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Résumé

Dans un monde ou la course a I'innovation est de plus en plus rapide, il est important
pour une entreprise innovante ou un laboratoire de recherche public de mettre en place une
stratégie de protection et de valorisation de ses inventions qui soit performante. La
protection des résultats par des brevets revét une importance capitale pour le
développement industriel des biotechnologies qui forment un secteur innovant et
prometteur, et ol la R&D exige des investissements financiers considérables. Au-dela de cet
intérét fondamental, les brevets sont aussi une source de premier plan en matiére
d'informations technologiques, juridiques et stratégiques, pouvant étre exploitées a travers
des paysages brevets. Ces études constituent un outil privilégié d'aide a la décision en
matiére de stratégie de R&D puisqu’elles permettent de définir les axes de recherche des
concurrents et les niches de développement technologique libres de droits de Propriété

Intellectuelle.

Dans cette optique, mes travaux de theése ont consisté en I'élaboration et I'analyse de
plusieurs paysages brevets sur des technologies utilisées en bioproduction et en thérapie
génique : les transposons, les domaines de liaison a 'ADN de type doigt de zinc et les
éléments de contrdle de la chromatine. Ces études ont permis l'identification de niches de
développement technologique qui ont été intégrées dans les projets de recherche du
laboratoire. Cependant, l'information brevets comme indicateur concurrentiel et
technologique est largement méconnue dans les laboratoires de recherche publics pourtant
eux-aussi des acteurs de I'innovation. J’ai donc montré par mes travaux que les laboratoires
de recherche publics ont tout autant intérét a miser sur I'information brevets et la veille
stratégique pour rester compétitifs et innover. En effet, dans un contexte international ou la
compétition scientifique et économique s’intensifie, il est fort probable que les acteurs de
I'innovation qui réussiront seront ceux qui utiliseront I'information disponible avec le plus de

pertinence.

Mots clés: information brevets, paysages brevets, veille stratégique, biotechnologies,

bioproduction, thérapie génique.



Résumé en anglais

In a world where the innovation race is increasing fast, it is of economic importance
for an innovative company or a public research laboratory to develop a strategy for the
protection and enhancement of its inventions is efficient. Protection of results through
patents is critical for the industrial development of biotechnology which are an innovative
and promising sector where R&D requires considerable financial investments. Beyond this
fundamental interest, patents are also a source of information on technological, legal and
strategic, which can be exploited through patent landscapes. These studies are a key tool for
decision support in R&D since they allow to identify research strategies of competitors and

technological niches free from of Intellectual Property rights.

In this context, my thesis work has consisted in the development and analysis of
several landscapes patents on different technologies used in bioproduction and gene
therapy: transposons, zinc finger DNA-binding domains and chromatin control elements.
These studies allowed the identification of niches of technological development that have
been then incorporated within the laboratory’s research projects. However, patent
information as a competitive and technology indicator is largely unknown in the public
research laboratories, yet they are also actors of innovation. | have therefore showed in my
PhD thesis that public research laboratories have as much interest to capitalize on the
patent information and intelligence to stay competitive and innovate. Indeed, in an
international context where the scientific and economic competition intensifies, it is likely
that the innovation actors that succeed will be those who will use the information available

with the most relevance.

Keywords: patent information, patent landscape, strategic survey, biotechnology,

bioproduction, gene therapy.
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1. Introduction:

Les brevets au coeur du business des

biotechnologies et des biomédicaments



1.1. Origine des travaux de these

Mon projet de thése trouve son origine dans le plan d'exploitation d'un projet
européen du geme Programme-Cadre de Recherche et Développement Technologique
(PCRDT), SyntheGeneDelivery (2005-2009). Il s’agissait d’un projet STREP (Specific Targeted
Research Project) qui répondait a la ligne d’action FP6-LIFESCIHEALTH LSH-2004-1.2.4-4 sur
le développement de technologies innovantes de transfert de géne non virales pour la
thérapie génique ex vivo [wl]. SyntheGeneDelivery a été congu pour développer des
stratégies de transfert de genes pour les traitements de maladies héréditaires et acquises
chez I'homme. La thérapie génique représente de nouvelles possibilités de traitements
concernant des maladies pour lesquelles il n’existe pas actuellement de solutions

thérapeutiques. Le projet concernait une stratégie de thérapie génique ex vivo qui regroupe

plusieurs étapes successives :

1) le prélevement et la culture de cellules d’un patient,
2) lintroduction d’un géne thérapeutique dans les cellules prélevées a I'aide d’un
vecteur viral ou non-viral puis I'intégration dans le génome des cellules hotes,

3) laréimplantation des cellules génétiqguement modifiées chez le patient.

L'objectif de SyntheGeneDelivery était de développer un nouveau protocole pour
fournir une expression stable et a long terme d’un transgéne intégré dans le génome des
cellules souches avec un vecteur non-viral. Un des aspects du projet était donc de
développer un vecteur de transfert de gene. Par vecteur, on entend le résultat de
I'assemblage de systemes de transfection cellulaire et d'import nucléaire actif, associés a un
systeme d'intégration efficace, indépendamment de la taille du transgéne et du site
d'insertion spécifique dans les chromosomes. Le programme de travail prévoyait notamment

de résoudre trois verrous technologiques majeurs en matiere de transfert de géene :

1) linternalisation du transgene dans les cellules souches: le fragment d’ADN
d’intérét doit franchir la membrane plasmique de la cellule héte,
2) le transport et la traversée de I'enveloppe nucléaire du transgene: I'ADN

exogene doit parvenir jusqu’au au noyau,
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3) l'intégration du gene thérapeutique a un locus génomique spécifique de la

cellule hote.

L'équipe 2 Cellules usines, Ingénierie des protéines et Bio-informatique du GICC au
sein de laquelle j'ai réalisé mes travaux de these a focalisé ses travaux de recherche sur la
mise au point d’un vecteur non-viral qui s’intégre a un site chromosomique spécifique. Dans
cet objectif, les membres de I’équipe 2 ont cherché dans un premier temps a concevoir un
vecteur qui permette d’insérer des transgenes d’intérét dans les chromosomes. Dans un
second temps, ils devaient développer des solutions pour attribuer au vecteur un caractere
d’intégration site-spécifique, non seulement pour avoir une expression stable du transgéne
transporté par le vecteur, mais aussi pour limiter les effets déléteres liés aux insertions
multiples et aléatoires. L'importance de ce probléme de génotoxicité a été soulignée lors des
premiers essais de thérapie génique ex vivo réalisés sur des patients (« bébés bulles »)
présentant un déficit immunitaire combiné sévere lié au chromosome X. Ces patients sont
contraints de vivre en atmosphere stérile jusqu’a ce qu’ils bénéficient d’une greffe de moelle
osseuse compatible. Lors des essais, un phénomene de mutagénése insertionnelle délétere
est apparu dans quelques cellules de toutes les populations cellulaires traitées (intégration
du vecteur a proximité ou au sein méme d’un oncogene LMO2 dont la mutagenése peut
conduire a une prolifération de type leucémique). Apres réimplantation, les cellules souches
génétiquement modifiées et mutées ont provoqué des leucémies chez les patients [Fischer
et al., 2004]. L'attribution d’un caractere site-spécifique aux vecteurs d’intégration non-
viraux représente actuellement I'un des défis majeurs pour le transfert de géne, que ce soit
en thérapie génique ou en bioproduction. En effet, une utilisation alternative des vecteurs
issus de SyntheGeneDelivery concerne le transfert de géne ex vivo pour la production de
cellules usines, des cellules génétiquement modifiées dans I'unique but d’exprimer une
protéine recombinante. A la différence des cellules génétiquement modifiées pour la
thérapie génique, celles-ci ne sont pas implantées chez un patient mais cultivées en
bioréacteurs pour produire des protéines d'intérét pharmaceutique, également appelées

biomédicaments.
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Pour remplir les objectifs de SyntheGeneDelivery, un consortium a été mis en place
entre les partenaires publics et privés du projet. Il avait pour but d’organiser la gestion
globale du projet, la coordination des activités de recherches, mais également la gestion des
connaissances issues du projet, comme la gestion des droits de Propriété Intellectuelle (PI)
[European Commission, 2003 ; European Commission, 2006]. Parmi les activités visant a
promouvoir |'exploitation des résultats, des études de brevets permettent au projet
d’atteindre pleinement ses objectifs en matiére de Recherche & Développement (R&D). En
effet, elles participent a la définition et a I’évolution des stratégies technologiques des
projets et offrent la possibilité de localiser des niches favorables de développement
technologique. Dans le cas de SyntheGeneDelivery, elles ont aussi apporté une meilleure
compréhension du positionnement des acteurs dans le domaine du transfert de géne et,
comme nous le verrons, elles ont permis de localiser des niches de développement
technologique libres de PI. Elles permettent ainsi I'élaboration de solides stratégies de
recherche pour se positionner dans lI'environnement international de compétitions
scientifique et économique, sans se retrouver confronté a |'existence de droits de PI

appartenant a des tiers.

Dans cette optique, mes travaux de these ont consisté a analyser et interpréter les
paysages brevets concernant les technologies en cours de développement dans le cadre du
projet SyntheGeneDelivery. Cet objectif se déclinait a travers la mise en place d'une veille
technologique sur les quatre thématiques scientifiques du laboratoire (Génétique,
Immunothérapie, Chimie et Cancer), l'identification des acteurs publics et privés impliqués
dans ces technologies et l'identification des financements publics locaux, nationaux et

européens.

Mes travaux ont permis |'élaboration de cing articles qui constituent, avec la
méthodologie présentée dans la section 2. Matériel et méthodes, le coeur de mes résultats

de theése :

e Sustained transgene expression using non-viral enzymatic systems for stable
chromosomal integration. Palazzoli F, Carnus E, Wells DJ, Bigot Y. Curr Gene Ther.

2008 Oct;8(5):367-90, [Palazzoli et al., 2008]
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e Transposon tools: worldwide landscape of intellectual property and technological
developments. Palazzoli F, Testu FX, Merly F, Bigot Y. Genetica. 2010 Mar;138(3):285-
99, [Palazzoli et al., 2010a]

e Zinc finger monopoly : quelles sont les regles du jeu ? Palazzoli F, Carnus E, Merly F,

Goiran S, Bigot Y. Biofutur. 2010;306:58-62, [Palazzoli et al., 2010b]

e Characterization of monomeric protein domains binding specifically to a highly
conserved 100-bp target within rDNA genes. Carnus E, Demattei MV, Casteret S,
Carpentier C, Palazzoli F, Bire F, Bressac C, Renault S, Bigot Y. 2011. En revision,

[Carnus et al., 2011]

e Patent landscape of chromatin control elements: position effects in the
pharmaceutical bioproduction. Palazzoli F, Bire S, Bigot Y, Bonnin-Rouleux F. Nature

Biotechnology. 2011, accepté [Palazzoli et al., 2011]

Cette démarche originale pour un laboratoire de recherche public entre dans le cadre
d’une veille stratégique et de llntelligence Economique (IE), qui est définie comme
I'ensemble des actions coordonnées de recherche, de traitement, de distribution et de
protection de l'information utile aux acteurs économiques obtenue légalement [Martre
et al., 1994]. La veille stratégique quant a elle est un processus informationnel par lequel les
entreprises ou plus généralement les acteurs de linnovation, se mettent a I'écoute
anticipative de leur environnement interne et externe, dans le but de saisir des
opportunités, de maitriser les facteurs critiques de succes et d'agir ou de réagir avant les
autres [Lesca, 1994 ; Aron P & Petit, 1997]. Elle représente donc un outil privilégié d'aide a la
décision en matiére de stratégie de R&D et se base en partie sur la Pl. Une définition du
brevet, indispensable pour comprendre son importance et son utilisation notamment en

biotechnologies, est abordée dans la partie suivante.
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1.2. Le brevet, outil de protection et outil d’information®

1.2.1. Le brevet, outil de protection: généralités et cas des

biomédicaments

1.2.1.1. Définition

Un brevet est un titre de Pl qui offre a son titulaire la possibilité d’interdire a tout
tiers I'exploitation de l'invention couverte par le brevet, ce qui revient a lui accorder un
monopole d’exploitation. Ce droit est limité dans le temps, vingt ans a compter de la date de
dépot de la demande de brevet, et dans I'espace, car il est limité au(x) territoires(s) dans
le(s)quel(s) la protection a été demandée et accordée. Un brevet se présente en trois
parties : une premiére comprend toutes les informations bibliographiques (noms des
déposants et inventeurs, date de dépbt...); une deuxieme partie appelée « description »
décrit les caractéristiques de I'invention, les moyens d’y parvenir, elle est accompagnée le
cas échéant de figures (plasmides..) et de tableaux; une troisieme partie appelée

« revendications » définit la nature de la protection juridique souhaitée par le demandeur.

1.2.1.2. La procédure brevet

Des étapes clés jalonnent la vie du brevet : dépbt, extension, publication, examen et
délivrance. La vie d’'un brevet débute a la date de dépo6t de la demande de brevet. La
terminologie « demande de brevet » est a ne pas confondre avec « brevet » car, dans le
premier cas, il s’agit de la protection qui a été demandée et dans le second de la protection
qui a été accordée. Cette date de dépot génere un droit dit « droit de priorité » qui permet
pendant une durée maximum de douze mois de demander une protection pour la méme
invention dans d’autres pays que celui ol la premiere demande a été déposée. Cette
demande de protection supplémentaire est appelée « extension de la protection a
I’étranger ». Toutes les demandes de brevets et les brevets qui concernent une seule et
méme invention font partie de la méme « famille de brevets » (leur numéro de priorité est

identique). Si le demandeur ne souhaite pas bénéficier de son droit de priorité, I'étape

! Cette section reprend une partie du chapitre Le réle des brevets dans la protection des biomédicaments et de
leurs systémes de production [Palazzoli et al., 2010c], du livre Bio®: Biotechnologies — Bioproduction —
Biomédicaments.
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1. INTRODUCTION

d’extension de la protection a I’étranger n’a pas lieu. Dans les deux cas, |'étape suivante est
la publication, qui a lieu dix-huit mois aprés le dépo6t de la demande de brevet. La publication
rend accessible aux tiers les informations contenues dans la demande de brevet telles que
les informations techniques relatives a [l'invention elle-méme, les informations
administratives (le demandeur, les inventeurs, la date de dép6t...). La demande de brevet
entre ensuite dans un processus dit « d’examen » au cours duquel I'office de brevets du pays
considéré détermine si elle répond aux exigences de la loi en matiére de brevets.
Notamment, I'office de brevet détermine si la demande de brevet répond a des criteres dits
« de brevetabilité », a savoir : la nouveauté, I'activité inventive et I'application industrielle. A
I'issue de cette période d’examen, le brevet est accordé si tous les critéres sont remplis ou la
demande de brevet est rejetée si ce n’est pas le cas. Si le brevet est accordé, il expirera vingt

ans apres la date de dépot (Figure 1).

TO TO TO TO
+ 18 mois +3 a6 ans + 20 ans
" : examen .
I | =T - H
. : -_ si délivrance
ot e o pblaon 9% Cograion
) du brevet
TO + 12 mois TO + 30 mois
i :
0 I T0 | TO T0
r | + 18 mois ] +4 a10ans +21ans
de priorité .
B b
i T I 1 = i — e
publication examen A
dépot d'une ! | délivrance ¥ del_lvrta_noe
demande de brevet | | ou rejet expiration
I I du brevet
fin du délai .
de priorité entrée en phase

extension PCT nationale

Figure 1 : Etapes majeures de la vie d’un brevet en procédures nationale francaise et
internationale.
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Si le demandeur a choisi de bénéficier de son droit de priorité, cela signifie qu’il a
demandé dans un délai de douze mois suivant le dépot d’une premiére demande,
I’extension de la protection dans des pays supplémentaires. Classiquement, cette demande
d’extension est réalisée par un systéme centralisé international appelé systeme du PCT
(Patent Cooperation Treaty). Ce traité a pour but de simplifier les procédures de dépots de
brevet dans plus de 140 pays, en permettant a une unique demande dite « internationale »
ou demande PCT, d’éclater en un faisceau de brevets dans les pays désignés. L'étape de
publication de la premiere demande a lieu de la méme maniere dix-huit mois aprés le dépot.
Dans ce cas de figure, deux publications ont lieu dans le méme temps, celle de la premiere
demande et celle de la demande internationale. Lorsqu’une extension par voie
internationale a été demandée, le demandeur doit désigner les pays ou il souhaite obtenir
une protection parmi les pays adhérents au systeme PCT, dans les trente mois a compter du
dépot de la premiére demande de brevet. Cette étape est appelée « entrée en phases
nationales ». A I'issue de ce choix, la demande de brevet sera examinée dans chacun des
pays désignés par 'office de brevets correspondant. Chacun de ces pays statuera sur la
délivrance ou le rejet du brevet. Il est a noter qu’il n’existe pas de brevet international : une
demande unique ne permet pas d’obtenir un titre unique. Seule la demande est
internationale, mais elle aboutit en autant de brevets que de pays choisis. L'expiration des
brevets interviendra vingt ans apreés la date de dép6t de la demande internationale soit vingt

et un ans apreés le dépot de la premiére demande.

1.2.1.3. Le Certificat Complémentaire de Protection (CCP)

Pour les médicaments et les produits phytopharmaceutiques, il existe un titre de PI
supplémentaire : le Certificat Complémentaire de Protection (CCP). Il est organisé par le
droit des brevets mais fait intervenir des aspects reglementaires liés aux médicaments car il
ne peut étre obtenu que si une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) a été accordée
avant I'expiration du brevet. Le CCP permet au titulaire d’'un brevet disposant d’'une AMM
pour le produit couvert par le brevet, de prolonger la durée de protection du produit en
guestion. Cette disposition a été mise en place dans de nombreux pays et vise a compenser
I'impossibilité d’exploiter une invention de médicaments durant les phases préalables et

parfois longues d’essais cliniques. Il est important de souligner qu’un produit peut étre
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couvert par un brevet délivré et ne pas obtenir d’AMM et, a I'inverse, un produit ayant recu
une AMM peut ne pas étre couvert par un brevet. En effet, les systemes réglementaires et
d’examen des brevets sont indépendants. Le CCP prolonge la durée de protection d’'un
brevet d’un maximum de cing ans et son obtention ne peut pas générer une protection
supérieure a quinze ans a compter de I'obtention de ’'AMM en Europe (quatorze ans aux

Etats-Unis).

1.2.1.4. Les conditions de brevetabilité

Un biomédicament est constitué de toute substance utilisée ou utilisable en thérapie
issue de matiere biologique (extraction) ou produite par un procédé de biotechnologies (qui
incluent la recherche en ingénierie moléculaire des processus biologiques chez les
procaryotes et les eucaryotes, mais aussi I'ensemble des approches regroupées sous le
chapeau de recherche fondamentale et translationnelle concernant la santé humaine et
animale). En matiere de brevet, le biomédicament ne se distingue pas du médicament ou de
toute autre invention. En effet, pour étre protégeable par un brevet, le biomédicament doit
étre nouveau, impliguer une activité inventive et étre susceptible d’application industrielle.
Ces trois critéres constituent le fondement de la brevetabilité d’une invention. En d’autres

termes, pour pouvoir étre protégeable par un brevet, un biomédicament :

e ne doit pas faire partie de I’état de la technique (concept de nouveauté), c'est-a-
dire gu’il ne doit pas avoir fait 'objet d’'une publication, d’'une demande de
brevet, d’'une communication orale, d’'un devis ou de tout autre type de
divulgation, avant la date de dép6t de la demande de brevet ;

e ne doit pas découler de maniere évidente de ce qui est déja connu (concept
d’activité inventive). C'est-a-dire qu’a la lecture de ce qui est déja connu, un
homme normalement qualifié dans le domaine technique (appelé « homme du
métier » en droit des brevets) ne doit pas pouvoir parvenir a l'invention ;

e doit étre susceptible d’application industrielle, c'est-a-dire étre fabriqué ou

utilisé dans I'industrie.
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Il en va de méme pour un procédé d’obtention ou un systeme de production d’un
biomédicament que l'on souhaiterait protéger, ou encore d’une utilisation de ce

biomédicament dans une indication donnée.

1.2.1.5. La Directive relative a la brevetabilité du vivant

Il est difficile de s’intéresser aux biomédicaments sans évoquer la brevetabilité du
vivant. Au niveau européen, la Directive 98/44/CE du 6 juillet 1998 tente de poser les grands
principes de la brevetabilité dans le domaine du vivant et d’harmoniser les législations
nationales. Pour produire ses effets, dans les droits nationaux, la Directive 98/44/CE a di
étre transposée dans chacun des états membres. Ce fut le cas en France en 2004, en
conséquence de quoi, le code de la Pl a été modifié. Dans cette Directive, le premier point a
souligner est le fait que la matiére biologique est brevetable a condition que I'invention
respecte les trois principes fondateurs de la brevetabilité et que cette matiere biologique ait
été produite a I'aide d’un procédé technique, méme si elle préexistait dans la nature. Les
inventions qui découlent de matiére biologique ne sont donc pas exclues de la brevetabilité.
La directive définit ce qu’est la « matiére biologique » comme une matiére contenant des
informations génétiques et qui est autoreproductible ou reproductible dans un systeme
biologique. Cette méme directive statue par ailleurs sur la non-brevetabilité du corps
humain et de ses éléments. Elle précise que « le corps humain aux différents stades de sa
constitution et de son développement, ainsi que la simple découverte d’un de ses éléments,
y compris la séquence ou la séquence partielle d’'un géne ne sont pas brevetables ». En effet,
ceci constituerait une « simple découverte » et les découvertes font parties des éléments
exclus de la brevetabilité. Elle définit aussi les éléments exclus du champ de la brevetabilité

dans le domaine du vivant, a savoir :

o les procédés de clonage des étres humains,

e |es procédés de modification de I'identité génétique germinale de I’étre humain,

e |utilisation d’embryons humains a des fins industrielles ou commerciales,

o les procédés de modification de l'identité génétique des animaux de nature a
provoquer chez eux des souffrances sans utilité médicale substantielle pour

I’lhomme ou I'animal.
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Cependant, la Directive 98/44/CE stipule aussi qu’un « élément isolé du corps humain
ou autrement produit par un procédé technique, y compris la séquence ou la séquence
partielle d’un géne, peut constituer un élément brevetable méme si sa structure est
identique a celle de I'élément naturel ». Cela signifie que le fait d’isoler une protéine ou un
géne par la mise en ceuvre d’un procédé technique peut constituer une invention brevetable
si celle-ci répond aux criteres de brevetabilité. Elle précise aussi que « |’application
industrielle d’'une séquence ou d’une séquence partielle d’'un géne doit étre concretement
exposée dans la demande de brevet ». Il faut donc que I'application d’'une séquence soit
définie pour qu’une séquence soit brevetable. La fonction d’une telle séquence n’est pas
nécessairement décryptée mais son utilisation doit étre décrite. La directive a introduit ici
une limitation en ce qui concerne la brevetabilité des séquences. Du séquencage permettant
de mettre en évidence des génes ne pourrait pas donner lieu a un brevet si une application
n‘est pas associée a chaque séquence. Enfin, il est important de souligner qu’en droit
francais seule l'utilisation d’une séquence ou d’'une séquence partielle d’'un gene est
brevetable. En conséquence, la portée d’une revendication couvrant une séquence ou une
séquence partielle d’'un géne est limitée a la partie de cette séquence directement liée a la

fonction spécifique concretement exposée dans la description.

A I'exception des exclusions ci-dessus, il ressort de cette directive que tout
médicament dérivé ou constitué de matiére biologique (biomédicament) peut étre
brevetable si sa mise en évidence fait intervenir un procédé technique et si, dans le cas
d’une séquence, I'application de celle-ci est concretement définie. Les biomédicaments
doivent également répondre aux autres criteres de brevetabilité au méme titre que toute

invention.

1.2.1.6. Les différents types de brevet

Plusieurs types de brevets sont envisageables : brevet de produit, de procédé ou
d’utilisation. La protection la plus large est donnée par un brevet de produit qui interdit a
tout tiers d’exploiter le produit en question, quel que soit le procédé utilisé pour sa

production ou l'utilisation qui en est faite. Un brevet de procédé (de purification d’'une
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protéine par exemple) empéche un tiers de produire la protéine en question en reproduisant
le procédé protégé, mais il n"'empéche pas le tiers de produire ladite protéine par un autre
procédé (de purification pour I'exemple donné). Le brevet d’utilisation a une portée moins
large que les deux types précédents, en ce sens qu’il interdit aux tiers d’utiliser un
biomédicament donné dans une indication thérapeutique donnée mais il n"'empéche pas
I'utilisation dudit biomédicament en tant que tel dans d’autres indications. Il est important
de souligner qu’'un méme brevet peut contenir des revendications de produits, des
revendications de procédé permettant I'obtention du produit et des revendications
d’utilisation de ce produit. Mais ces différents types de protection peuvent aussi étre

présents dans des brevets différents et méme détenus par des déposants différents.

1.2.2. Le brevet, outil d’information - Articlel: Les brevets: une
source d’informations stratégiques pour les acteurs privés et

académiques

1.2.2.1. Ll’information brevets dans la veille technologique et stratégique

L'objectif du systeme des brevets est d’encourager l'innovation et la croissance
économique [OMPI, 2003]. Ces droits de Pl ont deux fonctions principales. La premiére a été
présentée précédemment : permettre a un détenteur d’interdire tout tiers d’exploiter sur un
plan commercial une invention protégée dans un pays donné et pour une durée déterminée.
La seconde fonction repose sur la publication et par conséquent la divulgation de
I'information technique nouvelle. En effet, comme je I'ai évoqué auparavant, une demande
de brevet est publiée dix-huit mois aprés la date de dépdbt et cette divulgation se fait a
I’échelle mondiale. Autrement dit, c’est un moyen pour le public et donc pour la
communauté scientifique, d’accéder a I'information technique nouvelle et d’exploiter ces
connaissances. Les demandes de brevets et les brevets, rassemblés sous le terme unique
« documents brevets », constituent alors une source unique d’information technologique.
L'Office Européen des Brevets (OEB) estime méme que pour certains domaines
technologiques, jusqu'a 80% des connaissances techniques actuelles ne peuvent étre
trouvées que dans les documents brevets [European Commission & EPO, 2007]. Cette

information est définie par I'OEB sous le terme d’« information brevets », et désigne les
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informations techniques qui figurent dans les documents brevets ainsi que les informations
juridiques qui s'y rapportent [w2]. L'Office Mondial de la Propriété Intellectuelle (OMPI)
ajoute méme qu’il s'agit du recueil de documents techniques sur les technologies nouvelles

et innovantes le plus complet, le mieux organisé et le plus actualisé [w3].

