . contenant les geénes

'réplicables chez 1'héte insérés dans le mutant vP293 de

suppression de la vaccine WR (Tableau 3B). Comme attendu,
vP293, qui comporte une grande suppression qui va de la
région C7L a la région K1L, ne présente pas la capacité de
former des plaques sur des cellules de LLC-PKl. L’insertion

du géne pour K1L dans vP293 est suffisante pour permettre la

croissance de la vaccine recombinante résultante (vP457) sur
des cellules de LLC-PKl. Cependant, comme on l’a vu avec des
cellules humaines de MRC-5, l’insertion du géne MIL dans le
mutant de suppression WR, a savoir vP293, n’est pas suffi-
sante pour permettre la formation de plaques du virus
résultant (vP596) sur des cellules de LLC-PK1 (Tableau 3B).
Lorsque soit le géne CL7 ou KIL du virus de la
vaccine, soit le géne du virus de cowpox de 77 kDa est

inséré dans le mutant de suppression WR, & savoir vP293, la
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capacité de former des plaques sur des cellules humaines
MRC-5 est restaurée (Tableau 3B). De mémes les virus recom-
binants de la vaccine basés sur vP293, qui contiennent soit
C7L  (vP638) soit le géne de cowpox de 77 kDa (vP698), for-
ment des plaques sur des cellules de LLC-PKl. Ainsi, le
géne de cowpox de 77 kDa, en plus d'étre un géne réplicable
chez 1'héte pour 1l’ovaire d’'hamster chinois (54) et les
cellules humaines, est &galement un géne réplicable chez
1'hdéte pour les cellules porcines.

TABLEAU 3

A. Mutants de suppression & base de Copenhagen

Virus Suppression VERO MRC-5 LLC-PK1 CHO
vP410 + + + -
vP661 K1L + + + -
vP706 C7L + + + -
vP716 K1L, C7L + - - -
vP668 (C7L - K1L) + - - -

B. Mutants de suppression basés sur vP293 WR

Virus Suppression VERO MRC-5 LLC-PK1 CHO
vP293 + - - -
vP457 K1L + + + -
vP596 M1L + - - -
vP638 C7L + -
vP698 cowpox de 77dKa + +

—— - - — 0 W P T = > " T = = " s S S S — - ane o o —— - ————— - — —— -

Exemple 10 - CROISSANCE DE MUTANTS DE SUPPRESSION COPEN
HAGEN SUR DES LIGNEES DE CELLULES HUMAINES
Dans les conditions habituelles de croissance (3

-jours, revétement d’agar Noble Difco), le mutant de
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suppression WR, & savoir vP293, n’a pas formé de plaques sur
des monocouches de cellules MRC-5 humaines. Cependant, avec
une durée accrue d’incubation ou une modification de la
couche de revétement d’agar, le vP203 peut former de petites
plaques sur des monocouches de cellules de MRC-5. D'une
manidre spécifique, l’utilisation de 0,6 $a 1 % d’agarose
Seakem ou d’agarose & bas point de fusion pour constituer la
couche de revétement, a la place d’agar, favorise la forma-

" tion de petites plaques du virus vP293 sur des cellules de

MRC-5. La progéniture de vaccine recombinante produite par
recombinaison entre vP293 et des plasmides basés sur pHES
contenant le géne K1L (Exemple 3) forme de larges plaques
sur une monocouche de MRC-5, qui se distinguent clairement
de l’arriére-plan au fond des petites plagques de vP293.
C’est pourquoi la capacité de vP293 et du jeu Copenhagen de
mutants de suppression du domaine de réplicabilité chez
1 hote humain pour réaliser une infection limitée sur des
cellules de MRC~-5 et VERO sous une couche de revétement
liquide a été investiguée.

Des flasques T-75 en double exemplaire ont été
ensemencées avec 5 X 106 cellules MRC-5 ou VERO comme
indiqué. Aprés deux jours, des monocouches confluentes ont
&té infectées & un moi de 0,01 pfu par cellule (titre
d’introduction 103 pfu par flasque) de virus de vaccine
comme indiqué dans le Tableau 3 dans un volume de 0,5 ml MEM
+ sérum de veau nouveau-né (NCS). Aprés une période d'adsor-
ption d’une heure, 10 ml du milieu ont été ajoutés a chaque
flasque. Une flasque de chaque jeu a été congelée immédia-
tement (échantillon de 1 hpi). Les flasques restantes ont
&té incubées & 37° jusqu’d 96 hpi et ensuite congelées. Des
virus de tous les échantillons ont été collectés par trois
cycles de congélation et de décongélation et titrés sur des
cellules de VERO.

Les cellules de MRC-5 et de VERO ont été infectées
3 un moi de 0,01 pfu par cellule. Aprés une incubation de 96
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heures (96 hpi), le virus a été récolté et titré sur des
cellules de VERO. Des mutants Copenhagen comportant des
suppressions d‘un des g&nes réplicables chez 1l’hdte humain
vP661 (Cc7Lt, KIL™) et vP706 (C7L, KiL') ont montré une
multiplication sensiblement égale (3 a 4 1logjg) tant sur
les cellules de MRC-5 que sur les cellules de VERO, ce qui
est équivalent au contrdle par vP410 (C7L*, KI1L*). Les
mutants Copenhagen supprimés des deux génes réplicables chez
1’héte humain vP716 (C7L~, K1L™) et vP668 ([C7L & K1L]7)
aussi bien que le mutant de suppression WR, & savoir vP293
(suppression de 21,7 kb) ont montré une multiplication sur
les cellules de VERO approximativement équivalente a vP410,
vP661 et VvP706. La multiplication des virus de mutants de
suppression vP716, vP668 et vP293 a été nettement positive
sur les cellules humaines de MRC-5, bien que dramatiquement
réduite si on la compare & la multiplication de ces virus
sur des cellules de VERO. Dans les conditions utilisées ici,
tous les trois virus de vaccin vP716, vP668 et vP293, qui

ont subi une suppression pour les deux génes, réplicables

‘chez 1'héte humain, de la vaccine, K1L et C7L, sont capables

de produire, mais d‘une maniére grandement restreinte,
l’infection de cellules humaines de MRC-5 (une multiplica-
tion d’environ 10 fois pendant une infection de 96 h). Ces
résultats, montrés sur le Tableau 4 concordent avec les
rapports précédents d‘une multiplication par 2,3 pendant
une infection de 36 h (6).
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TABLEAU 4
Croissance de mutants de suppression de la vaccine
sur des cellules de VERO et de MRC-5

Titre a 96 hpil Multiplication
du Virus?

Virus Suppressions VERO MCR-5 VERO MCR-5
vP410 - 1,9 x 107 1,0 x 106 5588 6250
vP661 K1L 3,8 x 107 1,1 x 107 9268 3335
vP706 C7L 2,3 x 107 8,6 x 108 10000 3440
vP716 C7L, K1L 1,3 x 107 3,4 x 10% 4375 11
vP668 (C7L - K1L) 8,0 x 106 6,4 x 10% 2857 21
vP293  (WR de 21,7 kb) 6,9 x 106 6,4 x 103 3833 7
1 le titre initial est égal a 103
2 le rapport du titre & 96 hpi (heures aprés infection)

-~

au titre a 1 hpi (fin de la période d’adsorption).

Pour déterminer si le virus de la vaccine
comportant une suppression pour les génes réplicables chez
1'héte humain, C7L et K1L, étaient capables d’une multipli-
cation limitée sur des lignées de cellules humaines autres
que MRC-5, la multiplication du mutant vP668 du virus de la
vaccine Copenhagen (suppression de CL7 &4 K1L) sur ces trois
lignées de cellules humaines supplémentaires comparées aux
cellules de MRC-5 et de VRO a été examinée (Tableau 3).

Les cellules ont été ensemencées dans des boites
de 60 mm avec 1,5 x 106 cellules par boite deux jours avant
1’infection. Le virus de la vaccine vP470 ou vP468 3 un moi
de 0,01 pfu par cellule dans un volume de 0,5 ml de MEM +
5 § de sérum de veau nouveau-né (NCS) a été ajouté aux
boites en double contenant des monocouches de chaque lignée
cellulaire.

Aprés une période d‘adsorption de 1 heure, 4 ml de



10

20

25

30

35

09000259

50

milieu ont été ajoutés a chaque boite et la moitié des boi-
tes a ¢été congelée (échantillon 1 hpi). Les boites restan-
tes ont été soumises & une incubation & 37°C jusqu‘a 96 hpi,
ensuite congelées (échantillon de 96 hpi). Tous les échan-
tillons ont été recueillis par trois cycles de congélation
et décongélation et les virus titrés sur des cellules de
VERO. Deux boites ont été infectées pour chaque instant ou
point temporel et les titres ont été moyennés. La multipli-
cation de chaque virus sur chaque lignée de cellules est
exprimée en tant que rapport du titre obtenu & 96 hpi au
titre & 1 hpi.
Tableau 5
Multiplication des virus vP410 et vP668 de la vaccine

Copenhagen sur des liqnéesl de cellules de singe et humaines

Virus rendementZ en %
Lignée cellulaire  vP410 vP668 vP668/vP410

desinge

VERO 70.212 13.103 18,6
humaine

MRC-5 7.333 10 0,14

WISH 19.480 0,4 0,002

HeLa 50.000 0,4 0,0008

Detroit 9.660 2,8 0,03

——— S S T — ———— " - " T > " S Wnb CA Y . " - A T S " S G S G P S G G S0 S G - = G S

1 Lignées de cellules utilisées : VERO ; ATCC CCL 81 de rein
de singe ; MRC-5 : ATCC CCL 171 de poumon embryonnaire
humain ; HeLa : col de 1l’utérus humain, ATCC CCL 2 de
carcinome épithélioide, WISH : amnion humain (marqueurs
HeLa) ATCC CCL 25 ; Détroit : ATCC CCL 54 de prépuce humain.
2 Rendement en % vP668/vP410 pour chaque lignée cellulaire
est le rapport de la multiplication de vP668 (96 hpi/l hpi)
divisée par la multiplication de vP410 (96 hpi/l hpi) x 100.
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Le virus vP668 manifeste une multiplication
logarithmique de 1 sur des cellules de MRC-5 pendant une
période d’incubation de 96 heures. Le rendement du virus
vP668, 96 heures aprés 1’infection (96 hpi) de la ligne
cellulaire de Détroit (prépuce humain), est égale a 2,8
fois le titre qui suit l’absorption du virus (1 hpi). Pour
les lignes cellulaires WISH (amnion humain) et Hela
(carcinome épithélioide du col de l’utérus humain), les
rendements du virus vP668 & 96 hpi était inférieur a celui
observé aprés l'adsorption a 1 hpi, ce qui indique qu’il
n’y a pas de réplication virale du mutant vP668 de suppres-
sion de la réplicabilité chez 1'hdte de la vaccine Copen-
hagen sur ces lignes cellulaires. Toutes ces lignes cellu-
laires étaient permissives pour le virus de la vaccine,
comme montré par la multiplication du virus de contrdlle
vP410. D’autres ont également trouvé des différences dans la
capacité de différentes lignées cellulaires humaines de
supporter la croissance de leur mutant de la réplicabilité
chez l'hdte (6).

Exemple 11 - MUTANTS DE LA REPLICABILITE CHEZ L'HOTE DE
VIRUS DE LA VACCINE EN TANT QUE VECTEURS
DE VACCINE
Des mutants de la réplicabilité chez 1’'hdte du

virus de vaccine seraient trés avantageux en tant que vec-
teurs de vaccine recombinante. La réduction ou l’absence de
réplication devrait accroitre la perception de sécurité
étant donné que le vecteur viral est défectueux en réplica-
tion chez l'espagce en cause, par exemple 1’homme ou le porc
comme décrit ci-dessus. Ceci réduirait avantageusement la
possibilité d‘une infection qui s’emballerait du fait de la
vaccination chez 1’individu vacciné et diminuerait également
la transmission d’individu vacciné & individu non vacciné ou
la contamination de l’environnement.

A cet effet, ces mutants de la réplicabilité chez
1'héte sont utiles comme vecteurs de vaccine. Le mutant de
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suppression vP293 (Exemple 3) abrite un é&lément génétique
étranger. En outre, a cette fin, des recombinants contenant
des génes de virus de la pseudo-rage (une vaccine de porc
appropriée) et des recombinants exprimant la glycoprotéine
du virus de la rage (qui est d’intérét non seulement pour
des applications vétérinaires, mais également pour des
applications humaines) ont également été préparés et sont
décrits ci-dessus. On peut facilement apprécier qu’une
variété de génes étrangers peut &tre utilisée dans ces
mutants de 1la réplicabilité chez 1’hdte. En outre, on peut
se rendre facilement compte que des espéces supplémentaires,
en plus de celles citées dans la présente demande peuvent
étre marquées pour la restriction du domaine de réplicabi-
lité chez 1'hdte de ces mutants de la vaccine par les
procédés décrits ici.

En outre, on peut facilement se rendre compte que
des génes supplémentaires réplicables chez 1'hdte existent
dans le poxvirus. Par exemple, la souche de la vaccine MVA a
été reconnue comme étant atténuée, particuliérement chez les
animaux dont on a supprimé l’immunité. Récemment, on a
rapporté que le géne réplicable chez 1’hdte humain, KI1L, est
partiellement supprimé dans le MVA (55). La présente analyse
du génome de MVA confirme la suppression rapportée dans le
géne de K1L, mais indique que le second géne réplicable chez
1’héte humain, & savoir C7L, est présent dans MVA, méme si
le virus de la vaccine MVA ne forme pas de plaques sur les
cellules humaines. La région de promoteur en amont du géne
C7L dans MVA est identique a la région amont dans le
Copenhagen présenté ici. La séquence d‘acides aminés du
produit de traduction C7L putatif pour MVA est identique a
celui du Copenhagen. Ceci indique que le géne réplicable
chez 1'héte humain C7L, qui tant dans le WR que dans le
Copenhagen semble &tre fonctionnellement équivalent au géne
réplicable chez 1’h6te humain K1L, est incapable en lui-méme
de spécifier la croissance du virus de la vaccine MVA sur
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des cellules humaines. En outre, le remplacement du géne KI1L
défectueux dans MVA par le gé&ne K1L intact du Copenhagen ne
confére pas au virus recombinant de la vaccine hybride la
capacité de croitre sur des cellules humaines.

