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preparation of a

PCT/ FRO5/ 01590 Method for the

viral vector by inter- nol ecul ar honol ogous

r @combi nalt {@ven7970 - The present invention relates tecdpRgifHae f or

preparing a vira

vector in vitro in a prokaryotic cell 5 and to its

application for producing an infectious viral. particle intended for

t herapeutic use,

The possibility of treating human di seases by

and especially for use i n gene therapy.
gene therapy has changed

in a few years fromthe stage of 10 t heoretical considerations to that -of
clinical ap | iRrqcede de répazatipned tun yectaust binall paspireeembripateon hemelogue

initiated in interpajécutaing Sept enber 1990 on a pati.ent .who was genetically

immnodeficient as a result of a nutation affecting the

15

'La présente invention concerne une méthode pour préparer un vecteur viral in vitro

" dans une cellule procaryote et son application pour produire une particule virale

infectieuse destinée a un usage thérapeutique et, en particulier, un usage en thérapie

genique.

- La possibilité de traiter les maladies humaines par thérapie génique est passée en

" quelques années du stade des considérations théoriques 4 celui des applications

cliniques. Le premier pfotocole appliqué a I'homme a été initié aux Etats Unis en
septembre 1990 sur un patient génétiquement immunodéficient en raison d'une
mutation affectant le géne codant pour 'Adénine Désaminase (ADA). Le succés rélatif
de cette pi'eniiére expérimentation a encouragé le développement de nouveaux
protocoles de thérapie génique pour diverses maladies génétfques ou acquises
(maladies infectieuses et notamment virales comme le SIDA ou cancers). La grande
majorité des protbcoles décrits jusqu'a présent met en oeuvre des vecteurs viraux pour

transférer et exprimer le géne thérapeutique dans les cellules a traiter.

A ce jour, les vecteurs rétroviraux sont parmi les plus utilisés du fait de la simplicité

“de leur génome. Cependant, outre leur capacité restreinte de clonage, ils présentent

deux inconvénients majeurs qui limitent leur utilisation systématique : d'une part, ils

infectent majoritairement les cellules en division et d'autre part, du fait de leur

- intégration au hasard dans le génome de la cellule hote, le risque de mutagénése

insertionnelle n'est pas négligeable. C'est pourquoi, de nombreuses €quipes
scientifiques se sont attachées 4 dévélopper d'autres types de vecteurs, parmi lesquels

on peut citer ceux issus des adénovirus, virus associés aux adénovirus (AAV),

" poxvirus et virus de l'herpés. D'une maniére générale, leur organisation et leur cycle
y

d'infection sont largement décrits dans la littérature accessible 2 'homme de l'art.

A cet égard, I'emploi des vecteurs adénoviraux est apparu comme une alternative



gene codi ng for adeni ne deami nase (ADA). The relative 15 success of this
first 'experinent encouraged the devel op- ment of new gene therapy

pr ot ocol wofgsnzerar i ous genetic or acquired diseases (EcHFROLHBZYG
di seases, and viral di seases in particular, such as AIDS, or

cancers). The | arge majority of the protocols described hitherto enpl oy'

20 viral vectors to transfer the therdpeutic gene to the cells to be
. treated and to express it therein. : To date, retroviral vectors
are anong the ones most wi dely used on account of the sinplicity of
their genonkfomasiguse Les agénovirps onh 6té alis en éwdence daus depembrieyses @spéass

iser on the oneriang dntdn BEkS o @At Solfbel babidfiehes o ek hient R B

ot her hand, as iacaneéniérts loé aux rétrdviress puisqi'ibgseatplitjuent dang g @elliles duiescanep e

of the host cell, the risk,of ert, naI [tut agenesi s i-s not |n5|g 30
ni ficant. For t%isOnt BARyHeEsr yAs‘EF"ewaicf‘ﬁ‘é QUE GFROE, ¥ constitug diyag wrpleculs o

devel op ot hgr tyRPN Réaie et &Eateﬁdﬂéﬂﬂen‘mbﬁbts kb ortraﬁ'loﬁﬁs QUhdirBRhinD de gé&@

adenovi ruses, adeno- aSSOCIate Vi ruses ﬁOXVIrUSES
her pesvi ruses anlaiomées geénes préendes néagssaend lHIeplycagpea ale§E 1 &) et des génes

organi zati on ar{ardlfs de structure (L1 a LS) (voir Figure 1).

D'une maniére générale,-les vecteurs adénoviraux sont obtenus par délétion d'au moins
10 une partie des génes viraux (notamment de la région E1 essentielle  la replication
virale) qui sont remplacés par les génes thérapeutiques. En conséquence, iis sont
propagés dans une lignée cellulaire, dite de complémentation, qui fournit en trans les
fonctions virales délétées pour générer une particule de vecteur viral défective pour
la replication mais capable d‘infecter une cellule hdte. On utilise couramment la lignée
15 293, établie a partir de cellules de rein embryonnaire humain, qui complémente les
adénovirus défectifs pour la fonction E1 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol., 36, 59-

72). | |

Les techniques de préparation des vecteurs adénoviraux sont largement Idécrites dans

20 a littérature (voir notamment Graham et Prevec, Methods in Molecular B'iolog)', Vol
7 ; Gene Transfer and Expression Pro_tocdls ;Ed:EJ. Murray, 1991, The Human

Press Inc., Clinton, NJ). Une des méthodes les plus employées consiste & générer le
vecteur adénoviral recombinant dans les cellules de complémentation tfansfecte'es avec

un plasmide bactérien portant le géne d'intérét. sous-cloné au 'sein de sa région

25  dinsertion adénovirale et le génome adénoviral. Généralement, ce dernier est 'qlivé par
~ une enzyme de restriction appropriée afin de réduire l'infectivité de I'ADN viral
parental et augmenter l'efficacité d'isolement des adénovirus recornbihants. Cependant,

on observe néanmoins un bruit de fond important de particules virales infectieuses
d'origine parentale, ce qui nécessite un travail d'analyse des plages obtenues

30 paniculiérement'lourd (d'un point de vue temps et cotit puiscjue chaque plage doit étre

amplifiée et analysée individuellement). Ceci est problématique lorsque le virus

i



35 their infection cycle are anply described in the literat- ure

available to a person skilled in the art. In this connection,
t e use of wadeneeor al vectors has been seen to be a proPCIFRYS/01590.

al ternative. Adenoviruses - 2-

have been denonstrated in many ani nmal species, have a broad host range,
have littl e pathogenicity and do not “2present the drawbacks associ at ed
with retroviruses since they replicate in resting cells and are

nonintegrative. 5 As a guide, their gepone consjsts of a |jinear, doubl e-
stranded DNA nol eBafFRabpresgsse ese.%@tégeysej@tlﬁﬁuememg’s recombipand, PaTaSKeEBlSUL

thirty genes, botf ﬂé *:é’dé?rﬁi@xes% GBS AES ¥ntement qule vrti§ FhreftP kil G dAndeRior ©
E4) and | ate struct
d'un | oene d'intérét de grande taille (Facteur VIII, dystrophme) réduisant d'autant sa

probabilité d'obtention.

La ligation entre deux fragments d'ADN générés par les techniques classiques de
biologie moléculaire et portant respectivement les parties 5' et 3' du vecteur adénoviral
recombinant peut également étre employée. La transfection du mélange de ligation
dans les cellules de complémentation permet en théorie d'encapsider le génome de
10 - l'adénovirus recombinant pour former une particule infectieuse. Cette technologie est
peu efficace et son application limitée par le nombre restreint de sites de restriction

' appropriés et uniques.

On a maintenant montré qu'il est possible de générer dans Escherichia coli (E. coli)

15 un vecteur adénoviral recombinant par recombinaison homologue intermoléculaire
entre un plasmide contenant le génome d'un adénovirus de type 5 et un insert portant

une séquence d'ADN exogene entourée de séquences adénovirales A et B (Figure 2).

Ce procédé conduit au remplacement dans le génome adénoviral de la région ciblée
située entre A et B par la séquence exogéne. La transfection du vecteur adénoviral

20  recombinant ainsi généré dans une lignée de complémentation adéquate donne lieu &
une particule virale infectieuse qui peut étre utilisée sans €tape préalable de

* purification pour infecter une cellule héte. Le bruit de fond (contamination par des
particules virales parentales) est réduit voire méme supprimé. En outre, on a trouvé

de maniére surprenante que lusage de souches d'E. coli recBC sbcBC est

25  particuliérement avantageux pour favoriser la recombinaison intermoié_culaire entre

- deux fragments quelconques d'ADN. |

Le procédé de la présente invention repose sur l'exploitation des activités
enzymatiques endogénes des cellules procaryotes impliquées dans la recombinaison
30  homologue. cette technique de recombinaison intermoléculaire avait déja été décrite

pour le clonage de petits inserts dans les vecteurs bactériens (Bubeck et al.. 1993,



genes (L1 to L5) (see Figure 1). 10 General | y speaki ng, the

adenoviral vectors are obt ai ned by deletion of at |east one portion of
t he viravose/i7ogenes (in particular of the El region essenpcairrbS¢159 I al
replication), which are replaced by the therapeutic genes.
Consequently, they are propagated in a cell line, 15 terned

conpl enentation [ine, which supplies 1h-trans the del eted viral
functions to generate a vi raI vector particle which is defective for
replication but capable infecting a_host cell. The line 293,

establ i shed f ré\fﬁclelc *ﬁl%#eé%?'yo-ﬁ c3Q01HR02) 1 Ipur \wEReIRr @éﬁﬁF@ﬂﬂma&ioadeno-
Tor7" 5 G, "R R byt FeubHE) L3, (SBEPE wicpyBlony

1977, J. S Cco
t echni ques of bettpes; &7, @l -4F ; Sdeampori etbl, 1991y &eener 88,a3 244 Tepentant ricned i n

t he Ilterature in rticular,. Gaham.and Prevec

Vb ecul a1 o - eSS e fecolBinaishl navain BriAS B s 5h Getvrs, s Orbeeiules
“Ed: E.J. 'VUET r ayrocaBles pdie é,bh@i‘&i ddshesttulsiiraux {Afédie@X (capabledWatre &legpsidest he
met hods nost often engl oyed consists in generating the reconbi nant

adenovi ral vectwpaitigulepmisales infectieysgst at i on cel s transfected with a
bacterial plasm d :

Le procédé de l'invention présente l'avantage sur les techniques antérieures d'étre
rapide, particuliérement efficace et de ne requérir que p§u de manipulations in vitro.
100 De plus, il peut étre mis en oeuvre avec des fragments d'ADN générés par PCR
(Polymerase Chain Reaction) évitant ainsi les étapes de sous-clonage de la.séquence
~ d’ADN exogeéne dans la région d'insertion du génome viral. Enfin, il apporte une
solution avantageusé au probléme de bruit de fond clairement identifié dans la
littérature. Par conséquent, il s'avére particuliérement performant pour les vecteurs

15 issus de virus de grande taille ou dans lesquels on envisage d'insérer une séquence

d'ADN exogéne de grande taille.

C'est pourquoi la présente invention a pour objet un procédé pour prép_arer dans.une
cellule procaryote un vecteur viral recombinant dérivé d'un virus parental dans le
20~ génome duquel est insérée une séqhence d'ADN 'exogéne, par recombinaison
intermoléculaire entre (i) un premier fragment d'ADN comprenant tout ou partie dudit
"génome: du virus pa.rental et (i) un second fragmént d'ADN comprenant ladite

séquence d'’ADN exogéne entourée de séquences flanquantes A et B homologues a

).

Au sens de la présente invention, un vecteur viral recombinant est obtenu a partir d'un
virus parental modifié de maniére 4 porter en un site appropri€ du génome viral et
exprimer une séquence d'ADN exogene. Les virus parentaux susceptibles d'étre
utilisés dans le cadre de l'invention sont, par exemple, les alphavirus, les rétrovirus, les
30  poxvirus et notamment le virus de la vaccine ou le canarypox, les virus de l'herpés, les

virus associés aux adénovirus (AAV) et tout particuliérement les adénovirus.



&.
30 carrying the gene of interest subcloned within its adenovi r al

I nsertion region and the adenoviral genone. Cenerally, the latter is
clreaved wiwboermwme t abl e restric- tion enzyme so as to rPCIERISS90
infectivity of the parent viral DNA and to increase the efficiency of

i sol ation of 35 the reconbi nant adenoviyruses. However, a substanti al
background of infectious viral particl e of par ent er al originis
nevert hel ess observed, which necessitates an especi ally arduous task of
anal ysis of the plaques obtai ned (arduous froma time and cost

'standpoi nt, since: cet eg,ard le choix de l'adenovirus parental est tres large.- Il pewgagir 5P5que .
B‘?i bl _te(r)rat ibgal avnmplégédt s Q:l"Hill 1&”&]&%@ canine, Aviglte! ibBVAL! ¥lirind "bvind, Sorcine ou
s:mlenne ou encore d'un adénovirus hybride comprenant des fragments de genome

adénoviral de différentes origines. On préférera tout particuliérement un adénovirus

5  d'origine humaine de sérotype C et de préférence un adénovirus de type 2 ou 5 ou

encore un adénovirus d'origine animale de type CAV-1 ou CAV-2 (canine), DAV

(aviaire) ou encore BAd (bovine). Ces virus et leur génome sont décrits dans la

littérature (voir par exemple Zakharchuk et al., 1993, Arch. Virol., 128, 171-176 ;

Spibey et Cavanagh, 1989; J. Gen. Virol., 70, 165-172 ; Jouvenne et al., 1987, Gene,

10 60, 21-28 ; Mittal et al., 1995, J. Gen. Virol., 76, 93-102).

Un procédé selon l'invention a pour objet fa préparation d'un vecteur viral recombinant
pour le transfert et 'expression d'une séquence d’ADN exogéne dans une cellule hdte.
Par "séquence d'ADN exogéne”, on entend un acide nucléique qui comprend des
- 15 séquences codantes et des séquences régulatrices permettant I'expression desdites
séquences codantes et dans lequel les séquences codantes sont des séquences qui ne
sont normalement pas présentes dans le génome d'un virus parental en usage dans la
présente invention ou si elles le sont dans un contexte génomique différent. Dans le
cadre de linvention, la séquence d'’ADN exogéne peut-étre constituée d'un ou

20  plusieurs génes. Les séquences régulatrices peuvent étre d'origines quelconques.

D'une maniére préférée, la séquence d'ADN exogene peut coder pour un ARN anti-

sens et/ou un ARNm qui sera ensuite traduit en protéine d'intérét. Elle peut étre de

type génomique, de type ADN compiémentaire (ADNc) ou de type mixte (minigéne,

25 dans lequel au moins un intron est délété). Elle peut coder pour une protéine mature,
un précurseur d'une protéine -maiure, notamment un précurseur destiné 4 étre secrété

et comprenant de ce faitun 'peptide signal. une protéine chimérique provenant de la
fusion de séquences d'origines diverses ou un mutant d'une protéine naturelle
présentant des propriétés biologiques améliorées ou modifiées. Un tel mutant peut étre

30  obtenu par mutation, délétion, substitution et/ou addition dun ou plusieurs

nucléotide(s) du géne codant pour ia protéine naturelie.



virus displays a sel ective advantage over the reconbi nant adenovi rus, v
for exanple when the latter replicates nore 5 slowy than the parent virus

as a reswaodf7othe i nsertion of a large-sized genepciPfrosioidogl €St
(factor VIII, .~ dystrophin), reducing proportionately the probability Y
of obt ai ni ng it. Li gation between two DNA fragnents '
generated by 10 the standard techni qués of nol ecul ar biol ogy and carry-

ing, respectively, the 5 and 3' portions of the reconbi- nant

adenoviral vector may al so be enployed. Transfection of the ligation

m xture into thRarsomsrdrelgtlaprésente vertion, il peyteitzeavantagruxsi'wiliseri:n t heory to
encap5|date the genone of 15 the reconbinant adenovirus to form an

i nfectious particle. Thi s technology is of low efficiency and its
application |imted ley génes rcedaml mLeddesuoj)ekmén‘ oﬁudlésatyhiphokmes'inébrﬂlﬁé qQese
restriction sites P’ ge\é‘vé(een shown t ;lloss ible to
generate 20 a reconBicHEmS &dgﬁb\yi S INtERERUK e F'quE%’EﬁéPtlléh'l-a "Hopiou'E--10,

coli) by ingernol ecub@rfa&iaimlrﬁ&%uﬁnr&sqmemt(m)Q@twseaeteurs stifful e
contai ning the genone of a g/bpe- adenovi rus and an insert carryrng an

exogenous DNA sequenksdonies (C
- les génes codant pour des récepteurs. cellulaires, comme les récepteurs
reconnus par des organismes pathogeénes (virus, bactéries, ou parasites), de

10 préférence par le virus VIH (Virus de l'lmmunodeﬁmence Humain), ou les : ‘

11Lands de récepteurs cellulaires ,
- les génes codant pour les hormones de croissance (HGF) ;

15 - les génes codant pour des facteurs de coagulation, comme le facteur VIII et

le facteur [X ;
- le géne codant bour la dystrophine ou la- minidystrophine ;
20 - “le gene codant pour l'insuline ;
- ~ les genes codant pouf des polypgptides intervenant directement ou

indirectement dans les canaux ioniques cellulaires, comme la protéine CFTR : |

(Cystic Fibrosis Transmembrane Cond_uctance Regulator) ;

25
- les génes codant pour des ARN anti-sens ou des protéines capables d' mhlber |
| I'activité d'une protéine . produ:te par un géne pathogéne, présent dans le
‘génome d'un organisme pathogéne, ou par un géne cellulaire, dont I'expression
est dérégulée, par exemple un o_ncogéne ;
30

- les génes codant pour un inhibiteur de protéase comme I'a 1-antitrypsine ou



surrounded by adenoviral sequences A and B (Figure 2). 25 This nethod
| eads to the replacenent in the adenoviral genone of the targeted
regi on | ocwoagnimaoween A and B by t he exogenous sequencecT/FrResIGsext i on
of the reconbi nant adenoviral vector thus generated into an appropriate
conplenmentation line gives rise to an infectious viral 30 particle which
may be used without a prior purification?- step to infect a host cell.
The background (contam nation with parent viral particles) is reduced
or even abol - ished. In addition, it was found, surprisingly, that the
use of E. coli recBC swtiBbgeuraduns pretéasspanalesl | y advanta- 35 geous for
pronoting internol ecul ar reconbi nati on between any two DNA fragnents.
The nethod of the present invention is based on exploitation of the
endogenous enzynetic des géned colaniqlour des vafidhts deprokmey pithegenes ghilont étéimueédsved
'n horrpl ogous - de fagon a altérer leur fonction biologique, comme par exemple des variants
5 trans-dominants de la protéine TAT du virus VIH capables de compétition
avec la protéine naturelle pour Ia liaison a la séquence cible, empéchant ainsi

la réplication du VIH ;

- les génes codant pour des €pitopes antigéniques afin d'accroitre I'immunité de

10 la cellule hote :

- les génes codant pour des polypeptides ayant des propriétés anticancéreuses

et notamment des suppresseurs de tumeurs comme la protéine p53 ;

15 - les génes codant pour les protéines du complexe majeur d'histocompatibilité
des classes I et II, ainsi que les génes codant pour les protéines régulatrices de

I'expression de ces génes ;

- ‘'les génes codant pour des enzymes cellulaires ou produites par des organismes

20 * pathogénes ; et

- - les génes suicides. On peut citer plus particuliérement le géne TK-HSV-1.

. - L'enzyme TK virale présente une affinité nettement supérieure par rapport a

l'enzyme TK cellulaire pour certains analogues de nucléosides (comme

25 - lacyclovir ou le gancyclovir). Elle les . convertit en molécules
'monophqs'phatées. elles-mémes convertibles par les enzymes cellulaires, en

précurseurs de nucléotides, qui sont toxiques. Ces analogues de nucléotides

sont incorporables dans les molécules d'ADN en voie de synthése, donc
principalement "dans I'ADN des cellules en état- de réplication. Cette

30 incorporation permet de détruire spécifiquement les cellules en division

comme les cellules cancéreuses.



-4- r econbi nati on. Thi s i nt er nol ecul ar reconbi nati on

techni que had al ready been described for the cloning of smal | inserts
i nt o bagi@wéside7eyect.ors (Bubeck et al., 1993, Nucl ei cplEiRSsoReear Ch,
21, 3601-3602) or for 5 generating hybrid genes by intranol ecul ar

reconbi nation (Cal ogero et al., 1992, FEMS M crobiol ogy Letters, 97,
41-44; Caranori et al., 1991, Gene, 988-37-44). However, this

reconbi nati on technol ogy had never been enpl oyed in- prokaryotic cells

to generate infectious viral vectors 10 (capabl e of being encapsi dat ed
into infectious- virales génepasodaut! peyr. un anticorps, un fFrhgmemt Hanticvkps @ une

I nvention has the advant age. over the previous techniques of being
rapid and espe’@?rﬁ‘fq‘go’g??'i cient, and of requiring only a small 15
nunber of mani pulations in vitro. Furthernore, it may be. enpl oyed with

DNA fragnments generated by PCR (pol ynerase, chai n reacti-on), thereby
avoi di ng the steps oS S¢ISSIraAPORguUrs comme le géne Lac-Z, codant pour la B-galactosidase

5 - ou le géne luciférase. -

Cette liste n'est pas limitative et bien entendu d'autres génes peuvent étre également

employsés.

10 Par ailleurs, une séquence d'ADN exogéne en usage dans la présente invention peut (
en outre comprendre un géne non-thérapeutique, par exemple un géne codant pour |
un marqueur de sélection permettant de sélectionner ou identifier les cellules hotes
transfectées. On peut citer le géne néo (codant pour la néomycine phdéphotransférase)
conférant une résistance 2 l'antibiotique G418, le géne dhAfrr (Dihydrofolate

15  Reéductase), le géne CAT (Chloramphenicol Acetyl transférase), le geéne pac-
(Puromycine Acétyl-Transferase) ou encore le géne gpr (Xanthine Guanine

Phosphoribosyl Transferase).

