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La présente invention concerne de nouveaux virus recombinants, leur préparation et
leur wutilisation en thérapie génique, pour le transfert et 'expression in vivo de génes
désirés. Plus précisément, elle concerne des virus recombinants comprenant au moins
deux genes insérés et dont les produits d'expression interviennent au niveau du
transport inverse du cholestérol. Elle se rapporte également des plasmides navettes
utiles pour la production d'adénovirus conformes a l'invention. Plus particuliérement,
la présente invention concerne des adénovirus recombinants défectifs et leur utilisation
pour la prévention ou le traitement des pathologies liées aux dyslipoprotéinémies, qui
sont connues pour leurs conséquences graves au niveau cardiovasculaire et

neurologique.

Les dyslipoprotéinémies sont des désordres du métabolisme des
lipoprotéines, responsables du transport, dans le sang et les fluides périphériques, de
lipides comme le cholestérol et les triglycérides. Elles conduisent a des pathologies
importantes, liées respectivement a l'hypercholestérolémie ou I'hypertriglycéridémie,

telles que notamment I'athérosclérose.

L'athérosclérose est une maladie complexe, polygénique, qui est définie sur

le plan histologique par des dépdts (plaques lipidiques ou fibro-lipidiques) de lipides et
d'autres dérivés sanguins dans la paroi des grosses artéres (aorte, artéres coronaires,
carotide). Ces plaques, plus ou moins calcifiées selon l'avancement du processus,
peuvent étre jumelées a des I€sions et sont liées a I'accumulation dans les artéres de
dépots graisseux constitués essentiellement d'esters de cholestérol. Ces plaques
s'accompagnent d'un €paississement de la parot artérielle, avec hypertrophie du muscle
lisse, apparition de cellules spumeuses et accumulation de tissu fibreux. La plaque
athéromateuse est tres nettement en relief sur la paroi, ce qui lui confére un caractere
sténosant responsable des occlusions vasculaires par athérome, thrombose ou embolie

qui surviennent chez les patients les plus atteints.

Les hypercholestérolémies peuvent donc conduire a des pathologies cardio-vasculaires

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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tres graves telles que l'infarctus, la mort subite, la décompensation cardiaque, les

accidents cérébro-vasculaires, etc.

Il est donc particuliérement important de pouvoir disposer de traitements
permettant de diminuer dans certaines situations pathologiques les taux de
cholestérol plasmatique voire de stimuler I'efflux de cholestérol (transport inverse du
cholestérol) au niveau des tissus périphériques afin de décharger les cellules ayant
accumulé du cholestérol dans le contexte de la formation d'une plaque d'athérome. Le
cholestérol est véhiculé dans le sang par diverses lipoprotéines dont les lipoprotéines
de faible densité (LDL) et les lipoprotéines de haute densit¢ (HDL). Les LDL sont
synthétisées au niveau du foie et permettent d'approvisionner les tissus périphériques
en cholestérol. Au contraire, les HDL captent le cholestérol au niveau des tissus

périphériques et le transportent vers le foie ou il est stocké et/on dégrade.

Parmis les dyslipémies les plus courantes figurent celles caractérisées par un
taux du cholestérol LDL (lipoprotéine de faible densit¢) éleve et
I’hypoalphalipoprotéinémie. Cette derniére se caractérise par un taux du cholestérol
HDL (lipoprotéine de haute densité) inférieur a 35 mg/dl et elle représente 40% des
cas des dyslipémies (Genest et al.,1992). L’hypoalphalipoprotéinémie semble liée a
une déficience génétique d'une ou plusieurs protéines impliquees dans la synthese, la
maturation et le catabolisme des particules HDL et a souvent pour conséquence
I’apparition prématurée de maladies cardiovasculaires (Dammermann et al., 1995).
D'une fagon générale, il existe une corrélation inverse entre l'incidence de ces

dernieres et le taux des particules HDL (Miller et al.,1987).

L’effet protecteur des HDL contre les maladies cardiovasculaires a été
démontré par des expériences de transfert de gene in vi-vo sur les souches de souris
susceptibles de développer les Iésions athéroscléreuses et chez lesquelles
l'augmentation du nombre de particules HDL inhibe le développement de ces lésions
(Rubin et al.,1991; Plump et al.,1994). Il a été proposé¢ que l'effet protecteur des
particules HDL soit dii a leur role dans le transport inverse du cholestérol (Reiche et

al,1989). Le transport inverse est le processus par lequel le cholestérol en exces est
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transféré des tissus périphériques vers le foie pour son élimination (figure 1). Il est
composé d'une série d'étapes comprenant la prise en charge et l'estérification du
cholestérol sur les particules HDL ainsi que son transfert sur les particules
lipoprotéiques de faible densité qui sont recaptées ultérieurement par le foie et ce
processus implique bien entendu la mise en oeuvre dun certain nombre de protéines
comme la CETP, d'enzymes dont la cholestérol acyltransférase et la lipase hépatique
et/ou leurs co-facteurs comme les apolipoprotéines Al et AIV.

Alors qu'il existe des traitements efficaces pour diminuer le taux du
cholestérol LDL et des triglycérides fondés sur des médicaments hypolipidémiques et
antihypertensifs, les soins actuels de I'hypoalphalipoproté¢inémie n'offrent qu'une
efficacité limitée.

La présente invention s'intéresse précisément au traitement, par thérapie

génique, des pathologies liées a I'hypoalphalipoprotéinémie.

L'approche thérapeutique retenue par la présente invention vise a augmenter la
cinétique du transport inverse du cholestérol afin d'induire la regression des lésions
athéroscléreuses ou bien de prévenir leur formation. Avantageusement cet objectif est
atteint selon l'invention via une expression simultanée et efficace, dans les cellules a
traiter, d'au moins deux des protéines, enzymes ou co-facteurs intervenant au niveau

du transport inverse du cholesterol.

Au sens de l'invention, une protéine, enzyme et/ou l'un de leur co-facteur est
considéré comme étant impliqué dans le transport inverse du cholestérol dans la
mesure ou toute perturbation au niveau de sa concentration cellulaire, affecte

automatiquement le processus inverse du cholestérol.

A titre représentatif des enzymes concernées on peut plus particulierement

citer la lécithine cholestérol acyltransférase et la lipase hépatique.

La lécithine choléstérol acyltransférase (LCAT) est une glycoprotéine de 67
kDa, synthétisée par le foie, qui catalyse le transfert dun groupement acyl de la

lécithine au cholestérol en produisant de la lysophosphatidylcholine et des esters de
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cholestérol (Glomset, 1968). Le cofacteur de cette enzyme est I'apolipoprotéine Al qui
est liée a la surface des particules HDL. En maintenant le gradient de concentration en
cholestérol entre les cellules périphériques et les HDL, elle joue un role principal dans

la premiére étape du transport inverse du cholestérol .

La lipase hépatique (LH) humaine est une glycoprotéine de 66 kDa aux
activités triglycéride hydrolase et phospholipase, synthetisée et sécrétée par les
hépatocytes. Liée a la surface des cellules hépatiques, via les protéoglycanes heparine
sulfate, elle participe au métabolisme des chylomicrons, des IDL (lipoprotéines de
densité intermédiaire) et des HDL. La LH a une affinité particuliere pour les grosses
particules HDL dont elle dégrade les phospholipides et les triglycérides en générant
des particules discoidales de HDL qui ont la propriété d'accepter le cholestérol
cellulaire. La déficience en LH chez I'homme se caractérise pai une quantite €levee de
LDL riches en triglycérides, des grosses particules HDL et le développement precoce

de l'athérosciérose (Hegele et al.,1993).

En ce qui concerne les protéines, il s'agit au sens de l'invention plus
préférentiellement de la protéine de transfert des esters du cholestérol (CETP), des

apolipoprotéines Al et ATV ou de l'un de leur variants.

La protéine de transfert des esters du cholestérol (CETP) est une glycoprotéine
de 74 kDa synthétisée dans le tissu adipeux et le foie. Dans le plasma, elle est
principalement associée aux HDL. C'est la qu'elle catalyse le transfert des esters de
cholestérol des HDL vers les lipoprotéines de faible densité. Ce transfert est suivi du
passage des triglycérides des lipoprotéines de faible densité jusqu'aux HDL. La
surexpression de la CETP chez les souris transgeniques hypertriglycémidiques inhibe
le développement des lésions athéroscléreuses (Hayek et al.,1995). Cette expérience
est en accord avec l'observation, chez les individus déficients en CETP. d'un

développement précoce de maladies cardiovasculaires (Zhong et al.,1996).

L'apolipoprotéine Al est une protéine constituée de 243 acides amines,
synthétisée sous la forme d'une prépropeptide de 267 résidus, ayant une masse

moléculaire de 28.000 daltons. Elle est synthétisée chez 'homme spécifiquement dans
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le foie et l'intestin et elle constitue la protéine essentielle des particules HDL (70% de
leur masse en protéines). Elle est abondante dans le plasma (1.0-1.2 g/l). Son activité
la mieux caractérisée sur le plan biochimique est I'activation de la Iécithine-
cholestérol acyl-transférase (LCAT), mais de nombreuses autres activités lui sont
attribuées, comme notamment la stimulation de l'efflux de cholestérol cellulaire.
L'apolipoprotéine Al joue un role majeur dans la résistance a l'athérosclérose lie au
transport inverse du cholestérol. Son géne, long de 1863 bp, a été cloné et séquence
(Sharpe et al., Nucleic Acids Res. 12(9) (1984) 3917). Parmi les produits protéiques a
activité de type apolipoprotéine Al, on peut citer notamment les variants naturels

décrits dans l'art antérieur.

L'apolipoprotéine ATV (apoAlIV) est une protéine constituée de 376 acides
aminés, synthétisée spécifiquement dans l'intestin sous la forme d'un precurseur de
396 résidu. En ce qui concerne son activité physiologique, on sait qu'elle peut activer
in vitro la lécithin-cholestérol-acyltransférase (LCAT) (Steinmetz et Coll., 1985, J.
Biol. Chem., 260 : 2258-2264) et qu'elle peut, comme l'apolipoprotéine Al, interférer
avec la fixation des particules de HDL sur les cellules endothéliales aortiques bovines
(Savion et Coll., 1987, Eur. J. Biochem., 257 : 4171-4178). Ces deux activites
indiquent que 1'apoAIV intervient tres vraisemblablement comme médiateur du
transport inverse du cholestérol. Le gene de I'apoAlV a ét¢ clone et decrit dans l'art
antérieur (voir notamment WO 92/05253). Parmi les produits proteiques a activite de
type apolipoprotéine AIV, on peut citer notamment les fragments et dérivés decrits

dans la demande de brevet FR 92 00806.

