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CONSTRUCTION D'ADNC D'ALPHAVIRUS DE SALMONIDES

La présente invention est relative a 1’obtention
d'ADNc infectieux d’alphavirus de salmonidés, et aux
utilisations de ces ADNc.

Les alphavirus sont des virus enveloppés a ARN
positif de la famille des Togaviridae.

On connait actuellement deux représentants des
alphavirus de salmonidés : le virus de la maladie du sommeil
(VMS), pathogéne de la truite, et le virus de la maladie du
pancréas (VMP) pathogéne du saumon. Ces deux virus, qui sont
trés proches génétiquement, ont été rattachés a la famille
des  alphavirus, sur la Dbase de la similitude de
1’ organisation de leur génomek avec celui des alphavirus
connus ; cependant, leur séquence nucléotidique, ainsi que
la séquence polypeptidique qui en est déduite ne présentent
gu’un degré d'homologie faible avec les autres alphavirus
(VILLOING et al., J. Virol. 74, 173-183, 2000 ; WESTON et
al., Virology, 256, 188-195, 1999 ; WESTON et al., J. Virol
76, 6155-63, 2002) ; ils sont donc considérés comme
représentant un sous groupe d’alphavirus, distinct des
alphavirus de mammiferes.

Le génome des alphavirus code pour 2
polyprotéines : la portion 5’ de la séquence codante, qui
représente environ les deux tiers de celle-ci, code pour une
polyprotéine qui aprés clivage protéolytique, donne les
protéines non-structurales (nsP) nsPl, nsP2, nsP3 et nsP4,
impliquées dans la réplication du virus ; le tiers terminal
du génome code pour une polyprotéine dont le clivage
protéolytique produit les protéines structurales (Struct)
la protéine de capside (C), et 2 glycoprotéines d’enveloppe
(E3~E2 et 6K~El). Les régions codantes pour les nsP et les
Struct sont séparés par une région non codante appelé région
de jonction (J). Deux régions non codantes sont également
présentes en aux extrémités 5' et 3' du génome. Ce génome
posséde en outre une coiffe a l'extrémité 5' et une gueue
polyA a l'extrémité 3' (STRAUSS et STRAUSS, Microbiol. Rev.,
58, 491-562, 1994).

Chez les alphavirus de salmonidés, cette

organisation génomique est conservée: les différences
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2
principales avec le génome des autres alphavirus, sont,
outre la faible homologie des séguences codantes, la taille
des régions 5’ et 3’ non-codantes, qui sont plus courtes
chez les alphavirus de salmonidés.

Les pathologies causées par le VMS et le VMP
constituent actuellement wun probléme croissant pour la
salmoniculture. Ces virus deviennent maintenant endémiques
en Europe et ont fait leur apparition sur le continent Nord
américain.

Le mode de protection des salmonidés contre ces
agents viraux réside dans 1'utilisation de vaccins. La
vaccination peut é&tre effectuée de différentes maniéres,
selon l'espéce et 1'adge du poisson & vacciner. Elle peut
s'effectuer par exemple par balnéation. Cette voie de
vaccination, qui est trés efficace et peu colteuse, est la
méthode de choix pour la vaccination par virus vivants
atténués. La vaccination peut également &tre effectuée par
injection de virus vivants atténués, ou de virus inactivés.
Bien que plus coliteuse que la vaccination par balnéation,
cette méthode est utilisable pour la vaccination de poissons
de 10 grammes ou plus, et convient ainsi notamment pour la
vaccination d'espéces comme le saumon ou la truite de mer.
Avantageusement, on peut également combiner une primo-
vaccination par balnéation en présence de virus atténués
vivants, et une vaccination de rappel par injection de virus
vivants atténués, ou de virus inactivés.

La manipulation du génome des virus & ARN,
notamment pour générer des souches atténuées nécessite de
disposer d'un systéme d'ADNc infectieux, c’est-a-dire d’une
copie compléte ADN du génome ARN de ces virus (environ 12000
bases), capable d’étre transcrite dans une cellule-hdte pour
générer un ARN viral pouvant se répliquer dans cette
cellule.

Classiquement, pour produire un ADNc infectieux
pour les alphavirus, on clone dans un plasmide 1'ADNc du
génome viral complet, fusionné a 1'extrémité 5' & une
séquence promotrice SP6 ou T7. Cette construction
plasmidique est clivée & 1'extrémité 3' par une enzyme de

restriction, puis utilisée dans un systéme de transcription
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3
in vitro pour la synthése d'un ARN génomique par 1'ARN
polymérase SP6 ou T7. Cet ARN est transfecté dans des
cellules sensibles au virus considéré. Aprés quelques jours,
du virus néoformé est relargué dans le surnageant de
culture. On a ainsi pu obtenir des ADNc infectieux pour un
grand nombre d’alphavirus, par exemple pour le SV (Sindbis
virus ; RICE et al., J. Virol, 61, 3809~3819, 1987), le SFV
(Semliki Forest Virus ; LILJESTROM et al., J. Virol, 65,
4107-4113, 1991), le virus VEE (Venezuelan equine
encephalitis ; DAVIS et al., Virology, 171, 189-204, 1989,
le virus EEE (eastern equine encephalitis ; SCHOEPP et al.,
Virology, 302, 299-309, 2002).

Cependant, dans le cas des alphavirus de
salmonidés, les tentatives effectuées pour générer un ADNc
infectieux en utilisant cette approche ont échoué.

Les inventeurs ont découvert que ce probléme
pouvait étre résolu en introduisant une séquence
supplémentaire aléatoire, Fjouant le rdle d’espaceur, entre
le promoteur SP6 ou T7 et le début du génome viral.
L'addition de cette séqguence permet de générer in vitro un
ARN génomique qui par transfection dans des cellules de
poissons permet la synthése des protéines non structurales.

Pour générer un ARN infectieux, les Inventeurs
ont remplacé la séquence aléatoire jouant le réle d’ espaceur
par une séquence de ribozyme en téte de marteau. Ils ont
observé que 1’ARN néo-synthétisé a partir de cette
construction était clivé de maniére précise au premier
nucléotide de 1'ARN génomique de 1’alphavirus. L’ARN ainsi
obtenu a la capacité de synthétiser Iles protéines nsP,
d'étre répliqué, de permettre la synthése d'un ARN
subgénomique codant les protéines structurales, et enfin
d'étre encapsidé pour générer des néoparticules virales
infectieuses.