Le virus de la vaccine MVA est également géné dans
sa capacité de croltre sur des cellules de singe, ce qui
suggdére l'existence d‘autre(s) gene(s), réplicable(s) chez
1'héte, non encore identifié(s). En utilisant des approches
similaires a celles utilisées ici, il devrait étre possible
de définir les génes nécessaires pour ces restrictions.

De plus, il est bien reconnu que d’autres poxvirus
tels que l’avipox et le pox porcin sont restreints en ce qui
concerne l’hdte au point de vue réplication chez les espeéces
aviaire et porcine, respectivement. Ces restrictions en ce
qui concerne l‘héte suggérent clairement l’existence d’un
certain nombre de génes réplicables chez 1'hdte dans les
poxvirus. La définition de ces génes par les moyens définis
ici peut accroitre le répertoire ou gamme des vecteurs de
poxvirus préparés pour la réplicabilité chez l'hdte.

Exemple 12 - INSERTION DE GENES GLYCOPROTEINIQUES DE LA
RAGE DANS LE LOCUS DE SUPPRESSION TK DE DIF-
FERENTS MUTANTS DE SUPPRESSION DE LA VACCINE
COPENHAGEN
La glycoprotéine de la rage a été choisie comme

antigéne étranger type pour insertion dans différents mu-
tants de suppression de la vaccine Copenhagen pour permet-
tre l'analyse comparée des effets relatifs de ces suppres-
sions. Le géne pour la glycoprotéine de la rage (18, 42) a
été placé sous le contrdle du promoteur H6 de la vaccine
synthétique. Cette cassette d’expression a été insérée dans
le plasmide vecteur pSD513VC de suppression TK Copenhagen.
pSD5123VC est un sous-clone du fragment HindIII J de la
vaccine Copenhagen dans lequel les séquences de codage pour
le géne de thymidine kinase (TK) (56) sont remplacées par
une région de polyliaison ou polylinker. La région de
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polyliaison consiste en la séquence 5’ CCCGGGAGATCTCTC-
GAGCTGCAGGGCGCCGGATCC 3’ spécifiant les sites de restriction
SmaIl, BglII, XhoI, PstI, NarI et BamHI. Le plasmide résul-
tant contenant le geéne glycoprotéinique de la rage a été

désigné par pRW842. Dans pRW842, les séquences de codage
pour le géne TK de la vaccine sont remplacées par la
cassette promoteur H6/ géne glycoprotéine de la rage qui
est orienté suivant une orientation de gauche & droite par
rapport aux bras de flanc de 1la vaccine. La recombinaison
entre pRW842 et tout virus de la vaccine donne un virus TK
minus qui contient le géne glycoprotéine de la rage sous le
contrdle du promoteur H6.

La combinaison a été réalisée entre pRX842 et le
jeu de virus de la vaccine Copenhagen contenant des suppres-
sions d’un ou des deux génes réplicables chez 1’héte humain.
Le jeu résultant de recombinants de la vaccine contenant le
géne glycoprotéinique de la rage se trouve dans la liste du
Tableau 6. Des cellules de singe (VERO) ont été infectées
avec le jeu de recombinants de la vaccine contenant le géne
de la rage. Des précipitations immunes ont été réalisés en
utilisant un anticorps monoclonal spécifique pour la
glycoprotéine de la rage (42). Tous les recombinants
expriment le géne.

TABLEAU 6
Mutants de suppression du Copenhagen contenant

le géne glycoprotéine de la rage

Virus Plasmide Virus Expression de la glyco—
Parent donneur recombinant Suppressions protéine de la rage

. - b S Y - T M St S e Bt P B B P D P P W W T S P - T W o — —— —— - " T ——— - - -

vP410 pRW842 vP744 TR +
vP661 pRW842 vP745 TR, K1L +
vP706 pRW842 vP746 TR, C7L +
vP716 pRW842 vP750 TK, C7L, K1L +
vP668 pRW8B42 vP752 TR, (C7L - K1L) +
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La vaccine recombinante vP750 contient le géne
glycoprotéine de la rage sur un fond ou arriére-plan C7L7,
K1L-. vP752 contient le géne de la rage dans un arriére plan
de suppression (C7L & K1L). Etant donné que les deux génes
réplicables chez 1’héte humain manquent dans ces deux
recombinants de la vaccine, on ne doit pas s’'attendre a une
infection productrice des cellules humaines par ces recom-
binants. L'essai pour savoir si le géne de la rage peut
étre exprimé dans des cellules humaines en l’absence de
génes réplicables chez 1'hote humain, des cellules de MRC-5
ont été infectées avec le jeu complet des recombinants de la
rage, y compris vP750 et vP752. Dans tous les membres de la
série ou jeu, l'immunofluorescence a été détectée a la sur-
face des cellules infectées.

Exemple 13 - CLONAGE ET EXPRESSION DE GENES DE LA PSEUDO-
RAGE (PRV) DANS UN ARRIERE-PLAN VP668
vP668, le mutant de suppression de 1la vaccine

Cépenhagen qui  comporte une suppression recouvrant la
région qui comprend les génes réplicables chez les hétes
humain et porcin (C7L & KIL) a été choisi comme vecteur de
base. vP668 ne forme pas de plaquessur les cellules humaines
de MRC-5 ou les cellules de rein de porc LLC-PKl (voir
Tableau 3). Les génes de la pseudo-rage giI, gIII et gp50,
qui contiennent des homologues aux génes gB (57), gC (58) et
gD (59), respectivement, du virus de l’herpés simplex (HSV)
ont é&té insérés dans le vecteur vP668 comme détaillé ci-~
aprés.

A. - Insertion du géne gII qlycoprotéine PRV dans le locus

de suppression HA du virus de vaccine Copenhagen
L’ADN PRC a été digéré avec BamHI et les fragments
résultants ont été clonés en pBR322 coupé au moyen de BamHI.

Le plasmide pPRY.25 contenant le fragment 1 de PRV BamHI
(60) contient tout le géne pour la glycoprotéine PRV gIl.
Des portions de pPR9.25 contenant le géne pour gII (57) ont
été sous-clonés en pBR322, pUCl8 et phage M13. La séquence
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de nucléotides pour le géne gII a été déterminée (46).

Les séquences de codage pour le géne pRV gII ont
6té insérées dans le plasmide vecteur pTP15 de vaccine
Copenhagen (50). Dans le plasmide résultant, pR18, le géne
gIl est localisé dans le locus de suppression de l’hémaglu-
tinine (HA) de 1la vaccine Copenhagen sous le contréle du
promoteur de vaccine H6. La recombinaison entre le plasmide
pPR18 et le mutant de suppression vP668 de la vaccine
Copenhagen a donné la vaccine recombinante vP726. Dans
vP726, le géne pRV gII est inséré au locus de suppression HA
sous le contrdle du promoteur précoce/tardif H6 de la vac-
cine. Tous le PRC DNA 5’ et 3’ étranger au géne a été élimi-
né. Une séquence spécifiant la fin de la transcription
précoce de la vaccine (39) a été insérée en aval des séquen-
ces de codage de PRV gII.

B. - Insertion du géne PRV gp50 au locus de suppression

ATI du virus du vaccin Copenhagen
L’ADN codant le géne pour la glycoprotéine PRV

gp50 est localisé sur le fragment 7 de BamHI du génome PRV
(61). Le plasmide pR7.1 contient le fragment de 7 PRV BamHI
cloné au site BamHI de pBR322. Un sous-fragment par Stul/
NdeI de pR7.} contenant le g&ne entier pour PPRV gp50 a été
sous-cloné dans le plasmide pPR22, en engendrant le pIBIZS.
La séquence de nucléotides pour le géne gp50 a été déter-
minée (46).

Les séquences de codage pour PRV gp50 ont été
placées sous le contrdle du promoteur de vaccine précoce/
intermédiaire équivalent aux séquences immédiatemment a
l’amont de I3L (62, 63). Cet élément promoteur a été utilisé
précédemment pour exprimer des genes étrangers dans les
virus recombinants de la wvaccine (31, 64). L'ADN correspon-
dant aux séquences du promoteur en amont du cadre de lecture

ouvert I3L (62) ont été synthétisés par une réaction en

.chaine de polymérase (65) en utilisant des initiateurs

oligonucléotides synthétiques P50PPBAM (5’ ATCATCGGATCCCGG-
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TGGTTTGCGATTCCG 3') et P50PPATG (57 GATTAAACCTAAATAATTG 3')
et pMP1VC, un sous-clone du HindIII I Copenhagen, comme
gabarit ou patron. Le fragment résultant a été digéré au
moyen de BamHI pour engendrer une extrémité cohésive BamHI a
l’extrémité 5’ de la séquence du promoteur. L'extrémité 3’
est restée avec une terminaison franche.

Les séquences de codage PRV gp50 ont été excisées
du plasmide pPR22. Le plasmide pPR22 a été digéré avec Nsil,
qui coupe 7 bp en amont de 1'ATG et produit un surplomb en
3r. Le surplomb en 3’ a été rendu franc a son extrémité par
1’ADN polymérase T4 en présence de 2 mM dNTPs. L’ADN résul-
tant a été digéré partiellement avec BglII et un fragment de
1,3 kb franc/BglII contenant le géne PRV gp50 a été isolé.

Le fragment de promoteur 126 bp I3L (BamHI/franc)
et le géne gp50 de 1,3 kb contenant le fragment (franc/
BglII) ont été liés en un plasmide pBS-SK (Stratagéne, La
Jolla, Californie), vecteur qui a " été digéré au moyen de
BamHI. Le plasmide résultant a été désigné pBSPRV50I3. La

. cassette d’expression contenant le promoteur I31 1ié au géne

PRV gp50 a été éliminée par digestion au moyen de BamHI
suivie par digestion partielle au moyen de SmaI. Un fragment
de 1,4 kbp contenant le géne promoteur 13L/PRVgp50 a été
jsolé et on a rendu franche son extrémité en utilisant le
fragment de Klenow de 1’E. Coli polymérase.

pSD541 est un plasmide de suppression Copenhagen
dans lequel les bras de flanc pour la région de suppression
ATI (voir pSD494VC) ont été engendrés par une réaction en
chaine de polymérase (PCR) (65) en utilisant des sous-clones
de HindIII A Copenhagen en tant que gabarit ou patron. Des
oligonucléotides synthétiques MPSYN267 (5’GGGCTGAAGCTTGCGGC-
CGCTCATTAGACAAGCGAATGAGGGAC 3') et MPSYN268
(5’AGATCTCCCGGGCTCGAGTAATTAATTAATTTTTATTACACCAGAAAAGACGGCTT—
GAGATC 3’) ont été utilisés comme initiateurs pour fabriquer
un bras de vaccine de 420 bp & droite de la suppression. Les
oligonucléotides MPSYN269 (5'TAATTACTCGAGCCCGGGAGATCTAATTT—
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AATTTAATTTATATAACTCATTTTTTGAATATACT 3’) et MPSYN270

(5" TATCTCGAATTCCCGCGGCTTTAAATGGACGGAACTCTTTTCCC 3°) ont été
utilisés comme initiateurs pour fabriquer le bras de vaccine
de 420 bp a gauche de la suppression. Les bras de vaccine de
gauche et de droite engendrés ci-dessus ont été mélangés en-
semble et étendus par une réaction en chaine de polymérase
supplémentaire pour engendrer un fragment d’ADN constitué
par les bras de flanc gauche et droite de la vaccine séparés
par des sites de restriction spécifiant la région de poly-
liaison, & savoir BglII, Smal et XhoI. Le fragment engendré
par PCR a été coupé au moyen de HindIII et EcoRI pour obte-
nir des extrémités collantes et 1lié en pUC8 coupé au moyen
de HindIII et EcoRI. Le plasmide résultant est pSD541l.

Le fragment a l'extrémité franche de 1,4 kb conte-
nant le géne promoteur I3L/PRVgp50 a été inséré dans le
plasmide vecteur Copenhagen pSD541 digéré au moyen de Smal.
Dans le plasmide résultant, & savoir pATIp50, le géne
PRVgp50 est situé au locus de suppression ATI de la vaccine
Copenhagen sous le contrdle de 1’élément promoteur I3L de la
vaccine de 126 bp. Dans pATIp50, tout le PRV ADN 3’ étranger
au géne a été enlevé. 7 .bp de séquences de PRV étranger
restent immédiatemment en amont du PRVgp50 ATG. Une séquence
de terminaison transcriptionnelle précoce de la vaccine (39)
est située en aval des séquences de codage du PRVgp50. La
recombinaison entre le plasmide PpATIp50 et le mutant VP668
de suppression de la vaccine Copenhagen a été réalisée.

C. - Insertion du géne gIII de glycoprotéine PRV au locus de

suppression TK du virus de la vaccine Copenhagen
Les séquences de codage pour gIII glycoprotéine

PRV correspondent en carte aux fragments 2 et 9 BamHI du
génome du PRV (58). Les plasmides pPR9.9 et PpPR7.35
contiennent des fragments 2 et 9 de PRv BamHI respectivement
clonés au site BamHI de pPR322. Un fragment SphI/BamHI
contenant l’extrémité 5’ du géne PRV gIII a été isolé de
PPR9.9. Un fragment NcoI/BamHI contenant le restant du géne
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gIII a été isolé de pPR7.35. La totalité du PRP gIII a été
assemblée par liaison des deux fragments en pIBI25 en don-
nant le plasmide pPR17. La séquence de nucléotide pour le
géne gIII a été déterminée (46).

Le géne PRV gIII a é&té placé sous le contrdle
d’un élément promoteur u de la vaccine Copenhagen, ce qui a
donné le plasmide pPR24 (la séquence du promoteur u de la
vaccine est décrite dans 1l’Exemple 5, Figure 5). Une cas-
sette d’expression contenant un é&lément promoteur 1 de 1la
vaccine de 120 bp et le géne entier PRV gpIll a été excisé
du plasmide pPR24 par digestion avec SnaBI (en position -120
en amont du codon d’amorcage) et avec Dral (en aval du géne
PRV gIII). Le fragment & extrémité franche de 1,5 kb conte-
nant le promoteur u/PRV gpIII a été isolé et 1lié au plasmide
vecteur Copenhagen pSD513VC, digéré par Smal, pour donner
pPRVIIICTK. Dans pPRVOOOVCTK, les séquences de codage TK de

_la vaccine sont remplacées par le géne PRV gIII inséré en

une orientation de la droite vers la gauche sous le contrd-
le de 1l’élément promoteur u de la vaccine Copenhagen de 120
bp. Toutes les séquences 5’ et 3’ de PRV étrangdres au géne
gIII ont été éliminées. La recombinaison entre le plasmide
pPPRVIIICTK et le mutant de suppression de la vaccine
Copenhagen, & savoir vP668, a été réalisé.

