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ADENGVIRUS DEFECTIFS ET LIGNEES DE COMPLEMENTATION CORRESPONDANTES

L'invention a pour objet de nouveaux vecteurs adénoviraux défectifs permettant le
transfert et l'expression de génes d'intérét dans une cellule ou un organisme eucaryote
hote ainsi que de nouvelles lignées de complémentation complémentant en #rans les
fonctions virales essentielles qui ont été délétées du génome de ces adénovirus
recombinants. L'invention présente un intérét tout particulier pour des perspectives de
thérapie génique, notamment chez 'homme.

Les adénovirus sont des virus 8 ADN qui présentent un large spectre d'hote. Ils ont été
mis en évidence dans de nombreuses espéces animales et de nombreux types cellulaires.
1l existe plusieurs sérotypes qui différent notamment au niveau de la séquence de leurs
génomes. La plupart des adénovirus humains sont peu pathogénes et ne produisent
généralement que des symptomes bénins.

L'adénovirus pénétre dans la cellule hote permissive par lintermédiaire d'un récepteur
spécifique, puis il est internalisé et passe dans des endosomes. Leur acidification
contribue a un changement de conformation du virus et & sa sortie dans le cytoplasme.
Puis, 'ADN viral associé & certaines protéines virales nécessaires aux premiéres étapes
du cycle réplicatif, pénétre dans le noyau des cellules infectées ou sa transcription est
initiée par des enzymes cellulaires. La réplication de 'ADN adénoviral a lieu dans le
noyau des cellules infectées et ne nécessite pas la réplication cellulaire. L'assemblage des
nouveaux virions prend également place dans le noyau. Dans un premier temps, les
protéines virales s'assemblent de maniére & former des capsides vides de structure
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icosaedrique, dans lesquelles 'ADN adénoviral est ensuite encapsidé. Les particules
virales ou virions sont libérés des cellules infectées et sont susceptibles d'infecter d'autres
cellules permissives.

Le cycle infectieux de I'adénovirus s'effectue en 2 étapes :

- la phase précoce qui précéde l'initiation de la réplication du génome
adénoviral et qui permet la production des protéines régulatrices
intervenant au niveau de la réplication et de la transcription de 'ADN
viral, et

- la phase tardive qui conduit a la synthése des protéines structurales.

D'une maniére générale, le génome adénoviral est constitué d'une molécule d'ADN
linéaire, bicaténaire et d'environ 36kb de long qui contient les séquences codant pour
plus de 30 protéines. A chacune de ses extrémités, est présente une courte séquence de
100 a 150 nucléotides selon les sérotypes, inversée et désignée ITR (Inverted Terminal
Repeat). Les ITRs sont impliqués dans la réplication du génome adénoviral. La région
d'encapsidation, d'environ 300 nucléotides, est située a l'extrémité 5' du génome juste
aprés I'ITR 5'.

Les génes précoces sont répartis en 4 régions qui sont dispersées dans le génome
adénoviral, désignées E1 2 E4 (E pour "Early" signifiant précoce en anglais). Les régions
précoces comprennent au moins six unités transcriptionnelles qui possédent leurs propres
promoteurs. L'expression des génes précoces est elle méme régulée, certains génes étant
exprimés avant d'autres. Trois régions, respectivement E1, E2 et E4, sont essentielles a la
replication virale. Ainsi, si un adénovirus est défectif pour I'une de ces fonctions, c'est 4
dire s'il ne peut pas produire au moins une protéine codée par I'une de ces régions, celle-
ci devra lui étre fournie en trans.

La région précoce E1 est située & I'extrémité 5' du génome adénoviral et contient 2 unités
de transcription virales, respectivement E1A et E1B. Cette région code pour des
protéines qui interviennent trés précocement dans le cycle viral et sont essentielles a
l'expression de presque tous les autres génes de I'adénovirus. En particulier, l'unité de
transcription E1A code pour une protéine trans-activatrice de la transcription des autres
génes viraux, qui induit la transcription a partir des promoteurs des régions EIB, E2A,
E2B et E4.
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Les produits de la région E2, laquelle comprend également deux unités de transcription
E2A et E2B, sont directement impliqués dans la réplication de 'ADN viral. Cette région
gouverne notamment la synthése d'une protéine de 72kDa, qui présente une forte affinité
pour 'ADN simple brin et d'une ADN polymérase.

La région E3 n'est pas essentielle 4 la réplication du virus. Elle code pour au moins six
protéines qui seraient responsables de l'inhibition de la réponse immune de I'hdte vis a vis
d'une infection par adénovirus. En particulier, la glycoprotéine gp19kDa empécherait la
réponse CTL, responsable de la cytolyse des cellules infectées par les cellules T
cytotoxiques de I'hote.

La région E4 est située & l'extrémité 3' du génome adénoviral. Elle code pour de
nombreux polypeptides qui sont impliqués dans I'expression des génes tardifs, la stabilité
des messagers (ARNm) tardifs, le passage de la phase précoce & la phase tardive ainsi
que l'inhibition de la synthése protéique cellulaire.

Une fois la réplication de 'ADN viral initiée, la transcription des génes tardifs débute.
Ceux-ci occupent la majorité du génome adénoviral et recouvrent en partie les unités de
transcription des génes précoces. Mais ils sont transcrits & partir de promoteurs différents
et selon un mode d'épissage alternatif, de sorte que les mémes séquences sont utilisées a
des fins différentes. La plupart des génes tardifs sont transcrits & partir du promoteur
majeur tardif MLP (Major Late Promoter). Ce promoteur permet la synthese d'un long
transcrit primaire qui est ensuite maturé en une vingtaine ¢ ARN messagers (ARNm) &
partir desquels sont produites les protéines capsidaires du virion. Le géne codant pour la
protéine structurale IX composant la capside est situé 4 l'extrémité 5' du génome
adénoviral et recouvre la région E1B & son extrémité 3'. L'unité transcriptionnelle de la
protéine IX utilise le méme signal de terminaison de la transcription que lunité
transcriptionnelle E1B.

Un certain nombre d'adénovirus sont maintenant bien caractérisés génétiquement et
biochimiquement. Tel est le cas de I'adénovirus humain de type S (AdS) dont la séquence
est divulguée dans la banque de donnée Genebank sous la référence M73260. Les
différents génes ont pu étre localisés précisément sur le génome adénoviral qui comprend
de 5' vers 3' I'TTR 5' de 103 bp suivi de la région d'encapsidation (Hearing et al., 1987, J.
Virol., 61, 2555-2558) d'environ 300 pb, puis des régions précoces et tardives dont
l'emplacement est schématiquement représenté dans la Figure 1, et enfin de ITTR 3"



WO 94/28152 A PCT/FR94/00624

10

15

20

25

30

35

1l ressort de ce qui précéde que les adénovirus possédent des caractéristiques
intéressantes qui font d'eux des vecteurs de choix pour le transfert de génes d'intérét. De
nombreux adénovirus recombinants sont décrits dans la littérature (Rosenfeld et al.,
1991, Science, 252, 431-434 ; Rosenfeld et al., 1992, Cell, 68, 143-155). D'une maniére
générale, ils dérivent de I'AdS et sont défectifs pour la fonction El, afin d'éviter leur
dissémination dans l'environnement et l'organisme héte. En outre, la région E3 non-
essentielle peut également étre délétée. Les séquences exogénes sont intégrées a la place
de la région E1 ou E3.

Ainsi, ces adénovirus défectifs ne peuvent étre propagés que dans une lignée cellulaire
complémentant en trans la fonction E1 essentielle & la réplication virale. A l'heure
actuelle, la seule lignée de complémentation utilisable est la lignée de rein embryonnaire
293 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol,, 36, 59-72), qui résulte de l'intégration dans ses
chromosomes, d'un fragment du génome de I'Ad5 comprenant notamment l'extrémité 5'
du génome viral ; de sorte que la lignée 293 complémente les adénovirus défectifs pour la
fonction E1. Les cellules 293 contiennent des séquences qui se trouvent aussi dans
l'adénovirus recombinant défectif, comme I'TTR 5', la région d'encapsidation et la partie
en 3' de la région E1B comportant des séquences codant pour les protéines précoces .

La faisabilité du transfert de génes en utilisant des adénovirus est maintenant établie.
Mais, Ia question de leur innocuité reste posée. En effet, ils sont capables de transformer
certaines lignées cellulaires en culture, ce qui refléte le pouvoir potentiellement oncogéne
de certains des produits d'expression du génome adénoviral, essentiellement de la région
El et probablement E4, au moins pour certains sérotypes. De plus, la probabilité de
recombinaison génétique entre un adénovirus défectif de l'art antérieur, notamment un
adénovirus recombinant, et soit un adénovirus naturel ou sauvage (issu d'une
contamination accidentelle ou d'une infection opportuniste d'un organisme héte), soit un
fragment de génome adénoviral intégré dans la lignée de complémentation 293 n'est pas
négligeable. En effet, il suffit d'un événement de recombinaison pour restaurer la fonction
El et générer un adénovirus recombinant non-défectif capable de se disséminer dans
l'environnement. Il est aussi envisageable qu'un adénovirus naturel sauvage co-infectant
la méme cellule quun adénovirus défectif puisse complémenter ce dernier pour la
fonction E1 provoquant une co-dissémination des deux virus. Enfin, certains types de
cellules eucaryotes produisent des protéines présentant une activité E1A-like également
susceptibles de complémenter partiellement les adénovirus défectifs qui les infectent.

1l est donc souhaitable de disposer de vecteurs adénoviraux performants présentant le
minimum de risque, en vue de leur utilisation en thérapie génique pour corriger in vivo



WO 94/28152 5 PCT/FR94/00624

10

15

20

25

30

35

des défauts génétiques graves et traiter certaines maladies pour lesquelles on ne dispose
pas d'approches thérapeutiques efficaces. C'est de leur obtention que dépend le succes de
la thérapie génique appliquée a 'homme.

De plus, il existe des interrogations & propos de l'obtention de la lignée 293. Ces
interrogations peuvent étre de nature a compromettre I'acceptabilité des produits destinés
a un usage humain qui en seront dérivés. Il serait utile de disposer de lignées de
complémentation dont l'origine et I'histoire sont exactement connues pour produire des
particules d'adénovirus recombinants destinées a un usage humain.

On a maintenant trouvé (1) de nouveaux vecteurs adénoviraux défectifs délétés de
certaines régions spécifiques du génome adénoviral et plus adaptés au transfert d'une
séquence nucléotidique exogéne in vivo et (2) de nouvelles lignées de complémentation
caractérisées, acceptables d'un point de vue pharmaceutique et donc offrant toutes les
caractéristiques de sécurité requises pour la production de produits destinés & un usage
humain.

L'intérét de ces nouveaux vecteurs est quiils présentent une capacité de clonage accrue
permettant I'insertion d'un ou plusieurs génes d'intérét de grande taille et une sécurité
d'emploi maximale. Ces mutations délétéres rendent ces adénovirus incapables de
réplication autonome et de transformation cellulaire et ceci sans altérer leur capacité a
transférer et exprimer un géne d'intérét.

C'est pourquoi la présente invention a pour objet un vecteur adénoviral défectif pour la
réplication, capable d'étre encapsidé dans une cellule de complémentation, qui dérive du
génome d'un adénovirus comprenant de 5' en 3', un ITR 5', une région d'encapsidation,
une région E1A, une région E1B, une région E2, une région E3, une région E4 et un
ITR 3', par délétion :

(i) de tout ou partie de la région E1A, et de l'intégralité de la partie de la
région E1B codant pour les protéines précoces ; ou

(ii) de tout ou partie de la région E1A et de tout ou partie d'au moins une
région sélectionnée parmi les régions E2 et E4 ; ou

(iii) de tout ou partie de la région E1A et dune partie de la région
d'encapsidation.
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Au sens de la présente invention, l'expression "délétion" ou "dépourvu" se référe a la
suppression d'au moins un nucléotide dans lIa région ciblée et bien entendu il peut s'agir
d'une délétion continue ou discontinue. Par tout ou partie, on entend soit l'intégralité soit
une partie seulement de la région considérée. On préfére les délétions qui empéche la
production d'au moins un produit d'expression codé par ladite région. Elles peuvent donc
se situer dans une région codante ou dans une région régulatrice comme la région
promotrice et concerner au moins un nucléotide de maniére a détruire le cadre de lecture
d'un géne ou rendre une région promotrice non-fonctionnelle. Il peut également s'agir de
délétions partielles d'un ou plusieurs génes de ladite région ou de I'ensemble de la région.

Un vecteur adénoviral selon l'invention est défectif pour la replication mais capable d'étre
repliqué et encapsidé dans une cellule de complémentation lui fournissant en frans le ou
les produit(s) pour lesquels il est défectif afin de générer une particule adénovirale
(encore désignée adénovirus défectif) incapable de réplication autonome dans une cellule
hote mais néanmoins infectieuse car ayant la capacité de délivrer le vecteur dans une
cellule hdte.

Selon une premiére variante, un vecteur adénoviral selon l'invention dérive du génome
d'un adénovirus naturel ou sauvage par délétion de tout ou partie de la région E1A et de
la partie de la région EIB comprenant lintégralité des séquences codant pour les
protéines précoces. Selon un mode préféré, elle concerne le promoteur et les séquences
codant pour les produits d'expression de la région E1B c'est a dire les protéines précoces
et n'inclut pas tout ou partie du signal de terminaison de la transcription qui recouvre les
séquences codant pour la protéine tardive IX. S'agissant d'un vecteur adénoviral selon
l'invention dérivant d'un adénovirus humain de type 5, ladite délétion comprend au moins
les séquences comprises entre les nucléotides 1634 et 3509 du génome adénoviral dont la
séquence est telle que divulguée dans la banque de donnée Genebank sous la référence
M73260. Cette délétion a pour but de réduire ou supprimer les séquences communes
entre un vecteur adénoviral selon l'invention et le fragment de génome adénoviral intégré
dans une lignée de complémentation, par exemple la lignée 293. De plus, elle élimine d'un
vecteur adénoviral selon l'invention des séquences dont les produits d'expression sont
potentiellement oncogénes, du moins en conjonction avec les produits d'expression de la
région E1A,

Par ailleurs, un vecteur adénoviral selon l'invention dérive en outre du génome d'un
adénovirus naturel ou sauvage par délétion de tout ou partie :

- de la région E3 et/ou
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- de la région E2 et/ou
- de la région E4.

Il va de soi qu'un vecteur adénoviral selon linvention peut comporter une des trois
délétions ci-dessus enoncées ou deux d'entre elles selon nimporte quelies combinaisons
ou encore l'ensemble des délétions.

Selon un mode particuliérement avantageux, un vecteur adénoviral selon l'invention est
délété d'une partie seulement de la région E3 et préférenticllement de la partie qui ne
comprend pas les séquences codant pour la protéine gpl9kDa. La présence de la
séquence codant pour la protéine gp19kDa dans un vecteur adénoviral selon l'invention,
permettra aux cellules infectées d'échapper & limmunosurveillance de I'héte ; un critére
important lorsque le protocole thérapeutique nécessite plusieurs administrations répétées.
On choisira, de préférence, de placer les séquences codant pour la gp19kDa sous le
controle d'éléments appropriés permettant leur expression dans la cellule héte, a savoir
les éléments nécessaires a la transcription désdites séquences en ARNm et la traduction
de ce dernier en protéine. Ces éléments comprennent en particulier un promoteur. De tels
promoteurs sont bien connus de 'homme de l'art et sont insérés en amont de ladite
séquence codante par les techniques conventionnelles du génie génétique. Le promoteur
retenu sera, de préférence, un promoteur constitutif non activable par un des produits
d'expression de la région E1A. A titre d'exemples, on peut citer le promoteur du géne
HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl coenzyme A réductase), le promoteur précoce du virus
SV40 (Simian Virus 40), le LTR (Long Terminal Repeat) du RSV (Rous Sarcoma
Virus) ou le promoteur d'un géne PGK (phospho-glycerate kinase) d'eucaryote
supérieur.