Les 1Inventeurs ont en outre utilisé cette
construction pour insérer une séquence hétérologue, sous
contréle du promoteur subgénomique du VMS. Ils ont observé
que cette séquence était exprimée dans les cellules

infectées par la construction, et gue le génome viral
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4
comprenant cette séguence pouvait étre encapsidé normalement
dans les particules virales.

La présente invention a pour objet un ADN
recombinant dérivé du génome d’un alphavirus de salmonidé,
et comprenant

- un promoteur de transcription, et en aval dudit
promoteur et sous contrdle transcriptionnel de celui-
ci ;

- une séquence d’espacement d’au moins 5 nucléotides, de
préférence de 10 a 100 nucléotides ;

- 1’ADNc de 1’ARN génomique d’un alphavirus de salmonide.

Le promoteur de transcription peut étre
n’ importe quel promoteur reconnu par une ARN polymérase
exprimée dans la cellule-héte. Il peut s’agir par exemple
d’un promoteur de bactériophage, comme le promoteur T7, le
promoteur T3, ou le promoteur SP6 ; dans ce cas, 1’ ADN
recombinant conforme & l'invention doit étre utilisé en
association avec une construction exprimant une ARN
polymérase reconnaissant ce promoteur.

On peut utiliser également un promoteur reconnu
par une ARN polymérase endogene de la cellule~hdéte, en
particulier par 1’ARN polymérase II. Il peut s’agir d’'un
promoteur viral, par exemple 1’un de ceux habituellement
utilisés pour 1’expression de génes hétérologues dans des
cellules de mammiferes, tels que le promoteur CMV
(cytomégalovirus), le promoteur RSV (Rous Sarcoma Virus), le
promoteur précoce de SV40, le promoteur MoMLV (Moloney
Murine Leukemia Virus), etc. ; 11 peut s’agir aussi d’un
promoteur eucaryote, par exemple d’un promoteur de poisson,
tel que celui décrit par ALONSO et al. (Vaccine, 21, 1591-
1600,2003)

La fonction de 1la séguence d'espacement est
d’éloigner le promoteur du début du génome de 1'alphavirus ;
sa séguence n’est donc pas critique pour la mise en cuvre de
la présente invention. En ce qui concerne sa longueur, les
Inventeurs ont observé qu’une séquence de 6 nucléotides
pouvait conférer un espacement suffisant. Généralement on

préférera utiliser une séquence plus longue, d’environ 10 a
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5
100 nucléotides, et préférentiellement de 50 a 100
nucléotides.

Trés avantageusement, on utilisera une séquence
d’ espacement permettant 1’insertion, a 1l’extrémité 5’ de
1’ARN génomique, d’un ribozyme en téte de marteau.

Les ribozymes en téte de marteau sont de petits
ribozymes (généralement d’environ 40 a 80 nucléotides) qui
ont en commun une structure secondaire formée de 3 hélices
dont la taille et la séquence peuvent varier, reliées par un
noyau central conservé qui est essentiel pour 1’activité
catalytique (RUFENER et al., Biochemistry, 29, 10695-10702,
1990) .

Une séquence permettant 1’ insertion, d’ un
ribozyme en téte de marteau a 17extrémité 5’ de 1'ARN
génomique d’un alphavirus de salmonidé peut étre définie par
la formule générale (I) ci-apres

5’  X,CTGANGARX,B:2X’ ,YGAAAX3B3X’3TH 3’ (I)

dans laquelle, A, T, G, et C ont leur
signification wusuelle ; H représente C, T, ou A ; XY
représente A ou G ; R représente C ou T ; N représente A, T,
G, ou C ; X, représente un oligonucléotide d’au moins 3
nucléotides, de préférence de 6 a 10 nucléotides, de
séquence complémentaire de celle de 1"extrémité 5’ du génome
dudit alphavirus ; X, représente un oligonucléotide d’au
moins 3 nucléotides, de préférence de 3 a 5 nucléotides, de
séquence quelconque ; By représente un oligonucléotide de 4
ou 5 nucléotides, de séquence quelconque ; X’'» représente un
oligonucléotide complémentaire de Xz, X3 représente un
oligonucléotide d’au moins 2 nucléotides, de préférence de ©
4 10 nucléotides, de séquence gquelconque ; Bz représente un
oligonucléotide de 4 ou 5 nucléotides, de séquence
quelconque ; X3 représente un oligonucléotide
complémentaire de X3.

Afin d’assurer la terminaison correcte de 1’ARN
d’alphavirus dans le cas ou 1’on utilise un promoteur de
bactériophage, 1’ADN recombinant conforme a l'invention
comprendra en outre, de maniere classique, le terminateur de
transcription gui correspond au promoteur utilisé. Dans le

cas ou 1’on utilise un promoteur reconnu par une ARN
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polymérase endogéne de la cellule hdte, on utilise une queue
polyA, fusionnée & 1’extrémité 3’ du génome viral.

Les ADN recombinants conformes & 1l'invention
peuvent &tre facilement construits a partir de 1’ADNc obtenu
par rétrotranscription de 1’ARN génomique de 1’alphavirus de
salmonidé choisi. On peut, si on le souhaite, effectuer
différentes modifications dans cet ADNc, selon 1'utilisation
envisagée pour 1’ADN recombinant conforme a l'invention. Il
peut s’agir par exemple de 1’ introduction d’un ou plusieurs
sites de restriction, de la délétion de portions du génome
viral, notamment de portions non nécessaires a sa
réplication (par exemple tout ou partie de la région codant
pour les protéines structurales), de la duplication de
séquences virales, de 1l’insertion de séquences hétérologues,
etc. Il peut s'agir également de mutations dont on souhaite
tester les effets sur les propriétés de ces alphavirus, par
exemple sur leur pouvoir infectieux, leur pathogénicité, ou
leur antigénicité.

Les expressions « ADNc de 1’ARN génomique d’un
alphavirus de salmonidé » ou « ADNc d’un alphavirus de
salmonidé », utilisées ici, doivent é&tre interprétées comme
englobant aussi bien 1’ADNc obtenu par rétrotranscription de
1’ARN génomigque dudit 1’alphavirus, que 1’ADNc modifié comme
indiqué ci-dessus.

La présente invention permet ainsi d'effectuer
la manipulation du génome d'alphavirus de salmonidés, en vue
de différentes applications, et de produire en grande
quantité, et de maniére reproductible, les alphavirus de
salmonidés ainsi obtenus.