L'information brevets comporte quatre dimensions (Figure 2) :

e des informations techniques : elles sont tirées de la description et des dessins de
I'invention. La description comprend le domaine technique, I'état de l'art
antérieur, un exposé de I'invention, des figures et les applications industrielles ;

e des informations juridiques : elles proviennent des revendications définissant
I’étendue de la protection de la situation juridique du brevet (en vigueur ? Dans
quel pays ?), et plus généralement de la vie de la demande de brevet c’est a dire
de sa validité dans le temps et dans I'espace (dép6t, priorité, publication, retrait,
abandon, opposition, délivrance, déchéance...) ;

e des informations stratégiques et commerciales (concurrentielles) : elles dérivent
des informations bibliographiques et administratives concernant le dépot (date
de dépot, noms et adresses des (co-)déposants, (co-)inventeurs...) ;

e des informations relatives a la politique des pouvoirs publics : leur origine vient
de I'analyse de I’évolution des dép6bts. Elles sont susceptibles d’étre utilisées par
les responsables de I'élaboration des politiques, par exemple dans le cadre de la

stratégie industrielle d’'un pays.
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Figure 2 : Capture d’écran d’esp@cenet présentant la demande de brevet internationale
W02004078981. La navigation a I'aide des onglets permet de visualiser les différents types
d’informations disponibles.

Dans ce contexte, I'information brevets représente une source de premier plan en
matiere d'informations techniques, juridiqgues et stratégiques, qui peut étre utilisée a

différentes fins [OMPI, 2003] :

e s’informer sur I'état de la technique ou I'état de I'art, et donc d’éviter de faire
plusieurs fois le méme travail sur le plan de la R&D ;

e évaluer la brevetabilité d’'une invention et notamment sa houveauté ;

e estimer la valeur des brevets ;

e collecter des données commerciales et s’informer sur les titulaires des brevets,
les inventeurs et suivre les activités des concurrents (orientations de R&D) ;

e recenser les tendances clés et les concepts émergents dans le développement
des technologies ;

e éviter d’étre en position de contrefacon en portant atteinte a des droits de PI

appartenant a des tiers ;
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1. INTRODUCTION

e améliorer la planification des décisions commerciales telles que la concession de
licences, la conclusion de partenariats technologiques, les acquisitions ;

e identifier des niches de développement technologiques, en exploitant des
inventions divulguées provenant de demandes de brevets qui n’ont jamais été
acceptées, de brevets qui ne sont pas valables dans certains pays ou de brevets

qui ne sont plus en vigueur...

En dépit de la valeur du brevet comme indicateur concurrentiel et technologique,
cette source reste peu exploitée a cette fin par les entreprises technologiques en Europe
avec seulement 61% d’utilisateurs de I'information brevets contre 95% aux Etats-Unis

(Figure 3).

6%

- Etats-Unis
i 3%
1%
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T T

92%

® Utilisateurs de brevets
® Utilisateurs d'IB mais pas de brevets

@ Intéressés par l'information brevets (IB)
@ Non intéressés par I'IB :

ey AR

2%

Figure 3 : Utilisation des brevets et de I..’ihfb.r.rﬁatlghmbrevets dans les entreprises
technologiques en Europe et aux Etats-Unis [OEB, 2010a].

Le brevet fait partie intégrante de la stratégie des entreprises qui I'utilisent soit dans
le cadre d’une politique active de PI soit en tant que source d’informations stratégiques et
concurrentielles. Cependant, cette derniére fonction est largement méconnue dans les

laboratoires de recherche publics, qui sont également des acteurs de l'innovation. La
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recherche publique étant un réservoir non négligeable d'innovations, c’est dans ce contexte

qgue l'article 1 s’integre.

1.2.2.2. Articlel
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D INFORMATIONS STRATEGIQUES POUR

LES ACTEURS PRIVES ET ACADEMIQUES

Le contexte actuel international de compétition scientifique et économique place les brevets comme un outil
indispensable pour le business des biotechnologies. D'un c6té, ils accordent aux titulaires un avantage concurrentiel
en garantissant la protection d’une invention. De |'autre, ils fournissent a tous les acteurs impliqués dans ce
secteur a haut degré d'innovation des informations essentielles pour la prise de décisions stratégiques.

Face a I'extréme complexité du vivant,
les biotechnologies sont un secteur ol
la R&D est particuliérement intensive, ce
qui impliqgue des investissements
financiers considérables. La protection
des résultats revét donc une importance
capitale pour le développement
industriel des innovations technologiques
(1). Dans ce secteur de pointe, les
brevets représentent la protection la
plus efficace pour sécuriser les
inventions. Par ailleurs, la valorisation de
ces avantages concurrentiels va jouer un
role clé dans I'économie et le
développement des entreprises concernées.
Celles-ci vont pouvoir, par exemple,
amortir indirectement les co(its de R&D
en exploitant elles-mémes leur invention
ou en attribuant des licences
d'exploitation a des tiers. Ces droits
exclusifs et la protection des brevets
eux-mémes vont étre directement
intégrés dans le business model et la
stratégie de développement des
entreprises de biotechnologies (2). En
effet, un portefeuille de titres de
propriété industrielle (PI) régulierement
renforcé (perfectionnements, applications

{ EVOLUTION DES DEPOTS DES INDUSTRIELS
65

nouvelles) et qui s'inscrit dans une
stratégie cohérente est un atout majeur
pour convaincre les investisseurs
potentiels lors des levées de fonds
nécessaires au développement des
sociétés de biotechnologies. De plus, il
renforce les pouvoirs de négociation
auprés des partenaires, clients et
concurrents et lors de la phase finale de
rachat de la société.

Toutefois, ils ne constituent pas
uniquement un moyen de protection. En
effet, les brevets représentent, au méme
titre que les articles scientifiques, une
source d'informations incontournable
pour l'analyse de [I'état de [I'art
technologique mais également pour la
prise de décisions stratégiques.
['Organisation mondiale de la propriété
intellectuelle (OMPI) rappelle que le
systeme des brevets « vise a encourager
I'innovation et la croissance économique
». C'est pourquoi, en contrepartie du
monopole d'exploitation accordé au
titulaire du brevet, la demande est
rendue publique 18 mois aprés la date
de dépot, et ce quel que soit le pays. Les
caractéristiques techniques nouvelles de
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I'invention sont alors dévoilées a
I'échelle mondiale. La divulgation de
cette « information brevet », définie par
I'OMPI comme « toute information qui a

" Une PI REGULIEREMENT |
RENFORCEE est un
ATOUT MAJEUR pour
CONVAINCRE LES

INVESTISSEURS

déja été publiée dans un document de
brevet ou qui peut étre tirée de 'analyse
de statistiques relatives aux brevets »,
permet ainsi a tout tiers d'en exploiter
les connaissances, par exemple pour
contourner le titre ou s'y opposer. Elle
couvre plusieurs types de données.
Celles contenues dans la description de
I'invention et ses dessins sont tout
d'abord des informations techniques qui
ne sont souvent pas disponibles en
dehors des documents brevets. Il est

estimé que jusqu'a 80 % des
connaissances techniques actuelles
peuvent étre trouvées dans les

demandes de brevets et les brevets
accordés. Au-dela, le titre recele
également des informations juridiques
qui sont contenues dans les
revendications délimitant I'étendue de
la protection. Celles-ci peuvent étre
exploitées pour déterminer la liberté
d'exploitation afin de ne pas étre en
situation de contrefacon. Enfin, des
données liées au business (pays
désignés...) vont fournir des précisions
essentielles pour la prise de décisions
stratégiques. Ces derniéres peuvent étre
exploitées sous la forme de paysages
brevets, en tenant compte des facteurs
technologiques et de I'analyse de
'environnement. Etablies sous forme de

représentations graphiques de I'ensemble
(suite p.7)
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des brevets d'une technologie, elles vont
leur permettre de manager leur
portefeuille de titres de Pl et d'identifier
leur environnement en définissant les
axes de recherche concurrents pour
ainsi mieux définir les orientations
stratégiques avant de lancer des projets
de R&D (rachat de sociétés concurrentes,
négociation de collaborations ou de
licences d'exploitation...). L'analyse des
paysages brevets permet aussi de
déterminer les acteurs clés (déposants
et inventeurs) et leurs réseaux de
collaboration. Elle offre également la
possibilité de détecter des équipes
émergentes, définir des tendances
technologiques, identifier des technologies
complémentaires et estimer la valeur de
certains actifs (brevets fondateurs). Ces
outils d'intelligence économique apportent
donc une meilleure compréhension du
positionnement des compétiteurs d'un
secteur et permettent de suivre
I'évolution de leur environnement. Leur
exploitation correspond purement a une
démarche d’entreprise. Cependant, les
acteurs du monde académique se
retrouvent eux aussi confrontés a ce
méme contexte de mondialisation et de
compétition et ont donc de plus en plus
recours a l'information brevet.

Vers une exploitation de
I'information brevet en laboratoires
de recherche publics ?

Les laboratoires de recherche publics
ont une vraie légitimité a exploiter eux
aussi 'information brevets et les outils
d'aide a la décision. Tout d'abord, les
chercheurs  académiques  peuvent
consulter les informations techniques
des brevets au méme titre que celles des
articles scientifiques, dans le cadre de
leur veille bibliographique. De plus, pour
financer leurs recherches, ils sont de
plus en plus amenés a répondre a des
appels a projets (AAP), ou la Pl est au
coeur méme du processus de
valorisation des résultats issus des
laboratoires publics. Au méme titre que
les sociétés, la PI, sa solidité et la
stratégie de valorisation des résultats
font partie intégrante des critéres
d'éligibilité des projets publics financés.
Par exemple, dans les AAP européens
des Programmes cadres de recherche et
de développement technologique, il est
demandé de « décrire I'état de I'art et les
avancées proposées par le projet, mais
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aussi de démontrer le caractere innovant
du programme proposé, en se référant
aux études de brevets préliminaires qui
ont pu étre réalisées ». Par ailleurs, les
biotechnologies sont un secteur ou
I'émergence de start-up exploitant une
innovation technologique issue de
laboratoires académiques est fréquente.
Le cadre de création de ces spin-off est

L'ANALYSE du
paysage brevets

est STRATEGIQUE
pour une

ENTREPRISE

méme rendu favorable grace a diverses
mesures comme |'’AAP Emergence de
I'’Agence nationale de la recherche, le
concours national d'aide a la création
d'entreprises de technologies innovantes,
ou les incubateurs. Enfin, dans le secteur
des médicaments, en pleine mutation depuis
une quinzaine d‘années, les partenariats
entre les sociétés pharmaceutiques et les
laboratoires publics se multiplient pour
faire face au défi des innovations
thérapeutiques. L'exploitation de ces
informations stratégiques par un acteur
académique peut donc étre un
argument, en plus de son expertise
scientifique, dans les négociations avec
des partenaires industriels.

Avoir une telle démarche d'entreprise
d'intelligence économique au sein
méme d'un laboratoire de recherche
public est un pas supplémentaire vers
I'optimisation des efforts d'innovation.
Par exemple, a I'UMR 6239 - Génétique,
Immunothérapie, Chimie et Cancer de
Tours, I'exploitation de [l'information
brevets a contribué a l'obtention de

o N° 477

différents financements de projets du
laboratoire et de plusieurs contrats. En
outre, plusieurs travaux portant sur la Pl
de technologies issues de I'ingénierie
génétique ont été présentés, sous la
forme de communications orales et de
posters, lors de divers congrés
internationaux, européens et nationaux.
Par ailleurs, le laboratoire a initié une
collaboration avec la société FIST SA
(France Innovation Scientifique et
Transfert, filiale du CNRS), dont une des
expertises porte précisément sur
I'analyse de portefeuilles de brevets.
L'intégration d'une telle structure
exploitant l'information brevets et
travaillant en étroite collaboration avec
les équipes de recherche représente
donc un réel enjeu. Cependant, cela
reste peu développé en France, a
I'inverse de nombreux laboratoires
académiques chinois qui possédent une
cellule de veille stratégique et innovent
fortement en biotechnologies. |

Fabien Palazzoli

Doctorant en analyses de la
propriété industrielle en
sciences de fa vie

UMR CNRS 6239 Génétique,
Immunothérapie, Chimie et
Cancer
fabien.palazzoli@etu.univ-tours. fr

1 - Lire « Savoir déposer des brevets solides dans
I'urgence est une des contraintes des biotech »
dans le n°404 de Bf du 02/02/2009

2 — Lire « Propriété intellectuelle : Cellectis ne
lache rien » dans le n°459 de Bf du 26/04/2010




1.2.2.3. Utilisation d’outils d’analyse pour I’élaboration de paysages brevets

Dans un monde ou le volume d'informations disponibles double presque tous les
deux ans, des outils vont permettre de ressortir une information décisionnelle d’un volume
important d’informations tres variées, ce qui impliquera un tri a effectuer. L'information
brevets est a la disposition du public a travers de nombreuses bases de données qui
couvrent chacune des collections particulieres de documents. Aucune base de données ne
couvre la totalité des documents brevets publiés au niveau mondial et ne permet
d’interroger toute l'information disponible. Par conséquent, la premiere difficulté pour
exploiter I'information brevets prend son origine dans le choix des bases de données a
méme de receler I'information pertinente (quelle couverture ? Quelles limites ?). S’y ajoute
la difficulté de la méthodologie d’interrogation des bases pour obtenir les stratégies de
recherche les plus performantes (opérateurs booléens ou de proximité, combinaison des
étapes de recherche entre elles...). Seules des requétes d’un niveau de complexité élevé
permettront d’atteindre les documents brevets les plus pertinents. Une fois les documents
brevets identifiés, deux facons d’analyser I'information brevets se présentent a nous : une
méthode qualitative et une méthode quantitative. La premiére visera I'analyse concise du
contenu d’un petit nombre de documents brevets, dans le but par exemple d’évaluer le
caractere de nouveauté d’une invention ou de rechercher des atteintes potentielles a des
droits de PI. La seconde porte quant a elle sur le traitement statistique de grand volume de
documents brevets. Dans ce cas, l'information brevets peut étre définie comme « toute
information qui peut étre tirée de l'analyse de statistiques de documents brevets ».
L'analyse des résultats se fait alors a I'aide de représentations visuelles telles que des
diagrammes en barres, des graphiques linéaires ou a secteurs... Cette approche par
représentation graphique est aisément compréhensible ce qui facilite la lecture et
I'interprétation des résultats. En effet, une telle visualisation synthétise un maximum
d’informations sous une forme structurée et met ainsi en évidence des relations de facon
pertinente. On parle alors de « paysages brevets » ou de « cartographies brevets » [w4]. Ces
représentations graphiques de I'ensemble des documents brevets d’une technologie vont
permettre de comprendre les axes de recherche des concurrents et ainsi de mieux définir

ses propres stratégies de R&D.
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Pour faciliter et exploiter efficacement linformation brevets, il est possible
d’exploiter les nombreux progrés des laboratoires des sciences de l'information et de la
communication. Les outils qu’ils développent peuvent étre programmés automatiquement
pour effectuer une recherche et un traitement de l'information. Cependant, les outils
logiciels ne sont pas doués de la faculté d'analyse stratégique nécessaire pour suivre les
choix des acteurs en présence dans un secteur face a I'évolution technologique [Durand,
1993]. Le systéeme d’information repose donc également sur la compétence des hommes et
des experts [Dou et al., 1993]. L'auteur Anthony Trippe définit la science de I'analyse de
I'information brevets pour la découverte de relations et de tendances avec le terme
« patinformatics » [Trippe, 2002 ; Trippe, 2003]. Plusieurs outils sont disponibles pour
I’analyse de collections entiéres et volumineuses de documents brevets et ils présentent les
résultats sous une forme rapide, analytique et détaillée. Bien entendu, il faut tenir compte
des contraintes budgétaires des laboratoires, en recherche perpétuelle de financements
pour leurs projets de recherche. Certains logiciels représentent un investissement
important, allant de quelques milliers d’euros a plusieurs dizaines de milliers par an. Il existe
cependant plusieurs outils libres ou a des prix moindres qui permettent de bien démarrer les
activités d’une cellule de veille stratégique. C'est par exemple le cas des logiciels de la
société Matheo Softwares qui proposent les outils Matheo Patent [w5] et Matheo Analyzer

[w6] a des prix trés abordables pour des laboratoires de recherche publics [Dou, 2004].

Bien qu'essentielle, l'information brevets ne correspond qu’a une partie des
informations disponibles pour les acteurs de I'innovation. Les autres informations a intégrer
dans le processus de veille technologique peuvent étre de plusieurs natures : articles de
journaux spécialisés, theses, littérature grise, livres, résumés, comptes rendus de congres,
notices techniques et technologiques des fabricants, rapports d’activités des sociétés, bases
de données spécialisées..., sans oublier l'information informelle souvent orale. Face aux
difficultés a réaliser un état de I'art exhaustif, il est donc important de s’intéresser a toutes
les sources d’informations disponibles, tout en tenant compte des différents supports

disponibles : papier, électronique, oral, visuel...
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1.3. Du médicament au biomédicament: évolution du paysage

des produits thérapeutiques et importance des brevets

1.3.1. Impact des biotechnologies sur le marché des produits
thérapeutiques

Le marché des produits thérapeutiques est en plein bouleversement et ce depuis une
guinzaine d’années. Cette situation est en partie due a I'expiration de nombreux brevets
protégeant principalement des médicaments issus de I'industrie chimique. A I'expiration
d’un brevet, celui-ci tombe dans le domaine public, permettant ainsi les copies appelées
génériques. Un générique est une copie conforme d’'un médicament princeps qui comporte
le méme principe actif et a le méme effet thérapeutique. La molécule princeps est protégée
trés en amont de son exploitation commerciale. En effet celle-ci intervient généralement dix
a douze ans apreés le dép6t de la demande de brevet principale et les essais cliniques ont lieu

entre cing et dix ans aprés son dép6t (Figure 4).

Screening (10,000 molecules)
\

1 medicinal product

Q 5 yoars 10 years 15 yaare 20 years 25 years
Patent expiry SPC (supplementary
protection certificats) max.+ 5 ysars
10 ye=ars of RED 2 to 8 years

of acministrative procodures

Figure 4 : Schéma de développement d’une molécule thérapeutique, du dépét de brevet a
son exploitation commerciale (Source : Fédération Européenne des Associations et Industries
Pharmaceutiques 2008).
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L'expiration des brevets et I'arrivée des génériques font partie intégrante de ce
bouleversement du marché pharmaceutique. Cette évolution majeure concerne tous les
acteurs liés de prés ou de loin aux médicaments : les patients et associations de défense des
malades, les médecins ainsi que tous les intervenants de la chaine du médicament, de la
R&D a leur mise sur le marché, en passant par les instances nationales et européennes qui
gérent les dépenses de santé. En effet, beaucoup de gouvernements comptent sur les
génériques pour réduire les colits de fonctionnement des systémes de santé. Par
conséquent, ils favorisent leur développement et leur mise en vente a des prix inférieurs a

leurs équivalents princeps.

Les grandes entreprises pharmaceutiques, également appelées Big Pharmas,
subissent quant a elles de plein fouet le développement des génériques, particulierement
lorsque le produit princeps correspondant est un blockbuster. Un blockbuster est une
molécule dont I'exploitation génere un chiffre d’affaire de plus d’un milliard de dollars (plus
de 660 millions d’euros) par an. L'expiration des brevets relatifs a ces blockbusters et la
commercialisation des génériques correspondants impactent fortement le chiffre d’affaire
global des sociétés pharmaceutiques. Pour exemple, le médicament Singulair® de Merck
(traitement de I'asthme) va tomber dans le domaine public en 2012. Ce médicament génére
actuellement plus de 4,5 milliards de dollars de vente. Cest également le cas de
I’anticholestérol vedette Lipitor® de Pfizer, qui représente a lui seul douze milliards de
dollars de vente et dont le brevet expire en 2011. L’arrivée de génériques engendre
nécessairement une perte de chiffre d’affaire pour le produit princeps, ce qui oblige les

sociétés de biotechnologies a réagir face a cette situation.

L'innovation est de plus en plus difficile dans le domaine des médicaments et ceci
pousse les sociétés pharmaceutiques a s’adapter a cette évolution majeure de leur
environnement, en redéfinissant leurs stratégies R&D et commerciale. A ce jour, plusieurs
options peuvent étre envisagées. Certaines sociétés ont opté pour produire et
commercialiser des génériques de leurs molécules princeps. Ainsi, Sanofi-Aventis devrait
commercialiser sa propre version générique de I'un des médicaments les plus vendus au
monde : le Plavix® (antithrombotique avec plus de 2,5 milliards d’euros de ventes dans le

monde en 2008). De son c6té, Novartis réalise des acquisitions d’achats de sociétés
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spécialisées dans les génériques (Azupharma, Lek). La firme Lilly a de son c6té poursuivi en
justice pour contrefacon des fabricants de génériques pour son antidépresseur Prozac®,
exemple d’une lutte a l'issue juridique incertaine. D’autres entreprises pharmaceutiques
vont se rapprocher et fusionner afin de posséder un portefeuille de molécules en
développement plus conséquent. C’'est I'opération choisie par Pfizer et Wyeth (opération de
46,8 milliards de dollars) ou de Merck et Schering-Plough (pour un colt de 41 milliards de
dollars). Enfin, d’autres encore vont se tourner vers les molécules innovantes issues du
passage des technologies de I'industrie de la chimie a celles de [lindustrie des

biotechnologies.

L'Organisation pour la Coopération et le Développement Economiques (OCDE)
propose une définition extrémement large des biotechnologies : I'application de la science
et de la technologie a des organismes vivants, de méme qu’a ses composantes, produits et
modélisations, pour modifier des matériaux vivants ou non-vivants aux fins de la production
de connaissances, de biens et de services [w7]. Ceci peut se faire par I'acquisition de
molécules innovantes par des accords de licensing-in, c'est-a-dire I'acquisition de produits a
différents stades de développement (préclinique ou clinique, via des contrats de licence ou
de cession des droits). Cela peut aussi se faire par le biais de rachats de sociétés de
biotechnologies de taille plus ou moins importante. C’est I'option choisie par Roche qui a
récemment racheté Genentech pour 46,8 milliards de dollars, 'une des plus grandes
entreprises de biotechnologies au monde, mais aussi par Merck qui a annoncé son souhait
d’acquérir GlycoFi pour 400 millions de dollars. Ces sociétés biopharmaceutiques vont vy
puiser de nouvelles sources d’innovation thérapeutique et se positionner sur des marchés
émergents a forte croissance : ceux des biomédicaments. Leur développement va profiter
pleinement des progrés scientifiques et des évolutions technologiques issus des
biotechnologies, comme par exemple I'ingénierie génétique, les criblages a haut débit, les
analyses bioinformatiques et les séquencages de génomes (dont le projet international
HUman Genome Organisation, communément appelé HUGO). Cependant, les
biotechnologies sont un des secteurs ou la recherche est la plus intensive et la R&D exige des
investissements financiers considérables. La protection des résultats qui en sont issus revét

donc une importance capitale pour leur développement industriel. Le brevet est donc un
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élément encore plus essentiel pour la valorisation des biomédicaments que pour celle des

molécules chimiques thérapeutiques.

1.3.2. Les biomédicaments : généralités

Comme défini précédemment, un biomédicament est constitué de toute substance

utilisée ou utilisable en thérapie issue de matiere biologique ou produite par un procédé de

biotechnologies. Les biomédicaments sont soumis a une classification qui comprend quatre

grands groupes :

e |es peptides et protéines : ce groupe met en évidence la distinction a faire entre les

protéines naturelles extraites de la matiere biologique et les protéines dites

recombinantes (éléments composés de matiere biologique) produites par des

moyens biotechnologiques. Les peptides et protéines sont subdivisés en fonction de

leur nature :

e}

O

les hormones (insuline...),

les facteurs de croissance (érythropoiétine...),

les facteurs plasmatiques: également appelés médicaments dérivés du
plasma sanguin. Ce sont principalement des immunoglobulines polyvalentes
(IglV) de I'albumine et des facteurs plasmatiques de la coagulation.

les cytokines : ce sont des molécules qui régulent I'activité et la fonction de
certaines cellules et interviennent notamment dans la réponse immunitaire et
I'activation hépatocytaire lors de phénomeénes inflammatoires (interférons et
Tumor Necrosis Factors...),

les protéines de fusion : elles rassemblent les protéines chimériques obtenues
par l'association (fusion) de domaines fonctionnels de plusieurs molécules

(nucléases zinc finger, abordées dans I'article 4 de la section 3. Résultats...).

e |es vaccins et anticorps : les anticorps peuvent étre des biomédicaments extraits de

matiére biologique ou produits par des procédés de biotechnologies (par

recombinaison ou par transgénése).
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e |es acides nucléigues : l'acide désoxyribonucléique (ADN) et l'acide ribonucléique

(ARN).

e |a thérapie génique et cellulaire :

o La Partie IV de la Directive 2003/63/CE définit les médicaments de thérapie
génique comme « tout produit obtenu par un ensemble de procédés de
fabrication visant au transfert, in vivo ou ex vivo, d’'un gene prophylactique,
diagnostique ou thérapeutique (a savoir un morceau d’acide nucléique), vers
des cellules humaines/animales et son expression consécutive in vivo ».

o La Partie IV de la Directive 2003/63/CE définit aussi les médicaments de
thérapie cellulaire somatique : « les cellules vivantes somatiques autologues
(émanant du patient lui-méme), allogéniques (provenant d’un autre étre
humain) ou xénogéniques (provenant d’animaux) utilisées chez I'homme,
dont les caractéristiques biologiques ont été sensiblement modifiées sous
I’effet de leur manipulation pour obtenir un effet thérapeutique, diagnostique
ou préventif s’exercant par des moyens métaboliques, pharmacologiques et

immunologiques ».