Par ailleurs, un vecteur adénoviral selon linvention, peut, de fagon optionnelle, étre
délété de la partie de la région E3 correspondant a la région promotrice, laquelle sera
substituée par une région promotrice hétérologue, telles l'une de celles mentionnées ci-
dessus.

Selon une deuxiéme variante, un vecteur adénoviral selon l'invention dérive du génome
d'un adénovirus naturel ou sauvage par délétion continue ou discontinue de tout ou
partie de la région E1A et de tout ou partie d'au moins la région E2 et/ou E4. Une telle
délétion permet d'accroitre les possibilités de clonage de génes d'intérét. D'autre part,
éliminer tout ou partie de la région E4 permet également de réduire ou supprimer des
séquences codant pour des produits potentiellement oncogenes.
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Comme précédemment, un vecteui' adénoviral selon linvention peut, en outre €tre
dépourvu de tout ou partie des régions E1B et/ou E3 et, en particulier, selon un mode de
réalisation tel que mentionné précedemment (comme la délétion de la partie de la région
E1B comprenant l'intégralité des séquences codant pour les protéines précoces et de la
partie de la région E3 ne codant pas pour la protéine gp19kDa).

Enfin selon une troisiéme variante, un vecteur adénoviral selon l'invention dérive du
génome d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E1A et d'une partie
de la région d'encapsidation.

Une délétion partielle de la région d'encapsidation permet de réduire notablement la
probabilité de dissémination incontrdlée d'un vecteur adénoviral selon l'invention, lorsque
ce dernier est en présence d'un adénovirus sauvage. Une telle délétion permet d'affecter
ses fonctions d'encapsidation de telle sorte que méme en cas de compiémentation en
trans de la fonction défective de celui-ci par un adénovirus sauvage, il ne pourra étre
encapsidé efficacement par rapport au génome de l'adénovirus sauvage compétiteur.

Les délétions de la région d'encapsidation sera choisies en fonction de 2 critéres : une
capacité réduite & étre encapsidé mais simultanément une efficacité résiduelle compatible
avec une production industrielle. En d'autres termes, la fonction d'encapsidation d'un
vecteur adénoviral selon l'invention est substantiellement maintenue quoique & un degré
moindre. L'atténuation peut étre déterminée par les techniques conventionnelles de
titrage par infection d'une lignée adéquate et évaluation du nombre de plages de lyse. De
telles techniques sont connues de I'homme de l'art. Dans le cadre de linvention,
I'efficacité d'encapsidation est réduite d'un facteur 2 a 50, avantageusement 3 4 20 et de
préférence 5 & 10 par rapport a un adénovirus témoin ayant une région d'encapsidation
de type sauvage.

Bien entendu, un vecteur adénoviral atténué selon l'invention, peut en outre comprendre
au moins une ou une quelconque combinaison des délétions précédemment citées.

Un vecteur adénoviral selon la présente invention dérive du génome d'un adénovirus
naturel ou sauvage, avantageusement d'un adénovirus canin, aviaire ou humain, de
préférence d'un adénovirus humain de type 2, 3, 4, 5 ou 7 et, de maniére tout a fait
préférée, d'un adénovirus humain de type 5 (AdS). Dans ce demnier cas, les délétions du
vecteur adénoviral selon linvention sont indiquées par référence & la position des
nucléotides du génome de I'Ad5 spécifiée dans la banque de donnée Genebank sous la
référence M73260.
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On préfére tout particuliérement un vecteur adénoviral selon linvention dérivant du
génome d'un adénovirus humain de type 5, par délétion :

) de l'intégralité de la partie codant pour les protéines précoces de la région
E1B et s'étendant du nuciéotide 1634 et se terminant au nucléotide 4047 ;
et/ou

(i)  de larégion E4 s'étendant des nucléotides 32800 a 35826 ; et/ou

(ili)  de la partie de la région E3 s'étendant des nucléotides 27871 a 30748
et/ou

(iv)  de la partie de la région d'encapsidation :
- allant du nucléotide 270 au nucléotide 346, ou
- allant du nucléotide 184 au nucléotide 273, ou
- allant du nucléotide 287 au nucléotide 358.

De préférence, un vecteur adénoviral selon linvention dérive du génome d'un adénovirus
sauvage ou naturel par délétion d'au moins 18 % dudit génome, d'au moins 22 %, d'au
moins 25 %, d'au moins 30 %, d'au moins 40 %, d'au moins 50 %, d'au moins 60 %, d'au
moins 70 %, d'au moins 80 %, d'au moins 90 % ou encore d'au moins 95 % et
notamment de 98,5%.

Selon un mode particuliérement préféré, un vecteur adénoviral selon linvention dérive du
génome d'un adénovirus par délétion de I'ensemble du génome adénoviral a I'exclusion
des ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la région d'encapsidation. Selon cette variante, il
ne comprend que le minimum de séquences virales afin de limiter les risques de
recombinaison, les risques d'oncogénécité et avoir une capacité de clonage maximale. On
parlera alors d'un vecteur adénoviral "minimum" dans lequel il sera alors possible
d'insérer jusqu'a 30kb de séquence nucléotidique exogéne. Un vecteur adénoviral préféré
selon linvention dérive d'un adénovirus humain de type 5 par délétion de la partie du
génome viral s'étendant des nucléotides 459 4 35832.
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Dans le cadre de la présente invention, un vecteur adénoviral selon l'invention a pour
objet le transfert et I'expression d'une séquence nucléotidique exogéne dans une cellule
hote. Par "séquence nucléotidique exogéne", on entend un acide nucléique qui comprend
des séquences codantes et des séquences régulatrices permettant l'expression desdites
séquences codantes et dans lequel les séquences codantes sont des séquences qui ne sont
normalement pas présentes dans le génome d'un adénovirus. Les séquences régulatrices
peuvent étre d'origine quelconque. La séquence nucléotidique exogene est introduite
dans un vecteur adénoviral selon linvention par les techniques classiques du génie
génétique, entre la région d'encapsidation et I'TTR 3'.

Une séquence nucléotidique exogéne peut étre constituée d'un ou plusieurs gene(s)
d'intérét et, de maniére préférée, d'intérét thérapeutique. Dans le cadre de la présente
invention, un géne d'intérét peut coder soit pour un ARN anti-sens, soit pour un ARNm
qui sera ensuite traduit en protéine d'intérét. Un gene d'intérét peut étre de type
génomique, de type ADN complémentaire (ADNc) ou de type mixte (minigene, dans
lequel au moins un intron est délété). II peut coder pour une protéine mature, un
précurseur d'une protéine mature, notamment un précurseur destiné & étre secrété et
comprenant de ce fait un peptide signal, une protéine chimérique provenant de la fusion
de séquence d'origine diverse ou un mutant d'une protéine naturelle présentant des
propriétés biologiques améliorées ou modifiées. Un tel mutant peut étre obtenu par
mutation, délétion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs nucléotide(s) du géne
codant pour la protéine naturelle.

Un géne d'intérét peut étre placé sous le controle d'éléments appropriés 4 son expression
dans une cellule hote. Par "éléments appropriés", on entend I'ensemble des éléments
nécessaires a sa transcription en ARN (ARN anti-sens ou ARNm) et 4 la traduction d'un
ARNm en protéine. Parmi les éléments nécessaires & 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 isolé d'un géne quelconque d'origine eucaryote ou virale et méme
adénovirale. Alternativement, il peut s'agir du promoteur naturel du géne d'intérét en
question. D'une fagon générale, un promoteur en usage dans la présente invention, peut
étre modifié de maniére a contenir des séquences régulatrices. A titre d'exemples, un
géne dintérét en usage dans la présente invention, est placé sous le contréle du
promoteur des génes d'immunoglobuline lorsque I'on cherche & cibler son transfert dans
des cellules hotes lymphocytaires. On peut également citer le promoteur du géne TK-
HSV-1 (thymidine kinase du virus de l'herpés de type 1) ou encore le promoteur
adénoviral MLP, notamment de l'adénovirus humain de type 2, permettant une
expression dans un grand nombre de types cellulaires.
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Parmi les génes d'intérét utilisables dans le cadre de la présente invention, on peut citer :

- les génes codant pour des cytokines, comme l'interféron alpha, l'interféron
5 gamma, les interleukines ;

- les génes codant pour des récepteurs membranaires, comme les récepteurs
reconnus par des organismes pathogénes (virus, bactéries, ou parasites),
de préférence par le virus VIH (Virus de 'Tmmunodéficience Humain) ;

10

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

et le facteur IX ;

- le géne codant pour la dystrophine ;
15
- le géne codant pour l'insuline ;

- les génes codant pour des protéines participant directement ou
indirectement aux canaux ioniques cellulaires, comme la protéine CFTR
20 (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ;

- les génes codant pour des ARN anti-sens ou des protéines capables
d'inhiber l'activité d'une protéine produite par un géne pathogéne, présent
dans le génome d'un organisme pathogéne, ou par un géne cellulaire, dont

25 I'expression est dérégulée, par exemple un oncogene ;

- les génes codant pour une protéine inhibant une activité enzymatique,
comme l'a1- antitrypsine ou un inhibiteur d'une protéase virale ;

30 - les génes codant pour des variants de protéines pathogeénes qui ont été
mutées de fagon a altérer leur fonction biologique, comme par exemple
des variants trans-dominants de la protéine TAT du virus VIH capables
de compétition avec la protéine naturelle pour la liaison & la séquence
cible, empéchant ainsi I'activation du VIH ;

35

- les génes codant pour des épitopes antigéniques afin d'accroitre
l'immunité de la cellule hote ;
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- les geénes codant pour les protéines de complexe majeur
d'histocompatibilité des classes I et I, ainsi que les génes codant pour les
protéines inductrices de ces génes ;

- les génes codant pour des enzymes cellulaires ou produites par des
organismes pathogenes ; et

- les génes suicides. On peut citer plus particuliérement le géne suicide TK-
HSV-1. L'enzyme TK virale présente une affinité nettement supérieure
par rapport & lenzyme TK cellulaire pour certains analogues de
nucléosides (comme l'acyclovir ou le gancyclovir). Elle les convertit en
molécules monophosphatées, 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 incorporation permet de détruire spécifiquement les
cellules en division comme les cellules cancéreuses.

Cette liste n'est pas limitative et d'autres génes d'intérét peuvent étre utilisés dans le cadre
de la présente invention.

Par ailleurs, selon un autre mode de mise en oeuvre de l'invention, un vecteur adénoviral
selon linvention peut en outre comprendre un géne non-thérapeutique codant pour une
protéine trans-activatrice de la transcription non-adénovirale. Bien entendu, on évitera le
ou les géne(s) de la région E1A codant pour une protéine trans-activatrice, dont
I'expression risquerait de rendre I'adénovirus non-défectif. On choisira, de préférence, le
géne codant pour la protéine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae. Son expression
permettra la propagation du vecteur dans une lignée de complémentation telle que celle
décrite ci-aprés. Une telle lignée est plus sophistiquée et permet de pallier a d'éventuels
problémes de toxicité due & la production en continue des protéines adénovirales de
complémentation. Le géne codant pour une protéine trans-activatrice de la transcription
peut étre placé, si nécessaire, sous le contrdle d'éléments appropriés a son expression ;
par exemple ceux qui permettent l'expression d'un géne d'intérét.

L'invention a également trait & une particule adénovirale ainsi qu'a une cellule eucaryote
hote comprenant un vecteur adénoviral selon linvention. Ladite cellule est
avantageusement une cellule de mammifére et, de préférence, une cellule humaine et peut
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comprendre ledit vecteur sous forme intégrée dans le génome ou, de préférence, sous
forme non-intégrée (épisome).

Une particule adénovirale selon l'invention peut étre préparée par passage dans toute
lignée de complémentation fournissant en frans les fonctions pour lesquelles un vecteur
adénoviral selon l'invention est défectif, par exemple la lignée 293 de l'art antérieur. Ces
techniques de préparation sont connues de 'homme de l'art (Graham et Prevec, 1991,
Methods in Molecular Biology, vol 7, 109-128, Ed : E.J. Murey, The Human Press Inc.).
D'une maniére optionnelle, une particule adénovirale selon l'invention peut étre générée
dans une lignée de complémentation selon l'invention telle que décrite ci-apres.

C'est pourquoi la présente invention concerne également une lignée de complémentation
comportant un élément de complémentation, comprenant notamment une partie de la
région E1 du génome d'un adénovirus a l'exclusion de ITTR 5' ; ledit élément de
complémentation étant capable de complémenter en frans un vecteur adénoviral défectif
et étant intégré dans le génome de ladite lignée de complémentation ou inséré dans un
vecteur d'expression.

Dans le cadre de la présente invention, le terme "lignée de complémentation” se référe 4
une cellule eucaryote capable de fournir en trans la ou les fonction(s) pour
la(les)quelle(s) un vecteur adénoviral est défectif. En d'autres termes, elle est capable de
produire l'une ou les protéine(s) nécessaire(s) & la replication et & l'encapsidation dudit
vecteur adénoviral, protéines précoces et/ou tardives qu'il ne peut lui méme produire et
qui sont nécessaires a la constitution d'une particule virale. Bien entendu, ladite partie
peut étre modifiée par mutation, délétion et/ou addition de nucléotides, du moment que
ces modifications n'altérent pas sa capacité de complémentation. Ainsi, un vecteur
adénoviral défectif pour la fonction E1 devra étre propagé dans une lignée de
complémentation pour E1 (capable de fournir en trans la ou l'ensemble des protéines
codées par la région E1 que le vecteur ne peut produire), un vecteur défectif pour les
fonctions E1 et E4 le sera dans une lignée de complémentation pour El et E4
(fournissant les protéines nécéssaires codées par les régions El et E4) et, enfin, un
vecteur défectif pour les fonctions El, E2 et E4 le sera dans une lignée de
complémentation pour les trois fonctions. Comme indiqué dans lintroduction, la région
E3 est non essentielle, et ne nécessite pas d'étre spécifiquement complétée.

Une lignée de complémentation selon linvention peut étre dérivée soit d'une lignée
cellulaire immortalisée, capable de se diviser indéfiniment, soit d'une lignée primaire.
Conformément aux buts poursuivis par la présente invention, une lignée de
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complémentation selon l'invention est utile pour l'encapsidation de n'importe quel vecteur
adénoviral défectif et, en particulier, d'un vecteur adénoviral défectif selon l'invention.
Ainsi, lorsqu'on utilisera ci-aprés le terme "vecteur adénoviral défectif’, il doit étre
entendu qu'il fait référence & un vecteur défectif quelconque, de l'art antérieur ou de la

présente invention.

Par "élément de complémentation”, on entend un acide nucléique comprenant au moins
la partie du génome adénoviral en usage dans le cadre de la présente invention. Il peut
étre inséré sur un vecteur, par exemple de type plasmidique ou viral, par exemple
rétroviral, adénoviral ou dérivé d'un poxvirus. On préférera néanmoins le cas ou il est
intégré dans le génome d'une lignée de complémentation selon linvention. Les méthodes
pour introduire un vecteur ou un acide nucléique dans une lignée cellulaire et
éventuellement lintégrer dans le génome d'une cellule constituent des techniques
conventionnelles bien connues de 'homme de l'art, de méme que les vecteurs utilisables &
de telles fins. L'élément de complémentation peut étre introduit dans une lignée de
complémentation selon linvention, de fagon préalable ou concomitante a un vecteur
adénoviral défectif.