Plus précisément, la présente invention repose sur l'utilisation de virus
recombinants qui permettent de transférer et d'exprimer au moins deux acides
nucléiques codant pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs impliqués dans le

transport inverse du cholestérol.

De maniére inattendue, la demanderesse a ainsi mis en évidence qu'il était
possible d'assurer efficacement le transfert et l'expression d'au moins deux acides

nucléiques a partir d'un méme virus recombinant, en intégrant ces acides nucléiques
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dans ledit virus sous la forme d'une unité bicistronique. Il est clair que I'emploi d'un

unique virus et non de deux présente de nombreux intéréts sur le plan thérapeutique.

Tout d'abord, il est plus avantageux de construire un unique Vvirus

recombinant incorporant les deux genes que deux virus recombinant respectifs.

De méme, la mise en oeuvre sur le plan thérapeutique d'un vecteur tel que
revendiqué permet de réduire de moitié les quantités en virus recombinants
nécessaires 2 l'expression desdits génes. Cecl est tout particuliérement bénefique au
regard de la réponse immunitaire classiquement manifestée a 1'égard des cellules
infectées par des virus recombinants. Cette réponse imunitaire se traduit
ordinairement par une destruction des cellules infectées et/ou une reponse
inflammatoire importante. Il est clair que ces deux manifestations sont fortement
préjudiciables au niveau de la durée d'expression des génes thérapeutiques et donc de

I'effet thérapeutique attendu.

Enfin, un transfert efficace et a concentration égale de deux virus
recombinants distincts est un événement incertain et qui donc nécessite d'étre
contrdlé par des manipulations supplémentaires. Dans le cas de la mise en oeuvre
d'un virus recombinant selon l'invention, on peut avantageusement s'affranchir de ce

type de controle.

Avantageusement, les virus revendiqués sont capables de transferer et
d'exprimer efficacement, pour une duree importante et sans effet cytopathologique,
deux acides nucléiques codant pour des protéines, enzymes et/ou cofacteurs

impliqués dans le transport nverse du cholestérol.

Un premier objet de l'invention réside donc dans un virus recombinant
défectif comprenant au moins deux acides nucléiques codant pour des enzymes.
protéines et/ou co-facteurs, distincts et impliqués dans le transport inverse du
cholestérol, lesdits acides nucléiques étant liés opérationellement a un promoteur
transcriptionnel et séparés l'un de l'autre par une séquence codant pour un site

d'entrée interne du ribosome IRES.
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Les acides nucléiques sont de préference choisis parmi les génes codant
pour tout ou partie de la lécithine choléstérol acyltransférase (LCAT), la proteine de
transfert des esters du cholestérol (CETP), la lipase hépatique (LH), les

apolipoprotéines Al et AIV ou I'un de leurs variants.

Les acides nucléiques insérés peuvent Etre des fragments d'ADN
complémentaire (ADNc), d'ADN génomique (ADNg), ou des constructions hybrides
consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient insérés un ou plusieurs
introns. Il peut également s'agir de sequences synthétiques ou semisynthétiques.
Comme indiqué ci-avant, il peut s'agir d'un géne codant pour tout ou partie d'une des
enzymes, protéines et/ou co-facteurs impliqués dans le transport inverse du
cholestérol ou d'un variant de celles-ci. Au sens de linvention, le terme variant
désigne tout mutant, fragment ou peptide possédant au moins une propri€té
biologique du produit protéique considéré, ainsi que, le cas échéant, leurs variants

naturels respectifs.

Ces fragments et variants peuvent étre obtenus par toute technique connue
de I'homme du métier, et notamment par modifications génétique et/ou chimique
et/ou enzymatique. Les modifications génétiques incluent les suppressions. délétions.

mutations, etc.

Les acides nucléiques insérés au sens de l'invention sont préférentiellement
les genes codant pour tout ou partie des enzymes, proteines et/ou cofacteurs

correspondants humains. Il s'agit plus préférentiellement d' ADNc ou d'ADNg.

Chaque acide nucléique insére peut également comprendre des sequences
d'activation, de régulation, etc .Par ailleurs, il comprend généralement, en amont de
la séquence codante, une sequence signal dirigeant le polypeptide synthétisé dans les
voies de sécrétion de la cellule cible. Cette sequence signal peut étre sa sequence
signal naturelle, mais il peut également sagir de toute autre séquence signal

fonctionnelle, ou d'une séquence signal artificielle.
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Selon un mode de réalisation particulier de l'invention, les virus
recombinants revendiqués comprennent au moins un acide nucléique codant pour la
LCAT. Plus préférentiellement, le second acide nucléique inséré code pour la LH, la

CETP ou I'ApoAlL

Comme explicité précédemment, la co-expression des deux acides
nucléiques considérés est assurée via préliminairement la formation d'un ARN
unique qui est ensuite traduit pour conduire aux deux enzymes respectives. A ces
fins, le virus recombinant incorpore outre les deux séquences d'acides nucléiques, au
moins un promoteur transcriptionnel, un site de polyadénylation et une séquence

IRES.

Ce promoteur trancriptionnel est li¢ opérationellement aux acides nucléiques
codant de maniere a produire I'ARNm bicistronique et a conduire l'expression des
deux enzymes respectives a partir dudit ARNm. Selon un mode préféré de

I'invention, il est placé directement en amont du premier acide nucléique.

Ce promoteur transcriptionnel peut notamment é€tre choisi parmi les
séquences qui sont naturellement responsables de l'expression dudit acide nucléique
vis a vis duquel duquel il est placé en amont sous réserve bien siir que ces séquences
soient susceptibles de fonctionner dans la cellule infectée. Il peut également s'agir de
séquences d'origine différente (responsables de l'expression d'autres protéines, ou
méme synthétiques). Notamment, il peut s'agir de séquences de séquences d'acides
nucléiques eucaryotes ou viraux ou de séquences dérivées, stimulant ou réprimant la
transcription d'un gene de facon spécifique ou non et de fagon inductible ou non. A
titre d'exemple, il peut s'agir de séquences promotrices issues du génome de la cellule
que 'on désire infecter, ou du génome d'un virus, et notamment, les promoteurs des
génes E1A, MLP d'adénovirus, le promoteur CMV, LTR-RSV, MT-1, SV40 etc.
Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut citer également les promoteurs ubiquitaires
(HPRT, vimentine, «-actine, tubuline, etc), les promoteurs des filaments
intermédiaires (desmine, neurofilaments, kératine, GFAP, etc) les promoteurs de

genes thérapeutiques (type MDR, CFTR, facteur VIII, etc) les promoteurs spécifiques
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de tissus (pyruvate kinase, villine, promoteur de la protéine intestinale de liaison des
acides gras, promoteur de l'actine o des cellules du muscle lisse, promoteurs
spécifiques pour le foie ; Apo Al, Apo All, Albumine humaine etc) ou encore les
promoteurs répondant a un stimulus (récepteur des hormones stéroides, récepteur de
l'acide rétinoique, etc,). En outre, ces séquences d'expression peuvent étre modifiées

par addition de séquences d'activation, de régulation, etc

En ce qui concemne la séquence IRES, elle dérive de préférence d'un
picornavirus. Plus précisément, cette séquence IRES de picornavirus est issue soit du
virus encéphalomyocarditis soit du poliovirus. Il s'agit plus préferentiellement du
fragment issu de l'encephalomyocarditis présent dans le vecteur pCITE-2a+ de

NOVAGEN.

A des fins de clarté de langage, la construction définie par le promoteur
transcriptionnel, les deux acides nucléiques, le site de polyadénylation et la séquence
IRES présente entre les deux acides nucléiques, sera identifiée ci-apres sous Ia

dénomination cassette bicistronique.

Les virus selon la présente invention sont défectifs, c'est-a-dire incapables
de se répliquer de fagon autonome dans la cellule cible. Géneralement, le génome des
virus défectifs utilisés dans le cadre de la présente invention est donc dépourvu au
moins des séquences nécessaires a la réplication dudit virus dans la cellule infectée.
Ces régions peuvent étre soit éliminées (en tout ou en partie), soit rendues non-
fonctionnelles, soit substituées par d'autres séquences et notamment par la cassette
bicistronique définie ci-dessus. Préférentiellement, le virus défectif conserve
néanmoins les séquences de son génome qui sont nécessaires a l'encapsidation des

particules virales.

Le virus selon l'invention peut étre dérivé d'un adénovirus, d'un virus adéno-
associé (AAV) ou d'un rétrovirus. Selon un mode de réalisation préféré, il s'agit d'un

adénovirus.
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Tl existe différents sérotypes d'adénovirus, dont la structure et les propriétés
varient quelque peu. Parmi ces sérotypes, on préfere utiliser dans le cadre de la
présente invention les adénovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les
adénovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi les adénovirus
d'origine animale utilisables dans le cadre de la présente invention on peut citer les
adénovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De
préférence, l'adénovirus dorigine animale est un adénovirus canin, plus
préférentiellement un adénovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-
800) par exemple]. De préférence, on utilise dans le cadre de linvention des

adénovirus d'origine humaine ou canine ou mixte.

Préférentiellement, dans le génome des adénovirus de l'invention, la région
El au moins est non fonctionnelle. Le géne viral considéré peut étre rendu non
fonctionnel par toute technique connue de I'homme du meétier, et notamment par
suppression totale, substitution, délétion partielle, ou addition d'une ou plusieurs
bases dans le ou les génes considérés. De telles modifications peuvent étre obtenues
in vitro (sur de I'ADN isolé) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du
génie génétique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres
régions peuvent également étre modifiées, et notamment la région E3
(W095/02697), E2 (W094/28938), E4 (W094/28152, W0O94/12649, W095/02697)
et L5 (W095/02697). Selon un mode préféré de mise en oeuvre, l'adénovirus selon
l'invention comprend au moins une délétion dans la région E1 et une délétion dans la
région E3. Dans les virus de l'invention, la délétion dans la région El s'étend
préférentiellement des nucléotides 455 a 3329 sur la séquence de l'adénovirus AdS.
Selon un autre mode de réalisation préfere, la cassette bicistronique est insérée au

niveau de la délétion dans Ia région E1.