Ces quatre grands groupes de biomédicaments peuvent se scinder en deux vis-a-vis
de leur production. En effet, les peptides et protéines, vaccins et anticorps, acides
nucléiques vont étre facilement industrialisables, a I'inverse des produits issus des thérapies
génique et cellulaire, dont les technologies nécessitent d’étre optimisées et validées. Par
ailleurs, il est important de distinguer dans la production de médicaments issus des
biotechnologies, le biomédicament lui-méme et les technologies mises en ceuvre pour
produire ce biomédicament, c'est-a-dire le systeme d’expression ou de bioproduction

(Figure 5).
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Figure 5 : Schéma d’un procédé standard de bioproduction [Cochet, 2009].

Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particulierement a I'étape de mise
au point du systéeme d’expression, c'est-a-dire du vecteur et de la lignée cellulaire utilisés
pour la synthése du biomédicament. Les étapes d’upstream process ou culture cellulaire en
bioréacteur [Parties 1 et 2 du livre Bio®, 2010], de downstream process ou purification de la
molécule d’intérét [Partie 2 du livre Bio’, 2010] et de mise sous forme pharmaceutique

[Partie 3 du livre Bio®, 2010] ne seront donc pas abordées.

Le choix d’un biomédicament va conditionner le choix du systéme d’expression et de
son procédé global de bioproduction. Chaque systeme de bioproduction est unique et
optimisé spécifiquement pour I'expression d’'un biomédicament. Ce systeme repose sur la
production de protéines recombinantes par des organismes vivants modifiés génétiquement

tels que des :

o Cellules bactériennes : les systémes d’expression bactériens (Escherichia coli...)

ont été largement employés dans les années 1980 pour la synthese de petits
polypeptides du type interleukine, interféron... Par exemple, pour synthétiser
des protéines non-glycosylées telle que linsuline, les cellules bactériennes
conviennent parfaitement.

e Cellules de levures : comme pour les bactéries, les connaissances génétiques des

levures en font un systeme d’expression bien connu pour la bioproduction
(Saccharomyces cerevisiae...). Cependant, a la différence des cellules

bactériennes, les levures peuvent réaliser des modifications post-
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traductionnelles essentielles pour de nombreux biomédicaments. Elles peuvent
donc synthétiser des protéines dont la maturation in vivo est plus complexe.

e Microalgues : bien que le développement de cette technologie soit actuellement
moins avancé que les autres systémes, les microalgues peuvent étre utilisées
pour la synthése de protéines glycosylées.

o Cellules d’insectes: elles sont impliquées dans de nombreuses voies de

recherche comme les anticorps murins, I'antigéne VIH. Le vaccin Cervarix® contre
certaines souches du Papillomavirus Humain est par exemple produit dans des
cellules d’insectes.

e Cellules d’oiseaux : elles sont notamment utilisées pour produire des anticorps

monoclonaux et des vaccins.

o Cellules de mammiferes : les cellules de mammiféres produisant des protéines

recombinantes ont pris beaucoup d’importance au sein des systéemes de
bioproduction. En effet, ces lignées reproduisent fidelement les modifications
post-traductionnelles nécessaires au bon fonctionnement des biomédicaments,
comme c’est le cas pour les anticorps.

e Animaux et plantes transgéniques: d’autres voies de production de

médicaments issus des biotechnologies se basent sur l'utilisation d’organismes
entiers comme des animaux non-humains. Il existe par exemple des chevres
transgéniques qui produisent des protéines recombinantes dans leur lait (le
produit antithrombotique Atryn®...) ou des mais transgéniques qui expriment des

molécules hétérologues dans leurs semences.

Le choix de la lignée cellulaire dépend directement des biomédicaments a synthétiser
et notamment de leur profil de glycosylation. Pour les molécules les plus complexes, les
cellules de mammiferes seront privilégiées car elles sont a elles seules capables de réaliser
toutes les modifications post-traductionnelles indispensables a I'expression du
biomédicament. C'est le cas des anticorps qui peuvent étre produits en cellules de hamster
(lignée CHO dérivée de cellules d'ovaire de hamster chinois), de souris (lignée Sp2/0 dérivée
de cellules de myélome murin) et en cellules humaines (lignée PER.C6® dérivée de cellules
de rétine humaine). Les cellules d’oiseaux peuvent aussi étre exploitées (lignée EBx® dérivée

de cellules de souches embryonnaires de canard). Ces lignées agissent en tant que « cellules
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usines » dont l'unique objectif n’est autre que I'expression d’une protéine recombinante,

c'est-a-dire du biomédicament.

Pour cela, I'approche conventionnelle pour obtenir ces cellules usines repose sur
I'utilisation de systemes d'expression stables créés par intégration chromosomique du
transgeéne dans les cellules hotes. Le géne d’intérét thérapeutique est isolé puis inséré dans
un vecteur d’expression (virus, plasmides, chromosomes artificiels...). Ce vecteur est ensuite
optimisé en fonction de la lignée cellulaire pour avoir les meilleurs taux d’expression
possibles. Par exemple, les plasmides sont utilisés pour les cellules usines bactériennes
tandis qu’un vecteur baculoviral sera préféré pour intégrer le transgéne dans une lignée
cellulaire d’insecte Spodoptera frugiperda. Sont également associés a chaque lignée de
cellules usines, des méthodes de transfection, des méthodes de culture, des systéemes de
sélection et d’amplification... Pour résumer, l'objectif est de développer un procédé
permettant d’avoir une expression optimale du biomédicament a une échelle industrielle et

économiquement viable.

Cette optimisation maximale du procédé se fait dans le but de raccourcir le temps
nécessaire pour fabriquer les lignées cellulaires transgéniques et les sélectionner, afin de
stimuler la productivité du systeme d’expression. L'amélioration des taux d’expression
repose sur l'optimisation de lintégration du transgéne dans la cellule hoéte, de sa
transcription, de sa traduction et enfin de son expression par la cellule usine. Par exemple,
des ségquences peuvent étre intégrées dans le vecteur d’expression pour réduire I'effet de
position du transgéne. La plupart des sites d’intégration sont silencés et obligent un
screening important de clones pour isoler ceux ayant un taux d’expression acceptable.
D’autres méthodes portent sur [l'utilisation de marqueurs de sélection améliorés et
optimisés, de promoteurs forts (promoteur de cytomégalovirus murin...), de la séquence de
codons optimale et sur I'optimisation de la structure de I’ARN. Pour résumer, le procédé
global de bioproduction est composé d’une multitude de technologies qui nécessitent d’étre
judicieusement sélectionnées et optimisées dans le but de répondre a des exigences strictes,

tels que des contraintes de temps, des exigences réglementaires ou des droits de PI.
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1.3.3. Perspectives du secteur des biomédicaments et nouvelle

évolution de la situation de la PI

Depuis une quinzaine d’années, le secteur biopharmaceutique est devenu
stratégique et incontournable pour la mise au point de produits thérapeutiques innovants.
Associées a une meilleure connaissance des organismes vivants et une meilleure
compréhension des pathologies, les biotechnologies ont été a |'origine d’'une nouvelle
génération de médicaments : les biomédicaments. Progressivement, un grand nombre de
sociétés pharmaceutiques se sont orientées vers le développement de biomédicaments dont
certains sont déja qualifiés de blockbusters depuis quelques années (Figure 6). A I'exception
du produit Enbrel® (traitement de I'arthrite rhumatoide sévére), les chiffres d’affaires les
plus importants sont observés pour la classe des anticorps, suivie par les facteurs de

croissance (protéines).
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Figure 6 : Pourcentage de croissance et chiffre d’affaires de biomédicaments. La couleur
indique les classes de biomédicaments. La taille du cercle représente leur part de marché
(Source : Site internet des entreprises leaders, Développement & Conseil, 2008).

Vingt-cing pour cent des blockbusters actuels sont des biomédicaments. Par exemple,
la protéine de fusion Enbrel® d’Amgen, premier blockbuster des biomédicaments, a réalisé
un chiffre d’affaires consolidé de plus de 5MdsS en 2007. Il en est de méme pour les

produits Herceptin® de Genentech, Rituxan® de Roche ou encore Remicade® de Shering-
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Plough. Cependant, comme ce fut le cas pour les blockbusters issus de I'industrie chimique,
les brevets protégeant certains biomédicaments arrivent bientot a échéance: 2012 aux
Etats-Unis et en Europe pour Enbrel®, 2013 aux Etats-Unis et en Europe pour Herceptin®. Au
méme titre que les médicaments issus de la chimie avec les génériques, les biomédicaments
pourront étre librement copiés a I'expiration des brevets correspondants et des

médicaments biosimilaires arriveront sur le marché.

Le marché des médicaments biosimilaires est naissant (Figure7), le premier
biosimilaire (I’Omnitrope®, hormone de croissance) a été approuvé aux Etats-Unis en 2005
et en Europe en 2006. Les analystes estiment néanmaoins qu’environ vingt-cing biosimilaires

seront disponibles sur le marché en 2012, associant un chiffre d’affaire d’environ 3,5 MdsS.
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Figure 7 : Hypothése haute du nombre de molécules biologiques qui sont ou seront
commercialisées entre 2006 et 2012 (Source : Développement & Conseil, 2008).

Il est a noter que la terminologie de « biosimilaire » est préférée a celle de
« biogénérique » car la reproduction exacte du médicament « vivant » est techniquement
impossible. En conséquence, I'homologation d’un biosimilaire se fait sur la base d’une

équivalence de résultats thérapeutiques basée sur des études cliniques englobant des
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centaines de patients, et non pas uniquement sur la base d’une équivalence pharmaceutique

(comme c’est le cas pour les médicaments génériques).

Dés 2004, les autorités européennes ont mis en place des regles propres aux
biosimilaires (Directive 2004/27/CE du 31 mars2004) alors qu’aux Etats-Unis, la
réglementation des biosimilaires n’est pas clairement établie. L'article 10-4 de cette

Directive définit la notion de biosimilaire :

Les médicaments biologiques similaires a des médicaments de référence ne
remplissent habituellement pas toutes les conditions pour étre considérés
comme des médicaments génériques, en raison notamment des caractéristiques
des procédés de fabrication, des matiéres premiéres utilisées, des
caractéristiques moléculaires et des modes d'action thérapeutiques. Lorsqu'un
médicament biologique ne remplit pas toutes les conditions pour étre considéré
comme un médicament générique, les résultats d'essais appropriés devraient
étre fournis afin de satisfaire aux conditions relatives a la sécurité (essais

précliniques) ou a l'efficacité (essais cliniques), ou aux deux.

Le producteur d’'un médicament biosimilaire doit prouver que son produit a le méme
effet thérapeutique que le produit biologique de référence. A ce titre, 'EMEA (European
MEdicines Agency) a publié des lignes directrices pour la comparaison des biomédicaments
en décembre 2003 et en septembre 2005 pour la bioéquivalence. Une étude récente du
Comité Biotechnologies du LEEM et du Genopole® sur I'état des lieux de la bioproduction en
France en 2008, estime que la somme liée a la perte des brevets de biomédicaments est
estimée a plus de 10MdsS en 2010 et pourrait atteindre 20MdsS en 2015. Elle cite a titre
d’exemple que les brevets sur les EPO expirent en moyenne aux USA vers 2013, ouvrant un

marché potentiel de 8MdsS pour les biosimilaires.

Les évolutions du secteur pharmaceutique peuvent s’observer au travers des brevets.
En effet, comme il a été précisé dans les parties précédentes, le biomédicament en tant que
produit thérapeutique n’est pas le seul élément brevetable. Sont également protégeables
par brevet les procédés de production, les lignées cellulaires utilisées dans le cadre de ces

procédés ou encore les méthodes de culture en fermenteur, les vecteurs d’expression, les
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méthodes d’extraction... L’arrivée des biomédicaments sur le marché et le fait qu’'un
biomédicament puisse étre protégé par plusieurs brevets (brevets de produit, de procédé et
d’utilisation) expliquent les observations faites en matiere de dépots de brevets liés aux
biomédicaments. La classification des brevets couvrant les biomédicaments fait apparaitre
cinq catégories (Figure 8) : les peptides et protéines, les vaccins et tout élément pouvant
servir a faire de I'immunothérapie comme les anticorps, les médicaments issus des thérapies
génique et cellulaire, les acides nucléiques ou les substances provenant de la matiere
biologique (les procédés relatifs a chacun des différents éléments sont compris dans la

catégorie correspondante).
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Figure 8 : Pourcentage des brevets en fonction de la classe des biomédicaments (étude
intitulée Du médicament au biomédicament : tendances de I'innovation, INPI, 2008).

Une étude de I'Institut National de la Propriété Industrielle (INPI) datée d’octobre
2008 montre I'importance des dépots relatifs aux biomédicaments. Basée sur une analyse
des demandes de brevet frangais déposées entre 1997 et 2004, la France se place en geme
position apres les dépots de demandes internationales, les demandes américaines,
européennes et japonaises et 39% des demandes liées a un médicament couvrent un

biomédicament. Parmi elles, environ 40% sont des demandes relatives a un peptide ou une
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protéine, 20 a 25% couvrent un vaccin ou un anticorps et un peu moins de 20% sont

relatives a la thérapie génique.

Bouleversant le schéma classique de R&D de la pharmacopée traditionnelle, les
acteurs de ce secteur ont di rapidement s’adapter et se positionner au sein d’un
environnement en pleine mutation. Les brevets jouent donc un réle essentiel dans
I’économie et le développement des biotechnologies et des biomédicaments. Ils sont et
resteront au coeur de la « bioéconomie », définie par I’OCDE comme un systéme dans lequel

les biotechnologies assureront une part substantielle de la production économique.

C'est pour rester compétitif et pour valoriser ses programmes de R&D que le
laboratoire GICC s'est intéressé a I'information brevets et a méme établi une cellule de veille
stratégique. Ce genre de démarches étant trés rarement développé parmi les laboratoires de
recherche publics, nous avons décidé d'établir une collaboration avec la société France
Innovation Scientifique et Transfert, spécialisée dans le transfert de technologies innovantes

et I'analyse de portefeuilles de brevets.

1.4. Collaboration avec la société France Innovation Scientifique

et Transfert (FIST)

1.4.1. Présentation de 'UMR 6239 CNRS Génétique-Immunothérapie-
Chimie & Cancer (GICC) et de la Cellule StratéGICC

Le projet initial du GICC pendant mes deux premiéres années de thése (2007-2009)
était de se positionner comme acteur majeur d’un secteur associant l'ingénierie génétique
et 'immunothérapie par anticorps. Les compétences réunies au sein du laboratoire ont
permis d’appréhender différents points clés du développement des biomédicaments.
Chercheurs, cliniciens, ingénieurs et techniciens ont unis leurs efforts dans la réalisation de

projets allant de la recherche fondamentale au développement préclinique.

L'interdisciplinarité du projet scientifique, établie comme ligne directrice du GICC,

permettait également le développement d'autres voies de valorisation qui associaient tout
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ou partie de I'UMR. L'enjeu était de réunir les conditions propices pour optimiser le
fonctionnement de la pluridisciplinarité en favorisant I'innovation par le traitement de tout
type d’information disponible puis en assurant son exploitation au sein méme du GICC. Le
laboratoire a adopté une politique de recherche collaborative avec un réseau étendu de
partenaires. A I'échelle européenne, Yves Bigot (Directeur de 'UMR jusqu’a fin 2009) a
coordonné le projet SyntheGeneDelivery regroupant huit partenaires dont deux industriels.
En outre, I'équipe 2 Cellules usines, ingénierie des protéines et bio-informatique a participé
aux activités du Réseau d’Excellence européen Clinigene (6éme PCDRT), qui rassemble une
communauté de vingt-huit responsables d'équipes de recherche de renommée
internationale en sciences et en médecine, impliquées dans le développement du transfert
de matériel génétique a des fins thérapeutiques. Pour s’inscrire dans une dynamique
scientifique nationale, I'UMR participe a trois Groupements De Recherche (GDR), des
réseaux développés et soutenus par le CNRS pour favoriser I'émergence de projets de
recherche pluridisciplinaires. Depuis 2009, Hervé Watier, a I’époque en charge de I'équipe 6
Immunogénomique et anticorps thérapeutiques, coordonne le GDR ACCITH - Anticorps et
ciblage thérapeutique qui rassemble les acteurs majeurs francais de ce secteur
multidisciplinaire (65 partenaires dont un tiers de privés). Par ailleurs, le GICC était aussi actif
au sein de plusieurs structures: le Cancéropdle Grand Ouest (coordination d’un réseau

structurant Mablmpact) et les poles de compétitivité Atlanpole Biotherapies et Cosmetic

Valley.

La volonté de faire entrer au laboratoire I'innovation comme moteur de la recherche
a été portée par toute I'équipe dirigeante du GICC et principalement son ancien directeur
Yves Bigot. Forte d’un portefeuille de onze brevets, la Pl a été au centre de la stratégie de
développement du laboratoire. Avec le soutien de la Direction de la Politique Industrielle du
CNRS, la cellule de développement stratégique dénommeée « StratéGICC », dans laquelle j'ai
été intégré, a été mise en place au sein méme de 'UMR en mars 2008. Delphine Vandame,
ingénieur Valorisation, a alors été recrutée pour prendre en charge la responsabilité de cette
cellule. Sa mission initiale était d'élaborer la stratégie de valorisation du laboratoire afin de
créer des conditions favorables a la mise en place d'une structure mixte public-privé a partir

des différentes démarches entreprises par le GICC [w8]. Sa mission finale était d’apporter un
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1. INTRODUCTION

soutien a la recherche en s’appuyant sur I'innovation et le transfert de technologies au
travers de quatre activités : la veille technologique, la création d’entreprises innovantes, la

valorisation de la recherche et le management de projet (Figure 9).

La Cellule StratéGICC
Responsable : D. Vandame

A. Veille ;' ‘;"’"f"‘ C. Valorisation de la D. Management de
technologique ::«:::: recherche projet
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Figure 9 : Organigramme technique de la Cellule StratéGICC au ler janvier 2009. Il permet de
visualiser I'organisation et les missions de la Cellule : veille technologique, création
d’entreprises innovantes, valorisation de la recherche et management de projet.

A la suite de la démission d’Yves Bigot du poste de Directeur du GICC et de I"abandon
des activités de StratéGICC par la nouvelle équipe de direction du GICC, la Cellule a été

dissoute a la fin de I'année 2009, soit au début de ma troisieme année de these.

1.4.2. Présentation de la société partenaire FIST

Créée en 1992, FIST est une filiale de droit privé du CNRS (70%) et d'Oseo-Innovation
(30%). C'est une société de transfert et de commercialisation de technologies innovantes
comprenant une quarantaine de personnes [w9]. En étroite liaison avec la Direction de

I'Innovation et des Relations avec les Entreprises du CNRS, la société effectue en son nom les
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dépots de brevets, le courtage technologique et le portage de son capital dans les jeunes
pousses issues de ses laboratoires. Bénéficiant de dix-huit années d’expérience dans la
gestion du portefeuille de brevets du CNRS, FIST est un acteur majeur de la valorisation de la
recherche en Europe (valorisation de 1500 technologies, gestion d’un portefeuille de plus de
3200 brevets prioritaires et 800 accords d’exploitation...). La mission de FIST consiste a
guider ses clients dans leur stratégie et leurs opérations de transfert de technologies et de
commercialisation de droits d'exploitation de Pl. Autrement dit, FIST apporte un conseil aux
propriétaires d’innovations, qu’il s’agisse d’entreprises ou d’acteurs de la recherche

publique, souhaitant capitaliser sur leur PI.

FIST est ainsi la plus importante structure francaise et européenne de ce type par le
nombre de projets instruits et d’accords conclus. Structure incontournable en matiere de
valorisation de la recherche, FIST propose différents services a ses clients : définir la stratégie
de Pl et de valorisation des technologies, identifier les exploitants potentiels et négocier
avec eux les contrats d’exploitation et optimiser la gestion des portefeuilles de brevets et de

contrats d’exploitation.

Dans ce but, la société s’organise principalement autour de trois directions :

e La Direction Juridique et Propriété Industrielle : elle est en charge de la gestion

administrative des dossiers de valorisation sur les plans juridiques et de la PI, c'est-a-
dire du suivi de I'exécution des accords d’exploitation ;

e La Direction Transfert & Licensing: elle offre tous les services nécessaires a la

réussite du transfert de technologie et a la commercialisation des innovations des
clients de FIST. Elle intervient depuis I’évaluation des technologies jusqu’a la
conclusion d’un accord de transfert ;

e La Direction Marketing Brevets & Licences : elle réalise des études sectorielles des

portefeuilles de brevets et gére le suivi de I'exploitation des contrats. Elle fournit des
audits de portefeuilles de brevets et d’innovations pour une meilleure maitrise de

leur environnement concurrentiel.
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1.4.3. Présentation de la Direction Marketing Brevets & Licences

(MB&L)

La Direction MB&L a été créée en 2004 pour accompagner les clients de FIST dans
I'analyse de leur portefeuille et de leur environnement brevets. Elle propose des paysages
brevets qui facilitent les prises de décisions relatives a la gestion d’un portefeuille de
brevets. Ces analyses compétitives dressent un panorama global du paysage brevets dans un
domaine d’activité [w10] et permettent de visualiser I’évolution des dépdts dans le domaine,
détecter les experts, les équipes émergentes et les partenaires potentiels, comprendre les
réseaux de collaboration existants et leur dynamique. Ces analyses sectorielles de
portefeuille de brevets et d’innovations sont un moyen pour identifier les acteurs pertinents

d’un secteur susceptibles d’étre intéressés par I'une des innovations que FIST valorise.

La Direction MB&L comprend une équipe de chargés d'affaires scientifiques
spécialisés dans |'analyse de brevets. Elle a développé une connaissance des stratégies de
protection dans différents secteurs industriels grace a la mise en place des outils dédiés a
I’'analyse de gros portefeuilles de brevets (=5000 documents brevets). Par exemple, FIST a
réalisé des études sectorielles dans des domaines tels que la cancérologie, I'imagerie
médicale, I'optique télécom, le photovoltaique, le systéme nerveux central, la vectorisation,
les nanomatériaux, les batteries, les solvants verts.... [Duparcg, 2008]. FIST propose
également a ses clients la possibilité de demander I'analyse personnalisée d’un secteur

particulier.

1.4.4. Contexte et historique de la collaboration

Yves Bigot (ancien Directeur du GICC, 2007-2009), les membres de la cellule
StratéGICC et la Direction Transfert & Licensing de FIST entretiennent de bonnes relations
depuis plusieurs années, a la suite de plusieurs projets de développement technologique
portant sur de potentiels transferts de technologies développées au laboratoire. Par
exemple, le projet ANR Magic Transpo s’appuyait sur la Pl protégeant la transposase MOS1

développée par le GICC (W02004078981, W02007063033, W02007132096) pour faire du
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transfert d'ADN in vitro dans un but d’exploitation industrielle (mutagenése par insertion,
clonage et séquencage). Yves Bigot (GICC) et Franck Merly (FIST) ont co-dirigé de janvier a
juin 2007 mon stage de Master 2 Biotechnologies et Droit intitulé Evaluation des
conséquences de ['utilisation de domaines protéiques de type doigt de zinc, dans des
protéines de fusion d’intérét économique. L’'objectif était de déterminer I'impact de la PI
existant sur les mécanismes d’intégration non-viraux dérivés de transposons et de leur
modification pour devenir site-spécifique, sur la viabilité économique d’une stratégie de
développement technologique en thérapie génique ex vivo. L'analyse du paysage brevets de
la technologie basée sur les domaines de liaison a I’ADN de type doigt de Zinc a montré que
I’exploitation de cette technologie, dont le marché est estimé a plusieurs milliards de dollars,
était totalement bloquée par la société Sangamo Biosciences. Ce monopole a d’ailleurs fait
I'objet deux ans aprés d’une publication qui a confirmés les résultats du stage et ceux
publiés entre temps [Chandrasekharan et al., 2009]. Les résultats obtenus ont démontré la
nécessité pour le GICC d’étendre les travaux a I’'ensemble de ses thématiques de recherche,
et notamment sur des technologies utilisées en bioproduction et en thérapie génique.
Cependant, la construction de paysages brevets a impliqué I'utilisation d’outils développés
spécialement pour I'analyse d’importants portefeuilles de brevets, que nous n’avions pas au
laboratoire. Par conséquent, le GICC a alors pris contact avec la Direction MB&L de FIST a la
suite de l'article Les brevets, une valeur en hausse [Duparcg, 2008]. Cet article présente les
nouvelles orientations de FIST comme les études sectorielles de Pl réalisées par la Direction
MB&L. Apres plusieurs rencontres et discussions a la fin de I'année 2008 et au début de
I'année 2009, un projet de collaboration entre FIST et le GICC a été rapidement évoqué a
propos d’études sectorielles de Pl en biotechnologies. La thése Exploitation de I'information
brevets dans un laboratoire de recherche public : identification de niches de développement
technologique en bioproduction et en thérapie génique s’inscrit donc dans cette démarche.
Coordonnée par Yves Bigot pour la partie scientifique et Francois-Xavier Testu pour la partie
juridique, I'objectif principal a été de localiser les niches de développement technologiques

les plus viables en termes de promesses technologiques et de financements.
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1. INTRODUCTION

1.4.5. Modalités de la collaboration

La collaboration comprenait deux types d’objectifs. Le premier portait sur la
réalisation d’études sectorielles de PI sur les thématiques de recherche du GICC (Génétique,
Immunothérapie, Chimie et Cancer) qui intéressaient également FIST. Plus précisément, les
études devaient aborder des technologies spécifiques mises en ceuvre dans les systéemes de
bioproduction (vecteurs d’intégration, éléments de contréle de la chromatine, lignées
cellulaires...). Le second correspondait a un travail de réflexion sur I'exploitation, I’évolution
et I'optimisation des études sectorielles de Pl telles que les méthodologies a mettre en place
pour la recherche de niches de développement technologique ou pour I'identification des

brevets fondateurs et des brevets d’application d’'une technologie.