La présente invention permet notamment de
construire & partir d’alphavirus de salmonidés, des vecteurs
d’ expression de structure similaire a ceux déja construits a
partir d’autres alphavirus (pour revue, cf. par exemple
FROLOV et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA, 93, 11371-11377,
1996) . Ces vecteurs d’expression peuvent étre de deux types
principaux

- des vecteurs capables de se répliquer, d’exprimer la
séquence hétérologue qui y est insérée, et de

s’ encapsider pour produire de nouvelles particules
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virales. Ces vecteurs sont généralement obtenus a
partir du génome complet d’un alphavirus en insérant
dans celui-ci la séguence hétérologue d’intérét placée
sous contrdle d’une copie du promoteur subgénomique ;

- des vecteurs capables de se répliquer et d’exprimer la
séquence hétérologue qui y est insérée, mais incapables
de produire de nouvelles particules virales. Ces
vecteurs sont généralement obtenus en remplagant la
région du génome de 1’alphavirus codant pour les
protéines de structure par la séquence hétérologue
d’intérét. L’encapsidation du virus ne peut s’effectuer
que si les protéines de structure sont fournies en
trans dans les cellules hdtes, par exemple du fait de
l'introduction dans celles-ci de vecteurs auxiliaires
exprimant ces protéines, ou du fait de 1l'utilisation,
en tant que cellules hoétes, - de lignées cellulaires
transformées de facon stable par des cassettes
d'expression exprimant ces protéines.

Des ADNs recombinants conformes a 1l'invention
peuvent ainsi étre utilisés pour 1l’expression d'une séguence
hétérologue d'intérét sous contrdle d'un promoteur
subgénomique d'un alphavirus de salmonidé. Dans ce cas,
1l’insert d’ADNc d’alphavirus de salmonidé contient une ou
plusieurs cassette (s) d'expression(s) dont chacune
contient : un exemplaire dudit promoteur subgénomique, et,
en aval dudit promoteur subgénomigque et sous contrdle
transcriptionnel de celui-ci, une séquence hétérologue que
l'on souhaite exprimer, ou un site de clonage permettant
l'insertion de cette séquence.

Le promoteur subgénomique des alphavirus est
reconnu par le complexe nsP, et contrdle la transcription
des génes codant pour les protéines de structure Chez les
alphavirus de salmonidés, ce promoteur est situé dans 1la
région du génome comprenant la fin de la séquence codant
pour nspd, et la région de jonction (dans le cas du VMS, ce
promoteur est situé dans la région <correspondant —aux
nucléotides 7686~7846 du génome, comprenant les 124 derniers
nucléotides de la séqguence codant pour nspé4, et la région de

jonction) .



10

15

20

25

30

35

WO 2006/136704 PCT/FR2006/001405
8

La séquence hétérologue peut étre une séguence
codant pour une protéine d’intérét, ou bien une séquence
transcrite en un ARN d'intérét, par exemple un ARN antisens
ou un ARN interférent.

La présente invention a également pour objet une
méthode pour obtenir un ARN d'un alphavirus de salmonidé,
caractérisée en ce qu’elle comprend 1’introduction d’une
construction conforme & l'invention dans une cellule-héte
appropriée, et la culture de ladite cellule-hobdte.

Les cellules-hdétes utilisables dans le cadre de

la présente invention sont de préférence des cellules de

poisson ; & titre d’exemples non limitatifs on citera les
cellules BF-2 (ATCC CCL-91), CHSE214 (ATCC CCL55) ou RTG-2
(ATCC CRL-1681). Si nécessaire, ces cellules sont

transformées, de facon transitoire ou de fagon stable, par
une construction exprimant une ARN polymérase reconnaissant
le promoteur wutilisé pour la construction de 1’ADN
recombinant conforme a l'invention.

La présente invention a aussi pour objet une
méthode pour obtenir un réplicon d'ARN d'alphavirus de
salmonidé, caractérisé en ce qu'elle comprend l’introduction
dans une cellule-hdéte appropriée, d’un ADN recombinant
conforme a 1'invention dans laquelle la séguence
d’ espacement est une séquence de ribozyme en téte de marteau
définie par la formule générale (I), et la culture de ladite
cellule-hoéte.

On définit dici par : "réplicon d'ARN" une
molécule d'ARN capable de se répliquer de maniére autonome
dans une cellule-héte.

Pour la production d’alphavirus recombinants, il
est nécessaire que 1’ensemble des protéines structurales
nécessaires a 1’encapsidation soit également exprimé dans la
cellule-hdte. Cette expression peut s’effectuer en cis
(1’ ensemble de 1’ information génétique nécessaire a
1’ expression de ces protéines est portée par le réplicon
d’ARN d’alphavirus), ou bien en trans (le réplicon d’ARN
d’alphavirus ne porte pas 1’ensemble de 1’ information

génétique nécessaire a 1’ expression de ces protéines, et
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1’information génétigue manguante est fournie par la
cellule-hoéte) .

si 1’ADN recombinant conforme & 1l'invention
contient 1’ensemble de 1’information génétique nécessaire a
l'encapsidation, le réplicon d’'ARN produit peut s’encapsider
dans la cellule-hdte pour produire des alphavirus de
salmonidés recombinants, capables de pénétrer dans d’autres
cellules, de répliquer leur génome et de s’encapsider dans
celles-ci de maniére autonome. De tels virus sont définis
ici comme « virus infectieux ».

Si 1’ADN recombinant conforme & 1l'invention ne
contient pas 1’ ensemble de 1’ information génétique
nécessaire a 1'encapsidation (notamment si elle est
dépourvue de tout ou partie de la région codant pour les
protéines structurales), le réplicon d’ARN produit ne peut
pas s’encapsider dans la cellule-hoéte, a moins que celle-ci
ne fournisse en trans 1’information génétique permettant de
complémenter la fonction d'encapsidation déficiente (par
exemple si elle est transformée, de facon transitoire ou de
facon stable, par une construction exprimant les protéines
de structure manqguantes) . Dans ce dernier cas, des
alphavirus de salmonidés recombinants peuvent étre produits
dans cette cellule-hdte. Ils sont capables de pénétrer dans
d’ autres cellules et de répliquer leur génome dans celles-—
ci, mais ne pourront pas s’y encapsider que si, comme la
cellule-héte initiale, elles peuvent complémenter en trans
la fonction d’encapsidation déficiente. De tels virus sont
définis ici comme « virus abortif ».

La présente invention a également pour objet les
transcrits, ainsi que les réplicons d'ARN d'alphavirus de
salmonidés et les alphavirus de salmonidés recombinants,
infectieux ou abortif, susceptibles d’étre obtenus, comme
décrit ci-dessus, a partir des ADNs recombinants conformes a
1'invention.