Un mode particulier de la présente invention concerne donc un adénovirus
recombinant défectif caractérisé en ce qu'il comprend au moins deux acides
nucléiques codant pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs distincts et

impliqués dans le transport inverse du cholestérol, lesdits acides nucléiques étant liés
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opérationellement a un promoteur transcriptionnel et séparés 'un de l'autre par une

séquence codant pour un site d'entrée interne du ribosome IRES.

A titre d'adénovirus recombinants préférés selon l'invention on citera plus
particuli¢rement les adénovirus recombinants défectifs comprenant au moins un acide
nucléique codant pour la LCAT et un acide nucleique codant soit pour la LH, la CETP
ou I'ApoAl lesdits acides nucléiques étant lies opérationellement a un promoteur
transcriptionnel et séparés l'un de l'autre par une séquence codant pour un site d'entrée
interne du ribosome IRES.

A titre représentatif de ces adénovirus on peut notamment faire mention de
celui représenté en figure 2, contenant les genes codant respectivement pour la LCAT

et la CETP et issu de la recombinaison homologue entre le pXL 2974 et le pXL2822.

Les adénovirus recombinants défectifs selon I'invention peuvent étre prépares
par toute technique connue de I'homme du métier (Levrero et al., Gene 101 (1991)
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent étre
préparés par recombinaison homologue entre un adénovirus et un plasmide portant
entre autre la cassette bicistronique. La recombinaison homologue se produit apres
co-transfection desdits adénovirus et plasmide dans une lignée cellulaire appropriée.
La lignée cellulaire utilisée doit de préférence (i) €tre transformable par lesdits
¢léments, et (ii), comporter les séquences capables de complémenter la partie du
génome de l'adénovirus défectif, de préférence sous forme intégree pour éviter les
risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignée
de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui
contient notamment, intégrée dans son génome, la partie gauche du génome d'un
adénovirus AdS (12 %) ou des lignées capables de complémenter les fonctions E1 et
E4 telles que décrites notamment dans les demandes n° WO 94/26914 et
W095/02697. Ensuite, les adénovirus qui se sont multipliés sont récupérés et purifiés
selon les techniques classiques de biologie moléculaire, comme illustré dans les

exemples.
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Toutefois, selon un mode privilégié de l'invention, les adénovirus revendiqués
sont préparés selon un procédé original décrit dans la demande de brevet
W096/25506 qui’met en oeuvre a titre de plasmide navette, un plasmide procaryote
comprenant un génome d'adénovirus recombinant bordé par un ou plusieurs sites de
restriction non présent(s) dans ledit génome. Ce protocole est notamment illustré en
figure 2. Ce procédé est particuli¢rement intéressant puisqu'il permet de s'affranchir
de l'emploi d'une deuxiéme construction apportant une autre partie du génome viral,

et de 1'étape de recombinaison dans la lignée de transcomplémentation.

Un second objet de la présente invention porte précisement sur des plasmides
procaryotes particuliers mis en oeuvre pour la production des adénovirus

revendiques.

Selon un mode préféré de l'invention, ces plasmides procaryotes integrent la

cassette bicistronique précédemment décrite.

Plus précisément, la présente invention a également pour objet un plasmide
procaryote comprenant un génome d'adénovirus et au moins deux acides nucléiques
codant pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs distincts et impliqués dans le
transport inverse du cholestérol, les deux acides nucléiques étant liés
opérationellement a un promoteur transcriptionnel et separes l'un de l'autre par une

séquence codant pour un site d'entrée interne du ribosome, IRES.

De maniére préférentielle, les plasmides procaryotes selon l'invention
comprennent une premiére région permettant la réplication dans les cellules
procaryotes et une deuxiéme région comportant le génome adénoviral bordé d'un ou
plusieurs sites de restriction non présent(s) dans ledit génome et dans laquelle sont
présents au moins deux acides nucléiques codant pour des enzymes, protéines et/ou
co-facteurs distincts et impliqués dans le transport inverse du cholestérol, ces deux
acides nucléiques étant liées opérationellement & un promoteur transcriptionnel et
séparés l'un de l'autre par une séquence codant pour un site d'entrée interne du

ribosome, IRES.
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En ce qui concerne les définitions des enzymes, protéines et/ou co-facteurs
distincts et impliqués dans le transport inverse du cholestérol, le promoteur
transcriptionnel, le site de polyadénylation et la séquence IRES de méme en ce qui
touche leur organisation au sein de ladite cassette on se rapportera a ce qui a €té

décrit précédemment.

La région permettant la réplication dans les cellules procaryotes, utilisée dans
les plasmides revendiqués, peut étre toute origine de réplication fonctionnelle dans
les cellules choisies. Il peut s'agir d'une origine de réplication issue d'un plasmide du
groupe d'incompatibilité P (exemple = pRK290) qui permet la réplication dans les

souches d'E. coli pol A. Plus généralement, il peut s'agir de toute origine de

réplication issue d'un plasmide se répliquant dans les cellules procaryotes. Ce
plasmide peut étre un dérivé de RK2, de pBR322 (Bolivar et al., 1977), un dérive de
pUC (Viera et Messing, 1982), ou d'autres plasmides dérivant du méme groupe
d'incompatibilité, c'est a dire de ColEl ou de pMB1 par exemple. Ces plasmides
peuvent étre choisis par ailleurs dans d'autres groupes d'incompatibilité se répliquant
chez Escherichia coli. Il peut s'agir de plasmides dénvés de plasmides appartenant
aux groupes d'incompatibilité A, B, FI, FII, FIIL, FIV, H1, H11, I1, 12, J. K, L, N. OF.

P,Q, T, U W, X, Y, Z ou 9 par exemple. D'autres plasmides peuvent encore etre

utilisés, parmi lesquels des plasmides ne se répliquant pas chez E. coli mais chez

d'autres hotes tels que B. subtilis, Streptomyces, P. putida, P. aeruginosa, Rhizobium

meliloti, Agrobacterium tumefaciens, Staphylococcus aureus, Streptomyces

pristinaespiralis, Enterococcus faecium ou Clostridium. A titre préférentiel, on utilise

les origines de réplication issues de plasmides se répliquant chez E. coli.

Comme indiqué précédemment, le génome adénoviral présent dans les
plasmides de l'invention est avantageusement un génome complet ou fonctionnel,
c'est-a-dire ne nécessitant pas l'apport d'autres régions, par recombinaison ou ligature,

pour la production des stocks viraux dans les lignées d'encapsidation choisies.

Préférentiellement, le génome adénoviral recombinant comprend au moins

des séquences ITR et une séquence permettant l'encapsidation. Dans un mode de
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réalisation préféré de l'invention, ce génome de I'adénovirus utilisé est dépourvu de
tout ou partie de la région E1. Avantageusement, le génome de 'adénovirus utilisé est
dépourvu d'une partie de la région El comprise entre les nucléotides 454 a 3328

(fragment Pvull-BglII) ou 382 a 3446 (fragment HinflI-Sau3A).

Selon un mode de réalisation particulierement avantageux, le génome de
I'adénovirus utilisé est également dépourvu de tout ou partie de la région E3 et/ou E4.
Selon un mode de réalisation particulier de l'invention, il s'agit d'un génome

d'adénovirus dépourvu en régions E1 et E3.

Plus précisément, les plasmides procaryotes revendiqués comprennent en
orientation 5'-3' au moins une origine de réplication fonctionnelle dans les cellules
procaryotes, une premiere partie d'un génome adénoviral comprenant les séquences
virales ITR y, un promoteur transcriptionnel, un premier acide nucléique codant pour
une enzyme, protéine et/ou un co-facteur impliqué dans le transport inverse du
cholestérol, une séquence IRES, un second acide nucléique codant pour une seconde
enzyme, protéine et/ou un co-facteur impliqué dans le transport inverse du
cholestérol, un site de polyadénylation et une second partie d'un génome adénoviral

comprenant la région pIX-IVA2.

Avantageusement, les plasmides procaryotes revendiques selon l'invention
comprennent également une région permettant la sélection des cellules procaryotes
contenant ledit plasmide. Cette région peut €tre constituce notamment par tout gene
conférant la résistance a un produit, et notamment a un antibiotique. Ainsi, on peut
citer les séquences d'acides nucléiques conférant une résistance a la kanamycine
(Kan?), a l'ampicilline (Amp,F), a la tétracycline (tet’) ou a la spectinomycine, par
exemple, qui sont couramment utilisés en biologie moléculaire (Maniatis et al.,
1989). La sélection de plasmides peut se faire par d'autres séquences d'acides
nucléiques que des génes codant pour des marqueurs de résistance a un antibiotique.
D'une maniére générale, il s'agit d'un gene qui donne 2 la bactérie une fonction qu'elle
ne posséde plus (cela peut correspondre a un gene qui a été délété sur le chromosome

ou rendu inactif), le géne sur le plasmide rétablissant cette fonction. A titre
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d'exemple il peut s'agir d'un géne d'un ARN de transfert qui rétablit une fonction

chromosomique déficiente (Somoes et al., 1991).

Selon un mode préféré, le plasmide procaryote revendiqué comprend au
moins un acide nucléique codant pour la LCAT, le second acide nucléique étant

choisi parmi ceux codant pour la CETP, la LH ou I'ApoAl.

A titre représentatif de ces plasmides procaryotes on peut notamment citer le
plasmides pXL2974 et pX1.3058, représentés respectivement en figure 4 et 6. Le
plasmide pXL.2974 comprend en orientation 5'-3', une origine de réplication, un géne
de resistance a la spectinomycine, le géne Sac B de sensibilité au sucrose. les
séquences virales ITR v, le promoteur RSV, les deux transgénes LCAT et CETP
sépares par I'IRES, le site de polyadénylation et les séquences virales pIX et IVA2.
Le plasmide pXL3058 comprend en orientation 5'-3', une origine de réplication, un
gene de résistance a la kanamycine, les séquences virales ITR v, le promoteur RSV,
les deux transgenes LCAT et intron+tApoAl séparés par I'RES, le site de
polyadénylation. les séquences virales pIX et IVA2 et le géne Sac B de sensibilité au

Sucrose.