L'un des avantages de cette collaboration est que les deux partenaires présentaient

une bonne complémentarité (Figure 10).

Outils + Méthodologie
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(=5000 breveY' Q

Etudes Articles
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<~ w ON(TIOUL  MAUNOTHERANY - (Mt & CANCIR oS .
T |e— CC
o | N\
Publicité - Publicité
(ex.: congres Petztes études ' ‘_
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Expertise Biotech + Etudes approfondies

Figure 10 : Schéma présentant la collaboration et les caractéristiques des partenaires.

L'apport de FIST comprenait une méthodologie éprouvée : la définition des requétes
utilisées pour la recherche de documents brevets dans les bases de données, I'exploitation
des résultats et une formation sur les outils d’extraction et d’analyse dont la société dispose
(QPAT pour I'extraction de brevets et Intellixir pour I'analyse des résultats). Le GICC a donc
profité d’un savoir-faire reconnu et d’outils commerciaux pour analyser |'information
bibliographique concernant d’importants portefeuilles de brevets en bioproduction et en
thérapie génique. L'apport du GICC portait sur le renforcement des compétences

scientifiques de la Direction MB&L, a travers ses expertises en Génétique, Immunothérapie,
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Chimie et Cancer, pour la réalisation et I'interprétation des paysages brevets. Par exemple, la
collaboration a pris tout son sens lors de la réalisation d’un paysage brevets en
immunothérapie (Monoclonal antibodies against digestive system cancers - 2010/09). Ce
domaine multidisciplinaire et tres vaste nécessite d’importants travaux de définition et de
découpage en domaines, sous-domaines... Par ailleurs, plusieurs résultats issus de la
collaboration ont été publiés sous la forme d’articles (deux articles présentés dans la section
3. Résultats), de posters (deux posters, Annexes2 et 3) et sous la forme d’études IP
Overviews de la méme forme que celles déja proposées par FIST. En outre, chaque
partenaire a pu profiter de la communication réalisée autour de cette collaboration
(remerciements dans les communications orales lors des congrés, Annexe 4 et autres

articles, Annexe 5) pour valoriser ses travaux.

Pour résumer, la collaboration avec la Direction MB&L a été un tournant décisif pour
les deux derniéres années de these, grace a l'utilisation d’outils trés puissants et a un
important savoir-faire. Cela m’a permis de passer de l'utilisation d’outils libres et limités a
des outils commerciaux utilisés par les professionnels de l'information brevets pour
proposer des études de brevets plus pertinentes et exhaustives. Ces avantages sont

développés dans la section suivante 2. Matériel et méthodes.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de la méthode

Les recherches de brevets peuvent étre exploitées a travers plusieurs applications :
un état de l'art technologique, une étude de brevetabilité, une étude de liberté
d’exploitation ou un paysage brevets. Leur objectif est de trouver les documents brevets
pertinents sur un sujet qui a été préalablement défini. Dans le cas du GICC, nous avons
principalement constitué des paysages brevets de technologies en rapport avec le transfert
de géne. Par exemple, nous avons construit le paysage brevets sur les transposons, une

méthode de vectorisation développée au laboratoire depuis bientot dix ans.

L'élaboration d’un paysage brevets d’une technologie se compose de différentes

étapes successives (Figure 11).

Définition du domaine de I'étude

R R | Résultats TR
Requéte 1 g [a)lceaTsasin 8a) Mots clés
préliminaires

Recherches
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préliminaires
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: préliminaires : sociétés
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112) Requéte finale 11) Mots clés x

13) Analyses préliminaires - 14) Extraction des résultats

Figure 11 : Schéma des étapes successives de recherche d’informations et d’analyse pour la
réalisation d’un paysage brevets. La requéte est construite a partir de mots clés définis par
les littératures bibliographiques et brevets et de symboles de classifications. Les résultats
sont extraits de la base de données brevets puis intégrés dans l'outil d’analyse pour étre
formatés et segmentés.
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2. MATERIEL ET METHODES

Je tenterai ci-aprés de définir brievement chaque étape intervenant dans

I’élaboration d’un paysage brevets pour ensuite approfondir les phases les plus complexes.

Définition du domaine sur lequel 'étude doit étre réalisée (étape 1 de la Figure 11) : le
domaine est délimité par les chercheurs et les ingénieurs du laboratoire ou du service

impliqués dans le développement technologique du projet. Par exemple, le domaine peut

porter sur le transfert de gene ou la recombinaison homologue...

Les étapes 2, 3, 4a, 4b et 5a de la Figure 11 sont effectuées a partir de bases de

données bibliographiques.

Définition des objets du domaine (étape 2 de la Figure 11) : le domaine est ensuite segmenté

en « objets » (technologies, applications...) en concertation avec les chercheurs impliqués et
a I'aide d’une base de données bibliographique comme PubMed [w11]. Il est important de
répertorier chaque segmentation du domaine. En effet, un paysage brevets peut porter sur
I’ensemble des objets mis en ceuvre dans le domaine ou sur un seul d’entre eux. Cette
segmentation peut étre plus ou moins détaillée. Dans I'exemple précédent sur le transfert
de géne, les vecteurs se scindent en deux catégories : viraux et non viraux. A leur tour, les
vecteurs non viraux rassemblent entre autres les endonucléases, les recombinases et les

transposases...

Définition de |'état de I'art bibliographigue (étape 3 de la Figure 11) : les objets du domaine

et le domaine lui-méme sont définis par des mots et des notions recherchés dans la base de
données bibliographique PubMed [w11]. Cette étape consiste a examiner toutes les
informations existantes sur le domaine et sur chaque objet dans la littérature scientifique :
les différents mots clés et notions en rapport avec le domaine, les applications
technologiques, les dates de publication des articles correspondants, voire les informations

relatives aux intéréts financiers des auteurs.

Analyses sémantiques (étape 4a de la Figure 11) : une analyse sémantique des publications

est effectuée a la suite de I'état de I'art bibliographique. L'objectif est de déterminer les
différents sens des mots clés utilisés par les auteurs des articles afin d’appréhender le mieux

possible les connaissances dévoilées par les auteurs. En effet, le sens des mots utilisés peut
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varier selon l'auteur, sa culture, la date a laquelle il a été employé, selon I'application dans

laquelle il est cité...

Identification d’acteurs clés (étape 4b de la Figure 11) : il s’agit des acteurs qui sont les plus

actifs en termes de publication d’articles sur le domaine. Ces auteurs majeurs (auteurs étant
a l'origine d’une invention ou découverte et/ou auteurs ayant beaucoup publié) et les
laboratoires publics et privés majeurs dont ils sont originaires sont recensés. Cela permet
d’avoir une premiére idée des acteurs actifs dans le domaine et c’est également un moyen

pour découvrir des mots clés potentiels.

Définition d’une liste préliminaire de mots clés (étape 5a de la Figure 11) : une premieére liste

de mots clés est constituée a la suite des étapes 4a et 4b (« mots clés 0 »). Elle comporte les
mots clés et leurs synonymes identifiés dans la littérature bibliographique. Cette liste est

préliminaire car d’autres étapes vont révéler de nouveaux mots clés qui s’y ajouteront.

Les étapes 5b, 6a-c, 7a-c, 8a-c, 9, 10, 11, 12, 13 et 14 de la Figure 11 sont réalisées

avec une base de données brevets.

Définition de symboles de classification (étape 5b de la Figure 11): les mots clés de

I’étape 5a sont recherchés dans la classification grace a la base de données de brevets
esp@cenet [w12]. Les symboles de classification sont une stratégie de recherche tres
efficace pour couvrir tous les documents brevets d’un domaine et d’un objet si le symbole
correspondant existe. Les documents brevets appartenant au(x) symbole(s) de classification
ainsi identifié(s) peuvent alors apporter de nouveaux mots clés ou étre directement intégrés

dans la stratégie de recherche.

Construction de requétes préliminaires (étape 6a-c_de la Figure 11) : des requétes

préliminaires (« requétes 1-3 ») sont testées dans une base de données gratuite comme
esp@cenet [w12] ou commerciale comme QPAT [w13], a 'aide de combinaisons de mots
clés définis aux étapes 4a, 4b, 5a et de symboles de classification identifiés a I'étape 5b. Pour
I’élaboration d’'un paysage brevets, la sélection de la base de données de brevets a un

impact direct sur la quantité et la qualité des documents brevets résultant de la recherche.
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Elle doit étre choisie en tenant compte de ses limitations: couverture géographique,
recherche en texte intégral... Pour la recherche dans une base de données brevets, une
requéte est construite a I'aide d’un ou de plusieurs criteres de recherche judicieusement
sélectionnés (mots clés, symboles de classification, dates, noms d’inventeurs...) qui sont
combinés a I'aide de différents opérateurs et jokers de troncature. L'objectif de cette étape
est d’obtenir un maximum de documents brevets pertinents et un minimum de documents

sans intérét pour I'étude.

Obtention de résultats préliminaires (étape 7a-c_de la Figure 11): les requétes des

étapes 6a-c aboutissent a des « résultats préliminaires ». Il s’agit des documents brevets qui
ressortent avec les requétes recherchant les mots clés préliminaires identifiés avec la
littérature bibliographique (étape 5a), les symboles de classification (étape 5b) et les mots
clés utilisés par les acteurs majeurs du domaine (étape 4b). Les résultats comportent des
documents brevets pertinents et des documents brevets considérés comme des faux positifs
qui sont par conséquent a éliminer pour le paysage brevets. Généralement, il s’agit de
documents brevets citant les mots recherchés mais sans aucun rapport avec les objets ou le
domaine défini auparavant. Plus le nombre de documents pertinents est élevé et plus le
nombre de documents appartenant au « bruit de fond » est faible, donc meilleure est la
requéte. Celle-ci se rapproche alors de la requéte finale utilisée pour élaborer le paysage

brevets.

Identification de nouveaux mots clés préliminaires (étape 8a-c de la Figure 11) : I'analyse des

résultats de I'étape précédente révele souvent de nouveaux mots clés qui s’ajoutent a ceux
déja identifiés (« mots clés 1-3 »). L'objectif de cette étape est d’avoir une liste la plus
exhaustive possible des mots clés et notions utilisés par les auteurs et inventeurs du

domaine.

Construction de requétes intermédiaires, obtention de résultats intermédiaires et

identification de nouveaux mots clés intermédiaires (étapes 9, 10 et 11 de la Figure 11) : de

nouvelles requétes (« requéte x ») sont construites avec les nouveaux mots clés, qui
apportent a leur tour des résultats inédits (« résultats préliminaires x ») dont sont extraits de
nouveaux mots clés (« mots clés x »), théoriqguement en quantité moindre. Ces trois étapes

sont réitérées tant que de nouveaux documents brevets en rapport avec le domaine
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résultent des requétes intermédiaires. Ces trois étapes récurrentes sont arrétées lorsqu’on
estime que de nouveaux documents brevets ne ressortiront plus avec la requéte composée

de mots clés et de symboles de classification.

Construction de la requéte finale (étape 12 de la Figure 11) : la requéte finale comporte une

combinaison de mots clés et/ou de symboles de classifications. La requéte idéale est celle
qui donne le plus de documents brevets pertinents possibles et le moins de documents

brevets sans aucun rapport avec le sujet.

Analyses préliminaires des résultats issus de la requéte finale (étape 13 de la Figure 11) : les

résultats de la requéte finale sont analysés un par un dans le but d’écarter les documents
brevets qui citent mais ne revendiquent pas les mots clés comme des éléments de
I'invention (« analyses préliminaires »). Par exemple, le mot clé anglais « transposon » est
exclu dans la demande PCT W09910513 (« the universal integration and expression vector of
claim 2 which does not include a transposon ») et n’est pas impliqué dans l'invention de la

demande PCT W09618372 (« the kenamycin resistance transposon Tn903 »).

Extraction des résultats issus de la requéte finale (étape 14 de la Figure 11) : 'ensemble des

documents brevets résultant de la requéte finale est extrait sous une forme appropriée
permettant son analyse. Cette étape est réalisée a l'aide de |'outil de recherche QPAT qui
autorise I'extraction d’un grand volume de données, comme cela peut étre le cas pour les

paysages brevets.

Les étapes 15, 16, 17 et 18 de la Figure 11 sont accomplies a I'aide d’un outil

d’analyse et de traitement de l'information structurée tel qu’Intellixir [w14].

Intégration des résultats dans l'outil d’analyse (étape 15 de la Figure 11): les résultats

extraits précédemment sont intégrés dans un outil d’analyse et de traitement (Intellixir dans
le cas du GICC). Dans la Figure 11, les résultats qui sont intégrés sont des documents brevets.
Cependant, I'outil Intellixir accepte également l'intégration d’articles issus de bases de
données bibliographiques. Ces publications se présentent aussi, comme les documents
brevets, sous une forme structurée. Il est donc envisageable de construire des « paysages

articles » (non abordés au cours de la these).
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Formatage des données (étape 16 de la Figure 11) : les documents brevets ont I'avantage

d’étre présentés sous une forme normalisée, ils peuvent donc étre aisément formatés a
I'aide des filtres automatiques de l'outil d’analyse (déposants, inventeurs, dates de
priorité...). Un second formatage manuel est néanmoins nécessaire pour homogénéiser les
différents noms d’'un méme déposant, afin de tenir compte des opérations d’acquisitions et
de fusions entre les acteurs du domaine. C'est donc une étape clé dans la méthodologie
d’élaboration des paysages brevets. Le formatage des données, réalisé avec I'outil Intellixir,
doit refléter le plus exactement possible la réalité économique du secteur et les relations

entre ses acteurs.

Segmentation des résultats (étape 17 de la Figure 11) : cette étape porte sur la segmentation

de la base de données de brevets constituée dans Intellixir. Celle-ci peut étre partagée selon
plusieurs critéres : les objets définis a I'étape 2 (technologies, applications des brevets...), la
protection géographique, la qualité des déposants (industriels ou institutionnels)... et méme

selon un critere défini par I'utilisateur.

Analyses des résultats (étape 18 de la Figure 11): dans cette derniére étape, les

fonctionnalités de I'outil d’analyse Intellixir facilitent I'analyse des résultats grace a un large
éventail de représentations graphiques: tableaux, histogrammes, graphiques... qui
permettent d’apprécier le paysage sous différents angles et ainsi d’avoir une analyse la plus

fine possible.

Dans la section suivante sont reprises et détaillées les étapes les plus importantes

pour I'élaboration d’un paysage brevets :

e |aformulation de la stratégie de recherche :
» [identification de mots clés a partir des publications scientifiques et
des documents brevets,
» [identification de symboles de classification ECLA a partir de mots
clés,
e le choix de la base de données de brevets,
= |es bases gratuites esp@cenet et PATENTSCOPE,

* |a base commerciale FamPat exploitée par I'outil de recherche QPAT
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e |e formatage et 'analyse des résultats par I'outil d’analyse et de traitement
Intellixir,
e la recherche d’informations complémentaires liées a lindustrie des

biotechnologies.

2.2. Formulation de la stratégie de recherche

Plusieurs stratégies peuvent étre employées pour rechercher des documents brevets
dans les bases de données. En effet, il existe plusieurs critéres de recherches : par mots clés,
numéros de publication, numéros de demande, numéros de priorité, dates de publication,
noms d’inventeur, noms de déposant et symboles de classification. Pour la réalisation des
paysages brevets, nous avons principalement utilisé les recherches par mots clés et
symboles de classification. Dans un premier temps, il est nécessaire de définir les limites du
sujet de I'étude. Pour cela, un travail bibliographique est une étape préliminaire
indispensable afin de formuler la stratégie de recherche. Aprés avoir défini le domaine sur
lequel porte le paysage brevets, un état de l'art est réalisé grace a la base de données
bibliographiques PubMed [w11]. Cette étape doit permettre de déterminer le nombre

d’objets du domaine.

2.2.1. Identification de mots clés a partir de Ila littérature

bibliographique (étapes 4a, 4b et 5a)

L'analyse d’articles scientifiques sur le domaine permet de construire une premiére
liste de mots clés qui seront utilisés pour la recherche de documents brevets. Le contenu
technique des articles scientifiques et des documents brevets est défini par des
combinaisons de concepts et de mots clés qui peuvent varier d’'un document a un autre. Afin
d’étre le plus exhaustif possible dans la sélection des mots clés, il est important d’examiner
des publications d’auteurs différents, publiées a des dates différentes, voire dans des
journaux différents. Par exemple, en s’intéressant a des articles publiés sur une période de
temps la plus large possible (de la découverte a I'époque actuelle), un maximum de mots

clés devrait étre recensé. En suivant I’évolution des citations de la littérature scientifique au
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cours du temps, de nouveaux mots clés, qui ne sont plus utilisés actuellement, peuvent étre
mis en évidence. En effet, il est possible que les auteurs attribuent une premiere
dénomination a leur découverte ou invention, avant qu’elle n’évolue au cours du temps.
C'est le cas du transposon piggyBac [Fraser et al., 1996] initialement dénommé « IFP2 »
[Cary et al., 1989] ou encore des Locus Control Regions qui étaient originellement qualifiées

de Dominant Control Regions [Grosveld et al., 1987].

Par ailleurs, les initiales et acronymes, dont les utilisations sont courantes en biologie,
peuvent également étre employés en tant que mots clés. Dans ce cas, il convient de les
associer a des mots clés complémentaires tels que « séquences, ADN, locus... ». C'est le cas
de la demande PCT du transposon Sleeping Beauty (W09840510) qui ne cite a aucun
moment « Sleeping Beauty » dans les revendications, le titre et le résumé, mais seulement
ses initiales « SB » et le mot clé « transposase ». Il peut étre également intéressant de noter
gue certains brevets possedent des erreurs d’orthographes dans leurs textes. lls peuvent
étre identifiés grace a d’autres mots clés ou d’autres critéres de recherche (noms
d’inventeurs), et le mot mal orthographié peut éventuellement rentrer dans la liste de mots
clés. C'est par exemple le cas de deux demandes de brevets sur les transposons:
« transposan » est cité a la place de « transposon » dans la demande PCT W09909817 — Use
of Mariner transposan in the production of transgenic animals, et « piggyback » est utilisé a
la place de « piggyBac » dans la demande CN101343638 - Toxoplasma transgenosis carrier
based on piggyback transposon and construction method. |l s’agit probablement d’erreurs de

logiciel de traduction provenant de documents brevets asiatiques ou russes.

2.2.2. Identification de mots clés a partir du web

La premiere liste de mots clés peut étre complétée par d’autres en variant les sources
d’informations comme des sites internet de sociétés, de laboratoires de recherche ou plus
généraux (Wikipedia...). Ces sources d’informations sont complémentaires des bases de
données bibliographiques et de brevets car elles peuvent aussi apporter de nouvelles
informations et des mots clés qui n’étaient pas encore apparus. Par exemple, le site
Wikipédia peut permettre de mieux appréhender le domaine de I'étude [w15]. En

illustration, un article frangais a nature encyclopédique est disponible pour les éléments
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transposables [w16]. S’il existe un article Wikipédia en rapport avec les mots clés recherchés,
il est généralement dans les premiers résultats donnés par les moteurs de recherche
généralistes comme Google [w17] ou par les métamoteurs comme Copernic Agent [w18].
Les métamoteurs sont un bon moyen pour couvrir le web car ils interrogent en paralléle
plusieurs moteurs de recherche, combinent les résultats et éliminent les doublons.
Concernant les moteurs de recherche généralistes (Google, Yahoo, Bing, Exalead, Ask...), ils
possedent leurs propres caractéristiques et ne donnent pas de résultats identiques [w19 ;
w20]. Cela est d( a I'algorithme de recherche spécifique a chaque moteur de recherche qui
aboutit a ses propres résultats et a son propre classement. C'est pourquoi il est possible de
trouver des informations différentes a partir de la méme requéte sur des moteurs de
recherche différents. En outre, ils comportent des limitations comme c’est le cas pour les
bases de données brevets. Par exemple, Google ne gere par le joker de troncature « * »
[w21] et recherche donc exactement le(s) mot(s) demandé(s). Pour rechercher
« transposon(s), transposase(s), transposable(s), transposition(s)... », le moteur de recherche
Google nécessite de rentrer chaque mot. A l'inverse, I'outil QPAT autorise I'utilisation du
joker « * » et récupére tous ces mots avec la requéte « transpos* » dans les documents
brevets. Dans cette étape, il est important de varier les sources d’informations provenant du

web et de faire concorder les nombreuses informations qui en résultent.

2.2.3. Identification de mots clés a partir de la littérature brevets

(étapes 8a et 8c)

La premiere liste de mots clés est ensuite utilisée pour réaliser des recherches tests
de documents brevets. L'objectif est d’avoir le plus de documents pertinents par rapport a
I’étude et le moins possible de « bruit de fond », c’est-a-dire de documents comportant des
mots clés recherchés mais dénués d’intérét pour le paysage brevets. Une analyse de ces
nouveaux documents pertinents révele a son tour de nouveaux mots clés qui s’ajoutent sur
la liste. Reprenant I'exemple précédent sur les Locus Control Regions ou Dominant Control
Regions, une troisieme appellation, Dominant Activator Sequences, a été identifiée dans la
demande PCT W08901517 — Vector for integration site independent gene expression in

mammalian host cells. En appliquant de nouvelles requétes tests qui tiennent compte de ces
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modifications, le nombre de documents brevets pertinents doit théoriquement augmenter
et/ou le nombre de documents brevets inadéquats doit théoriquement diminuer. La requéte
est ainsi optimisée par récurrence, au fur et a mesure des requétes tests, de 'identification

de nouveaux mots clés et de nouveaux documents brevets rentrant dans le cadre de I'étude.

De plus, il est également possible d’exploiter I'information issue des descriptions des
inventions des demandes de brevets. En effet, les demandes de brevets exposent dans leur
description un état de I'art technologique. Certains citent méme des brevets importants
comme dans la demande PCT W02006048459 - Selection of host cells expressing protein at
high levels. Ainsi, les paragraphes [0059] a [0070] de la description de I'invention présentent
un état de I'art des éléments de contréle de la chromatine et donnent plusieurs numéros de
brevets : MARs/SARs (W002074969), insulateurs (W09423046), UCOE (WO0O0005393) et
séquences STAR (WO003004704). La qualité de la requéte peut étre testée en comparant ces
numéros de documents brevets avec les résultats qui ressortent de la requéte testée. Si la
requéte est adéquate, les numéros des documents brevets précédents doivent
théoriquement faire partie des résultats. Dans le cas contraire, les numéros de brevets qui
n’apparaissent pas dans les résultats avec la requéte apportent a leur tour de nouveaux

mots clés.

En outre, les citations de brevets peuvent étre utilisées dans le méme but. Les
examinateurs des offices de brevets rédigent des rapports de recherche sur les critéres de
brevetabilité de l'invention pour laquelle une demande de brevet est déposée. llIs font
souvent référence a des numéros de brevet appartenant a I'état de I'art de I'invention en
question, par exemple des numéros de brevet antérieurs qui détruisent la condition de
nouveauté. Ces informations donnent donc une idée sur la qualité de la requéte qui

comporte ou non dans ses résultats les numéros de brevets identifiés par les experts.

Enfin, il convient de rappeler que, pour chaque mot clé identifié par les méthodes
précédentes, peuvent étre associés des synonymes qui doivent entrer dans la formulation de
la requéte. En effet, des documents brevets appartenant a un domaine technologique
peuvent avoir des concepts identiques mais des mots clés différents: les mots clés sont
subjectifs et plusieurs d’entre eux peuvent décrire un seul et méme concept. De plus, dans

I'idéal, les mots clés doivent étre recherchés dans toutes les sources d’informations
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disponibles et dans toutes les langues. Cela représente donc un effort supplémentaire a
fournir dans la recherche d’informations. Par exemple, des acteurs chinois en
biotechnologies déposent des demandes de brevets uniquement en Chine, car avec plus
d’un milliard d’habitants, ce pays représente un marché qui se suffit a lui seul. Par
conséquent, le fait de ne pas traduire la requéte dans la (les) langue(s) chinoise(s)
représente un « trou noir » non négligeable dans I'information technologique disponible,

dont il faudra tenir compte lors de I'interprétation des résultats.

Finalement, avoir une liste de mots clés la plus exhaustive possible pour une
recherche de documents brevets représente un exercice fastidieux qui s’incrémente
nécessairement en plusieurs étapes d’optimisation. L’absence de nouveaux résultats
pertinents est un indicateur de la qualité de la requéte et le seuil d’exhaustivité peut étre
considéré comme ayant été atteint. De ce fait, les utilisateurs de l'information brevets
auront une requéte finale lorsqu’ils estimeront que de nouvelles recherches de mots clés
n’aboutiront pas a de nouveaux résultats pertinents. Bien que les méthodes exposées ci-
dessus permettent de diminuer le risque, la recherche par mots clés peut ne pas identifier de
documents brevets pertinents (mot clé absent de la requéte, erreur de traduction...). Pour
pallier ce défaut, elle peut étre remplacée ou combinée a une recherche exploitant les

symboles du systeme de classification des brevets.

2.2.4. Généralités sur le systeme de classification des brevets

Les bases de données de brevets contiennent des volumes de données tres
importants. Une classification commune pour les brevets a été mise en place pour faciliter
les recherches de documents brevets. L’Arrangement de Strasbourg de 1971 a établi un
systéme hiérarchique et normalisé des documents brevets a |'échelle internationale : la
Classification Internationale des Brevets, communément appelée CIB. La CIB offre I'avantage
d’étre exploitable par les experts des offices de brevets ou par toute personne souhaitant
évaluer le caractere de nouveauté d’une invention, apprécier 'activité inventive ou I'état de
I’art des connaissances techniques. Le guide d’utilisation de la CIB [OMPI, 2009] précise

qu’elle représente :
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e un instrument d’organisation méthodique des documents brevets afin de rendre
aisément accessible I'information technologique et juridique qu’ils contiennent ;

e un moyen permettant la diffusion sélective de I'information a tous les utilisateurs
de lI'information en matiére de brevets ;

e un outil de recherche de I'état de la technique dans des domaines déterminés ;

e un moyen favorisant I'établissement de statistiques de PI qui rendent a leur tour

possible I'analyse de I’évolution des techniques dans divers secteurs.