La présente invention englobe plus
particuliérement les réplicons d'ARN, et les alphavirus de
salmonidés recombinants susceptibles d’étre obtenus a partir

d’ADNs recombinants conformes a 1'invention dans lesquels
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une ou plusieurs modifications ont été introduites, comme
indiqué ci-dessus, dans 1’ADNc de 17 alphavirus.

Les ADNs recombinants, les réplicons d’ARN, et
les alphavirus de salmonidés recombinants d'expression
conformes a l'invention  peuvent étre utilisés pour
l"obtention de vaccins, par exemple pour 1'obtention de
souches vaccinales d'alphavirus de salmonidés atténuées ou
inactivées.

La présente invention a également pour objet les
vaccins comprenant un ADN recombinant, un réplicon d'ARN, ou
un alphavirus de salmonidé recombinant conforme a
l'invention, ou susceptibles d'étre obtenus a partir de
ceux-ci. Ces vaccins sont wutilisables notamment pour
protéger des salmonidés contre des infections a alphavirus.

La présente invention sera mieux comprise a
l"aide du complément de description qui va suivre, gqui se
réfere a des exemples non-limitatifs illustrant 1'obtention
d'un ADN recombinant, de réplicons d’ARN, et de virus

recombinants conformes a l'invention, & partir du VMS.

EXEMPLES

Virus et cellules

Les virus utilisés dans les exemples qui suivent
sont dérivés de la souche S49P de VMS, précédemment décrite
(CASTRIC et al., Bulletin of the FEuropean Association of
Fish Pathologists, 17, 27-30, 1997).

Ces wvirus sont propagés sur des cultures en
monocouche de cellules BF-2, cultivées a 10°C en milieu
essentiel minimum de Eagle (EMEM, Sigma FRANCE) tamponné a
PH 7.4 avec du Tris-HCl et supplémenté avec 10% de sérum de
veau feetal. Afin d’obtenir un meilleur rendement Ilors des
transfections, les cellules BF-2 utilisées sont issues de
sous-clones sélectionnés sur la base de leur aptitude a étre
transfectés efficacement.

Cette sélection a été effectuée comme suit :

Des cellules BF-2 ont été mises en culture dans
une plaque a 96 puits, & raison d’une cellule par puits. Au
bout d’un mois 24 des clones ainsi obtenus ont été choisis
au hasard, et amplifiés dans 2 plagques & 12 puits. Chacun de
ces clones a été transfecté par un plasmide-test (pcDNA3-G),
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obtenu par insertion de la ségquence codant pour la
glycqprotéine G du virus VHSV (Viral Haemorrhagic
Septicaemia Virus), dans le vecteur pcDNA3 (InVitrogen), en
aval du promoteur CMV et du promoteur T7. L’efficacité de la
transfection a été déterminée en évaluant le niveau
d’expression de la glycoprotéine G sous contrdle du
promoteur CMV, par immunofluorescence, a 1l’aide utilisant un
anticorps dirigé contre cette protéine.

Les onze clones dans lesquels la fluorescence
était la plus forte ont été sélectionnés, et amplifiés.
Chacun de ces clones a été a nouveau testé, comme indiqué
ci-dessus, pour sa capacité a étre traﬁsfecté par pcDNA3-G,
mais, cette fois-ci, apres infection préalable avec vTF7-3
(FUERST et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 8122-8126,
1986), et en évaluant le niveau d’expression de 1la
glycoprotéine G sous contrdle du promoteur T7. Finalement, 5
clones ont été choisis pour leur capacité a étre infectés
avec vTEF7-3, combinée a leur aptitude a étre transfectés

efficacement.

Amorces d’'amplification

Les séquences des amorces utilisées dans les
exemples qui suivent sont indiquées dans le Tableau I ci-

apres.
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EXEMPLE 1 : CLONAGE DU GENOME COMPLET DU VMS

Une construction intégrale d’ADNc de VMS, pBS-
VMS, a é&té obtenue a partir de fragments d’ADNc (numérotés 1
a 3) couvrant le génome complet de VMS, obtenus a partir de
la séquence publiée précédemment (VILLOING et al., 2000 ;
WESTON et al., 2002, précités ; numéro d’acces GENBANK
NC 003433.1/GI:19352423). Chaque fragment a été amplifié par
transcription inverse suivie de PCR (RT-PCR) en employant
1"ARN génomigue de VMS comme matrice. L’ARN a été extrait a
1"aide du kit de purification QIRamp Viral ARN (Qiagen), a
partir des surnageants des cellules VMS infectées concentrés
au PEG. Les amorces (P1 a P6) utilisées pour la
transcription inverse et 1l'amplification PCR sont
représentées dans le Tableau 1.

Les fragments d’ADNc obtenus ont été ligaturés
les uns avec les autres et assemblés au site multiple de
clonage du plasmide pBlueScript en utilisant les sites de
restriction FEcoRI, Smal, Xbal et NotI. Le plasmide obtenu
est représenté sur la Figure 1.

Comme indiqué sur la Figure 1, un site de
restriction Xbal a été introduit artificiellement pour
faciliter des étapes ultérieures de clonage. Le séguencage
de la construction pBS-VMS a mis en évidence 42 variations
par rapport a la séquence publiée. Ces variations sont
listées dans le Tableau II ci-aprés, et indiquées par les
lettres (a a x) sur la construction de pBS-VMS représentée
sur la Figure 1.

Parmi elles, 8 mutations fortuites ont été
corrigées comme suit : différentes portions du génome ARN de
VMS correspondant aux régions du génome ADNc contenant les
mutations ont été ré-amplifiées par RT-PCR. Chaque produit
de PCR a été séquencé, et si sa séguence était correcte, a
été inséré a la place de son homologue dans la construction
pBS-VMS en utilisant les sites de restriction appropriés et
la technologie standard (SAMBROOK et al., Molecular cloning:
a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). A 1’exception du
site de restriction XbalI, la construction finale pBS-VMS

contient une copie ADNc exacte du génome ARN de VMS.
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TABLEAU |l
Position (nt) Nucléotide* Acide aminé*
5UTR 2 a T? A
35 b T? A L? Q
1123 ¢ G? A D? N
nsP1 1519 d G7 A G7 R
1531 d C? A L? 1
1958 C? A A?D
2345 G? A G? E
2477 A? G E? G
2669 T?2 C L? P
nsp2 3728 o G?C R? P
3934 f CG? GT R? V
3938 f G?T R? L
3941 i C?T S?F
5084 C?T P? L
nsP3 5095 A? G 12V
6107 g T2 C L? P
6392 T? A F?Y
nsP4 6471 h A? C E? D
6505 i A? G K? E
7467 | A? C E? D
jun 7836 CA? AG
8337 kK T2 A F? |
8383 | T? A V? D
8415 m T? A C? S
8469 n G?T G? W
8482 o A? C N? T
8486 o T? -
Capsid 8490 o G? -
gggg g :FZ g Frameshift
8510 p T2 A
8539 g G? -
8553-55 CcA? GecC P? A
8556 r T? A F?2 1
E2 9310 s c?T T? M
9937 t T? G L? W
6K 10422 u GCG? AGC A? S
10858 A? G E? G
11709 v A? G R? G
E1 11722 w A? -
11739 w T? - Frameshift
11751 x G? -