D. - Expression de PRV gITI dans la vaccine

recombinante vP726

L’expression de PRV gII dans la vaccine Copenhagen
recombinante vP726 a été essayée dans des cellules VERO,
LLC-PK1 et MRC-5. vP726 contient PRV gII dans un arriére-
plan ou fond de vP668 (suppression de C7L a K1L) et ainsi on
ne s'attendrait pas & réaliser une infection productrice
dans le LLC-PK1 du rein de porc et dans les cellules humai-
nes MRC-5. Cependant, l‘analyse immunofluorescente en
utilisant un anticorps monoclonal spécifique au PRV gplIl a
démontré d’une maniére surprenante l’expression du géne PRV
gpII dans les cellules de porc, singe et de l‘homme.
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E. - PREPARATION DE RECOMBINANTS PRV _DOUBLES ET TRIPLES
DANS L’ARRIERE-PLAN DE VIRUS DE LA VACCINE COPENHAGEN
vP668

On a réalisé une recombinaison pour préparer des

recombinants de la vaccine contenant des génes PRV multi-
ples. Les recombinaisons ont été réalisé€es en utilisant des
plasmides donneurs pATIp50 (PRV gp50, locus de suppression
ATI) et pPRV IIIVCTK (PRV gIII, locus de suppression TK) et
le virus de sauvetage vP726, la vaccine recombinante Copen-
hagen qui contient PVR gII au locus de suppression HA dans
un arriére-plan de suppression (C7L & KI1L). Ces recombinai-
sons engendrent des vaccines recombinantes contenant des
doubles insertions de génes PRV gII + gp50 et gII + gIIl respec-
tivement. Un de ces recombinants PRV double de la vaccine a
&té utilisé comme virus de sauvetage pour recombinaison
avec le plasmide approprié pour produire un recombinant
triple contenant les génes PRV , gII + gp50 + gIII.
Exemple 14 - PREPARATION D'UNE SOUCHE COPENHAGEN A DE

VIRUS DE LA VACCINE BASEE SUR UN SYSTEME

DE SELECTION DE .-REPLICABILITE CHEZ IL‘HOTE

Pour préparer un virus de la vaccine Copenhagen

sur la base d'un systéme de sélection de réplicabilité chez

1'héte (COPCS), on a préparé des plasmides pour supprimer
1’ADN qui englobe la région codant les génes de C7L a gauche
jusqu’a K1L & droite (Figure 8). Des virus de la vaccine
comportant cette suppression ne sont pas supposés croitre
sur des cellules humaines étant donné que les deux génes
réplicables chez 1'h6te, & savoir C7L (Exemple 7) et KI1L
(15), ont été supprimés. On a également préparé des plasmi-
des pour supprimer la région s’étendant entre C6L et KI1L.
Etant donné que la suppression de C6L & K1L n’élimine pas le
géne réplicable chez 1’héte humain, a savoir C7L, les virus
de la vaccine comportant cette suppression ne sont pas
supposés croitre sur des cellules humaines.

En se référant maintenant & la Figure 14, on a
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préparé un plasmide pSD420 (Figure 14) contenant un clone
Sall de 1’ADN du virus de la vaccine Copenhagen (Figure 8,
10). Un fragment de la région HindIII C du virus de la vac-
cine, souche Copenhagen, a été dérivé de pSD420 par section-
nement au moyen de Xbal (position 685), suivi par la forma-
tion d’une terminaison franche au moyen d‘un fragment de
Klenow de la E. Coli polymérase et coupure au moyen de
BqlIII (position 1784). Le fragment résultant de 1079 bp a
été isolé a partir d’un gel d’agarose. pSV4>51 (Figure 9,
14) est un plasmide contenant 1’ADN de la vaccine Copen-
hagen entre le site SphI de HindIII M (position 9478) et le
site KpnI dans HindIII K (position 12998). Un fragment de la
région de HindIII K du virus de la vaccine, souche Copenha-
gen, a été dérivé de pSD451 par coupure au moyen de BglII
(position 11116) et EcoRV (position 11834). Le fragment de
restriction de 718 bp a été isolé a partir d’un gel d’'aga-
rose. Les deux fragments ont été 1liés en pUC8 qui a été
coupé au moyen de HindIII, pourvu d‘une terminaison franche
au moyen d‘un fragment de Klenow de E. Coli polymérase, et
coupé avec Smal (Figure 14). Le plasmide résultant a été
appelé pMP581CK. pMP581CK (Figure 14) contient le géne C7L
(bloc en noir, la direction de la transcription étant
indiquée par une fléche). pMP581CK contient un site BqlII
unique flanqué par un bras de vaccine gauche (positions685-
1764) dérivé de HindIII C et par un bras de vaccine III
(positions 11116-11834) dérivé de Hind III K. Le bras de
vaccine gauche contient la totalité du géne pour C7L
(séquences de codage® positions 1314-863). Par rapport au
génome de la vaccine Copenhagen, les deux bras sont séparés
par une suppression de 9351 bp (positions1315-11115). Le
site de suppression entre les séquences de HindIII C et les
séquences de HindIII K est indiqué par un triangle sur la
Figure 14.

Pour enlever l’excés d‘ADN a la jonction de sup-
pression, pMP581CK a été coupé par Bglll et ensuite digéré
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au moyen de l’exonucléase Bal 31.. On a réalisé une mutagé-
nése (53) sur le patron & double brin en utilisant un
oligonucléotide 49mer synthétique, a savoir MPSYN228

(5" TTTCTTAATAAATATTATTTTTATTTAAATTCGTAGCGATATATAAAAC 3').
Le plasmide résultant pMPCTK1A retient le g&ne, réplicable
chez 1'héte humain, de la vaccine, a savoir C7L. Il est
supprimé entre positions 1513 et 11165 et il est supprimé
pour 11 génes C6L & KI1L (Figure 8). La recombinaison entre
plasmide pMPCTKl A et vP458, un virus de la vaccine Copen-
hagen recombinant contenant le géne lacZ de E. Coli. au
locus de suppression M2L, a engendré la vaccine recombinante
vP664. Comme cela était attendu, vP664 est capable de former
des plaques sur des cellules humaines, étant donné qu’il
comporte un géne C7L intact.

Pour enlever les séquences codantes (positions
1314-863) pour C7L et 1l’excés d’ADN & la jonction de sup-
pression, on a coupé pMP581CK par NcoI, opération suivie
par digestion au moyen de l’exonucléase Bal3l. On a réalisé
la mutagénése (53) sur le gabarit ou patron & double brin en
utilisant un oligonucléotide 44mer synthétique, & savoir
MPSYN233 (5" TGTCATTTAACACTATACTCATATTAATAAAAATAATATITATIT
3’). Le plasmide résultant, & savoir pMPCSK1.A, est supprimé
entre les positions 862 et 11163 et il est supprimé pour 12
génes C7L a XK1lL. La recombinaison entre 1le plasmide
pPMPCSK1A et vP451 a produit la vaccine recombinante vP668.
Conmé attendu, vP668 est incapable de former des plaques sur
des cellules humaines étant donné que les deux génes K1L et
C7L réplicables chez 1’hote ont été supprimés.

Une série de plasmides a été dérivée de pMPCTK1
par addition d‘un ADN polylinker (agent de liaisions mul-
tiples) synthétique a la jonction de suppression. La prépa-
ration de plasmides dans les séries COPCS est résumée sur
les Figures 15 a2 17. Les séquences d'ADN pour tous les
oligonucléotides synthétiques utilisés dans la préparation
de ces plasmides sont représentées sur les Figures 15 a 17.
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Le plasmide pMPCTK1A (Figure 14) a été soumis &
une digestion partielle par Dral et de 1’ADN linéaire a été
isolé & partir d'un gel d’agarose. Les oligonucléotides
synthétiques MPSYN238/MPSYN239 ont été recuits (hybridés) et
liés en pMPCTKlZS dans une orientation de la droite vers la
gauche a la jonction de suppression, ce qui a donné le plas-
mide pMPCS-1 .

Pour ajouter un codon d‘arrét a4 un cadre de lectu-
re ouvert, de petite dimension, entrant dans la région du
polylinker depuis la gauche '(ATG position 1485), on a coupé
pMPCS-1 au moyen de PstI. La mutagéndse a été réalisée (53)
en utilisant un oligonucléotide 72mer synthétique, a savoir
MPSYN249 (57 GTTTGTTTTATATATCGCTACGAATTTAAATAAAAATTATTTA-
TTT ATAGATCTAGAGTCGACCCGGGTACC 3'). Le plasmide résultant
pCOPCS-4 (référencé sur la Figure 17 par son autre désigna-
tion pMPCS-4) ne comporte pas de cadre de lecture ouverts
entrant ou quittant la région du polylinker.

Pour ajouter le promoteur H6 de vaccine a la
région de polylinker, pMPCS-1 a été coupé par HindIIT et
Asp718. Un fragment d’ADN synthétique _HindIII/Asp718
consistant en promoteur H6 modifié (Exemple 3) a été inséré,
ce qui a donné le plasmide pCOPCS-3H (séquence du promoteur
donnée sur la Figure 17). Tous les plasmides subséquents,
pCOPCS-5H & les pCOPCS-10H dérivés de pCOPCS-3H contiennent
la région du promoteur H6 qui est indiquée sur la Figure 17
pour pCOPCS-3H. La séquence entre crochets qui suit la ré-
gion du promoteur dans le pCOPCS-3H est remplacée par les
séquences entre crochets indiquées pour pCOPCS-5H & pCOPCS-
10H. Les codons d’amorgage ATG pour les plasmides pCOPCS-6H
a pCOPCS-10H ont été soulignés. Il est a noter que pCOPCS-3H
et pCOPCS-5H ne contiennent pas de codon d’initiation ou
d’amorcage de ATG en amont de la région de polylinker. Le
cadre de traduction commencant & 1’ATG des plasmides pCOPCS-
6H & pCOPCS-10H est indiqué. Pour ajouter un codon d‘arrét
au petit cadre de lecture ouvert a4 partir de pMPCS-1 men-
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tionné ci-dessus, la mutagénése équivalente wutilisant
MPSYN249 a été réalisée sur pCOPCS-3H ce qui a donné le
plasmide pCOPCS-5H.

Pour ajouter un codon d'amorgage ATG sur le
plasmide pCOPCS-5H en aval du promoteur H6 dans tous les
cadres de lecture relatifs aux sites de restriction du
polylinker, pCOPCS-5H a été coupé au site Nrul dans le
promoteur H6 et au site BglII dans la région du polylinker.
Le fragment vecteur a été isolé a partir d‘'un gel d'agarose.
Les oligonucléotides synthétiques MPSYN250/MPSYN251 ont été
recuits (hybridés) et insérés dans les vecteurs pCOPCS-5H,
ce qui a donné le plasmide pCOPCS-6H.

Les oligonucléotides synthétiques MPSYN252/MPSYN-
253 ont été recuits (hybridés) et insérés dans le vecteur
pCOPCS~-5H, ce qui a donné le plasmide pCOPCS-8H.

pCOPCS-6H, pCOPCS-7H et pCOPCS-8H contiennent le
promoteur H6 avec le codon d‘amorgcage ATG suivi par des
sites de restriction dans les trois cadres de lecture diffé-

“rents. Le premier et le second acides aminés codés dans ces

plasmides sont les suivants :pCOPCS-6H met/val; pCOPCS-7H
met/ gly et pCOPCS-8H met/gly. Etant donné que le motif
met/gly dans certains contextes (66) peut spécifier la
myristylation du polypeptide traduit, le plasmide pCOPCS-6H
a été modifié pour engendrer des plasmides contenant des
codons d'amorcage ATG dans les deux autres cadres de lectu-
res, qui, comme pCOPCS-6H, ne commencent pas la traduction
avec le motif met/gly. pCOPCS-6H a é&été coupé avec Nrul et
Asp718 et 1le fragment vecteur a été isolé & partir d‘un gel
d’agarose. Les oligonucléotides synthétiques MPSYN271/
MPSYN272 (hybridés) ont été recuits et insérés dans le
vecteur pCOPCS-6H, ce qui a donné le plasmide pCOPCS-9H.

. Les oligonucléotides synthétiques MPSYN273/MPSYN
274 (hybridés) ont été recuits et insérés dans le vecteur
pCOPCS/6H, ce qui a donné le plasmide pCOPCS-10H. Les deux
premiers acides aminés codés dans ces plasmides sont les
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suivants : pCOPCS-9H met/ser et pCOPCS-10H met/thr.

Dans les séries finales de cOPCS, 1’ADN consistant
en séquence de codage avec un promoteur est inséré pour
l'expression en pCOPCS-4; des séquences de codage contenant
un ATG sont insérées pour l’expression en pCOPCS-5H ; et les
séquences de codage sans un codon d’amorgage ATG sont insé-
rées pour l'expression dans le cadre de lecture approprié
entre un ou plusieurs des éléments de la série pCOPCS-6H &
pCOPCS-~10H. Les plasmides résultants ont été recombinés en
mutants vP668, de suppression du virus de la vaccine Copen-
hagen, ce qui restaure la capacité du virus de la vaccine de
former des plagues sur des cellules humaines.

Exemple 15 - UTILITE DU SYSTEME COPCS POUR ANALYSER
LA VIGUEUR DU PROMOTEUR
La capacité de la progéniture de vaccine recom-

binante .engendrée par la recombinaison en utilisant le
systeme de sélection du domaine de réplication chez 1l’héte
du plasmide vP668/ COPCS du virus de la vaccine Copenhagen
pour former des plaques sur des cellules humaines MRC-5
permet une identification rapide des recombinants. Le sys-
teme vP668/COPCS est utilisé pour engendrer des vaccines
recombinantes pour une variété de buts.