Selon un mode de réalisation spécifique, une lignée de complémentation selon l'invention
est destinée & complémenter en rans un vecteur adénoviral défectif pour la fonction E1.
Une telle lignée présente I'avantage de diminuer les risques de recombinaison puisque,
contrairement 4 la lignée conventionnelle 293, elle est dépourvue de I'TTR 5' présent dans
les vecteurs.

Dans le cadre de la présente invention, une lignée de complémentation selon I'invention
peut comprendre tout ou partie de la région E1A du génome d'un adénovirus et :

i tout ou par tie d'au moins une !'égiOll du génome adénoviral sélectionnée
g
pamn les régions ElB, E2 et E4, ou

(i) tout ou partie d'au moins deux des régions E1B, E2 et E4 dudit génome, ou
(i) tout ou partie des régions E1B, E2 et E4 dudit génome.
Dans le cadre de l'invention, lesdites régions peuvent étre placées, si nécessaire, sous le
contrdle d'éléments appropriés permettant leur expression. mais, on préfére les placer

sous le contrdle de leur propre promoteur, inductible par la protéine trans-activatrice de
transcription codée par la région E1A.
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A titre indicatif, une lignée de complémentation selon la variante (ii) comprenant les
régions E1A, E1B et E4 est destinée a la préparation d'un adénovirus défectif pour les
fonctions E1 et E4 délété de tout ou partie des régions correspondantes.

Selon un mode avantageux, une lignée de complémentation selon l'invention, comprend
notamment tout ou partie de la région E1A et lintégralité des séquences codant pour les
protéines précoces de la région E1B.

Par ailleurs, selon une variante de ce mode de réalisation, une lignée de complémentation
selon l'invention peut, en outre, étre dépourvue de la région promotrice de la région
E1A. Dans ce cas, la partie du génome adénoviral codant pour les protéines précoces de
ladite région E1A sera placée sous le contréle d'un promoteur hétérologue approprié et
fonctionnel dans ladite lignée de complémentation. Il peut étre isolé de n'importe quel
géne eucaryote ou viral. On évitera, cependant, d'avoir recours d un promoteur
adénoviral d'une région précoce. Il peut s'agir d'un promoteur constitutif. A titre
d'exemples, on peut citer les promoteurs du virus SV40, du géne TK-HSV-1 et du géne
murin PGK.

D'une maniére alternative, le promoteur retenu peut étre régulable et avantageusement,
inductible par une protéine trans-activatrice de transcription non adénovirale. Il peut
s'agir d'un promoteur isolé d'un géne naturellement inductible ou d'un promoteur
quelconque modifié par l'addition de séquences d'activation (ou UAS, pour Upstream
Activating Sequence en anglais) répondant a ladite protéine trans-activatrice. De maniére
plus particuliére, on préfére utiliser un promoteur inductible par la protéine Gald de
Saccharomyces cerevisiae et, de préférence, un promoteur hybride constitué d'un
promoteur dit "minimum” contenant uniquement les séquences d'initiation de la
transcription (TATA box et site d'initiation) d'un géne quelconque (par exemple du géne
TK-HSV-1 ou MLP d'Ad2), en amont duquel on a inséré au moins une séquence
d'activation du géne Gall0 de Saccharomyces cerevisiae (Webster et al., 1988, Cell, 52,
169-178). Cette derniére peut étre synthétisée chimiquement ou isolée du géne Gall0,
selon les techniques classiques du génie génétique. Ainsi, le promoteur hybride ne sera
activé et n'induira l'expression des génes codés par la région E1A placés sous son
contrdle, qu'en présence de la protéine Gal4. Puis, les produits d'expression de la région
E1A pourront 2 leur tour, induire 'expression des autres régions précoces E1B, E2 et/ou
E4 éventuellement comprises dans une lignée de complémentation selon l'invention. Ce
mode de réalisation particulier de linvention, évite la production d'une maniére
constitutive (éventuellement toxique) des protéines adénovirales nécessaires 4 la
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complémentation. Ainsi, linduction peut étre déclenchée en présence d'un vecteur
adénoviral défectif selon l'invention exprimant la protéine Gal4. Cependant une telle
lignée peut également étre utilisée pour préparer n'importe quel vecteur adénoviral
défectif, 4 la condition toutefois de fournir en trans la protéine Gal4. Les moyens de
fournir en trans une protéine sont connus de 'homme du métier.

D'une maniére générale, une lignée de complémentation comprend une partie du génome
dun adénovirus qui dérive avantageusement d'un adénovirus animal, comme un
adénovirus canin ou aviaire ou, de préférence, d'un adénovirus humain et, tout
particuliérement, du type 2 ou 5.

Une lignée de complémentation selon linvention comprend notamment la partie du
génome d'un adénovirus humain de type S s'étendant .

) du nucléotide 100 au nucléotide 5297 de la séquence telle que divulguée
dans la banque de donnée Genebank sous la référence M73260, ou

(i) du nucléotide 100 au nucléotide 4034, ou
(iii)  du nucléotide 505 au nucléotide 4034.

Avantageusement, la partie du génome selon (i) est insérée en amont d'un signal de
terminaison de la transcription, comme par exemple le signal de polyadénylation du virus
SV40 (Simian Virus 40) ou du géne B-globine de lapin. Alors que la partie selon (iii) qui
ne comprend ni les séquences promotrices de la région E1A, ni le signal de terminaison
de la transcription de la région E1B est placée sous le contrdle d'un promoteur
approprié, notamment d'un promoteur inductible par la protéine Gald, et d'un signal de
terminaison de la transcription, par exemple celui du géne B-globine de lapin. Une telle
lignée de complémentation est considérée comme particuliérement siire car dépourvue de
la majorité des séquences communes avec un adénovirus défectif.

D'autre part, une lignée de complémentation selon l'invention peut comporter la partie de
la région E4 d'un adénovirus humain de type 5 allant du nucléotide 32800 et se terminant
au nucléotide 35826 de la séquence telle que divulguée dans la banque de donnée
Genebank sous la référence M73260.

Par ailleurs, une lignée de complémentation selon linvention peut comporter I'ensemble
du génome d'un adénovirus naturel, 4 I'exception de la région d'encapsidation et des ITRs



WO 94/28152 ' 17 PCT/FR94/00624

10

15

20

25

30

35

5'et 3' et, de maniére tout a fait préférée, la partie du génome d'un adénovirus humain de
type 5 allant du nucléotide 505 et se terminant au nucléotide 35826 de la séquence telle
que divulguée dans la banque de donnée Genebank sous la référence M73260. Aux fins
de la présente invention, celle-ci est placée sous le contrdle d'un promoteur approprié.
On aura, de préférence, recours a un promoteur inductible par la protéine Gal4 de
Saccharomyces cerevisae. Une telle lignée permettra de complémenter en trans
l'ensemble des fonctions essentielles 4 la replication et l'encapsidation d'un vecteur
adénoviral défectif pour les fonctions E1, E2 et E4, notamment d'un vecteur adénoviral
minimum selon l'invention.

Selon un mode préféré, une lignée de complémentation selon l'invention peut comporter
un élément de complémentation comprenant, en outre, un géne codant pour un marqueur
de sélection permettant la détection et lisolement des cellules le comportant. Dans le
contexte de la présente invention, il peut s'agir de nimporte quel géne codant pour un
marqueur de sélection, ceux-ci étant généralement connus de lhomme de lar,
avantageusement d'un géne de résistance 4 un antibiotique et, de préférence, du géne
codant pour la puromycine acetyl-transférase (géne pac) conférant la résistance a la
puromycine.

Dans le cadre de la présente invention, le géne codant pour un marqueur de sélection
peut étre placé sous le contrdle des éléments appropriés permettant son expression. I
peut s'agir d'un promoteur constitutif, comme le promoteur précoce du virus SV40.
Cependant, on préférera un promoteur inductible par la protéine trans-activatrice codée
par la région E1A, en particulier le promoteur adénoviral E2A. Une telle combinaison
introduira une pression de selection pour maintenir I'expression des génes de la région
E1A dans une lignée de complémentation selon linvention. Aux fins de la présente
invention, le promoteur retenu peut étre modifié par délétion, mutation, substitution
et/ou addition de nucléotides.

Selon un mode de réalisation tout a fait préféré, une lignée de complémentation selon
linvention est dérivée dune lignée cellulaire acceptable d'un point de wvue
pharmaceutique. Par "lignée cellulaire acceptable d'un point de vue pharmaceutique”, on
entend une lignée cellulaire caractérisée (dont on connait l'origine et Ihistoire) et/ou
ayant déja été utilisée pour la production a grande échelle de produits destinés a un usage
humain (constitution de lots pour des essais cliniques avancés ou de lots destinés a la
vente). De telles lignées sont disponibles dans des organismes tels que FATCC. A cet
égard, on peut mentionner les lignées de rein de singe vert d'Afrique Vero, de rein de
hamster doré ou syrien BHK, humaine dérivée d'un carcinome de poumon A549,
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humaine pulmonaire MRCS, humaine pulmonaire W138 et d'ovaire de hamster chinois
CHO.

D'une maniére alternative, une lignée de complémentation selon l'invention peut dériver
de cellules primaires et notamment de cellules de rétine prélevées d'un embryon humain.

L'invention concerne également un procédé de préparation d'une particule adénovirale
selon l'invention, selon lequel :

- on introduit un vecteur adénoviral selon linvention dans une lignée de
complémentation capable de complémenter en frans ledit vecteur, de
maniére i obtenir une lignée de complémentation transfectée,

- on cultive ladite lignée de complémentation selon des conditions
appropriées pour permettre la production de ladite particule adénovirale,
et

- on récupére ladite particule dans la culture cellulaire.

Bien entendu, la particule adénovirale peut étre récupérée du surnageant de culture mais,
également des cellules selon les protocoles conventionnels.

D'une maniére préférée, un procédé selon linvention met en oeuvre une lignée de
complémentation selon l'invention.

L'invention a également pour objet l'usage thérapeutique ou prophylactique d'un vecteur
adénoviral, d'une particule d'adénovirus, d'une cellule eucaryote hdte ou d'une lignée de
complémentation selon l'invention.

La présente invention est enfin relative 4 une composition pharmaceutique comprenant 4
titre d'agent thérapeutique ou prophylactique un vecteur adénoviral, une particule
d'adénovirus, une cellule eucaryote ou une cellule de complémentation selon l'invention,
en association avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique.

La composition selon l'invention, est en particulier destinée au traitement préventif ou
curatif de maladies telles que :
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- des maladies génétiques, comme I'hémophilie, la mucoviscidose ou la
myopathie, celle de Duchéne et de Becker,

- des cancers, comme ceux induits par des oncogénes ou des virus,

- des maladies rétrovirales, comme le SIDA (syndrome de
l'immunodéficience acquise résultant de l'infection par le VIH), et

- des maladies virales récurrentes, comme les infections virales provoquées
par le virus de l'herpés.

Une composition pharmaceutique selon linvention peut étre fabriquée de maniére
conventionnelle. En particulier, on associe une quantité thérapeutiquement efficace d'un
agent thérapeutique ou prophylactique & un support tel qu'un diluant. Une composition
selon linvention peut étre administrée par aérosol ou par nimporte quelle voie
conventionnelle en usage dans le domaine de l'art, en particulier par voie orale, sous-
cutanée, intramusculaire, intraveineuse, intrapéritonéale intrapulmonaire ou intra-
trachéale. L'administration peut avoir lieu en dose unique ou répétée une ou plusieurs
fois aprés un certain délai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage appropriés
varient en fonction de divers paramétres, par exemple, de lindividu traité ou de la
maladie & traiter ou encore du ou des géne(s) d'intérét a transférer. D'une maniére
générale, une composition pharmaceutique selon linvention comprend une dose
d'adénovirus selon linvention comprise entre 104 et 1014, avantageusement 103 et 1013
et de préférence 106 et 1011, Une composition pharmaceutique, en particulier & visée
prophylactique, peut comprendre en outre un adjuvant acceptable dun point de vue
pharmaceutique.

L'invention s'étend également a une méthode de traitement selon laquelle on administre
une quantité thérapeutiquement efficace d'un vecteur adénoviral, d'une particule
adénovirale, d'une cellule eucaryote ou d'une lignée de compiémentation selon l'invention
a un patient ayant besoin d'un tel traitement.

La présente invention est plus complétement décrite en référence aux Figures suivantes
et & I'aide des exemples suivants.

La Figure 1 est une représentation schématique du génome de I'adénovirus humain de
type 5 (représenté en unités arbitraires de 0 a 100), indiquant I'emplacement des
différents genes.
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La Figure 2 est une représentation schématique du vecteur pTG6546.
La Figure 3 est une représentation schématique du vecteur pTG6581.
La Figure 4 est une représentation schématique du vecteur pTG6303.
La Figure 5 est une représentation schématique des vecteurs pTG1660 et pTG1661.

La Figure 6 est une représentation schématique des vecteurs pTG1653, pTG1654 et
pTG1655.

La Figure 7 est une représentation schématique du vecteur pTG5913.

La Figure 8 est une représentation schématique du vecteur pTG8512.

La Figure 9 est une représentation schématique du vecteur pTG8513.

La Figure 10 est une représentation schématique du vecteur pTG8514.

La Figure 11 est une représentation schématique du vecteur pTG8515.
EXEMPLES

Les exemples suivants niillustrent qu'un mode de réalisation de la présente invention.

Les constructions décrites ci-dessous sont réalisées selon les techniques générales de
génie génétique et de clonage moléculaire, détaillées dans Maniatis et al., (1989,
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).
L'ensemble des étapes de clonage mettant en oeuvre des plasmides bactériens est réalisé
par passage dans la souche Escherichia coli (E. coli) 5K ou BJ, alors que celles qui
mettent en oeuvre des vecteurs dérivés du phage M13 sont réalisées par passage dans E.
coli NM 522. En ce qui concerne les étapes d'amplification par PCR, on applique le
protocole tel que décrit dans PCR Protocols-A guide to methods and applications,
(1990, edité par Innis, Gelfand, Sninsky and White, Academic Press Inc).

D'autre part, les cellules sont transfectées selon les techniques standards bien connues de
I'homme du métier. On peut citer la technique au phosphate de calcium (Maniatis et al.,
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supra). Mais d'autres protocoles permettant d'introduire un acide nucléique dans une
cellule peuvent également étre employés, tels que la technique au DEAE dextran,
I'électroporation, les méthodes basées sur les chocs osmotiques, la microinjection d'une
cellule sélectionnée ou les méthodes basées sur I'emploi de liposomes.

Les fragments insérés dans les différentes constructions décrites ci-aprés, sont indiqués
précisément selon leur position dans la séquence nucléotidique

- du génome de I'AdS telle que divulguée dans la banque de données
Genebank sous la référence M73260,

- du génome de l'adénovirus de type 2 (Ad2), telle que divulguée dans la
banque de données Genebank sous la référence J01949,

- du génome du virus SV40 telle que divulguée dans la banque de données
Genebank sous la référence J02400.

partie de la région d'encapsidation.