La présente invention s'étend également aux constructions plasmidiques mises
en oeuvre pour la construction de ces plasmides procaryotes et qui comprennent

¢galement la cassette bicistronique définie selon l'invention.

Les plasmides procaryotes revendiqués selon l'invention peuvent notamment
étre obtenus par transformation d'un plasmide navette initial comportant la cassette
bicistronique définie selon I'invention a savoir comprenant la séquence codant pour
un promoteur transcriptionnel li¢ opérationellement a deux acides nucléiques codant
pour deux enzymes, protéines et/ou co-facteurs distincts impliqués dans le transport
inverse du cholestérol, un site de polyadénylation et une séquence IRES située entre

lesdits acides nucléiques.

A titre représentatif de ces plasmides navettes, on peut notamment citer les

plasmides pXL.2970 et pXL2984 décrits respectivement en figures 3 et 5.
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En ce qui concerne les définitions des enzymes impliquees dans le transport
inverse du cholestérol, le promoteur transcriptionnel et la séquence IRES de méme en
ce qui touche leur organisation au sein de ladite cassette on se rapportera a ce qui a

été décrit précédemment.

Un autre objet de la présente demande concerne toute cellule procaryote
contenant un plasmide procaryote tel que défini ci-avant. Il peut s'agir en particulier
de toute bactérie pour laquelle il existe un systéme de vecteur oit I'ADN recombinant

peut étre introduit. Citons par exemple Escherichia coli, Salmonella typhimurium,

Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium

tumefaciens, Rhizobium meliloti ou les bactéries du genre Streptomyces. Ces cellules

sont obtenues avantageusement par transformation selon les techniques connues de

I'homme du métier.

Elle vise également l'utilisation d'un virus recombinant, d'un adénovirus
recombinant défectif ou d'une construction plasmidique navette tels que définis ci-
dessus pour la préparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement
ou a la prévention des pathologies li¢es a l'hypoalphalipoprotéineémie dont plus

particulierement I'athérosclérose et/ou la resténose.

La présente invention concerne également une composition pharmaceutique
comprenant un ou plusieurs virus recombinants défectifs dont adénovirus tels que
décrits précédemment. De telles compositions peuvent étre formulées en vue d'une
administration par voie topique, orale, parentérale, intranasale, intraveineuse,

intramusculaire, sous-cutanée, intraoculaire, etc.

Préférentiellement, la composition selon l'invention contient des véhicules
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. Il peut s'agir en
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de
sodium, potassium, calcium ou magnésium, etc, ou des mélanges de tels sels),
stériles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisées, qui, par
addition selon le cas d'eau stérilisée ou de sérum physiologique, permettent la

constitution de solutés injectables.



WO 98/22606 PCT/FR97/02043

10

15

20

25

17

Les doses de virus utilisées pour l'injection peuvent étre adaptées en
fonction de différents parametres, et notamment en fonction du mode
d'administration utilisé, de la pathologie concernée ou encore de la durée du
traitement recherchée. D'une maniére générale, les virus recombinants selon
l'invention sont formulés et administrés sous forme de doses comprises entre 104 et
1014 pfu/ml.. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux
d'une suspension de virions, et est déterminé par infection d'une culture cellulaire
appropriée, et mesure, généralement apres 48 heures, du nombre de plages de cellules
infectées. Les techniques de détermination du titre pfu d'une solution virale sont bien

documentées dans la littérature.

La présente invention offre un nouveau moyen trés efficace pour le
traitement ou la prévention des pathologies liées & l'hypoalphalipoprotéinémie. en
particulier dans le domaine des affections cardiovasculaires comme l'infarctus du
myocarde, l'angor, la mort subite, la décompensation cardiaque, les accidents

cérébro-vasculaires, 'athérosclérose ou la resténose.

En outre, ce traitement peut concerner aussi bien I'homme que tout animal
tel que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats. etc). les

chevaux, les poissons. etc.

La présente invention est plus complétement décrite a l'aide des exemples

qui suivent, qui doivent étre considérés comme illustratifs et non limitatifs.

LEGENDE DES FIGURES

Figure 1: Représentation schématique du mécanisme présumé du transport
inverse du cholestérol.

Figure 2: Représentation du protocole de production d'adénovirus par
recombinaison homologue dans E. Coli.

Figure 3: Protocole de construction du plasmide navette bicistronique pXL
2970 comprenant RSV-LCAT-IRES-CETP.
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Figure 4: Protocole de construction du plasmide procaryote pXL2974
comprenant RSV-LCAT-IRES-CETP.

Figure 5: Protocole de construction du plasmide pX1.2984 comprenant RSV-
LCAT-IRES-LH.

Figure 6: Représentation du plasmide procaryote pXL3058 comprenant RSV-
ApoAI-IRES-LCAT.

I MATERIELS ET METHODES

I-1 MATERIELS

1) Les plasmides utilisés pour la construction des adénovirus recombinants
bicistroniques LCAT-IRES-CETP, LCAT-IRES-LH et LCAT-IRES-ApoAl sont :
-pSK IRES (commercialisé par NOVAGEN)
-pXL 2616 ADNc LCAT Séguret-Macé et al. Circulation 1996, 94 (9):2177-2184
-pCRII (commercialisé par INVITROGEN)
-pXL 2794 ( W0O96/25506)
-pXL 2757 ( WO96/25506)

2) Les ARN totaux provenant des hépatocytes et des cellules HepG2

3) Les cellules 293, cellules de rein humaines, contenant le gene codant pour la
protéine El adénovirale (Graham et al.,1977)

4) Les bactéries Escherichia coli: sous-type DHS5a de génotype EndAl,recAl,hsd
R17, supE44,I- thy-1,gyrArel Al lacZD MlS,deoR+, F+,dam+,dcm+ (Woodcock et
al.,1989)

5) Les enzymes et les tampons de restriction sont fournis par New England Biolabs

I-2 METHODES
TECHNIQUES GENERALES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE
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Les méthodes classiquement utilisées en biologie moléculaire telles que les
extractions préparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d’ADN plasmidique en
gradient de chlorure de césium, 1'¢lectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la
purification de fragments d'ADN par électroélution, les extraction de protéines au
phénol ou au phénol-chloroforme, la précipitation d'ADN en milieu salin par de
1'éthanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien
connues de I'homme de métier et sont abondament décrites dans la littérature
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987].

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la série MI3 sont
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories).

Pour les ligatures, les fragments d’ADN peuvent étre séparés selon leur taille
par électrophorése en gels d’agarose ou d'acrylamide, extraits au phénol ou par un
mélange phénol/chloroforme, précipités a 1’éthanol puis incubés en présence de
I'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur.

Le remplissage des extrémités 5' proéminentes peut étre effectué par le
fragment de Klenow de I'ADN Polymérase I d’E. coli (Biolabs) selon les
spécifications du fournisseur. La destruction des extrémités 3' proéminentes est
effectuée en présence de I'ADN Polymérase du phage T4 (Biolabs) utilisée selon les
recommandations du fabricant. La destruction des extrémités 5' proéminentes est
effectuée par un traitement ménagé par la nucléase S1.

La mutagénese dirigée in vitro par oligodéoxynucléotides synthétiques peut
étre effectuée selon la méthode développée par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribué par Amersham.

L'amplification enzymatique de fragments d'’ADN par la technique dite de
PCR [Polymeérase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 230 (1985)
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut
étre effectuée en utilisant un "DNA thermal cycler”" (Perkin Elmer Cetus) selon les

spécifications du fabricant.
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La vérification des séquences nucléotidiques peut étre effectuée par la
méthode développée par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-
5467] en utilisant le kit distribué par Amersham.

TECHNIQUES DE CULTURE CELLULAIRE

a) Culture des cellules

Les cellules 293 sont cultivées sur milieu d’Eagle (MEM, Gibco BRL) additionné de
10% de sérum de veau foetal (SVF, Gibco BRL) a 37°C et a 5% de COp.

b) Transfection des cellules en culture

Les cellules 293 cultivées dans les boites de 100 mm sur milieu MEM et
supplémentées avec 10% de sérum de veau foetal sont transfectées avec 1 ug d’ADN
par la lipofectamine (Gibco BRL). Six heures plus tard, le milieu est enleve et les
cellules sont incubées en milieu complet ‘(MEM + 10% SVF). Les surnageants de
culture de cellules transfectées par les plasmides recombinants RSV LCAT-IRES-
CETP, RSV LCAT-IRES-ApoAl et RSV LCAT-IRES-LH ainsi que les controles (3-
galactosidase et le surnageant des cellules non transfectées ont €té recueillis 72h
apres transfection et conservés a 4°C. Les tests d’activité des enzymes LCAT, CETP,
ApoAl et LH sont effectués sur des fractions de 10 & 30 pl de surnageant de cellules

en utilisant le plasma humain comme témoin.

¢) Production et purification des adénovirus recombinants

L’ADN adénoviral bicistronique est obtenu par recombinaison homologue dans e.
coli. Par la suite, il est linéarisé par Pacl et le virus produit apres transfection des
cellules 293. Les cellules 293, transcomplémentantes pour la protéine El, sont

transfectées, par la lipofectamine, avec 10ug d'ADN adénoviral linéarisé. Apres
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recouvrement par agar des cellules 293 dans le milieu MEM supplémenté avec 4% du
SVF et I’incubation de 8 jours a 37°C, les plages contenant le virus recombinant sont

prélevées et leur profil de restriction analyse.
d) Infection des cellules en culture

L’infection par 0.25 , 0.5 et Iml de surnageant contenant I’adénovirus recombinant
bicistronique est réalisée sur une plaque de 12 puits contenant approximativement 4
lO5 cellules 293. Apres incubation de 72h en 2 ml du MEM suppliémenté avec 2% de
SVF, le surnageant des cellules infectées est prélevé et les activités enzymatiques sont

dosées.