Le plasmide pCOPCS-4, un membre de la série des
COPCS qui ne contient pas de promoteur en amont de sa région
de polylinker a été coupé par BglII. Un fragment de BqglII
contenant la séquence de codage compléte pour le géne glyco-
protéine de la rage (18, 42) a été inséré dans pCOPCS~4 en
une orientation de la droite vers la gauche, ce qui a donné
le plasmide pCOPCS-RAB. Dans le pCOPCS-RAB, la région de
polylinker est située en amont & partir du géne de la rage.
Une variété de régions de promoteur synthétique et des pro-

moteurs dérivés du virus de la vaccine et d’autres poxvirus

" ont été insérés dans la région de polylinker du pCOPCS-RAB

en amont du géne glycéroprotéine de la rage. Les plasmides
résultants sont utilisés en recombinaison avec le mutant
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vP668 de suppression du virus de la vaccine Copenhagen. Les
divers membres de la progéniture recombinante sont sélec-
tionnés selon leurs capacités a former des plagues sur des
cellules de MRC-5. La vigueur relative du promoteur peut
étre testée par l’expression quantitative du géne glyco-
protéine de la rage dans le virus progéniture recombinant en
utilisant un anticorps monoclonal. Les utilités supplémen-
taires sont comparables au systéme de sélection du domaine
de réplication chez 1l’héte vP293.
Exemple 16 - SUPPRESSION DES REPETITIONS TERMINALES
INVERSEES DU VIRUS DE LA VACCINE
De grandes quantités d’'ADN peuvent &tre supprimées

du virus de la vaccine sans détruire sa capacité de croitre
sur une culture de tissus, Pour augmenter la stabilité du
génome de la vaccine et enlever les génes non essentiels qui
peuvent étre associés a la virulence, une suppression dans
un seul virus recombinant de la vaccine de 32,7 kb d’ADN a
partir du terminus de gauche et de 14,9 kb d’'ADN & partir du
terminus de droite ont été réalisées.

Le génome du virus de la vaccine est composé d’ADN

a deux brins. A chaque terminus, 1’ADN a deux brins complé-

" mentaires comporte une liaison croisée par un brin d'ADN qui

forme une boucle terminale incompléte par mise en commun de
bases par paires (67). Immédiatement & l’intérieur de la
boucle terminale, le génome contient des séries de répéti-
tions en tandem. Une version clonée du génome WR a été dé-
crite comme contenant 13 copies tandem d‘une unité répétée
de 70 bp au voisinage de chaque extrémité du génome séparé
par 435 bp d’ADN non répétitif d‘un bloc supplémentaire de
17 copies tandem de l'unité répétée de 70 bp (68). La boucle
terminale et 1’ADN répétitif forment les portions distales
de la répétition terminale inversée de la vaccine. La répé-
tition terminale inversée, qui a été estimée a 10 kb pour la
version clonée de WR (69), contient un certain nombres de
génes qui, étant donné qu’ils sont contenus a 1la fois dans
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les copies de gauche et de droite de la répétition termi-
nale inversée sont présents en deux copies dans le génome de
la vaccine.

Lorsque l’ADN extrait du stock cloné sur plaque du
virus de la vaccine Copenhagen (VC-2) utilisé ici est digéré
avec des endonucléases de restriction et analysé sur un gel
d’agarose, les fragments terminaux manifestent une hétéro-
généité. Plutdt que de se présenter comme un brin unique,
les fragments terminaux ont l'‘apparence d’une échelle, dont
les échelons sont séparés en dimension par environ 1 kb.
Environ 80 % des virus recombinants de la vaccine obtenus
comme isolats de plaques & partir de VC-2 ou ses dérivés qui
contiennent eux-mémes des terminaisons hétérogénes, ont
montré par analyse par restriction qu’ils contiennent des
terminaisons hétérogénes. Dans les 20 % restants de la
vaccine recombinante, 1l’hétérogénité des terminaisons a été
perdue, et les fragments de restriction de 1’ADN terminale
apparaissent sous forme de bandes discrétes. Lorsque de
nouveaux recombinants sont obtenus & partir de virus avec
des terminaisons discrdtes, ces recombinants comportent
toujours des terminaisons discrétes, d’aprés l’observation
qui en a été faite.

Etant donné que les extrémités du virus VC-2 de
base sont hétérogénes, on a choisi de cloner dans un plas-
mide le fragment terminal du virus recombinant vP452, qui
dérive de VC-2 et qui contient des terminaisons discreétes.
vP452 est soumi & une suppression pour les génes TK (thymi-
dine kinase) de la vaccine et HA (hémaglutinine) (50). L'ADN
a &té extrait de vP452 et digéré au moyen de XhoI et la
bande terminale deux fois molaire d’approximativement 7 kb a
été isolée a partir d’un gel d'agarose. Le fragment isolé a
été soumis & une digestion limitée au moyen de l’exonucléase
BAL-31, suivie par la formation d‘une terminaison franche au
moyen d’un fragment de Klenow d‘E. Coli polymérase. Le frag-
ment & terminaison franche a été cloné au site Smal de pUCS
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en produisant pSD522VC (Figure 18).

Le séquencement de 1'ADN du pSD522VC révéele que,
comme dans le cas de la vaccine WR, les terminaisons de la
vaccine Copenhagen recombinante vP452 contiennent des unités
répétées en tandem. En plus des blocs d’unités de répétition
en tandem de 70 bp qui ont été rapportés pour 1l’isolat WR
cloné sur plaque, les terminaisons de vP452, contrairement a
l’isolat WR, contiennent des unités répétées en tandem
composées de 54 bp et disposées a l’intérieur des unités
répétées en tandem de 70 bp et au voisinage des séquences de
codage. La Figure 19 donne la liste de 1la séquence d’une
portion du génome Copenhagen en commengant avec la copie la
plus interne de l'unité répétée en tandem de 54 bp (posi-
tions 1-54). La séquence de 13978 bp présentée sur la Figure
19 a été déduite de pSD522VC et de différents clones d’ADN
de Copenhagen VC-2 dans des plasmides & base de pUC. Elle
comporte des séquences de codage dans HindIII C & droite du
bloc final des unités répétées en tandem. La séquence pré-
sentée sur la Figure 19 finit au site Sall qui est le com-
mencement de la séquence de 1'ADN Copenhagen présentée sur
la Figure 8.

Pour engendrer un plasmide contenant 1’ADN
répétitif de la vaccine dérivée du terminus de vP452, mais
privée des séquences de codage de la vaccine, on a digéré
pSD522VC avec Clal et HindIII et on a isolé un fragment de 7
kb. Les oligonucléotides synthétiques MPSYN261
(5'CGATTCAGACACAC GCTITTGAGTTTTGTTGAATCGAGATCTA 3") et
MPSYN262 (5’AGCTTAGATCTCGATTCAACAAAACTCAAAGCGTGTIGTCTGAAT3')
ont été recuits (hybridés) et liés dans le fragment vecteur
pSD522VC, en engendrant pMVCEND. pMVCEND contient de 1‘ADN
de la vaccine 2 partir de l’extrémité de pSD522VC (approxi-
mativement 50 bp & partir de 1l’extrémité du génome) & tra-
vers tous les blocs des unités répétées en tandem, finis-
sant au site Clal en position 338 sur la Figure 19. Un
petit ORF (positions 292-336) qui croisait le site Clal en
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position 305 a été reconstruit dans les oligonucléotides
synthétiques MPSYN261/MPSYN262, qui introduit également un
site BqglII pour faciliter les &tapes de clonage futures.
pMPVCEND, qui ne contient pas d’ORF dérivant de 1’ADN de
vaccine interne vers le terminus, a été utilisé comme
plasmide vecteur et bras externe pour la création de plas-
mides destinées & supprimer des génes des terminus de
gauche et de droite de la vaccine.

A c6té du terminus gauche, tous les génes jusqu’au
géne codant la plus petite sous-unité de ribonucléotide
réductase, qui réside dans HindIII F (70) ont été suppri-
més. On a déterminé 1la séquence pour le HindIII F Copen-
hagen et on l’a représentée sur la Figure 20. Le HindIII F
de la vapcine se trouve immédiatemment & droite de HindIII
K. La séquence d'ADN présentée sur la Figure 20 est conti-
gué a la séquence représentée sur la Figure 8, qui comprend
la séquence entiére pour HindIII K. La petite sous-unité
pour la ribonucléotide réductase est codée par ORF F4
(positions 3506-2547, Figure 20). 7

L'essai pour savoir si les 10 génes (K2L a F4L)
immédiatemment 2 droite de la suppression vP668 (C7L & KI1L)
&étaient non essentiels, on a préparé comme suit un plasmide,
3 savoir pMPCTFRA . pSD521VC est un sous-clone de HindIII F
Copenhagen contenant des séquences de la jonction HindIII
K/F (jonction de la Figure g/Figure 10). Appendices A/C
jusqu’d l‘unique site BamHI de HindIII F (Figure 20, posi-
tion 5663). Pour obtenir un bras de flanc & droite de F4, on
a coupé pSD521vC avec (Clal en position 3576 en amont des
séquences de codage F4 et avec BglII en position 2841, avec
des séquences de codage F4L. Les oligonucléotides synthéti-
ques MPSYN256
(5° CGATGTACAAAAAATCCAAGTACAGGCATATAGATAACTGA 37) et
MPSYN257 (5’ GATCTCAGTTATCTATATGCCTGTACTTGGATTTTTTGTACAT3’)
ont &té recuits (hybridés) et liés en un vecteur plasmide
pSD521VC entre les sites (Clal et BglII. Dans le plasmide
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résultant, pMP256/257, la région de promoteur en amont de F4
ORF est recréée, reliée a un site BglII. Pour obtenir un
bras de flanc droit pour la vaccine, on a coupé pMP256/257
avec bglII et EcoRi et un fragment de 2,3 kb contenant les
séquences de la vaccine en amont du géne F4 a été isolé. Le
bras de flanc gauche de la vaccine a partir de HindIII C a
été obtenu & partir du plasmide pCOPCS-4 (Exemple 14) qui
contient le géne pour C7L et un fragment supplémentaire de
140 bp de 1'ADN de la vaccine vers la gauche. pCOPCS-4 est
coupé au moyen de BglII et EcoRI et le fragment vecteur de
3,5 kb est 1lié au fragment de 2,3 kb contenant le bras droit
de HindIII F. Le plasmide résultant, a savoir pMPCTFR.ZX,
contient un bras gauche de vaccine de HindIII C et un bras
droit de HindIII F qui flanque une suppression de 20 génes
[C6L F4L]. pMPCRTFRZﬁ a 6té utilisé comme plasmide donneur
pour la recombinaison avec vP668 (Exemple 9) et le virus
recombinant choisi par culture sur des cellules de MRC-5. On
a récupéré la progéniture de vaccine viable vP749 (suppres-
sion C6L - F4L) a été récupéré en prouvant que tous les
génes dans la région supprimée étaient non essentiels.

Pour supprimer tous les génes de l’extrémité gau-
che de la vaccine jusqu’a et y compris F4L, on a préparé le
plasmide mMPLENDA (Figure 18) comme suit. Un bras de flanc
droit de HindIII F a &té obtenu par digestion de pMPCTERZ\
avec Smal et BglII, puis isolation du fragment de 2,3 kb.
PMPVCEND (Figure 18), qui contient des unités répétées en
tandem d'ADN depuis le terminus de vP452 a été digéré au
moyen de HindIII, opération suivie par 1la formation d’une
terminaison franche avec un fragment de Klenow de E. Coli
polymérase et coupure au moyen de BglII. Les deux fragments
ont été 1liés ensemble, ce qui a donné pMPLEND4£>. Dans
PMPLEND A , le bras gauche de la vaccine est composé d’uni-
tés répétées en tandem et le bras droit de vaccine est com-
posé d’ADN dérivé de HindIII F. Dans le plasmide pMPLENDA ,
les 38 génes les plus & gauche [C23L - F4L] du génome de
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Copenhagen sont supprimés, ce qui totalise 32 681 bp [de
HINDIII C : Figure 19, position 340 jusqu’a la fin (13 638
bp supprimés) ; de HindIII C, M, N et K: toute la Figure 8
(15 537 bp) et de HindIII F : Figure 20, positions 1 a
3506].