Bien entendu, un géne en usage dans la présente invention peut étre placé sous le

20  contrdle d'éléments appropﬁés a son expression dans une cellule héte. Par "éléments |
~ appropriés”, on entend I'ensemble des éléments nécessaires a sa transcription en ARN
(ARN anti-sens ou ARNm) et a la traduction d'un ARNm en protéine. Parmi les
éléments nécessaires 2 la transcription, le promoteur revét une importance particuliére.
Il peut s'agir d'un promoteur constitutif ou d'un promoteur régulable et il peut étre
25  isolé d'un géne quelconque d'origine eucaryote ou méme virale. Alternativement, il
peut s'agir du promoteur naturel du gene en question, D'une fagon générale, un
promoteur en usage dans la présente invention. peut ére modifié de maniére
contenir des séquences régulatrices. A titre d'exemples de promoteurs tisshs-
spécifiques, on peut citer ceux des génes d'immunoglobulines lorsque 'on cherche &

30 cibler I'expression dans des cellules hotes lymphocytaires et du géne o 1-antitrypsine _

- pour une expression foie-specifique. On peut également mentionner les promoteurs



) |
of the exogenous DNA sequence into the insertion region of the viral
genone. Lastly, it provides an advantageous 20 solution to the probl em of

backgr oundyesgsfrds cl early identified in the |iteratuper/Fresniso0
Consequently,. it proves especial ly efficacious for vectors originating
from | ar ge-si zed viruses or viruses into which the insertion of a
| ar ge- si zed exogenous DNA sequence is en®trsaged. 25 Accordingly,

t he subj ect of the present invention is a nethod for preparing, in a
prokaryotic cell, a reconmbi nant viral vector derived froma parent
virus into - t leensgganiindu geneii-£1$ Vah (dymirmokisasbidA viras| de iinerpeéssde type 1), du

i nserted, by internpl r._rec I nati.on pbetween (i).a,30 first DNA
fragment conpri siSHt® gﬁ%’{}ﬁm 85’2“@% ‘d"ﬁ&gﬁ‘ﬁgn ou h{'m)"“"t IfePTOFIOLGHT RISGOGE dUng
(ii) a second DNAirli $'94®(Bimian Vi 4Dy, ufi UTR SlodirfXO0eitorsie hmeRaH &d¥aBviral
surrounded by f | anki ng sequences. A and B which are honol ogous to (i).
For the purposes MEP.inosammenteder!'adenpyiqus bymain dgtypereconbi nant viral vector

i s obtained fyoma parent virus "nodified so as to carry at a suitable

site of the viral - genone and to express an exogenous DNA sequence. The
parent viruses cépaploeédd sélon rilinvention inett ére ceowieexrt nodcanisme de recombinaison

homologue intermoléculaire. D'une maniére générale, il consiste en l'échange de

séquences homologues entre deux fragments d'ADN. Ces séquences peuvent étre
identiques ou substantiellement homologues. En d'autres termes le degré d'homologie

10 des séquences A et B avec la partie correspondante du premier fragment d'ADN peut

étre variable mais doit étre suffisant pour permettre fa recombinaison intermoléculaire.

Aux fins de la pre’sehte invention, il est préférable qu'il soit supérieur a 70%,

avantageusement supérieur a 80%, de préférence supérieur a 90% et de maniére tout

a fait préférée aux environs de 100%. De plus, une courte région d'homoiogie peut

15 éwesuffisante (au moins 10 nucléotides consécutifs communs entre les séqugrices A

et B et leurs séquences homologues dans le premier fragment d'ADN). Dans le cadre

de la présente invention, la longueur des séquences A et B est de préférence comprise

entre 10 pb et 10 kb, avantageusement 20 pb et 5 kb, de préférence 30 pb et 2 kb e,

de maniére tout 4 fait préférée, 40 pb et 1 kb.

‘Selon un mode avantageux, un procédé selon l'invention conduit au remplacement du
matériel généﬁque focalisé entre les séquences du premier fragment d'ADN
“homologues aux séquences A et B par la séquence exogéne. Cet échange
intermoléculaire permet de générer un vecteur viral recombinant circulaire sous forme

25 d'un vecteur procaryotique (plasmide, cosmide ou phage) permettant sa manipulation
et/ou sa propagation dans la cellule procaryote. Un mode de réalisation du mécanisme

mis en oeuvre dans le cadre de la présente invention est illustré dans la Figure 2.

Bien que la région d'insertion de la séquence exogene puisse étre située i n'importe
30  quelle position du génome viral, on préfére éviter les régions agissant en cis

nécessaires a la replication. Ces derniéres comprennent notamment les LTRs 5' et 3'



the invention are, for exanpl e,  al phaviruses, o
-5- retroviruses, poxviruses, and in particular vaccinia or

canar ypowo\shitgre her pesviruses, adeno-associ ated viruses m%ﬁﬁ and
nost especi ally adenovi ruses. In this connecti on e c{hm ce of

parent adeno- 5 virus is very wide. It can be an adenovi rus of human,
cani ne, avian, bovine, nurine, ovine,-pokrcine or siman origin, or
alternatively a hybrid adenovirus conprising . adenoviral genone _ .
fragments of different origins. Very speci al preference will be given
to a serotype Caiasleue-le dignal\dentspsidhatibn GBI 10640deR rethélirs @f REAPRY 5%t BYREGa 2 OF
5 . adenovi rus, %r alternatively to an adenovirus of aninal

' region d'encapsidation s'agissant des adenovirus. On indique que la région d'insertion

' peut étre dirigée en des positions variées en fonction des séquences homologues A et

B choisies.

- Comme indiqué précédemment, le premier fragment d'ADN comprend tout ou partie
du génome du virus parental en usage dans le cadre de l'invention. Il peut s'agir du
génome d'un virus saﬁvage ou du génome d'un virus en dérivant modifié par délétion,
addition et/ou substitution d'un ou plusieurs nucléotides. En particulier, il peut étre

10 délété d'un ou plusieurs génes én totalité ou en partie..

Le premier fragment d'ADN est de préférence inclu dans un vecteur conventionnel.
Le choix de celui-ci est trés large, mais on peut citer plus particuliérement le pBR322,
_ le p polyIl ou éncdre le p poly IIT*1 (Lathe etal., 1987, Gene, 57, 193-201). Selon un
15 mode de réalisation avantageux du procédé selon linvention, le premier fragment |
d'ADN est de préférence linéarisé au niveau de la région.déns laquelle on envisage de
cibler I'insertion. En particulier, il peut étre clivé par une ou plusieurs enzymes de
restriction dont les sites sont localisés entre les séquences du premier fragment d'ADN
homologues aux séquences A et B, mais également au niveau de-ces derniéres bien
20 que ce mode de réalisation ne soit pas préféré. Le choix des sites de restriction 4
utiliser _ISeIon, le virus parental retenu est i la portée de 'homme du métier.
Avantageusement, on préférera utiliser des sites peu représentés dans le premier
fragment d'ADN et en particulier uniques. Par ailleurs, de tels sites peuvent également

étre crées par les techniques classiques de mutagénése dirigée. _

~Le second fragment d'ADN en usage dans la présente invention porte notamment la
séqﬁence d'ADN exogéne entourée des séquences A et B impliquées dans la
recombinaison intermoléculaire. On préfére employer un fragment d'ADN linéaire. Il

peut étre généré par PCR, excisé d'un vecteur quelconque ou produit par voie

30 synthétique ou toute méthode conventionnelle dans le domaine de l'art. A titre

d'exemple, un second fragment d'ADN en usage dans le cadre de Ia présente invention



or | gin of the CAV-1 or CAV-2 (canine), DAV (avian) or alternatively

BAd (bovine) type. These viruses and their genone are described in the
| ist er at ur ewlesgar7ofoor exanpl e, 15 Zakharchuk et al., 1993, p&maResvisoe! . ,
128, 171-176; Spi bey and Cavanagh, 1989, J. Gen. Virol., 70, 165-172;
Jouvenne et al., 1987, Gene, 60, 21-28; Mttal et al., 1995, J. Gen. :
Virol., 76, 93-102). ~ The oby éktive of a method according to the
20 invention is to prepare a reconbinant viral vector for t he

transfer of an exogenous DNA sequence to a host cell and its

expr essi on ther ei Beut'éFs obtenrtbpas apRiiicsuerudals séquerce d' ADN gregsne & padirdunrveateun

nucl ei ¢ aci d which, codi S s_an at qr, egyences
permtting the exger g’ggp%ér?%ooﬁx g?ﬁ%é’fl 5qu§o§%§9§€eq8§n€%'£%ﬁ ﬁgﬁ‘)(%iiacﬁa'{’] e
codi ng sequend'amonks appropiées asunidsi Aclbura rertrémitéstd demdéqyerres e B. iBA outre,
t he genone of a parent virus enplaoyed in the present i.nvention or, if
they are present, WhisEOMHTagment Hpélﬁ%Pe“' egalement SomRrefre des séapencreplagmidiares of
the inventions t hgsRQxréntitdsnQus oWRusal ¢oatEIRRE AR Jitissds éCtRFQ)&Ss%ﬁu&TceQne
or nore genes. The regul atory sequences nmay be of any origin.

A et B dans la mesure ou elles 'sont homologues aux.séquences plasmidiques

contenues dans le premier fragment d'ADN.

Conformément aux buts poursuivis par la présente invention, un procédé selon
10 l'invention est mis en oeuvre pour la préparation d'un vecteur viral recombinant

défectif pour la replication. Ce terme désigne un vecteur incapable d'achever un cycle
infecticux autonome dans une cellule hote. Généralement, le génome de ces vecteurs
défectifs est dépourvu d'un ou plusieurs génes ess_ehtiels a la replication, génes
précoces et/ou génes tardifs. Iis peuvent €tre délétés en totalité ou en partie ou rendus

15 non fonctionnels par mutation (addition, délétion et/ou substitution d'un ou plusieurs
nucléotides). A cet égard, un procédé selon l'invention peut permettre la prébaration _
d'un vecteur adénoviral recombinant dépourvu de tout ou partie des régions E1, E2, |
E3 et/ou E4. |

20 A titre illustratif, on peut citer les modes de réalisation suivants. Lorsqu'il s'agit de |
préparer dans une cellule procaryote un vecteur adénoviral recombinant dérivant d'un
adénovirus humain de type 5 (Ad5) dans lequel on envisage d'insérer une séquence
d'’ADN exogeéne a la place de la région E1, on peut mettre en oeuvre (i) un vecteur
comportant le génome de I'Ad5 clivé par l'enzyme Clal ( site de restriction situé en

25  position 918 du génofne AdS tel que divulgué dans la banque de données Genebank
sous la référence M73260) et (ii) un fragment d'’ADN comprenant une séquence A
homologue & la région d'encapsidation adénovirale, la séquence ' ADN exogeéne suivie
d'une séquence B homologue a la séquence codant pour la protéine pIX. Par ailleurs,
I'usage d'un vecteur portant le génome adénoviral clivé par l'enzyme Spel (position

30 . 27082 du génome AdS5) et d'un fragment d’ADN comprenant une séquence A

homologue a l'extrémité 5' de la région E2, la séquence d'ADN exogéne et une



Preferably, the exogenous DNA sequence-can'code - for an antisense RNA
and/ or an nRNA which will then be 35 translated into a protein of

I nt er estwoldgihgyg be of the genomi c type, of the conpl A _
(cDNA) type or of m xed type (mnigene, in which at |least one intron is
deleted). It may code for a mature protein, a precursor of a mature
protein, in particular a precursor intbthded . . '

- 6- to be secreted and, as a result, conprising a signal

peptide, a chineric protein originating from t he fusion of sequences

of diverse ori giéauenge B homodeguecs I'extramité3aHe la régiqr B4 exenncttrameq;temer un

| mpr oved .or m)dvetcle(fﬁj B NAg r%%mbllf:{arﬂ "3RS feque‘? % se%HgnQ:e% wﬁae%gene est 1%seree
obt ai ned by mut a
a la place de la région E3. Bien entendu, ces modes de réalisation particuliers ne sont

cités qu'a titre d'exemples. Enfin, le procédé selon l’mvenuon peut étre utilisé pour
5 mtrodunre des deletlons mutations et/ou substitutions dans une région particuliére

d'un génome viral.

La présente i.nvention- s'avére particuliérement avantageuse lorsqu'il s'agit de préparer
un vecteur viral recombinant d'au moins 20 kb et, de maniére tout a fait préférée, d'au
10 moins 30 kb et plus particuliérement d'un vecteur ayant un génome d'une longueur de
80 a 120% de celle du génome du virus sauvage correspondant, notamment de 90 4

110% et, de préférence, de 95 a2 105%.

Selon un autre mode de réalisation, un procédé selon I'invention peut également étre

15 employé€ pour insérer au moins deux fragments d'ADN au sein du génome viral, par
recombinaison intermoléculaire entre (i) un premier fragment ' ADN cox_ripreﬁant tout

ou partie dudit génome du virus parental, (ii) un second fragment d'’ADN comprenant

une premiére partie de ladite séquence d'ADN exogéne munie a son extrémité 5' de

ladite séquences flanquantes A et (iii) un troisiéme fragment d'’ADN comprenant une

20 deuxieme partie de ladite séquence d'ADN exogéne munie 4 son extrémité 3' de ladite |

séquences flanquantes B ; lesdits seconds et troisiémes fragments d' ADN comportant

~ une séquence homologue se recouvrant a leurs extrémités 3' et 5' respectives. A titre
indicatif, ces séquences homologues entre les seconds et troisiémes fragments d'ADN
répondent aux mémes critéres d'homologie et de longueur que les séquences A et B.

25 Cemode de réalisation spécifique est particuliérement avantageux pour le clonage des

séquences exogénes de grande taille.

Un procédé selon linvention peut étre mis en oeuvre dans toute cellule .procaiyote et
notamment dans une bactérie dérivée d'une souche d'Esch_ericlu‘q coli. Mais, on
prefere tout particuliérement employer une souche recBC sbcBC comme par exemple
les souches CES200, CES201, W5449 et BJ5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol., /66,

o)
o



del etion, substitution and/or addition of one or more nucl eoti de(s) of

the gene coding for the natural protein. _ ~ In the context of the
present i NwRyée/@0 it can be advantageous to use: 10 pcr/FRo8B196NES
coding for cytokines or |ynphokines, such as interferons a, [err]
and y, interleukins, and in particular 1L-2, 1L-6 or IL-10,
tunor necrosis factors (TNF) -ald col ony stinmulating factors
(CSF); t he genes coding for cell receptors, such as the 15

receptors recognized by pathogenic organisns (viruses,.
bacteria or paras?i’%e830). preferably by the H V virus (human

I mmunodeficiency virus), or |igands for cell receptors; -

t he genes coding for growth hornones (HGF); 20 - t he genes coding for
coagul ati on fact oUse precédaretgpique d'un procéde aclomt'in¥édntibn aotipfead iasrétdpss suivantes :

t he gene coding for dystrophin or mnidystrophin; - t he gene coding
for insulin; - the genes coding for pol ypeptides participating 25

directly or igdirect! yhnd eblitttdduitl A of NARGRIIS de maniére séparéei@hsasnet ElufeF TR
(cystic fibrosis transnenbrane . : _
: procaryote un'premier fragment d'ADN et (it) un second fragment d'ADN tels

que définis précédemment,

(b) on cultive la cellule procaryote obtenue  l'étape (a) dans des conditions
10 appropriées pour permettre la génération du vecteur viral recombinant par

recombinaison intermoléculaire, et
(c) on récupére le vecteur viral recombinant.

15  Dans le cadre d'un procédé selon l'invention, les quantités de premiers et. seconds
fragments d'ADN peuvent varier. On préfére employer une concentration 10 fois plus
importante de second fragment par rapport au premier. L'introduction des fragments
d'ADN dans une cellule procaryote et la récupération du vecteur de ces mémes
cellules sont réalisées selon les techniques générales de génie génétique et de clonage

20 moléculaire détaillées dans Maniatis et al. (1989, Laboratory Manual, Cold Spring

‘Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

La présente invention concerne également un procédé pour préparer une particule
virale infectieuse contenant un vecteur viral recombinant obtenu en mettant en oeuvre

25 un procédé selon l'invention, seion lequel :

(a) on introduit ledit vecteur viral recombinant dans une_cellule mammifére

- pour générer une cellule de mammifere transfectee,

30 . (b) on cultive ladite cellule de mammifére transfectée dans des conditions

appropriées pour permettre la production de ladite particule virale, et



conduct ance regul ator) protein; - t he genes coding for antisense
RNAs or proteins o capabl e of inhibiting the activity of a protein

30 d by a pat hogenic gene present in the gen of a
pat hogen?@%ﬁggﬁi sm or by a cellular gene V\hos?%?é@g%n S
deregul ated, for exanple an oncogene; - t he genes codi ng
for a protease inhibitor such as .35 -14- [err]-antitrypsin or an :

i nhibitor of a viral protease; - the genes coding for variants of

pat hogeni c proteins _ whi ch have been nutated in such a way as to

i npai r t hei(¢) dnirédupériedmite bamiciile iralesdedd calture Eellulfreadid e 4 l'étape
trans-dom nant vari ard;t)s of the H'V virus TAT protein '

Les cellules peuvent étre transfectées selon les techniques standards bien connues de

5  I'homme du métier. On peut citer notamment la technique au phosphate de calcium,
la technique au DEAE dextran, I'électroporation, les méthodes basées sur les chocs
-osmotiques, la microinjection ou les méthodes basées sur I'emploi de liposomes. Selon

un mode de réalisation préféré, la cellule mammifére est avantageusement une cellule

de complementatlon et notamment la cellule 293 dans le cadre d'un vecteur dérivant

10 d'un adénovirus. Les particules virales peuvent étre recuperees du surnageant de

culture, mais également des cellules selon les protocoles conventionnels.

La présente invention couvre également l'usage d'une particule vifale infectieuse ou
d'un vecteur viral recombinant préparé selon un procédé selon l'inventio.n, pour le
I5  traitement thérapeutique ou chirurgical du corps humain et notamment par thérapie
génique. Un procédé selon l'invention est plus particuliérement destiné au traitement
preventlf ou curat:f de maladies telles que les maladies génétiques (hémophilie ;
thalassermes emphyséme, maladic de Gaucher, mucovxsc:dose myopathie de Duchene _
ou de Becker...) les cancers, les maladies virales (SlDA., infections herpétiques ou
20  dues au cytomégalovirus ou au papillomavirus). Aux fins de Ia présente invention, les
vecteurs et pamcules virales préparés par un procédé selon 'invention peuvent étre
mtrodunts soit in vitro dans une cellule hote prélevée du patient, soit directement in
vivo dans l'organisme 4 traiter. De préférence, la cellule héte est une cellule humaine
" et, de maniére préférée une cellule pulmonaire, tlbroblasthue musculaxre hépatique,

25 lymphocytalre ou une cellule de la lignée hématopoiétique.

La présente invention vise également une composition pharmaceutique comprenant
une quantité thérapeutiquement efficace d'une particule virale infectieuse ou d'un
vecteur viral recombinant préparé selon un procéde selon l'invention, en association
30 avec un véhicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. Une telle composition

pharmaceutique peut étre préparée selon les techniques communément en usage et



mﬁich are'capable of conpeting wth the natural protein for
bi nding to the target sequence, thereby preventing the replication

ofe H'V; o g6/17079he ‘genes coding for antigenic epitopes so
I ncrease tﬂ, i munity of the host cell; - the genes ﬁ.ﬁgy?%r”

pol ypepti des havi ng anti cancer properti-es, and in particular tunor
suppressors such as the p53 pr-ot¥ein; - t he genes coding for
protei ns of the major histocom 10 patibility conplex classes | and
1, as well as .the genes coding for the proteins that regulate the
: expre55| on of t hesimigsirsespar toute voaedadmmmg‘emmscomde,rpgr bmmpjebhnﬂm syemryaim
or those (fﬁr oduced b at ho enic ani sns, ui ci de

genes. The HSV-| it Hﬁ? eHﬁ%t?‘éﬁ@(‘f cale ‘"trapermeéleeé’ﬁm’ﬁﬂl'l?“e HRuSs-

viral TK enzyne ddu‘i:ﬂieéymtﬁtumorale ou ifitidf@slenhedrRApeF a%fd‘sbﬂahbfntélﬁ"hstﬂlﬁﬁ)n'
cellular TK enzynme for certain nucl eoside anal ogs (such as

acycl ovir or gandhégrilmpnaire. |t converts themto 20 nonophosphat ed
nol ecul es, which are thenselves

Enfin, la présente invention a également pour objet l'usage d'une particule virale
infectieuse ou d'un vecteur 'viral recombinant préparé selon un procédé selon
l'invention, pour l'expression d'une séquence d'ADN d'intérét dans un systéme

cellulaire.

La présente invention est plus compiétement décrite-en référence aux figures suivantes

et a l'aide des exemples suivants.

-La Figure ] est une représentation schématique du génome de 'adénovirus humain de
15 type 5 (représenté en unités arbitraires de 0 a 100), indiquant I'emplacement des

différents génes.

La Figure 2 illustre un procédé de recombinaison intermoléculaire entre deux
fragments d'ADN. les séquences plasmidiques sont représentées par un trait fin, les

20  séquences virales par un trait gras et la séquence exogéne par une boite hachurée.

La Figure 3 est une représentation schématique du vecteur pTG3614 correspondant
au p polylI dans lequel est cloné le génome d'un adénovirus recombinant modifié dans

la région E par insertion d'une cassette d'expression du géne FIX humain.