Dans ce systéme hiérarchique, les documents brevets sont classés par des symboles
ou codes, en fonction des domaines technologiques auxquels ils se rapportent. Pour cela,
I’Office de brevets qui effectue la publication d’'une demande de brevet, lui attribue un
symbole de classement CIB. Au niveau hiérarchique le plus élevé, la CIB comprend huit

sections qui sont notées d’une lettre allantde Aa H :

: NECESSITES COURANTES DE LA VIE

: TECHNIQUES INDUSTRIELLES; TRANSPORTS

: CHIMIE; METALLURGIE

: TEXTILES; PAPIER

: CONSTRUCTIONS FIXES

: MECANIQUE; ECLAIRAGE; CHAUFFAGE; ARMEMENT; SAUTAGE
: PHYSIQUE

: ELECTRICITE

[
I 66 ™M mogooO ®m >

Ces huit sections se scindent ensuite en plus de 70000 sous-groupes qui
comprennent chacune un symbole. Les sections sont divisées en classes (représentées par
deux chiffres), qui sont a leur tour segmentées en sous-classes (une lettre). Puis celles-ci sont
partagées en groupes (un nombre de un a trois chiffres), qui sont eux-mémes décomposés
en sous-groupes, dernier niveau hiérarchique de la CIB (un nombre de un a trois chiffres).

Pour résumer, un symbole de classification CIB (Figure 12) est composé successivement de :

o 1 lettre représentant la section CIB,
e 1 nombre de 2 chiffres indiquant la classe CIB,
e 1 |ettre indiquant la sous-classe CIB,
e 1 nombre de 1 a 3 chiffres indiquant le groupe principal CIB,
e 1 barre de fraction oblique (caractere slash « / »),
e 1 nombre de 1 a 4 chiffres indiquant le sous-groupe CIB.
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2. MATERIEL ET METHODES

A 01 B 33/00 Groupe principal —
4° niveau
Section — 1% niveau u
Classe — 2° niveau 33/08 Sous-groupe — groupe

hiérarchiquement inférieur

Sous-classe — 3° niveau

Groupe

Figure 12 : Symbole complet de classement représentant un symbole CIB [OMPI, 2009].

Finalement, la CIB est un systéme hiérarchique qui peut étre représenté sous la

forme d’une arborescence (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation graphique simplifiée du systeme de la CIB [w22].

L’OMPI classe les documents brevets des biotechnologies par plusieurs symboles de
classifications (Annexe 6). Par exemple, le code C12N 15/00 porte sur les « Techniques de
mutation ou génie génétique; ADN ou ARN concernant le génie génétique, vecteurs, p.ex.
plasmides, ou leur isolement, leur préparation ou leur purification,; Utilisation d'hétes pour
ceux-ci (mutants ou micro-organismes modifiés par génie génétique C12N 1/00, C12N 5/00,
C12N 7/00; nouveautés végétales AO1H; reproduction de plantes par des techniques de

culture de tissus AO1H 4/00; nouvelles races d'animaux A01K 67/00; utilisation de
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préparations médicinales contenant du matériel génétique qui est introduit dans des cellules
du corps vivant pour traiter des maladies génétiques, thérapie génique A61K 48/00; peptides
en général CO7K) ». Cette définition illustre également le fait que les brevets peuvent
appartenir a plusieurs symboles de classification. En effet, dans cet exemple, une invention
peut étre couverte par le groupe C12N15/00 ainsi que le groupe A61K 48/00 rassemblant les
connaissances technologiques concernant les « Préparations médicinales contenant du
matériel génétique qui est introduit dans des cellules du corps vivant pour traiter des

maladies génétiques; Thérapie génique ».

Depuis son entrée en vigueur en 1975, la CIB a fait I'objet de modifications a travers
plusieurs révisions. Ces révisions sont nécessaires non seulement pour améliorer le
classement mais aussi pour tenir compte de I'évolution des progrés technologiques. En
dehors de la CIB (70 000 divisions), il existe d’autres classifications comme la classification
américaine divisée en classes et sous-classes (U.S. Patent Classification System) ou le
systéme japonais F-term qui compléte la CIB. Cependant, ces classifications permettent de
rechercher des documents brevets uniquement dans les bases de données américaine et
japonaise. Une quatrieme classification trés utile pour la recherche de documents brevets
est la classification européenne ou ECLA. Cette extension de la CIB comporte plus de 135 000
divisions [w23]. Elle est donc encore plus précise dans le classement des connaissances
technologiques des documents brevets. La classification ECLA est divisée au-dela de la
classification CIB. Ainsi, le symbole ECLA comporte le symbole CIB auquel s’ajoutent :

e une lettre indiquant le sous-groupe ECLA : C12N15/90B4...
e un chiffre suivi optionnellement d'une autre lettre : C12N15/85A1B...

En outre, la classification ECLA comprend une neuviéme section, dont le symbole est
Y, spécialement pour les développements innovants de technologies interdisciplinaires.
Ainsi, le symbole YOIN est attribué a plus de 85000 documents brevets sur les
nanotechnologies. De plus, cette section supplémentaire s’ajoute a celles des classifications
CIB et ECLA appartenant aux autres sections A-H déja octroyées. Il est important de noter
que les classifications ECLA sont généralement disponibles quelques mois apres la date de
publication. On estime qu’environ 90% des documents devant étre classifiés sous ECLA se

sont vus attribuer un symbole dans les huit mois suivant leur publication.
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2.2.5. Identification de symboles de classification a I'aide de mots clés

(étape 5b)

Deux situations peuvent étre envisagées pour la recherche par symboles de
classification. Premierement, le symbole est déja connu grdce a des documents brevets
identifiés par une recherche de mots clés comme expliqué précédemment. La seconde
possibilité est que le symbole n’est pas connu et doit donc étre recherché, soit directement
dans la classification, soit par le biais de mots clés. Dans ce cas, les mots clés permettent
d’obtenir non pas des documents brevets mais des symboles de classification qui
représentent les domaines technologiques auxquels se rapportent les mots clés utilisés. La
base de données de brevets esp@cenet propose de trouver des classifications ECLA
correspondant a des mots clés de la classification européenne. Par exemple, la recherche de
symboles ECLA avec les mots clés « matrix attachment regions » aboutit au symbole
C12N15/82B6 (Figure 14). Celui-ci est défini par : « Reducing position variability, e.g. by the
use of scaffold attachment region/matrix attachment region (SAR/MAR); Use of SAR/MAR to

regulate gene expression ».

78



2. MATERIEL ET METHODES
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Figure 14 : lllustration d’une recherche de symbole ECLA a partir de mots clés. La requéte
« matrix attachment regions » aboutit au symbole de classification C12N15/82B6.

Dans le systeme hiérarchique de symboles de classification ECLA, le symbole
C12N15/82B6 rassemble tous les documents brevets portant sur les MAR qui sont exploités
chez les plantes (les symboles CIB C12N15/82 et ECLA C12N15/82B impliquent les plantes et
les cellules de plantes). C’est le cas de la demande PCT W0O0032800 - Artificial matrix
attachment region for increasing expression of genes introduced in plant cells. Cependant,
puisque ce symbole est spécifique aux plantes, une recherche complémentaire est
nécessaire pour rechercher les documents brevets sur des MAR utilisés chez les animaux. Le
symbole correspondant n’existant pas actuellement pour I'exploitation des MAR chez les
animaux, une requéte par mots clés est nécessaire pour trouver les documents brevets
d’intérét. La combinaison de symboles de classification et de mots clés est alors un moyen
pour obtenir tous les documents brevets I'exploitation des MAR chez les plantes et les

animaux.
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Avec plus de 135000 sous-divisions, la classification ECLA est un outil efficace et
régulierement exploité par les experts de I'information brevets car elle facilite les recherches
sur "état de I'art. D’un point de vue général, I'utilisation de la classification représente une
stratégie de recherche particulierement efficace pour couvrir tous les documents brevets
d’'un domaine technologique déterminé. Les symboles de classification sont les criteres de
recherche qui caractérisent le mieux les contenus techniques couverts par les documents
brevets. Les classifications présentent |'avantage d’étre indépendantes de la langue dans
laguelle sont rédigées les demandes de brevet et de la terminologie utilisée au sein des
documents brevets. Les symboles de classifications sont attribués par des examinateurs de
brevets de I'OEB et non pas par les inventeurs. Par conséquent, ils sont donc moins
subjectifs que les mots clés. Leur utilisation en tant que critére de recherche constitue une

deuxieéme possibilité pour trouver des documents brevets pertinents.

2.2.6. Association de mots clés et de symboles de classification

(étape 12)

Les recherches de documents brevets peuvent étre optimisées en combinant
plusieurs critéres de recherche. En effet, les contenus techniques des documents brevets
sont décrits par le résumé, les revendications et par les symboles de classification. Une
stratégie de recherche efficace combine donc criteres de recherche par mots clés et par

symboles de classification (Figure 15).

[ Particle(s) Hnano(meters)]— Imaging .
e (" contrast _ ‘Startmlg;é%m Thls is a schematization of the
QDots — A intellectual process that allowed
Bioimaging
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Figure 15 : Représentation schématique de la constitution d’une requéte concernant une
étude sur les nanoparticules utilisées en bio-imagerie (poster Patent landscape analysis
“Nanoparticles for bio-imaging”, Annexe 3). La requéte combine des mots clés sur I'objet en
lui-méme (nanoparticules et synonymes), son utilisation (bio-imagerie et synonymes), un
code CIB (A61K-049) et une date de début d’étude (1989).
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Une telle stratégie est un moyen d’identifier des documents brevets qui n’auraient
pas été trouvés uniqguement avec des mots clés ou des symboles de classification. En effet,
certains documents ne comportent pas de titres ou de résumés disponibles car ils n’ont pas
été traduits en anglais. Ceux-ci peuvent donc étre retrouvés avec une recherche de symboles
de classification ECLA ou CIB. A linverse, d’autres documents brevets n’ont pas été
hiérarchisés dans la classification ECLA et peuvent alors étre récupérés dans les résultats

avec une recherche par mots clés.

2.2.7. Utilisation d’autres criteres de recherche

Les mots clés et les symboles de classification ne sont pas les seuls critéeres de
recherche pour la formulation de requétes. En effet, il existe aussi les recherches par
numeéros de publication, de demande ou de priorité, date de publication, noms d’inventeur
et de déposant. Les auteurs de publications scientifiques peuvent également étre recherchés
en tant gu’inventeurs dans les demandes de brevets. La comparaison des résultats issus des
recherches par nom d’inventeur et par mots clés peut donner une idée de la qualité de la
requéte. Soit la requéte est confirmée, soit de nouveaux mots clés et/ou symboles de
classification sont révélés. Dans I'exemple évoqué ci-dessus sur les Locus Control Regions
(LCR), la recherche de « Grosveld » en tant que nom d’inventeur donne bien entendu tous
les documents brevets dont I'inventeur s’appelle « Grosveld », y compris ceux couvrant les
LCR. Il convient d’éliminer tous les résultats sans rapport avec les LCR, que ce soit pour
I'inventeur « Grosveld » correspondant ou un inventeur homonyme. Dans ce cas, les
documents brevets résultant de la recherche n’ont plus en commun des mots clés mais un
nom d’inventeur. Cela permet alors d’obtenir tous les résultats dont Grosveld est
I'inventeur, quels que soient les concepts technologiques, mots clés et synonymes décrits
dans les documents brevets : Locus Control Regions (W09508635), Dominant Activator
Sequences (W08901517), Dominant Control Regions [Grosveld et al., 1987]... La recherche
par nom d’inventeur est aussi un moyen de vérifier que tous les brevets d’un auteur clé du

domaine ressortent avec la requéte et que tous les mots clés utilisés ont été répertoriés.
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En conclusion, la définition d’une requéte requiert d’intégrer tous les critéres de
recherche (mots clés, classification, noms d’inventeurs...) pour formuler la stratégie de
recherche la plus compléte et efficace. Une fois que les critéres de recherche ont été définis,
la requéte doit étre construite a I'aide d’opérateurs et de jokers. La formulation de la
stratégie de recherche dépend de la base de données de brevets utilisée, c'est-a-dire des
critéres de recherche disponibles et surtout de ses limitations. Selon I'étude de brevets

envisagée, le choix de la base de données est donc particulierement important.

2.3. Choix de la base de données de brevets

L'une des premieres étapes dans la recherche d’informations porte sur le choix de la
source d’information : bases de données, sites internet, articles scientifiques... Dans le cas
de la recherche d’information brevets, de nombreux outils profitent du développement
d’internet. Certains outils gratuits sont accessibles a tous les utilisateurs qui peuvent ainsi
exploiter I'information brevets. Par exemple, en France, I'INPI offre un libre accés au service
de recherche FR-esp@cenet comprenant les demandes de brevets francais, européens et
internationaux des 30 derniéres années [w24]. La base de données de I'United States Patent
and Trademark Office (USPTO) recense quant a elle les demandes de brevets et les brevets
accordés aux Etats-Unis [w25]. Cependant, la réalisation de paysages brevets et la recherche
de I'état de I'art nécessitent d’utiliser des bases de données avec une couverture temporelle

et géographique la plus large possible.

Le choix d’'une base de données de brevets est déterminé par plusieurs critéres : les
couvertures temporelle et géographique, les limitations des champs de recherche
(recherche en texte intégral, nombre d’opérateurs booléens utilisables, opérateurs de
recherche complexes...), sans oublier la langue d’interrogation de la base. Bien entendu, le
budget alloué a la recherche d’information brevets et a son analyse conditionnera
également le choix d’une base gratuite ou commerciale. Au GICC, nous avons utilisé
successivement les bases gratuites esp@cenet et PATENTSCOPE puis I'outil commercial

QPAT.
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2.3.1. Labase de données esp@cenet (étapes 5b, 6a-c, 9 et 12)

La base esp@cenet est le réseau européen de bases de données de brevets [w26].
Elle recense plus de 60 millions de demandes de brevets et de brevets publiés dans plus de
80 pays [w27]. Accessible gratuitement sur internet, esp@cenet constitue l'une des
principales et des plus vastes sources d’information brevets au monde. Les utilisateurs
disposent de la méme source d’information brevets que les experts de 'OEB. Ce réseau de
bases de données brevets a été développé par I'OEB en collaboration avec les offices
nationaux des brevets et la Commission Européenne. Lancé en 1998, il joue un roéle
prépondérant dans la politique européenne d'information brevets de I'OEB et reflete la
volonté de favoriser son utilisation et sa diffusion. Ses principaux objectifs sont les suivants :

e« offrir un accés a I'information brevets de base aux individus, PME, étudiants...,

e accroitre la sensibilisation et l'utilisation de I'information brevets aux niveaux

nationaux et européens,
e supporter I'innovation et réduire le gaspillage dans le cycle de I'innovation,
e compléter les ressources existantes pour la dissémination de l'information

brevets ».

Pour résumer, esp@cenet a « révolutionné I'acces au public de I'information brevets
internationale, en libérant les documents brevets de leur prison de papier et en changeant
profondément leur dissémination, leur organisation, leur recherche et leur récupération »

[w28].

La structure de ce réseau européen peut étre schématisée comme un réseau de
passerelles et de portails entre des bases de données de brevets connectées ensembles

(Figure 16).
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2. MATERIEL ET METHODES
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Figure 16 : Représentation schématique de la structure d’esp@cenet, le réseau européen de
bases de données de brevets [w28]. Le cceur d’esp@cenet est constitué par les bases EP-
esp@cenet, WIPO-esp@cenet (ou WO-esp@cenet) et Worldwide, la base qui comprend le
plus de documents brevets provenant des bases d’offices nationaux (les pays sont codés par
deux lettres : FR= France...).

Le coeur d’esp@cenet repose sur trois bases de données qui possédent chacune une

couverture différente de documents brevets :

EP-esp@cenet qui permet de faire des recherches, y compris en texte intégral,
dans toutes les demandes de brevets européens publiées par I'OEB
(demandes EP) ;

WIPO-esp@cenet qui contient toutes les demandes de brevets internationales
(PCT) publiées par I'OMPI, avec la possibilité de faire des recherches dans le texte
intégral de ces demandes WO ;

Worldwide qui offre la collection de documents la plus compléte avec des
possibilités de recherches dans les demandes de brevets publiées dans plus de
90 pays et régions. Des informations supplémentaires peuvent aussi étre
présentées telles que la classe ECLA ou les références des documents brevets,
lesquelles sont cités dans les rapports de recherche par les examinateurs, les

déposants, les opposants... Il est important de noter que la couverture des
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données disponibles varie selon les pays et selon le type d’information. Pour
information, en mars 2007, la base Worldwide contenait des données sur plus de
60 millions de documents brevets provenant de 81 pays, dont 30,5 millions avec
un titre, 19,5 millions avec un résumé en anglais et 29,5 millions avec un symbole

de classification ECLA.

En outre, le réseau européen donne accés a plus de 30 bases nationales
interrogeables dans la langue du pays désigné, mais aussi régionales2 (OMPI, Organisation
Africaine de la Propriété Intellectuelle, pays d’Amérique Latine...). Deux autres bases de
données sont connectées a la base Worldwide d’esp@cenet. La base de données « Famille
de brevets INPADOC » regroupe tous les documents brevets possédant la méme priorité ou
combinaison de priorités. La base de données « Statuts légaux INPADOC » fournit des
informations sur la validité des brevets et les pays dans lesquels une protection a été
demandée. Par conséquent, il est possible de connaitre toutes les étapes qui jalonnent la vie
des demandes de brevets (abandon, refus, rapport de recherche, délivrance, opposition,

modification) et de vérifier si un titre de Pl est en vigueur dans un pays déterminé.

De nombreux documents peuvent compléter les documents brevets présents dans
les bases de données. La base mondiale Worldwide comprend ainsi environ un million de
documents de « littérature non-brevet» qui correspondent a diverses sources
d’informations : articles scientifiques, manuels... [w29]. Ces documents renforcent le
contenu technique des documents brevets et détaillent ainsi encore plus I'état de I'art. lls
apparaissent avec le symbole « XP » avant leur référence bibliographique uniquement s’ils
ont été classés par le systeme ECLA ou cités dans un rapport de recherche rédigé par un

expert de I'OEB.

L'un des principaux avantages de ce réseau est qu’il repose sur une interface
accessible et simple a utiliser qui devrait satisfaire tous types d’utilisateurs. D’un c6té, les
non-spécialistes retrouvent une interface proche de celle des bases de données

bibliographiques comme Pubmed [w11], dont l'interrogation se fait par recherche de mots

? D’aprés le PCT, un brevet régional est délivré par une administration nationale ou intergouvernementale
habilitée a délivrer des brevets ayant effet dans plus d'un état.
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2. MATERIEL ET METHODES

clés dans les titres et résumés des articles scientifiques. D’'un autre coté, les utilisateurs
expérimentés peuvent profiter de ses puissantes fonctionnalités telles que la classification
ECLA ou la recherche en texte intégral dans les bases EP-esp@cenet et WIPO-esp@cenet. A
ce sujet, la base esp@cenet propose quatre types de recherche différents: la recherche
rapide, la recherche avancée, la recherche par numéros (numéros de publication, de
demande ou de priorité) et la recherche dans la classification européenne (ECLA). Les
recherches rapide, avancée et par numéro nécessitent au préalable de choisir I'une des trois
bases de données brevets proposées : EP-esp@cenet, WIPO-esp@cenet et Worldwide, cette

derniere étant majoritairement utilisée.

La recherche avancée propose les champs de recherches suivants : par mots clés dans
le titre ou le résumé, numéros de publication, numéros de demande, numéros de priorité,

dates de publication, noms d’inventeurs, noms de déposants (Figure 17).

Entrez vos mots-clés en anglais

Mots-clés dans le titre: plastic and bicycle
|

Mots-clés dans le titre ou | "abrégé: hair
|

Numéro de publication: W02008014520
I

Numéro de demande DE19971021696
|

Numéro de priorité: WO01995U515925
l

Date de publication: yyyymmdd
|

Demandeur(s) Institut Pasteur
|

Inventeur(s) Smith
|

Classification européenne (ECLA): F03G7/10
|

Classification Internationale des Brevets (CIB) HO3M1/12

l

Figure 17 : Copie d’écran de la recherche avancée d’esp@cenet [w30]. Aprés avoir choisi
I'une des trois bases de données brevets parmi EP-esp@cenet, WIPO-esp@cenet et
Worldwide, différents critéres de recherche peuvent étre utilisés pour trouver des documents
brevets.
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La recherche par symboles de classification ECLA ou CIB est également possible, ce

qui n'est pas le cas pour les symboles de classification propres aux offices de brevets

américain (USPTO) et japonais (Japan Patent Office ou JPO). Cependant, la recherche par

symboles ECLA est disponible uniquement dans la base de données mondiale Worldwide.

Plus la requéte de recherche est précise, meilleurs et pertinents seront les résultats.

Par conséquent, les termes et mots clés peuvent étre combinés entre eux avec des

opérateurs booléens :

I'opérateur « AND » retrouve les documents brevets comprenant tous les
termes. C'est également 'opérateur par défaut des champs de recherche des
titres, résumés, inventeurs, demandeurs (déposants) et des symboles de
classification CIB et ECLA ;

I'opérateur « OR » retrouve les documents brevets comprenant au moins un des
termes. Cet opérateur est particulierement utile pour les synonymes et les mots
clés techniques proches : (gene AND (transfer OR delivery))... Pour les champs de
recherche concernant les numéros de publication, de demande, de priorité et
dates de publication, c’est I'opérateur par défaut ;

I'opérateur « NOT » retrouve les documents brevets comprenant le premier
terme sauf le second. Cet opérateur est un moyen d’exclure des résultats sans

intérét pour I'étude.

Des jokers de troncature peuvent également étre utilisés pour remplacer un ou

plusieurs caracteres :

le joker « * » remplace une suite de caractere de longueur variable. Ce joker est
utile pour étendre la recherche et tenir compte des formes plurielles et
composées des mots clés. Par exemple, la requéte « transpos* » donne comme
résultats les documents brevets citant «transposon(s), transposase(s),
transposable(s), transposition(s)... », et tient méme compte de certaines erreurs
de frappe comme « transposan(s) » (W09909817, Cf. précédemment).

le joker « # » remplace exactement un caractére ;
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o e joker « ? » remplace zéro ou un caractére. |l peut donc étre utilisé pour obtenir
les formes singulieres et plurielles de mots. La recherche «transposon? »

donnera les résultats avec « transposon » ou « transposons » ;

Une expression de mots clés peut étre trouvée avec |'utilisation des guillemets mais
ils doivent étre manipulés avec précaution car ils permettent de retrouver I'expression
exacte. En manipulant judicieusement les mots clés, les opérateurs et jokers de troncature,
et en choisissant les champs de recherche adéquats (recherches dans les titres et résumés,
classification...), un maximum de documents brevets pertinents pour I'étude de brevets
devrait ressortir dans les résultats. Cependant, 'utilisation des opérateurs booléens et des
jokers de troncature est limitée dans esp@cenet et notamment dans la base Worldwide qui
nécessite une interrogation avec des mots clés en anglais [w31]. Par exemple, ces limitations
sont : un maximum de quatre termes de recherche par champ de saisie sur la base mondiale
Worldwide, les caractéres spéciaux ne sont pas reconnus par le systeme, les jokers
fonctionnent seulement dans les champs « Titre », « Titre ou résumé », « Inventeur » et
« Demandeur », il n'est pas possible d'effectuer une recherche entre deux dates... Il est
important de noter que dans le cas de l'utilisation de la base FR-esp@cenet, il existe
quelques différences (interrogation avec des mots clés en francais, pas de maximum de

termes ni d’opérateurs par champ de recherche).

En tenant compte de ces limitations, il est possible de combiner des termes avec des
opérateurs booléens et jokers de troncatures dans les divers champs de recherche. Définies
sous |"appellation « recherches emboitées », elles utilisent des parentheses pour préciser
I'ordre dans lequel les termes de recherche et les opérateurs doivent étre interprétés. Ainsi,
des termes sont recherchés dans d’autres termes de recherche. Dans ce cas, la regle est la
priorité des parentheses les plus centrales qui prévalent sur les parenthéses externes. La
requéte « transpos®* AND (gene (delivery OR transfer)) », exécutée dans la base Worldwide
d’esp@cenet, donne tous les documents brevets pertinents qui associent des mots clés

concernant le transfert de genes aux transposons et transposases.

Par ailleurs, d’autres limitations sont également a prendre en compte : un maximum
de 500 documents brevets trouvés est affiché, ce qui limite les résultats notamment pour

I’élaboration de paysages brevets recensant un nombre important de documents brevets.
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De plus, le nombre limité de combinaisons offert par esp@cenet et I'impossibilité
d’effectuer une recherche en texte intégral dans la base Worldwide peuvent étre
problématiques pour la réalisation de paysages brevets, et plus généralement pour toute
recherche de brevets complexe. Enfin, esp@cenet ne propose pas d’historique des

recherches ni d’outil d’analyse statistique, a I'inverse de la base de données PATENTSCOPE.

2.3.2. Labase de données PATENTSCOPE (étapes 6a-c, 9 et 12)

A I'instar du réseau européen esp@cenet, une autre base de données gratuite peut
étre utilisée: PATENTSCOPE. Elle offre un accés a plus de 1700000 demandes
internationales de brevets publiées depuis 1978 [w32]. Les champs de recherche proposés
sont un peu plus diversifiés que pour esp@cenet: numéro de publication; numéro de
demande ; date de publication ; date de la demande ; titres en anglais/francais/japonais ;
résumés en anglais/francais/japonais ; nom, adresse, domicile et nationalité du déposant ;
nom et adresse du mandataire; symbole de classification CIB; nom et adresse de
I'inventeur ; pays, date d’entrée, numéro de la demande et type d’entrée en phase
nationale ; numéro, date et pays de priorité; états désignés; langue dans laquelle la

demande a été déposée ; langue de publication ; revendications et description.