1, Construction d'un vecteur "atténué” comprenant une délétion du nucléotide 184
au nucléotide 273 de la région d'encapsidation

On construit un vecteur comprenant
- I'TTR 5' du génome de I'AdS (du nucléotide 1 au nucléotide 103),

- la région d'encapsidation de 'Ad5 comprise entre les nucléotides 104 & 458 dans
laquelle la portion allant du nucléotide 184 au nucléotide 273 est délétée et la
thymine (T) en position 176 est modifiée en une cytosine (C) afin de créer un site
de restriction Aafll,

- une cassette d'expression d'un géne d'intérét comprenant de 5' vers 3' le MLP de
I'Ad2 (nucléotides 5779 a 6038), les sites de restriction Kpnl-Xbal-Hindlll et
BamHI, 'ADNc humain codant pour la protéine CFTR, (la composition en acides
aminés correspond a la séquence publiée par Riordan et al, 1989, Science, 245,
1066-1073 ; 4 l'exception d'une valine  la place de la méthionine en position 470),
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les sites Pstl, Xhol et Sall et enfin le signal de terminaison de la transcription du
virus SV40 (nucléotides 2665 a 2538), et

- le fragment du génome de 'Ad5 s'étendant du nucléotide 3329 au nucléotide 6241.

Dans un premier temps, on clone entre les sites EcoRI et EcoRV du vecteur M13TG131
(Kieny et al., 1983, Gene, 26, 91-99) le fragment EcoRI Smal isolé de pMLP11. Cette
construction est issue de pMLP10 (Levrero et al,, 1991, Gene, 101, 195-202) et differe
du vecteur parental par lintroduction d'un site Smal au niveau du site Hindlll. On
obtient le vecteur M13TG6501. Celui-ci est soumis & une mutagénése dirigée afin de
déléter les séquences comprises entre les nucléotides 184 & 273 de la région
d'encapsidation. La mutagénése dirigée est réalisée a l'aide d'un kit commercial
(Amersham) selon les recommandations du fournisseur, €t met en oeuvre
l'oligonuciéotide OTG4174 reporté dans lidentificateur de séquence n°1 (SEQ ID NO:
1). Le vecteur muté est désigné M13TG6502. La région d'encapsidation ainsi délétée est
réintroduite sous forme d'un fragment EcoRI-Bg/I, le site Bg/Il étant rendu franc par
traitement & 'ADN polymérase Klenow, dans le vecteur pMLP11 digéré par EcoRI et
Smal.

Le vecteur obtenu, pTG6500, est digéré partiellement par Psfl, traité a 'ADN
polymérase du phage T4 puis digéré par Pvul. On insére dans ce vecteur le fragment
Pvul-Hpal isolé de pTG5955 (dérivé de pMLP11). Ce fragment comporte le signal de
terminaison de la transcription du virus SV40 et la partie du génome de I'Ad5 s'étendant
du nucléotide 3329 au nucléotide 6241. Le vecteur pTG6505 ainsi généré est digéré
partiellement par Sphl, traité 3 'ADN polymérase du phage T4 et religué, ceci afin de
détruire le site SphI situé en 5' du polylinker. Il résulte le pTG6511, dans lequel on clone,
aprés digestion par BamHI et traitement a I'ADN polymérase Klenow, TADNc CFTR
humain sous forme d'un fragment aux extrémités franches généré par digestion XhoI et
Aval et traitement 2 'ADN polymérase Klenow. On obtient pTG6525. A titre indicatif,
I'ADNc CFTR est isolé d'un plasmide de l'art antérieur, tel que pTG5960 (Dalemans et
al., 1991, Nature, 354, 526-528).

2. Construction d'un vecteur "atténué” comprenant une délétion du nucléotide 270
au nucléotide 346 de la région d'encapsidation.

Le vecteur M13TG6501 est soumis a une mutagénése dirigée mettant en oeuvre
I'oligonucléotide 0TG4173 (SEQ ID NO: 2). Puis le fragment muté est réintroduit dans
pMLP11, comme indiqué précédemment, pour générer le vecteur pTG6501. Ce dernier
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est digéré par Sphl, traité 3 'ADN polymeérase du phage T4, puis par Pvul. On obtient
pTG6546 (Figure 2) par clonage du fragment Pvul-Kpnl (le site Kpnl ayant été rendu
franc) isolé de pTG6525 et comportant 'ADNc CFTR humain.

3. Construction d'un vecteur "atténué” comprenant une délétion du nucléotide 287
au nucléotide 358 de la région d'encapsidation.

Le vecteur MI13TG6501 est soumis & une mutagénése dirigée afin de déléter les
séquences comprises entre les nucléotides 287 et 358 de la région d'encapsidation et de
modifier les thymines en position 275 et 276 en guanines pour introduire un site Ncol. La
mutagénese est réalisée a l'aide de l'oligonucléotide OTG4191 (SEQ ID NO: 3) pour
donner M13TG6507. Ce dernier est clivé par Bg/II, traité a I'ADN polymérase Klenow
puis digéré par EcoRI et on purifie le fragment correspondant muté que l'on introduit
dans pMLP11 digéré par EcoRI et Smal. On génére pTG6504, duquel on isole le
fragment SphI (site rendu franc par traitement a I'ADN polymérase du phage T4)-Pvul
que l'on insére entre les sites Kpnl (rendu franc par traitement a la T4 polymérase) et
Pvul de pTG6511. On obtient pTG6513 qui est traité par BamHI et 'ADN polymérase
Klenow avant d'insérer le fragment Aval et Xhol de pTG5960 pour donner pTG6526.

4. Génération d'un adénovirus recombinant défectif et atténué.

Les adénovirus défectifs recombinants sont générés par co-transfection dans les cellules
293 de soit pTG6525, pTG6526 ou pTG6546 linéarisé par Clal et d'ADN génomique de
I'Ad-dI324 (Thimmappaya et al., 1982, Cell, 31, 543-551) également digéré par Cial, de
maniére & générer un virus recombinant par recombinaison homologue. Aprés 8 a 10
jours, les plages individuelles sont isolées, amplifiées dans les cellules 293 et analysées
par cartographie de restriction. Des stocks viraux (AdTG6525, AdTG6526 et
AdTG6546) sont constitués et leur titre déterminé selon les techniques conventionnelles.

Le virus AdTG6546 est placé en situation de compétition par co-infection avec I'Ad-
CFTR (Rosenfeld et al, 1992, Cell, 68, 143-155) qui comporte une région
d'encapsidation de type sauvage. On infecte les cellules 293 par 5 ufp (unité formant des
plages) d'Ad-CFTR et 5 ufp d'AdTG6546 par cellule. On isole en paralléle 'ADN viral
total par la méthode de Hirt (Gluzman et Van Doren,1983, J. Virol, 45, 91-103) et
I'ADN viral encapsidé aprés traitement des cellules avec 0,2 % déoxydrolate puis avec
10 pg/ml de déoxyribonucléase (DNase) I, pour éliminer les ADN non protégés dans les
virions. Alors que la quantité ' ADN total d'Ad-CFTR et d'AdTG6546 est identique, il y
a environ 3 fois moins d'ADN d'AdTG6546 que d'ADN d'Ad-CFTR encapsidé.
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On mesure le niveau d'expression de la protéine CFTR dans les extraits cellulaires de
cellules 293 infectées par AdTG6546. L'analyse est effectuée par Western blot selon la
technique décrite dans Dalemans et al. (1991, Nature, supra) en mettant en oeuvre
I'anticorps monoclonal MATG1031. Mais, tout autre anticorps reconnaissant des
épitopes antigéniques de la protéine CFTR peut étre utilisé. On révéle un produit d'une
masse moléculaire attendue d'environ 170 kDa. A titre indicatif, le niveau de production
est 4 peu prés équivalent 2 celui obtenu dans les extraits cellulaires infectés par le virus
non atténué Ad-CFTR.

EXEMPLE 2 : Génération d'un_adénovirus défectif délété de la région E1A et de
l'intégralité des séquences codant pour les protéines précoces de la région E1B..

1. Obtention d'un adénovirus recomb_inant pour l'expression de la protéine CFTR
(AdTG6581)

Un tel adénovirus est généré i partir d'un vecteur plasmidique pTG6581 comprenant de
5'vers 3':

- IITR 5' de 'Ad5 (des nucléotides 1a 103),
- la région d'encapsidation de 'Ad5 (des nucléotides 104 & 45 8),

- une séquence nucléotidique exogéne comportant une cassette d'expression, laquelle
comprend les éléments suivants :

*  le MLP de I'Ad2 (nucléotides 5779 a 6038), suivi des trois leaders tripartites
également de I'Ad2 (nucléotides 6039-6079 ; nucléotides 7101-7175 ;
nucléotides 9637-9712) ; ces leaders sont inclus afin d'augmenter l'efficacité
de traduction des séquences insérées en aval,

*  un polylinker comprenant de 5' vers 3' les sites de restrictions Xbal, HindlIll,
BamHI EcoRV, Hpal et Nofl utilisables pour le clonage d'un géne d'intérét,

*  un géne d'intérét, comme le géne codant pour la protéine CFTR,

*  le signal de terminaison de la transcription isolé du virus SV40 (nucléotides
2543 4 2618),
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- la portion du génome adénoviral de I'Ad5 allant des nucléotides 4047 a 6241.

Le fragment du génome de I'AdS s'étendant du nucléotide 4047 au nucléotide 4614 est
amplifié par PCR 4 partir de 'ADN génomique d'AdS. La réaction PCR met en oeuvre
I'amorce sens OTG5021 (SEQ ID NO: 4), comprenant en son extrémité 5' un site BamHI
destiné a faciliter les étapes de clonage ultérieures, et 'amorce anti-sens OTG5157 (SEQ
ID NO: 5.) Le fragment ainsi générs est traité 4 'ADN polymérase Klenow, avant d'étre
cloné dans le site Smal de M13mp18 (Gibco BRL), donnant lieu au M13TG6517. La
séquence du fragment généré par PCR est vérifiée selon la méthode enzymatique
classique (Sanger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463).

Par ailleurs, le fragment Pvul-Smal est isolé de pMLP11. 11 est cloné entre les sites Pvul
et Kpnl de pTG6511 (exemple 1.1), le site Kpnl ayant été rendu franc par un traitement
a4 'ADN polymérase du phage T4 selon les méthodes standards. On génere ainsi le
vecteur pTG6547.

Ce dernier est digéré par les enzymes Sall et BsfXI et ligué a deux fragments, d'une part
le fragment BamHI-BstXI purifié de M13TG6517 et, d'autre part, le fragment Xhol-
Bglll de pTG6185. Ce demier comprend notamment le signal de terminaison de la
transcription du virus SV40 encadré par les sites de restriction Xhol et Bg/II. Mais, tout
autre plasmide comportant la méme séquence de terminaison et des sites de restriction
adéquates pourrait étre utilisé. On obtient le vecteur pTG6555, dans lequel on insére
dans le site unique BamHI un adaptateur contenant deux sites de restriction générant des
extrémités franches, EcoRV et Hpal. Cet adaptateur provient de la réassociation des
oligonucléotides OTG5564 et OTG5565 (SEQ ID NO: 6 et 7). On obtient pTG6580.
Enfin, le fragment SacI-Psi de pTG6525 dont les extrémités ont été rendues franches et
comportant 'ADNc CFTR humain, est cloné dans le site EcoRV de pTG6580. On
génére pTG6581 (Figure 3).

L'adénovirus recombinant correspondant AdTG6581 est généré par co-transfection de
pTG6581 et Ad dI324 clivés par Clal dans une lignée de complémentation pour la
fonction E1, comme la lignée 293 ou une lignée de l'exemple 6, selon le protocole
classique.

2. Obtention d'un adénovirus recombinant pour l'expression de I'ENy.
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Le vecteur pTG6303 (Figure 4) est obtenu par clonage dans le site Hpal de pTG6580 du
fragment Hpal-Smal de M13TG2437. Ce dernier provient du clonage dans un vecteur
MI13TG130 (Kieny et al., 1983, supra) du géne codant pour l'interféron gamma (IFNy)
dont la séquence est telle que spécifiée dans Gray et al. (1982, Nature, 295, 503-508).
L'adénovirus recombinant AdTG6303 est obtenu selon les techniques classiques par
recombinaison homologue résultant de la co-transfection de pTG6303 et de I'Ad dI324
linéarisé par Clal dans une lignée de complémentation pour la fonction E1.

3 Construction d'un adénovirus délété de la région El et dans lequel la région E3

est placée sous le contréle d'un promoteur constitutif.

Le vecteur pTG1670 est obtenu par clonage entre les sites 4arII et BamHI du vecteur p
polyll (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201), dun fragment PCR comportant le LTR3'
(Long Terminal Repeat) du virus RSV (Rous Sarcoma Virus). La réaction PCR met en
oeuvre le vecteur pRSV/L (De Wet et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7, 725-737) 4 titre de
matrice et les amorces OTG5892 et 0TG5893 (SEQ ID NO: 8 et 9).

Par ailleurs, la partie 5' de la région E3 (nucléotides 27588 & 28607) est amplifiée par
PCR 4 partir du vecteur pTG1659 et 4 'aide des amorces 0TG5920 et OTG5891 (SEQ
ID NO: 10 et 11). Ce dernier est construit en plusieurs étapes. Le fragment BamHI-4vrIl
(nucléotides 21562 & 28752) est obtenu de 'ADN génomique d'Ad5 puis cloné entre les
mémes sites de pTG7457 pour générer pTG1649. Le vecteur pTG7457 est un pUCI19
(Gibco BRL) modifié au niveau du polylinker de maniére & contenir notamment un site
AwlL Puis on introduit le fragment EcoRI (Klenow)-AvrIl de M13TG1646 (exemple 8)
dans pTG1649 clivé par AvrII-Ndel (Klenow), ce qui donne le vecteur pTG1651. Enfin,
pTG1659 est généré par linsertion du fragment 4vrll (nucléotides 28752 a 35463)
purifié de 'ADN génomique d'Ad5 dans pTG1651 linéarisé par AvrIl. Le fragment PCR
est intégré entre les sites Xbal et BamHI et de p poly II, pour donner pTG1671. On
insére ensuite dans le site Aarll de ce dernier, un fragment EcoRV-Aafll obtenu de
pTG1670, pour donner pTG1676.

Le fragment EcoRI de I'AdS correspondant aux nucléotides 27331 a 30049, est isolé a
partir d'une préparation dADN génomique et sous-cloné dans le pBluescript-Sk+
(Stratagéne) préalablement clivé par EcoRI. On obtient pTG1669. Celui-ci est muté (kit
Amersham) par introduction d'un site BamHI soit en position 27867 (oligonucléotide
mutagéne OTG6079 ; SEQ ID NO: 12) ou en position 28249 (oligonucléotide mutagene
OTG6080 ; SEQ ID NO: 13). On obtient respectivement pTG1672 et pTG1673. On
isole du vecteur pTG1676, le fragment BamHI-BsiWI comportant le LTR 3' de RSV
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suivi de la partie 5' de la région E3 et on linsére entre les sites BamHI (position 27331
ou 30049) et BsiW (position 28390) des vecteurs obtenus & I'étape précédente pour
générer pTG1977 et pTG1978. Puis le fragment EcoRI obtenu de chacun de ces deux
vecteurs est intégré dans pTG1679, en remplacement du fragment EcoRI sauvage. On
obtient pTG1679-E3+. A titre indicatif, le vecteur pTG1679 résulte du clonage du
fragment BstEII-Kpnl (site rendu franc par traitement a la T4 polymerase) de pTG6590
(exemple 3.1) entre les sites Bs/EII-BamHI (site rendu franc par traitement a la Klenow
polymérase) de pTG6584 (exemple 3.1).

On génére une particule d'adénovirus par recombinaison homologue dans une lignée de
complémentation pour la fonction E1, entre le fragment Aa/ll de pTG1679-E3+ et un
vecteur adénoviral tel que I'Ad d1324 ou Ad-RSVp-gal. Ce dernier contient le géne de la
B-galactosidase a la place de la région E1 (Stratford-Perricaudet et al., 1992, J. Clin.
Invest., 90, 626-630).