- La Figure 4 est une représentation schématique du vecteur pTG4652 correspondant
au p polyIl dans lequel est cloné le génome d'un adénovirus recombinant modifié dans
les régions E1, E3 et E4 par insertion d'une cassette d'expression du géne CF humain

et délétions partielles.



convertible by the cellular enzynes to nucl eotide precursors,

whi ch are toxic. These nucl eoti de anal ogs can be incorporated in
DNA nol eglegfizgre t he process of synthesis, hence E?‘)Fﬁb?ﬂofs?othe DNA
of 25 cells undergoing replication. This incorporation

enabl es dividing cells such as cancer cells to be , destroyed
specifically. : - the genes codi rg6for an anti body, an antibody frag-
ment or an i munotoxin. 30 - reporter genes such as the LacZ gene
coding for [err]- . gal act osi dase, or the luciferase gene.

This list is noEXEMPLESg, and ot her genes may- natural |y be enployed as

wel | . . Moreover, an exogenous DNA sequence enployed in 35 t he
present invention may conprise, in addition, a nont her apeuti ¢ gene,

for exanple a geagexeriiessuilis @mustrensqbeﬁhﬁhhﬁemnkﬁroned&fﬁ}?h+é§&té [Hvention.
transfected host cells to be selected or identified. There may rl‘)e

ment i oned the neo gene (coding for neonycin phosphotransferase)
conferring s [es constructions décrites ci-apres sont réalisées selon les techniques générales de

génie génétique et de biologie molécilaire détaillées dans Maniatis et al (1989, supra).

Les sites de restriction protubérants en 5' peuvent étre convertis en sites francs par

. traitement par le grand fragment Klenow de I'ADN polymérase d'Z. coli alors que les

sites protubérants en 3' sont traités par la T4 polymérase. En ce qui concerne les

10 étapes d'amplification par PCR, on applique le protocole tel que décrit dans PCR
Protocols-A guide to methods and applications (1990, ed Innis, Gelfand, Sninsky et

White, Academic Press Inc.). Les cellules sont transfectées par les méthodes
conventionnelles et sont cultivées selon les recommandations du fournisseur. Les
frag‘ments insérés dans les différentes constructions décrites ci-aprés sont indiqués

IS précisément selon leur position dans le génome de l'AdS telle que divulguée dans la

banque de données Genebank sour la référence M73260.

A. Clonage du génome d'Adeénovirus 5 (Ad3) dans p polyll

On synthétise.l'extre’mite' gauche du génome d'Ad5 (nucléotides 1 4 935) par PCR &
l'aide des amorces oligonucléotidiques 0TG6597(SEQ ID NO: 1) et 0TG6598 (SEQ |
25 ID NO: 2). La premiére s'hybride aux 21 premiers nucléotides de I'1TR §' et présente
un site Pacl, immédiatement en amont des séquences virales, et un site £coRI utilisé
pour le clonage. La deuxiéme amorce permet Fintroduction des sites Sa/l puis Bg/l!
en aval des séquences virales. La matrice engagée _dahs cette réaction est 'ADN
génomique d'Ad5 prépareé selon les méthodes conventionnelles. On digére le fragment
50 ainsi amplifié par £coRI et Bglll et on le clone dans le piasmide p polyll (Lathe et al.,

l987.'3upra) préalablement clivé par ces deux mémes enzymes de restriction pour



L _ .
resistance to the antibiotic 418, the dhfr (dihydro- fol ate reduct ase)
gene, the CAT (chl oranpheni col acetyl - transferase) gene, the pac

( puronyci neaRlAr ansf erase) ~gene or alternatively theP&Pmesm_lsgo
(xant hi ne: guani ne phosphor- 5 ibosyltransferase) gene.

Naturally, a gene enployed in the present inven- tion may be pl aced
under the control of elenents suitable-17- for its expression in a host
cell. "Suitable el enments” are understood to nean the set of elenents
necessary for 10 its transcription into RNA (antisense RNA or nRNA) and

for the transl atiogbtenitfie pTGUBNA i nto protein. Anong - el enments necessary
for transcription, the pronoter assunes speci al inportance. The l|atter
can be a consti - tutive pronoter or a regul able pronoter, and it may

be On prépare le fragment d'ADN correspondant a I'extrémité droite du génome d'AdS
~ (nucléotides 35103 & 35935) suivant le méme principe en utilisant le couple
"5  d'oligonucléotides 0TG6599 (SEQ ID NO: 3) et oT66597 (SEQ ID NO: 1). On
construit le pTG1693 ‘en insérant le fragment amplifié digéré par LcoRI et Bg/ll dans
les mémes sites de p polyIL. On excise de pTG1693 un fragment Bg/lI-BamHI portant
les séquences amplifiées de fagon & l'introduire dans le site Bg/ll de pTG1692 en aval
des séquences 5' adénovirales. Le pTG3601 ainsi obtenu est linéarisé entre les
10 extrémités gauche et droite du génome d'AdS par digestion avec les enzymes de
restriction Bg/ll ou Sall. Les extrémités ainsi générées sont rendués franches par
I'action du fragment klenow de I'ADN polymérase 1 d'EZ. coli. Des bactéries BJ5183
(Hanahan, 1983 supra) rendues compétentes par un traitement au chlorure de calcium
sont co;transfo'nnées avec la préparation précédente et 'ADN génomique d'Ad5. Les
| 15  colonies obtenues sont analysées par cartographie de restriction. On sélectionne un
clone désigné pTG3602 généré par recombinaison homologue intermoléculaire dans
lequel les séquences adénq»irales (nucléotides 936 a 35102) ont été insérées entre les
deux fragments produits par'PCR, de maniére a générer un vecteur plasmidique
comprenant le génome complet de 'AdS - pTG3602 est produit dans les bactéries

20 C600 (Huynh et al., 1985 DNA cloning, Volumél, ed. Glover, IRL Press Limited :

Oxford, England p56-110). o

B. Evaluation du pouvoir infectieux de pTG3602

[ 88
(V]

On libére le génome viral par l'action de 'enzyme de restriction Pacl. Des cellules 293
cultivées en monocouche's_ont transfectées avec le produit de cette digestion par la
technique de précipitation au phosphate de calcium. On peut également utiliser
d'autres cellules sensibles, par exemple les cellules A549 (ATCC CCL185). On fait
croitre les cellules sous agar pendant 9 4 14 jours, période durant laquelle 'apparition
30  de plages de lyse sur le tapis cellulaire témoigne de la production de particules virales

infectieuses et donc, de la capacité du génome d'Ad5 issu de pTG3602 a se répliquer.



15 isolated fromany gene of eukaryotic or even of viral origin.
Alternatively, it can be the natural pronoter of the gene in question.

Gener al | woag@iong, a pronoter enpl oyed in the presenth’.l?M@g;oiégg_ may be
nodi fied so.as to contain regulatory sequences. As exanples of tissue-

20 specific.promoters, there may be mentioned those of the _ _
I mmunogl obulin genes when it is soughti8e target the expression into

| ynphocytic host cells, and of the [err]- antitrypsin gene for a

| i ver-specific expression. The constitutive pronmoters of the HSV-1 TK
(her pesvirus ty@ge Qmsiricridyafinveveekiaéme)ral savdmdinaihgifeayidans Q')&p:dw PP K
(phosphogl ycerate ki nase ne, the SVAQ (sim an virus 40) early
promoter, a ret rov‘iwr"%ﬁ"elfzf'ﬂgg’fe éﬂ'teéf‘ﬁ'df’f"‘ﬁfﬁé'?‘jt he adenoviral M.P
pronoter, in particular of human adenovirus type 2, nmay al SIO be
menti oned. 30 ... The method according to the invention enploys an

i nt er mol ecul ar ORHibise ygurlasmide dargolequslile wenermmpanpemiac Z codanepeur ly B-

Ppoake g, 18 SRRt ol RRUAEoALu vl R RORHE ASMGREE TR A"
honol ogous. 35 pMP-¢tdké (Strasford:Perribaudelieg Perricaddeh d 091, dymad GeheTRa8MC1CES
51-61) comprenant les séquences 5' de I'Ad 5-(nucléotides 1 4 458), le promoteur
MLP Ad2, le génelLacZle signal— de polyadénylation du virus SV40 et les séquences
AdS comprises entre les nucléotides 3329 4 6241..
10
La cassette d'expression du géne Lac Z ceinte de séquences adénovirales est excisée
par l'action des enzymes de-restriction BsrGl (position 192 sur le génome d'AdS) et
Psil (position 3788) puis purifiée. Le pTG3602 est linéarisé au niveau du site Clal
(position 918) puis traité avec la klenow. Les deux fragments obtenus sont co-
- 15 transformés dans des bactéries BJ5183 compétentes. Une recombinaison au niveau
des séquences adénovirales homologues entraine le remplacement de la région E1
d'Ad5 (nucléotides 459 2 3328) par la cassette d'expression du géne fapporteur dans

le plasmide pTG3603.

20  Son pouvoir infectieux est vérifié par transfection d'un tapis de cellules 293
transfectées avec pTG3603 préalablement digéré par Pacl. Les plages de lyse formées
sont alors piquées et les particules virales remises en suspension et utilisées pour
infecter une monocouche de cellules 293. La coloration des cellules en bleu aprés

addition de X-Gal téfnoigne de I'expression du gene Lac Z.

D.  Construction d'un vectenr adénoviral recombinant dans lequel le géne

exogene remplace la région précoce E3

Une cassette d‘expressioh du géne codant pour la protéine gp19 de la région E3 d'AdS
30  (nucléotides 28731 a 29217) est assemblée dans le bactériophage M13mp18 (Gibco

BRL) par clonage de deux fragments PCR l'un correspondant au LTR 3' de RSV -



[
A and B with the corresponding portion of the first DNA fragment may be

variabl e, but nust be sufficient to permt internolecul ar

r econbi nat waywe/#7e70 t he purposes of - the present inventi omRCIVERISD1590
preferable for it to be’ ' - : o -9-

greater than 70% advantageously greater than 80% preferably
greater than 90% and as an absol ute pref18r‘- ence in the region of
100% Furthernore, a short region of honol ogy nmay be sufficient (at

| east 10 consecutive 5 nucleotides in common between the sequences A and B
and t hei r hokBpvgSarogugVised dampices phganueietidinyesfaTgIRORSEQ IR NO: 4 ethe

fg“:)‘r”e(} e‘r’;blt Se bg{ %g%k%ﬁgﬁ;ﬂg‘ngﬁef 5&{3%,&' 1£ 09hbh@ToddiBpour 1a gF RAGTHRS SRR D B
NO: 6 et 5456-SEQ ID NO: 7). On obtient le vecteur MI3TG1683, dont on excise
la cassette d'expression par une digestion Xbal. Aprés traitement avec la klenow, il est

5  introduit dans le site Bsml (rendu franc par action de 'ADN polymérase du phage T4)
de pTG8519. Celui-ci dérive du plasmide pucl19 (Gibco BRL), dans lequel on a inséré
les séquences adénovirales comprises entre le site Spel et l’extrémi-té droite du génome

~ (nucléotides 27082 a 35935) mais dépourvues de la majorité de la région E3
(nucléotides 27871 a 30758). On obtient le pTG1695 dont on remplace le fragment

10 Scal-Spel, porteur des séquences plasmidiques, par un fragment équivalent purifié de
pTG1659. Celui-ci correspond au pucl9 comprenant les séquences de ['AdS s'étendant
des. nucléotides 21562 a 35826. Le pTGlG97 ainsi obtenu présente des séquences
adénovirales qui s'e'ténde_nt du site BamHI (position 21562) 4 I'TR 3' (position 35935)

~ dans lesquelles la région E3 est remplacée par une cassette d'expression de la gp19

15  sous contrdle du promoteur constitutif RSV. Le fragment Dral (position 22444 et

35142 sur le génome d'AdS5) est purifié, et co-introduit dans les bactéries 31-5183'
compétentes avec pTG3602 linéarisé par Spel et traité par la klenow. Les
recombinants porteurs d’'un plasmide généré par recombinaison sont criblés pour la
présence du promoteur RSV. Le pTG3605, vecteur plaémidique porteur du génome

20 d'Ad-gpl19+, est ainsi mis en évidence.

Le pouvoir infectieux génome viral excisé du plasmide pTG3605 est testé suivant le
protocole déja décrit précédemment. La production d'une protéine gp19 fonctionnelle
est suivie par co-immunoprécipitation des antigénes du complexe majeur

25  d'histocompatibilité de classe I et de celle-ct (Burgert et Kvist, 1985, Cell, 4/, 987-
997). | |

L. Contruction d'un vecteur adénoviral recombinant défectif dans lequel fes deux

régions précoces El et [23 sont remplacées par des génes exogenes

Les cellules BJ-5183 sont co-transformées par le fragment Dral isolé de pTG1697



advant ageously 20 bp and 5 kb, preferably 30 bp and 2 kb, 10 and as an
absol ute preference 40 bp and 1 kb. According to an

advant agwouws/1ypodi nent, a -net hod according to the | preaRrbOsysbgads to
t he repl acenment of the genetic material |ocalized between the

sequences of the first DNA fragnent which are honol ogous to the 15
sequences A and B by the exogenous -28auence. This I nt er nol ecul ar
exchange enabl es a circular reconbi nant viral vector to be generated
in'the formof a prokaryotic vector (plasmd, cosmid or phage)
permtting. its memtionné ci-dessusaatilo fragmelitdipel (Iélempa@jatdem’f G3608 hiee plasmide
rokaryotic cell n 20 . enbodi mechani sm,enpl oyed i'n the

Eont ex%/ of r?ﬁ"f@ ’btre&?ﬁtte amgemegﬁs anqe '?%&Fgfeéad?rir‘rfgﬁ?tgure 2.

Al t hough the insertlon region of the exogenous - sequence may be | ocated-
in any position vi-ral genone, it is preferable t-o avoid the

" regions acting n 25 06’F’§”ﬂ(é’6’é§’§é¥‘;¢’“‘l"6Fd?'l?b’frﬂé'é:ic?'ﬂﬁ”m’mé’é’éml@g(ecgf'é'e FIX
conprise, iy ~ particular, the 5 and 3' LTRs as well as the encapsida-
tion signal in the case of retrovi ruses, and the 5 and 3" ITRs and the
encapsi dat i on régi@N&sodmgMdsleé‘d&iwﬂain aétd cloméess:us formeaiundragnpeanBat kit

the insertion ggnscfg plasrx:de pTG381. Dans ce dernier, l'extrémité 5' non codante du geéne FIX a
été modifiée de maniére a étre conforme aux régles de Kozak. Le plasmide pTG381
est décrit dans la publicatién du brevet FR 2 600 334. Le géne FIX est recloné dans

10 le site BamHI de pTG6512, pour donner pTG4375. pTG6512 dérive du vecteur

~ pTG6511 aprés délétion du promoteur tardif majeur (MLP) de I'Ad2 et remplacement
par un polylinker. A titre indicatif, la construction du pTG6511 est détaillée a
I'exemple 1 de la demande internationale WO 94/28152. Le promoteur PGK murin est

isolé par les méthodes conventionnelles 4 partir d'ADN génomique de souris selon |

15  Adraetal (1987, Gene 60, 65-74) ou a I'aide d'amorces adéquétes créées a partir des

données de séquence divulguées dans la banque de données Genebank sous la
référence X15339. Des sites de restriction Ps/I sont inclus aux extrémités 5' des
amorces afin de faciliter les étapes de clonage ultérieures. Le fragment portant le
promoteur PGK est traité par la T4 polymérasé puis introduit en amont du géne
20  humain FIX dans le site Hpal de pTG4375 dont on excise par digestion Mscl un
fragment dit "de remplacement" comportant la cassette FIX entourée de séquences
adénovirales E1 (185pb en 5" et 2045pb en 3').

_ Celux-c: est cotransformé dans le bactéries BI5183 en présence du vecteur pTG3602

25  digéré par Clal (position 91 8) Les transformants sont sélectionnés sur ampicilline et

analysés par cartographie de restriction. On retient le clone désigné pTG3614

correspondant a un vecteur adénoviral comportant le géne thérapeuﬁque F IX 4 la

place de la région El (Figure 3). Un stock viral est constitué de maniére
conventionnelle, par transfection du génome adénoviral libéré par digestion-PacI dans

50  lalignee 293. Aprés une etape d'ampliﬁcation, les cellules sont lyséés et lesparticules

virales AdTG3614 purifiées par centrifugation sur chlorure de césium.



¢
30 directed into a variety of positions in accordance with t he chosen

honol ogous sequences A and B. As stated above, the first DNA
fragment cq@egiisee 2~ all or part of the genone of the par pgi/FrbE61390

enpl oyed in -the context of. the invention. This may be the genone of 35
a wld-type virus or the genone of a virus derived therefrom nodified
by deletion, addition and/or substi- - -21-tution of one or nore

nucl eotides. In particular, one or nore genes nay be wholly or
partially deleted fromthe genone in question.

- 10 - _ La capaité a iansféreDitaxprimente géne K Xpese Bealudelen maodele mhirdali souris.

a conventional v otulocr:e' fai-;gel,éz :p 20 gofnt }n?e%téle? atn(sa fa veine Cciudale de souris femelles C57

Black 6 agées de 5 & 6 semaines. Des échantilions de sang sont prélevés réguliérement
sur lesquels on dose la quantité de FIX humain par ELISA (Kit Di;gnostica Stago,
5 Asniéres, France ; Asserachirom ® IX : Ag 00564). Le FIX est detecté dans le serum

de souris pendant plusieurs semainés avec un maximum a 5 jours.
G Construction d’un vecteur adénoviral modifié dans la région E2

10 Lors du cycle viral normal, I'expression des génes de la région E2 est induite par les
produits précoces de E1 et E4 et on observe une production abondante des protéines
codées par E2 et, en particulier. de la protéine DBP (pour DNA Binding Protein). Or,
cette expression élevée peut €tre problématique in vivo (inductibn de réponses

_ inflammatoires ou interférence avec l'expression du transgéne). C'est pourquoi, des

15  vecteurs adénoviraux défectifs pour la fonction E2A ont €té construits soit -par

| introduction d'une mutation thermosensible dans E2A (position 22795 ; Cen T

résultant en un changement Pro en Ser) ou par d'une délétion partielle du géne DBP.

Le vecteur pTG9551 portant da mutation thermosensible est généré par recombinaison
20  homologue dans les cellules BJ entre pTG3601 digéré par Bgill et 'ADN génomique
purifié du virus AdSHts 125 (Ensinger et Ginsberg, 1972, J. Virol. /0, 328-339). Le
géndme ai.nsi reconstitué est libéré par digestion Pacl et tranfecté dans les celliles 293
'qui sont incubégs a 32°C pour la production des particules virales (la température non

permissive est 39°C).

La défectuosité de E2A peut également étre géneree par délétion partielle des régions

- codantes du géne DBP en évitant les régions recouvrant d'autres cadres de lecture. La
construction est réalisée par recombinaison homologue entre pTG3601 Bgill et 'ADN

viral préparé a partir du virus H5d1802 (Rice et Klessig, 1985, J. Virol. 56, 767-778).

350 Les virus.'peuvent étre produits dans une lignee de comple’mentatioﬁ appropri€e trans-

complémentant la fonction DBP, par exemple la lignée 293 transtectée par un vecteur



wi de, but pBR322, p polyll or alternatively p polylll*I

1987, CGene, 57, 193-201) may be nentioned 5 nore especially. According to

an  advanwagssaeroenbodi ment of the nethod accordi ng t @dixkresiyRpt i ON,
the first DNA fragment is preferably linearized in the region in which
the targeting of the insertion is envisaged. In particular, it may be

(Lathe et al.,

cleaved with one or more restric- 10 -Z2i-on enzynes whose sites are

| ocal i zed between the sequences of the first DNA f
- honol ogous to the sequences A and B, but also withi
‘al though this ePBBUABHICXPECSHER CRREFWEIVE QY réguiee dhgdnedDBP.
sites to be used according to the parent 15 virus adopt
capacity of a person skilled in the art. Advantageo

ragment which are
n these latter,

_ restriction
ed is within the
usly, it wll be

preferable to uék  Construaminciecawe adétovanl modifiy danplaeigiinely i n t he

first DNA

fragment, and especially unique sites. Mreover, such

sites may al so be created by the standard techni ques of 20 directed

"~ mut agenesi s.5

Dans un premierltetps esrocshstANAuh Ve@BE it ERERAYRLerhéhtt @&nﬁ’rreﬁa?ﬁ‘ nt

i nvention carries, in particul arI t he exogenous DNA sequence .

surrounded by t HRe GAs¥HE dexresti

10

15

gne §0dans @gur Ja protéine CFTR placée au sein de la
région adénovirale E1. Ce vecteur désigné pTG8585 contient les éléments suivants,
tous décrits dans la littérature :

- I'TTR 5' AdS (positions | 4 458),

- le pro'motedr MLP Ad2,

- lecDNA CFTR humain,

C - le signal de pbljadenylation du géne de la B-globine de lapin,

- le LTR 3' du virus RSV (Rous Sarcoma virus),

- les séquences adénovirales codant pour la protéine gp19 (positions 28731 a
29217 de I'AdS), et |

- la partie 3' de la région E1B (position 3329 4 6241).

En paralléle, les séquences adénovirales recouvrant les régions E3 et E4 sont sous-

clonées dans le vecteur p poly Il et déletées par les techniques classiques de biologie

- moléculaire. On élimine les séquences E3 (positions 28592 a 30470) par digestion

Xbal et les séquences E4 (positions 32994 a 34998). Le génome adénoviral ainsi
modifié ‘est rgconstitute’ par recombinaison homologue entre un. fragment de
remplacement portant ces modifications isolé du vecteur précédent et pTG3603 digéré
par Spel. On obtient pTG8595 portant un génome adén.o-viral recombinant (géne Lac

Z a la place de la région E1) et défectif pour les fonctions E3 et E4.