La recherche peut aussi étre structurée avec des jokers de troncature et les
opérateurs booléens « AND », « OR » et « ANDNOT » (NOT dans esp@cenet). De plus, deux
nouveaux opérateurs font leur apparition: « XOR » et « NEAR ». Séparant deux termes,
I'opérateur « XOR » récupere les documents brevets qui ont soit un terme soit un autre,
mais pas les deux. Quant a l'opérateur de proximité « NEAR », il permet de retrouver des
documents qui contiennent des termes proches les uns des autres, avec une distance

maximale de cinqg mots pour PATENTSCOPE.

L'une des particularités pour cette base de données repose sur la visualisation des

résultats de la recherche sous la forme de graphiques simples (Figure 18).
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International Applications by Publication Year International Applications by Country of Origin

YEAR  IAs COUNTRY  IAs
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997 6

1998 14

1999 17

2000 19 % ==

@ 3 oloo slwaonalsoolols

Figure 18 : Exemples de graphiques proposés par loutil d’analyse statistique de
PATENTSCOPE. Ceux-ci exposent I’évolution des dépots par année de publication et les pays
d’origine des demandes PCT pour les 426 demandes internationales de brevets obtenues
grdce a la recherche dans les revendications du terme « transposon? ».

Ces représentations graphiques statistiques portent sur I'évolution des dépdbts par
année de publication, les pays d’origine des demandes PCT (soit le pays du premier déposant
nommeé), le nombre de demandes PCT par noms de déposants et le nombre de demandes
internationales par sous-classes CIB (par exemple C12N). Une autre fonctionnalité de
PATENSCOPE appréciée par ses utilisateurs se base sur un historique interactif des
recherches qui recense les vingt dernieres recherches comprenant le détail des requétes
réalisées. Ainsi, les requétes peuvent étre sauvegardées puis comparées, retravaillées et ré-
exécutées ultérieurement afin de voir si de nouveaux documents brevets pertinents ont été

publiés.

Depuis la fin de I'année 2009, PATENTSCOPE a été élargie et renforcée de plus de
trois millions de documents brevets provenant de collections d’informations nationales et
régionales [w33]. Dorénavant, il est possible d’effectuer des recherches dans les collections
nationales de brevets de neuf offices nationaux et régionaux (a la date du 21 juillet 2010) :
Office de I'Organisation Régionale Africaine de la Propriété Intellectuelle et offices de
I’Afrique du Sud, de Cuba, d’Israél, du Mexique, de la République de Corée, de Singapour, du
Viétnam et de I’Argentine. Des négociations sont actuellement en cours avec d’autres offices
nationaux, et leur collection nationale de documents brevets devrait étre a leur tour
recueillie par I'OMPI, en échange d’une assistance technique. Comme pour esp@cenet,
I'objectif d’un tel outil reste la promotion et la diffusion la plus vaste possible de

I'information brevets.
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Depuis le mois de mai 2010, PATENTSCOPE met a disposition un outil expérimental
de recherches multilingues d’information brevets, appelé Cross-Lingual Information Retrieval
ou CLIR [w34]. Il offre de nouvelles possibilités en matiere de recherches multilingues en
générant des mots clés dans d’autres langues, avec des niveaux de précision et
d’exhaustivité qui sont a déterminer. En effet, a partir d’'un ou plusieurs mots clés écrits en
allemand, anglais, espagnol, francais ou japonais, CLIR recherche leurs traductions les plus
exactes possibles dans les autres de ces cing langues et propose méme des synonymes et
des mots clés proches (Figure 19). Ainsi, non seulement il traduit le mot clé initial, mais en

plus il apporte des synonymes et de nouveaux mots clés proches dans d’autres langues.

Results 1-10 of 72 for Criteria:((EN_TI:("transposase") OR EN_AB:("transposase")) OR (DE_TI:("Transposase") OR DE_AB:
("Transposase")) OR (FR_TI("transposase”) OR FR_AB:("transposase")) OR (JA_TL("®DF AR Y —12") OR JA_AB("DF K
' —17"))) Office(s):all Language:EN Stemming: true

Figure 19 : Exemple de traduction du terme anglais « transposase » en allemand, frang¢ais et
japonais.

L'outil CLIR se base sur I'analyse statistique de documents brevets et ressources
terminologiques sur le sujet et utilise des méthodes de corrélation entre les langues des
collections de I'OMPI. De plus, les symboles de classification CIB jouent un role de filtre,
permettant ainsi d’avoir des domaines technologiques en rapport avec les mots clés et
d’avoir des résultats conformes aux attentes des utilisateurs. Cet outil est donc
particulierement efficace pour accroitre la qualité et la quantité de résultats pertinents issus
des collections de PATENTSCOPE, a partir du moment ou il existe des entrées dans ces
différentes langues. Par ailleurs, il est important de noter qu’il est toujours possible de
récupérer la requéte finale proposée par I'outil CLIR et de I'utiliser dans une autre base de

données.

Depuis ao(t 2010, le nouveau systeme PATENTSCOPE [w33] propose de parcourir les
descriptions et revendications des documents brevets dans toutes les langues supportées
par Google Translate. Il est ainsi possible d’obtenir une traduction automatique d’un
document anglais en caractéres chinois. Avec cette fonctionnalité combinée a I'outil CLIR,
PATENTSCOPE fournit ainsi une solution complete pour la recherche et I'utilisation de

I'information brevets dans différentes langues.
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Les exemples d’esp@cenet, qui offre la collection de documents la plus compléte
avec la base Worldwide, et de PATENTSCOPE, qui propose des outils innovants, montrent
que les bases de données de brevets gratuites sont en constante amélioration. Celles-ci
cherchent a compléter leurs collections avec des documents brevets provenant d’offices
nationaux et proposent des fonctionnalités toujours plus utiles et efficaces pour les

utilisateurs de I'information brevets, qu’ils soient experts ou non.

Cependant, certaines de leurs limitations peuvent imposer d’utiliser des bases de
données commerciales. En effet, les moteurs de recherche internes des bases de données de
brevets gratuites sont souvent moins puissants que ceux de leurs homologues commerciaux.
lls ne proposent pas toujours la recherche en texte intégral (titre, résumé, revendications et
description) et n’offrent qu’un nombre limité de combinaisons de mots clés, d’opérateurs et
de jokers de troncature. De plus, I'extraction de documents brevets résultant de la recherche
est souvent lourde et ne permet pas la récupération de gros volumes de données. Dans le
cas des paysages brevets qui portent sur des centaines voire des milliers de documents, il est
préférable de consulter des bases de données commerciales qui facilitent le téléchargement

de grands volumes de données.

De méme, les utilisateurs des bases de données gratuites peuvent se retrouver
limités en raison des fonctionnalités réduites de ces bases par rapport aux bases
commerciales. Par exemple, un outil comme Scifinder propose en plus de la recherche par
mots clés, la recherche d’informations scientifiques a partir d’'une structure chimique ou
d’une séquence biologique [w35]. En outre, il est possible que les résumés ne soient pas
toujours disponibles dans les bases de données gratuites comme esp@cenet, alors qu’ils
figurent dans les bases de données commerciales. L'OEB conseille de tenir compte des
limitations des systémes gratuits et reconnait méme que I'utilisation des outils commerciaux
prend moins de temps pour trouver des résultats pertinents [w36]. Il est ainsi précisé a ce
sujet que « les colts engendrés lorsqu'un professionnel en matiére de brevets passe deux
heures sur un systéme gratuit sont souvent plus élevés que les co(ts totaux - la somme des
colts du temps de travail et des colts de la base de données - occasionnés lorsque le méme
professionnel passe quinze minutes sur un systéme nécessitant le paiement d'une

redevance ». Cependant, ces limitations sont un choix délibéré des offices nationaux qui ne
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souhaitent pas étre en concurrence déloyale avec les fournisseurs de bases de données

commerciales [Lambert, 2004].

2.3.3. La base de données FamPat de Questel et I'outil de recherche

QPAT (étapes 6a-c, 9 et 12)

Pour la réalisation d’études de brevets et de paysages brevets, il est préférable
d’utiliser des bases de données de brevets commerciales. Bien qu’elles s’appuient souvent
sur des bases de données provenant de I'OEB et d’autres offices des brevets, elles
permettent non seulement de gagner du temps mais aussi de produire des résultats plus
précis et pertinents. Leurs limitations sont moins importantes au niveau des criteres de
recherche et des manipulations de mots clés, ce qui rend possible la construction de
requétes complexes. De nombreuses sociétés fournissent des outils commerciaux pour la
recherche de documents brevets : MicroPatent, Delphion, STN... [w37]. Au GICC, nous avons
fait le choix d’utiliser I'outil de recherche QPAT, développé par la société Questel.Orbit
[w38]. En effet, je I'avais déja utilisée pendant mon stage de Master Professionnel de
Biotechnologies & Droit de I'Université de Tours, grace au soutien de la société FIST. Dans un
premier temps, QPAT peut étre utilisé pour rechercher des documents brevets, des modeéles
et des dessins, dont les résultats sont facilement identifiables et exploitables. Dans un
second temps, un module d’analyse statistique facilite I'analyse des résultats a I'aide de
graphiques dynamiques et interactifs. Il propose aussi la surveillance de marché
(concurrents, statuts légaux...), la commande de documents originaux et méme I'envoi de

rapports pour partager les analyses.

Au laboratoire, j'ai surtout exploité QPAT pour ses puissantes fonctionnalités d’outil
de recherche de documents brevets [w13] au sein de la base de données brevets FamPat.
Cette base de données de brevets est présentée comme la plus exhaustive au monde [w39].
Elle couvre en effet les collections de 93 pays depuis le début du XIX®™ sigcle (FR:1842,
US:1836, GB:1840, CH:1888...) et recense plus de soixante millions de documents,
guarante millions de résumés en anglais et dix-huit millions d’images. Elle est enrichie de
textes intégraux de plus de vingt offices dont la France, I’Allemagne, le Canada, I'Europe, les

Etats-Unis, le Japon, le Brésil, la Chine, I'Inde, la Russie, les demandes PCT... Dans FamPat, les
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documents brevets sont regroupés en familles car « I'invention est au coeur de la famille ».
La société Questel a développé sa propre définition d’'une famille de brevets. Elle s’est basée
sur la définition de la famille stricte de I'OEB qui comprend tous les documents ayant
exactement la méme priorité ou combinaison de priorités (pour esp@cenet) et a intégré des
regles additionnelles :

e |es dépbts qui ne sont pas compris dans la limite des douze mois,

e |es liens entre les enregistrements EP et PCT,

e |es demandes US provisoires qui partagent les mémes priorités avec les dépots

US publiés.

Ce regroupement en familles FamPat présente notamment comme avantage une
meilleure lisibilité de lien entre les documents brevets qui sont membres de la famille
FamPat. Questel a également défini la notion d’« information clé » des documents brevets.
Cette information clé est extraite de I'objet de l'invention, des avantages de l'invention
comparés aux inconvénients de l'art antérieur et des revendications indépendantes. Elle
propose donc uniquement les informations essentielles des documents brevets, d’ou une

recherche plus précise et une exploitation plus rapide.

QPAT permet d’effectuer facilement des recherches de brevets a I'aide des critéres
suivants (Figure 20) :

o mots clés dans les titres, résumés, revendications, information clé, description et
texte intégral,

e symboles des classifications CIB, ECLA, US, et ICO (classification In Computer
Only dérivée de la classification ECLA utilisée par les examinateurs de I'OEB pour
décrire des caractéristiques mineures de I'invention ou des caractéristiques pour
lesquelles il n’existe pas de code ECLA),

e noms des déposants,

e noms des inventeurs,

e numéros de publication, de dép6t et de priorité.
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Figure 20 : Capture d’écran de l'interface de recherche avancée de QPAT, comprenant le
détail des différents choix proposés pour certains critéres de recherche. La collection
mondiale de brevets sélectionnée est la base de données de brevets FamPat (cercle
discontinu rouge).

Le choix des criteres de recherche disponibles dans QPAT est donc plus large que
pour les bases de données gratuites présentées précédemment. La recherche dans les
revendications est particulierement intéressante et importante pour les études de brevets
comme les paysages brevets. En outre, QPAT accepte de limiter la recherche par des dates
de priorité, de dépot ou de publication. Aussi, les utilisateurs experts peuvent profiter du
large choix de jokers de troncature et surtout d’opérateurs disponibles [Questel, 2010]. Les
jokers de troncature sont les mémes que pour esp@cenet, a I'exception que le joker « + »
remplace le joker « * ». Concernant les opérateurs, ils sont plus nombreux que pour les
bases de données gratuites esp@cenet et PATENTSCOPE et ils offrent la possibilité

d’élaborer des requétes complexes (Tableau 1).
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Retrouve les références contenant au moins
ou sulfur ou sulphur
un des termes

ET Tous les termes plutonium et isotope
SAUF Le premier terme sans le second terme suv sauf vesicle
CHP Les termes dans le méme champ sodium chp chlorine
PHR Les termes dans la méme phrase sodium phr chlorine
PRG Les termes dans le méme paragraphe sodium prg chlorine
M Les termes juxtaposés quel que soit I'ordre  |[redundancy m check+

Les termes adjacents, quel que soit l'ordre,
nM et pouvant étre séparés par un maximum de |electric+ 2m conduct+ 2m adhesive
n mots (valeur de n comprise entre 1 et 9)

Les termes juxtaposés dans l'ordre précisé ; |smart av card?
AV traitement appliqué par défaut pour deux
termes entrés sans opérateur smart card?

Les termes adjacents dans I'ordre précisé et
nAvV pouvant étre séparés par un maximum de n |[friction 1av pad?
mots (valeur de n comprise entre 1 et 9)

Les termes dans le méme membre de la
sSDOC famille FamPat us/pub sdoc lic/eg
Opérateur spécifique a la collection FamPat

((wireless av application av
Parenthéses (mise en facteur) nécessaires |protocol) ou wap) sauf (dna ou

lors de combinaison d'opérateurs différents [transgenic)

(hair 1m (dye ou dyeing)) et oxidat+

Parenthéses

Tableau 1 : Liste des opérateurs a disposition des utilisateurs de QPAT pour la construction
de requétes complexes [Questel, 2010].

L’'un des avantages majeurs repose sur le fait que tous les documents sont en anglais
d’origine ou traduits instantanément par machine. Par conséquent, il est possible d’effectuer
des recherches en anglais dans les nombreux documents brevets des pays asiatiques (Chine,
Inde, Japon..). Comme pour PATENTSCOPE, un outil multilingue propose des traductions et
des synonymes pour chacun des termes recherchés, dans les différents domaines concernés
par I'expression. De plus, les formes féminines et plurielles des mots sont automatiquement
prises en compte. Cependant, les troncatures sont ignorées et les opérateurs ne sont pas
autorisés. Par exemple, le mot anglais « DNA » peut étre associé dans le domaine de la
biochimie aux mots francais « acide désoxyribonucléique » et « ADN », au mot allemand
« desoxyribonukleinsdure » et aux mots anglais « deoxyribonucleic acid » et
« desoxyribonucleic acid ». Un autre avantage de QPAT porte sur la gestion de la stratégie de
recherche. En effet, I'historique des stratégies de recherches peut étre sauvegardé et les
requétes ainsi conservées peuvent étre aisément relancées ultérieurement. Une alerte peut

également étre programmée pour informer de toute nouvelle publication de brevet entrant
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dans les résultats des recherches sauvegardées. De plus, il est possible de combiner les

recherches effectuées pour créer une nouvelle recherche.

Par exemple, la recherche de documents brevets sur les Locus Control Regions porte

sur une requéte complexe :

Requéte 4 : requéte finale soumise dans QPAT = 395 résultats

(Requéte 3 OU Requéte 2) SAUF Requéte 1

Requéte 3 = 874 résultats

(((LOCUS 1V CONTROL+ 1AV (REGION+ OU SUBREGION+)) OU (DOMINANT 1AV ACTIVAT+
1AV SEQUENCE+) OU (DOMINANT 1AV CONTROL+ 1AV (REGION+ OU SUBREGION+)) OU
(LOCUS 1AV ACTIVAT+ 1AV (REGION+ OU SUBREGION+)) OU ((LCR OU LCRS OU DCR OU
DCRS OU LAR OU LARS) CHP (GENE OU GENES OU GENETIC OU DNA OU GLOBIN OU
CHROMATIN)))/BI/CLMS/OB)J)

Requéte 2 = 35 résultats
(((DNASE+ OU DNAASE+) PHR ((SUPERSENSIT+ OU HYPERSENSIT+ OU SUPERHYPERSENSIT+)
1M (SITE OU SITES OU CORE OU LOCUS OU LOCl)))/BI/CLMS/OBJ)

Requéte 1 = 1503 résultats

(((LIGA+ 1AV CHAIN 1AV REACTION) OU (LIQUIDE+ 1AV CEPHALO 1AV RACHIDIEN+) OU ((LCR
OU LCRS OU DCR OU DCRS OU LAR OU LARS) PHR (PCR OU NASBA OU SDA OU AMPLIC+ OU
PTP OU HPV)) OU ((LCR OU LCRS OU DCR OU DCRS OU LAR OU LARS) 2M (REDUCTASE+ OU
RESPONSE+ OU SANDOSTATIN+ OU PROTEIN+ OU POLYPEPTIDE+ OU METHOD+ OU
RELATED OU RECEPTOR+ OU ENZYME+ OU ANALYSIS OU PHOSPHATASE+)))/BI/CLMS/OBJ)

Dans cet exemple, les requétes 2 et 3 permettent de récupérer les documents
brevets sur les Locus Control Regions ou LCR. Cependant, en biotechnologies, le terme
« LCR » peut également étre utilisé pour définir « Ligase Chain Reaction » ou « Liquide
Céphalo Rachidien ». L’élimination des résultats de la requéte 1 est un moyen pour n’obtenir

gue des résultats pertinents.
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Concernant les résultats, QPAT posseéde de nombreuses fonctionnalités tres utiles.
Par exemple, les mots clés recherchés sont surlignés, chaque mot clé pouvant étre mis en
évidence par une couleur distincte. La fonction KWIC (Key Word In Context) affiche
uniguement les parties dans lesquels les termes sont présents. Cela améliore la visibilité et la
rapidité de sélection de résultats pertinents et facilite ainsi I'élimination des documents
brevets sans intérét. QPAT intégre également I'information légale compléte des demandes
de brevets et des brevets accordés, y compris leur propriété, I'entrée en phases nationales,
les actions en opposition, les accords de licences... Enfin, QPAT met a disposition de ses
clients un module d’analyse statistique qui élabore des représentations graphiques
dynamiques en se basant sur les résultats de la recherche de documents brevets. En effet,
les sociétés Questel et Intellixir ont annoncé en 2007 la signature d’un accord sur
I'intégration d’un module développé par Intellixir dans le systeme de gestion de portefeuille
de brevets de Questel. Cependant, dans le cadre de I’élaboration de paysages brevets, ce
module reste limité car il ne permet pas d’opérer de traitement des résultats ni
d’approfondir leurs analyses en réalisant des segmentations. En revanche, I'association de
QPAT et de la version intégrale d’Intellixir fournit une méthodologie compléte pour la
recherche et I'analyse de documents brevets. Les résultats provenant des recherches avec
QPAT sont extraits puis intégrés dans Intellixir, offrant ainsi plus de possibilités d’analyses et
de traitements. Pour paraphraser Questel, cette complémentarité offre un gain de
productivité incontestable grace a « l’exhaustivité et la structuration de la donnée, la
puissance de la recherche, 'analyse graphique dynamique et interactive, le stockage de
documents pertinents dans des portefeuilles ». C'est le choix que nous avons fait au GICC

pour la réalisation des paysages brevets.

2.4. Formatage et analyses des documents brevets extraits

2.4.1. Présentation de I'outil d’analyse Intellixir

Le systéme Intellixir [w14] est une application web qui permet d’analyser de
I'information structurée issue de bases de données brevets et bibliographique. Proposé par
la société du méme nom créée en 2002, il se base sur une application informatique dédiée

au traitement de I'information structurée et issue des travaux du Commissariat a I'Energie

98



Atomique. Destiné aux organismes qui souhaitent maitriser leur environnement scientifique
et technique, cet outil propose des solutions de traitement et d’analyse de I'information a
des fins de veilles technologique et concurrentielle. Les applications visées sont :

e |'étude d’antériorité (étude de brevetabilité),

e |'’étude d’innovation,

e |arecherche de collaborations,

e |arecherche de I'état de I'art,

e |a création d’indicateurs et de tableaux de bords (nombre de publications sur

une technologie dans le temps)...

Le systéeme Intellixir applique des traitements statistiques et établit des corrélations
entre les différentes données de I'information brevets. Les résultats correspondent a des
représentations graphiques sur des pages web interactives et dynamiques qui présentent de
nombreuses données sous des angles d’analyse différents. Cet outil d’analyse permet donc
de localiser finement des informations stratégiques : évolution des dépéts dans un domaine,
détection de tendances technologiques émergentes, localisation des centres de R&D et des
marchés, identification de partenaires potentiels et d’experts, compréhension des réseaux
de collaboration entre inventeurs et entre déposants, détection de sociétés qui émergent

des laboratoires de recherche publics...

L’intégration de la collection de documents brevets résultant de la recherche avec
QPAT se fait aisément en suivant les indications du systeme Intellixir. Celui-ci est
parfaitement adapté au traitement de I'information brevets dont les informations sont bien
structurées (numéros de publication, de priorité, noms d’inventeurs et de déposants, titres
et résumés, description et revendications). Un premier formatage des données est ensuite
effectué automatiquement par Intellixir. En effet, I'avantage offert par ce systéeme est qu’il
regroupe, pour le traitement de tous les documents brevets intégrés, plusieurs processus en
une seule application : reformatage grace a des filtres dédiés, dédoublonnage, analyses et
représentations graphiques. Néanmoins, un second formatage, manuel, doit étre réalisé a la

suite de ce formatage automatique.
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2.4.2. Formatage manuel des données (étape 16)

Malgré le formatage opéré par le systeme Intellixir, un formatage manuel doit étre
effectué sur les noms des inventeurs et des déposants (dénommés « affiliations » dans
Intellixir). Il est nécessaire de regrouper et d’homogénéiser les données bibliographiques qui
peuvent différer entre les documents brevets. En effet, un seul et méme inventeur peut
avoir plusieurs combinaisons pour son nom: prénom, diminutif du prénom, deuxiéme
prénom... et nom. Bien qu’il s’agisse du méme inventeur, I'outil Intellixir comprendra autant
de noms d’inventeurs différents que de combinaisons dans la base. Par exemple, I'inventeur
Franklin Grosveld est dénommé de plusieurs facons dans les documents brevets : Grosveld
Franklin, Grosveld Frank, Grosveld Franklin Gerardus, Grosveld Franklin G, et méme Grosveld
Frankin G et Grosveld Franklin Geradus. Cela représente six dénominations différentes pour
un seul et méme inventeur (dont deux avec des erreurs). De méme, un unique déposant
peut avoir plusieurs appellations. Par exemple, le Centre National de la Recherche
Scientifique peut aussi étre écrit de plusieurs maniéres : CNRS, C.N.R.S., CENTRE NAT RECH
SCIENT, CT NAT RECH SCIENT, CT NAT DE LA RECHERCHE SCIENTI... et méme par des noms
erronés tel que « SANTR NAS ONAL DE LA RESHERSH » (RU2373415). Il est possible de
rencontrer des erreurs dans le nom des déposants comme Sanagamo Biosciences

(JP2009106276) a la place de Sangamo Biosciences (W00042219).

Un tel regroupement offre ainsi la possibilité d’avoir une représentation plus réaliste
du nombre de brevets de linventeur ou du déposant en question, de son réseau de
collaborations, de la fréquence de ses dépo6ts dans le temps... Pour faciliter cette
homogénéisation dans les noms de déposants, un dictionnaire a été mis en place par FIST
dans Intellixir. Des entrées références ont été intégrées dans le dictionnaire qui regroupe
automatiquement les différentes appellations d’'un méme déposant. Par exemple, la requéte
suivante regroupe les multiples noms de déposants correspondant au Centre National de la
Recherche Scientifique ou CNRS : « (CNRS* OR C.N.R.S OR (CENT* AND NAT* AND RECH*
AND SCI*) OR (CT* AND NAT* AND (SCIEN* OR SCENTIF* OR SCIANTIF* OR RECH*)) OR (C
AND N AND R AND S) OR (SANTR AND NA* AND RESHERSH)) ».
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2.4.3. Analyses proposées par le systéeme Intellixir (étapes 17 et 18) et

exemples de représentations graphiques

Illustrées par quelques représentations graphiques issues du paysage brevets sur les
éléments de contréle de la chromatine, les principales analyses proposées par Intellixir sont

les suivantes :

A. Analyse globale de la base :

1) Couverture temporelle : évolution du nombre de publications par an

mesurée sur la base.

La figure 21 montre I'évolution des dépots de brevets pour la période 1987-2008.

40

Documents

A ~ % ) » o © A
Q 9 % % o o 9 9
K K 9 % KJ

Figure 21 : Evolution des dépéts de demandes de brevets entre 1987 et 2008.

2) Couverture géographique : couverture de protection (tous les pays ou

I'invention est protégée), couverture d'émission (pays d'origine ou le
premier brevet a été déposé et qui est identifié a partir du numéro de

priorité) et couverture d'extension (pays d'extension de la protection).

La figure 22 est une carte mondiale exposant les pays ou des brevets ont été

déposés. Généralement, les pays ou une protection est demandée correspondent aux pays
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représentant un marché d’intérét pour les déposants ou aux pays dans lesquels des

concurrents sont présents.

1-5

5-20

B 2050 ;
B s0-100 v A
B 100200

B >0

Figure 22 : Distribution géographique de la protection accordée par les brevets.

3) Innovation : évolution du nombre de publications par an comparée au
nombre de nouveaux concepts par document par an et au nombre de
nouveaux auteurs par document par an.

4) Recherche & Industrie : auteurs ou affiliations ayant rédigé des articles ET

déposé des brevets.

B. Analyse des acteurs :

1) Auteurs (= inventeurs) :

a. Principaux, sélectionnés ou tous.