EXEMPLE 3 : Construction d'un vecteur adénoviral recombinant & capacité de clonage
améliorée par délétion partielle des régions E1 et E3

1. Construction de pTG65904E3

Le fragment portant la partie du génome de 'AdS comprise entre les nucléotides 27325
et 27871, est amplifié par PCR a partir d'une préparation d ADN génomique d'Ad5 et a
l'aide des amorces OTG6064 et OTG6065 (SEQ ID NO: 14 et 15). OTG6065 comprend
i son extrémité 5' un site BsmI, également présent dans la région E3 (en position 30750).

Le fragment amplifié est cloné dans le site Smal de MI13mpl8, pour donner
M13TG6523. Le fragment EcoRI-Bsml est isolé de ce dernier pour étre introduit dans le
vecteur pTG6590 clivé par les mémes enzymes. On obtient pTG6590A3, lequel contient
la partie 3' du génome adénoviral (des nucléotides 27082 & 35935) délétée de la région
E3 comprise entre les nucléotides 27872 & 30740, alors que pTG6590 est délété d'une
partie plus petite de la région E3 (position 28592 & 30470). Le vecteur pTG6590 est
obtenu de la fagon suivante : on génére par PCR un fragment s'étendant des nucléotides
35228 a 35935 (comportant TR 3') a partir dune préparation génomique d'AdS et a
l'aide des amorces OTG5481 et OTG5482 (SEQ ID NO: 16 et 17). Celui-ci est, ensuite,
cloné dans le site Smal de M13mp18 pour donner M13TG6519. D'autre part, le vecteur
pTG6584 est digéré par Xbal puis religué afin d'éliminer le fragment correspond’ant dela
région E3. On obtient pTG6589, lequel est clivé par BamHI, traité a la Klenow puis
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digéré par BsfEIL On introduit dans le vecteur ainsi traité le fragment EcoRI (Klenow)-
BstEII purifié de M13TG6519, pour générer pTG6590.

A titre indicatif, le vecteur pTG6584 est un vecteur pUC19 (Gibco BRL) qui contient les
séquences d'AdS s'étendant du site unique Spel (position 27082) jusqu'au début de la
région promotrice de la région E4 (position 35826). Il est obtenu par digestion de
pTG1659 (exemple 2.3) par Sall et Spel, traité a 'ADN polymérase Klenow puis
religation.

2. Construction d'un vecteur adénoviral délété de la région El et de la partie de
E3 n'exprimant pas la protéine gpl 9kDa

La partie de la région E3 de I'Ad5 codant pour la gp19kDa (nucléotides 28731 a 29217)
est obtenue par PCR 2 partir d'une préparation d'ADN génomique d'Ad5 et en mettant en
oeuvre les amorces OTGS5455 et OTG5456 (SEQ ID NO: 18 et 19). Le fragment généré
est introduit dans le site Smal de M13mp18 pour donner M13TG6520. On isole le
fragment EcoRI-Xbal de ce demnier, que I'on clone dans le site Aarll de pTG1670
(exemple 2.3), les sites ayant été rendus francs par traitement 4 'ADN polymérase
Klenow. Puis, le fragment Xbal purifié du vecteur de 'étape précédente est inséré dans le
site Xbal du vecteur pTG6590AE3 (exemple 3.1.).

3. Obtention de particules adénovirales.

Les particules virales recombinantes sont obtenues par ligation des fragments Spel isolés
de 'ADN génomique d'AdTG6303 ou AdTG6581 et de l'un ou l'autre des vecteurs des
exemples 3.1 et 3.2. Puis, le mélange de ligation est transfecté dans une lignée de
complémentation pour la fonction E1.

EXEMPLE 4 : Construction d'un adénovirus délété des régions E1 et E4.

On amplifie les parties du génome adénoviral s'étendant des nucléotides 31803 a 32799
et 35827 a 35935 & partir d'une préparation d'ADN génomique d'AdS et des amorces
OTG5728 et OTG5729 (SEQ ID NO: 20 et 21) et OTG5730 et OTG5481 (SEQ ID
NO: 22 et 16) respectivement. Aprés une dizaine de cycles d'amplification, la réaction est
poursuivie & partir d'une aliquote des deux mélanges réactionnels en mettant en oeuvre
les oligonucléotides OTG5728 et OTGS781. Le fragment amplifié s'étend des
nucléotides 31803 a 35935 avec une délétion de lintégralité de la région E4 (positions
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32800 & 35826). Aprés digestion par EcoRI et Hindlll, il est cloné entre les mémes sites
de M13mp18 pour donner M13TG6521.

M13TG6521 est digéré par EcoR], traité a 'ADN polymérase klenow puis clivé par
BstX1. Le fragment de 0,46 kb comportant I'TTR 3' est inséré entre le site BamHI rendu
franc par traitement & 'ADN polymérase klenow et le site BstXI de pTG6584 (exemple
3.1). On obtient pTG6587, qui est digéré par Xbal puis religué sur lui-méme, pour
donner pTG6588 (délétion de E3).

On introduit dans le site Pacl de pTG6588 un fragment d'ADN synthétique provenant de
la réassociation des oligonucléotides OTG6060, OTG6061, OTG6062 et OTG6063
(SEQ ID NO: 23 2 26). Ii résulte pTG8500 dans lequel les signaux de terminaison de la
transcription des génes tardifs LS sont améliorés.

On génére une particule adénovirale (AdAE4) dont le génome est délété de lintégralité
de la région E4 (nucléotides 32800 & 35826) et du fragment Xbal de la région E3
(nucléotides 28592 a 30470), par ligation des fragments Spel isolés de pTG8500 ou
pTG6588 et de I'AdS. Le mélange de ligation est transfecté dans une lignée cellulaire de
complémentation pour la fonction E4, par exemple la lignée W162 (Weinberg et Ketner,
1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 5383-5386). On obtient un adénovirus défectif
pour les fonctions E1 et E4 (AEl, AE4) par transfection dans une lignée de
complémentation pour E1 et E4 (par exemple la lignée de 'exemple 8) du mélange de
ligation entre le génome de I'Ad d1324 et le plasmide pTG8500 ou pTG6588 linéarisé par
Spel.

D'autre part, on peut également procéder de la maniére suivante. On clone le fragment
Spel-Scal isolé de pTG1659 (exemple 2.3) dans le vecteur pTG6588 clivé par ces
mémes enzymes, pour obtenir pTG6591. Ce dernier comporte les séquences de I'AdS des
nucléotides 21062 a 35935 mais, comme précédemment, délétées de l'intégralité de la
région E4 et du fragment Xbal de la région E3. On introduit dans le vecteur pTG6591
digéré par Pacl, le fragment d'ADN synthétique décrit ci-dessus et on génére pTG6597.
Les particules adénovirales peuvent étre obtenues par recombinaison homologue entre
I'ADN génomique de I'Ad d1324 clivé par Spel et les plasmides pTG6551 ou pTG6597
clivé par BamHI.

EXEMPLE § : Construction d'un virus "minimum"




WO 94/28152 30 PCT/FR94/00624

10

15

20

25

30

35

Un vecteur adénoviral dit "minimum" est constitué par clonage dans un plasmide des
éléments suivants :

- I1TR 5' de I'AdS (des nucléotides 1 a 103) ;
- la région d'encapsidation de I'Ad5 (des nucléotides 104 4458);
- une séquence nucléotidique exogéne comprenant .

* un premier géne d'intérét thérapeutique placé de préférence sous le contrdle
de son propre promoteur afin d'obtenir une régulation de I'expression la plus
proche possible de la régulation naturelle,

*  un deuxiéme géne d'intérét constitué du géne TK-HSV-1, et

*  de maniére facultative, des séquences nucléotidiques quelconques ajoutées
pour des raisons d'efficacité de replication ou d'encapsidation de maniére a ce
que la taille totale du génome & encapsider soit comprise entre 30 et 36kb ;

* les séquences codant pour la protéine Gal4 de Saccharomyces cerevisiae
(Laughon et Gesteland, 1984, Mol. Cell. Biol,, 4, 260-267) placées sous le
contrdle d'un promoteur fonctionnel dans une cellule eucaryote supérieure ;
et

- ITTR 3' de I'Ad5 (des nucléotides 35833 & 35935).
L'assemblage de ces différents éléments est réalisé selon les techniques standards de

biologie moléculaire. L'obtention de virions infectieux comprenant un tel vecteur se fait
comme décrit précédemment dans une lignée de complémentation de I'exemple 7.

EXEMPLE 6 : Constitution d'une cellule de complémentation capable de complémenter
en trans la fonction E1l.

1 Constitution d'une_cellule de complémentation comprenant la région El des

nucléotides 100 & 5297 (pTG6533)

Celle-ci comporte :



WO 94/28152 . PCT/FR94/00624

10

15

20

25

30

35

31

- une cassette d'expression du géne pac, lequel est placé sous le controle du
promoteur précoce du virus SV40 (nucléotides 5171 a 5243) et comprend en 3' le
signal de terminaison de la transcription de SV40 (nucléotides 2543 a 2618). Le
geéne pac utilisé correspond a un fragment allant du nucléotide 252 au nucléotide
905 de la séquence divulguée par Lacalle et al. (1989, Gene, 79, 375-380) et
comportant 4 mutations par rapport & la séquence publiée (C en position 305
remplacé par A ; C en position 367 remplacé par T ; insertion d'un G en position
804 ; délétion d'un G en position 820),

- un fragment du génome de I'Ad5 allant des nucléotides 100 & 5297. Ce fragment
comprend les régions E1A et E1B munies de leur propre promoteur et de leur
signal de terminaison de la transcription ainsi qu'une fraction de la région E2,
recouvrant ainsi les séquences codant pour la protéine IX - A titre indicatif, il
semble que la lignée 293 ne soit pas capables de produire une protéine IX
fonctionnelle.

La construction est réalisée en plusieurs étapes détaillées ci-apres. Le vecteur p polylll-
I* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193-201) est soumis & une digestion par les enzymes
Accl et EcoRI. On clone dans le vecteur ainsi traité le fragment EcoRI-Clal isolé du
plasmide pTG6164. On obtient le vecteur pTG6528.

Le plasmide pTG6164 est issu de pLXSN (Miller D, 1989, Bio/Techniques, 7, 980) et
comprend le géne pac placé sous le contrdle du promoteur précoce du virus SV40.
Briévement, le fragment HindIII-Kpnl de pLXSN est introduit dans M13TG131 pour
produire M13TG4194. On insére dans ce dernier, digéré par Nhel et Kpnl, le fragment
Nhel-Kpnl de pMPSV H2 K IL2R (Takeda et al., 1988, Growth Factors, I, 59-66) pour
produire M13TG4196. Celui-ci est digéré par HindIlI-Kpnl et on clone le fragment issu
d'une digestion HindllI et d'une digestion partielle Kpnl et purifié de pLXSN. On obtient
pTG5192. Ce dernier est digéré par Hindlll et partiellement par Nhel et on introduit le
fragment HindIII-Nhel de pBabe Puro (Land et al., 1990, Nucleic Acids Res., /8, 3587),
donnant lieu a pTG6164.

Le vecteur pTG6528 est digéré par PsfI et on introduit au niveau de ce site le fragment
Pstl isolé de pTG6185 (exemple 2.1) comportant le signal de terminaison de la
transcription de SV40. On obtient pTG6529. Ce dernier est soumis & une digestion
EcoRI-Hpal et ligué a deux fragments, d'une part un fragment BspEI-Bcgl (positions
826 & 5297) purifié de 'ADN génomique d'AdS et d'autre part un fragment généré par
PCR aux extrémités EcoRI et BspEl, pour donner pTG6531. Le fragment PCR est
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généré par amplification génique & partir de 'ADN génomique d'AdS et des amorces
OTG4564 et OTG4565 (reporté dans les SEQ ID NO: 27 et 28). Le fragment amplifié
est digéré par les enzymes EcoRI et BspEl et mis en ligation comme indiqué dans le
paragraphe précédent.

Le vecteur pTG6531 comprend les 2 unités de transcription (celle de la région E1 et
celle du géne pac) dans la méme orientation. Pour éviter des interférences au niveau de la
transcription, on les place dans une orientation téte béche (réverse l'une par rapport a
lautre) en traitant le pTG6531 par BamHI et en religant. Le vecteur pTG6533
correspond 4 un clone présentant l'orientation reverse des deux unités.

Le vecteur pTG6533 est transfecté dans une lignée cellulaire mammifére, par exemple la
lignée Vero (ATCC, CCL81) ou A549 (ATCC, CCL185) par la technique au phosphate
de calcium. Les cellules transfectées sont cultivées selon les recommandations du
fournisseur et sont placées 24 heures aprés la transfection en milieu sélectif contenant de
la puromycine (concentration 6 pg/ml). On sélectionne les clones résistants sur lesquels
on évalue l'expression des génes de la région E1 afin de déterminer le clone le plus
producteur, qui pourra étre utilisé a titre de lignée de complémentation pour la
préparation d'un adénovirus défectif pour la fonction El, tel que celui détaillé dans
I'exemple 2.

On analyse l'expression des séquences codant pour les protéines précoces de la région E1
par Northern blot en utilisant des sondes appropriées marquées a lisotope 32p. 1a
production des protéines codées par la région E1A est détectée par immunoprécipitation
aprés marquage des cellules & lisotope 35S et & l'aide dun anticorps commercial
(Oncogene Science Inc., référence DP11).

On peut également vérifier la capacité des produits d'expression de la région E1A &
activer le promoteur de la région E1B (par analyse des ARNm E1B par Northern blot)
ou a activer le promoteur de la région E2 (par dosage de l'activité enzymatique apres
transfection transitoire d'un plasmide "reporteur” comprenant le gene CAT
(Chloramphénicol Acétyl Transférase) placé sous le contrdle.du promoteur E2).

Enfin, on peut infecter ces cellules par 'Ad-RSV-fgal (Stratford-Perricaudet et al., 1992,
supra) et titrer le virus par la technique agar dés qu'on observe un effet cytopathique. En
général, on procéde de la fagon suivante : les cellules sont infectées @ une moi
(multiplicité d'infection) de 10. Environ 48 heures aprés linfection, l'effet cytopathique
étant visible, on lyse les cellules et on dose l'activité B-galactosidase selon le protocole
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conventionnel (voir par exemple Maniatis et al., 1989, supra). Les clones positifs sont
réinfectés a une moi plus faible. 48 heures aprés l'infection, on récolte le surnageant et les
cellules selon les techniques classiques. On détermine le titre viral par la méthode sous
agar en utilisant des cellules 293. Le rapport du titre obtenu sur le titre de départ
constitue le facteur d'amplification.

2. Construction d'une lignée de complémentation comprenant la région E1 des
nucléotides 505 g 4034 (pTG6557, pTG6558, pTG6539, pTG6564 et pTG6565)

Les vecteurs pTG6557, pTG6558 et pTG6559 comprennent :

(i) une cassette d'expression du géne pac (nucléotides 252 a 905 comme
précédemment) sous le controle :

- du promoteur E2A de I'Ad2 (nucléotides 27341 a 27030) (dans
pTG6558),

- du promoteur E2A de I'Ad2 délété des séquences comprises entre les
nucléotides 27163 & 27182 (pour pTG6557). Une telle mutation permet
de diminuer le niveau de base du promoteur E2A, sans affecter

* linductibilité par la protéine trans-activatrice codée par E1A, ou

- du promoteur précoce SV40 pour pTG6559.