* la premiére position correspond a la séquence publiée; la
deuxiéme position correspond a la séquence d’ADNc déterminée

dans la présente étude.

Les mutations accidentelles qui ont

été corrigées sont indiquées en gras. Les lettres (a-x)

réferent a la Figure 1
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EXEMPLE 2 : CONSTRUCTION D’'UN ARN GENOMIQUE PERMETTANT LA
SYNTHESE DES PROTEINES NON STRUCTURALES DE VMS DANS DES
CELLULES DE POISSONS, ET D’'UN REPLICON DE VMS EXPRIMANT LA
GFP ET LA LUCIFERASE

L’insert d’ADNc du VMS a été transféré a partir de pBS-
VMS dans un vecteur pcDNA3 (Stratagene) entre les sites de
restriction EcoRI et NotI, en aval du promoteur précoce
immédiat (IE) du cytomégalovirus (CMV) et d’un promoteur de
1’ARN polyémrase T7. La construction résultante est nommée

pSDV.

La région de 1’ADNc codant pour les protéines de
structure a été enlevée par digestion avec Xbal dont un site
se trouve dans la région de Jjonction et 1’autre dans le
multisite de «clonage du pcDNA3 en aval de 1’ADNc. La
construction a été autoligaturée pour donner le plasmide p-
nsP, représenté sur la Figure 2A).

Le plasmide p-nsP a ensuite été linéarisé par
Xbal pour insérer, en aval de la région codant pour les
protéines non-structurales, une séguence codant pour la GFP
ou pour la luciférase (LUC) précédée par la fin de la région
de jonction et® suivie de 1’extrémité 3’ non traduite du VMS
fusionnée a une gueue poly (A). Le site Xbal artificiel de
la région de Jjonction a été enlevé en interchangeant un
fragment SanDI/BlpI. Le cadre de lecture de la GFP ou celuil
de la luciférase est encadré par deux sites uniques de
restriction : un site EcoRV et un site BIpI. Dans ces
constructions finales, nommées p-nsP-GFP et p-nsP-LUC,
l’ensemble des promoteurs CMV/T7 est séparé de 1l’extrémité
57 du génome du VMS par 61 nucléotides appartenant au
multisite de «clonage du pcDNA3. Ces constructions sont
représentées sur la Figure 2B.

Pour évaluer la fonctionnalité de ces
constructions pour l'expression des genes rapporteurs GFP et
LUC, chacune d’entre elles a été utilisée pour transfecter
des cellules BF-2, qui ont été incubées & 10°C, dans des
puits de plagues de culture (6x105 cellules/puits), et
1l7activité Jluciférase et 1’activité GFP ont été mesurées

quotidiennement.
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Pour la mesure de l’activité 1luciférase, les
cellules transfectées sont récoltées avant la mesure, lavées

au PBS, et lysées avec 75 pl de tampon de lyse 1 x (25mM

Tris-phosphate (pH 7.8), 2mM DTT, 2mM 1,2-
diaminocyclohexane-N,N,N' N'- acide tétraacétique, 10%
glycérol, 1% Triton X-100). Les lysats sont clarifiés par

centrifugation & basse vitesse, et les protéines quantifiées
par la méthode de Bradford, afin de normaliser les
échantillons.

50 pl de réactif luciférase (Promega) sont
ajoutés a aes aliguotes des lysats clarifiés.

Dans le cas de la GFP, 1'expression dans les
cellules transfectées est directement suivie par observation
au microscope en lumiere UV.

L’ expression des protéines non structurales est
détectée par immunofluorescence dés le lendemain de la
transfection. En revanche, quel que soit le temps apreées
transfection, on ne détecte ni activité luciférase, ni
fluorescence de la GFP.

Les résultats sont illustrés dans le tableau III

ci-dessous.

TABLEAU I
Construction Expression des protéines Expression de la Expression de Ja
_ plasmidigue non structurales GFP Juciférase
p-nsP-GFP +++ - o
p-nsP-LUC - o o -

Ces résultats indiquent que 1’ARN viral a été
transcrit, mais que 1’on n'observe pas d’expression des
génes rapporteurs GFP ou luciférase, qui sont placés sous le
contréle du promoteur subgénomique 265 du VMS.

Ceci permet de supposer  que le complexe
réplicatif wviral n’est pas fonctionnel, du fait due
1’extrémité 5’ ne soit pas strictement identique a celle du

génome du VMS.

Utilisation d’un ribozyme comme espaceur :

Une séquence de ribozyme en téte de marteau
(séguence HH) a été fusionnée au premier nucléotide de
1l'extrémité 5’ du génome ADNc du VMS, de 1la maniere
suivante : un fragment HindIII de p-nsP, contenant les 2
premiers Kb d’ADNc de VMS a été enlevé et sous—-cloné dans un

plasmide pUC19, pour donner la construction pUC-SDV HindIII.
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A partir de cette construction, un fragment BamHI/Nael
contenant 1l’extrémité 5' du génome de VMS a été enlevé, et
remplacé par un fragment d’ADN synthétique généré par
hybridation de deux oligonucléotides partiellement
complémentaires de 79 et 80 nucléotides comprenant la
séquence du ribozyme en teéte de marteau fusionnée a
l’extrémité 5' du génome de VMS, et remplissage a 1l’aide du
fragment de Klenow de 1’ADN polymérase de T4. La séquence de
ces oligonucléotides (5'RIBO and 3'RIBO) figure dans le
Tableau I.