VALIDATION BIOCHIMIQUE DES RESULTATS IN VITRO

a) Dosage de ’activité LCAT

14 _cholestérol libre en

L’activit¢ LCAT est estimée en mesurant la conversion du
14 C-cholestérol estérifié en utilisant les protéoliposomes en tant que substrat de la
maniere décrite par Chen et al. (1982). Les protéoliposomes sont préparés a partir de
phosphatidyl-choline, du cholestérol, du'4C-cholestérol et de I’apolipoprotéine Al et
mis en incubation avec 20 pul de surnageant de culture de transfection a tester. Les
produits (14C-cholestérol libre et 14C-cholestérol estérifié) de la réaction sont
séparés, par différence de leur solubilit¢é dans le solvant organique, en
chromatographie sur couche mince et détectés par autoradiographie sur Instant Imager

14 C.

(Packard). L’ activit¢é LCAT est exprimée en pourcentage du cholestérol

estérifié par heure et pour 20ul de surnageant testé.

b) Dosage de ’activité CETP

L’activité CETP est déterminée en mesurant la capacité de cette enzyme a transférer
des esters de cholestérol d’une particule lipoprotéique de haute densité (donneur) a
une particule lipoprotéique de faible densité (accepteur). Les substrats de cette
réaction ont été fournis par un kit Wak-Chemie, Medical GmbH. La fluorescence du

linoléate du cholésterol contenu dans la particule donneuse est éteinte a I’ état natif de
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cette derniére et ce n’est qu’en présence de la CETP active, qui va catalyser le
transfert de la molécule fluorescente jusqu’a la particule acceptrice, que I’on peut

détecter la fluorescence a 535 nm. L’activité¢ CETP est exprimée en valeur d’intensité

de fluorescence émise 4 535 nm pour 30l de surnageant de culture testé et par heure.

¢) Dosage de activité LH

L’activité lipase hépatique est estimée en utilisant un substrat triglycéridique
synthétique fourni par un kit Progen Biotechnik GmbH. Ce substrat contient un
groupement fluorescent pyréne qui est masqué par le trinitrophénol & I’état natif de la
molécule et ’hydrolyse de cette derniere a pour effet 1’émission de fluorescence a 400
nm. En mesurant 'intensit¢ de fluorescence émise a 400 nm apres incubation du

substrat avec 1'échantillon a tester et grace au plasma standard fourni par le kit on peut

estimer la quantité (en pmol/min.) de LH contenu dans 20ul de surnageant.

d) Dosage de l'apolipoprotéine Al

L’activité Apo Al est estimée en utilisant un anticorps monoclonal anti ApoAl. Pour
cela, des plaques Immulon II (Dynatech) sont revétues avec un anticorps monoclonal
anti ApoAl (10mg/ml dans du tampon carbonate pH 9,6), par incubation une nuit a
4°C, puis saturées par 2% BSA en PBS pH 7.4 une heure a 37°C. Les surnageants
cellulaires sont ensuite incubés une heure a 37°C, éventuellement apres dilution en
PBS 2% BSA. La révélation est ensuite effectuée par incubation une heure a 37°C
avec un mélange d'anticorps monoclonaux anti ApoAl marqués a la péroxydase, et
dilué au 1/5000. La fixation des anticorps péroxydés est finalement révélée par

incubation avec 250ul de TMB (KPL) et lecture des plaques a 630nm.

TECHNIQUE DE CONSTRUCTION DES PLASMIDES NAVETTES




WO 98/22606 PCT/FR97/02043

10

15

20

25

23

Les constructions des plasmides bicistroniques sont détaillées dans les figures 3 a 5.
Les plasmides bicistroniques obtenus sont, en méme temps, les plasmides navettes car
ils contiennent les séquences adénovirales pIX-IVa2 nécessaires a la recombinaison
avec le génome viral. Cette recombinaison se produit soit par cotransfection avec un
génome clivé venant d'un virus B-galactosidase (vecteur navette classique), soit par
double recombinaison dans E-Coli (vecteur navette Coli).

La conformit¢ de séquence de différentes structures plasmidiques est examinée par
analyse de leur profil de restriction. Cet examen permet de sélectionner des clones
recombinants qui serviront aux clonages ultérieurs ainsi que de valider les résultats
des clonages. Les enzymes de restriction sont choisies de fagon a avoir 'information
la plus complete possible sur l'intégralité de 'ADNc cloné et le nombre de sites
stratégiques pour le clonage. Néanmoins, ce contrle ne permet pas d'exclure
I'existence de certaines mutations telles que mutations ponctuelles de substitution ou
de non-sens qui peuvent se produire a tout stade du clonage. De telles mutations ne
peuvent €tre mises en €vidence que par séquencage complet de I'ADNc en question.
Le contréle ultime de la validité des constructions obtenues est fait par des tests
biochimiques d'activités enzymatiques de LCAT, de CETP et de LH in vitro, ou la

détection de la présence de I'apoA-1.

EXEMPLE 1 :

Construction des plasmides navettes L CAT - IRES - CETP

1- Construction du vecteur navette classique pXL 2970
Le vecteur d'expression pXL 2968 RSV LCAT polyA bGH est obtenu par clivage des
plasmides pXL2616, contenant I'ADNc de la LCAT, d'une part et du plasmide pXL

LPL, sous controle du promoteur de RSV et en amont du signal de polyadénylation du
hormone de croissance bovine, d'autre part, par les enzymes de restriction Sal I et Clal
et ligation de fragments résultants par T4 DNA ligase .

Pour se faire:
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Les plasmides pXL RSV LPL (2 ug) et pXL 2616 (2 pug) sont chacun digérés par 10
unités (u) de Clal, dans du tampon 4 (20mM Tris acétate, 10mM Mg-acétate, SOmM
K-acétate et ImM DTT) supplementé avec 100 ug/ml de BSA acétylé, pendant 90° a
37°C. 100mM du NaCl et 10u de Sall sont ajoutés et le mélange réactionnel est remis
en incubation a 37°C pendant encore 90°. Apres migration en électrophorese sur gel
d’agarose a 0,7 % des produits des digestions, les bandes de 6,5 et de 1,7 kb
correspondant a pXLRSV et a I’ADNc LCAT sont découpées sur gel et extraites par
un kit Qiaquick. Les deux bandes sont ligaturées par 400u de T4 DNA ligase apres
incubation d’une nuit a 14°C.

Le plasmide recombinant pXL 2969 IRES-CETP est généré a partir du plasmide
bluescript possédant 'ADNc de la CETP modifié¢ & son extrémité 5' par introduction
d'un site Ncol par amorce PCR 5' GCCTGATAAC CATGGTGGCT GCCACAG 3'
(SEQ ID N°1). Le plasmide ainsi modifié est clivé par Ncol et Sal et cloné en aval de
la séquence IRES adénovirale inclue dans le plasmide pSKIRES clivé par les mémes
enzymes de restriction de la maniere suivante:

2,5 pg du plasmide CETP et 2,5 pug du plasmide pSK IRES sont digérés par 10u de
Ncol pendant 90’ a 37°C dans du tampon 3 (50mM Tris-HCL, 10mM MgC12,
100mM NaCl et ImM DTT) suivi de la digestion par 10u de Sall pendant 90’ a 37°C.
Les produits des digestions sont mis en migration électrophorétique et les bandes de
1.5 Kpb (ADNc CETP) et de 3,5 Kpb sont extraites et ligaturées dans les mémes

conditions que décrites dans le paragraphe précédent.

Pour obtenir le plasmide pXL2970, on procede comme suit:

Quatre pg du plasmide pXL 2968 sont linéarisés par 10 u du Sall (tampon 3+BSA,
90’ a 37°C). L’ADN est, ensuite, extrait par kit Qiaquick et récupéré dans 50 ul de
’eau préchauffée a 50°C. Les botts cohésifs résultants du clivage Sall sont rendus
francs par incubation avec 5 u de polymérase Klenow pendant 15’ a 25°C, L’ ADN est
re-extrait au kit Qiaquick et déphosphorylé par 2 u de phosphatase intestinale de veau
(CIP) pendant 60° a 37°C. Le plasmide pXL 2969 (4pg) est d’abord digéré par SU de
Smal (tampon 4, 90’ a 25°C) puis par 5U de Hincll (tampon 3 +BSA, 100 mM NaCl,
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90’ 2 37°C). Les produits des digestions des 2 plasmides sont sourmis a une migration
électrophorétique sur gel d’agarose a 0,7 % et les bandes d’ADN de 8,5 Kpb (pXL
2968) et de 2,2 Kpb (ADNc IRES CETP) sont extraites au kit Qiaquick et ligaturées
par 400 u de T4 DNA ligase. (Fig. 3).

Les activités LCAT et CETP du plasmide pXL2970 sont dosées sur le surnageant de
culture des cellules 293 trois jours apres transfection.

L'activit¢ LCAT de ce plasmide correspond a 3,5% d'esters de cholestérol formés par
heure et l'activit¢ CETP a 120% (tableau 1 ci-apres). Ces valeurs d'activité, montrent
que le plasmide pXL2970 synthétise bien de la LCAT et du CETP qui sont

catalytiquement actives.

2) Le plasmide navette-coli LCAT-IRES-CETP

Dans cette technologie, le vecteur navette doit comprendre :

-les séquences ITR-répétitions terminales inverses et v séquence d'encapsidation,
nécessaires pour la recombinaison homologue dans E. coli, entourant la séquence

LCAT-IRES-CETP.

-une origine de réplication col E! rendant le plasmide non réplicatif dans la souche
C2110 E. coli et permettent. ainsi, la clonalit¢ du plasmide recombinant.

- un gene suicide saccharose B (Iétale pour la bactérie en culture sur sucrose) et un
géne de résistance a la spectinomycine qui permettront la sélection du clone

recombinant.

Pour se faire, le plasmide bicistronique navette pX1.2970 RSV LCAT-IRES-CETP est
clivé par BstEIl et Spel afin d'y introduire des séquences ITR et v du génome
adénoviral et ainsi obtenir un plasmide navette-coli. Les séquences ITR et v sont
isolées par digestion du plasmide pXL 2794 par BstEIl et Xbal. Le fragment aux
bouts francs contenant la cassette spectinomycine-saccharose B, obtenue par digestion
du pXL2757 par ECORV et Smal a €t€ introduite dans le plasmide navette pXL 2970
+ 2794 linéarisé par bFspl (Fig. 4).

Expérimentalement on procede selon le protocole suivant:
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Trois pg du plasmide pXL 2970 sont digérés par 20 u de BstEll (tampon 2 : 10mM
Tris Hel, 10mM MgClI2, 50mM NaCl, ImM DTT ; 90’ a 60°C), puis par 10u de Spel
(90’ a 37°C).