Pour supprimer les génes de l’extrémité droite du
génome, on a préparé le plasmide pMPREND  pour fournir des
bras de vaccine de flanquage pour la suppression de la
région hémorragique (u) de 1la vaccine (Exemple 5) et tous

les génes & droite de cette région. La séquence de HindIII
B, le fragment le plus & droite de HindIII dans le génome, a
été déterminée par le séquencement des clones variés a base
de pUC de cette région (Figure 21). La comparaison des sé-
quences dérivées des régions de gauche et de droite du géno-
me révéle que la répétition terminale s’étend jusqu’a la
position 8104 de la Figure 19. Ainsi, la répétition termi-
nale inversée de la souche Copenhagen du virus de la vac-
cine analysée ici est composée de 8,1 kb de région de
codage en plus des blocs d’unités répétées en tandem. Les 9
ORF les plus & gauche de HindIII C, ORF C23L & Cl5L, corres-
pondent aux 9 ORF les plus a droite dans le HindIIIB, ORF
B29R a B21R. La Figure 21 illustre la séquence de HindIII B
Copenhagen commengant & la jonction HindIII A/B et conti-
nuant vers la droite & travers 1‘ORF le plus & droite qui
commence dans les séquences d’ADN uniques (B20R). La copie
de droite de la répétition terminale commence en position
17 132 de la Figure 21, 14 bp avant l’extrémité de B20R ORF.

pSD477VC est un sous-clone de NcolI/Nrul basé sur
pUC de 1’HindIII B de 1la vaccine Copenhagen (Figure 21,
positions 9713-11 299) qui contient la région hémorragique
(u) (ORF B13R et B14R). pSD478VC (Figure 18) est un dérivé
de pSD477VC dans lequel la totalité de la région
tions 10 024-11 014, Figure 21) est remplacée par une

u (posi-

région de clonage multiple comprenant un site BglII. La
paire d’oligonucléotides synthétiques qui sont recuits ou
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hybridés a cet effet est constituée par SD4lmer

(5’ CGATTACTAGATCTGAGCTCCCCGGGCTCGAGGGATCCGTT 3’) et SD39mer
(5’ AACGGATCCCTCGAGCCCGGGGAGCTCAGATCTAGTAAT 3’). Pour obte-
nir un bras de vaccine de flanc du cdté gauche de la région
u, on a coupé pSD478VC au moyen d’EcoRI & la jonction des
séquences pUC/vaccine, on a réalisé une extrémité franche
par le fragment de Klenow de 1‘E. Coli polymérase et on a
coupé au moyen de BglII. Un fragment de 0,3 kb contenant la
région de promoteur u de la vaccine et les séquences de
flanc sur 1la gauche de la région u a été isolé. Ce fragment
a été 1ié a un fragment de vecteur obtenu en coupant
PMPVCEND au moyen HindIII, suivi de 1l’obtention d'une
extrémité franche au moyen d’un fragment de Klenow de E.
Coli polméyrase et coupure au moyen de-BglIlI. Le plasmide
résultént, a savoir pMRENDA , contient un bras de vaccine
de gauche dérivé de 1'ADN de HindIII B en amont de B13 ORF
et comprenant la région de promoteur Bl3R (u). Le bras de
vaccine de droite dans pMRENDA est constitué de blocs
d’'unités répétées en tandem et il est identique au bras de
vaccine de gauche présent dans le plasmide de suppression a
l'extrémité gauche, & savoir le pMPLENDA . Les deux bras de
pPMREND A flanquent une suppression de 17 ORF [B13R - B29R].
La dimension totale de 1la suppression entre les bras de
vaccine de flanc dans le plasmide de suppression a l'’extré-
mité droite, a savoir pMRENDgﬁ , est de 14 873 bp, 1le tout
depuis . HindIII B (séquence représentée sur la Figure 21,
entre les positions 1024 et 17 145 ; avec continuation dans
la répétition terminale inversée, avec une séquence suppri-
mée équivalente & celle représentée sur la Figure 19, posi-
tions 8090 & 340). La stratégie pour la préparation des
plasmides de suppression pMPLEND;ﬁ.et pMPRENDZS est repré-
sentée schématiquement sur la Figure 18. Les blocs pleins
indiquent 1’ADN de la vaccine Copenhagen consistant en des
unités répétées en tandem dérivées du terminus de vP452 ;
les blocs ouverts indiquent d’autres ADN de 1la vaccine
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Copenhagen. L‘emplacement des suppressions dans les plas-
mides pucrrRA , pspa7sve, puprEnd A et puPREND A est
indiqué par des triangles. -

Pour bénéficier de la pression sélective lors de
la production de virus de vaccine recombinant dans lesquels
on a supprimé une grande quantité d'ADN aux deux extrémités
du génome, on a utilisé deux marqueurs sélectables. Le pre-
mier est le géne réplicable chez 1'hdte humain C7L de la
vaccine (Exemple 7) avec sélection de la progéniture du
virus recombinant sur des cellules humaines MRC-5. Le second
est le géne E. Coli codant le géne pour la guanine phospho-
ribozyle transférase (géne Ecogpt) avec sélection de la
progéniture du virus de la vaccine recombinante en utili-
sant de l’acide mycophénolique (2,8).

Pour créer un fragment déplagcable contenant
seulement le géne C7L de la vaccine et son promoteur, on a
coupé pCOPCS-4 au moyen de Ncol au voisinage de l'extrémité
3’ du g2ne C7L (position 870, Figure 8)et avec BamHI a 148
bp en aval des séquences de codage de C7L. L’extrémité du
géne C7L a été reconstruite en utilisant des oligonucléo-
tides synthétiques MPSYN258 (5' CATGGATTAATTAATTTTTTTG 3')
et MPSYN259 (5‘ GATCCAAAAAAATTAATTAATC 3') qui sont recuits
et 1liés avec le fragment vecteur en produisant le plasmide
pMP258/259. pMP258/259 a été coupé au moyen de BglII et
BamHI et un fragment de 660 bp contenant le géne C7L et son
promoteur a été isolé pour insertion dans les plasmides de
suppression de 1l‘extrémité gauche et de l’extrémité droite,
34 savoir pMPLEND A et PMPRENDA , respectivement.

Un fragment BglII/BamHI de 670 bp contenant le
géne Ecogpt a été dérivé a partir du plasmide pSV2gpt (ATCd
n® 37 145) (71) par l'addition d‘un agent de liaison (lin-
ker) BamHI au site AhaIll en aval des séquences de codage
(72).

Les plasmides pMPLEND A et pMPRENDA , comportant
des suppressions de vaccine au voisinage des extrémités de
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gauche et de droite du génome de la vaccine, respectivement,
on été coupés au moyen de BglII. Des fragments BgmII/BamHI
contenant le géne C7L et le géne Ecogpt ont été insérés dans
les plasmides vecteurs en produisant au total quatre plasmi-
des (Tableau 7). Il y a lieu de noter que le géne C7L est
sous le contrdle de son ﬁropre promoteur tant dans pMPLAC7
que dans pMPRAC7. Le géne Ecogpt est sous le contrdle du
promoteur F4L dans pMPLgpt et sous le contrdle de B13R (u)
du promoteur dans pMPRgpt. La recombinaison a été réalisée
entre ces plasmides et 1le virus de sauvetage comme indiqué
dans le Tableau 7. La progéniture du virus de vaccine re-
combinant provenant de recombinaisons introduisant le géne
C7L a été sélectionné en formant des plagques sur des cellu-
les de mRC-5. Parmi la progéniture en provenance des recom-
binaisons introduisant le géne Ecogpt, on a sélectionné les
membres sous l’effet de la croissance en présence d’acide
mycophénolique. Il y a lieu de noter que la sélection pour
le développement sur des cellules de MRC-5 est réalisée
avantageusement en utilisant un virus de sauvetage tel que
vP668, qui est supprimé tant pour C7L que pour Kl1L.

TABLEAU 7
A. Construction de plasmides pour des suppressions
au voisinage des terminus Copenhagen
Substrat de Marqueur Produit de
plasmide sélectable plasmide Suppression

PMPLEND A C7L PMPLA C7 C23L-F4L
pMPLEND A Ecogpt pMPLgpt C23L-F4L
PMPREND A C7L pPMPLA C7 B13R-B29R
PMPREND-A Ecogpt pMPLgpt B13R-B29R
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B. Recombinaison in vivo en utilisant des plasmides

de suppression avec le virus de la vaccine Copenhagen
Mutant de
suppression de

Virus de sauvetage Plasmide la vaccine
vP668(TK~, [C7L-K1L]™) pMPLACT7([C23L-F4L]™, c7nt)  vP789
vP668(TK™, [CTL-K1L]7) pMPRz§C7([BlBR—BZBR]',C7L+) vP774
vP617(TK~, ATI-,HAT) pMPRgpt([B13R-B29R]’,§gggpt+) vP759
vP617(TK~, ATI-,HA”) pMPLgpt ([C23L-F4L]~, Ecogpt™) vP791
vP723(TK~, ATI-,HA™,u”) pMPLgpt([C23L-F4L]7, Ecogptt) vP796
vP796 (TK~, ATI-,HA"/

[C23L~F4L]™¢ ggggpt+) pMPRAC7([B13R-B29R]™ + C7L) VP81l

— = e 20 S o G o O G B S S G S G S G 40 T W 0 S P o o P S € O R D P R T S S S B R A S S S S8 €5 S S

Le mutant de suppression du virus de la vaccine
recombinant vP796 a été engendré par recombinaison entre le
plasmide de suppression de 1’extrémité gauche portant le
marqueur Ecogpt sélectable, & savoir pMPLgpt et le virus de
sauvetage VvP723, qui a subi en outre une suppression des
génes TK et HA, aussi bien que les régions équivalentes ATI
et u. Par l’indice de restriction de 1'ADN, vP796 est sup-
primé pour la région C23L & F4L), aussi bien que les ré-
gions TK, HA, ATI et u. Etant donné que la suppression de
38 génes au voisinage de 1’extrémité gauche de vVvP796
comprend a la fois C7L et K1L, on a utilisé vP796 comme
virus de sauvetage pour la recombinaison avec PMPRA C7, le
plasmide de suppression de l’extrémité droite contenant
C7L. Le recombinant de vaccine qui en résulte, comportant
des suppressions au voisinage des deux extrémités, a savoir
vP811l, a été choisi par culture sur des cellules de MRC-5.
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REVENDICATIONS

1. Un procédé pour sélectionner un virus de la
vaccine recombinant chez un héte , caractérisé en ce que

on combine par recombinaison un ADN donneur dans un
plasmide et un virus de 1la vaccine modifié par co-
transformation , transection ou infection du plasmide et du
virus dans une cellule pour former un virus de la vaccine
recombinant ,

ledit virus de la vaccine modifié ayant un géne
réplicable chez 1'héte , de sorte que le virus de la vaccine
modifié ne se reproduit pas chez 1'héte , et

ledit ADN donneur comprenant (a) un cadre de lecture
ouvert & partir d'une source qui n'est pas de la vaccine, (b)
le géne réplicable chez 1'hSéte pour permettre au virus de la
vaccine recombinant de se reproduire chez 1l'héte , (c) de
1'ADN de flanc qui est homologue au virus de la vaccine
modifié de sorte que l'on obtienne la recombinaison et ( d)
une séquence promotrice pour contrdler l'expression du cadre
de lecture ouvert ; et

on identifie le virus de la vaccine recombinant par sa
capacité de se reproduire chez 1l'hdte .

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel le
cadre de lecture ouvert a partir de la source qui n'est pas de
la vaccine est un géne E. Coli lacz codant pour B
galactosidase .

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce
que 1'hdte est une lignée de cellules humaines .

4, Procédé selon la revendication 3, dans lequel 1la
lignée de cellules humaines est MRC-5 .

5. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce
que le géne réplicable chez 1'héte est le géne KIL réplicable
chez 1'héte de la vaccine .
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6. Procédé pour cloner et exprimer un cadre de lecture
ouvert dans un virus de la vaccine recombinant chez un hote ,
caractérisé en ce que :

on combine de 1'ADN donneur par recombinaison dans un
plasmide et un virus de 1la vaccine modifié par co-
transformation , transection ou infection du plasmide et du
virus dans une cellule pour former un virus de la vaccine
recombinant ,

ledit virus de la vaccine modifié ayant un
géne réplicable chez 1'hdte qui a été supprimé de sorte que le
virus de la vaccine modifié ne se réplique pas chez 1'hdte et

ledit ADN donneur comprend (a) un cadre de
lecture ouvert & partir d'une source qui n'est pas de la
vaccine , (b) le géne réplicable chez 1'hdte pour permettre au
virus recombinant de la vaccine de se reproduire chez l'hdte ,
(c) de 1'ADN de flanc qui est homologue au virus de la vaccine
modifié de manidre & réaliser la recombinaison et ( d) une
séquence promotrice contrdlée d'expression du cadre de lecture
ouvert ;

on réplique le virus de la vaccine recombinant chez
1'hbéte ; et

on exprime le cadre de lecture ouvert .

7. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce
que le poxvirus est la vaccine .

8. Procédé selon la revendication 6 , caractérisé en
ce que le cadre de lecture ouvert en provenance d'une source
qui n'est pas du type pox est le géne E. Coli lacz codant la B
galactosidase.

9. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce
que 1'héte est une lignée de cellules humaines

10. Procédé selon la revendication 6, caractérisé en
ce que la lignée de cellules humaines est MRC-5 .
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11.Virus de 1la vaccine recombinant modifié pour
exprimer un produit de géne chez un hdte , ledit virus de la
vaccine recombinant modifié ayant des génes réplicables chez
1'héte qui en ont été supprimés de sorte que le virus présente
une reproductibilité restreinte chez 1'hdote et ledit virus de
la vaccine recombinant modifié comprend de 1'ADN qui code pour
et exprime le produit de géne chez 1'héte avec une
reproduction restreinte du virus chez 1'héte .

12. Virus selon la revendication 11 , caractérisé en
ce que le produit de géne est un antigéne .

13. Virus selon la revendication 12, caractérisé en ce
que 1'hdte est un vertébré et en ce que l'antigéne induit une
réponse immunologique chez le vertébré .

14. Virus selon la revendication 13, caractérisé en ce
que l'antigéne est choisi dans le groupe constitué par
l'antigéne glycoprotéine de la rage et l'antigéne
glycoprotéinique de la pseudo rage .

15. Virus selon la revendication 11, caractérisé en ce
que 1'hbte est une cellule cultivée in vitro .

16. Procédé pour exprimer un produit de géne dans une
cellule cultivée in vitro , caractérisé en ce qu'on introduit
dans la cellule un virus de la vaccine recombinant modifié ,
ledit virus de la vaccine recombinant modifié ayant des génes
réplicables chez 1'hdéte qui en ont été supprimés de sorte que
le virus présente une reproduction restreinte dans ladite
cellule et que le virus de la vaccine recombiné modifié
comprend de 1'ADN qui code pour et exprime le produit de géne
dans la cellule avec une réplicabilité restreinte du virus

dans la cellule .
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l’antigéne glycoprotéine de la rage et l’antigéne glycopro-
téine de la pseudo-rage.

25. Virus selon 1l’une quelconque des revendica-
tions 19 a 24, caractérisé en ce que 1l'hdte est une cellule
cultivée in vitro.

26. Procédé pour exprimer un produit de génes chez
un hdte, caractérisé en ce qu’il consiste & inoculer 1'héte
avec un virus recombinant modifié dont on a éliminé les
génes réplicables chez 1'hdote de sorte que le virus manifes-
te une réplication restreinte chez 1'hdéte et le virus re-
combinant modifié comprend de 1‘ADN qui code et exprime le
produit de géne chez 1'hbte avec une réplication limitée du
virus chez 1l'hdte.

27. Procédé selon la revendication 26, caractérisé
en ce que le virus est un poxvirus.

28. Procédé selon la revendication 27, caractérisé
en ce que le poxvirus est la vaccine.

29. Procédé selon l’une quelconque des revendica-
tions 26 & 28, caractérisé en ce que le produit de génes est
un antigéne.

30. Procédé selon la revendication 29, caractérisé
en ce que 1l'hdte est un vertébré et l'antigéne induit une
réponse immunologique chez le vertébré.