La séquence du ribozyme en téte de marteau est
représentée sur la Figure 3A ; les sites BamHI et Nael et le
promoteur T7 sont soulignés. Le site de clivage du ribozyme
et le début du génome du VMS sont indiqués par des fléches

Apres digestion avec les enzymes de restriction
appropriées, le fragment d’ADN synthétique a été inséré dans
le plasmide pUC-SDV HindIII pour donner la construction pUC-~
HH-SDV HindIII. Le fragment HindIII modifié a été récupéré a
partir de cette construction et réinséré dans le plasmide p-
nsP, pour donner la contruction pHH-nsP.

La construction pHH-nsP résultante a ensuite été
linéarisée par Xbal et modifiée de la méme facon que dans le
cas de p-nsP : insertion, en aval de la région codant pour
les protéines non-structurales, d’une séquence codant pour
la GFP ou pour la luciférase (LUC) encadrée des sites BIpl
et EcoRV, précédée par la fin de la région de jonction et
suivie de l’extrémité 3’ non traduite du VMS fusionnée & une
queue poly (A), correction du site Xbal artificiel. Les
constructions finales sont nommées pHH-nsP-GFP et pHH-nsP-
LUC. Les étapes d’obtention de ces constructions sont
représentées sur la Figure 3B.

La fonctionnalité de ces constructions a été
évaluée de la méme facon que celle des constructions p-nsP-
GFP et p-nsP~LUC.

Les résultats sont illustrés par la Figure 4.

Une activité luciférase significative est
détectée dés 2 jours aprés transfection, et augmente jusqu’a
9 jours apres transfection (Figure 4A). L'expression de GFP

est mise en évidence 4 Jjours aprés transfection, et est
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optimale, comme pour la luciférase, au bout de 9 jours
(FPigure 4B).

Ces résultats indiquent que le complexe
réplicase du VMS (nsPl, nsP2, nsP3 et nsP4) exprimé a partir
des vecteurs pHH-nsP-LUC ou -GFP, est biologiquement actif,
et est capable de répliquer et de transcrire un ARN
subgénomique contenant les génes rapporteurs. Ces données
montrent également que le clivage & 1l’extrémité 5’ du génome
de VMS a été efficacement réalisé par le ribozyme en téte de

marteau

EXEMPLE 3: CONSTRUCTION D’UN ADNc RECOMBINANT INFECTIEUX DE
VMS

Un clone d’ADNc infectieux de VMS a été
construit de la maniére suilvante:

La région codant pour les protéines structurales
de VMS a été insérée entre les sites BIpI et EcoRV de pHH-
nsP-LUC, en remplacement de la séguence codant la
luciférase, pour donner la construction pHH-SDV.

Cette construction a en outre été modifiée par
insertion d’un terminateur T7 (T7t) : le vecteur pHH-SDV a
été linéarisé par digestion avec 1l’enzyme de restriction
NotI ; et ligaturé a bouts francs avec un fragment BlpI/Nhel
du vecteur pET-14b (Novagen) contenant un terminateur T7
(préalablement & la ligature, les extrémités des deux
fragments ont été remplies a 1l’aide du fragment de Klenow de
1’ADN polymérase T4). La construction résultante est
dénommée pHH-SDV-T7t. Les étapes d’obtention de cette
construction sont schématisées sur la Figure 5.

Cette construction a été utilisée pour
transfecter des cellules BF-2 infectées par le virus de 1la
vaccine recombinant vTF7-3, qui exprime 1’ARN polymérase T7
(FUERST et al., 1986, précité). Les cellules BF-2 (environ
1.2x10° cellules/puits) sont cultivées dans des plaques & 12
puits et infectées avec vVTF7-3 (multiplicité d’infection
=5). Aprés 1 heure d’adsorption a 37°C, les cellules sont
lavées 2 fois, et transfectées avec 1,6ug de pSDV, en
utilisant le réactift Lipofectamine 2000, selon les
instructions du fabricant (Invitrogen). Les cellules sont

incubées 7 heures a 37°C et lavées avec du milieu MEM avant
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d’ étre transférées a 10°C et incubées a cette température

pendant 7 ou 10 jours. Dans certaines expériences, des

transfections ont été effectuées en suivant le méme

protocole, mais sans infection préalable des cellules avec

vIF7-3.

7 djours et 10 Jjours apres transfection, les
cellules sont fixées avec un mélange alcool/acétone 1/1 a
20°C pendant 15 minutes, et incubées avec un assortiment
d’anticorps monoclonaux dirigés contre des protéines
structurales ou non-structurales du VMS, dilués a 1/1000 en
PBS-Tween. Aprés 45 minutes d’incubation a température
ambiante, les cellules sont lavées et incubées avec un
anticorps anti-immunoglobulines de souris (Biosys, France) .
Aprés lavage, les cellules sont examinées au microscope sous
éclairage UV.

Parallélement, les surnageants sont récupérés,
clarifiés par centrifugation & 10,000 x g dans une
microcentrifugeuse, et utilisés pour infecter des cellules
BF-2 fraiches, cultivées & 10°C en monocouche dans des
plaques & 24 puits. Les cellules ainsi infectées sont
analysées par immunofluorescence comme décrit ci-dessus.

Les résultats observeés 7 jours apres
transfection sont illustrés par la Figure 6A : guelques
petits foyers apparaissent ; leur taille est plus importante
10 jours aprés transfection, ce qui reflete probablement une
infection cellule a cellule par le VMS recombinant.

Le VMS recombinant possede un site de
restriction BIpI, qui est absent du virus sauvage. Pour
vérifier que le virus produit par les cellules infectées est
bien le VMS recombinant, I1/ARN est extrait des cellules
infectées avec le VMS recombinant, a 1l’issue du premier
passage, et utilisé comme matrice pour effectuer une RT-PCR
en utilisant les amorces NsP4-F et CapR, encadrant le site
BlpI. La position de ces amorces est indiquée sur la Figure
6C. Une RT-PCR est également effectuée, avec les mémes
amorces, a partir d’ARN extrait de cellules infectées avec
le virus sauvage.

Les produits d’amplification sont digérés par

BlpI, et leurs profils de restriction sont comparés. Les
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résultats sont illustrés par la Figure 6B. En 1’absence de
BlpI (-BlpI), on observe un fragment de 1326 nucléotides
avec le VMS recombinant, comme avec le virus sauvage. Aprés
digestion par BIpI (+BIpI), ce fragment demeure intact dans
le cas du virus sauvage, et donne un fragment de 990
nucléotides et un fragment de 336 nucléotides dans le cas du
VMS recombinant.

EXEMPLE 4: INFECTION IN VIVO PAR LE VMS RECOMBINANT.