Les cassettes d'expression des geénes CFTR et gpl9 indiquées ci-dessus sont
introduites dans pTG8595 en remplacement du géne Lac Z par co-transformation des
cellules BJ5183 par le fragment Pacl - BstEIl isblé de pTG8585 et le vecteur
pTGSS95 linéarisé par Clal. On génére pTC4_652 (_Figure 4) qui peut étre propagé

‘dans une lignée cellulaire complémentant les fonctions E1 et E4 défectives telles que

-



-

the internol ecul ar reconbination. It is preferable to 25 . enploy a |inear
DNA fragnent. It may be generated by PCR exci sed from any vector or
pr:oduced swatdgsaroroal |y or by any conventional nethod i pctrhrro§iosbs of
the art. As an exanpl e, a second DNA fragnment enpl oyed in the context
of the present invention may be obtained by anplification of 30 the
exogenous DNA sequence froma vector of Zire prior art or froma
genom c library or froman appropriate cDNA using suitable priners
equi pped at their 5 ends with the  _ sequences A and B. In addition, a
second DNA f r agnei§eritegglans la dempags iptgingtipaale WQMRY S8equences at its 5 and
3" ends, 35 which may optionally be used by way of sequences A and B '
provi ded they are honol ogous to the plasm d sequences contained in the
first DNA fragmerkies particules virales sont amplifises) lesxribdes\yseds et lee extnditscellulaisesparasxed

by the — presentnd INANL 98ur AefRslO a8 %ERE CFiR §8 WhSeh W& 8D PAGE
' 5 8 %). Les filtres sont incubés en présence d'une dilution au 1/5000 de l'anticorps
‘monoclonal MAB 1104 dirigé contre un peptide synthétique correspondant aux acides

aminés 722 & 734 de la protéine CFTR humaine. La detection est réalisée par la

méthode ECL (Enhanced ChemiLuminescence ; kit Amersham). On observe dans les

extraits de cellules infectées par AdTG4652 une bande de forte intensité et assez

~ 10 diffuse correspondant a un produit de poids moléculaire élevé comigrant avec un

témoin CFTR. Cette bande n'est pas présente dans les extraits issus du virus parental

pTG8595 qui ne contient pas ia cassette d'expression CFTR.

EXEMPLE2:

15 in2 2 !
A Clonage du génome de CAV2 dans p poly Il

~ Le génome de CAV 2 est cloné dans ppolyll Sfil-Notl 14 (Lathe et al., 1987, supra)
20 et modifié pour_ge'nérer- des vecteurs recombinants en utilisant les sites adéquats
suivant les mémes procédés que ceux utilisés dans le cas de la manipulation d'Ad5. Les
extrémités gauche (nucléotides 1 a 810 suivant la numérotation de la séquence
D04368 de Genebank) et droite (nucléotides ~27600 a la fin) sont synthétisées paf
PCR entre les couples d'amorces oligonucléotidiques 0TG6974 (SEQ ID NO: 8) et
oTG6975. (SEQ ID NO: 9) et oTG6976 (SEQ ID NO: 10) et oTG6974,

respectivement. Elles sont assemblées par lintermédiaire du site Ps/I introduit lors de

(8]
W

la PCR 2 la suite des séquences virales, dans le cas de l'extrémité gauche, et
cartographié a approximativement 1200 pb de la fin du génome, dans le cas de
l'extémité droite. Des bactéries compétentes BJ5183 sont co-transformées avec le-
30  plasmide ainsi obtenu linéarisé par Psil et 'ADN de CAV2. Lintroduction des

séquences virales manquantes .(nucléotides 811 a 27600) est réalisée par



carried out for the preparation of a reconbinant viral _
replication. This term denotes a vector incapable of

infectious cycle in a host eRilyrroSHigsal !y,

nore genes essential. -

def ecti ve for

conpl et | we 9gfi7éygt ononous
t he genone of

5 these defective vectors |acks one or |
for replication, early genes and/or |ate genes. They may be wholly or

partially del eted or rendered nonfunctifnal by mutation (addition,

del eti on and/ or

substitution of one or nore nucleotides). In this

connection, a nmethod 10 according to the invention can enable a

r econbi_nant

~ recamdingisopdrmplaguerLe gamemeglefAVa popaper siplasmidenésultan; esE3
and/or E4 regi OQ&igé(bapﬁntgfrﬁneggﬁrEgesngtneg Ij\éoﬁl eiatrowts"?grs\%% P{Zél{'rétﬁlisgtrsggr{s etckeg&nst he

fol |l ow ng enbodi ment's en the 1n

prepare, in a 16ne promeeoychtide aediiles MDECKCOADC@0TLI4)ehey étapks vieiodmes st i ved
froma type 5 h Ad5) in which the inser- . tion of an

exogenous DNA s

gman adenqvi ru

1de
%ﬁ%ﬁsc ng emieef.of the El region i s envisaged, it

possi ble tosenmploy (i) a _

10

B. Construction d'un vecteur adénoviral recombinant d'origine canine

L'ADN génomique de virus CAV2 (souche Toronto A 26/61 ; ATCC VR-800) est
préparé par la technique classique (amplification sur lignée rénale de chien MDCK

GHK ..., lyse des cellules, purification des virus par centrifugation sur chlofure de

© césium, traitement a la protéinase k et enfin extraction au phénol / chioroforme). Le

génome CAV2, qui a une longueur de 31 kpb est introduit dans un vecteur

plasmidique par recombinaison homologue. Pour ce faire, on isole les extrémités

gauche et droite du génome CAV2 par PCR et digestion enzymatique en incorporant

un site Nofl immédiatement au-dela des ITRs §' et 3'. Le vecteur pTG4457 est obtenu
par introduction dans p poly II de la partie 5' du génome viral jusqu'au si£e BstBI
(position 870) suivie de la partie 3' 4 partir du site Sa/l (position 27800). Le génome
complet peut étre reconstitué par cotransformation entre 'ADN génomique (100 a

500.ng) et pTG4457 digéré par BstBI (10 & 100 ng). Le génome viral peut étre excisé

* du vecteur précédent pTG5406 par digestion Norl. On vérifie que 'ADN est infectieux

par transfectionde 13 5 ug dans les cellules de chien MDCK ou GHK. On observe

la production de plages.
Le vecteur recombinant est obtenu de la fagon suivante :
L'extrémité gauche du CAV2 est sous clonée et modifiée de maniére a déleter les

séquences codantes E1A en totalité et E1B partiellement. Ceci est effectué par

digestion Narl puis réintroduction d'un fragment amplifié par PCR recouvrant la

- région d'encapsidation, la région promotrice E1A et le site d'initiation de la

transcription. Les amorces sont congues de maniére a intégrer également un site de

restriction unique Xbal. On obtient pTG5407 dans lequel on introduit au niveau du

vector which is

{

@



vector containing the Ad5 genone cleaved with the enzyne 20 d al
(restriction site located at position 918 of the Ad5 genone, as
di:scl osed wo dehigo0cnebank dat abank under the r ef er ence plftAeSH 1506 N0
(ii) a DNA fragnment conprising a sequence A honol ogous to the
adenoviral encapsidation regi on, the_exogenous DNA sequence foll owed
by a sequence 25 B honol ogous to the seaélence coding for the pl X protein.
Mor eover, the use of a vector carrying the adenOV|raI genone cl eaved
with the enzyme Spel (bp05| tion 27082 of e Ad5 genone) and of a DNA
fragnent conpri si Bige doal e&eéqgeﬁ%euaﬁ@n@ﬂ&éde§)€@cteﬁéer5e5t diggréopart¥fel Epon

[ t he 30 t
5 %ond of the Ea FEar e | aERA AR AR b A P SRR et atey

to be prepared infinidecHTiRNE'") ekegecteus pDNA409 ains'seb;amncet firearises part Sall ien co-

Tentfoned onl . 35UAEITERRTYE o BIPID RS SEERRER ALt B gt B R R

tion may be used tx@védfeu&@M@rﬂﬁbﬁginemmnayér@émmnaméddafeur CAT ala place de la
substitutions into a particular region of viral genone. The

present inventi onregianiel especial ly advan- t ageous when the intention
is to prepare a reconbi nant - '



- 12 - viral vector of at |east 20 kb, and as an absol ute

preference of at |east 30 kb, and nore especially in the case of .a
vect or h@g9ggrérpgenonme whose length is from 80 t SRR Hisop Nat of

t he genone of the corresponding wl d- 5 type virus, in particular
from90 to 110% and preferably .26 from95 to 105%

According to anot her enbodi nent, a nethod accord- . ing to the
i.nvention may al so be enployed to insert at - | east two DNA-
fragments witdip ¢ iral genone, by 10 i nternol ecul ar reconbi nati on
bet ween (r%kggf%r%?ﬁﬁﬁks o fragment conprising all or part. of said
genone of the parent virus, (ii) a second DNA fragnment conpri sing
a _

(1) INFORMATION GENERALE:

(i) DEPOSANT:
(A) NOM: Transgene S.A.
(B) RUE: 11 rue de Molsheim
{(C) VILLE: Strasbourg '
(E) PAYS: France
(F) CODE POSTAL: 67082
(G) TELEPHONE: (33) 88 27 91 00
(H} TELECOPIE: (33) 88 22 58 07

(ii) TITRE DE L° INVENTION: Nouveau procede de preparation d'un vecteur
viral '

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 10

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR:
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape
(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible
(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS
(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version £#1.25 (OEB)

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

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
{A) LONGUEUR: 38 paires de bases
{B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii}) TYPE DE MOLECULE: -ADN fgénomique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: adenovirus humain

(B) SOUCHE: serotype 5 . _
(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6597



first portion of said exogenous DNA sequence equi pped at its 5'

end with said flanking sequences [sic] A and (iii) 15 a third DNA

f ragnent g a second portion of said exoge

sequence g@ﬁﬁgpzi its 3" end with said flankinggggéa%%@gg’[sic]
B; said second and third DNA fragments containing a honol ogous
sequence overl appi ng at their réSpective 3' and 5' ends. As a

gui de, these 20 sequences whi ch are honol ogous between the second and
third DNA fragnments satisfy the same criteria of honDIogy - and of
Iength as the seqgu eclfLe ... .. enbodi nent is
especially aden agg%%épﬁl gﬁ %%EN&Q %Q 8 No: 1 | ar ge- si zed exogenous
sequences. A net hod accordlng to the invention nay be
carried ()utG?Q?AéTﬁFTp?%ﬁaﬁﬁﬁﬁﬂ?lEﬁ??é%TAATaﬁF&C???Apartl cular in a3s
bacterium derived froman Escherichia coli strain. However, it is
nost especi 63 yNFORSATIOND PRUR DA BRI TPy NG: 2: recBC sbcBC strain such as,-
for exanple, the strains 30 CES200, CES201, W5449 and BJ5183 (Hanahan,
1983, J. Mdl. (i) caractBRfTIouEkObe LASIEQEERYE: - A procedure

typical of a method acGaisig. 8 jd1@es de bases | NVENtioON corrprl ses the

fol I ow ng steps: (B) TYPE: acide nucléique’

(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: OUI
(vi) ORIGINE:
{A) ORGANISME: adenovirus humain
(B) SOUCHE: serotype 5 _
(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6598
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2:
GACAGATCTG TCGACGTGGC AGGTAAGATC GATCA 35
_(2) INFORMATION POQUR LA SEQ ID NO: 3:
{i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 35 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
{C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN {génomique)
(1ii) HYPOTHETIQUE: NON

(iii) ANTI-SENS: NON

{(vi) ORIGINE:



(a) a first DNA fragnent and (ii) a second DNA .35 fragnent, as

are defined above, are cointroduced or - introduced separately
into-a pwolsty0ei c cel |, (b) the prokaryoti pceARbs/ARIAI ned in
step (a) is . cul tured under suitable conditions to permt the
generation of the reconbinant viral veggor by }

- 13 - I nt er nol ecul ar reconbi nati on, and (c) the

reconbi nant viral vector is recovered. In the context of a

met hod according t blkewisMe: adwseniduenpumbie anounts of first and second DNA
fragments 5 may MArYoudkt: issrpty@bes abl e to enpl oy a concentration of

second fragrfent W C byl rdefet HB%% aoalga{ugfeoaﬁdé hat 2k nddleorcesss
{(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3:
AGGAGATCTG TCGACTCTCA AACATGTCTG CGGGT ’ ) 35

{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A} LONGUEUR: 47 paires de bases

(B} TYPE: acide nucléique E ' ‘

(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
{iii) HYPOTHETIQUE: NON
{iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
{A) ORGANISME: Rous sarcoma virus
(C) INDIVIDUEL ISOLE oligonucleotide de synthese OTGS892
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4:
GTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTﬁAG . 47.
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5:
(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
" (A) LONGUEUR: 47 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(i1) TYPE DE .MOLECULE: ADN (génomique)

{1ii) HYPOTHETIQUE: NON



first fragnent. The introduction of the DNA fragnents into a

prokaryotic cell and the recovery of the vector fromthese sanme cells
are carri edooanraecording to the 10 general techni ques of BEMFRDE01590

engi neering and of nol e- cular cloning detailed in Maniatis et al.
(1989, Labor- atory Manual, Cold Spri%g Harbor, Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY). : The present invention also relates to a

met hod 15 - for preparing an infectious viral particle containing a
reconbi nant vittal) WEEY-GEN®HOHI ned by carrying out a met hod according to
t he invention, according to which: (a) said reconbinant viral
vector is introeducedigmEe ' a manmelian cell to generate a

transfected mamal i a8 2QcanisMe: &6hd sarcoma virus (D) said transfected

mammalian cell is cydf YiBHouer rsore: $MNYGEuiUbdAR! & cANGELL @RSsdsq permi t
t he production of said viral particle, and - (c) said -

viral particle is recovered fromthe cell 25 ~ culture obtained in stop
(b). ~The cells ng% be transfected according to the
st andard t echni'¥tle SESHRIPTIMoRh L oSERUBYTES oPFS KR INCecPii n t he

GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG _ ’ 47
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 25 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS3: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
(iil) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
{vi) ORIGINE:
' {A) ORGANISME: adenovirus humain
(B) SOUCHE: serotype 5 o
(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTGS5455
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6:
ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC - 25
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 28 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
{(C) NOMBRE DE BRINS: simple

(D) CONFIGURATION: iinéaire

. (ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)



art. The cal ci um phosphate techni que, the DEAR-dextran t echni que,

el ectroporation, methods based on osnotic 30 shock, m croinjection or _
met hods wassd7em the use of | i posones may be menti onedrirkeBaisbs Cul ar .
According to a preferred enbodi nent, the mammualian cell is advan-
tageously a conpl enentation cell, and 30 particul ar the 293 cell in
the context of a vector derived froman 35 adenovirus. The viral particles
may be recovered fromthe culture supernatant, but also fromthe cells
according toiii) HYROMWEITQUBDNADN pr ot ocol s. The present invention
al so covers the use of an infectious viral particle or of a

reconbi nant (¥iif 8ANTI-SENS: OUI ' - 14 -

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: adenovirus humain
(B) SOUCHE: serotype 5
{(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5456
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7:
ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 28
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
{A) LONGUEUR: 36 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C). NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
. (iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON- L .
(vi) ORIGINE:
{(A) ORGANISME: adenovirus canin
(B) SOUCHE: CAV-2
{C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6974
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8:
CAGGGATCCG CGGCCGCATC ATCAATAATA TACAGG l ’ ) 36
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases

{8) TYPE: acide nucléique
(C)- NOMBRE DE BRINS: simple



vector prepared according to a nethod according to the i nvention, for
the therapeutic or surgical treatnent of - t he human body, and in
particul ar WO IgEm20 t herapy. A - nethod according to the i nNMENFrRBSD15H
intended nore 5 especially for the preventive or curative treatnment of
di seases such as genetic diseases-31¢chenophili a; t hal assem as,
enphysema, . Gaucher's disease,  cystic =~ fibrosis, Duchene's [sic] or
Becker's myopathy, etc.), cancers and viral diseases (AlDS, herpes
infections or 10 i riPecloNBIRVRATIPYed ibyaiggt omegal ovi rus or by papil |l oma-
virus). For the purposes of the present invention, the  .vectors and

viral particl egipreRet ¢ Borsevigt ROM (génom@gerding to the invention nmay be
i ntroduced either in vitro into a host cell renpved fromthe patient,

or 15 di rectl(3§_ kp‘{% ‘BFF%U%t body to be treated. Preferably, t he
host cell is a human ce preferably a | ung, fibroblast, mnuscle,
liver or |ynphaocytic cell or a ceII of the hemat opoietic I|ne
The present |n(\}é}n/)t PR 8% PBfates to a pharma- 20 ceutical conposition
conprising a therapeutically effec- tive anount of an infectious viral
particle or_ of (ai) ORIGINE: :

(A) ORGANISME: adenovirus canin

(B) SOUCHE: CAV-2

(C) INDIVIDUEL ISOLE& oligonucleotide de synthese 0TG697S
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9:
CTGCTGCAGT CAGAAATGCT AGCAGGAGA ) ' 29
(2} INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10:
. (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléigue
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g<énomicue)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
ORIGINE: .
_(A) ORGANISME: adenovirus canin

{B) SQUCHE: CAV-2
(C) INDIVIDUEL ISOLE: olzgonucleotlde de synthese QTG6976

—~

(vi

{xi) DESCRIPTION DE LA SEQﬁENCE: SEQ ID NO: 10:

TGCGGATCCA CAGACTAAGC GGAGGTA _ . ' 27



recombi nant viral vector prepared according to a nethod according to

the invention, in conbination with a vehicle which is acceptable from
a phar mawewsnzeab standpoint. 25 Such a pharnaceutical coppfRrbéPRogray be
prepared accord- ing to the techni ques commonly enpl oyed and

adm ni stered by any known admnistration route, for exanple
systemcally (in particular |ntraveﬁously - intra- tracheal ly,

i ntraperitoneally, intranmuscularly, subcu- 30 taneously, intratunorally
or intracranially) or by aerosolization or intrapul nonary
instillation. Revendications |astly, the subject of the present invention is
al so the use of an infectious viral particle or of a reconbi nant viral

vector prepared according to a nmethod 35 according to the invention, for
t he expressionlof aPobéédé powequipacse ddnsi nhercelilei proaanyeiel uflYy Sdceélir viral

The present invention i .des L bgd nor e conB by-reference to
the figures which f &% egye dun vigys-pacery; d@%le@feawm énghpssnnqerﬂqm

5 séquence dADN exogéne, par recombinaison mtermoleculaxre entre (i) un
premier fragment d'ADN comprenant tout ou partie dudit génome du virus
parental et (ii) un second fragment d'ADN comprenant ladite séquence d'ADN

exogéne entourée de séquences flanquantes A et B homologues a (i).

10 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le virus parental est
sélectionné parmi le groupe constitué par les adénovirus, les rétrovirus, les

virus associés aux adénovirus, les poxvirus et les virus de I'herpés.

(V¥ )

Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que le virus parerntal est un
15 adénovirus d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine '

ou simienne ou encore un adénovirus hybride.

4, Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le virus parental est un
_ adénovirus d'origine canine de type CAV-2.
20
s, Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le virus parental est un

adénovirus d'origine humaine de sérotype C.

6. Procedé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le virus parental est un

25 adénovirus d'origine humaine de type S.

7. Procédeé selon l'une des revendications | a 6, caractérisé en ce que ladite
séquence d'ADN exogéne code pour un polypeptide d'intérét thérapeutique
sélectionné parmi le groupe constitué pér les facteurs de coagulation, les

30 “hormones de croissance, les cytokines, les lymphokines, les polypeptides

suppresseurs de tumeurs, les récepteurs cellulaires, les ligands de récepteurs

0 O



- 15 - Figure 1 is a diagranmmatic representation of the

human adenovirus type 5 genonme (shown in arbitrary units fromO to
100), i ndiwatgsngeohe | ocation of the different - genes. PCT/FRIS/01590
Figure 2 illustrates a nethod of internolecul ar reconbi nati on between
two DNA fragnents. The plasmd. sequences are represented by a thin
line, the viral sequences by a thieR3Fine and the exogenous sequence
by a shaded box. 10 Figure 3 is-a diagrammtic representation
of the vector pTG3614, corresponding to p polyll into which is

cloned the genone of aceleints, nlantinkibieawss ideuprotesaest iledl anticorps, les Hioximgs, les

S gene 187"t O ©F iftpfRASEhSCIShrdphPs BB Fmenpien ol FoBFtef L

ioniques cellulaires tels que la protéine CFTR.

Procédé selon I'une des revendications 1 4 7, caractérisé en ce que les

5 8.

- séquences flanquantes homologues A et B ont une longueur de 10pb 2 10kb,
‘avantageusement de 20 pb & Skb, de préférence de 30 pb a 2 kb et de maniére
tout a fait préférée de 40 pb a 1kb. |

10 9. Procédé selon l'une des revendications 1 a 8, caractérisé en ce que le premier

fragment d'ADN est linéaris€ au niveau de la région d'insertion de la séquence

exogene.