31. Procédé selon la revendication 30, caractérisé
en ce que l’antigéne est choisi dans le groupe constitué par
l’antigéne glycoprotéine de la rage et 1l’antigéne glycopro-
téine de la pseudo-rage.

32. Procédé pour exprimer un produit de géne dans
une cellule cultivée in vitro, caractérisé en ce qu’il
consiste & introduire dans 1la cellule un virus recombinant
modifié dont les génes réplicables chez 1l’hdte ont été enle-
vés de sorte gque le virus manifeste une réplication res-
treinte dans la cellule, et ledit virus recombinant modifié
comprend de 1‘ADN qui code et exprime le produit de génes
dans la cellule avec réplication restreinte du virus dans la
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cellule.

33. Vaccin pour induire une réponse immunologique
chez un hdte inoculé avec ledit vaccin, caractérisé en ce
que le vaccin comprend un véhicule et un virus recombinant
modifiés dont on a supprimé les génes réplicables chez
1rhote de sorte que le virus manifeste une réplication res-
treinte chez 1’hdéte et le virus recombinant modifié comprend
de 1’ADN qui code et exprime le produit de géne chez 1l'hCte
avec réplication restreinte du virus chez l'hoéte.
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FIG.20-1

1 TAG-\T“TCACGCGTGCTAGTG"AGGGAYGGTATTATCYGGTGGTGAMTGYCCGTTM’ATMTCTACWCAATCRTCBCMA‘RGTATGCG&NGTAW?MACATTTTTMAGT
<I.YERTS'IIPlTNDPPSIDTlYDVFCDDCl\'HSLLTFHKIT
< FiL

121 TTTTACTG&“TCAIACHCGI’CTACCCMTTCGGTTMAMTWATTGTCGCCM]’CTYAcaCCCAACCCCTTG‘I’TATCCATI'RGTATAGTATTMCTTCGHATTTATGTCA‘I’MAC
« VP NMNCRRGLET!I FSITALRVGLGKN oM LI TNVENNIDYY
< FiL :

~

261 TGTAMI’GM’T‘I’TGTA&‘\YGCG\TATCMACATGHA‘ITCATGTCCCTATTATMl’CMTACI'MCTTTATCRCAATATAYGTYMTMTATCTATATATHTCTAGTCTTTGTGGG:M
<tFSKT$AKDYNlINDIHYDHSVKDCYllllDlYSRTKTPL
< FiL

351 CTGTCTATACMGTCGTCTMACGTTGTTTACTCATATAGTATCGAACAGC&TCATY&CMGBTCCCGI’TCCGTTGAT&GM'MTCGRGTHGTTAGTGGACTTGTCAMTCTATATAC
@RYLDDLROKSKVYRVAHHVHUREI‘SLYDLlﬂTS!DFRYV
< FIL

481 CM'ATﬂ"l'C‘I’GwGTGG&TATAI:ATAGTCGTGR‘I’WU&TTATTGCTAGCCTCRTC‘I’TCYMATCCTGTAI:T&U\CCATTATCTMNCRTCTACRTMTCTACGATATTATTACACAT
GHEPLPYVYDHDVNHSAEDEIDQVIGIDIDDVYDVXHHCN
< FiL

>Xbal
A
601 AMCATCGRCMCATACTAT‘I’GWTATT&TC‘I‘MGTCCTGTTG&TCCAMCCCTTGATCTCCTL’TATTTGTACTATCTRG&GATTGTACTTCTTCCAG‘I’TUGGATMTATATACGTTGA
<F H S L N
< FIL [SP

<RL61’SGFGGDG!II’SDLSGVEELEPYYIlﬂ
F.

< 2L

1 TAG;\"AGCTUGCTATTCTATCTCCRGTATTTRCRTTWCGT&CRTTTTCUJTRTTMTMWTWCCTATGTTTCCCCTATMTCTTCGTCTATU\C&CUCU CCTATATCA
<YlLQAIRDGTHVHFTCKGHHlLlVGINGRYDEDlVGGGlD
< FaL

841 )\TGCCTTTTAETWE&CCA&‘CCTAGGAGCTATTCTRCU\T&GCAMTCTT:\GGUTG&\CAU\CTMTATCTGTCTTMTTMCTGTCT TTCTCCTGGAGGRATAGTATARTCGTAN
<IGKLSLGSRPAIRGYCIKPNSKSIDTK!LQREGPPXYY'DY
< F2L

961 GCGCTAYAWATG\TATCCGGCAECACCEGGCG&TTBCCTAGTAGGRBATTTAGCTCTGTTRGWTCC‘ITMCMATCTMCTW GAGTTAATATTCATGTTGARCATAAAACTARTA
<ASYLDYGAAGPSQRTPSKARITEKVFIVPSIlNNHFH
< Fel

1081 TTTTAUTCMMTTMTTRCCATCCCMATA‘I‘TCCATWTMGTGTG&TG&TTGTAC&CTTCTATAG‘!ATCTATA‘I’WTCCACMTWTCCTCCTATCMT&GCAGTTTMTAT

«GDHINUSYTHHNYVE!TDIYSGIYFGGILLLKND
< F3L

1201 CU\C’ﬂTG&TCMTTCTGﬂl’TATCCCTCGG&TNU-TAGUJCATCTMC&G&GTCCMGT&TTGCTWTTCRCN‘TAMAYTCCGUTTTCT&CWCWGMTMCCTTCTACCGA
WIILEPIDRPTlPDDlLTUT!SSECYFEAHIGVLFLRIGF
< £3t,

1321 AC-\CTMCSCBCATG&T"MMTGAGGATMTAAG!GGM’GGTCCAMCTGCCACTGRTCﬂl'GMTGBGYAGCAMT&TYCTGT“G‘TGTA‘NGT!T&WYGXCCTCCB;JUtCGT
<VLAC$lYnPITI’SPGFGUODHIPLLYET‘ll’ntESﬁGGNVY
< F3L,
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FIG.20-2

1441 ATATAACATTGTTTATGGATGCCACTCCTGGAT TACATCTAGGT TTCAGAAGACTCEGCATAT TAACCCARGCAGCATCCCCGTGGAACCAACGCTCAACAGATGTGGGATTTGGTAGAC
MWD AT AGLNLUGFRRLG!IULT GAASPWNOGRSTDODVGFG G R
F ORF AR >
<1 ¥ N N1 S AV AP NCRPIKLLSGPHNNVWAADGHTFUWREVSTPNPLG
< F3L

1561 CTCCTACTACGTATAATTTATTGTTAGCGGGTATCCCCGTAGCATACAGTCTGGEGCTATTCATCEGAGGAATTGRAATCCARTTGTTTGATATATAATTTACAGCTATAGCATIGTTAT
PP TTYNLLLAGIPVAYSLGLFIGGI!IGI QL FD D
F ORF A R >
<G V VYL KNNAPIGT AYLRP SKMKPP 1P W NNSIT YNV ATLANNH
< F3L,

1681 GTATTTCATTGTTCATCCATCCACCGATGAGATATACTACTTCTCCAACATGAGTACTIGTACACATATGGARTATATCTATAATTTGATCCATGT TCATAGGATACTCTATGAATGGAT
<« E R N K WGGILYVYEGVY HNT ST CHNEHRFIIO!!1 QDHRNKNKPYETLIFPY
< F3L,

1801 ACTTGTATGATTTGEGTGGT TG TTATCACAATGAAATAT T TTGGTACAGTCTAGTATCCATTTTACATTATTTATACCTCTGGGAGARAGATAATTTGACCTGATTACATTTTTGATAA

dYSKlPﬂKDCHFlKTCDLIgKVlllGRPSL\'NSRIVHKIL
< F3L

>Xbal

1921 GGAGTAGCAGATTTCCTAATTTATTTCTTCGCT TTATATACCACT TAATGACAARATCAACTACATAATCCTCATCTGGARCATTTAGT TCATCGCT TTETAGAATAAGT TTCATAGATA
& L LNGLX NRRXIYWKI!IVFDYVYYDEDPVMNLEDSELTILXXMNSIL
< - F3L,

2041 GATAATCAAAATTGTCTATGATGTCATCT TCAGT TCCAMAAGTGT TTGGCAATAAAGT T T TTAGTATGACATAAGAGAT TGGATAGTCCGTATTCTATACCLATCATGTAACACTCGA
< D F NODI1 11 DDEULETLTFHRKALIFNKT HCLLNSLGYETIGHMTYTZGCEYV
< F3L

2161 CACARTATTCCTTTCTARAATCTCGTAAGATAAAGT TTATACAAGTGTAGATGATARAT TCTACAGAGG T TAATATAGAAGCACGTAATAAATTGACGACGT TATGACTATCTATATATA
«¢C Y EXRFDRLIFNRILICTVY 111 FEVSTLI!ISARLLNVVNHYSDIVYV
< F3L,

»Xbal

2281 CCTTTCCAGTATACGAGTAATAACTATAGAAGT TAAACTGTGAATGTCAAGGTCTAGACARACCCT TGTAACTGGATCY TTATTTTTCGTGTAT TTTTGACGTARATGTGTGCGAAAGT
« 6T YSYIVISTLSHI!IOLDLECVYVRTVPDKNKTY KAQRLUHTREFY
< F3L,

2401 AAGGAGATAACTTTTTCAATATCGTAGAATTGACTAT TATATTGCCACCTATAGCATCAATAATTGTTTTGAATTTCT TAGTCATAGACAATGETARTATATTCTTACAGTACACAGTAT
< S LEXULITSNVIINGG!ADITTKFEKXKTNSLALINKCY VTN

< F3L
>Dral
2521 TGAC.W\I’MCGGCATTTATGTTTCTTTAMAG‘ICMCATCTAM@WYGATTMCITCYTMG&CATMCTCCCAYTTTfTGGTATYCACCCAC&CGTUnBMA!TAETT
<V F I P M
< F3L,
<F DVDLSF HNDEU QSMNY GMNXOQYEGVRKETFTFNT
< F&L
>Dral

2641 TTTCCTTCCAATGATATATTTTCCAT A T CAAACCBATTGGTAACATTATAAA T TT T T T TAAA TCLCAAT TCAGAAATCARTCTATCCGCBACAAATTCTATATRTGT TTTCATCATT
«EE'LSIHEM{DFPNI’VIY!KKFGLES!LRDAVFE!YI’KNN
< FoL

8912

2761 _TCACAA'I’TD\TTCCUJMGTTTMCTCWG&GCI:GC&GYMMTTCTTGT'l’C&ATGM“CTGC&TCTG"ATMTAGVCTMCGGT“CTTU.I:TCGGYGBAUACAIJMAI’GT

. NOTASVIIDLTVSSLGGYNKO

F ORF B R_°

<€ C N MGI! LEVPLAATLT FEGQETLISVYADT !PT ! SRV TITEESPPTYLLH
< FaL

>
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FiG.20-3

>0ral
-

2881 lTMACATCAAACATGCGMGTCGEAGIGCAGACCCTCBTCTCTACTAAI’TAGTTCGTTGGAMACGYGAGTCCGGCCATTAGGECACGCTTYTYAAGCCRAAATATGGA;GCUATGAI
Lt K] KKAKSQCRPS s LLISSLENVS P 61 RPREF L SGNHMKE ZAND
F QRF B R >
<« F A LCAFDCHLEG ED RS 11LEWMNSEF T LGP MHLGRKKLUYFI1ISRARFS
< F&L

»Pstl

3001 CCWWGTYCCTTCTACTSCAGCAMGGCMTMGTCTCTCTCCATAACI:GGCGCTGTCATGTMCC-\C"TTG&GCCCMTCBGCCTYCTTTTTT-‘-CACAAGGL\TTGTTTCI
PEKKI?STAAKAISLSP>

F ORF B R >
AMYPLLSPIGLLFYTRHCEP
F ORF C R >
<G$F'FIGEVo\AFAlLREGYGASDHIHKGAHDAKKKVCPHYE
< Fal,
>Clat

321 RTGGCATTMAGA&\TAGYTYTTTTC&TTACTA‘ICﬂ‘lAACATAAGTMl:s-\TCMGACTATACATTTCCWTGMTGTTTTCMTGGCC&TCTG&MTCCGTAWUTCTAGCC
YGI&E!VFFITlFulSlDOKTluFRNﬁVFHGHLISVETss>
FORF CR >
<IAIFLYIKEISDKVYTDlLL‘SYIESHllEl&HGFGIFCRA
< Fal,

3241 TCGGTAATCTGTACTICT GTAC-‘J‘MTCGTTCCGCCMAT!TTCATTCACTMTCCGTC.'&CTGGCTGCMMMCGCWTACMGTTTTAYMMTATTTTTCET CTGGTGTTAGITTA
LGNLYFCTKSFROIFIHYSVTGCKKRQYHFYKIFFVHC’

F ORF C R >
<ETIGVETCFREALHEHVlGDSAAFFﬂLVHKlFYKEDPTLK
. FaL

<

33561 TTCCMTCRTTG&TRTCTITAG&TMMCT&CTTCTTCCACYETCMTGATGCCTCTGCCTTTTTATACMGTYMGMGTU&TMTATTGG&TTGGGMMTM&MTCTATTT
«UDHIDKS[DVEEVTQFSAEA:KYHNHIDYYO!PFIVFRN
< F4L,

sClal

3481 GGATTTGGTGCMG&\YGGGTTCCATMCTAMTTMCAMATCMTMATTTTTTTTCAGTTATCTAT&TGCCTGT'\CT TGG.\“TTTTGT.\C‘TCGRTRTCGCCGCMT&%CTACMT

< HPALIPERN
< F4L

<NDIHRYK.$K!Y!SIAA[VV!
< FSL

3601 AATTAWGYATT-\TTGATAGC&"EYTATTAGT.\CTATUTM"MATTATC&\CATTCATGGGTGCTWTMTCGT TATTATCATC&TTATCATTTTGTAHTGTG&CMCATRCT
<lV|.llSLHTlLVlHlI.NDVNHPASYDIIDDIDIOLBSNHS
< 18

3721 AGATARATCGTTTGCGAGATTGTTGT GGWGCWTGG&GNTGEMT&TCRTTATTATTTMCGCCTTCCATTCGBMTUCAMTMGGCGCBCGTTWCATTTTHWT
<SLDI.\LNNIISAPHSSANDNNNLAKUESEClHKAHLHKHFS