Afin de vérifier le pouvoir infectieux du VMS
recombinant, 50 Jjeunes truites arc-en-ciel (Oncorhynchus
mykiss) saines sont infectés par immersion pendant 2 heures
dans un aquarium rempli d’eau & 10°C, contenant 5 x10°
UFP/ml de VMS sauvage ou de VMS recombinant, obtenu a partir
de cellules BF-2 infectées. L’aquarium est ensuite complété
a 30 litres avec de 1l’eau fraiche. Des poissons utilisés a
titre de contrdle sont traités dans les mémes conditions
avec du milieu de culture & la place de la suspension
virale.

3 semaines apreés infection, quelques poissons
ont été sacrifiés, et des homogénats d’organes de chaque
poisson ont été utilisés pour infecter des cellules BF-2.
L"analyse de ces cellules par immunofluorescence, comme
décrit a l’exemple 3 ci-dessus, montre la présence de virus
dans les cellules infectées avec les homogénats d’ organes
des poissons infectés avec le VMS sauvage ou avec le VMS
recombinant (résultats non montrés).

Tous les poissons sacrifiés étaient positifs
pour le VMS, le titre viral étant d’approximativement 10’
UFP/ml pour le VMS sauvage comme pour le VMS recombinant.
EXEMPLE 5 : CONSTRUCTION D’UN VMS RECOMBINANT INFECTIEUX
EXPRIMANT UN GENE HETEROLOGUE.

Pour produire un virus recombinant infectieux
exprimant la GFP, 1’ADNc infectieux pHH-SDV-T7t est modifié
de deux maniéres différentes, afin d’insérer une cassette
d’expression additionnelle exprimant la GFP.

l) Construction de 1’/ADNc infectieux pHH-SDV-GFPfirst

La construction pHH-nsP-GFP est utilisée comme

matrice pour générer deux produits d’amplification PCR
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séparés: le produit « GFP PCR » est obtenu en utilisant les
amorces O5'GFP et 3'GFP (Tableau 1) ; le produit « VMS
subgénomique PCR » est obtenu en wutilisant les amorces
5'nsP4(7706-7750) et 3'Jun (Tableau 1). Comme la
localisation exacte et la taille minimale du promoteur
subgénomique du VMS n’ont pas encore été déterminées, un
fragment d’environ 100 nucléotides, contenant la fin de 1la
séquence de nsP4 et la région de Jjonction a été utilisé. Le
promoteur subgénomique du VMS est ensuite ligaturé par PCR
en 3’ de la séguence codant pour la GFP, en mélangeant les
deux produits issus de la premiére amplification et en
utilisant les amorces 5'GFP et 3'Jun.

Le produit d’amplification résultant (GFP-
SDVPro) est digéré par BlpI et inséré dans la construction
pHH-SDV~T7t, préalablement digérée par BlpI pour obtenir
1’ADNc infectieux pHH-SDV-GFPfirst.

2) Construction de 1’/ADNc infectieux pHH-SDV-GFPsecond

Dans cette construction, la cassette
d’ expression de la GFP est insérée en aval des genes de
structure.

Deux produits d’amplification PCR sont générés:

- le promoteur subgénomique de VMS fusionné a la GEP
(produit PCR1), en utilisant comme amorces 5'ProGFP et
3'ProGFP (Tableau 1), et comme matrice la construction
pHH-nsP-GFEP ;

- la région 3'non-traduite de VMS fusionnée a une dueue
poly(A) et au terminateur T7 (produit PCR2), en
utilisant comme amorces 3'UTR et T7t (Tableau 1), et
comme matrice la construction pHHSDV-T7t.

Les produits PCR1 et PCR2 sont assemblés par
PCR en utilisant les amorces 5'ProGFP et T7t. Le produit
d’amplification PCR est digéré par EcoRV et Notl et inséreé
dans la construction pHH-SDV digérée par les mémes enzymes,
pour obtenir 1’ADNc infectieux pHH-SDV-GFPsecond.

Ces deux constructions sont schématisées sur la
Figure 7TA.

Ces constructions sont utilisées pour

transfecter des cellules BF-2 infectées par VvTF7, et
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1l'expression de GFP est suivie quotidiennement. Les
résultats sont illustrés par la Figure 7B.

L’ expression de la GFP est détectable a partir
de 7 jours aprés transfection pour les deux constructions
pHH-SDV-GFP. On observe toutefols une expression de la GFP
plus intense lorsque le géne GFP est localisé en aval de
ceux des protéines de structure dans le génome.

Pendant le clonage du géne GFP dans pSDV pour
obtenir la construction pHH-SDV-GFPfirst, un plasmide (pHH-
SDV-~-GFP3) suspecté de contenir 3 cassettes GFP a eteé
sélectionné.

Ce plasmide est schématisé sur la Figure BA.

Une RT-PCR utilisant les amorces nsP4-F and GFP-
R (Table 1) a permis de confirmer qu’effectivement 3
cassettes GFP étaient présentes dans le plasmide pHHSDV-
GFPj;.

Les résultats de cette RT-PCR sont représentés
sur la Figure 8B. Ensemble, <ces trois cassettes GFP
représentent un fragment d’ADN de 2.7 Kb.

Cette construction a été transfectée dans des
cellules BF-2 infectées par vTIF7-3, et 1’apparition de
foyers de cellules infectées au bout de 9 jours a confirmé
la fonctionnalité de cette construction.

Ces résultats montrent que le VMS peut contenir
un acide nucléigque hétérologue qui est plus de 20% plus long

que le génome du virus sauvage.
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REVENDICATIONS
1) ADN recombinant dérivé du génome d’un

alphavirus de salmonidé, comprenant :

- un promoteur de transcription, et en aval dudit
promoteur et sous contrdle transcriptionnel de celui-
ci ;

- une séquence d’espacement d’au moins 5 nucléotides ;

- 1"ADNc de 1’ARN génomique d’un alphavirus de salmonidé.