L’analyse des co-publications de brevets est un moyen pour identifier les équipes de
recherche et les collaborations entre inventeurs. Par exemple, dans la figure 23, Otte Arie,
Sewalt Richard, Van Blokland Henricus et Kruckeberg Arthur sont co-inventeurs pour de

nombreux brevets : ils travaillent en effet pour la société Chromagenics.
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Figure 23 : Réseau de collaboration entre les inventeurs présents dans la base de données de
brevets créée dans Intellixir. Les chiffres des cadres bordeaux représentent le nombre total de
brevets de I'inventeur, qui est directement lié a la taille de police du nom. Les chiffres noirs
entre deux inventeurs correspondent au nombre de brevets en commun.

b. Experts: il <s’agit des auteurs qui collaborent beaucoup,
indépendamment des auteurs qui publient le plus. Le facteur
d’expertise est calculé selon la formule suivante : Facteur d’expertise

= Nombre de publications x Nombre de co-auteurs différents.

Les auteurs experts sont ceux dont le coefficient d'expertise est le plus important. Ce
facteur d’expertise multiplie le nombre de documents de I'auteur par le nombre de co-
auteurs différents de cet auteur, ce qui permet de faire « remonter » des auteurs qui
collaborent beaucoup. Par ailleurs, la figure 24 ci-dessous corrobore le graphique ci-dessus
sur les auteurs experts : I'inventeur Grosveld Franklin est au centre d’un important réseau de

collaboration.
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Grosveld Franklin
Otte Arie
Crombie Robert
Craig Roger |
Rapp Jeffrey
Antoniou Michael
Sevalt Richard ;
Kaleko Michael
Yoon Yeup
Williams Steven
Akasaka Koji
Thompson William

Van blokland Henricus

Kvaks Theodorus

Mermod Nicolas

Figure 24 : Top 15 des inventeurs considérés comme experts par Intellixir. L’inventeur
Grosveld Franklin est I'auteur expert incontournable dans cette étude.

c. Mobiles : ce sont les inventeurs qui publient sous le nom de plusieurs
déposants différents.
d. Apparition/disparition : apparitions des auteurs pendant une période
a déterminer.
e. Accélération : auteurs qui ont la plus forte augmentation de fréquence
d’utilisation dans une base (auteurs candidats a I’émergence).

f. Innovants : auteurs premiers utilisateurs de concepts ou de codes CIB.

2) Affiliations (= déposants) :

a. Principales, sélectionnées ou toutes.

La figure 25 présente les principaux acteurs de la technologie en question qui se sont

positionnés sur le marché étudié. Le principal déposant est la société Vectura Group PLC

avec un portefeuille de vingt et une familles de brevets sur le domaine.
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Figure 25 : Top 15 des déposants de brevets.

b. Apparition/disparition : apparitions des affiliations pendant une
période a déterminer.

c. Accélération : affiliations qui ont la plus forte augmentation de
fréquence d’utilisation dans une base (affiliations candidates a
I’émergence).

d. Zoom top 20.

e. Concepts communs : concepts utilisés par les affiliations.

f. Innovantes : premieres utilisatrices, au travers de leur auteurs

associés, de concepts ou de codes CIB.

C. Analyse du contenu:

1) Concepts: un concept est un mot ou un groupe de mots extrait des titres,
des résumés et, dans le cas de brevets, des revendications. L’extraction se
fait par la méthode des mots vides et triviaux qui supprime les mots vides
(articles, adverbes...) et les mots triviaux isolés (mots vides de sens
lorsqu'ils sont seuls comme « accumulation, additionnel ou formation ») et
conserve les mots restants.

a. Principaux ou tous.
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Intellixir définit un concept comme un « mot ou groupe de mots extrait des titres
et/ou des résumés des documents brevets ». Plus la taille de la police du concept est grande,
plus celui-ci possede d’occurrences dans la base Intellixir. Il s’agit de mots clés qui
représentent les sujets principaux de I'étude de brevets. lls peuvent étre exploités pour
segmenter les documents brevets intégrés dans la base Intellixir par des mots clés. Dans
I’'exemple ci-dessus, le concept Mammalian cell regroupe les documents brevets qui citent

I'utilisation des cellules de Mammiferes.

I | I I | I | I I I I |
| | I | I I I I | | I | I

| | Dna sequence | | | Encode | Enhancer | | | |

Mammal | Mammalian cell | | | | | | | |

| Operably link | | | | | | | | I

I | . Promoter | | |

[ | [ [ | [ | sar | [
| I | Seq id | | I [ I [ |

| Transcription | | Transfect | | | Transgene | | Transgenic animal |
| | veos | | Vector l | |

Figure 26 : Nuage des mots clés ou concepts présents dans les documents brevets portant sur
les éléments de contrdle de la chromatine.

b. Concepts communs aux dffiliations.

c. Concepts communs aux auteurs.

d. Apparition/disparition : apparitions des concepts pendant une
période a déterminer.

e. Accélération: concepts qui ont la plus forte augmentation de
fréquence d’utilisation dans une base.

f.  Cartographie des concepts : information visuelle sur les concepts
(nombre d’apparitions dans la base...).

g. Signaux faibles : concepts apparaissant un grand nombre de fois dans

peu de documents.

2) Brevets:
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a. CIB, Sous-classes CIB ou Groupes CIB: principaux ou tous, codes
communs aux affiliations, apparition/disparition, évolution des

codes.

Comme cela a été précisé précédemment, les symboles CIB classent et hiérarchisent

les documents brevets selon les domaines technologiques auxquels ils se rapportent. Le

Tableau 2 expose les différents domaines d’applications des inventions revendiquées dans

les documents brevets.
e T e e e e

C12N15/85

C12N5/10

C12N15/09
A61K48/00
C12N15/63
C12N15/00
A01K67/027

CO7H21/04

C07K14/435
C12Q1/68
C12N5/06
C12N15/11

C07H21/00

C12N15/87

C12P21/02
A61K38/00

C12N15/82

C12N15/86
C12N15/12
C12N15/67

157

138

124
119
112
105
94

80

72
70
67
53

51

50

49
a8

47

46
45
44

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, Introduction of foreign genetic material using vectors, Vectors or
expression systems specially adapted for eukaryotic hosts, for animal cells

Undifferentiated human, animal or plant cells, e.g. cell lines, Cells modified by introduction of foreign genetic material, e.g. virus-
transformed cells

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology

Medicinal preparations containing genetic material which is inserted into cells of the living body to treat genetic diseases
Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, Introduction of foreign genetic material using vectors
Mutation or genetic engineering

Rearing or breeding animals, not otherwise provided for, New breeds of vertebrates

Compounds containing two or more mononucleotide units having separate phosphate or polyphosphate groups linked by
saccharide radicals of nucleoside groups, e.g. nucleic acids, with deoxyribosyl as saccharide radical

Peptides having more than 20 amino acids, from animals
Measuring or testing processes involving enzymes or micro-organisms, involving nucleic acids

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, DNA or RNA fragments

Compounds containing two or more mononucleotide units having separate phosphate or polyphosphate groups linked by
saccharide radicals of nucleoside groups, e.g. nucleic acids

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, Introduction of foreign genetic material using processes not
otherwise provided for, e.g. co-transformation

Preparation of peptides or proteins, having a known sequence of two or more amino acids, e.g. glutathione

Medicinal preparations containing peptides

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, Introduction of foreign genetic material using vectors, Vectors or
expression systems specially adapted for eukaryotic hosts, for plant cells

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, Introduction of foreign genetic material using vectors, Vectors or
expression systems specially adapted for eukaryotic hosts, for animal cells, Viral vectors

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, DNA or RNA fragments, Genes encoding animal proteins

Mutation or genetic engineering, Recombinant DNA-technology, Introduction of foreign genetic material using vectors, General
methods for enhancing the expression

Tableau 2 : Description des principaux symboles CIB des brevets de la base créée dans

Intellixir.

b. ECLA ou Groupes ECLA : principaux ou tous, codes communs aux
affiliations, apparition/disparition, évolution des codes.

c. Codes US: principaux ou tous, codes communs aux affiliations,
apparition/disparition, évolution des codes.

d. Citations : brevets les plus cités présents et absents dans la base,
liaisons entre les brevets cités et citant, liaisons entre les déposants
cités et citant.

e. Familles : familles de brevets les plus importants en nombre de

brevets.
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f.  Statuts : statuts des brevets définis par le kind code (code de type de
brevet) et le code pays du numéro de brevet (par exemple le brevet

JP3709485 B1 a un kind code B1 et un code pays JP).

3) Champs personnalisés :

a. Occurrences des champs.

b. Cooccurrences des champs.

L'utilisation des champs personnalisés est particulierement performante car cela
permet de faire des segmentations et ainsi d’affiner I’'analyse du paysage brevets. Il est ainsi
possible de découper la base de données constituée dans Intellixir selon des critéres a
définir : déposants industriels VS déposants institutionnels, segmentation des documents

brevets selon leurs applications, focus sur un territoire déterminé comme I'Europe...

Par exemple, la figure 27 a été obtenue en segmentant I'ensemble de la base par des

critéres de mots clés.

o ° .
wh @ o @ o O o O *-— 0 —@—10@
@ ¢ ¢ o o ; e ®@ o
UCOE} ® . ‘ .
tnsulators | @ { \:} ("] ® @ 2 @ ° . ? 5]

Figure 27 : Taille du portefeuille de brevets couvrant les systemes d’éléments de contréle de
la chromatine pour chaque déposant. Le nombre au sein de la bulle indique le nombre de
brevets pour I’'élément en question, qui est directement proportionnel a la taille de la bulle.

Dans I'exemple, le graphique montre le positionnement technologique des déposants
sur les différentes technologies favorisant I'expression de géne. L'analyse de ces résultats
expose donc les déposants concurrents potentiels, comme les sociétés Synageva Biopharma

et Novartis qui ont déposé respectivement sept et neuf brevets sur les éléments MAR.
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Certains déposants se spécialisent avec des brevets portant principalement sur une
technologie comme la société Millipore (quinze brevets sur dix-neuf concernent les éléments
UCOE). D’autres déposants ne se spécialisent dans aucun systéme comme la société Vivalis
qui a déposé des brevets couvrant les éléments MAR, LCR, UCOE et insulateurs. En
recoupant avec d’autres informations comme les sites internet des déposants en question, il
est possible de mieux comprendre et d’appréhender le positionnement technologique de
chaque acteur. En effet, comme le signale la société Millipore sur son site, elle détient la PI

et donc I'exploitation des éléments UCOE [w40].

Cette remarque montre qu’il est important de ne pas se limiter a lI'information
brevets pour les paysages brevets. En effet, les acquisitions, fusions et scissions sont des
opérations courantes de I'économie de l'industrie des biotechnologies. Il est nécessaire de
tenir compte de cette réalité économique dans I'analyse et I'interprétation des résultats

fournis par I'outil Intellixir.

2.5. Recherche d’informations complémentaires

2.5.1. Informations économiques et industrielles

Pour comprendre le développement et les relations entre tous les acteurs des
biotechnologies, que ce soit des personnes physiques (auteurs et inventeurs) ou des
personnes morales (acteurs publics et privés), il est nécessaire de compléter les informations
brevets et bibliographiques par des données d’autres natures. Il s’agit de toutes les
informations stratégiques, économiques, financieres, reglementaires voire politiques, qui
portent sur le développement des biotechnologies. Les laboratoires (entreprises
pharmaceutiques et de biotechnologies, laboratoires publics de recherche) interagissent
avec les autres acteurs impliqués dans ce secteur comme par exemple les partenaires
financiers (fonds d’investissements, business angels, capitaux risqueurs...), les agences
réglementaires, les offices de brevet... Ces informations apportent des indices sur leur
stratégie au sein de cet environnement. Elles regroupent toutes les opérations qui jalonnent

les diverses activités des acteurs du secteur : opérations financieres (levée de fonds, achat
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d’une société, vente d’une branche de la société, introduction en bourse...), collaborations
avec des partenaires complémentaires, stratégies de Pl (licensing-in et -out, révocation d’un
brevet concurrent...), intégrations d’experts scientifiques dans les directions des entreprises,
réussites technologies, autorisations réglementaires (accord de la US Food and Drug

Administration...).

Ce type d’'informations peut étre trouvé en exploitant les sources citées a la partie
2.2.2 — Identification de mots clés a partir du web : les sites internet de sociétés et de
laboratoires de recherche ou via les résultats donnés par les moteurs de recherche
généralistes ou par les métamoteurs. Ici aussi, le choix des mots clés est important pour
I'obtention de résultats pertinents. La pertinence de ces recherches d’informations
complémentaires est illustrée avec la recherche des mots clés « transposon company » dans
Google. Cette requéte fait ressortir dans les dix premiers résultats, les sites internet des
sociétés Minos Biosystems [w41] et Discovery Genomics [w42]. Ces dernieres font partie des
sociétés de biotechnologies créées a partir d’'un systeme transposon [Palazzoli etal.,
2010a].Le site de Discovery Genomics donne méme une information sur la Pl du transposon
en question : United States Patent 6,489,458; Hackett , et al. December 3, 2002; DNA-based
transposon system for the introduction of nucleic acid into DNA of a cell. Les sites internet
des sociétés de biotechnologies peuvent donc comporter de nombreuses informations
incontournables pour les paysages brevets. lls comportent généralement une partie Press
Releases ou News ou des informations concernant des activités de la société sont publiées. Il
peut s’agir par exemple de I'obtention d’un brevet [w43], d’une collaboration avec un
partenaire [w44], de I'obtention ou de I'attribution d’une licence [w45], ou encore de

I"acquisition d’une technologie [w46] ou d’une société [w47].

D’autres sites internet sont spécialisés dans le recensement et la publication de ces
informations sur I'économie de l'industrie des biotechnologies et proposent régulierement
des résumés. C'est le cas en France et en Europe de la revue Biotech Finances [w48] qui
rassemble chaque semaine l'essentiel des informations sur ['activité financiére et les
transactions dans le domaine des biotechnologies et informe des stratégies des acteurs des
biotechnologies. C'est aussi le cas du site anglo-saxon Bioworld [w49] qui relate des actions
en justice contre des brevets [w50] ou des opérations financiéres entre entreprises du

secteur [w51]. Il peut également étre intéressant de s’abonner a des newsletters dédiées
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aux biotechnologies comme Buzz4Bio, anciennement Info Veille Biotech [w52], ou encore
Flash Info Biotech [w53] dont I'un des objectifs est d’informer sur I'’économie des

biotechnologies.

Il est donc important de varier les sources d’informations provenant du web et de

recouper les nombreuses informations qui en proviennent.

2.5.2. Informations liées a la littérature bibliographique

Comme cela a été expliqué précédemment, l'outil Intellixir permet d’analyser
I'information brevets exportée depuis des bases de données brevets. Une autre exploitation
possible d’Intellixir porte sur I’analyse d’articles scientifiques. Dans I'idéal, il serait
intéressant de réaliser un paysage brevets dont les informations et I'analyse seraient
complétées par un « paysage articles ». L’analyse de ce paysage bibliographique aboutit aux
mémes résultats que pour les brevets : mesure de I'activité de publication, orientations de
R&D des centres de recherche, identification d’experts, de concurrents, de partenaires
potentiels... Pour cela, les articles peuvent étre extraits des bases de données Scopus, Web
of science ou Medline. A la place de cette possibilité, j’ai utilisé le site GoPubMed [w54]. Cet
outil ne remplace pas Intellixir mais propose quelques fonctionnalités qui s’en approchent
comme des statistiques sur I’'évolution des publications au cours du temps, les principaux
pays dont sont originaires les publications, les principaux journaux dans lesquels les articles
ont été publiés, les auteurs majeurs, les concepts exploités dans les articles ou encore les

réseaux de collaboration entre co-auteurs (Figure 28).
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Grossched! R @

Figure 28 : Réseau de collaboration des auteurs d’articles pour la requéte « Matrix
Attachment Regions », créé par le site GoPubMed.

Les mots clés utilisés pour la requéte dans GoPubMed sont soumis dans PubMed et
les résumés qui en résultent sont ensuite classés selon le MeSH (Medical Subject Headings),
le systéeme hiérarchique de vocabulaire utilisé pour indexer les articles dans
Medline/Pubmed. Concernant les statistiques, elles sont établies a partir des résumés des

articles de PubMed.
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3.1. Article 2 : Sustained transgene expression using non-viral

enzymatic systems for stable chromosomal integration

3.1.1. Contexte et objectif de I’article

L'utilisation d’un vecteur d’intégration représente une bonne stratégie pour avoir
une expression a long terme et durable d’un gene d’intérét thérapeutique. Les stratégies
d’intégration de transgenes se scindent en deux approches selon I'origine du vecteur : virale
ou non virale. Les virus sont des vecteurs efficaces mais leur utilisation chez I'homme n'est
pas sans risque et souleve de nombreux probléemes d’innocuité et de sécurité pour les
patients. Les vecteurs non-viraux représentent donc une alternative intéressante méme s'ils
sont moins efficaces pour réaliser une expression du transgene a long terme dans les cellules

cibles.

L'objectif de cet article est de présenter les différentes stratégies enzymatiques non
virales qui existent pour réaliser une intégration chromosomique stable. Nous avons
comparé les propriétés de chaque systéme pour proposer une niche de développement

technologique pertinente, tout en tenant compte de la Pl qui les protége.

3.1.2. Résumé de l’article

L'article offre un panorama des stratégies non virales de transfert de genes basées
sur l'activité d’enzymes exogénes, pour réaliser I'intégration chromosomique d’un vecteur
contenant un transgene. Dans une premiere partie sont synthétisées les propriétés
naturelles et les caractéristiques des trois principales stratégies. La premiére option
regroupe les nucléases a doigt de zinc et les méganucléases. Il s’agit d’endonucléases
réalisant des coupures double brin site-spécifiques pouvant induire des modifications
génétiques par recombinaison homologue. La deuxieme alternative concerne les intégrases
du type de celle du phage $C31, qui sont des recombinases nécessitant la présence de sites
spécifiques (attB et attP) pour intégrer un vecteur. La derniére solution est basée sur les
transposases (Sleeping Beauty, Tol2 et piggyBac, Minos, FrogPrince, Himarl, Hsmarl et

Mos1, ISY100 et Tn7) qui permettent a des fragments d’ADN mobiles, les transposons, de se
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déplacer dans les génomes. Les vecteurs qui dérivent de ces transposons rendent possible

I'insertion des transgénes qu'ils contiennent.

Dans la seconde partie de l'article, nous avons décrit les effets génotoxiques et
délétéres de ['utilisation des systemes enzymatiques non viraux, qui proviennent
principalement des activités de clivage non-spécifiques. lls comprennent l'intégration non
désirée a la suite d’'une recombinaison non-spécifique, le silencage de I'expression des
transgenes intégrés et I'impact de l'intégration sur I'environnement chromatinien du site

d’intégration.

La troisieme partie de l'article porte sur les définitions d’un bon site d’intégration et
des niches de développement des systemes d’intégration enzymatiques non viraux. L'article
se termine par une section concernant la Pl qui protege ces systémes enzymatiques et qui
compléte la notion de niche de développement technologique. En effet, les systéemes
enzymatiques d’intégration ont été protégés par des brevets qui couvrent de larges
applications, allant de la thérapie génique jusqu'a leur utilisation en tant qu’outil de biologie

moléculaire.

3.1.3. Conclusion de l'article

Les récents progres en ingénierie sur les systemes d’intégration non-viraux montrent
gue ceux-ci représentent des alternatives prometteuses aux stratégies virales de transfert de
génes. lls offrent la possibilité de réparer des génes défectueux et de réaliser des
intégrations d'ADN exogéne dans I'"ADN chromosomique. Cependant, des investissements
importants sont nécessaires pour permettre une exploitation efficace et adaptée de ces
technologies non virales. Dans les prochaines années, comme c’est en partie le cas pour les
vecteurs viraux, ces technologies devront étre en mesure de répondre aux défis que

représentent la gestion de la génotoxicité des vecteurs non-viraux in vitro et in vivo.

Un des facteurs limitant le développement de ces vecteurs porte sur la Pl qui les
couvre et qui risque de freiner les projets de R&D sur I'intégration enzymatique non virale.
Souvent, ces systéemes sont protégés par des brevets appartenant a quelques acteurs du

domaine. En effet, de nombreux systemes font partie intégrante du plan d'affaires (business
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plan) de sociétés de biotechnologies qui ont été créées dans le but d’exploiter les systemes
en question (Cellectis pour les méganucléases, Sangamo Biosciences pour les nucléases a
doigts de zinc...). Par conséquent, il est indispensable d’en tenir compte avant d'élaborer et

de financer un plan d’exploitation basé sur ces systemes.

3.1.4. Conséquences pour le choix des études et la suite de mes

travaux

Cet article [article 2 ; Palazzoli et al., 2008] et ceux de Harraghy et Kwaks & Otte sur
les éléments de contréle de la chromatine [Kwaks & Otte, 2006 ; Harraghy et al., 2008] ont
permis d'organiser mon travail de these en définissant les domaines et les objets des études
de brevets (exemples de domaine : transposons ou éléments de controle de la chromatine,
exemples d'objet: Sleeping Beauty ou insulateurs). Comme cela a été exposé
précédemment, |'objectif de SyntheGeneDelivery était de développer un vecteur
transposon. Par conséquent, un paysage brevets plus approfondi de ces systéemes a été
réalisé [article 3 ; Palazzoli et al., 2010a]. L’article de Current Gene Therapy a aussi permis de
clarifier les stratégies de gestion de la génotoxicité a travers deux stratégies, qui ont aussi
fait I'objet de paysages brevets. La premiére porte sur la spécificité d’intégration du
transgeéne. Les travaux se sont concentrés sur la spécificité d'insertion et sur les outils
moléculaires qui permettraient une insertion dans les séquences codantes des genes
ribosomaux [articles 4 et 5 ; Palazzoli et al., 2010b ; Carnus et al., 2011]. La seconde stratégie
repose sur l'utilisation d’éléments de contréle de la chromatine qui sont intégrés dans le
vecteur d’expression enzymatique non viral. Ces éléments sont un bon moyen pour assurer
I’expression du transgene et pour limiter le nombre d’intégrations du vecteur a une seule
insertion [article 6 ; Palazzoli et al., 2011]. L'objectif de ces panoramas mondiaux de la Pl
était d’identifier des niches de développement technologique pour le GICC, c'est-a-dire des

technologies qui soient libres de droits de PI.
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3.1.5. Remarque sur la méthodologie et les outils employés

Une remarque peut étre faite quant a la méthodologie et aux outils exploités pour la
recherche de brevets sur les systémes d’intégration enzymatiques non viraux. En effet, les
travaux ont été obtenus pendant ma premiére année de thése, quand nous n’avions aucun
outil commercial a disposition tel que I'outil de recherche QPAT ([w13], acquis au début de
ma deuxiéme année de theése). Nous avons utilisé la base esp@cenet [w30] qui, comme cela
a été exposé auparavant, comporte certaines limitations. Par exemple, le fait de ne pas
pouvoir rechercher dans les revendications peut créer un biais dans les résultats. En utilisant
I'outil de recherche QPAT, le nombre de résultats aurait été plus important qu’avec
esp@cenet. Cet inconvénient n’a cependant pas été un probléme pour cet article dont le but
était de proposer un panorama des systemes existants et non pas de présenter un paysage

brevets complet ou de réaliser une étude de liberté d’exploitation.

3.1.6. Article 2
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Sustained Transgene Expression Using Non-Viral Enzymatic Systems for

Stable Chromosomal Integration
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Abstract: Gene delivery technologies have been developed for various biotechnology applications. In gene therapy, they
are promising for the treatment of several inherited and acquired human diseases. When therapies require the transfection
of a transgene, the vector integration is one of the solutions that is used for maintaining and sustaining expression. On the
basis of their origin, vectorisation technologies are currently divided in two fields, gathering on one hand viral vectors
and, on the other hand, non-viral approaches. In the case of the non-viral therapies, three main sub-fields are in progress to
integrate transgenes. The first uses oligonucleotides to stimulate targeted gene repair by homologous recombination. The
second is based on site-specific endonucleases for which the cleavage activity is used to stimulate the host recombination
mechanisms in the presence of a DNA vector. The third one is developed from phage and transposon enzymatic systems.
The two lasts sub-fields use non-viral enzymes and are the scope of this review.

Here, our objective was to overview the main non-viral enzymatic systems able to integrate DNA cassettes. Their molecu-
lar and functional characteristics are summarized, and their properties and limits in the current state of the art highlighted.
An overview of the safety and quality issues is also presented and discussed, taking into account the solutions that might
circumvent problems, intellectual property and economic status for each system. As a conclusion, we propose projections

of the future technological developments in the context of the different interests for public and private bodies.
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INTRODUCTION

In 2007, over 1340 clinical trials have been completed,
are on going or have been approved worldwide, using over
100 genes [1]. Since 2004, the percentage of trials using viral
strategies remained stable (67%). For non-viral therapies
using plasmid DNA, this rate has increased and has reached
18%. Although some studies in vector engineering aimed to
develop systems made with viral and non-viral gene compo-
nents [2, 3, 4, 5] and whereas most non-viral strategies
mainly mimic what virus do, both approaches are commonly
felt as being in rupture at levels of the concepts and tech-
nologies. Another way to distinguish strategies among viral
and non-viral gene therapies is to consider the mode of main-
taining gene expression in the genetically modified cells.
Indeed, numerous viral and non-viral therapies used so far in
clinical trials involved extra-chromosomal DNA vectors con-
taining the transgenic constructs. To date, retrovectors are
the only efficient vectors able to ensure maintenance of the
transgene by integration within chromosomes. Wild adeno-
associated virus (AAV) are able to integrate at a specific site
within the human chromosome 19q under in vitro laboratory
conditions [6]. However, this property would be deleterious
if it could occur in vivo in patients [7], and is not conserved
in recombinant AAV.
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In the case of therapies concerning non-dividing cells
with a low regeneration rate, the maintenance of an extra-
chromosomal vector raises few problems. In tissues where
cells are frequently regenerated, the maintenance of the vec-
tor is of crucial importance and is directly related to its abil-
ity to be accurately replicated and segregated during cell
division. Viral mechanisms such as that involving the
EBNA1 protein from EBV are able to ensure an extra-
chromosomal genome maintained in dividing cells [8]. How-
ever, the deleterious effects of such a mechanism on the bi-
ology of the genetically modified cells do not allow their use
in gene therapy yet [9]. Beside replication and maintenance
in cells, the middle and long-term presences of extra-
chromosomal DNA molecules within the cellular nucleus is
the origin of other problems that can be highly deleterious,
whatever the vector used. For example, integrations occur
and create deleterious mutations in host chromosomes that
can lead to the emergence of proliferative cancer cells if epi-
somal papillomavirus, HBV genome [10, 11, 12], or rAAV
vectors [13, 14] are middle or long-term maintained ex vivo
and in vivo. Similarly, the introduction of extra-chromosomal
molecules such as plasmid DNA in the nucleus of eukaryotic
cells can lead, on one hand, to the creation and the mainte-
nance of very large recombinant DNA molecules just after
transfection [15] and, on the other hand, to random integra-
tion events [7, 16, 17, 18] that are stimulated by random sin-
gle-stranded and double-stranded DNA cleavages in the
chromosomal DNA [19]. These integration events, over
middle and long-term time duration and at the population
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scale of several million cells, can also lead to the emergence
of proliferative cancer cells.