Dans les trois cas, elle comporte également en 3' le signal de terminaison de la
transcription du virus SV40 (nucléotides 2543 & 2618) ; et

(i) une cassette d'expression comportant la partie de la région E1 de I'AdS allant des
nucléotides 505 & 4034, Cette portion du génome adénoviral contient l'intégralité
des séquences codant pour les protéines précoces de la région E1A, le signal de
terminaison de la transcription de l'unité E1A, le promoteur E1B (inductible par la
protéine trans-activatrice codée par E1A) et l'intégralité des séquences codantes de
la région E1B. Elle inclut également les séquences codant pour la protéine IX, qui
chevauchent la région E1B. Cependant, elle est dépourvue du proinoteur de la
région E1A et du signal de terminaison de la transcription des unités
transcriptionnelles E1B et IX. Afin de permettre I'expression des séquences de la
région E1, on introduit en 5' du fragment adénoviral, le promoteur du géne murin
PGK et en 3' le signal de terminaison de la transcription du géne B-globine de lapin



WO 94/28152 2 L PCT/FR94/00624

10

15

20

25

30

35

(nucléotides 1542 4 2064 de la séquente divulguée dans la banque de donnée
Genebank sous la référence K03256).

De maniére facultative, on peut également introduire des séquences nucléotidiques
quelconques, par exemple isolées de pBR322 (Bolivar et al., 1977, Gene, 2, 95-113),
entre les cassettes d'expression du géne pac et de la région E1 ; afin d'éviter d'éventuelles
interférences transcriptionnelles.

La construction de ces vecteurs s'effectue en plusieurs étapes reportées ci-dessous.

En premier lieu, on amplifie par PCR, la partie du génome de I'Ad5 allant du nucléotide
505 au nucléotide 826 a partir d'une préparation génomique et des amorces OTG5013
qui comprend en 5' un site PstI utile pour les étapes de clonage ultérieures (SEQ ID NO:
29) et OTG4565 chevauchant le site BspE1 (SEQ ID NO: 28). Le fragment généré par
PCR, est traité 2 'ADN polymérase Klenow puis introduit dans le site Smal de
M13mp18 donnant lieu 8 M13TG6512. La séquence du fragment PCR est vérifiée.

Le vecteur pTG6533 (exemple 6.1) est digéré par les enzymes EcoRI et BspEl. On ligue
le vecteur ainsi traité avec, d'une part, le fragment PsfI-BspEl isolé de M13TG6512 et,
d'autre part, le fragment EcoRI-PsfI isolé de pKJ-1. Ce dernier comprend la portion du
promoteur du géne murin PGK, située entre les nucléotides -524 et -19, dont la séquence
est reportée dans Adra et al. (1987, Gene, 60, 65-74),. Cette étape donne lieu au
pTG6552 et permet d'insérer le promoteur du géne murin PGK en amont de la région E1
de I'Ad5 débutant au nucléotide 505.

Par ailleurs, le fragment Xhol-BamHI, dont I'extrémité générée par Xhol est rendue
franche suite au traitement par I'ADN polymérase Klenow, est purifié de pBCMG Neo
(Karasuyama et al., 1989, J. Exp. Med., 169, 13-25). Ce fragment, qui comprend le
signal de terminaison de la transcription du géne B-globine de lapin, est introduit entre les
sites Smal et BamHI du vecteur p polyII-Sfi/Not-14* (Lathe et al., 1987, Gene, 57, 193-
201). Le vecteur pTG6551 qui résulte, est quant a lui digéré par les enzymes Sphl et
EcoRYV afin d'y insérer un fragment du génome de I'Ad5 allant du nucléotide 3665 au
nucléotide 4034. Ce fragment est généré par PCR selon le protocole standard. On utilise
une préparation d' ADN génomique d'Ad5 4 titre de matrice et les amorces OTGS015 qui
recouvre le site interne Sphl en position 3665 (SEQ ID NO: 30) et OTG 5014
comprenant en 5' un site Bg/lI (SEQ ID NO: 31).
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Le fragment PCR est traité par 'ADN polymérase Klenow avant d'étre cloné dans le site
Smal de M13mpl8, générant M13TG6516. Aprés vérification de sa séquence, le
fragment PCR est resorti par digestion par Bg/IL, traitement 4 'ADN polymérase Klenow
et digestion par Sphl Il est inséré entre les sites Sphl et EcoRV de pTG6551. Il en
résulte pTG6554.

D'autre part, le vecteur pTG6529 (exemple 6.1) est soumis a une digestion par les
enzymes Hpal et Hindlll. On purifie le fragment de 2,9 kb comportant le géne pac suivi
du signal de terminaison de la transcription du virus SV40. Celui-ci est ligué au fragment
Smal-Hindlll isolé de pE2 Lac (Boeuf et al., 1990, Oncogene, 5, 691-699) qui porte le
promoteur E2A de I'Ad2. On obtient le vecteur pTG6556. De maniére alternative, il peut
étre ligué au fragmént Smal-Hindlll isolé de pE2 Lac D9170 (Zajchowski et al., 1985,
EMBO J,, 4, 1293-1300) qui porte le promoteur E2A muté de 'Ad2. On obtient, dans ce
cas, pTG6550.

pTG6556 est digéré par les enzymes EcoRI et BamHI. On insére entre ces sites, le
fragment EcoRI-Sacll isolé de pTG6552 et le fragment Sacll-BamHI isolé de pTG6554.
On obtient le vecteur pTG6558. La méme étape réalisée sur pTG6550 et pTG1643
(exemple 7.1) géneére pTG6557 et pTG6559 respectivement.

pTG6557 et pTG6558 sont digérés par EcoRY, site unique situé entre les deux cassettes
d'expression (géne pac et région E1). On clone dans ce site, un fragment EcoRV-Pvull
de 1,88kb isolé de pBR322 (Bolivar et al., supra), afin d'éloigner les deux promoteurs.
On génére respectivement pTG6564 et pTG6565.

Les vecteurs pTG6557, pTG6558, pTG6559, pTG6564 et pTG6565 sont transfectés
dans la lignée cellulaire A549. Comme précédemment, on sélectionne les clones résistant
4 la puromycine et on vérifie 'expression de la région E1. Les clones exprimant E1 sont
destinés a amplifier et propager des adénovirus défectifs pour la fonction El. La
production des produits d'expression de E1 s'accompagne d'un effet cytotoxique mais
I'analyse par Southern ne permet pas de mettre en évidence des réarrangements de
vecteurs. Aprés infection par 'Ad-RSV - Bgal, plusieurs clones sont capables d'amplifier
le virus d'un facteur supérieur & 100.

3. Construction d'une cellule de complémentation inductible par la protéine Gal4 de

Saccharomyces cerevisiae.
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Ces vecteurs comprennent comme précédemment la partie de la région E1 de 'AdS5 allant
du nucléotide 505 a 4034. Cependant I'expression des séquences de la région E1A est
placée sous le contrdle d'un promoteur inductible constituée d'une part du promoteur
minimal MLP d'Ad2 (TATA box et signal d'initiation de la transcription ; nucléotides -34
a +33) et d'autre part d'une séquence d'activation du géne Gal 10 activable par la
protéine Gald. La séquence consensus d'activation de 17 nucléotides (17MX), qui
correspond au site de fixation de Gal4 est spécifiée dans Webster et al. (1988, Cell, 52,
169). Le signal de terminaison de la transcription du géne de la B-globine de lapin est
placé en 3' de l'unité transcriptionnelle E1B.

On synthétise un premier fragment d'ADN comprenant un dimére de la séquence 17MX
(SEQ ID NO: 32 et 33) suivi du promoteur minimal MLP d'Ad2 et muni en son
extrémité 5' d'un site Sall et en son extrémité 3' d'un site BamHI. Le site Sall est rendu
franc par traitement 4 'ADN polymérase klenow. Par ailleurs, on synthétise un second
fragment d'ADN comprenant un pentamére de la séquence suivi du méme promoteur et
muni en 5' et 3' des sites Xbal et BamHI. Aprés digestion par Xbal, l'extrémité est rendue
franche par traitement a la Klenow polymérase.

Chacun de ces fragment est introduit dans le site Bg/ll de p poly II pour générer
respectivement pTG1656 et pTG1657. Puis on introduit dans chacun des vecteurs
préalablement digérés par PsfI-BamHI, les deux fragments suivants : le fragment Ps/I-
Xbal isolé de pTG6552 (Exemple 6.2) et le fragment Xbal-BamHI isolé de pTG6559
(exemple 6.2). On obtient pTG1660 et pTG1661 respectivement (Figure 5).

Les cellules A549 sont co-transfectées avec pTG1643 (vecteur d'expression du géne pac)
et soit pTG1660 soit pTG1661. Les clones sont sélectionnés pour leur résistance a la
puromycine et étudiés comme indiqué précédemment. Environ 50% des clones A549-
1660 et A549-1661 produisent des produits d'expression de la région E1. Cependant, la
production s'accompagne d'un effet cytotoxique, modifiant I'aspect morphologique des
cellules.

L'intégration et le non réarrangement des plasmides dans le génome cellulaire est vérifié
par Southern. Aucune modification substantielle des plasmides intégrés (pTG1643,
pTG1660 et pTG1661) ne peut étre mise en évidence dans les clones producteurs
analysés. On peut également vérifier linductibilité de l'expression des séquences codées
par la région E1A en présence de Gal4 (par transformation par un plasmide permettant
I'expression constitutive de la protéine Gal4).
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Aprés linfection de plusieurs clones producteixrs par 'Ad-RSV-Bgal 4 une moi d'environ
2, deux clones A549-1660 sont capables d'amplifier le stock viral d'un facteur supérieur a
100.

EXEMPLE 7 : Constitution d'une_lignée de complémentation _pour l'ensemble des

fonctions essentielles 4 la réplication d'un adénovirus.

On construit un vecteur comprenant l'ensemble du génome adénoviral de I'AdS a
I'exception de I'TTR ', ITTR 3' et la région d'encapsidation.

Le vecteur pTG6528 (exemple 6.1) est digéré par les enzymes Psifl et Bg/ll entre
lesquels on insére un fragment d'ADN synthétisé chimiquement selon le protocole
standard constitué des oligonucléotides des OTG5039 et OTG5040 (SEQ ID NO: 34 et
35). La séquence des oligonucléotides est congue de maniére a ne pas reconstituer le site
de clonage Pstl et introduire un site EcoRV. On obtient pTG1639, lequel est linéarisé
par digestion par EcoRV et ligué 2 un fragment Xbal-BamHI dont les extrémités sont
rendues franches par traitement & 'ADN polymérase Klenow. Ce fragment est porteur du
signal de terminaison de Ia transcription du virus SV40. Tout plasmide comportant un
signal entouré des sites de restriction adéquates peut étre utilisé a cette étape.

Le vecteur pTG1640 ainsi généré, est digéré par BamHI et BglII et le fragment porteur
de la cassette d'expression du géne pac est introduit dans le site Bg/lI du vecteur pPolyll-
Sfi/Not-14*. On obtient le pTG1641. Celui-ci est linéarisé par Noil et traité a 'ADN
polymérase Klenow. On introduit le fragment BamHI-Sall de 0,276 kb isolé de pBR322
(Bolivar et al., supra) également traité & 'ADN polymérase Klenow. Ceci donne lieu a
pTG1643.

Le pTG1643 est linéarisé par Xhol et on insére dans ce site un fragment hybride Xhol
comportant un dimére 17MX suivi du promoteur minimum du géne TK-HSV-1
(nucléotides 303 a 450 de la séquence divulguée dans la banque de donnée Genebank
sous la référence V00467 et complétée en 3' dun site Xhol). On obtient le pTG1647
dans lequel le promoteur hybride 2x17MX-TK-HSV-1 est inséré dans la méme
orientation que la cassette d'expression du géne pac.

Cette construction, pTG1647, sert de vecteur de base pour introduire entre les sites PsI
et BamHI un fragment du génome de I'AdS allant du nucléotide 505 au nucléotide
35826. Dans un premier temps, le pTG1647 est digéré par Psil et BamHI puis ligué,
dune part, au fragment PsfI-Clal de pTG6552 (exemple 6.2) comportant la partie du
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génome de I'AdS des nucléotides 505 & 918 et, d'autre part, au fragment Clal-BamHI
(positions 918 & 21562) préparé & partir de 'ADN génomique de 'AdS. Le vecteur ainsi
obtenu, comporte la partie 5' de 'Ad5 & lexception de ITTRS' et de la région
d'encapsidation.

Par ailleurs, la partie 3' du génome de I'Ad5 est assemblée dans le vecteur ppolyll-
Sfi/Not-14*. Ce dernier est linéarisé par BamHI et on introduit le fragment BamHI-4vr1l
(nucléotides 21562 & 28752) du génome de I'AdS et un fragment PCR correspondant aux
nucléotides 35463 a 35826 de I'Ad5. Ce dernier est généré a partir de 'ADN génomique
de I'Ad5 et des amorces OTG5024 (SEQ ID NO: 36) et OTGS5025 (SEQ ID NO: 37) et
comporte en 5' un site BamHI. Le vecteur obtenu est digéré par Avr1l et on insére le
fragment Avrll isolé de 'ADN génomique de I'Ad5 et s'étendant des positions 28753 a
35462.

Le fragment BamHI comportant les séquences adénovirales est introduit dans le site
BamHI du vecteur de I'étape précédente comportant la partie 5' du génome adénoviral
dépourvu de I'TTR $' et la région d'encapsidation.

Une lignée de complémentation capable de complémenter I'ensemble des fonctions d'un
adénovirus défectif est générée par transfection dans une lignée cellulaire, comme A549,
selon le protocole décrit dans les exemples précédents.

On peut également procéder en construisant quatre vecteurs comportant la quasi totalité
du génome adénoviral qui sera réassemblé sur un seul vecteur lors de I'étape finale.

- pTG1665 correspond au clonage du fragment BspEl (nucléotides 826 a 7269)
isolé d'une préparation d'ADN génomique d'AdS, dans le site Xmal de p poly II-
Sfi/Not-14 * ;

- pTG1664 est généré par l'insertion du fragment Nofl (nucléotides 6503 a 1504)
isolé d'une préparation d'ADN génomique d'AdS, dans le site Nol du méme
vecteur.

- pTG1662 est obtenu par introduction du fragment AarIl (nﬁcléotides 10754 a
23970) isolé d'une préparation d'ADN génomique d'Ad5 dans le site Aadl de p
polylIl.

- pTG1659 comportant la partie 3' du génome d'Ad5 (exemple 2.3).
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Puis on introduit un fragment comportant un systéme d'expression inductible comme le
promoteur décrit & I'exemple 6.3 ou 7 inductible par Gal4 ou un promoteur de l'art
antérieur comme le promoteur metallothionéine ou tétracycline. Un tel fragment est placé
en amont des séquences 5' de I'Ad5 (nucléotides S05 & 918) dans le vecteur pTG1665
digéré par Aafll et Clal. Enfin, on clone successivement dans le vecteur précédent et aux
sites correspondants les fragments Nofl de pTG1664, AafIl de pTG1662 et enfin BamHI
de pTG1659.

Une lignée de complémentation est générée par co-transfection du vecteur précédent et
de pTG1643 et on isole les clones résistants a la puromycine. Cette lignée est plus
particuliérement destinée a amplifier et encapsider les vecteurs adénoviraux de l'exemple
5 défectifs pour les fonctions E1, E2 et E4 et les fonctions tardives.

EXEMPLE 8 : Constitution d'une ligné mplémentation r_les fonctions E1 et
E4.