< FSL,

MCGCTRBCWTCTGTTGHTATGGGT"CC

3841 k‘lb‘l\'TTTGTWWTMEMMCTCGTCATCGTTMTT\’TTMCGAT&GYNCCMTTWCGTCMWMTTTCT
LALSETPYPN G

qHQSFLYCSFEDDNLNKVlTFRlFTSSlE
< FSL,

T&GWTGWG&?-\TTTCC&TTTATCT&CTG“CCTMTMCAMTGTBGTGETETWAGMCCMTMGCGC

3961 AGATATATATCTTTTCAGTTCCCCTACGTATCTATARTCATCTG
IHNPP!TSGNLA

‘3[YIKLEGVYRYDDTPFPLYK\IKDVI’GL
< FSL

GTTAGATAACGCACTCTACCAGTCAAGT CM'I'GMA‘I’TMCCYTTAC&GMMATTC&!AGI’AGTCGIMC[%‘

4081 CARKGATGTTATTTCGCATCGTATTTTRACTTCGCARTAATTTCTC
NAKYVSTNNTT TV

‘FSTIECR!KVECYNII’LYIVIGTLD!l
3 FSL
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FiG.20-4

s0ral

4201 GACTCCATCTITTTAGATGCRATACTCCTTTGTATGTACCASAATCTTCGTACCTCARACTCGATATAT T TARACRAGT TAATGAGATAT TAACGLGTTTTATGAATGATGATATATAACE
<& 60D KL HKSVEXYTGSODETYRLSSI!I NLCTLSI!I NVREKI!IFSSIYGG
< FSL,

4321 AGAAGTTTTATCCTCGGTGGCTAGCGCTATAACCT TATCAT TATAATACCAACTAGTGTGAT TAATATGTGACACGTCAGTGTGGGTACARATATGTACATTATCGTCTACGTCGTATTS
« T KO ETALAI!IVKDNYYHNSTHENIHSVYVOT HT CLl HY NDDVDYE
< 418

4441 GATACATCCOCATACAGCCANCAAATATAAMATCACAAATACTCTAACGACGTTCATACCCATCT TGATGCGGT TTAATARATGTTTTGAT TTCAAT T TAT TG TAARARAAGATTCGETT
<l CGCVYALLYLIVYFVRVVNT
< FSL

N | TFFSET
< FéL

4561 TTATACTGITCGATATICTCATTGCTTATATTTTCATCTATCATCTCCACACAGTCAAATCCGTGGT TAGCATGCACCTCATCAACCGGTAAAAGACTATCEGACTCTTCIATCATTATA
<KYGE!IEISIHEDIHEVCOféGHNAHVEDVPLLSOSEEIHI
< FéL

>Xbat

~
4681 ACTCTAGARTATTTAATTTGGTCATTAT TAATCAAGT CAAT TATC T TATTT T TARCAAACG TGAGTAT T TTACTCAT TT TTTATARARACT TTTAGRRATATACAGACTCTATCGIGTGT

RS Y X1 QDNNTIULDIIKNKYVYFTLIKSH
< FéL,

<F Y VS EILITH
< FL

4801 CTATATCTTCTTITTATATCCAATGTATTTATGTCTGATTTTTCTTCATTTATCATATATAATGGTCCARATTCTACACGTGC T TCGRATTCATCCAGATCATTARGGTTCTTATAATTG
<RYIRKIDLTH!DSKEEI'INYnLPGFEVIAESEDLDILIK!H
< F

4921 TAACATCCTTCTCTTCCCTCTTCTACATCTTCCTTCTTATICTTATTCTTATTCTTATTCTTATICT TATTCTTATTCTTATTCTTAGCGTCACAGAATCTACCACAGCAGAATCCCATG
<Y C GERGEEVDEIKI KX NIKDNKMNKNIEKNKNKNKNKADCFRGCCTFGH
< F7t.

5041 ACGAGCGTCATATTAAACTAATTCATTTTCAATTATAATATACGAT TAGTAATGACCAT TAAMATAAAAAATATTCTTCATAACCGGCAAGAAAGTGRAAMAGT TCACATTGRAMCTATGT

v L TA
<

5161 CAGTAGTATACATCATGAAATGATGATATATATATTCTCTATT I TEGTGOAGGATTATATGATATAATTCATGRATAATCATTCT TAAGACACAT T TCTTCATTCATAMTCTTTTCACG
« P PPN Y ST I RPYDNIKLCHEENTT FRKY
< FaL

5281 TTAAATGAGTCTCCATATTTTGCAATTTCTTCATATCATGGCCGTGTACGTGGACGAGECTGCTCCTGTICTTGTIGTGGTCACCRACTATCGTGTTYGCGT TTAGATCCCTCLATTATC
N F S HGYXAIEEYSPPTRPRPQEG QEOQQPRRSDHKEKRKSGEHM
< F8L

5401 GCGATYGCGTAGATGGAGTACTATTTTATACCTTGTAAT TAAATTTTTTTATTAATTAAACGTATAARAACGT TCOGTATCTG TAT T TARGAGCCAGAT TTCGTCYARTAGRACAAATAG
<& YL FTGYRYKLALNRRISCI!A

< F9L,

5521 CTACAGTMMATMCTAGMTMTTGtﬂCACCCACTAGMACCACGGATCGTMTACGGCMTCGGTTTTCG&TMYAGGTGWCGTRTATTTTAT"MGGACTTMCAATTGTCT
<VTFIVLIlAVGVLFHPDYYPLlIElIP’VVIKILSKVITQ
< FoL

>8ami |

5641 GTAMCCJUU\TTTBCT'I’CAGCGGATCUGTM‘IMCTAICTGTMAABCATATG"MCCG&GCGG&GCCWCN‘YCTCCG&TMCTM‘"TCYGTA‘I’AN:TATMI‘A"AYTAACCT
. G CNAEASGTNY IQLLNRQGGPPASCEGIDODLKOQIDITI NNV E
< oL .
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>8gl2
>Xbal

5761 CCGUTACGCMTACAGTTCYTTTCTAGCTTG&YACCGCACTAGGTACMCGTCYAGMCTATTCCT&T"CCTNGCG&TAGCXCTTCTATCCTTTTCCGG&AGCAATGMATCRCTT
<ﬁ'AHCNKELK$VASPVDDLDIGIEEAIARRDKEPLLSIVE

< FoL

»>Xbatl >0rat

5881 CAMAMTGMTCAACC-\TGAGTETWCYMGTCTAWTTRCTC&TGCM’TTGTTAGTTATTCG&\GCGCGCMTTTTTAMCTGTCﬂATMCCTCTECTMATG&AXAGCACMG
<lFSEVHLYFSLlSﬂSHCKH1’llLACIlFQGlVEGlHlACI

< FoL,

Wrat

6001 TG&C&‘I’TRBTABG&“AGMTGTTE&GCTMTTTTTGTMATMCTATCT“TMGMTATAWAGTTTTMMT CTTTAGTTTCCGECATTTATCCAGTCTGAGARAATGTCTCTC

WHTPISHQALKGLYSDIFI.IlYLTKFEKTEAH

< FoL
< G G Nl WD S FI1OR
< F10L,

>EcoR1
A

6121 ATMTAMTTTTTCWWCTAA'ITBGGTWTGWACCTTTMTCTATATTTATCACAGTCYGTTTTGGTACRCMGRTGA&TTCTTCCAATGCCGTACTWTTCGMMCT
OIIFKELFSIPHI.ISVKLRYKDCDTKTCH!FEELATSFE[D
< F10L

6241 TTTTCGATTTCT! GG.\TATETTTTTMTAMGTATEMCMAE&MTGGAMYCGTMTACUGTTATGTTTAACTﬂmﬁm"l’TTTTA“TTCTTGTTAATG&TTCCAGCC&CUGG
«ElEPYTKLLTHVFFHFDY\':HHKVKFHIKlKK_lllIGAVO
< F10L

>Bgl2

4361 GMMGTCAMGTCGTTTMTGCI:GMTTMTACGTTCATTMAMCMACTTTTTATCCT TTAGRTWTYATTA'ITGGTTU\TTGGMTBMMGTM&\TATTATCGGETWMGA
<SFDFDHLASKIR'EIFVFKKDKLHIllPEISDFLLXIDPKL
< F10L,

»0rat

6481 TCTGCGT! GTI-MMGTTGTCGCAGC&TGGT&GTTCG?AG&TTTTMTGUTMCAMBCCMCTGTWMTMﬂ'TATG!ATTGTACCMAGATTTMATCCTAMTTGATAGCT
QAHLFHOCCPLEYIKXYLLAIOLF!FKJYOVLSKFGLKIA
< F10L

6601 MCTCEGTATCTAC‘I’TTATCTBCBWU«CAGTBCTAGGGGMAMTTATMTGTTTCCTCﬂ'7C&TATTCETAGTMG"CTUTTTCATGTTCWTWC“GCGGTTW
<LETDVKDASYLALFFIllIGREYEYIIIKEHEFFHFIIIF
< F10L

6721 mmnammmrArmrnrmmcmccssctwcrmmmnrmwmwmmnmcrccrrmcsccmmmmmmm
<'llIVIIISIIVAFYFHSLEKVFKISD‘lElFAKLFVKSSY

< Fi0L

>Heot

ACATATGAAGAACACGTTTATACAGAGTATST Mb‘dﬂGTTMTTTATAGTTTMXCCC;TGGCCCACGCANC

6841 CTCAATGAGAGTTCCTGACCATCCATAGTTTGTATCARTAATAGEA
KYNLGNANWAC

<IL$LEGGDH1DILLLLN’ILVIKYLTNLFYL
< F10L

Hcol

G.’.M‘I'TTGGGTACTGTWC?CCGCCGU.G"TCWGGBACTM’MM!TTTG!GGCCTCGM!MT"IACTACA

6961 ACGATTAATTTTITTICATCTCCCTTTAGATIGIIGTATA
EH'SYLKIAEFVFKVV

<VllKKEDGIL!H1LFKPV‘FEA!’I
< F10L




FiG.20-6
7081 TAGTTATCTATCTTARAAACTATACCATATCCTCETATAGATATGTGATAAAATCGTCGTTTATAGGATARAATCGTTTATCCTTTTGTTGGAAARATGATGAATTAATGTARTCATTC

<« WO 1! XK FVIGYGGTS 1! HYFOONKIPYFRKDIKGQFFSSNITYODN
< F10L

7201 TCTICTATCTTTAGTAGTGT TTCECTAT TAAAATTCTTAAMATAATT TAACAATCTAACTGACGGAGCCCART TTTGGTGTARATCTAATTGGOACATTATGTTGTTARAATATARACAG
<€ E I KLLTERMNTPFNKF Y NLLRVSPAWUWNQGHLDLGEGSHITINNFTYLC
< F10L

7321 TCTCCTAATATAACAGTATCTGATAATCTATGGGGAGACATCCATTGATATTCAGGGGATGAATCATTGGCAACACCCATTTATTGTACAAAAGCCCCAAT TTACAAACGAAAGTCCAG
M HHWAHPF I VYAaKAPIYXRKS SR
F ORF O R >

«© G L!VTITODSLRHNEPSHUQYEPS SODNAVGH
< Fi0L

«« R FD L
< FIIL,

7441 GTTTGATAGAGACAAACTATTAACTATTTTGTCTCIGTTTTTAACACCTCCACAGT TTTTAATTTCTTTGGTAATGAMATTATTCACAATATCAGTATCTICTTTATCTACCAGAGATTT
FORDKLLTITILSLFLTPPAQTFLISLYMNKLEFTI!ISYVYSSLSTRDEP
FORF D R >
™ S LSLSHNVIKDRNKVYGGE CNKTIEKTI]IFNNVIDTDEKDVLESEK
. Fl1L,

<

7561 TACTAACTTGATAACCTTGGCTGTCTCATICAATAGGGTAGTAATAT T TGTATGTGTGATATTGATATCT TTTTGAAT TETTTCT TTTAGMGTGATTCTTTGATGGTGTCAGCATACGA
T HNLITLAVSFNRNRVVYIFVCECVILLISP
FORF D R >
&V LKIVKATENLLTTINTHBTINIDKAQITEKLLSEKXITODAYS
< FIIL,

>Hpat

7681 ATTACAATAATGCAGAAACTCEGT TAACATGCAGGAL T TATAGTAAGCCAATTCCAAT TGTTGCL TG TGT TG TATTAGAGTGTCAATATGAGCAATGGTGTCCTTGCGTTTCTCTGATAG
4 CYHWHULFETLNCSHNYYALELQOGRNGQGILTDIHAITDOIKRKES SI
< FITL

7801 AATGCGAGCAGCGATTTTGGTGTTATCATTTGACGATAT T TCTGBAATGACGAATCCTGTTTCTACTAACTTTTTGGTAGGACAAAGTRAANCAATCARGARGRTAGETTCTCCTECTAT
«l RAAJIKANDNSS1EPIVFGTEVLXXTPCLSVYI1ILFIAEGSGI
< FliL

>Xbat

-
7921 TTGTGGAAGAASTTGAACTCCTCTAGATGATCTACTGACGATAGTATCTCCT TRACAGRTAT TGRACCGART TACAGAAGTACCTGEAATGTARAGECCTRARRCCCCCTEATTTTTTAA

QPLFQVGRSSIiV!TDGQCINSIIVSTGPIYLGSVGENKL
< FI1L

»Sact

8041 m‘l’TGTTBCtETAM'I'CUmcfGTG&CCARGATA&\GAGCTCCTTTGGYWTCCMCTCTATGTTTCAGTTTMCCMWCAGI’CRGCTGGTCTW"TCCATCT CTATC
‘clTATFGASNGLYLAGKTFGDRH‘LKVLFCDAPRFHGDRD
< F11L,

8161 TAATACAGCATCTAACTTCATGTCAGEAACTATGACCEGTTTAATGTTATATGTAACAT TGAGTAAATCCTTARGT TCATARTCATCACTGTCATCAGT TATGTACGATCCAMEAATGT
@& VADLCKIDPVIVPEKINYTVNLLDKLEYDDS SODOTI!IYSGEFLT
< FlIL, )