2) ADN recombinant selon la revendication 1,
caractérisé en ce que la séquence d’espacement est définie
par la formule générale (I) ci-aprés

57 X CTGANGARX2B2X’ o YGAAAX3B3X' 3TH 37 (I)

dans laquelle, A, T, G, et C ont leur
signification wusuelle ; H représente C, T, ou A ; Y
représente A ou G ; R représente C ou T ; N représente A, T,
G, ou C ; X; représente un oligonucléotide d’au moins 3
nucléotides, de préférence de 6 a 10 nucléotides, de
séquence complémentaire de celle de 1’extrémité 5’ du génome
dudit alphavirus ; X, représente un oligonucléotide d’au
moins 3 nucléotides, de préférence de 3 a 5 nucléotides, de
séquence quelconqgue ; B, représente un oligonucléotide de 4
ou 5 nucléotides, de séquence quelconque ; X', représente un
oligonucléotide complémentaire de X, ; X3 représente un
oligonucléotide d’au moins 2 nucléotides, de préférence de 6
a 10 nucléotides, de séquence quelconque ; B3 représente un
oligonucléotide de 4 ou 5 nucléotides, de séquence
guelconque ; X3 représente un oligonucléotide
complémentaire de Xs.

3) ADN recombinant selon une quelcongque des
revendications 1 ou 2, caractérisé en ce que 1’insert d’ADNc
d’alphavirus de salmonidé contient une ou plusieurs
cassette(s) d'expression(s) dont chacune contient : un
exemplaire dudit promoteur subgénomique, et, en aval dudit
promoteur subgénomique et sous contréle transcriptionnel de
celui-ci, une  séquence hétérologue que 1'on souhaite
exprimer, ou un site de clonage permettant 1'insertion de
cette séquence.

4) Procédé de préparation d’un réplicon d'ARN

d'un alphavirus de salmonidé, caractérisé en ce gu’ il
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comprend 1’introduction dans une cellule-héte, d’un ADN
recombinant selon une gquelconque des revendications 2 ou 3,
et la culture de ladite cellule-hoéte.

5} Réplicon d’ARN d'un alphavirus de salmonidé
susceptible d’étre obtenu par un procédé selon la
revendication 4.

6) Procédé de préparation d’un alphavirus de
salmonidé recombinant, caractérisé en ce qu’il comprend
1’introduction d’un ADN recombinant selon une quelconque des
revendications 2 ou 3, ou d’un réplicon d’ARN selon la
revendication 5, dans une cellule-hdéte ol est exprimé
l’ensemble des protéines structurales dudit alphavirus
nécessaires a son encapsidation, et la culture de ladite
cellule-hoéte.

7) Procédé selon la revendication 6, caractérisé
en ce que l’ensemble de 1’information génétique permettant
1’ expression desdites protéines structurales est portée par
ledit ADN recombinant ou ledit réplicon d’ARN.

8) Procédé selon la revendication 6, caractérisé
en ce que tout ou partie de 1l’information génétique
permettant 1’expression desdites protéines structurales est
fournie en trans par la cellule hoéte.

9) Alphavirus de salmonidé recombinant
susceptible d’étre obtenu par un procédé selon une
guelconque des revendications 6 a 8.

10) Utilisation d’un ADN recombinant selon une
quelconque des revendications 1 a 3, d’un réplicon d’ARN
d’alphavirus de salmonidé selon la revendication 5, ou d’un
alphavirus de salmonidé recombinant selon la revendication 9
pour 1’obtention d’un vaccin.

11) Vaccin comprenant un ADN recombinant selon
une quelconque des revendications 1 a 3.

12) Vaccin comprenant un réplicon d’ ARN
d’alphavirus de salmonidé selon la revendication 5.

13) Vaccin comprenant un alphavirus de salmonidé

recombinant selon la revendication 9.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQUENCE LISTING

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE
LEBERRE, Monique

MORIETTE, Coralie

BREMONT, Michel

Construction d'ADNc d'alphavirus de salmonidés.

MJIP/mad-F539/127-WO

FR 05 06275
2005-06-21
24

PatentIn version 3.3
1

42

DNA

Artificial

Amorce PCR

1

ccgaattcgt taaatccaaa agcatacata tatcaatgat gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

33

DNA
Artificial

Amorce PCR

2

cccggggcegg ccccaaggtce gagaactgag ttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

35

DNA
Artificial

Amorce PCR

3

cceccgggagg agtgaccgac tactgcgtga agaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

4

31

DNA
Artificial

Amorce PCR
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35
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<400> 4
ggtctagagt atgatgcaga aaatattaag g

<210> 5
<211> 35
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 5
cctctagacc aaccatgttt cccatgcaat tcacc

<210> 6
<211> 42
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BAmorce PCR

<400> ©
ccgeggecge attgaaaatt ttaaaaacca atagatgact ca

<210> 7
<211> 79
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BAmorce PCR

<400> 7
ggatcctgga tttatcctga tgagtccgtg aggacgaaac tataggaaag gaattcctat

agtcgataaa tccaaaagc

<210> 8
<211> 80
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 8
gceggceggaa gggttagetg tgagattttg catcattgat atatgtatgc ttttggattt

atcgactata ggaattcctt

<210> 9
<211> 25
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

31

35

42

60

79

60

80
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<223> Amorce PCR

<400> 9

cctecgtcage gggacccata atgcc 25
<210> 10

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 10

ccgctgageg gttggttgag agtatgatgce 30
<210> 11

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 11

ccaaccgctyg agcatggtga gcaagggcga gg 32
<210> 12

<211> 47

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> DAmorce PCR

<400> 12

gtggctaacg gcaggtgatt cacgcttaag ctcgagatct gagtccg 47
<210> 13

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Amorce PCR

<400> 13

gcgtgaatca cctgccgtta gecacaatgg cgatggccac gctcg 45
<210> 14

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BAmorce PCR
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<400> 14
ccatgctgag cggttggttg agagtatgat gec

<210> 15
<211> 25
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 15
ggcggcttce tgttactcga cacgg

<210> 16
<211> 39
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BAmorce PCR

<400> 16

atcgatgaac gatatcggcce gcegetacac gctatggeg

<210> 17
<211> 35
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 17
ccggaatget agcttaaget cgagatctga gtecg

<210> 18
<211> 34
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 18
cgagcttaag ctagcattcc ggtatacaaa tcgc

<210> 19
<211> 38
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> PAmorce PCR

<400> 19

ggctaggtcg gcggccgcaa aaaacccctc aagaccceg

PCT/FR2006/001405
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<210> 20
<211> 23
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BAmorce PCR

<400> 20
ccgeecgagte gctccagttg geg 23

<210> 21

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Amorce PCR

<400> 21

cgggttctcec aggacgtcct tcaag 25
<210> 22

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> DAmorce PCR

<400> 22

ggcggcggcea tggtcgttgg acgaccgg 28
<210> 23

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BAmorce PCR

<400> 23

ccttcagcat agtcatggcc ttctttgg 28
<210> 24

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Amorce PCR

<400> 24
ttaagctcga gatctgagtc cggac 25
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