Le fragment d’ADN résultant est extrait au kit Qiaquick et déphosphorylé par 2 u de
la CIP (60’ a 37°C). Le plasmide pXL 2794 est digéré par 20 u de BstEll (tampon 2,
90’ 2 60°C) suivi de 20 u de Xbal (90’ a 37°C). Les bandes de 6,5 Kpb (pXL.2970) et
de 2,9 Kpb (ITR y et Kan" du pXL2794), extraites aprés migration électrophorétique,
sont ligaturés par T4 DNA ligase (40 Ou).

Le plasmide pXL 2970+2794 résultant (1,5 pg) est clivé par 5 u de Fspl (tampon 4,
60’ a 37°C), extrait au kit Qiaquick, et ligaturé (T4 DNA ligase, 400 u) avec le
fragment d’ADN de 3,8 Kpb extrait du gel contenant la cassette sacB-spect’ issue de
la digestion du plasmide pXL 2757 par 10 u de Smal (tampon 4, 90’ & 25°C) suivi de
10 u de EcoRV (90’ 4 37°C).

Le plasmide navette pX1.2974 LCAT-IRES-CETP subit une premiére sélection sur
milieu spectinomycine et milieu spectinomycine+saccharose. Les résultats des
digestions Ncol (6.2+3+2,2+2), Notl (13,5 Kpb) et EcoRV (1+3+9,5 Kpb) sont en

conformité avec la carte de restriction dudit plasmide.

L'activit¢ LCAT du plasmide pXL2974 correspond a 2% d'esters de cholestérol
formés par heure et celle de la CETP a 114% (tableau 1). On retrouve les activités

LCAT et CETP au niveau du plasmide navette-coli LCAT-IRES-CETP.

ACTIVITE LCAT ACTIVITE CETP
Plasmide navette 3,5+/-0,2% 120 +/-2%
LCAT-IRES-CETP |
Plasmide navette-coli 2+4/-0,2% 114 +/-2%
LCAT-IRES-CETP
Tableaul
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EXEMPLE 2:
Construction du plasmide navette RSV LCAT-IRES-LH

L'ADNc de la LH est cloné derriere 'IRES dans le vecteur bluescript et le fragment
5 IRES-LH ensuite inclus d'une fagon analogue au vecteur LCAT-IRES-CETP selon le
protocole suivant:
Le plasmide pXL 2971 (4 ug) est digéré, afin d’éliminer un site Ncol, par 40 U.L de
BgllI (tampon 3, 90’ 4 37°C) et puis par 40u de Sall pendant 90* a 37°C. Le fragment
d’ADN de 2,5 Kpb (de masse approximative de 0,5 pug) issu de ces digestions est
10 soumis, apres migration et extraction sur gel, a une digestion ménagée par Ncol (0,1-1
u Ncol/pg d’ADN) dans du tampon 4 pendant 60’ a 37°C. Les produits de digestion
sont analysés par migration sur gel d’agarose a 0,7 % et la bande de 1,5 Kpb
contenant le ADNc LH ABC, obtenue avec 0,5 u de Ncol, est ligaturé (T4 DNA
ligase, 400 u) avec le fragment pSK IRES (1,3 pg) résultant des digestions Ncol et
15 Sall (1u de chaque enzyme, tampon 3, 37°C).

Le vecteur final est présenté en figure 5. Le plasmide bicistronique navette LCAT-

IRES-LH correspondant porte le nom de pX1.2984.

ACTIVITE LCAT ACTIVITE LH
Plasmide navette 1,2 +/-0,2% 46 +/-2%
LCAT-IRES-LH
20
Tableau 2

EXEMPLE 3

Construction du plasmide navette ApoAI-IRES-LCAT
25

Le principe général de cette construction est identique aux précédents. La LCAT est

mutée par PCR en incluant un site supplémentaire Ncol permettant sa ligation en
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bonne place derriére I'IRES. Sa séquence a été entiérement vérifiée. Le fragment
IRES-LCAT est ensuite ligué derriere l'apoA-1. Le vecteur résultant est issu
directement de la technologie Coli et porte le nom de pXL 3058 (figure 6). Apres les
double recombinaisons habituelles le vecteur viral résultant a été vérifié en activité.
L'apoA-I a été détectée en western blot et l'activit¢ LCAT évaluée a 1.3% (bruit de
fond a 0.2%).
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LISTE DE SEQUENCES

(1) INFORMATIONS GENERALES:

(i) DEPOSANT:

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A.

C) VILLE: ANTONY

E) PAYS: FRANCE

F) CODE POSTAL: 92165

G) TELEPHONE: 01.55.71.69.
H) TELECOPIE: 01.55.71.72.

B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron

22
96

PCT/FR97/02043

(i1} TITRE DE L' INVENTION: VIRUS RECOMBINANTS BICISTRONIQUES

UTILES POUR LE TRAITEMENT
DYSLIPOPROTEINEMIES

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1

DE

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR:

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape

ORDINATEUR: IBM PC compatible

(B)
(C) SYSTEME D' EXPLOITATION:
(D)

LOGICIEL: PatentIn Release #1.0,

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUE
(A) LONGUEUR: 27 paires de

(B) TYPE: nucléotide
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE:

GCCTGATAAC CATGGTGGCT GCCACAG

NCE:
bases

SEQ ID NO:

PATHOLOGIES

PC-DOS/MS-DOS

Version #1.30

1:

LIEES

(OEB)

AUX
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REVENDICATIONS

1. Virus recombinant défectif caractérisé en ce qu'il comprend au moins deux

acides nucléiques codant pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs distincts et

5  impliqués dans le transport inverse du cholestérol, lesdits acides nucléiques étant liés
opérationellement a un promoteur transcriptionnel et séparés l'un de l'autre par une

séquence codant pour un site d'entrée interne du ribosome IRES.

2. Virus recombinant défectif selon la revendication 1 caractérisé en ce que

les acides nucléiques insérés sont choisis parmi les génes codant pour tout ou partie de

10 la lécithine choléstérol acyltransférase (LCAT), la protéine de transfert des esters du
cholestérol (CETP), la lipase hépatique (LH), les apolipoprotéines Al ou AIV, ou un

variant de celles-ci.

3. Virus recombinant défectif selon la revendication | ou 2 caractérisé en ce
que les acides nucléiques sont préférentiellement les génes codant pour tout ou partie

15 des enzymes, protéines et/ou co-facteurs correspondants humains.

4. Virus recombinant défectif selon les revendications précédentes caractérisé

en ce que les acides nucleiques sont plus préférentiellement des ADNc ou ADNg.

5. Virus recombinant défectif selon I'une des revendications précédentes

caractérisé en ce que l'un des acides nucléiques code pour la LCAT.

20 6. Virus recombinant défectif selon la revendication 5 caractérisé en ce que

le second acide nucléique code pour la CETP, la LH ou I'ApoAlL.

7. Virus recombinant défectif selon l'une des revendications précédentes
caractérisé en ce que le promoteur transcriptionnel est de préférence choisi parmi les
promoteurs des séquences d'acides nucléiques E1A, MLP d'adénovirus, le promoteur

25  CMV,LTR-RSV, MT-1, SV40.
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8. Virus recombinant défectif selon l'une des revendications précédentes

caractérisé en ce que la séquence IRES dérive d'un picornavirus.

9. Virus recombinant défectif selon la revendication 8 caractérisé en ce que
la séquence IRES de picornavirus est issue soit du virus encéphalomyocarditis ou du

poliovirus.

10. Virus recombinant défectif selon l'une des revendications précédentes
caractérisé en ce qu'il est dépourvu au moins des régions de son génome qui sont

nécessaires a sa réplication dans la cellule infectée.

11. Virus recombinant défectif selon l'une des revendications précédentes
caractérisé en ce qu'il s'agit de préférence d'un adénovirus, de préférence de type Ad 5

ou Ad 2 humain ou d'origine animale.

12. Adénovirus recombinant défectif caractéris¢ en ce qu'il comprend au
moins deux acides nucléiques codant pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs
distincts et impliqués dans le transport inverse du cholestérol, lesdits acides nucléiques
étant liés opérationellement & un promoteur transcriptionnel et séparés l'un de l'autre

par une séquence codant pour un site d'entrée interne du ribosome IRES.

13. Adénovirus recombinant défectif selon la revendication 12 caractérisé en
ce qu'il comprend au moins un gene codant pour la LCAT et un gene codant pour la
LH, lesdits genes étant liés opérationellement & un promoteur transcriptionnel et
séparés I'un de l'autre par une séquence codant pour un site d'entrée interne du

ribosome IRES.

14. Adénovirus recombinant défectif selon la revendication 12 caractérisé en
ce qu'il comprend au moins un geéne codant pour la LCAT et un gene codant pour
’apoA-1, lesdits genes étant liés opérationellement a un promoteur transcriptionnel et
séparés l'un de l'autre par une séquence codant pour un site d'entrée interne du

ribosome IRES.
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15. Adénovirus recombinant défectif selon la revendication 12 caractérisé en
ce qu'il comprend au moins un géne codant pour la LCAT et un gene codant pour la
CETP, lesdits génes étant liés opérationellement & un promoteur transcriptionnel et
séparés lI'un de l'autre par une séquence codant pour un site d'entrée interne du

ribosome IRES.

16. Adénovirus recombinant défectif selon la revendication 15 caractérisé en

ce qu'il dérive de la recombinaison homologue entre le pXL2974 et le pXL2822.

17. Adénovirus recombinant défectif selon l'une des revendications 12 a 16
caractérisé¢ en ce qu'il comprend au moins une délétion dans la région El et une

délétion dans la région E3.

18. Plasmide procaryote comprenant un génome d'adénovirus et au moins
deux acides nucléiques codant pour des protéines, enzymes et/ou co-facteurs distincts
et impliqués dans le transport inverse du cholestérol, les deux acides nucléiques etant
liés opérationellement & un promoteur transcriptionnel et séparés l'un de I'autre par une

séquence codant pour un site d'entrée interne du ribosome, IRES.

19. Plasmide procaryote comprenant une premiere région permetiant la
réplication dans les cellules procaryotes et une deuxieme région comportant le
génome adénoviral bordé d'un ou plusieurs sites de restriction non présent(s) dans
ledit génome et dans laquelle sont présents au moins deux acides nucléiques codant
pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs distincts et impliqués dans le transport
inverse du cholestérol, ces deux acides nucléiques étant liés opérationellement a un
promoteur transcriptionnel et séparés I'un de l'autre par une sequence codant pour un

site d'entrée interne du ribosome, IRES.