>0rat
"~

8281 TTCﬂCCmTAﬂTGGMACGMGATGCTATC&TCAGMYG"TC:CTGMtnGTAYTTTCTATAT&GCYMTCTYCTTNMCEMTT?CCAMTGGTAAC]’MGTTCMTTTTTT
<EVPN|’SVFISDI|LlllGONl'NElYSNKKLIﬂELDTVIlHK_K
< F11L

»Xbal

8401 Am&mmtﬂttﬂﬂtt&mﬂmm"ﬂCTAGMCETCTCTTCA&CATCTTTMTCYCMYGW!GCMMCtCCATAG‘IG&MCMtNmeIMTATTGTT

® T PRRALISSSKRSGRKLNHAKSRLPICFGH
< FI1L
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FIG.20-7

8521 TTTCACTTTTTATAATTTTACCATCTGACTCATGGATTCATTAATATCT TTATAAGAGCTACTAACGTAT AT TCT TTATAACTGARCTGAGATATA TACACCGGATCTATGGTT TCCAT
W KVMHMOSMHSEMNIDKYSSSVYLEKYSFQSI1IYVPDITEHN
B F12L

8641 MTTGAGTAMTW?GCTCGGCMTAACTMTGGC&MTGTATAWC&&CG&MTTATACTAG&GTTGTTWG"MT”T"CT&TG&GCTGTTCCLATAMYTAT\‘TGTTGTGAC
<lSTIFAICYSIAFTYFLS]lSSIIFHIHElI.BELLIN!l’V
< F1aL

8761 TGCGI’TWGTCMMMCMCTTG&UCTATCC&G‘I‘MACCGTTTTTMGTTCTGWTMTATTATCCCATTGTMAGCCCCTMTTCG&CTMCWI'ATCI:TGCTCTGATAGCAGT
QNLDYIHKISDLLGHKLEPINHDHGLAGLEVISYGA!!AT
< F12L

8481 1’TC-‘-MATCGRCGGACGTCMTACYG‘IMTAMGGTGGTAGTATTGTC&TCi\‘lCGTGATMAC‘IACTGGMTATGGTCETTAGTAGGTACGGTMCTTTAGWCGCE&TATATMCTT
QIDVSII.VTXFI’TTHDDOHYVVPIHDI!PVTVKCLAIYLK
< Flel

>psti
~

%001 TCCmTGTACCAT'l"l'TTMCGI’AG?TGGG&CGTCUGC&GGGTATTGUTTWWTGATATCMWUEGATﬂﬂfﬁm"k‘lﬂﬁ"mﬂmuﬁ”TTACTAYMTATA
<GKTGI!VYlPlePYQKSSlIOLVSKIRY‘nSEﬁﬂ“VIIY
< F12L

sXbat

9121 ATCTRGAC.‘\G\T&GMG&TTCGATMATAGAWGGTMATCGTTGGTAGGATA.\YACATCCtCA?TCCAGTATTU CGGATACTCTATTAATGACACTAGT TAAGARCATGTCTTCTAT
HNTLVEKNXNMNSS D

FORFER >
QLCISSE!FLSP]DITPYYMGHGTIESVIIIVS‘ILFHDEI
F12L :

<

>Xbail
9241 rcrmcwwcmwwcrunwcrmmcccrccrn.\rrmrcrcwmccrcmwwmwmrmrmnnnn.\cmcwmc.\
LEHEHXLHGI.lK‘I‘SNAPDCVSNASYKDFKDAIDSLTNDLE>
F ORF E R . >

<R$FSFHRCPSHLVELAGSQ'EFAEYLSKLSANSEKVLSKS
< F12L

9351 ATTGCGTTTAGCATCT! G&TTTTTTTATTMATCGMTGGTCGGCTCTCTGGTT'I'GCTACCCtAATGATMCAAMGTCTTGTMAGATAMCCWTTTATACGCATCCMCC&
LRLASDE FFIKXKSNGRLSGLLPO®

FORFER >
«IKADSKKllDFPRSEPKSGUHYCYDGI.SI.GBSFKYADHU

< F12L

9481 M'I'MCCCTAGCACEM‘CWTGMATTMTGTA“ATTMRG&TTTTCCM’CUCMTTATTEWRTACT GTTAGCAACGGTATATCGAATAGATTACTCATGTAACCTACTAG
<lViAGDSSlLTNIY!KUGCNNPUYVTLtPlDFLISHYGVL
< ) FiaL,

>0ral >Hpat

9601 ARTGATAGTTCGT GTAC‘I’RGTCATMTATCTTTMTCCMTCTMGAMTTTMMTTAG&TTﬂ'TTAC&CTGTTAMBTTMMGBTMT&CCCBGGT&CGTGGRI'RTC&TATRTGG
<lITRTSTHIDKIUDLFHLlLNKVSIFNVFTHGPYTSlHYP
< . FlaL

>Xbat

9721 TATTGGTCCATTATCAGTMTAGCTCCMWCTGMACBGCGATGGTTTTTATATGTG"TGMCTMCGMWMMTl'CGUCCCACMIICMCTCTAGATATGTATTTMTRTC
‘lPGIDTlAGTVS‘V&lI'KlHTODLSSS!RVUtEDRSlYKlD
< FlaL

G‘I'A‘I'ATGTTTCTMATTTTTM‘ICCAMTATMI’G&TG&CCTATA‘IGCCCTATTATUYACTGTWCTATAGTAUCCTAMGAACTTACG
lUlYHHGlHGIlNSD!ITCRSFKR

F12L

9841 RRACGGTAACACATCAATTTCGGGACGC
<k PLVODIEPRTYTELNWNEK K

<
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9961 ATACATCIGTITCCTATAATCOT TARATTTTACARATCTATAACATGCTARACCT TTTGACGACAACCATICATTAATTTCTCATATCCAATCTGTATICICSATACSOTATISTTCTAA
< M QKR YD NFKXKVYFRYCALGXSSLWEWMNIESISDTNETIGTYQEL
< F12L

>Clal »Xbal
- Y

10081 AGCCAGTGCTATATCTICCCTGTTCGTGGGAACGCTTTCGTATAATATCOATCAACGGATAATCTGAAGT TTTTGGAGRATAATATGACTCATGATCTATTTCGTCCATAALCAATCTAGA
A LAIDGQEHNSRKRIID!ILPYDSTXPSYYSEUHNDIEDNFLRS
< (2148

10201 CATAGGAATTGGAGGCGATGATCTTAATTTTGTGCARTGAGTCGTCAATCCTATAACT TCTAATCTTGTAATATTCATCATCGACATAATACTATCTATGTTATCATCGTATATTAGTAT
HAPIPPSSRLETCHTTITLGIVELRTINMNMMNSNHNILISDINDDTYIT LI
< F12L

10321 ACCATGACCTTCTTCATTTCGTGCCAAAATGATATACAGTCT TAAATAGT TACGCARTATCTCAATAGT TTCATAATTGT TAGCTGTTTTCATCAAGATTTGTACCCTGTTTAACATGAT
<« R GEENRALIJITYLRLYNRULUIEITEYNNRARTKNKLIQVRIELH
< Fi2L

>0ral >Dral
A -

10441 GGCGTICTATACGTTTCTATTTICTATTITTTAMTTTTTARAT T TTTAACGATTTACTGTGGCTAGATACCCAATCTCICTCARATATTTTTTTAGCCTCACTTACRRGETGTTTATCT
<t Kt S XS K SSVYVUDRETFIKKAESVLI QKD

< FI3L

»Sall

10561 ATACTATTAAAACTGACGAATCCGTGATTTTGGTARTGGGTTCCGTCGRAAT T TGCCGRAGTGATATGAACATATTCGTCGTCGACTATCAACAAT TTTGTATTATTCTGAATAGTGAAA
<t S NFSVYFGHNO QYT GDODPFNASTIHVYEDDODVILLKTNROGITEF
< F13t,

>Xbal
- "
10481 ACCTTCACAGATAGATCATTTTGAACACACAACGCGTCTAGACTTCTGGCGGT TGCCATAGAATATACGTCGT TETTATCCCARTTACCAACTAGAAGTCTGATCTTAACTCCTCTATTA
«W KVSLDNQVYVCLADLSRATAMNSYVDNKDWNGVLLRIKVGRHUN
< F13L .

»sall

10801 ATGGCTGCTICTATAATGGAGTTGTARATATCGEGCCAATAGTAGE TATTACCGTCOACACGTGTAGTGOGARCTATGGCCAATGT TCAATATCTATACTAGTCT TAGCTGACCTGAGT
<t AAELII $NY1DPWYYSNGDVRTTPVYIALHWKEIDISTKASRL
< F13L,

>Bgl2
A
sXbat| >Xbal
A )
10921 1TATCAATAACTACATCGGTATCTAG&TCTCTABAATATCCCAATAGGTGTTCCBGAGAATCAGTAA&GAACAC?CCACCTATAGGATTCTYAATATGATACGt&GYGCTRACTGGCAGA

<« DI VVDTDODLORSTYGLLMNEPSDODTFFVGGIPNKIHYATSVPL
< F13L.

sprat st
Y A
11041 CAACAAGCCGCAGAGCATARATTCARCCATGRATT T TTT6CGCTATTARRGGCT TTRAMGTATCARATCT TCTACGAAGATCTGTGGCCAGCGGGAGATAATCAGAATATACACCTAAC
«€ CAASCLNLUMSNEKASNTFEFAKTFTDFRRRLDTALPPYDSYVGL
< F13L

11181 GTTTTMTCGT&TGT&TAG&TCCTCCAGTW!&CGCGTTTCCTACATMCATCTTTC&TCM'CTGRC&CCCMAMWCWGTAGY&GTCCCACMI’ATT"""ATCTATATTA
<tKlTHlSGGTFSANGVYCIEDDSVHFCGLLLGVIH!KDIH
< F13L

11281 ACCGTTATAARATTTATATCCOCECAGTGACT TTGTAGCTCTCCCAGATTTCTTTTCCCTCGT TCATCTAGCARRACTATTATTTTAATCECT T TTCAGATGCCTCTTTTAGTTTATCA
« 1T I FHN I OPCMHNSOQ@ULUEGLNRKGREDLLVYIIKIGKES SHA EKLXPD
< FI3L
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11401 AARRTAAGCGCTCCCCTAGTCGTACTCAGAGEAT TACAACAAAAAGATGCTATGTATATATAT TTCTTAGCTAGAGTGATAAT TTCGTTAAAACAT TCARATGTTGTTAAATGATCGGAT
< 1 LAGRTTITSLPHNCCTFSAGIYTYXEKALTIIENTFCETFTTITLSHDS
< FI3L

>Kpnt >HEal >Xbal

11521 CTAAARTCCATATTTTCTGGTAGTGTTTCTACCAGCETACATTTTGCTCCCGCAGGTACCGATGCARATGGCCACATTTAGT TAACATAAARACTTATACATCCTGT TCTATCAACCATT
R FDMNEPLTEVLRCKAGAPVSAFPUMN
< F13L,

< DQETI L SE
< FlaL

»Sall

11641 CTAGARTATCATCGGCTATATCGCTARAATTTTCATCAAAGTCGACATCACAACCTAACTCAGTCAATATAT TAAGAAGT TCCATGATGTCATCT TCGTCTATTTCTATATCCSGTATCCA
<. 1 00D A LI DSFNEDTEDVDCGLETLISNLLEMNIDDODETDIETIDTDHA
< F14L

»ral

11761 TIGTAGATTGTTGACCGATTATCGAGT TTAAATCATTACTAATACTCAATCCTTCAGAATACARTCTGTATTTCATTGTAAATTTATAGGCGGTGTATTTAAGTTGGTAGATTTTCARTT
<f $QQa 6 I I SNKNLDNSISLGESYLRYKH
< F14L

11881 ATGTATCRATATAGCAACAGTAGITCTIGCTCCTCCTTGATTCTAGCATCCTCTTCATTATTT TCT TCTACGTACATAAACATGTCCAATACGT TAGACAACACACCGACRATGECGGEE

»ral ' >Clat
12001 b:CCACAGRCACWTATGACTAMCCGATGACtMTTMAMCCCC‘I’CTCTAGCTTTC&CTTAMCI’GTMC!‘J\TCATTCT TTTAGCACATGTATAATATAAAAARACATTATTCTATIT
MY NRIKKHYS D
F ORF F R >

<€ | E
<

12121 COAATTTAGGCTTCCAAKAATTTTTCATCCGTAAACCGATAATAATATATATAGACT TGTTARTAGTCGRAATARATAGAT TARTGCT TARRCTATCATCATCTCCACGATTAGAGATAC
S NLGFQKFFIRKPII!IIY1ODLLIVGINRLNLKLSSSPRLETID
F ORF F R
<F X PKWFHNKNRLGII11Y1SsSKNITPIFLNISLSDDDGRNSTC
< F15L,

>

12241 MTATTTACM’TCTTTTTGCTGT?TCMCTTTATCMTACACBTTMTACAMCCERGGMGNGMMTGAMCTG&GGCTGT TGARRATRAAACGGTGAATACARTARTTCAGATA
QY LHSFCCFETLSINHNVNTNPGRIRTY ’ -
F ORF F R >
<YKCEKO0KSVKDlCTLVFGPLLYOFQPQQFIIFPSYLLESL
< F1SL

>Clat

12361 MGTMMTCATGATTCCGTATTCTBATGMATTAWCTGCTMTGGMGTCBATBGTATGTATCT&GG&GTATCTATTTTAACAMM!CMTTTG!:TM‘I’AMW"HCMYTT
ﬂ'FDHNRllIlHSSSlSTSPlYlPTDlKVFClHALICIDIO
< F15L

12481 ﬂ‘lTMTTBTTMTTTATTC}‘J&TTCTTMGGTTTC&?ATTTATCMTTCTTCTACATTMAMTTTCUJTTTTMTTTMGTAGCCCCGCMIACTCCT CATTACGTTTCATTTIT
(IITlKHHHKFPKHIlLEEVNFlENKLKHlGAISlM
< FISL
<« X

<

>Hpat

12501 mrcrA'mtArcmrnmtmcrccamcanmtrATcmnnnmccncAuumAmnmuxmruarnnncacmrcmcr.wcmtmmwm
<0!IDNIHHEIcLNDLOSACK!IKYNKLKIVF~R-!FS‘I’lTI.N
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