10. Procédé selon l'une des revendications 1 2 9, pour la préparation d'un vecteur

15 viral recombinant défectif pour la replication. -

11. - Procédé selon la revendication 10, pour la préparation d'un vecteur adénoviral
recombinant dépourvu de tout ou pame d'au moins une région essentlelle ala

replication sélectionnée parmi les régions E1, E2 et E4

20
12.  Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que le vecteur adénoviral
recombinant est en outre dépourvu de tout ou partie de la région E3.
- 13, Procédé selon l'une des revendications | & 12, pour la préparation d'un vecteur
25 - viral recombinant d'au moins 20 kb.
14. Procédé selon la revendication 13, pour la préparation d'un vecteur viral
recombinant d'au moins 30 kb. .
30 15.  Procédé selon les revendications | a 14, par recombinaison intermoléculaire

entre (i) un premier fragment d'ADN comprenant tout ou partie dudit génome

) A L




-vector pT&652, corresponding to p polyll into which is cl oned the
genone of a reconbi nant adenovirus nodified in the El, E3 and E4

regi ons Wodengeiot i on of a cassette for t he expression I‘ECT oljegan CF
- gene and partial dele- 20 - tions. EXAMPLES The exarrpl es
which follow illustrate just one enbodi ment of the present invention.
The constructions described bel ow are-8drried out 25 according to the
general techni ques of genetic engi neer- ing and nol ecul ar bi ol ogy
detailed in Maniatis et al. (1989, supra). 5 protruding restriction
sites may be contuevitusgatentdd) (Ui tin sedoad ﬁlagntmaﬂADNltomgbrbhhm bfe prmfiére

Kl enow fragnent of E_ co rot.rudi ng sites -
are treated with T4 ﬁﬁpﬁfiﬁlﬁg'ée Peﬂggnce d%ﬁéi!m Ee"ftl‘l‘éu"é‘? %B%“ %‘&rqﬂ@? 5" de fadite
anplification, the préjueficts fladquantes AREGi |dﬂbe1shéihﬁ%n%n98m Sompringiti Al g to -
met hods -and applicatjions (1990, e . Innis fand, Sninsky an
~Vhite, Acadenic Pres$eyxigmg P#"@e dp Jadite stquente ARN:d inféset-murie 2 son exsrémitéds)

conventi onalg net hods 4 ?qulf%r s%q&éHcEé‘ﬂﬂfaugﬁE? BYi 1Bgits seconti ef {1GisfaHRRD Ifrjagments

recormendat i ons The Tragnents I nsert
- d'ADN comportant une séquence homologues a leurs extrémités 3' et 5'

respectlves

16.  Procédé selon l'une des revendications 1 a 15, pour introduire une
10 - “modification par délétion, mutation et/ou substitution d'un ou plusieurs

nucléotides ou une séquence d'ADN exogéne dans un génome viral.

17. Procédé selon I'une des revendications | 4 16, caractérisé en ce que ladite
cellule procaryote est dérivée d'une souche d'Escherichia coli recBC sbeBC.

15 _
| 18.  Procédé pour préparer une particule virale infectieuse contenant un vecteur
~ viral recombinant obtenu en mettant en oeuvre un procédé selon l'une des

revendications 1 a 17, selon lequel :

20 (a) on introduit ledit vecteur viral recombinant dans une cellule

mammifére pour générer une cellule de mammifére transfectée,
(b) on cultive ladite cellule de mammifére transfectée dans des
conditions appropriées pour permettre la production de ladite

25 o particule virale, et

(c) on récupére ladite particule virale de la culture cellulaire

 obtenue a I'étape (b).

30 19 Usage d'une particule virale infectieuse préparée selon la revendication 18 ou

d'un vecteur viral recombinant préparé selon ['une des revendications 1 a 17,

* €L M 0§




into the different constructi ons descri bed bel ow are i ndi cat ed

precisely according to their position.in the Ads genone as di scl osed
in the Cerpgagirget abank under. ' PCT/FR95/0159016 -
the reference M/3260. EXAWPLE 1:  Construction of a reconbinant
viral vector derived froma type 5 human adeno-

virus in the formof a bacterial plasmd355s A Cl oni ng of the adenovirus
5 (Ad5) genone into p o pol ylI | The | eft-hand end of the
Ad5 genone (nucl eoti des -1 to 935) is synthesized by PCR using the

ol i gonucl eot i de ppourde trasd@ss ShergreEdyudDNChirutgical dd comBa®gain. SEQ | D NO

20. Usage selon la revendication 19 pour le traitement thérapeutique ou

chirurgical du corps humain par thérapie geénique.

5

21, Composition pharmaceutique comprenant une quantité thérapeutiquement
efficace d'une particule virale infectieuse pre'parée selon la revendication 18 ou
d'un vecteur viral préparé selon l'une des revendications 1 4 17, en association

avec un véhicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique.

10 | |

22.  Usage d'une particule virale infectieuse préparée selon la revendication 18 ou
| d'un vecteur viral recombinant préparé selon I'une des revendications 14 17,
pour l'expression d'une séquence d’ADN d'intérét dans un systéme celiulaire.
15 23.  Usage d'une souche d'E. coli recBC sbecBC pour le clonage de fragments

d'ADN dans un vecteur plasmidique par recombinaison homologue

intermoléculaire.

A



10 2). The first primer hybridizes with the first 21 nucl eo- tides of

the 5° ITR, and possesses a Pacl site imedi - ately upstream of the
viral seq SoNd an EcoRl ‘site used for the cloni ngcr/FRese8sONd
pri mer enabl es Sl and then Bgl 1] Aides to be introduced downstream
of the viral 15 sequences. The tenplate utilized in this reaction is Ad5
genom ¢ DNA prepared according to conventi onal™ pet hods. The fragnent
- thus anplified is digested with EcoRl and Be+t—Lsicl, and ¢l oned into
the plasmd p polyll (Lathe et al., 1987,||supra [ previ ousl vcl eaved
with these same 20 two restriction enzymes,||to [¢fi}€:pTGL692.
The DNA fragnment corresponding to the right-Hdgnd _ ﬂnd of thk“Ads genone
(nucl eotides 35103 fo 35935) nhS prepar ed {[dégotPh¥t o t he Same
principle, using tihe® pol i"&onucl eoti de pai|-@TG6599 (SEQ ID NO 3) and
0TG6597 25 (SEQ IID N&: 1). IpTGL693 i s constijucted by insestd ng the
anplified fragnent,| di gestetd vith E¢oRl 'ﬁ qu;ll, into the same sites
of p polyll. A Bgljll-BanH fragrept tarinyi ng the anplified sequences -
is excised frompT(L693 SO as u introﬁce;id into the Bglll site of
pTGL692 30 downstrjeam g t Mananad novi‘i’ﬁ 4 ® sequences. pTG3601
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t%ereby obtained is Iinearized bet ween the | eft-hand and . right-hand

ends of the Ad5 genone by digestion with restriction enzynes Bglll or
Sal 1. The wo9s1dohs's gener - ated are blunted by the actimrkostonsdoKl enow
fragnent of 35 E. coli DNA polynerase |I. BJ5183 bacteria (Hanahan, - 1983
supra), -made conpetent by calciumchloride treatnent, are cotransf orned
with the above preparation and the Ad52 / 4penonic DNA. The col onies
obt ai ned are anal yzed by restriction mapping. One clone is selected,
desi gnat ed ' - 17 - PpTG3602,
generated by internol ecul ar honologous reconbi- nation, in i ch the

adenovi ral sequences (nucl | des 936 to 35102) have b
bet ween the two frag-

Figure 2



ment s produced by PCR, so as to generate a plasmd vector 5 conprising the

conpl ete Ad5 genome - pTG3602 is produced in C600 bacteria (Huynh et
al ., 1985 yhlog/sleegni N, Vol une 1, ed. Gover, |RL Pres®diFRISOIN0
Oxford, England pp. 56- 110). B. Eval uation of the infectious
power of pTG3602 10 The viraI.gEh is liberated by the action of
the restriction enzyne Pacl. 293 cells cultured in a nonol ayer are
transfected with the product of this di gestion by the cal cium )
phosphate precipitation tech- . nique. It is also possible to use other
. sensitive cells, 15 for exanple A549 cells (ATCC CCL185). The cells are
gr own under agar for 9 to 14 days, during which period the
appearance of |lytic plaques on the cell lawn testifies to t he
production of infectious viral particles, and hence to the capacity of
.the Ad5 genone originating from20 pTG3602 to replicate. - C.
Construction of a defective reconbi nant adenoviral vector in which
t he exogenous gene replaces the El1 early region. . A

plasmd is used in which the LacZ reporter gene

357T2Pacl,

" AdS 1-458
PGK prom

PTG3614
37767 bps

9358



25 coding for [err]-galactosidase is placed in a viral context; for
exanple a plasm d derived from pM.P-Adk7 (Stratford- . Perricaudet and
Perrlcaudg‘; 9‘%‘?{@* Human Gene Transfer, 219, 51-61) cPCPpFRESNGE he AdS5
' seguen é% Cl eoti des lto 458) the Ad2 MLP pronoter, the LacZ
-gene, the SV40 30 virus pol yadenyl ati on ii%?%i and the Ad5 sequences |ying
bet ween nucl eoti des 3329 and 6241. The LacZ gene expression
cassette surrounded by -adenoviral sequences is excised by the action of
t he restriction enzynes Bsr@ (position 192 on the Ad5 35 genone) and
Pstl (position 3788) and then purified. pTG3602 is linearized at the
Clal site (position 918) and - then treated with Kl enow. The two
fragnents obtai ned are cotransfornmed into conpetent BJ5183 bacteri a.
Reconbi n- _ation at the honol ogous adenoviral sequences brings about

Pacl.l2

) Aho1.906
36068 Pac l.. H

pmlyll[>

Ad2 MLP :
.__\'ho [.5499

hCFTR

30470-32995

31093.5pel., 35000

pTG4652
38064 bps

Ad5 dl E3(Xba),

Figure 4
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t he

repl acement of the Ad5 E

region (nucl eotides 459 to

expression cassette for the reporter gene in - the plasmd ﬁ?u $03.
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of pTG6511 is described in detail in Exanple 1 of Inter- 35 national
Agpl i cation WO 94/28152. The mnurine PGK pronoter is isolated by
conventional megRo nmouse genomi c DNA accordin ; | .
(1987, Gene 60,“@59% ?ng " by neans of appropriate p???rglraégfc’?gg %g ,

fromthe data of t he sequence disclosed in the Genebank databank
under the Method for the preparation of a ydral vectqoribhycipter-

- X15339. Pstl reablibehlap ﬁBﬁSio?{:ﬁsi pebépi8dndtion the 5 ends of the
“primers in order to facilitate the subsequent cloning steps. The

“fragment carrying the P&K pronoter is treated with T4 pol ynerase and
then intro- 5 duced Thet ramBeit t isvehtionFirélates | thOoat isetlpad Sote
of pTGA37S. T romp\:/:'meipg.;]'i%gs R S d v A YR r%;:i.t::v:]:or el tprokaryotic cell
5 and to its application for producing an infectious viral

particle intended for therapeutic use, and especially for

use in gene therapy. '

The possibility of treating human diseases by
gene therapy has changed in a few years from the stage of

10 theoretical considerations to that of clinical applica-
tions. The first protocol applied to man was initiated in
the US in September 1990 on a patient who was genetically
immunodeficient as a 'result of a mutation affecting the
gene coding for adenine deaminase (ADA). The relative

15 success of this first experiment encouraged the develop--
ment of new gene therapy protocqls for various 'genetié or
acquired diseases (infectious diseases, and viral
diseases in particular, such as AIDS, or cancers). The
large majority of the protocols described hitherto employ

20 viral vectors to transfer the therapeutic gene to the
cells to be treated and to express it therein.

To date, retroviral vectors are among the ones
most widely used on account of the simplicity of their
genome. However, apart from their restricted capacity for

25 cloning, they present two ina'jor drawbacks which limit
their systematic use: on the one hand they chiefly infect
dividing cells, and on the other hand, as a result of
their integration at random in the genome of the host:
cell, the risk of insertional mutagenesis is not insig-

30 nificant. For this reason, many scientific teams have

' endeavored to develop other types of vector, among which
those originating from adenoviruses, adeno-associated
viruses (AAV), poxviruses and herpesviruses may- be
mentioned. Generally speaking, their organization and

35 their infection cycle are amply described in the literat--
ure available to a person skilled in the art. .

In this connection, the use of adenoviral vectors
has been seen to be a promising alternative. Adenoviruses
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containing the FI X cassette surrounded by El adenoviral sequences (185
‘bg at the 5 end and 2045 bp at the 3 - end), 1s excised by -Macl
digestion. 10 - "+ .The latter fragrrengj%s cotransforned into BJ5183
bacteria in the presence of the vector pTG3602 di gested with Ca

(posi tion 918).nibe fﬁewfaéﬂaﬂasr&eéasghem aniﬁalaggealilcelf N Ride a

anal yzed by resiriction nmappi ng. cl one eS|gnat

correspondi ng t bragda osty iTanges h%%%t ditedmt pathogenic %ré‘beﬂPFc

gene in place opresentt BReEdra®BheRks(ZbSoELatrd witnekesfedarﬁsabrahn&éock
S constityied in iﬂponventlonal manner.__ by téansfect on, of

t he
adenoviral genohBeYi FEPALERTE 1B FHerRiPa TS are ?ﬁ§1§§ggfﬁﬁéveAfter
an anplifi chti oAsseeguide, cehélr agenéfie cbpsd.dbsnd:f tehel imd&BH1doubleal

particles purlfLgdaliion ot oRbibbisa! 3" ALESRIANEN 03609, carrving

The capacity to trans fer anu express t 158 I § eval ua I'n~a
mouse ani mal nowmere Fbant Abouputhirty genes;. boxhleﬁtvlr] gehesaneceaparyed

into the caudal gygi Ry4faP- raalzém We@éx Oltelf sn@&ﬁécgtﬁu&ﬁéal

Bl ood sanpl es are drawn”reqgul ar ¥ t he anmount o uman FI X i-s
assayed by ELISﬁPPEFaéﬁésFPc&5$tégse ?S“F?hﬂéres

10 Generally speaking, the adenoviral vectors are
obtained by deletion of at least one portion of the viral
genes (in particular of the El region essential for viral
replication), which are replaced by the  therapeutic
genes. Consequently, they are propagated in a cell line,

15 termed complementation line, which supplies in trans the
deleted wviral functions to generate a viral vector
particle which is defective for replication but capable
of infecting a host cell. The line 293, established from

_ human embryonic kidney cells, which complements adeno-

20 viruses that are defective for the El function (Graham et
al., 1977, J. Gen. Virol., 36, 59-72), is commonly used.

The techniques of preparation of adenoviral
vectors are amply described in the literature (see, in
particular, Graham and Prevec, Methods in Molecular

25 Biology, Vol. 7; Gene Transfer and Expression Protocols:;
Ed: E.J. Murray, 1991, The Human Press Inc., Clinton,
NJ) . One of the methods most often employed consists in
generating the recombinant adenoviral vector in comple-
mentation cells transfected with a bacterial plasmid

30 carrying the gene of interest subcloned within its
adenoviral insertion region and the adenoviral genome.
Generally, the latter is cleaved with a suitable restric-
tion enzyme so.as to reduce the infectivity of the parent
viral DNA and to increase the efficiency of isolation of

35 the recombinant adenoviruses. However, a substantial
background of infectious viral particles of parenteral
origin is nevertheless observed, which necessitates an
especially arduous task of analysis of the plaques
obtained (arduous from a time and cost standpoint, since



France; Asserachironferr] I X2 Ag 00564). FIX is detected in the serum

off mce for several weeks with a maximumat 5 30 days. - G _
Constructian of an adenoviral vector nodified in‘the .-+ E2 region
During the normal viral cycle, the expressiton of t he genes of the E2

oo oo cRel SEg |Vl PEATUOA ey SUGEC, oY aiRELEYN
protein (f otndimiduadilyy . pr¥his njis  probiematiicaln whemt the fparent
this high -expregsial §f8p ey R UABELIGAL ddvatithyel bVdECthe rebbPifint
-inflammatory responses or interference wth the ]
- 21 - _ adenovirus, for example when the latter replicates more
5 slowly than the parent virus as a result of the insertion
of, a large-sized gene of " interest (factor VIIiI,
dystrophin), reducing propoftionately the probability of
obtaining it. ‘ '
Ligation between two DNA fragments generated by
- 10 the standard techniques of molecular biology and carry-
' ing, respectively, the 5’ and 3’ portions of the recombi-
nant adenoviral vector may also be employed. Transfection
of the ligation mixture into the complementation cells
makes it possible in.theory to encapsidate the genome of
15 the recombinant adenovirus to form an infectious
particle. This technology is of low efficiency and its
application limited by the restricted number of suitable
and unique restriction sites. '
It has now been shown to be possible to genefate
20 a recombinant adenoviral vector in Escherichia coli (E.
coli) by intermolecular homologous recombination between
a plasmid containing the genome of a type 5 adenovirus
and an insert carrying an exogenous DNA sequence
surrounded by adenoviral sequences A and B (Figure 2).
25 This method leads to the replacement in the adenoviral
genome of the targeted région located between A and B by
the exogenous sequence. Transfection of the recombinant
adenoviral vector thus generated into an appropriate
- complementation line giveé rise to an infectious viral
30 particle which may be used without a prior purification
' step to infect a host cell. The background (contamination
with parent viral particles) is reduced or even abol-
ished. In addition, it was found, surprisingly, that the
~ use of E. coli recBC 8beBC strains is'especially advanta-
35 geous for promoting intermolecular recombination between
any two DNA fragments.
_ The method of the present invention is based on
exploitation of the endogenous enzymatic activities of
the prokaryotic cells involved in homologous



expression of the transgene). For this reason, adenoviral vectors

def ective for the E2A function were construct ed either by .
introduction of a t enperat ure-sensitive mita-_ "tion into E2A (position
22795, Cto T resultingin a 5 change fromPro to Ser) or by a parti al

deletion of therecombbBRtY6HS:  This :.nte-'z-'ﬂlﬁl\é%‘&tlﬁ&- pTC@éé&mﬁfﬁ£¥iSH t he

-t errper at ur e- sensitive nutation is gener at e gous reconbl na-

tion in BJ cel | sepbpigun B‘F@Gé!eéﬁgem \ﬂ%ﬁ?‘B@ﬂqqy fd??él W cloping @ffi ed
~genomi ¢ DNA ofmalle infbrés ihBe DBddtérial vebtordle(Babécki *EAN,,

1972, J. Virol 328-339). Th eno th const.j ed is
|i berated by Pa%%gafgégf‘ﬁﬁ#c Rc;ﬁ?d FPgﬁy’gg'{ ﬁfht?%acéeqlg) %lgﬂrare
i ncubat ed a% genéZating hipbridodeniesobyofintramoXedulemr t red:enb:(.nheim n-

15 perrrissive r 390) fect
character may akso %é%éngrtat%&d' 19%2' FE%KS Paiggﬁ’:?.og.%g%cff e%{‘} n%7'
regi ons of the #BpP4s; Cgemoravetdafhg,th%SlegGmc c®8 er 3hogd4) hcHowewer ng

franes. TheeRoR Fbbhi Mat Sofi St bbRo by PHalOHRY 8 Ob3eh SeiRLYES £

tion between pTGaGOl B and the vira repar ed from
virus (Rice andp@]gggygtiggggllg tg (generate infectlous viral vectors

10 (capable of being encapsidated into infectious viral
part:l.cles)

The method of the. :.nvent10n has the advantage
over the previous techniques . of being rapid and
especially efficient, and of requiring only a small -

15 number of manipulations in vitro. Furthermore, it may be

' employed with DNA fragments generated by PCR (polymerase
chain reaction), thereby avoiding the steps of subcloning
of the exogenous DNA sequence into the insertion regiom
of the viral genome. Lastly, it provides an advantageous

20 solution té the problem of background which is clearly
identified in the literature. Consequently, it proves
especially efficacious for vectors originating £from
large-sized viruses or viruses into which the insertion
of a large-sized exogenous DNA sequence is envisaged.

25 Accordingly, the subject of the present invention
is a method for preparing, in a prokaryotic cell, a
recombinant viral vector derived from a parent virus into
the genome of which an exogenous DNA sequence is
inserted, by intermolecular recombination between (i) a

300 first DNA fragment comprising all or part of said genome
of the parent virus and (ii) a second DNA fragment
compriging said exogenous DNA sequence surrounded by
flanking sequences A and B which are homologous to (i).

For the purposes of the present invention, a

35 recombinant viral vector is obtained from a parent virus
modified so as to carry at a suitable site of the viral
genome and to express an exoge'pous' DNA sequence. The
parent viruses éapablg of being used in the context of
the invention are, for exa:ﬁplé, alphaviruses,



56, 767-778). The viruses may be produced in a suitable

cagnpl enentation li-ne.transconpl enenting the DBP functi on, for exanple
line 293 transfected with a vector permtt ;519_ 25 the constitutive or -
regul at ed expression of the DBP gene Construction of an

‘adenoviral vect ppefgdi iruses, and’ i rf%ﬂ\::.cular vacc:.nd;' 8r.