20. Plasmide procaryote selon la revendication 18 ou 19 caractéris€ en ce que

le génome adénoviral est délété de ses régions E1 et E3.

21. Plasmide procaryote selon l'une des revendications 18 & 20 caractérisé en

ce qu'il comprend les séquences virales ITR et y.
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22. Plasmide procaryote selon l'une des revendications 18 a 21 caracterise en
ce que l'origine de réplication est issue d'un plasmide bactérien choisi parmi RK2,

pBR322 et pUC.

23. Plasmide procaryote comprenant en orientation 5'-3' au moins une origine
de réplication fonctionnelle dans les cellules procaryotes, une premiére partie d'un
génome adénoviral comprenant les séquences virales ITR et y, un promoteur
transcriptionnel, un premier acide nucléique codant pour une enzyme, protéine et/ou
co-facteur impliqué dans le transport inverse du cholestérol, une séquence IRES, un
second acide nucléique codant pour une enzyme, protéine et/ou co-facteur impliqué
dans le transport inverse du cholestérol, un site e polyadénylation et une second

partie d'un génome adénoviral constituée par la région pIX-IVa2.

24. Plasmide procaryote selon l'une des revendications 18 a 23 caractérisé en
ce qu'il comprend en outre une région permettant la sélection des cellules procaryotes

contenant ledit plasmide.

25. Plasmide procaryote selon l'une des revendications 18 & 24 caractérisé en
ce qu' au moins l'un des acides nucléiques code pour la LCAT et le second acide

nucléique est choisi parmi ceux codant pour la LH, 'ApoAl ou la CETP.

26. Plasmide procaryote selon la revendication 25 caractéris€ en ce qu'il s'agit
du pXL 2974 contenant les acides nucléiques codant respectivement pour la LCAT et

la CETP.

27. Plasmide procaryote selon la revendication 25 caractéris€ en ce qu'il s'agit
du pXL 3058 contenant les acides nucléiques codant respectivement pour la LCAT et

['ApoAL.

28. Plasmide navette caractérisé en ce qu'il comprend deux acides nucl€iques
codant pour des enzymes, protéines et/ou co-facteurs distincts et impliqués dans le

rransport  inverse du cholestérol. les deux acides nucléiques étant liés
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opérationellement a un promoteur transcriptionnel, un site de polyadénylation et une
séquence codant pour un site d'entrée interne du ribosome, IRES située entre les deux

acides nucléiques.

29. Plasmide navette selon la revendication 28 caractérisé en ce qu'il s'agit du
plasmide pXL.2984 comprenant deux acides nucléiques codant respectivement pour la

LH et la LCAT.

30. Plasmide navette selon la revendication 28 caractérisé en ce qu'il s'agit du
plasmide pXL2970 comprenant deux acides nucléiques codant respectivement pour la

LCAT et la CETP.

31. Cellule procaryote transformée avec un plasmide procaryote selon l'une

des revendications 18 a 27.

32. Utilisation d'un virus recombinant défectif selon l'une des revendications
1 a 11, d'un adénovirus recombinant selon l'une des revendications 12 a 17 ou d'un
plasmide selon l'une des revendications 28 a 30 pour la préparation d'une composition
pharmaceutique destinée au traitement ou a la prévention des pathologies li¢es a

I'hypoalphalipoprotéinémie.

33. Utilisation selon la revendication 32 pour la préparation dune
composition pharmaceutique destinée au traitement de l'athérosclérose et/ou de la

resténose.

34. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs virus
recombinants défectifs selon I'une des revendications 1 a 11, un adénovirus selon l'une

des revendications 12 & 17 ou un plasmide selon l'une des revendications 28 a 30.

35. Composition pharmaceutique selon la revendication 34 caractérisée en ce
qu'elle se présente sous forme injectable et en ce qu'elle comprend de 104 a 1014

pfu/ml d'adénovirus.



WO 98/22606 PCT/FR97/02043

1/6

y cE

chylomicrons
VLDL
IDL CETP

chylomicrons
VLDL TG
iDL

Figure 1

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



WO 98/22606

PCT/FR97/02043
2/6
( sacB spect' A
colE1
< pXL2974
Ad5 Ads (CE1 et E3)ITR
\ pXL2822
RK2ori
S e
tetra’ \
/s /
|
recombinants [TR RSV I

recombinants pIX-IVa2

\

ITRRSV  Ad5 sacB spect 'ITRRSV Ad5
iy, R R
‘ B gal 1 LCAT RES CETP I
1
Ad5 (CElet E3)
|
tetra® RK2ori ITR
[ -
+ ITRRSV Ad5

LCAT RE CETP
SUCROSE+
Ad5 (CE1 et E3)
RK2ori ITR p gal -

ITRRSV AdS5 Ad5 (CE1 et E3)ITR

p gal
SUCROSE +
te"ar RK2ori Bga|+++

LCAT RES CETP

sacB spect’

ITRRSV Ad5

Ad5 (CE1 et E3)
RK2ori ITR

tetrafl
R

Figure 2

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



WO 98/22606

sv 1089 Clal

pXL 2968
8332pb

ADNc LCAT
1,7 Kpb

\ N o~
2838 Sall

1) Sal |

2) Klenow polymérase

3) phosphorylase intestinale
de veau ( CIP)

'

PCT/FR97/02043

3/6

690 Smal

IRES
<4—1219 Ncol

px! 2969
5162 pb

CETP

b

2932 Sall, b Hincll

Sma [+Hinc

oV Clal
ADNCcLCAT
ADNc IRES CETP
pXL 2968 2,2 Kpb
5'oH
3' oH
T4 DNA ligase
sy 1089 Clal
pxl 2970 “‘*I‘F:E";
10430 pb A .
3364 Ncol
" CETP
4936 Sall
Figure 3

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



WO 98/22606

pXL 2970
10430 pb

70817 BstEll

BstEll + Spel

PCT/FR97/02043

4/6
LCAT 735 Fspl
4705 pb /¥
1781 Xbal
BstEll + Xbal
T4 DNA ligase
6461 Smal
9G2 Fspl ‘&
PXL 2757 YsacB-spec
6478 pb
3962 EcoRV
Fspl coRV+ Smal

lT4 DNA ligase

pXL 2974

13481 pb

Figure 4

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



2767 Sall
Hincll

pSK IRES LH
4997 pb

PCT/FR97/02043

690 Smal

IRES
—1219 Neol

Smal+ Hincll

WO 98/22606
516
336 Sal
571 Neol
pXL 2971 LH ABC
3450 Ncol 1884 Ncol
2854 Bglil
Bglll  +Sall
1884 Neol 571 Ncol
Bglll ¢ vl pSK IRES
2,5Kpb
le' Ncol+ Sall
Ncol Sall v
LH ABC T4 DNA ligase
1,5 Kpb
pXL 2968 ( RSV LCAT) T sal

3

2; polymérase Klenow
phosphatase intestinale

de veau ( CIP)

Figure 5

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)

10413 pb

>
T4 DNA ligase




WO 98/22606 PCT/FR97/02043

6/6

319 Rsrll
BspH | 9553 403 Neo | s

994 *Bct |

999 Bgl !l

1536 SgrA |
1689 bSsp |

1741 *Xbale

1745 bEcoRV

1781 *Xbal e

1787 Spe |

1980 *bNru |

2002 Miu |

Ase | 8662
Psp1406 | 8562

bSnaB | 7987

Prom RSV
pXL3058 2231 Pvul
9787 base pairs intron+
Unique Sites ApOA1

pIX Va2

Esp3 | 6693
BsmB | 6693 IRES
\" 3539 Not|e
*Ncol 6146 3585 *Apall
* Afl il 6010 3585 Bsp120!
3623 Avr ll
3680 bXmn i
4047 Ncole
4584 bScal
Figure 6

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Inter: aal Application No

PCT/FR 97/02043

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

IPC 6 C12N15/86 C12N9/10

A61K48/00

C12N9/20 C07K14/47

According to Internationat Patent Classification(IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

IPC 6 CI12N CO7K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimumdocumentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consuited during the international search (name of data base and, where practical. search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Citation of document. with indication, where appropriate. of the relevant passages

mice"
CIRCULATION,

page I495 XP002041748
abstract 2363

vol. 92, no. 8 suppl., 15 October 1995,

Y KOBAYASHI, J. ET AL.: "In vivo analysis 1,3,11,
of LPL and HL structure-function: 12,31-35
adenovirus-mediated transfer of lipase Lid
mutant genes in Hepatic lipase deficient

_/__

Further documents are listed in the continuation of box C.

Patent family members are listed in annex.

° Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

“L"* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publicationdate of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

‘T later document published after the international filing date
or prictity date and not in contlict with the appiication but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

“X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious to a person skilled
in the art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of theinternational search

16 February 1998

Date of mailing of the international search report

23/02/1998

Name and mailing address of the ISA
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponi,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authotized officer

Chambonnet, F

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992)

page 1 of 3

Relevant to claim No.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Inter: 1al Application No

PCT/FR 97/02043

-| C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category

Citation of document. with indication.where appropnate. of the relevant passages

Relevant to claim No.

HE, H.S. ET AL.: "Construction of
adenoviral and retroviral vectors
coexpressing the genes encoding the
hepatitis B surface antigen and B7-1
protein”

GENE. ,

vol. 175, no. 1-2, 10 October 1996,
AMSTERDAM WL,

pages 121-125, XP002041764

see the whole document

WO 93 03143 A (ANDERSON W FRENCH ;MORGAN
RICHARD A (US); COUTURE LARRY (US)) 18
February 1993

see the whole document

WO 96 01324 A (INST NAT SANTE RECH MED
;BERLIOZ CLARISSE (FR); JACQUEMOUD
SANDRIN) 18 January 1996

see the whole document

WO 93 11250 A (BRITISH TECH GROUP) 10 June
1993
see the whole document

WO 96 28553 A (RHONE POULENC RORER SA
;DENEFLE PATRICE (FR); DUVERGER NICOLAS
(FR) 19 September 1996

see the whole document

SAKAI, N. ET AL.: "Analysis of LCAT and
CETP gene-gene interaction using
adenovirus-mediated gene transfer of CETP
in control and LCAT transgenic mice"
CIRCULATION,

vol. 92, no. 8, 15 October 1995,

pages 1495-1496, XP002041758

abstract 2365

DUGI, K.A, ET AL.: "Adenovirus-mediated
transfer of hepatic lipase in LCAT
transgenic mice provides new insights into
the role of hepatic Tipase in HDL
metabolism”

CIRCULATION,

vol. 92, no. 8 suppl., 15 October 1995,
page 1426 XP002041749

abstract 2031

_./__

1-35

1-11,
31-35

1-7,10,
11,31-35

1-11,
31-35

1-12,
16-25,
27-29,
31-35

1-6,11,
12,15,
25,26,
30-35

11-14,
31-35

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992)

page 2 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intel ‘nal Application No

PCT/FR 97/02043

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

see page 1, line 1 - page 14, line 26;
claims

Category Citation of document. with indication.where appropriate. of the relevant passages Relevant to claim No.