Le vecteur pTG1647 (exemple 7) est digéré par les enzymes PsfI-BamHI et on introduit
dans le vecteur ainsi traité 3 fragments :

- le fragment PstI-Xbal de pTG6552 (exemple 6.2) portant les séquences
d'AdS du nucléotide 505 au nucléotide 1339,

- le fragment Xbal-Sphl de pTG6552 portant les séquences d'Ad5 du
nucléotide 1340 au nucléotide 3665, et

- le fragment Sphl-BamHI de pTG6554 (exemple 6.2) portant les
séquences d'Ad5 du nucléotide 3665 a 4034 et un signal de terminaison
de la transcription.

Le vecteur ainsi obtenu est coupé par BamHI et on introduit dans ce site trois fragments
qui sont les suivants :

- un fragment digéré par BamHI-AfIII généré par PCR correspondant a la
séquence de 'AdS situé entre les positions 32800 & 33104. On utilise
I'ADN génomique d'Ad5 comme matrice et les amorces OTG5078 (SEQ
ID NO: 38) et OTG5079 (SEQ ID NO: 39),
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- le fragment AfMII-AwrIl isolé de I'ADN génomique d'Ad5 (nucléotides
33105 4 35463),

- le fragment AvrIl-BamHI généré par PCR a l'aide des amorces 0TG5024
et OTG5025 (voir exemple 7).

Le vecteur ainsi généré est introduit dans une lignée cellulaire selon le protocole décrit
précédemment, pour constituer une lignée de complémentation pour les fonctions E1 et
E4.

Par ailleurs, une telle lignée peut également étre obtenue selon le protocole suivant :

La région E4 du génome de I'AdS (nucléotides 32800 a 35826) est reconstituée en
plusieurs étapes. La partie allant des nucléotides 33116 a 32800 est synthétisée par PCR
4 partir de 'ADN génomique d'AdS avec le couple d'amorces OTG5078 et OTG5079
(SEQ ID NO: 38 et 39), puis insérée dans le site EcoRV de M13TG130, pour genérer
MI13TG164S.

Le fragment BamHI-AfII de ce dernier est engagé dans une réaction de ligation avec le
fragment AfTII-AvrIl d'AdS (nucléotides 33104 & 35463) et le vecteur pTG7457 digéré
par BamHI et AvrIl. On obtient pTG1650.

Puis on compléte la région E4 par obtention du fragment correspondant aux nucléotides
35826 a 35457 par PCR & partir dune préparation d'ADN génomique d'AdS et des
amorces OTG5024 et OTG5025 (SEQ ID NO: 36 et 37). Celui-ci est inséré dans le site
Smal de M13mp18 pour donner M13TG1646. Le fragment 4vrII-EcoRI est isolé de ce
dernier et cloné entre les sites A1l et EcoRI de pTG1650. On obtient pTG1652.

Le fragment BamHI comportant la région E4 d'AdS5 est isolé de pTG1652 et cloné dans
le site BamHI de pTG1643, de pTG6559 (exemple 6.2) ou dans le site Sspl de pTG6564
(exemple 6.2) aprés avoir rendu les sites francs, pour générer pTG1653, pTG1654 et
pTG1655 (Figure 6) respectivement.

On génére par des techniques conventionnelles une cellule de complémentation capable
de complémenter en trans les fonctions E1 et E4, par :

(1) transformation de pTG1653 dans la lignée cellulaire 293, ou
(2)  transformation de pTG1654 ou pTG1655 dans la lignée cellulaire A549.
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D'une maniére générale, l'expression des produits des régions E1 et E4 s'accompagne
dun effet cytotoxique. Un certain nombre de clones 293-1653 est capable de
complémenter a la fois des adénovirus délétés de E1 et des adénovirus délétés de E4.

Une autre alternative consiste a procéder de la maniére suivante.

Le vecteur M13TG1646 est soumis a une mutagénése dirigée avec l'oligonucléotide
mutagéne OTG5991 (SEQ ID NO: 40) dans le but de déléter le promoteur de la région
E4 et d'insérer un site Hpal. Le vecteur muté est désigné M13TG6522. 1l est digéré par
Pstl, traité 2 'ADN polymérase du phage T4 puis par Avrll et mis en ligation avec un
fragment EcoRI (Klenow)-AvrIl purifié de pTG1652 (exemple 8), pour donner
pTG6595. Ce demnier est clivé par Hpal et on introduit le fragment de 0,8 kb obtenu de
pTG5913 (Figure 7) aprés digestion BglIl et BamHI et traitement a la Klenow. On
génére pTG6596 dans lequel la région E4 (positions 32800 a 35826) est placée sous le
contrdle du promoteur TK. A titre indicatif, pTG5913 porte le géne TK-HSV-1 et le
fragment Bg/lI-BamHI correspond au promoteur de ce géne (Wagner et al., 1981, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 78, 1441 - 1445).

Parallélement, les vecteurs pTG1643 et pTG6559 (exemple 6) sont linéarisés par BamHI
et on insére un fragment synthétique issu de la réassociation des oligonucléotides
0TG6141 et 0TG6142 (SEQ ID NO: 41 et 42), pour obtenir respectivement pTG8508
et pTG8507. Ces derniers sont clivés par BamHI avant d'introduire le fragment BamHI
purifié de pTG6596 comportant la cassette d'expression de E4. On génére les vecteurs
pTG8512 (Figure 8) et pTG8513 (Figure 9).

D'autre part, l'introduction du fragment BamHI de pTG1652 dans le vecteur pTG8508
ou pTG8507 linéarisé par la méme enzyme aboutit a pTG8514 et pTG8S1S
respectivement (Figures 10 et 11).

Les lignées cellulaires transfectées par pTG8512 ou pTG8515 permettront de
complémenter un adénovirus défectif pour la fonction E4, alors que celles résultant de la
transfection de pTG8513 ou pTG8514 sont destinées a amplifier et propager des
adénovirus défectifs pour les fonctions E1 et E4. De méme, la transfection de pTG8512
ou pTG8515 dans les cellules 293 permettront de complémenter des adénovirus défectifs
pour El et E4.
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LISTE DE SEQUENCES

(1) INFORMATION GENERALE:

(i) DEPOSANT:
(A) NOM: TRANSGENE
(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: Nouveaux adenovirus defectifs et lignees de
complementation correspondantes

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 42
(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: 30 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4174)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1:
GTGACGTCTT TGGTGTTTTC GCGGGAAAAC 30
{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 30 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

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4173)
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2:
ACCGAGTAAG ATTTGTCTAG GGCCGCGGGG 30
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3:
(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
{A) LONGUEUR: 33 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléigque
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomigue)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4191)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3:
GGCCATGGTC GCGGGAAAGG GACTTTGACC GTT 33
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 31 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C). NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
{ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (géncmique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
{vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5021)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4:
GAACGGATCC CCAGACTCTG TTTGGATTTG G 31
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 30 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: OUI
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(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5157)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: St
CCAGAAATAT CTTCGCCCAG GCCGCCGCCC 30
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6:
{i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
{A) LONGUEUR: 20 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5564)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6:
GATCCGATAT CCCGTTAACC 20
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A} LONGUEUR: 20 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: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5563)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7:
GATCGGTTAA CGGGATATCG 20
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 47 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)

(iii) HYPOTHETIQUE: NON
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(iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0TG5892)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8:
GTCGTAGGAT CCAGCTGCTC CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT CGCTGAG 47
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 47 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: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0TG5893)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3:
GTAGCTGACG TCCCAGGTGC ACACCAATGT GGTGAATGGT CAAATGG 47
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 46 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5920)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10:
ACGGTAGGAT CCGACGTCGG TGAGCTCCTC GCTTGGTCTC CGTCCG 46
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11:
{i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases
(B} TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
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{iii) HYPOTHETIQUE: NON
{iii) ANTI-SENS: OQUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS5891)
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11:
CAACCCCGAT TCTAGAGAAA CCTG
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12:
(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)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
{iii) ANTI~-SENS: QUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6079)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12:
GCGCAGTTGC TCTGCGGATC CACTTAACAT TCAGT
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13:
(1) 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 (génomique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTGE080)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13:
TAAAAGTACC AGGTAAGGAT CCCCTTGGTT TGCTTGGG
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases
{B) TYPE: acide nucléique

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

24

35

38
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
{iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6064)
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14:
GAAACCGAAT TCTCTTGGAA C 21
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
({A) LONGUEUR: 32 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: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTGE065)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15:
ACGAATGCAG CTCTCCACTT AACATTCAGT CG 32
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 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: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5481)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16:
CAGTGAATTC ATCATCAATA ATATACC 27
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases

{B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
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(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomigque)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0TG5482)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17:
AAACTGGTCA CCGTGATTAA AAAG 24
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 25 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese [(OTG5455)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18:
ATCGGAATTC AAGATGATTA GGTAC 25
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 28 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: OUIL
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5456)
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19:
ATCGTCTAGA TTAAGGCATT TTCTTTTC 28
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases
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(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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5728)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20:
TGTAGCAGGA GGACTAAG
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 39 paires de bases
{(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomigque)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: OUI
(vi) ORIGINE:
{A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS5729)
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21:
CCGCATTAAT TAACCGCGAC AAACGATTCT TTATTCTTG
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22:
{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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (5730)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22:
CGCGGTTAAT TAATGCGGTA AAACCTACGT CACCCG

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23:

18

39

36
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 30 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
{(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)
(1ii) HYPOTHETIQUE: NON
(1ii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6060)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23:
AATAAAAGAT CATTATTTTC ATTAGAACTG 30
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 24:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6061)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24:
TGTGTTGGTT TTTTGTGTGT TAAT 24
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 25:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 30 paires de bases
(B} TYPE: acide nucléique
(C) NCOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (géncmique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0TG6062)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25:

TAACACACAA AAAACCAACA CACAGTTCTA 30
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 26:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
{C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN {génomique)
(iii) BYPOTHETIQUE: NON
(1ii) ANTI-SENS: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6063)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26:
ATGAAAATAA TGATCTTTTA TTAT 24
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 27:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 32 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
{(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4564)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27:
TCCGTGAATT CTAGTAGTGT GGCGGAAGTG TG 32
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 28:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 23 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: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG4565)

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28:
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TCCAGTCCGG AGAACCGGGC GCC 23
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 289:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 28 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
{C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomigque)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: NON
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5013)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29:
TAACCTGCAG GAGTGCCAGC GAGTAGAG 28
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 30:
(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 21 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonuclotide de synthese (OTG5015)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30:
CAACGCGCAT GCCCCCATGG G 21
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 31:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 31 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: OUI

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5014)
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31:
TAGGAGATCT GTTTTAAACC GCATTGGGAG G 31
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 32:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 34 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

(vi) ORIGINE: v
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32:
CGGAGTACTG TCCTCCGCGG AGTACTGTCC TCCG 34
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 33:

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

{A) LONGUEUR: 34 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomigque)

(iii) HYPOTHETIQUE: NON

{(iii) ANTI-SENS: OUI

(vi} ORIGINE:

(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese

{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33:
CGGAGGACAG TACTCCGCGG AGGACAGTAC TCCG 34
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 34:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
{D) CONFIGURATION: linéaire

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomique)

{(1iii) HYPOTHETIQUE: NON

(1iii) ANTI-SENS: NON

{vi) ORIGINE:
{A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5039)
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34:
TGCTGGATAT CAGTCA 16
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 35:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases
(B) TYPE: acide nucléique
(C) NOMBRE DE BRINS: simple
(D) CONFIGURATION: linéaire
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (génomigque)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON
(iii) ANTI-SENS: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTGS5040)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35:
GATCTGACTG ATATCCAGCA TGCA 24
{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 36:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 20 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0OTG5024)
{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36:
CTCCTGCCTA GGCAAAATAG 20
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 37:
(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 32 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: OUI
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(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5025)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37:
GCAGATGGAT CCGGGCGGAG TAACTTGTAT GT 32
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 38:
(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 31 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

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5078)

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38:
GTCGCGGATC CGTTATGTTT CAACGTGTTT A 31
{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 39:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

(A) LONGUEUR: 20 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: OUI

{(vi) ORIGINE:

(A) ORGANISME: Oligonuleotide de synthese (OTG5079)

{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NC: 33:
ACATGAACTT AAGCGAGCTG 20
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 40:

(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 (génomique)
(iii) HYPOTHETIQUE: NON

{iii) ANTI-SENS: NON
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{vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG5991)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40:
CACGGCACCA GCTCAAGTTA ACGGATCCAT CTGCGGGT 38
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 41:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 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
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (OTG6141)
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41:
GATCCTGTGT GTTGGTTTTT TGTGTGC 27
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 42:
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 27 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: OUI
(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Oligonucleotide de synthese (0TG6142)
{(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42

GATCGCACAC AAAAAACCAA CACACAG 27
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Revendications

Un vecteur adénoviral défectif pour la réplication, capable d'étre encapsidé dans
une cellule de complémentation, qui dérive du génome d'un adénovirus comprenant
de 5' en 3', un ITR 5', une région d'encapsidation, une région E1A, une région
E1B, une région E2, une région E3, une région E4 et un ITR 3, par délétion :

(i) de tout ou partie de la région E1A, et de l'intégralité de la partie de la
région E1B codant pour les protéines précoces ; ou

(ii) de tout ou partie de la région E1A et de tout ou partie d'au moins une
région sélectionnée parmi les régions E2 et E4 ; ou

(iii) de tout ou partie de la région EIA et d'une partic de la région
d'encapsidation.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 1, qui dérive du génome dun
adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E1A et de l'intégralité de la
partie de la région E1B codant pour les protéines précoces.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 2, qui dérive en outre du génome d'un
adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E3.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 2 ou 3, qui dérive en outre du génome
d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E2.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 2 a 4, qui dérive en outre du
génome d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E4.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 1, qui dérive du génome dun
adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E1A et de tout ou partie de
la région E2.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 1, qui dérive du génome d'un
adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E1A et de tout ou partie de
la région E4.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 6 ou 7, qui dérive en outre du génome
d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E1B.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 6 & 8, qui dérive en outre du
génome d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E3.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 6, 8 ou 9, qui dérive en outre du
génome d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E4.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 3 & 5, 9 ou 10, qui dérive du
génome d'un adénovirus par délétion partielle de la région E3 dudit génome en
maintenant la partie de ladite région E3 codant pour la protéine gp19kDa.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 11, dans lequel la partie de la région
E3 codant pour la protéine gp19kDa est placée sous le contrdle des éléments
appropriés a l'expression de ladite protéine dans la cellule hote.

Un vecteur adénoviral selon I'une des revendications 1 & 12, qui dérive du génome
d'un adénovirus par délétion de tout ou partie de la région E1A et dune partie de la

région d'encapsidation.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 13, qui dérive du génome d'un
adénovirus humain de type S par délétion de la partie de la région d'encapsidation :

() s'étendant du nucléotide 270 au nucléotide 346 ;
(i) s'étendant du nucléotide 184 au nucléotide 273 ; ou
(iii) s'étendant du nucléotide 287 au nucléotide 358.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 1 & 14, qui dérive du génome
d'un adénovirus sélectionné parmi les adénovirus canins aviaires et humains.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 15, qui dérive du génome d'un
adénovirus humain de type 5.
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Un vecteur adénoviral selon la revendication 16, qui dérive du génome d'un
adénovirus humain de type 5 par délétion de la partie de la région E1B s'étendant
du nucléotide 1634 jusqu'au nucléotide 4047 au moins.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 16 ou 17, qui dérive du génome d'un
adénovirus humain de type 5 notamment par délétion de la partie de la région E3
s'étendant du nucléotide 27871 jusqu'au nucléotide 30748.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 16 a 18, qui dérive du génome
d'un adénovirus humain de type 5 par délétion de la partie de la région E4
s'étendant du nucléotide 32800 au nucléotide 35826.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 1 19, qui dérive du génome
d'un adénovirus par délétion d'au moins 18 % du génome dudit virus.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 20, qui dérive du génome d'un
adénovirus par délétion d'au moins 22 % du génome dudit virus.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 21, qui dérive du génome d'un
adénovirus par délétion d'au moins 40 % du génome dudit virus.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 22, qui dérive du génome d'un
adénovirus par délétion d'au moins 95 % du génome dudit virus.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 23, qui dérive du génome d'un
adénovirus par délétion de I'ensemble du génome dudit adénovirus a I'exclusion des
ITRs 5' et 3' et de tout ou partie de la région d'encapsidation.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 24, qui dérive du génome d'un
adénovirus humain de type 5 par délétion de la partie du génome viral s'étendant
des nucléotides 459 a 35832.

Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 1 a 25, qui comprend en outre
une séquence nucléotidique exogene.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 26, qui comprend en outre un géne
dlintérét placé sous le contrdle des éléments nécessaires a son expression.
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Un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 26 ou 27, qui comprend en
outre un géne codant pour une protéine trans-activatrice de transcription non
adénovirale ; ledit géne étant placé sous le contrdle des €léments nécessaires a
I'expression de ladite protéine dans une cellule hote.

Un vecteur adénoviral selon la revendication 28, comprenant le géne codant pour
la protéine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces cerevisiae.

Une particule d'adénovirus comprenant un vecteur adénoviral selon l'une des
revendications 1 3 29.

Une cellule hdte eucaryote comprenant un vecteur adénoviral selon l'une des
revendications 1 2 29 ou une particule d'adénovirus selon la revendication 30.

Une lignée de complémentation comportant un élément de complémentation,
comprenant notamment une partie de la région E1 du génome d'un adénovirus a
l'exclusion de ITTR 5' ; ledit élément de complémentation étant capable de
complémenter en trans un vecteur adénoviral défectif et étant intégré dans le
génome de ladite lignée de complémentation ou inséré dans un vecteur
d'expression.

Une lignée de complémentation selon la revendication 32, comprenant notamment :

(i) tout ou partie de la région E1A du génome d'un adénovirus ; et

(i) tout ou partie d'au moins une région dudit génome sélectionnée parmi les
régions E1B, E2 et E4.

Une lignée de complémentation selon la revendication 32, comprenant notamment
(i) tout ou partie de la région E1A du génome d'un adénovirus ; et

(ii) tout ou partie d'au moins deux des régions E1B, E2 et E4 dudit génome.
Une lignée de complémentation selon la revendication 32, comprenant notamment :

(i) tout ou partie de la région E1A du génome d'un adénovirus ; et
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36.

37.

38.

39.

40.

4].

42.

(ii) tout ou partie des régions E1B, E2 et E4 dudit génome.

Une lignée de complémentation selon l'une des revendications 33 a 35, comprenant
notamment tout ou partie de la région E1A et lintégralité de la région E1B du
génome d'un adénovirus codant pour les protéines précoces.

Une lignée de complémentation selon l'une des revendications 32 a 36, comprenant
notamment une partie du génome d'un adénovirus sélectionné parmi les adénovirus
canins, aviaires et humains.

Une lignée de complémentation selon la revendication 37, comprenant notamment
une partie du génome d'un adénovirus humain de type 5.

Une lignée de complémentation selon la revendication 38, comprenant notamment
la partie du génome d'un adénovirus humain de type 5 :

() s'étendant du nucléotide 100 au nucléotide 5297 ;
(i) s'étendant du nucléotide 100 au nucléotide 4034 ; ou

(iii) s'étendant du nucléotide 505 au nucléotide 4034.

Une lignée de complémentation selon la revendication 38 ou 39, comprenant
notamment la partie de la région E4 du génome d'un adénovirus humain de type 5
s'é¢tendant du nucléotide 32800 au nucléotide 35826.

Une lignée de complémentation selon la revendication 38, comprenant notamment
la partie du génome d'un adénovirus humain de type 5 s'étendant du nucléotide 505
au nucléotide 35826.

Une lignée de complémentation selon I'une des revendications 32 & 41, comprenant
une partie de la région E1A du génome d'un adénovirus dépourvue de son
promoteur naturel ; ladite partie étant placée sous le contrdle d'un promoteur
approprié.
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Une lignée de complémentation selon la revendication 42, dans laquelle ladite
partie de la région E1A est placée sous le contrdle d'un promoteur inductible par
une protéine trans-activatrice de transcription non-adénovirale.

Une lignée de complémentation selon la revendication 43, dans laquelle ladite
partie de la région E1A est placée sous le contrle d'un promoteur inductible par
une protéine trans-activatrice de transcription codée par un vecteur adénoviral
selon la revendication 28 ou 29. '

Une lignée de complémentation selon la revendication 43 ou 44, dans laquelle
ladite partie de la région E1A est placée sous le contrdle d'un promoteur inductible
par la protéine trans-activatrice de transcription Gal4 de Saccharomyces
cerevisiae.

Une lignée de complémentation selon I'une des revendications 32 a 45, comprenant
en outre un géne codant pour un marqueur de sélection.

Une lignée de complémentation selon la revendication 46, dans laquelle le géne de
sélection code pour la puromycine acetyl-transférase.

Une lignée de complémentation selon la revendication 46 ou 47, dans laquelle le
géne de sélection est placé sous le controle d'un promoteur inductible par une
protéine trans-activatrice de transcription codée par la région E1A du génome d'un
adénovirus sauvage, notamment sous le controle du promoteur de la région E2
dudit génome.

Une lignée de complémentation selon l'une des revendications 32 & 48, dérivee
d'une lignée cellulaire acceptable d'un point de vue pharmaceutique.

Une lignée de complémentation selon la revendication 49, dérivée dune lignée
cellulaire sélectionnée parmi les lignées Vero, BHK, A549, MRCS5, W138 et CHO.

Une lignée de complémentation selon lune des revendications 32 a 48, dérivée
d'une cellule de la rétine d'un embryon humain.

Un procédé de préparation d'une particule d'adénovirus selon la revendication 30,
selon lequel :
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(i) on introduit un vecteur adénoviral selon I'une des revendications 1 4 29 dans
une lignée de complémentation capable de complémenter en trans ledit
vecteur adénoviral pour obtenir une lignée de complémentation transfectée ,

(i) on cultive ladite lignée de complémentation transfectée dans des conditions
appropriées pour permettre la production de ladite particule d'adénovirus ; et

(iii) on récupére ladite particule d'adénovirus dans la culture cellulaire.

Un procédé selon la revendication 52, selon lequel on met en oeuvre une lignée de
complémentation selon l'une des revendications 32 4 51.

Usage thérapeutique ou prophylactique d'un vecteur adénoviral selon l'une des
revendications 1 & 29, d'une particule d'adénovirus selon la revendication 30 ou
obtenue en mettant en oeuvre un procédé selon la revendication 52 ou 53, d'une
cellule hdte eucaryote selon la revendication 31 ou dune lignée de
complémentation selon 'une des revendications 32 4 51.

Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent thérapeutique ou
prophylactique un vecteur adénoviral selon l'une des revendications 1 a 29, une
particule d'adénovirus selon la revendication 30 ou obtenue en mettant en oeuvre
un procédé selon la revendication 52 ou 53, une cellule eucaryote selon la
revendication 31 ou une lignée de complémentation selon l'une des revendications
32 4 51, en association avec un support acceptable dun point de wvue
pharmaceutique.
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A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
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According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

C12N15/86 C12N5/10 A61K48/00 Ci2N15/12
C12N7/04 C12N15/23 A61K39/235 C12N15/31

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

IPC5 CI2N CO7K A61K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the ficids searched

Electronic data base consulted during the internationai search (name of data basc and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

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

Relevant to claim No.

A JOURNAL OF VIROLOGY

vol. 63, no. 6 , June 1989

pages 2709 - 2717

BABISS, L.E. 'The cellular transcription
factor E2F requires viral E1A and E4 gene
products for increased DNA-binding
activity and functions to stimulate
adenovirus E2A gene expression'

see page 2715, column 2, line 53 - line 54

1,2

see page 2716, column 1, line 6

A HUMAN GENE TRANSFER
vol. 219 , 1991
pages 51 - 61

of adenovirus'
see page 58, paragraph 6

STATFORD-PERRICAUDET, L. & PERRICAUDET, M.
'Gene transfer into animals: the promise

- line 9

../....

m Further documnents are listed in the continuation of box C.

E Patent family members are listed in annex.

* Special categories of cited documents :

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

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

‘L documnent which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

‘0° document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

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

°T* later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

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

“Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document 15 combined with one or more other such docu-
m&u. such comtination being obvious to a person skilied
in the art.

“&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

24 August 1994

Date of mailing of the international search report

05. 09 9%

Name and mailing address of the ISA

European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
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Fax: (+31-70) 340-301 6

Authorized officer

Chambonnet, F
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Relevant to claim No.

A

CELL.

vol. 68, no. 1, 10 January 1992 ,
CAMBRIDGE, NA US

pages 143 - 155

ROSENFELD, M.A. ET AL. 'In vivo transfer
of the human cystic fibrosis transmembrane
conductance gene to the airway epithelium'
see the whole document

WO,A,93 06223 (CNRS) 1 April 1993
see claim 3

W0,A,94 12649 (GENZYME CORPORATION) 9 June
1994

see the whole document
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BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international search report has notbeen established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Remark: Although claim 54 is directed to a method for treatment of the human or
animal body, the research has been garried out and based on the
the alleged effects of the product (composition)

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchable claims.

2. I:l Asallsearchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee. '

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Den Internationale No

PCT/FR 94/00624

A.CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE

CIB 5 C12N15/86 C12N15/34
C12N7/04 C12N15/23

C12N5/10
A61K39/235

A61K48/00
C12N15/31

C12N15/12

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou 4 1a fois selon la classification nationale ¢t la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

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

CIB5 Cl2N CO7K A6lK

Documentation consuitée autre que 1a documentation minimale dans la mesure ou ces documents reié¢vent des domaines sur lesquels a port¢ la recherche

utilisés)

Base de données électromque consultée au cours de 1a recherche internationai¢ (nom de la base de donnees, et si cela est réalisable, termes de recherche

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie * | Identification des documents cités, avec, l¢ cas échéant, l'indication des passages pertinents

no. des revendications vistes

A JOURNAL OF VIROLOGY

vol. 63, no. 6 , Juin 1989

pages 2709 - 2717

BABISS, L.E. 'The cellular transcription
factor E2F requires viral E1A and E4 gene
products for increased DNA-binding
activity and functions to stimulate
adenovirus E2A gene expression'

voir page 2715, colonne 2, ligne 53 -
ligne 54

voir page 2716, colonne 1, ligne 6 - ligne

1,2

../_..

m Voir Ia suite du cadre C pour la fin de la liste des documents

E Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

* Catégories spiciales de documents cités:

“A”" document définissant |'état général de la technique, non
considéré comme particuliérement pertnent

"E° document anténieur, mais publié 4 12 date de dépdt international
ou apres cette date

"L’ document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer la date de publication d'une
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

‘D" document se référant 4 une divulgation orale, 4 un usage, 4
une €xpositon ou tous autres moyens

‘P* document publi¢ avant la date de dépOt international, mais
postérieuremnent 4 la date de priorite revendiquée

*T* docurnent ultéricur publié aprés la date de dépot international ou la
date de priorité et n’appartenenant pas & 'état de la
technigue pertinent, mais cité pour comprendre le principe

ou la théornie constituant la base de l'invention
“X* document particuliérement pertinent; l'invention revendiquée ne peut
re conndeérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité

inventive par rapport au docurnent considér¢ isolément
document particuliérement pertinent; 1'invention revendiquée

ne peut &tre considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le docurnent est associ¢ 4 un ou plusieury autres
documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du métier

document qui fait partic de 1a méme famille de brevets

"y

&

Date 4 laquelle 1a recherche intcrnationale a été effectivemnent achevée

24 Aodt 1994

Date d’cxptdition du présent rapport de recherche internationale

3. 09, 94

Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Fax: (+ 31-70) 340-3016

Nom et adresse postale de I'administration chargée de la recherche internatonale

Fonctionnaire autorisé

Chambonnet, F

Formulaire PCT/ISA/210 (deuxiéme feuille) (juillet 1992)
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. Internationale No
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Cysuite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

voir le document en entier

Catégorie ° | Identification des documents cités, avec, le cas écheéant, l'indication des passages pertinents no. des revendications vistes
A HUMAN GENE TRANSFER 1
vol. 219 , 1991
pages 51 - 61
STATFORD-PERRICAUDET, L. & PERRICAUDET, M.
'Gene transfer into animals: the promise
of adenovirus'
voir page 58, alinéa 6
A CELL. 9-11
vol. 68, no. 1, 10 Janvier 1992 ,
CAMBRIDGE, NA US
pages 143 - 155
ROSENFELD, M.A. ET AL. 'In vivo transfer
of the human cystic fibrosis transmembrane
conductance gene to the airway epithelium'
voir le document en entier
A W0,A,93 06223 (CNRS) 1 Avril 1993 1
voir revendication 3 '
E WO,A,94 12649 (GENZYME CORPORATION) 9 Juin 1-10,15,
1994 24,26,
27,
30-32,
42,43,
46,49,
50,52-55

Formulaire PCT/ISA/210 (suite da In deuxidma feuilia) (juillet 1992)
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE PCT/ FR94/ 00624

Cadre I Observations - lorsqu’il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire I‘objet d’une recherche
(suite du point 1 de la premiére feuille)

Conformément 4 l'article 17.2)a), certaines revendications n‘ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants:

l. E Les revendications n ¢
se rapportent 2 un objet & 'égard duquel I'administration n'est pas tenue de procéder a la recherche, 2 savoir:

Remarque: Pour autant que la revendication 54 concerne une methode de
traitement du corps humain/animal, la recherche a ete effectuee et basee
sur les effets imputes au produit (a la composition)

2. D Les revendications n %
se rapportent & des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour

qu’une recherche significative puisse étre effectuée, en particulier:

3. D Les revendications n®*
sont des revendications dépendantes et ne sont pas rédigees conformément aux dispositions de la deuxiéme et de la

troisiéme phrases de la régle 6.4.a).

Cadre 11 Observations - lorsqu‘il y a absence d‘unité de Vinvention (suite du point 2 de la premiére feuille)

L‘administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir:

1. D Comme toutes les taxes additionnelles ont été payées dans les délais par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire 'objet d’une recherche.

2. D Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sy prétaient ont pu étre effectuées sans effort particulier
justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicité le paiement d’aucune taxe de cette nature.

3. Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees 2 été payée dans les délais par le déposant, le présent
rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles ies taxes ont été payées, & savoir
les revendications rf*:
4. Aucune taxe additionnelle demandée n‘a été payée dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur Finvention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est
couvertes par les revendications n®:
Remarque quant a la réserve D Les taxes additionnelles étaient accompagnées d’une réserve de ia part du déposant.

D Le paiement des taxes additionnelles n‘était assorti d’aucune réserve.

Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiére feuille (1)) (Juillet 1992)



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE [oo

Renscignements relatifs aux iaembres de familles de brevets

: Internationale No

W0-A-9412649
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Document brevet cité Date de Membre(s) de Ia Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
W0-A-9306223 01-04-93 FR-A- 2681786 02-04-93
AU-A- 2790292 27-04-93
EP-A- 0559884 15-09-93
JP-T- 6502771 31-03-94
09-06-94 AUCUN

Formulaire PCT/ISA/210 (annexs familles de brevets) (juillet 1992)




	Bibliography
	Abstract
	Description
	Claims
	Drawings
	Search report