FhEqs! pbiy
first st age, a SO-Ca ep | acement I'S constructe
conprising a caSB%FFBPPGrV%ﬁBBBOherE§§Y§§§$9ﬁro#d?n@ asseciatiedgvisusesc

- CFTR protein plaagR¢) andWnbBtNebpecEh12 aa&hbahrheehon This vector,
desi gnat ed pTG&3585, con I ns the f ng el errent al |l descri bed

in the literature: in ﬁecﬂﬂﬁ’e?t P?R (%l"tbr 1°§ PIEENC adeno-
the Ad2 MLPsprovites, is very widennIEFHarc b\ an adenovirtie of human,

poLvatens! ot o0 3490g] RS, BERALD. Sl Wkne, orcind U sinien
origin, or alternatively a hybrid adenovirus comprising
-adenoviral genome fragments of different origins. Very
special preference will be'given to a serotype ¢ adeno-
10 virus of human origin and preferably a type 2 or 5
adenovirus, or alternatively to an adenovirus of animal
origin of the CAV-1 or CAV-2 (canine), DAV (avian) or
alterhatively BAd (bovine) type. These viruses and their.
genome are described in the literature (see, for example,
15 Zakharchuk et al., 1993, Arch. Virol., 128, 171-176;
Spibey and Cavanagh, 1989, J. Gen. Virol., 70, 165-172;
Jouvenne et al., 1987, Gene, 60, 21-28; Mittal et al.,
1995, J. Gem. Virol., 76, 93-102).
' The objective of a method according to the
20 invention is to prepare a recombinant viral vector for
the transfer of an exbgenous DNA sequence to a host cell .
and its expression therein. "Exogenous DNA sequence" is
understood to mean a nucleic acid which comprises 'cod:i.ng
sequences and regulatory sequences'permitting the expres-
25 sion of said coding sequences, and in which the coding
sequences are sequences which are not normally present in
the genome of a parent virus employed in the present
invention or, if they. are present, are in a different
genomic context. In the context of the invention, the
30 exogenous DNA sequence perhaps [sic] composed of one or
' more genes. The regulatory sequences may be of any
origin. ' ' . :
Preferably, the exogenous DNA sequence can code
for an antisense RNA and/or an mRNA which will then be
35 translated into a protein of interest. It may be of the
genomic type, of the comﬁle‘mentary DNA (cDNA) type or of
' mixed type (minigene, in which at least one intron is
deleted). It may code for a mature protein, a precursor
of a mature'protein, in particular a precursor intended



- 22 - - t he adenoviral sequences coding for the gpl9 protein

(posi ti,ons 28731 to 29217 of Ad5), and - the 3' portion of the-EIB
région (position 3329 to : 6241) . In parallel, thé
adenoviral sequences covering the E3 and E4 regions are subcloned into
the vector p y ela%ded h ar es, 0 cu

| ar bi ol ogy. The seéégﬁggga (posi "t |%%sta'2§%%% gﬁ?ggigg 2 Liggrréf

by Xbal digesti Bﬁpﬁi’\éet ha ehkimeyienhmzetein ‘{!imﬁﬁm 3oy tﬂéﬁ 3ﬁ9§89nar e

renoved. The adggogbgdbnees 88NaiPerBESoPRgihbcdri & HBERAE! bEUACHatiral
honol ogous reconbi nat_i.on_between ,a replacenent fr é, in
&4 Blodeglear

these nodifi cat PERE®IRsoAiERdaping  HeRs v ore
di gested wi §h Spebpepi:'szes% Suzhobd amitsnt Caayy beg ol&a:mddadqnhmaat;on.

adenOV|raI genogelgki ge%iséiéhém O;nd/or addition of one or more
nucleotide(s) of the gene coding for the natural protein.
In the context of the present invention, it can
be advantageous to use:
10 - the genes coding for cytokines or lymphokines, such
' as interferons «, 8 and vy, interleukins, and in
particular IL-2, IL-6 or IL-10, tumor necrosis
factors (TNF) and colony stimulating factors (¢SF) I
- the genes coding for c'ell recéptors, such as the
15 receptors recognized by pathogenic organisms
(viruses, bacteria or parasites), preferably by the
HIV virus (human imunodeficiency virus), or ligands
for cell receptors; '
- the genes coding for growth hormones (HGF):;
20 - the genes coding for coagulatioh :Eacl:ors,' such as
factor VIII and factor IX;
- the gene coding for dyétrophin or minidystrophin;
- the gene coding for insulin;
- the geneé coding for polypeptides participating
25 directly or indirectly in cellular ion channels,
' such as the CFTR (cystic £fibrosis transmembrane
conductance regulator) protein; |
- the genes coding for antisense RNAs or proteins
' capable of inhibiting the activity of a protein
30 ~ produced by a pathogenic gene present in the genome
of a pathogenic organism, or by a cellular gene
whose expression is deregulated, for example an
 oncogene; B
- the genes coding for a protease inhibitor such as
.35 a,-antitrypsin or an inhibitor of a viral protease;
- the genes coding for7variants,of pathogenic proteins
which have been mﬁtated in such a wéy as to impair
their ]5iologica1 function, such as, for example,
trans-dominant variants of the HIV virus TAT protein



the E1 region) which is defective for the E3 and E4 functions.
The cassettes for the expression of the CFTR and gpl 9 genes, . descri bed
above, are introduced into pTG8595 20 as 3 repl acement for the LacZ gene,

by cotransfornmation of BJ5183 cells with the Pacl-BstEll fragnent

isolated-  from pT, : t or, T%ﬁﬂg s LRCAL] Ao d Wit g:@+ o
pTGA652 (Figure 4) i‘gﬁggﬁe?z}%ed?ggﬁlsgh n%fy) e régggga?@d@ﬁ tw{enmé ce Tll I ne
conpl enenting the dePEeteir farhindingsto thectarget Seguencesciherebyn

International ApplicgiéfPéntingVCRE/ 28pP2cation of HIV; The viral particles
_ : Cp g ;
are anplified, the ce%l s are j}/sed and the total ce]l extracts are

t orF?f* 7

anal yzed for the R p IEDS; FefeETRATIGENE \RIEORER) 8P iafy ¥R
SDS- 30 PASE gel). Iheréabéctheaimmunitpabgdthe hbetpeelddpce of a

synthetic peptide corbBsannat poryil t65 Yollbertides pavlig adfi SRbEE 0
CFTR protein. The propertiesn and da pasticwlayy tuhorc@uppreasancedsedieni -
35 | um nescence; Anggsgﬁg!égg) gggﬁgﬂ A band of strong i ntensity and
rat her diffuse, correspondihg t% a |£gh . .

, - the genes coding for proteins of the major histocom-
10 : patibility complex classes I and II, as well as the
' genes coding for the proteins that regulate the
expression of these genes; o
- the genes coding for cellular enzymes or those
produced by pathogenic organisms; and
15 - suicide genes. The HSV-1 TK gene maj.r'be mentioned
more especially. The viral TK enzyme displays a
markedly greater affinity than the cellular TK
enzyme for certain nucleéoside analogs (such as
acyclovir or ganciclovir). It converts them .to
20 monophosphated molecules, which are themselves
convertible by the cellular enzymes to nucleotide
precursors,  which are toxic. These nucleotide
analogs can be incorporated in DNA molecules in the
process of synthesis, hence mainly in the DNA of
25 cells undergoing replication. This incorporation
enables dividing. cells such as cancer cells to be
destroyed specifically. ‘
- the genes coding for an antibody, an antibody frag;
ment or an immunotoxin.
30 - reporter genes such as the LacZ gene coding for §-
galactosidase, or the luciferase gene. .
This list is not limiting, and other genes may
naturaily be employed as well. . .
Moreover, an exogenous DNA sequence employed in
35 the present invention may comprise, in "addition, a
nontherapeutic gene, for example a gene coding for a.
seleétable marker enabling the ti'ansfected host cells to
be selected or identified. There may be mentioned the neo
gene (coding for neomycin phosphotransferase) confei‘ring



®

nol ecul ar wei ght | product com grating with a CFTR control, I S observed

in the extracts of cells infect ed with - AdTGA652. Thi's band is not
present in the extracts _ - 23 -
originating fromthe parent Vi rus pTG8595 &%ich does not - contain the

CFTR expressi onrggsgehhBe to i AR Ebdotic (@OPd [ UEhLO Y a(aREPaRL0AN
viral vec- eri ve rom canl ne adenovi r us
(CAV2) in the fEphate aeéaet399a|99nasntbe CAT A(chleramphenieol hacehyd-

genone into p pgtyhkferase) gene,Thse € USEPERyéEn CALEEM] tPARs BePREY] |
Sfil-Notl 14 Lath et aI ggra) and podified,to generate
reconbi nant ve¥tBPS ]]a)b xagppége guanine phosphor-

5 ibosyltransferase) gene.

Naturally, a gene employed in the present ihvén-
tion may be placed under the control of elements suitable
for its expression in a host cell. "Suitable elements"
are understood to mean the set of elements necessary for

10 its transcription into RNA (antisense RNA or mRNA) and
for the translation of an mRNA into protein. Ambng
elements necessary for transcription, the promoter
assumes special importance. The latter can be a consti-
tutive promoter or a regulable promoter, and it may be

- 15 isolated from any gene of eukaryotic or even of viral
- origin. Alternatively, it can be the natural promoter of

the gene in question. ‘Generally speaking, a promoter
employed in the present invention may be modified so as

to contain reguiatory sequences. As examples of tissue-

20 specific promoters, there may be mentioned those of the
immunoglobulin genes when it is sought to target the
expression into lymphocytic host cells, and of the oy -
antitrypsin gene for a liver-specific expression. The
constitutive promoters of the HSV-1 TK (herpesvirus type

25 1 thymidine kinase) and of the murine or human PGK
(phosphoglycerate kinase) gene, the SV40 (simian virus
40) early promoter, a retroviral LTR or alternatively the
adenoviral MLP promoi:er, in particular of human
adenovirus type 2, may also be mentioned.

30 The method according to the invention employs an
intermolecular homologous recombination mechanism.
Generally speaking, it consists of the exchange of
homologbus sequences between two DNA fragments. These
sequences may be identical or substantially homologous.

35 In other words, the degree of homology of the sequenées
A and B with the corresponding portion of the first DNA
fragment may be variable, .but must be sufficient to
permit intermolecular recombihation._ For the purposes of
the present invéﬁtion, ‘it is preferable for it to be



10 according to the sanme nmethods as are used in the case of the

meni pul.ation of Ad5. The left-hand end (nucl eotides 1 to 810 according
to the nunberi'ng of the Genebank sequgnce D04368) and right- hand end
(nucl eotides- 27600 - ~ to the end) are synthesized by PCR bet ween t he

ol igo- 15 nuchgeéaésrprtﬂaﬁ PRO%S OddBSrda 455521 DQRa s 80%,
0TG6975 (SEQ | %band 0TGH976 &aEQ [ D 10) and 0T(G6974,
_respectively. 'I??é?f%ﬂ’ LX s gRBRERTy than), @ Ofay pnd as;ian W?Bﬁ'&&eﬂrﬁﬁ?hg

~the PCR foll ow égeéhinvithel regiofcfc100%. Fidthexisere)f 4 fuhdﬁtrbgmhend

d d 20 I 1200 t
and mopees 2 2he ARRRTNGI Y He RPBLLLGIL sl F SSTRRLIAN®.
‘with the pl Slsmnlud:heoeb#esbial poumohi beimween thiez arequicrivdsstld arxhdB Ging

DNA. | ntroduct | | 1
27600) i 5 car r | heEk Ao TogouE Baquenddd' 1if THIBIFRe( Bifh EPaufSE]; xa ©
carried by thhecmtextl af mswesmteﬁmmm ttthe Neﬁngh:ht@% the

i ntroduced duri g éﬁk? §hf£' ﬁfé‘f‘éi%if%éﬁ&eﬁ 10 bp "RA@! £o/ b Of
MDCK cel s (ATCC Th | owi'hg_ st e are _descr] bed | n Exarrpl e
1. 30 B. cOnéqlvmﬁsﬁowlx 22 Rpianech & kﬁ’deﬁé‘##ﬂé’c?@r bpfand 2 kb,

"10 and as an absolute preference 40 bp and 1 kb.

According to an advantageous embodiment, a method
according to the ihvention' leads to the replacement of
the genetic material localized between the sequences of
the first DNA £fragment which are homologous to the

15 sequences A and B by the exogenous sequence. This
intermolecular exchange enables a circular recombinant
‘viral vector to be generated in the form of a prokaryotic

" vector (plasin:i.d, cosmid or phage) permitting its manipu-
lation and/or its propagation in the prokaryotic cell. aAn

20 embodiment of the mechanism employed in the context of
the present invention is illustrated in Figure 2.

Although the insertion region of the exogenous
sequence may be located in any position of the wviral
genome, it is preferable to avoid the regions acting in

25 cis necessary for replication. These regions comprise, in
particular, the 5’ and 3’ LTRs as well as the encapsida-
tion signal in the case of retroviruses, and the 5’ and
3’ ITRs and the encapsidation region as regards adeno-
viruses. It would appear that the insertion region may be

30 directed into a variety of positions in accordance with
the chosen homologous sequences A and B. '

As stated above, the first DNA fragment comprises
all or part of the genomé'of the parent virus employed in

~ the context of the invention. This méy be the genome of

35 a wild-type virus or the genome of a virus derived
therefrom, modified by. delet;.ion,- addition and/or substi-
tution of one or more nucleotides. In particular, one or
more genes may be wholly or partially deleted from the
genome in question. .



canine origin CAV2 vi rus (strain Toronto A 26/61; ATCC VR-800)

genoni ¢ DNA is prepared by the standard technique (anpli- fication on a
dog kidney line MDCK GHK, etc., lysis of 339 .the cells, purification of
the viruses by centrlfugatlon _ on cesium chloride, treatment with
proteinase k [sic] and ppe E§§EEYDﬁh¢B9h§ﬁQh€rQEObﬂbEéiﬁﬁi&'QHEluIQS §AV2
genone, which is 31 kbp in length, i S introduced into aé) asF

vector by honpl BgSQRVEBLHRPRtaMeSHOTR0 The i chhfe Rk, thpclatter is very

- 24 - Ie&idbanﬂu&n@mm b BT 6f i.'DEeﬁQé(Q:.ﬁeD?rfp PORYIII'T

_Isolated by P (SﬁagP%gzgma% gbg??r%en?hl 990r28535599 may be menl::.oneg

| mredi ately bey
5 more _especially. According to an advantageous embodiment

of the method according to the invention, the first DNA
fragment is preferably linearized in the region in which
the targeting of the insertion is envisaged. In
particular, it may be cleaved with one or more.reetri'c-
10 tion enzymes whose sites are localized between the
sequences of the first DNA fragment which are homologous
to the sequences A and B, but also within these latter,
although this embodiment is not preferred. The choice of
restriction sites to be used according to the parent
15 virus adopted is within the capecity of a person skilled
| in the art. Advantageously, it will be preferable to use
sites which are not strongly represented in the first DNA
fragment, and especially unique sites. Moreover, such
sites may also be created by the standard techniques of
20 directed mﬁtagenesis. .

The second DNA fragment employed in the present
invention carries, in particular, the exogenous DNA
sequence surrounded by the sequences A and B involved in
the intermolecular recombination. It is preferable to

25 employ a linear DNA fragment. It may be generated by PCR,

| excised from any vector or produced synthetically or by

any conventional method in the field of the art. As an

example, a second DNA fragment employed in the context of

the present invention may be obtained by amplification of

30_ the exogenous DNA sequence from a vector of the prior art

or from a genomic library or from an appropriate cDNA

using suitable primers equipped at their 5’ ends with the

sequences A and B. In addition, a second DNA fragment may

also comprise plasmid sequences at its 5’ and 3’ ends,

35 ‘'which may optionally be used by way of sequences A and B

provided they are homologous to the plasmid sequences
contained in the first DNA fragment. '

In accorda.nce with the objectives pursued by the
present j.nvention, a method 'accordin'g to the invention is



vector pT4457 is obtained by introducing into p polyll 5 the 5 portion

ofs the,viral genone as far as the BstBI site (position 870) foll owed
by the 3' portion starting fromthe S% _site (position 27800). The
conpl ete genone may be reconstituted by cotransfor mati on between the

genoni ¢ DNA (10Qa&Q-i§QOdiﬂ:) Sl eﬁ@ﬂ%épabaeabada@ w 2lcomBifhnt 1¢ia1100
ng). The viral genone romthe ﬁi‘.ove vector, pTG5406 by

XCI
Not I di gestion. VREERE W. maﬁ"d%e éﬁf?ﬁ'é{"’?hefmrPE RRELPPouTIE term
t ][ ansf ect : on of dénotes t&0 'Ge@&:t niﬁcdpébﬁ/@%forcﬁﬂinbéﬁld§-a_ﬂ'haunbﬁdhb’ubon
(0] agues onnl nt ector I S
obtained n i AetedtitgBycls in o nose UL YHBY, KR Hehemengt
CAV2 is sub8l on@beanddefeclmd'af vedtevsatactks cenetar meEbAneGdesgeaeqaénces
in their en e El q 2 hing
performed by Na?FEd%éggﬁggkﬁ%P @a&&%‘%@n&% HSE?%% &QE% ghhxs. ?h }f
anplified by PCRecWhedilyy °Fh§artiaéil’a§§|1§§ﬂdoﬁrr egpéﬁreﬂheogfnnsrséﬁa

region and the py ahitdSCH pta&m@i&axsa&sedbﬁ m:im-.rzs SiSs €£606164 s..e as

tomterateaunl ue Xbal restrict |te as
. J one or more nucleot:". es In thv\:).es connection, a method

I’T’Eﬂt

10 according to the invention can enable a recombinant
adenoviral vector lacking all or part of the El1, E2, E3
and/or E4 regions to be prepared.

By way of illustration, the following embodiments
may be mentioned. When the intention is to prepare, .in a

15 prokaryotic cell, a recombinant adenoviral vector derived
from a type 5 human adenovirus (Ad5) in which the inser-
tion of an exogenous DNA sequence in place of the El
region is enviéage_d, it is possible to employ (i) a
vector containing the Ad5 genome cleaved with the enzyme

20 Clal (restriction site located at position 918 of the AdS5
genome, as disclosed in the Genebank databank under the
reference M73260), and (ii) a DNA fragment comprising a
seqﬁence A homologous to the adenoviral encapsidation
region, the exogenous DNA sequence followed by a sequence

25 B homologous to the sequence coding for the pIX protein.
Moreover, the use of a vector. carrying the adenoviral
genome cleaved with the enzyme Spel (position 27082 of
the Ad5 genome) and 6f a DNA fragment comprising a -
sequence A homologous to the 5’ end of the E2 region, the

30 exogenous DNA sequence and a sequence B homologous to the
3’ end of the E4 region will enable a recombinant adeno-
viral wvector to be prepéred in which the exogenous DNA
sequence is inserted in place of the E3 region. Nat-
urally, these particular embodiments are mentioned only

35 - as examples. Lastly, the method according to the inven-
tion may be used to introduce deletions, mutations and/or

' substitutions into a particular region of a viral genome.
The present invention proves especially advan-
tageous when the intention is to ‘prepare a recombinant



25 pTGb407 is obtained, into which the CAT gene or. LacZ gene

(pTGb4Q8) is introduced at the Xbal site. The latter: plasmd is

di gested with Xhol, and the 3' portion of jhe_ viral genone is inserted
in the formof a SaII f ragnment (p03|t|on 27800 to the end of the 3

I TR). . The vect 0g13d1 REDAGD HEerepy 19l "88 i1, | Badr | 484 ‘Hth§6i{n:§”d
cotransforned into_E. coli BJ5183 with_the CAV-2 genone est ed th

Swal . An adenovPF&Eerenes, off akahragtodPgkh, -and Bere; ﬂgP?ﬁéa %Epfﬂ‘?er
gene in place OEahBeoElareehﬁBr havifigOQt gefiéfle whose length is from 80

- 25 - SEQJENCE Li?& of that of the genome of the corresponding wild-
5 type virus, in particular from 90 to 110% and preferably
from 95 to 105%. | | '

According to another embodiment, a method accord-
ing to the invention may also be employed to insert at
least two DNA fragments within the wviral genome, by

10 intermolecular recombination between (i) a first DNA
fragment comprising all or part of said genome of the
parent virus, (ii) a second DNA fragment comprising a
first portion of said exogenous DNA sequence equ.ipped at .
its 5’ end with said flank:i.ng' sequences [sic] A and (iii)
15 a third DNA fragment comprising a second portion of said
exogenous DNA sequence equipped at its 3’ end with said
- flanking sequences [sic] B; said second and third DNA
frégment containing a homologous sequende overlapping at
their respective 3’ and 5’ ends. As a guide, these
20 sequences which are homologous between the second and
third DNA fragments satisfy the same criteria of homology
and of length as the sequ.ezices A and B. This specific
embodiment is especially advantageous for the cloning of
large-sized exogenous segquences. _
25 A method according to the invention may be
carried out in any prokaryotic cell, and in particular in
a bacterium derived from an Escherichia coli strain.
However, it is most especially preferable to employ a
recBC sbeBC strain such as, for example, the strains
30 CES200, CES201, W5449 and BJ5183 (Hanahan, 1983, J. Mol.
Biol., 166, 557-580). '

A procedure typical of a method according to the
invention comprises the following steps:

(a) a first DNA fragment and (ii) a second DNA
"~ 35 fragment, as are defined above’, are cointroduced or

introduced separately into a prokaryotic cell,

(b) the prokaryotic cell obtained in step (a) is

cultured under suitable conditions to permit the

generation of the recombinant viral vector by



(1) GENERAL | NFORMATI ON . (i) APPLI CANT: (A) NAME:

Triansggne S. A (B) STREET: 11 rue de Mol sheim (O
CtTY: Strasbourg - (EY CClJNTRY 4 ance ' (F) POSTAL
CODE: 67082 (G TELEPHONE: 88 27 91 00 (H)
TELEFAX: - (33) 88 22 & dinolecular (i-é%omﬂ-irﬁgig | VENTI ON: - New net hod for
the preparation of a vect or (ii1) NUMBER OF
SEQUENCES: 10 (c) the recombinant viral vector is recovered.

In the context of a method according to the
invention, the amounts of first and second DNA fragments
5 may vary. It is preferable to employ a concentration of
second fragment which is 10 times as large as that of the
first fragment. The introduction of the DNA fragmenté
into a prokaryotic cell and the recovery of the vector
from these same cells are carried out according to the
10 general techniques of genetic engineering and of mole-
cular cloning detailed in Maniatis et al. (1989, Labor-
atory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY). | .
The present invention also relates to a method
15 for preparing an infectious viral particlé containing a
recombinant viral vector obtained by carrying out a
method according to the invention, according to which:
(a) said recombinant viral vector is introduced into
a mammalian cell to generate a transfected mammalian
20 cell, |
(b) said transfected mammalian cell is cultured
under suitable conditions to permit the production
of said viral particle, and
(c) said wviral particle is recovered from the cell
25 culture obtained in step (b).