Y LEWIS, M. E. S.: "Gene-based therapeutic 1,3,4,7,
strategies for human Tipoprotein lipase 10-12,
(LPL) deficiency : rationale and prospects 17,21,
for alteration of atherogenic risk" 31-35
TRANSFUSION SCIENCE,
vol. 17, no. 1, March 1996,
pages 79-87, XP002041750
see page 84, column 1, line 2 - page 86,
column 1

Y WO 94 25073 A (RHONE PQULENC RORER SA 1-4,6,7,
;BENOIT PATRICK (FR); DENEFLE PATRICE 10-12,
(FR);) 10 November 1994 17-21,
cited in the application 23,31-35
see the whole document

Y WO 96 13597 A (UNIV PENNSYLVANIA :WILSON 1,7,
JAMES M (US); FISHER KRISHNA J (US): CHE) 10-12,
9 May 1996 17-21,

23,28,
31-35

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992)

page 3 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

i ‘ inte: »nal Application No
{nformation on patent family members PCT/FR 97/012043
Patent document Publication Patent family Publication’
cited in search report date member(s) date
WO 9303143 A 18-02-93 CA 2114416 A 18-02-93
EP 0598029 A 25-05-94
JP 6509713 T 02-11-94
WO 9601324 A 18-01-96 FR 2722208 A 12-01-96
AU 2929595 A 25-01-96
CA 2194155 A 18-01-96
EP 0769062 A 23-04-97
WO 9311250 A 10-06-93 AU 3163893 A 28-06-93
GB 2262099 A 09-06-93
WO 9628553 A 19-09-96 FR 2731710 A 20-09-96
AU 5008296 A 02-10-96
CA 2214010 A 19-09-96
CZ 9702868 A 17-12-97
EP 0815239 A 07-01-98
NO 974179 A 10-09-97
WO 9425073 A 10-11-94 FR 2704556 A 04-11-94
AU 6572294 A 21-11-94
BR 9406689 A 30-01-96
CA 2161679 A 10-11-94
EP 0701450 A 20-03-96
FI 955154 A 27-10-95
JP 8509373 T 08-10-96
NO 954286 A 26-10-95
ZA 9402980 A 18-01-95
WO 9613597 A 09-05-96 AU 4405496 A 23-05-96
EP 0787200 A 06-08-97

Fom PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992)



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE —

Der 2 Internationale No

PCT/FR 97/02043

ASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE

ACL DE L’
CIB 6 _ClZNﬁS 86 C12N9/10 A61K48/00 C12N9/20 CO7K14/47

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou & la fois selon la classification natiorale et la CIB

8. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

CIB 6 Cl2N CO7K

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

Documentation consultée autre que la documentationminimale dans la mesure ou ces documents relévent des domaines surlesquels a porté la recherche

utilisés)

Base de données electronique consultée aucours de la recherche internationale (nom de la base de donnges, et si celaest réalisable. termes de recherche

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

mice"
CIRCULATION,

page I495 XP002041748
* Résumé 2363 *

adenovirus-mediated transfer of lipase Lid
mutant genes in Hepatic lipase deficient

vol. 92, no. 8 suppl., 15 octobre 1995,

Catégorie '| identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indicationdes passages pertinents no. des revendications visées
Y KOBAYASHI, J. ET AL.: "In vivo analysis 1,3,11,
of LPL and HL structure-function: 12,31-35

._/__

Voir la suite du cadre C pour la finde la liste des documents

Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

° Catégories spéciales de documents cités:

"A" document définissant {'état général de latechnique, non
considéré comme particulierement pertinent

"E" document antérieur, mais publié & la date dedépét international
ou aprés cette date
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de

priorité ou cité pour déterminer la date depublication d'une
autre citation ou pour une raison spéciale gelle qu'indiquée)

"O" document se référant & une divulgation orale, & un usage, 4
une exposition ou tous autres moyans

‘P" document publié avant la date de dépétinternational, mais
postérieurement & la date de priorité revendiquée

"T" document ultérieur publié aprés ladate de dépét internationat ou la
date de priorité etn'appartenenant pas & I'état de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base del'invention

"X" document particuliérement pertinent; l'invention revendiquée ne peut
étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

“Y" document particuligrement pettinent; l'invention revendiquée
ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document estassocié & un ou plusieurs autres
documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du metier

"&" document qui fait partie de la méme famillede brevets

16 février 1998

Date & laquelle la recherche internationale a étéeffectivement achevée

Date d’expédition du présent rapport de racherche internationale

23/02/1998

NL ~ 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Nom et adresse postale de I'administrationchargée de la recherche internationale Fonctionnaire autorisé
Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2

Chambonnet, F

Fomulaire PCTASA/210 (deuxidme feuille) (juillet 1992)

page 1 de 3




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Der

PCT/

e internationale No

FR 97/02043

C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie

ldentification des documents cités. avec.le cas échéant. I'indicationdes passages pertinents

no. des revendications visées

HE, H.S. ET AL.: "Construction of
adenoviral and retroviral vectors
coexpressing the genes encoding the
hepatitis B surface antigen and B7-1
protein"

GENE. ,

vol. 175, no. 1-2, 10 octobre 1996,
AMSTERDAM  NL,

pages 121-125, XP002041764

voir le document en entier

WO 93 03143 A (ANDERSON W FRENCH :MORGAN
RICHARD A (US); COUTURE LARRY (US)) 18
février 1993

voir le document en entier

WO 96 01324 A (INST NAT SANTE RECH MED
;BERLIOZ CLARISSE (FR); JACQUEMOUD
SANDRIN) 18 janvier 1996

voir le document en entier

WO 93 11250 A (BRITISH TECH GROUP) 10 juin
1993
voir le document en entier

WO 96 28553 A (RHONE POULENC RORER SA
;DENEFLE PATRICE (FR); DUVERGER NICOLAS
(FR) 19 septembre 1996

voir le document en entier

SAKAI, N. ET AL.: "Analysis of LCAT and
CETP gene-gene interaction using
adenovirus-mediated gene transfer of CETP
in control and LCAT transgenic mice"
CIRCULATION,

vol. 92, no. 8, 15 octobre 1995,

pages 1495-1496, XP002041758

* Résumé 2365 *

DUGI, K.A, ET AL.: "Adenovirus-mediated
transfer of hepatic lipase in LCAT
transgenic mice provides new insights into
the role of hepatic lipase in HDL
metabolism”

CIRCULATION,

vol. 92, no. 8 suppl., 15 octobre 1995,
page 1426 XP002041749

* Résumé 2031 *

_/__

1-35

I-11,
31-35

1-7,10,
11,31-35

1-11,
31-35

1-12,
16-25,
27-29,
31-35

1-6,11,
12,15,
25,26,
30-35

11-14,
31-35

Fomulaire PCT/ISA/210 (suite de ia deuxiéme feuille) (juillet 1992)

page

2 de 3




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Dem : Internationaie No

PCT/FR 97/02043

C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Identitication des documents cités. avec.le cas eécheéant. I'indicationdes passages pertinents no. des revendications visees

voir page 1, ligne 1 - page 14, ligne 26;
revendications

Catégorie |

Y LEWIS, M. E. S.: "Gene-based therapeutic 1,3,4,7,
strategies for human lipoprotein lipase 10-12,
(LPL) deficiency : rationale and prospects 17,21,
for alteration of atherogenic risk" 31-35
TRANSFUSION SCIENCE,
vol. 17, no. 1, mars 1996,
pages 79-87, XP002041750
voir page 84, colonne 1, ligne 2 - page
86, colonne 1

Y WO 94 25073 A (RHONE POULENC RORER SA 1-4,6,7,
;BENOIT PATRICK (FR); DENEFLE PATRICE 10-12,
(FR);) 10 novembre 1994 17-21,
cité dans la demande 23,31-35
voir le document en entier

Y WO 96 13597 A (UNIV PENNSYLVANIA ;WILSON 1,7,
JAMES M (US); FISHER KRISHNA J (US); CHE) 10-12,
9 mai 1996 17-21,

23,28,
31-35

Fomulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxidme feuille) (juillat 1992)

page 3 de 3




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseignements relatifs aux membres de familles de brevets

Dem

Internationale No

PCT/FR 97/02043

Document brevet cite Date de Membre(s) de la Date de -
au rapport de recherche pubiication famille de brevet(s) publication
WO 9303143 A 18-02-93 CA 2114416 A 18-02-93

EP 0598029 A 25-05-94
JP 6509713 T 02-11-94
WO 9601324 A 18-01-96 FR 2722208 A 12-01-96
AU 2929595 A 25-01-96
CA 2194155 A 18-01-96
EP 0769062 A 23-04-97
WO 9311250 A 10-06-93 AU 3163893 A 28-06-93
GB 2262099 A 09-06-93
WO 9628553 A 19-09-96 FR 2731710 A 20-09-96
AU 5008296 A 02-10-96
CA 2214010 A 19-09-96
CZ 9702868 A 17-12-97
EP 0815239 A 07-01-98
NO 974179 A 10-09-97
WO 9425073 A 10-11-94 FR 2704556 A 04-11-94
AU 6572294 A 21-11-94
BR 9406689 A 30-01-96
CA 2161679 A 10-11-94
EP 0701450 A 20-03-96
FI 955154 A 27-10-95
JP 8509373 T 08-10-96
NO 954286 A 26-10-95
ZA 9402980 A 18-01-95
WO 9613597 A 09-05-96 AU 4405496 A 23-05-96
EP 0787200 A 06-08-97

Formulaire PCT/ISA/210 (annexa familles de brevets) (juiliet 1992)




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	SEARCH_REPORT