The cells may be' transfected according to the
standard tech.hiques well known to a peron. skilled in the
art. The calcium phosphate technique, the DEAE-dextran
technique, electroporation, methods based on osmotic

30 siiock, microinjection or methods based on the use of
liposomes may be mentioned in particular. Accérding to a
preferred embodiment, the mammalian cell is advan-
tageoﬁsly a complementation cell, and in particular the
293 cell in the context of a vector derived from an

35 adenovirus. The viral particles may be_recovéred from the
culture supernatant, but also from the cells according to .
conventional protocols.

~ The present. invention .also covers the use of an
infectious viral particle or of a recombinant viral



(iv) COVPUTER READABLE FORM - (A) MEDI UM TYPE: Tape

(B) COVPUTER:
PC- DOS/ M5- DOS

(2) | NFORMATI ON FOR SEQ | D

| BM'PC conpati bl e ' - (O OPERATI NG SYSTEM

(D) SOFTWARE: Pﬁlgqntln Rel ease #1.0, Version

#1.25 (EPO) 1 (i) SEQUENCE |
CHARACTERI STI CSyector preparéd“\)a 38oha S‘i‘né?ﬂio@ accord:.ng to( Bhe
.TYPE: nucleic agid STRA DNESS: single (D)

- TOPOLOGY: | neai"m'em"i””"‘'(|ﬁ°)r %G&‘E’-’WE“-W(@%H%} treatment of

10

15

20

25

30

35

the human body, and in particular by gene therapy. A
method according to the invention is intended more
éspecially for the preventive or curative treatment of
diseases such as genetic diseases (hemophil'ia.;
thalassemias, emphysema, Gaucher’s disease, cystic
fibrosis, Duchér;e's [sic]l] or Becker’s myopathy, etc.),
cancers and viral diseases (AIDS, herpes infections or
infections caused by cytomegalovirus or by papilloma-
virus) . For the purposes of the present invention, the
vectors and viral particles prepared by a method
according to the invention may be introduced either in
vitro into a host cell removed from the patient, or
directly in vivo into the body to be treated. Preferably,
the host cell is a human cell, and preferably a lung,
fibroblast, muscle, liver or lymphocytic cell or a cell
of the hematopoietic line.

The present invention also relates to a pharma-
ceutical composition comprising a therapeutically effec-
tive amount of an infectious viral particle or of a
recombinant viral vector prepared according to a method
according to the invention, in combination with a vehicle
which is acceptable from a pharmaceutical standpoint.
Such a pharmaceutical composition may'be prepared accord-
ing to the techniques commonly employed and administered
by any known administration route, for example
systemically (in particular intravenously, intra-
tracheally, intraperitoneally, intramuscularly, subcu-

taneously, intratumorally or intracranially) or by

aerosolization or intrapulmonary instillation.

Lastly, the subject of the present invention is
also the usé of an infectious viral particle or of a
recombinant viral vector prepared according to a method
according to the invention, for the expression of a ISNA
sequence of interest in a cell system. _

The present invention is described more comp-
letely by reference to the figures which follow and by
means of the examﬁles which follow.



(|||) HYPOTHETICAL NO (111) ANTI-SENSE: NO (V|) ORI G NAL

SGURCE:, (A) ORGANI SM  hunan adenovi rus - S (B) STRAI N:
serotype 5 - ' (C | NDI VI DUAL | SC]_ E_ synthetic. oligonucleotide
OrGs597 (xi) - SEQUENCE DESCRI PTI SEQ ID NO 1: GCCGAATTCT

TAATTAACAT CATCAATAAT AF.Q‘EGIZAI is é diagra.mmat:.c repregﬁntétion of the

human adenovirus type 5 genome (shown in arbitrary units
from 0 to 100), indicating_ the location of the different
genes. | '

5 - Figure 2 illustrates a method of intermolecular
recombination between two DNA fragments. The plasmid
sequences are represented by a thin line, the viral
sequences by a t';hick line and the exogenous sequence by
a shaded box.

© 10 Figure. 3 is a diagrammatic representation of the
vector pTG3614, corresponding to p polyII into which is
cloned the genome 6:E a recombinant adenovirus modified in
the El region by insertion of a cassette for the expres-
sion of the human FIX gene.

15 Figure 4 is a diagrammatic representation of the
vector pTGE4652, corresponding to p polyII into which is
cloned the genome of a recombinant adenovirus modified in
the E1, E3 and E4 regions by insertion of a cassette for
the expression of the human CF gene and partial dele-

20 tions.

EXAMPLES |

The examples which follow illustrate just one
embodiment of the present invention.

The constructions described below are carried out

25 according to the general techniques of genetic ehgineer-
ing and molecular biology detailed in Maniatis et al.
(1989, supra). 5’ protruding restriction sites may be-
converted to blunt sites by treatment with the 1arge
Klenow fragment of E. coli DNA polymerase, whereas 3’

30 protruding sites are treated with T4 polymerase. As
regards the steps of PCR amplification, the protoceol as
described in PCR Protocols - A guide to methods and
applications (1990, ed'. Innis, Gelfand, Sninsky and

~ White, Academic Press Inc.) is applied. Cells are trans-

P 35 fected by convenfional methods. and are cultured according
to the supplier’s recommendations. The fragments inserted
into the different constructions described below are
indicated precisely according to their position in the
Ad5 genome as disclosed in Ehe Genebank databank under



- 26 - (2) INFORVATION FOR SEQ ID NO. 2: (i)  SEQUENCE

CHARACLERI STI CS: o ~(A) LENGTH:. 35 base pairs . (B)
TYPE: nucleic acid - (O STRANLC ESS: si'ngle : (D)
TOPOLOGY: | i near (i) MOLECULE T . DNA. (genomi c) (i)
HYPOTHETI CAL: Nphe reference M73260. .
EXAMPLE 1: Construction of a recombinant wviral

vector derived from a type 5 human adeno-
virus in the_form of a bacterial plasmid

5 A. . Cloning of the adenovirus 5 (Ad5) genome into p
polyII .

The left-hand end of the Ad5 genome (nucleotides
1 to 935) is synthesized by PCR using the oligonucleotide
primers oTG6597 (SEQ ID NO: 1) and oTG6598 (SEQ ID NO:

10 2) . The first primer hybridizes with the first 21 nucleo-
tides of the 5’ ITR, and possesses a Pacl site immedi-
ately upstream of the viral sequences and an EcoRI site
used for the cloning. The second primer enables SalIl and
then BglII sites to be introduced downstream of the viral -

15 sequences. The template utilized in this reaction is Ad5
genomic DNA prepéred according to conventional methods.
The fragment thus amplified is digested with EcoRI and
BglII [sic] and cloned into the plasmid p polyII (Lathe
et al., 1987, supra) previously cleéved with these same

20 two restriction enzymes, to give pTG1l682.

The DNA fragment corresponding to the right-hand
end of the Ad5 genome (nucleotides 35103 to 35935) is
prepared according to the same principle, using the
_ oligonucleotide pair oTG6599 (SEQ ID NO: 3) and oTG6597
25 (SEQ ID NO: 1). pTGl693 is constructed by inserting the
amplified fragment, digested with EcoRI and BglII, into
the same sites of p polyII. A BglII-BamHI fragment
carrying the amplified sequences is excised from pTG1693
so as to introduce it into the BglII site of pPTGl692

30 downstream of the adenoviral 5’ sequences. pTG3601
thereby obtained is linearized between the left-hand and
right-hand ends of the AdS5 genome by digestion with
restriction enzymes BglII or Sall. The ‘ends thus gener-
ated are blunted by the action of the Klenow fragment of

35 E. coli DNA polymerase I. BJ5183 bacteria (Hanahan, 1983
supra), made competent by calcium chloride treatment, are
cotransformed with ‘the above preparation and the Ad5
genomic DNA. 'I‘he colonies obtained are analyzed by
restrict.ion mapping. One clone is 'sel'ected, designated



(iii) ANTI-SENSE: YES (vi) ORI G NAL SOURCE: (A .
ORGANI SM  human adenovi r us (B) STRAIN. serotype 5

(© INDI VIDUAL | SOLATE: synthetic oligonuc ti de OTG6598 . (xi)
SEQUENCE DESCRI PTION: SEQ ID NO 2:. GACAGATCTG TCGACGTGGEC AGGTAAGATC

GATCA  °
(i) SEQUENCE

10

15

20

25

30

35

cﬁEEﬁé?§é|§?F8§?teGSEY iﬁ%Lrh?Eggﬂﬁquyoﬁggo (0s' PelOmbi- .

: ) LENGTH. 35 Dase pairs
nation, in which the adenoviral sequences (nucleotides

936 to 35102) have been inserted between the two frag-
ments produced by PCR, so as to generate a plasmid vector
comprising the complete Ad5 genome - PTG3602 is produced
in C600 bacteria (Huynh et al., 1985 DNA cloning, Volume
1, ed. Glover, IRL Press Limited: Oxford, England pp. 56-
110). .
B. Evaluation of the infectious power of pTG3602

The viral genome is liberated by the action of
the restriction enzyme PacI. 293 cells cultured in a
monolayer are transfected with the product of this
digesﬁion by the calcium phosphate precipitation tech-
nique. It is also possible to use other semsitive cells,
for example A549 cells (ATCC CCL185). The cells are grown
under agar for 9 to 14 days, during which period the
appearance of 1y;ic plaques on the cell lawn testifies to

‘the production of infectious viral particles, and hence
‘to the capacity of the Ad5 genome originating from

pTG3602 to replicate.

c. Construction of a defective recombinant adenoviral
vector in which the exogenous gene replaces the El
early region. '

A plasmid is used in which the LacZ reporter gene
coding for B-galactosidase is placed in a viral context;
for example a plasmid derived from pMLP-Adk7 (Stratford-
Perricaudet and Perricaudet, 1991, Human Gene Transfer,
219, 51-61) comprising the Ad5 5’ sequences (nucleotides
1 to 458), the Ad2 MLP promoter, the LacZ gene, the SV40
virus polyadenylation signal and the aAds sequences lying
between nucleotides 3329 and 6241.

The LacZ gene exfressiqn cassette surrounded by
adenoviral sequences is excised by the action of the
restriction enzymes BsrGI (position 192 on the Aad5
genome) and PstI (position 3788) and then purified.
pPTG3602 is linearized at ‘the ClaI site (position 918) and

' then treated with Klenow. The two fragments cobtained are

cotransformed into competent BJ5183 bacteria. Recombin--
ation at the homologous adenoviral sequences brings about



( é) TYPE:

nucl eic acid (C) STRANDEDNESS: single (D)
TAPOLOGY: i near (i ) MOLECULE TYPE: DNA ‘(genonic) (ii1)
HYPOTHETI CAL: NO (1) ANTI-SENSE: (vi) ORIG@NAL -
SOURCE: (A) ORGANI SM human adehovi rus (B) STRAIN:
OTGo5ds. e%é%ﬁ REE YEHE ATEET Zoflfh (Buquiotdabuciegiede
by t expression cassette for the reporter gene in
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the plasmid pTG3603.

, ~ Its infectious power is verified by transfection
of a lawn of 293 cells transfected with pTG3603
previously digested with PacI. The lytic plaques formed
are then picked out and the wviral particles resuspended
and used to infect a monolayer of 293 cells. The blue
coloration of the cells after addition of X-Gal testifies
to the expression of the LacZ gene. _

D. Construction of a recombinant adenoviral vector in

which the exogenous gene replaces the E3 early

- regionm. _ .
A cassette for the expression of the gene coding
for the gpl9 protein of the Ad5 E3 region (nucleotides

28731 to 29217) is assembled in the bacteriophage M13mpl8 -

{Gibco BRL) by cloning two PCR fragments, one correspond-
ing' to the RSV (Rous sarcoma virus) 3’ LTR (oligo-
nucleotide primers oTG5892-SEQ ID NO: 4 and 5893-SEQ ID
NO:5) and the other to the sequence coding for gpl$%
(oTG5455-SEQ ID NO:6 and 5456-SEQ ID NO:7). The vector
M13TG1683 is obtained, from which the expression cassette
is excised by an Xbal digestion. After treatment with
Klenow, it is introduced into the BsmI site (blunted by
the action of phage T4 DNA polymerase) of pTG8519. The
latter is derived from the plasmid pucl9 ([sicl (Gibco
BRL), into which the adenoviral sequences lying between
the Spel site and the right-hand end of the genome
(nucleotides 27082 to 35935) but lacking the majorlty of
the E3 region (nucleot;des 27871 to 30758) have been
inserted. pTGE1695 is obtained, the Scal-Spel fragment of
which, carrying the plasmid sequences, is replaced by a
purified equivalent fragment of pTG1659. The latter
corresponds to pucl® [sic] comprising the Ad5 sequences
extending £rom nucleotides 21562 to 35826. pTG1697
thereby obtained pdssessés adenoviral sequences which
extend from the BamHI (position 21562) site to the 3’ ITR

(position 35935), in which sequences the E3 region is.

replaced by a gpl9 expression cassette under the control



AGGAGATCTG TCGACTCTCA AACATGICTG CGGGT 35
I NFORVATI ON FOR SEQ I D-NO 4: | ' -2

(i) SEQUENCE CHARACTERI STI CS:

A) LENGTH 47 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid (O STRANDEDNESS: singl e |
TOPOLOGY: |ineagg the RSV constitutive promoter. the Dral fragment.
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(position 22444 and 35142 on the Ad5 genome) is purified,
and cointroduced into competent BJ-5183 bacteria with
pTGE3602 linearized with Spel and treated with Klenow. The
recombinants carrying a plasmid generated by recombina-
tion are screened for the presence of the RSV promoter.
pTG3605, a plasmid vector carrying the Ad-gpl9+ genome,
is thus demonstrated.

(2)
7 -

(D

The infectious power [lacuna] viral genome-

excised from plasmid pTG3605 is tested according to the

protocol already -described above. The production of a

functional gpl9 protein is monitored by co-immunoprecipi-

tation of the antigens of the major histocompatibility
complex class I and of the protein (Burgert and Kvist,

1985, Cell, 41, 987-997). '

E. Construction of a defective recombinant adenoviral
vector in which both early regions E1 and E3 are
replaced by exogenous genes ,

BJ-5183 cells are cotransformed with the Dral

| fragment isolated from pPTG1697 mentioned above, and the

Spel fragment (Klenow) isolated from pTG3603. The result-
ing plasmid is tested under the same conditions as above.

F. Construction of a recombinant adenoviral vector |

expressing the FIX gene
The ¢DNA coding for human FIX was cloned in the
form of a BamHI fragment into the plasmid pTG38l1. In the
latter, the 5’ non-coding end of the FIX gene was modi-
fied so as to comply with Kozak’'s rules. Plasmid pTG381

is described in Patent Publication FR 2,600,334. The FIX

gene is recloned into the BamHI site of pPTG6512 to: give
PpTG4375. pTG6512 is derived from the vector p'I'.GG:Sll after
deletion of the Ad2 major 1late promoter (MLP) and
replacement by a polylinker. As a guide, the construction
of pTG6511 is described in detail in Example 1 of Inter-

national Application WO 94/28152. The murine PGK promoter =

is isolated by conventional methods £rom mouse genomic

' DNA according to Adra et al. (1987, Gene 60, 65-74), or

by means of appropriate primers created from the data of
the sequence disclosed in the Genebank databank under the



(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)- (ii11) HYPOTHETI CAL: NO

(idi) ANTI-SENSE: 'NO = .. (vi) ~ORIG NAL SOURCE, ' (A
~ORGANI SM  Rous sarcoma virus -(&p LNDI VI DUAL | SOLATE: synt hetic
ol i gonucl eoti de OTrGs892 (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO 4:

.GTCEWAGEAT CCAGEEEeTen6eeTRIEISHC POETRAGET 106006 Pites are includéd at

the 5’ ends of the primers in order to facilitate the
subsequent cloning steps. The fragment carrying the PGK
promoter is treated with T4 polymerase and then intro-

5 duced upstream of the human FIX gene into the Hpal site
of pTG4375 from which a so-called "replacement” fragmeht,
containing the FIX cassette surrounded by El adenoviral
sequences (185 bp at the 5’ end and 2045 bp at the 3’
end), is excised by MscI digestion.

10 The latter fragment is cotransformed into BJ5183
bacteria in the presence of the vector pTG3602 digested"
with ClaI (position 918). The transformants are selected
on ampicillin and analyzed by restriction mapping. The
clone designated pTG3614, corresponding to an adenoviral

15 vector containing the FIX therapeutic gene in place of
the El region (Figure 3), is selected. A viral stock is
constituted in a conventional manner, by transfection of
the adenoviral genome liberated by Pacl digestion into
the 293 line. After an amplification step, the cells are

20 lysed and the AdTG3614 viral particles purified by
centrifugation on cesium chlor;de.

The capacity to transfer and express the FIX gene
is evaluated in a mouse animal model. For this purpose, -
1.5 x 10° pfu are injected into the caudal vein of 5- to

25 6-week-old female C57 Black 6 mice. Blood samples are
drawn iegularly, on which the amount of human FIX is
assayed by ELISA (Diagnostica Stago Kit, Asniéres,
France; Asserachirom® IX: Ag 00564). FIX is detected in
the serum of mice for several weeks with a maximum at 5

30 days.

G. Comstruction of an adenoviral vector modified in the
E2 regiomn

During the normal viral cycle, the expression of

the genes of the E2 region is  induced by the .early

35 products of E1l and E4, and a copious production of the
proteins encoded by E2, and especially of the DBP protein
(for DNA binding protein), is observed. In point of fact,
this high expression can be problematical in vivo (induc-
tion of inflammatbry responseg or interference with the



(2) INFORVATION FOR SEQ I D NO 5: (i) SEQUENCE CHARACTERI STI CS:

(A) LENGTH: -47 basé -pairs . (B). TYPE: nucleic acid .
(C) STRANDEDNESS: single (D) _TOROLOGY: |inear - (1)
MOLECULE TYPE: DNA (genoni c) (ii7)“HYPOTHETI CAL: NO (iii)

ANTI - SENSE:  YESgxpressichVbt té&tFMigeddR0For this reason, adenoviral
' | vectors defective for the E2A function were constructed,
either by introduction of a temperature-sensitive muta-
tion into E2A (position 22795; C to T resulting in a
5 change from Pro to Ser) or by a partial deletion of the

DBP gene. ' ' . .
The vector pTG9551 carrying the temperature-
sensitive mutation is generated by homologous recombina-
~tion in BJ cells between pTG3601 digested with BglII and
10 the purified. genomic DNA of the AdS5Hts 125 wvirus
'(Ensinger and Ginsberg, 1972, J. Virol. 10, 328-339). The
genome thus reconstituted is liberated by Pacl digestion
and transfected into 293 cells, which are incubated at
32°C for the production of the viral particles (the non-

15 permissive temperature is 39°C).

_ The defective E2A character may also be generated
by partial deletion of the coding regions of the DBP
gene, avoiding the regions covering other reading frames.
The construction is carried out by hqmologcus‘recombina-

20 tion between PpTG3601 BglII and the wviral DNA prepared
from the H5d1802 virus (Rice and Klessig, 1985, J. Virol.
56, 767-778). The viruses may be produced iﬁ a suitable
complementation line transcomplementing the DBP function,
for example line 293 transfected with a vector permitting
25 the constitutive or regulated expression of the DBP gene.
H. Construction of an adenoviral vector modified in the
E4 region ‘

In a first stage, a so-called "replacement”
vector is comnstructed, comprising a cassette for the
30 ' expression of the gene coding for the CFTIR protein placed
within the El &denoviral region. This vector, designated
pTG8585, contains the following elements, all described

in the literature: R |

o - the Ad5 5’ ITR (positions 1 to 458),
35 - the Ad2 MLP prambtér,
- human CFTR c¢DNA,
- the polyadenylation signal of the rabbit g-globin
gene, :

- the RSV virus (Rous sarcoma virus) 3’ LTR,



(A) ORGANI SM Rous sarconmm Virus (© I ND VI DUAL | SOLATE:

synt het,i ¢ ol i gonucl eoti de OTG5893 (xi) . SEQUENCE DESCRI PTI ON: SEQ |
I D NG -5: GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGE GGTGAATGGT CAAATGG
47 (2) I NFORVATI ON FOR SEQ I D NO. 6: ' (1) SEQUENCE

CHARACTERI STI CS.. the adenotvftalEbbdlibndesés€ingifor the gpl9 protBin
TYPE: nucleic acid ' :
: (positions 28731 to 29217 of Ad5), and _
- the 3’ portion of .the-El1B region (position 3329 to
. 6241). _
5 , In parallel, the &denoviral segquences covering
the E3 and E4 regions are subcloned into the vector p
' polyII and deleted by the standard techniques of molecu-
lar biology.'Thé E3 sequences (positions 28592 to 30470)
are removed by Xbal digestion and the E4 sequenées
10 (positions 32994 to 34998) are removed. The adenoviral
genome thus modified is reconstituted by homologous
recombination between a replacemenﬁ fragment carrying
these modifications, isolated from the above vector, and
pTG3603 digested with Spel. pTG8595 is obtained, carrying
15 a recombinant adenoviral genome (LacZ gene in place of
the El region) which is defective for the E3 ‘and E4
. functions. _ o
- The cassettes for the expression of the CFTR and
gpl9 genes, described above, are introduced into pTE8595
20 as a replécement for the LacZ gene, by cotransformation
of BJ5183 cells with the PacI-BstEII fragment isolated
from pTG8585 and the vector pTG8595 linearized with ClalI.
pTG4652 (Figure 4) is generated, which may be propagated
in a cell line complementing the defective El1 and E4
25  functions as are described in International Application
W094/28152. o R |
The viral particles are amplified, ‘the cells are
lysed and the total cell extracts are analyzed. for the
expression of the CFTR gene by Western blotting (8% SDS-
30 PAGE gel). The filters are i_ncubated in the presence of
a 1/5000 dilution of the monoclonal antibody MAB 1104
directed against a synthetic peptide corresponding to
amino acids 722 to 734 of the human CFTR protein. The
detection is carried out by the ECL (enhanced chemi-
35 ' luminescence; Amersham kit) method. A band of strong
intensity and rather diffuse, corresponding to a high
molecular weight product comigrating with a CFTR control,
is observed in the extracts of .cells infected with
AdTG4652. This band is not present in the extracts



- 28 - (C) STRANDEDNESS: single (D) TOPOLOGY:

| inear , (i) MOLECULE TYPE: DNA (genom c) (i)

HYPOTHETI CAL:" NO - (iii) ANTI-SENSE: 230 (vi) ORI G NAL SOURCE:
(A) ORGANI SM hunman adenovi rus B) STRAIN. serotype 5

originating from the parent virus pTG8595 which does not.
contain the CFTR expression cassette.

_EXAMPLE 2: Construction of a recombinant wviral vec-

tor derived from canine adenovirus 2
5 _ CcavV2) in the form of a bacterial plasmid

A. C'lon.ing of the CAV2 genome into p polyII
‘The CAV2 genome is cloned into p polyII S£fiI-NotI
14 (Lathe et al., 1987, supra) and modified to generate
recombinant vectors using the appropriate sites,
10 according to the same methods as are used in the case of
the manipulation of Ad5. The left-hand end (nucleotides
1 to 810 according to the numbei:ing of the Genebank
sequénce D04368) and right-hand end (nucleotides ~ 27600
to the end) are syhthesized by PCR between the oligo-
15 nucleotide primer pairs oTG6974 (SEQ ID NO: 8) and
oTG6975 (SEQ ID NO: 9) and oTG6976 (SEQ ID NO: 10) and
oTG6974, respectively. They are assembled via the Pstl
site introduced ‘during the PCR following the wviral
' sequences in the case of the left-hand end, and mapped at
20 approximately 1200 bp from the end of the genome in the
. cagse-of the right-hand end. Competent BJ5183 bacteria are
cotransformed with the plasmid thereby obtained, linear-
ized with PstI, and CAV2 DNA. Introduction of the missing
viral sequences . (nucleotides 811l to 27600) is carried out
25 by homologous recombination. The CAV2 genome carried by
the resulting plasmid is excised wvia the NotI sites
introduced during- the PCR, and ;i:hen transfected into a
monolayer of MDCK cells (ATCC CCL34). The following steps
are described in Example 1. .
30 B. Construction of a recombinant adenoviral vector of
canine origin
CAV2 virus (strain Toronto A 26/61; ATCC VR-800)
genom:i.é DNA is prepared by the standard technique (ampli-
fication on a dog kidney line MDCK GHK, etc., lysis of
35- the cells, purification of the viruses by centrifugation
on cesium chloride, treatment with proteinase k [sic] and
lastly phenol/chloroform extraction). Tﬁe CAV2 genome,
which is 31 kbp in lengt:h,. is introduced into a plasmid -
vector by hémologous rec’ombi_natiori. For this pﬁrpose, the



(C)_' | NDI VI DUAL | SOLATE: synthetic ol igonucl eotide OTG5455 (xi)
SEQUENGE DESCRI PTION: SEQ I D NO 6: ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC

25 (2) I NFORVATION FOR SEQ I D NO 7:

(i) SEQUENCE

CHARACTER! STI CS: (A) LENGTH ~28%base pairs (B)

TYPE: nucleicC agp@t-hand and 4 Ght ShRANDRMESSo£5 1 il €cay2 genome hPh
" TOPOLOGY: |inear éR ECULE TYPE: DNA genom c)

10

15

20

25

30

isolated by P and enzymatic digestion, incorporating a
Notl site immediately beyond the 5’ and 3’ ITRs. The

_vector pTG4457 is obtained by introducing into p polyIl

the 5’ portion of the viral genome as far as the BstBI
site (position 870) followed by the 3’ portion starting
from the Sall site (position 27800). The complete genome
may be reconstituted by cotransformation between the
genomic DNA (100 to 500 ng) and pTG4457 digested with
BstBI (10 to 100 ng). The viral genome may be excised
from the above vector pTGE5406 by NotI digestion. It is
verified that the DNA is infectious by transfection of 1’
to.5 'p,g into dog MDCK or GHK cells. The productioh of
plaques is observed. ' ' ' '

The recombinant vector is obtained in the
following manner:

The left-hand end of CAV2 is subcloned and
modified so as to delete the El1A coding sequencesg in
their entirety and the E1B coding sequences partially.
This is performed by NarI digestion, followed by reintro-
duction of a fragment amplified by PCR covering the
encapsidation region, the ElA promoter region and the
transcription startsite. The primers are designed so as
to integrate a unique Xbal restriction site as well.
pTG5407 is obtained, into which the CAT gene or LacZ gene
(pTG5408) is introduced at the XbaI site. The latter
plasmid is digested with XhoI, and the 3’ portion of the
viral genome is inserted in the form of a Sall fragment
(position 27800 to the end of the 3’ ITR). The vector
pTG5409 thereby obtained is 1linearized with Sall ‘and
cotransformed into E. coli BJ5183 with the CAV-2 genome
digested with Swal. An adenoviral vector of canine origin
car:i:ying the CAT reporter gene in place of the El region
is obtained. ' |



(|||) HYPOTHETI CAL: NO (i11) ANTI-SENSE: YES (vi) ORI G NAL

SGURCE:, " - (A} ORGANI SM hunan adenovi rus ~ (B) STRAIN:
seérotype 5 ' ' (O INDI VIDUAL | SOLAIE: synthetic oligonucleotide
OrGs456 (xi) SEQUENCE DESCRI PTION: “SEQ I D NO' 7: ATCGTCTAGA

- TTAAGGCATT TTCT ' : : 28 (2) | NFORVATI ON
FOR SEO | D NO gg%cz LISTING

(1) GENERAL INFORMATION:

{1i) APPLICANT:
(A) NAME: Transgene S.A.
(B) STREET: 11 rue de Molsheim
(C) CITY: Strasbourg
(E) COUNTRY: France
(F) POSTAL CODE: 67082
(G) TELEPHONE: (33) 88 27 S1 00
(H) TELEFAX: (33) 88 22 58 07

(ii) TITLE OF INVENTION: New method for the preparation of a
viral vector

(i;i.i) NUMBER OF SEQUENCES: 10

{iv) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Tape
(B) COMPUTER: IBM PC compat:l.ble
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOPTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO)

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1:
(i) 'SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 38 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) = MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iii) ANTI-SENSE: NO
(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: human adenovirus
(B) STRAIN: serotype 5
(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide QTG6597 .

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1:

GCCGAATTCT TAATTAACAT CATCAATAAT ATACCTTA . : 38



(1) SEQUENCE CHARACTERI STI CS : (A) LENGTH 36 base pai rs

(B) TYRE: nucleic-acid . . - (C) STRANDEDNESS: single
"29 - . (D) TOPOLOGY:  linear 26 (1i) MOLECULE TYPE: DNA
(ge‘nom’ c) R - -

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2:

{1i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA. (genomic)
(iii) HYPOTHE'J;‘ICAL: NO
(1ii) ANTI-SENSE: YES
(vi) ORIGINAL SOURCE:

(A) ORGANISM: human adenovirus
{B) STRAIN: serotype 5

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide 0T36598
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:
GACAGA&.'CTG TCGACCTGEC AGGTAAGATC GATCA . 35
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 35 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(iii) HYPOTHETICAL: NO

(iii) ANTI-SENSE: NO

{vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: human adenovirus
(B) STRAIN: serotype 5

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide OTG6599
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3:
AGGAGATCTG TCGACTCTICA AACATGTCTG CGGGET : ) 35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4:



(iii) HYPOTHETI CAL: NO (1ii) ANTI-SENSE: NO (vi) ORIG NAL
SQURCE:, : " (A) ORGANI SM cani ne adenovi rus R (B) STRAIN:
CAV- 2 ' (O 1NDIVIDUAL | SOLATE: §¥nt hetic ol i gonucl eoti de OTG974
(xi) SEQUENCE DESCRI PTION: SEQ ID NO 87 CAGGGATCCG CGGCCGCATC
ATCAATAATA TACAGG (i)  SEQUENCE cnnacnn:srro& (2) I NFORVATION FOR-SEQ I D,

NO 9:
{A) LENGTH: 47 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iii) ANTI-SENSE: NO
. (vi) ORIGINAL _SOURCE:
(A) ORGANISM: Rous sarcoma virus
(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide OTG5892
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4:
CGTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 47
‘(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 47 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: NO '
(_iii) ANTI-SENSE: YES
- (vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rous sarcoma virus
(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide OTG5893
(:_:i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5:
GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 47
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 25 base pairs
(B) -TYPE: nucleic acid



(1) SEQUENCE CHARACTERI STI CS: (A) LENGTH 29 base pairs.

(BY TYPE: nucleic acid (C) STRANDEDNESS: single (D)
TOPOLOGY: |inear - (||) MOLECULE TYPE: DNA (genonic) K (rii)
HYPOTHETI CAL: NO (iii) ANTI-SENSE: 29ES (vi) ORI G NAL
SOURCE: (A NISM canlne adenOV|rus (B) STRAIN.
CAV- 2 ' (O | NDI¢ s %‘ﬁ hetic oligonucleotide OTG975

(D) TOPOLOGY- linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(111) HYPOTHETICAL: NO
(1ii) ANTI-SENSE: NO
(vi) ORIGINAL SOURCE:

(A) ORGANISM: human adenovirus
(B) STRAIN: serotype 5

(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide OTG5455
. (xi) SEQUEN&E DESCRIPTION: SEQ IP NO: 6:
ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC | : 25
(2) INFORMATION FOR SEQ ID Nb: 7:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:.
{A) LENGTH: 28 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
" (D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETIC-AL : NO
{(iii) ANTI-SENSE: YES
{vi) ORIGINAI; SOURCE:
(A) ORGANISM: human adenovirus

(B) STRAIN: serotype 5
(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide OTG5456

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 7:
ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 28

. (2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 36 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single



(xi) SEQUENCE DESCRI PTION: SEQ I D NO 9: CTGCTGCAGT CAGAATGCT AGCAGGAGA

"TOPOLOGY:" |i near

| NFORVATI'ON- FOR SEQ | D NO  10: . (i) SEQUENCE _
CHARACTERI STI CS: ' (A) LENGTH. _2Z,base pairs ' (B)
nucleic acid : (O - STRAN ESS. single (D)

(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: Dﬁa (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iii) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
{A) ORGANISM: canine adenovirus
{B) STRAIN: CAV-2
. (C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide 0OTG6974

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8:
CAGGGATCCG CGEGCCGCATC ATCAATAATA TACAGG - ’ 36
(2) IN’E’ORMATION FOR SEQ ID NO: 9:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
: (A) LENGTH: 29 base pairs.
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
{(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) BYPOTHETICAL: NO
(iii) ANTI-SENSE: YES
(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: canine adenovirus
(B) STRAIN: CAV-2
(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic cligonucleotide OTG6975
{(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8:
CTGCTGCAGT CAGAAATGCT AGCAGGAGA ' ' 29
{(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 27 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

{(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear



- 30 - (ii) MOLECULE TYPE: DNA (genonic) (iii)

H¥POTHETI CAL: NO (iii) ANTI-SENSE: NO ' (vi) ORIGNAL -
SOURCE: (A) ORGANI SM cani ne_ novi r us (B) STRAIN
CAV- 2 (© I ND VIDUAL | SOLATE: Synthetic ol igonucl eotide OTG6976

(xi) SEQUENCE DESCRI fkhONporgett.d Ryl pkR: (genomic) :
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iii) ANTI-SENSE: NO
(vi) ORIGINAL SOURCE:
{(A) ORGANISM: can;l.ne adenovirus
(B) STRAIN: CAV-2
(C) INDIVIDUAL ISOLATE: synthetic oligonucleotide omq5976

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 10:

TGCGGATCCA CAGACTAAGC GGAGGTA - 27 -



TGCGGATCCA CAGACTAAGC GGAGGTA ‘ 27
WO 96/ 1,7070 - - 31 - . PCT/ FR95/ 01590 C ai nms

1: Met hod for  pre: g, in'a prokaryofjc_cell, a ' iral
vector derived €§o€§gfgé? nt virus into iithe genone ofp§ﬁf@§?%£@fgga
exogenous DNA seggggge Is 5 inserted, by internolecular reconbi nation

between (i) a rst DNA fragnent conprising all or part of said genone
of the parent virus and (ii) a second DNA fragnment conprising said

exogenous DNA sgguence geeh8dN¢ee Rreparing, in a prokaryotic cell, a
| recombinant viral vector derived from a parent virus into
the genome of which an exogenous DNA sequence is
5 inserted, by inter:holecular recombination between (i) a
first DNA fragment comprising all or part of said genome
of the parent virus and (ii) a second DNA fragment
comprising said exogenous DNA sequence surrounded by
flanking sequences A and B which are homologous to (i).
10 2. Method ac¢cording to claim 1, characterized in
that the parent virus is selected from the group_consist-
ing of adenoviruses, retroviruses, adeno-associated
viruses, poxviruses and herpesviruses. _
3. Method according to claim 2, characteriéed in
15 that' the parent virus is an adenovirus of human, canine,
‘avian, bovine, murine, ovine, porcine or simian origin,
or alternatively a hybrid adenovirus.
4. Method according to claim 3, characterized .in
that the parent virus is a type CAV-2 adenovirus of
20 canine origin.
5. Method according to claim 3, characterized in
that the parent virus is a serotype C adenovirus of human '
origin.
6. Method according to c¢laim 5, characterized in
25 that the parent virus is a type 5 adenovirus of human
origin. ‘
7. Method according to one of claims 1 to 6, charac-
terized in that said 'exogenous DNA seqhence codes for a
polypeptide of therapeutic interest selected from the
30 group consisting of coagulation factors, growth hormones,
cytokines, lymphokines, tumor-suppressing. polypeptides,
cell receptors, ligands for cell receptors, protease
inhibitors, antibodies, toxins, immunotoxins, dystrophin
and polypeptides participating in cellular ion channels,
35 such as CFTR protein. .
8. Method according to one of claims 1 to 7, charac-
terized in that the hbmologous flanking sequences A :and
B are from 10 bp to 10 kb, advantageously from 20 bp to
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flanklng sequences A and B whi ch ‘are honol ogous to (i). 10 2. Met hod
accordi.ng to claimi, characterlzed in_ - that the parent virus is

seél ected fromthe group consist- i ng g5 adenoviruses, retroviruses,
adeno- associ ated | vi ruses, poxviruses and herpeSV|ruses 3.

Vet hod “accor di ng B, Cp2kFe2abl JREREkE B0 8 b 1P 18 1%nd N6s PRACBhaYLLYS |5

an adenovirus of hufan, cani ne, avi an,  bovine_ murine, ovine, porcine
or sinian or|glﬁrefereBFeaFFEPnéplpBl§°a1h§9r|énaaGﬁSFPrus 4.

Me: hod %CA\C/O; di gs.t o cl anar}:ﬁodcaaeaﬁaﬂﬁgzed éle of dladmd hetaaaen&hatags i's
a type -2 adenoyirys,o Oor,i r g ng
to claim3, chagﬁfi"ﬁF &8 £ ﬁat %%Fn%?‘ %éﬁa%% #%%‘%ﬁ?ﬁ’? ‘g '
adenovi rus 5f huhanlnserbioglregion 6f the bibpeficasceseduencieq cIa|n15

characterized 15025 'thghithy BALEARINLTUS e %d YAS Suf dORAY bl U gl chUen

origin. Met hod "accordrng to~one o Karac-
terized |n.thatpsaparakmgsnoq§ BNA resonbicantb dodradr yectoxpowhpept i e of

therapeutic intgegabe$6bCebelrbp2ithtton.

11. Method according to claim 10, for the preparation
10 of a recombinant adenoviral vector lacking all or part of

at least one region essential for replication, selected

from the E1l, E2 and E4 regions. '

12. ' Method according to claim 11, characterized in

that the recombinant adenoviral vector lacks, in addi-
15 tion, all or part of the E3 region.

13. Method according to one of claims 1 to 12, for

the preparation of a recombinant viral vector of at least

20 kb.

14. Method according to claim 13, for the preparation
20 of a recombinant viral vector of at least 30 kb.

15. Method according to claims 1 to 14,‘by inter-

molecular recombination between (i) a £irst DNA fragment

comprising all or part of said genome of the parent

virus, (ii) a second DNA fragment comprising a first
25 portion of said DNA sequence of interest equipped at its

5/ end with said flanking sequences [sic] A and (iii) a

third DNA fragment comprising a second portion of said

DNA sequence of interest equipped at its 3’ end with said

flanking sequences ([sic] B; said second and third DNA
30 _fragmenté containing a homologous sequence ..at their

respective 3’ and 5’ ends.

16. Method according to one of claims 1 to 15, for

introducing a modification by deletion, mutation and/or

substitution of one or more nucleotides or an exogenous
35 DNA sequence into a viral genome.

17. Method according to one of claims 1 to 16,

characterized in that said prokaryotic cell is derived

from a recBC sbcBC strain of Escherichia coli.

18. Methéd for preparing an infectious viral particle

* [+ L M 3 *




30 group consisting of coagul ation factors, growh hornones,

cyt oki nes, |ynphoki nes, tunnr-suppreSS|ng polypeptldes ~cell keceptors,
| i gands for cell receptors, protease g |b|tors anti bodi es, toxins,
I mrunot oxi ns, dystrophin and pol ypepti dés participating in ceIIuIar i on

channel s,

clains 1 to 7,

35

éHﬁEaiﬁiQETB E’Eﬁbﬁbanant v1§al vec%}:hgﬁtgﬁﬁgfi gchQrQne of

charac- teri zed t he honol ous

sequences A anding ouft a?emﬁtbﬁfil(?‘!ﬂ?"f%‘-@ EB oR® a@éé&%‘ﬁylf r'i'ﬂn 28, bp
according to which: - 32 - 5 kb, preferably from

30 bp to 2 kb and a n absol ute refe nce from4
Tength, Vel satd cret rnipant et Yaatdrn L iptgoannarstato”

to

5

10

15

20

25

30

a mammalian cell to generate a transfected mammalian
cell, '
(b) said transfected mammalian cell is cultured
under suitable conditions to permit the production
of said viral particle, and
(c) said viral particle is recovered from the cell
culture obtained in step (b).
19. Use of an infectious viral particle prepared
according to claim 18 or of a recombinant viral vector
prepared according to one of claims 1 to 17, for the
therapeutic or surgical treatment of the human body.
20. Use according to claim 19, for the therapeutic or
surgical treatment of the human body by gene therapy.
21. " Pharmaceutical composition comprising a therapeu-
tically effective amount of an infectious viral particle
prepared according to claim 18 or of a wviral vector
prepared according to one of claims 1 to 17, in combina-
tion with a wvehicle which is acceptable from a pharma-
ceutical standpoint.
22. Use of an infectious wviral particle prepared

according to claim 18 or of a recombinant wviral vector

prepared according to one of claims 1 to 17, for the
expression of a DNA sequence of interest in .a cell
system. _

23. Use of a recBC sbeBC strain of E. coli for the
cloning of DNA fragments into a'plasmid vector by inter-
molecular homologous recombination.

N
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Figure 1.



25 portion of said DNA sequence of interest equipped at its 5" end
wit h said flanking sequences [sic] A and (iii) a t hi r plcbiRosic1smnent
conpri si TP &/ 8% nd portion of said DNA sequence of interest equi pped
cat its 3 end with said fl anki ng sequences [sic] B; said second and
third DNA 30 fragnents containing az?zgg%ogous-'sequence at their
respective 3' and 5' ends. 16. od according to one of clains 1
to 15, for i ntroduci ng a nodification by deletion, nmutation and/or
~substitution of one or nore nucleotides or an exogenous 35 DNA sequence .
into a viral genone. . t hod according to one o al 1 to 16,
characteri.zed in-that saif;ﬁ:gzgr§§tic cell is derived froma recBC
sbcBC strain of Escherichfa coli. |  18. Met hod f or Jpreparinglan
i nfectious viral particlegs : :

_ Fi_gﬁre 2



- 33 - contai ning a reconbinant viral vector obtained by carry-.

i pg out a nethod according to one of clains 1 to 17, - apePrlodigisé

whi ch: wWo096/17070 (a) said reconbi nant viral vector is introduced into 5

a manmalian cell to generate a transfectgd '[Emml ian cell, |

(b) said transfected mammalian cell is Il{ ed under suitable
~conditions to permt the production of said viral particle, and 10
(c) said viral particle is recovered fromthe cell culture
obtained in step (b). 19. Use of an infectious viral particle

pr epar ed according to claim 18 or of a reconbinant viral vector
prepared according to one of clains 1 to 17, for the 15 therapeutic or
surgi cal treatnment of the human body. 20, Use according to claim 19,
for the therapeutic or surgical treatnent of the human body by gene
therapy. 21. Phar maceuti cal conposition conprising a therapeu-

PT_G3614
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tically effective anount of an infectious viral particle 20 prepared
agcording to claim-18 or of .a viral vector prepared acogyrgervgniseoone of
Gl ai ns 1- W@ 9A70%0n conbi na- “tion with a vehicle which is acceptable
froma pharma- ceutical standpoint. 22.. Use of an infectious.
viral particle prepared 25 according to o4a/r418 or of a reconbinant viral
vect or prepared according to one of clains 1 to 17, for the

expressi on of a DNA sequence of interest in a cell system 23.

Use of a recBC shcBC strain of E. coll for the 30 cloning of DNA fragnents
into a plasm d vector by inter- nol ecul ar honol ogous reconbi nati on.

Aho 15399

30470-32995

3 )
31093.5pel,,_ 350

pTG4652
38064 bps

20000

Ad5 dl E3(Xba):

Figure 4