The integration of the vector is one of the solutions that
can be used for maintaining, and sustaining transgene ex-
pression in the cells transfected for gene therapy purposes. In
the case of the non-viral therapy, three main strategies are
under investigation and none of them is for the moment in-
volved in clinical trials. The first strategy uses oligonucleo-
tides to stimulate targeted gene repair by homologous re-
combination (HR) in an attempt to correct point mutations.
The two other strategies require the use of exogenous en-
zymes. The second is thus based on the use of site-specific
endonucleases for which the cleavage activity is used to
stimulate the host recombination mechanisms in the presence
of a DNA vector. It allows two kinds of DNA rearrange-
ments: to correct point mutations and to insert a DNA frag-
ment at a precise locus. The third strategy was developed
from two kinds of mobile genetic elements (MGE; so-called
parasitic genetic elements (PGE)), phages and transposons,
which use a DNA molecule as an intermediate. The proc-
esses involving MGE as vectors generally require a source of
enzyme and a DNA vector donor that is a modified integron
or a transposase donor. They are mostly used to insert DNA
fragments.

The scope of the present review does not include ap-
proaches involving oligonucleotides that were recently re-
viewed [20, 21] but concentrates on approaches involving
enzymes such as endonucleases, recombinases and transpo-
sases. Their natural properties of integration efficiency and
specificity, their genotoxic effects and the problems met to
sustain transgene expression are synthesized. Approaches
that aim to circumvent the encountered problems are pre-
sented and the expected performances and perspectives of
safety and quality for these non-viral integration systems are
finally discussed.

1. DIVERSITY OF THE NON-VIRAL ENZYMATIC
INTEGRATION SYSTEMS

To date, two kinds of non-viral enzymatic mechanisms
have been investigated for gene therapy purposes. The first
corresponds to artificial DNA endonucleases derived from
type II restriction enzymes of bacterial origin and homing
endonucleases, so-called meganucleases that are found in
phages, bacteria, archebacteria and various eukaryotes [22].
These proteins are used to stimulate the host mechanisms of
HR in order to correct point mutations or to insert DNA
fragments. The second kind of proteins are DNA phos-
photransferases that mostly originate from prokaryotic and
eukaryotic MGE. Based on their chemistry, two sub-types of
phosphotransferases are used, recombinases and transpo-
sases. In contrast to nucleases, the gene delivery processes
using these enzymes do not require specific host factors to
trigger the integration. They mobilize the host machinery to
fill and repair the ends of the vector only after integration.

1.1. Endonucleases
1.1.1. Polydactyl Zinc Finger-Nucleases (pZF-Nucleases)

The pZF-nuclease system was mainly developed from a
type II restriction enzyme, Fokl, isolated from the bacteria
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Flavobacterium okenokoites. Its homo-dimerization domain
is required to recognize the asymmetric sequence 5’-
GGATG(N)y/3-3” and to cleave double-stranded DNA at
staggered sites [23]. Fokl comprises a N-terminal DNA rec-
ognition domain, containing three helix-turn-helix sub-
domains, and a C-terminal DNA cleavage domain, contain-
ing an Asp-450, Asp-467 and Lys-469 catalytic triad close to
that of the restriction enzyme BamHI [24]. The modular
structure of Fokl allows construction of hybrid endonucle-
ases with novel sequence specificities by substituting its
DNA binding domain with other DNA binding domains. The
potential of this modularity was firstly demonstrated by con-
structing a functional enzyme with a new cleavage specific-
ity. This was obtained by linking the DNA-binding domain
of the Drosophila Ubx homeodomain to the DNA cleavage
domain of Fokl [25]. More interestingly, hybrid enzymes
were obtained with zinc finger DNA binding domains (ZFD)
[26, 27].

ZFD are of special interest in engineering the cleavage
specificity of hybrid endonucleases made with the Fokl C-
terminal DNA cleavage domain. Indeed, beside their diver-
sity and prevalence, they are the most abundant DNA bind-
ing domains in eukaryotes [28]. A revolutionary technology
of molecular engineering was developed 20 years ago to
obtain tailor-made DNA binding domains able to specifically
bind to any DNA sequence ranging in size from 3 to 18-bp.
This technology was developed from a Cys,His, ZFD back-
bone related to those found in the TFIIIA and Zif268 pro-
teins [29, 30]. This backbone is a 30 amino acid unit consist-
ing of a compact o fold internally stabilized by chelation
of a single zinc ion (Fig. 1a). Structural analyses have re-
vealed that one ZFD unit typically recognizes three contigu-
ous base pairs of a DNA sequence, and 7 amino acid resi-
dues located from positions -1 to 6, with respect to the start
of the o-helix, are responsible for contacting DNA. Carlos
Barbas and colleagues have constructed a set of ZFD units
that target all GNN, most ANN and CNN and a few TNN
triplet subsites, thus opening the possibility to generate ZFD
arrays, so-called pZFD, able to specifically bind to a DNA
triplet oligomer [for review, see 31 and 32]. Different tools
of molecular engineering and in silico design were devel-
oped to optimize the pZFD affinity for their DNA target [for
review, see 33, 34, 35, and http://www.zincfingers.org/].
Because efficient double-stranded DNA cleavage requires
dimerization through the Fokl C-terminal DNA, the possibil-
ity to fuse it with a pZFD designed and selected to specifi-
cally bind to a sequence of 9 nucleotides (Fig. 1b), opens
opportunities to target 18-bp long recognition sites, long
enough to be unique in the human genome [http://www. san-
gamo.com’/human/human_thera overview.html]. A single
pZF-nuclease can therefore target cleavage in a palindromic
motif in which inverted 9-bp repeats are separated by an op-
timal spacer of 6 to 8 nucleotides (Fig. 1¢) [36]. When no
palindromic target is present, two different and complemen-
tary pZF-nucleases can also be used (Fig. 1d) [37, 38].

1.1.2. Meganucleases

Meganucleases are endonucleases that are often encoded
by introns or inteins (so-called “protein-intron”), behaving as
a MGE. They recognize large DNA target sites (>12-bp)
where they produce a double-stranded cleavage [39,
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a.

5’-GCGTGGGCGN
3’-CGCACCCGCH

5 -TCAGGATGCN
3’-AGTCCTACCHN

Fig. (1). Zinc finger and pZF-nuclease properties. a) Canonical
structure of a zinc finger module consisted of two anti-parallel
B-strands (green arrows) and an o-helix, with a zinc cation (grey
sphere) coordinated by four conserved residues, two cysteines and
two histines (respectively located in red and blue with their side
chain). The numbered amino acid residues in orange with their side
chain at position -1, +2, +3 and +6 relative to the amino-terminal
end of the o-helix are important residues contacting in the major
groove of the double-stranded target DNA. b) Structural organiza-
tion of a trimeric zinc finger domain bound to the major groove of
its double-stranded target DNA. In a and b, ribbon representations
were drawn from the PDB file code 1AAY and MacPyMal facili-
ties. ¢) Homodimeric zinc finger nuclease bound to a palindromic
target site. d) Heterodimeric zinc finger nuclease bound to a non-
palindromic target site. A pZF-nuclease target site consists of two
similar (c¢) and different (d) binding sites on complementary
strands, separated by a spacer of 5-6 nucleotides. In this configura-
tion, recombinant Fokl endonulease monomers (dark blue spheres)
fused to the C-terminal of each Zinc finger arrays can form an ac-
tive dimeric nuclease able to cleave double-stranded DNA in the 5-
6 nucleotides spacer between the two pZFD binding sites.

http://www.cellectis.com/homing.php]. These cleavage sites
usually correspond to intron-free or intein-free genes. Me-
ganucleases are classified into four families named after con-
served peptide motifs: the LAGLIDADG family, the His-
Cys box family, the GIY-YIG family, and the HNH family.
To date, only members belonging LAGLIDADG family, I-
Crel and related proteins such as 1-4nil, I-Ceul, 1-Msol and
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I-Scel, have been engineered for gene transfer purposes, in-
cluding gene therapy [for review, see 40]. Usually, these
natural proteins cleave DNA as homodimers or single chains.
In structure, the LAGLIDADG motifs are central with two
characteristic apfoppo folds facing each other across a 2-
fold pseudo-symmetry that separates monomers (Fig. 2a). In
each monomer, a four-stranded B-sheet provides a DNA
binding interface that drives the interaction of the protein
with the target DNA sequence [41, 42]. A natural meganu-
clease therefore targets a double-stranded DNA cleavage
within a palindromic motif (Fig. 2b).

5’-CAAAACGTCGTGA |GACAGTTTG-3’
3’-GTTTTGCAG [CACTCTGTCAAAC-5’

Fig. (2). Meganucleases and target site properties. a) Structural
organization of I-Crel dimer bound to its DNA target. The o-
helices and B—strands contained in each of both monomers are rep-
resented from N-terminal to C-terminal ends following the rainbow
colours (blue to red). Ribbon representation was drawn from the
PDB file code 1G9Y and MacPyMal facilities. b) Sequence of the
natural I-Crel target site. Trinucleotides boxed in gray correspond
to nucleotides that can be altered to engineer new I-Crel variants
that can cleave DNA as a homodimer or a heterodimer, depending
on the selection process used.

Although they result from approaches and research teams
that are unrelated to those involved with the pZFD-
nucleases, processes to engineer the binding specificity of
the meganucleases have been developed. They now allow
designing many new meganucleases with predictable sub-
strate specificities by domain swapping and fusion of hom-
ing meganuclease domains. Mutagenesis also allowed crea-
tion of heterodimeric endonucleases that are able to cleave
non-symmetric DNA targets [43, 44, 45]. Overall, these ef-
forts have demonstrated that the plasticity of LAGLIDADG
endonucleases allows extensive engineering, and provide a
general method to create a second kind of nucleases with
tailored specificities for sites that do not have to be palin-
dromic.

1.1.3. Stimulating Point DNA Modifications and Targeting
Insertion with Endonucleases

Genome DNA modifications with endonucleases use host
mechanisms to repair DNA double-stranded breaks (DSB).
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DNA DSB are naturally occurring events, potentially caus-
ing chromosomal rearrangement and cell death. There are
two primary repair pathways in mammals: i) the non-
homologous end-joining (NHEJ) that simply ligates back
together broken ends and ii) homologous recombination
(HR) that is a very conserved DNA maintenance pathway
involved in the repair of DNA DSB or other lesions. To re-
pair lesions, HR promotes exchange of genetic information
between endogenous homologous sequences as a repair tem-
plate, in a manner most consistent with the synthesis-depen-
dent strand annealing (SSDA) model (Fig. 3a) [for review,
see 34]. Usually, cells use the sister-chromatid as a template,
but other homologous loci or exogenous DNA constructs can
be involved in repair. In mammalian cells, the natural occur-
rence rate of HR between a locus and a homologous exoge-
nous DNA construct ranges from 107 to 107, depending on
the cell type and the transfection method used [46].

One of the technologies developed to stimulate HR is to
use sequence-specific endonucleases that create sites-specific
DSB. Indeed, DSB and sequence similarities between the
cleaved site and the DNA template elicit host repair machin-
ery. Importantly, this technology is not limited to gene cor-

a. Punctual gene

b. DNA fragment
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rection in order to restore a functional gene (Fig. 3a) or to
mutate a gene (Fig. 3b), but it can also be used to target in-
sertion or gene inactivation by insertional mutagenesis (Fig.
3¢), thus opening a wide range of applications spanning be-
yond the field of the gene therapy. Using pZF-nucleases to
stimulate HR, it was found that the rates of targeted human
gene correction reach from 5 to 15% ex vivo, depending on
the nature of the correction (point mutation correction of a
functional gene or integration of a DNA fragment), within
72h of treatment and with no selection of the desired events
[37, 38]. Under similar conditions, it was found that maximal
rates of 1 to 10% are obtained ex vivo when gene corrections
are simulated by the I-Scel meganucleases [40]. Overall, this
indicates that both kinds of endonucleases have for the mo-
ment similar efficiencies to stimulate gene corrections ex
vivo by HR. Due to the fact that HR is mostly active during
cell division, and in the absence of published data on quies-
cent cells, pZF-nuclease and meganuclease systems can be
considered efficient only in dividing cells [47]. Nevertheless,
the actual challenge between both systems is not the rate of
gene correction, but more likely the robustness of the design
and selection processes to obtain efficient endonucleases and
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Fig. (3). Endonuclease-induced genetic modifications by HR. Endonuclease (EndoN)-induced homology-directed DSB repair in mammalian
cells is based on the repair of the gene by HR after the induction of a specific DSB. After cleavage, the DSB is processed to form free 3’
single-strand tails, a process that requires the Mrel1/Rad50/Nbsl complex. The HR machinery, through the actions of the strand invasion
protein, Rad51, then uses the free 3’ ends to invade a homologous repair template/donor. How the machinery identifies a homologous repair
donor remains unclear but it is likely that simple physical proximity plays an important role. In the normal repair of a DSB, the repair donor
is the sister-chromatid and thus the template is identical to the damaged allele. In gene targeting, the repair donor would be an extra-
chromosomal piece of DNA, in general a plasmid containing the targeted DNA fragment with the modifications. After strand invasion,
primed DNA synthesis occurs to generate new undamaged DNA using the undamaged DNA as a template. The process is completed by the
annealing of the new strand of DNA with its original partner and subsequent use of that new DNA to template DNA synthesis. Endonucle-
ase-induced gene targeting can be used for gene correction (a) or fragment DNA gene insertion (b) at the meganuclease cleavage site.
The DSB can also be repaired by Non-Homologous End Joining (NHEJ), an error prone process that can either restore the initial se-
quence, or result in small insertions or deletions of various sizes (c).



Sustained Transgene Expression Using Non-Viral Enzymatic Systems
the management of their genotoxicity.

1.1.4. Translocating Endonuclease Systems into the Nu-
cleus for Gene Correction

To date, gene delivery assays with both endonuclease
systems have been investigated ex vivo, using dividing
mouse embryonic stem (ES) cells and common cell lineages.
A two-plasmid system is usually used for transfection em-
ploying lipofectin or polyethylenimine (PEI) as transfecting
agents, or by nucleofection ([48], Amaxa Biosystem, Ger-
many). The first plasmid is an expression plasmid encoding a
pZF-nuclease or meganuclease. The second plasmid contains
the gene of interest that is used as donor template for HR.
When using a heterodimeric system of endonucleases, two
expression plasmids are co-transfected.

1.2. Ole[IdbilalTald Orall T a im0

Integration systems described in this section and investi-
gated for gene therapy purposes were all isolated from MGE,
such as phages and DNA transposons of bacterial and eu-
karyotic origins. Integrase and transposase systems however
are distinguished by the origin of the enzyme and the chem-
istry of the reaction involved in the specific integration of the
transgene. The first system uses site-specific recombinases
[49], for which the best investigated system is the serine-
integrase of the phage ¢C31. The second involves transpos-
ons belonging to the subclass 1 of the Class II DNA trans-
posons [50, 51], the best investigated elements in vectoriza-
tion for gene therapy purposes being related to the 7/S630-
Tcl-mariner (ITm), hobo-Ac-Tam (hAT) and piggyBac su-
perfamilies. Although this feature has been rarely investi-
gated to date, one characteristic of the recombinase and
transposase systems is that they should be able to specifically
integrate exogenous DNA into chromosomes in non-dividing
cells. Indeed, they do not require DNA replication to occur
and can mobilize DNA repair pathways other than HR and
NHEJ [52-56].

1.2.1. Site-Specific Recombinases

All site-specific recombinases so far identified fall into
one of just two families, the tyrosine recombinases and the
serine recombinases [49, 57]. Both family names were de-
fined by the amino acid residue that forms a covalent pro-
tein-linkage in the reaction intermediate. The main bio-
chemical characteristic of these proteins that distinguish
them from other recombinases is that the nucleophilic attack
of the DNA backbone leads to the formation of an interme-
diate in which a tyrosine or a serine residue of the protein is
covalently bound to the released phosphate on both DNA
strands [58]. The main models of tyrosine recombinases that
have contributed to understanding their architectural, bio-
chemical and mechanistic properties in the recombination
reaction are the lambda Int protein, the Cre protein of phage
P1, the XerC/XerD proteins of Escherichia coli and the Flp
protein of yeast. Whereas Cre/lox and Flp/fit have been
widely used for genomic modification, so far tyrosine re-
combinases have rarely been investigated for development of
transgene integration systems for gene delivery purposes.
The requirements in host factors helping the phage integrases
and the reversibility of the transgene integrations specifically
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mediated by Cre and Flp are probably the main causes that
have impeded their uses in this field of application [for re-
view see 59].

Phylogenetic analyses revealed that there are three major
groups of serine recombinases, represented by resolvase
/invertase related to y0, Hin and Gin proteins, relatives of
IS607 transposases and large serine recombinases of which
the best studied representative is the integrase of the Strep-
tomyces phage ¢C31 [49]. To date, the activity of three ser-
ine integrases have been studied in mammal cells, ¢C31, R4
and TP901-1. That of the ¢$C31 phage has been the most in-
vestigated as an integration system, for gene therapy pur-
poses.

1.2.1.1. ¢C31 Integrase

At present, the structure of phage serine-integrase related
to C31 has not been determined. However, sequence analy-
ses reveal that the three groups of serine recombinases share
a catalytic domain of about 120 amino acids for which a
structure was determined from the yd serine resolvase. The
catalytic domain contains a set of 4 motifs, named A, B, C
and D, in which A and C were demonstrated to contain the
critical residues of the serine recombinase active site. In the
0C31, the catalytic domain is located at the N-terminal end
and is linked to a large C-terminal domain of about 400
amino acids whose sub-domain organization, structure and
function remain to be clarified (Fig. [a) [60].

In its host Streptomyces genome, the (¢C31 integrase
needs to pair a phage attP site with a chromosomal or plas-
mid attB site to mediate integration. In nature, the DNA se-
quences of attB and attP sites are 30-40-bp long and are not
perfectly similar, with only 50% of the nucleotide positions
being similar (Fig. [b). The reaction between a#B and attP
sites is unidirectional, does not require any host co-factor,
and leads to the formation of hybrid atf sites at both ends of
the integrated phage, named attL and attR sites which are
unable to be remobilized by the ¢C31 integrase (Fig. [¢) [61,
62, http://www .stanford.edu/~calos/research.shtml].

1.2.1.2. Targeted Insertion with the ¢C31 Integration in
Mammal Cells

The ¢C31 integration system has been shown to be active
in human cells. Depending on the cell type, it is able to pro-
mote integrations in 0.1 to 15% of the transfected cells with
no selection of the desired events [for review see 63]. When
expressed from a mammalian promotor, the ¢$C31 integrase
mediates precise integration of plasmids bearing an atB site
into native chromosomal target sequences that share partial
identities with a#P (Fig. [d). Sequence and statistical analy-
ses have revealed that between 202-764 pseudo-a#tP sites are
present in the human genome [64]. Integration assays done
on cell cultures indicate that about 20 sites are preferentially
used by the ¢C31 integration system, these preferences vary
widely depending on cell type. Based on this observation,
one of the arguments to promote the $C31 integration system
for gene therapy purposes is based on the fact that in the ab-
sence of coincidence between the pseudo-attP sites and the
proximity of the genes known to lead to proliferative cancer
(346 genes [65]), the integration properties of this system
should be safer than systems mediating random integrations.
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Fig. (D). Properties of the ¢C31 vectors. a) Domain organization of the $C31 recombinase. The green box represented the conserved catalytic
domain of all serine-recombinases, with S showing the position of the serine nucleotide involved in cleavage activities. Turquoise and dark
blue boxes corresponded to the cysteine and the Leu/Iso/Val/Met regions. The cysteine region is about 220 amino acid long and contains at
least 10 highly conserved residues, including three cysteines, two of which being required for recombination. Data were obtained with a
closely related protein, spol/VCA, recombined that the cysteine region would contain in its amino terminal part the DNA binding activity [49].
b) Sequence comparison of the a#tP and a#tB sites. () indicated identical positions. The central TT core shared by all att sites is boxed in
gray. A 2-bp staggered double-stranded cleavage is made at each 3 end of the core during recombination. ¢) and d) Schematic diagrams of
0C31 integrase-mediated recombination [62]. ¢) In nature, ¢C31 integrase performs precise recombination between an at¢B site located
in the Streptomyces genome and an attP site located on the ¢C31 phage genome. The outcome is integration of the phage into the host
genome. The $C31 genome is nearly 50 kb long, so integration of sizeable sequences by this enzyme is natural. d) In mammalian cells,
the ¢C31 integrase system works optimally if the plasmid to be integrated carries an at¢B site, rather than attP. ¢C31 integrase per-
forms recombination between attB and naturally-occurring genomic sequences related to aztP. The typical outcome is integration of a
single copy of the attB-containing plasmid into the mammalian genome.

To circumvent these problems, methods to engineer the bind-
ing specificity of the ¢C31 recombinase have been devel-
oped [66, 67]. For example, Sclimenti and colleagues have

1.2.2. Transposases

In contrast to integrations obtained by HR-endonuclease

selected prototypes of $C31 that have a significantly in-
creased integration frequency (2 to 3-fold) and specificity (5-
6-fold) for one particular pseudo-a#P site located on chro-
mosome 8. Although the ¢C31 integration system seems to
be more specific, it remains difficult to evaluate whether this
argument can be considered decisive because ¢C31 vectors
also mediate a significant number of aberrant events leading
to local chromosome rearrangements [68] and the number of
genetic elements responsible for cancer is potentially under-
estimated [69].

systems and site-specific recombinases, those mediated by
transposition do not require any sequence similarity between
the transgene donor and the integration target. This ability to
move a discrete DNA fragment from one locus to another
using a “copy and paste” or a “cut and paste” mechanism
means that DNA transposons are considered good candidates
to develop vectors for mutagenesis and gene delivery pur-
poses in animals. As early as the 1980’s, the first animal
transposon tools were developed from the Drosophila P ele-
ments [70, 71]. However, this is only since 1997 that, with
the molecular reconstruction of the fish transposon Sleeping
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Beauty (SB), and the demonstration of its activity in human
cells [72] as well as other related vertebrate models [73],
DNA transposons were subjected to an increasing interest.
Since this breakthrough, extensive investigations were per-
formed to develop transposon tools for mutagenesis and gene
delivery in mammals. Although SB has been the most inves-
tigated laboratory model so far, alternative models have been
developed with certain eukaryotic and rare prokaryotic ele-
ments, all of them belonging to the IS630-Tci-mariner
(ITm), hobo-Ac-Tam (hAT) and piggyBac families (Fig. [a).
Elements of these 3 families have a “cut and paste” transpo-
sition (Fig. [b) that is mediated by a transposase oligomer
that recognizes two inverted terminal repeats (ITR) located
at both transposon ends, cuts both strands at the outer trans-
poson ends and inserts the transposon into a new target site
that is duplicated upon insertion. Depending on the perform-
ances of these various transposons and the investments in
their development, they are classified here as reference and
alternative systems, or prospects.
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1.2.2.1. Transposon Vectors - the Reference System: [ ]

ilfg Orallmar)

A database gathering all the references of the scientific
and technical documents published on this system is avail-
able and regularly updated at http://www.beckmancenter.
umn.edu/media/SBTS-Bib7-07.pdf. SB is a consensus verte-
brate Tcl-like element (TLE) reconstructed from 12 closely
related but inactive TLE sequences isolated from seven dif-
ferent fish species [72]. Like every ITm element, the transpo-
sase (340 amino acids) consists of an ITR binding domain at
the N-terminal and a catalytic domain containing a DD34E
triad at the C-terminal. The hinge region linking the N- and
the C-terminal domains of TLE transposases contains a func-
tional bipartite nuclear localization signal (NLS). The origi-
nal version of SB transposase, so-called SB10, mediates the
mobility of an element comprised of two ITR of about 230
bp that flank an inner DNA segment containing the open
reading frame (ORF) encoding the transposase surrounded
by short 5° and 3’ untranslated regions (UTR). Each ITR

d.
TLE: 8B FP & minos TA‘ 340 aa ‘ ‘TA
(1.6 tol ?—kbp) R I —
Tol2 T—— —
(4.632-kbp) N 649 _Hn
piggvBac
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Fig. (). a) Sequence organization of eukaryotic and prokaryotic transposons investigated so far to develop gene delivery vectors. Genes
(gray boxes) with or without an intron (white boxes) are flanked by ITRs (white arrows) containing one or two transposase binding sites
(DR: orange arrows). UTRs are indicated as black lines. Nucleotide motifs duplicated upon integration are indicated at both transposon ends.
In TLE, the two transposase binding sites at both ITR ends are named outer and inner DR (ODR and IDR). In piggyBac, 13-bp inner inverted
repeats are indicated with pink arrows. In Tn7, the green AR box locates the position where the antibiotic resistant genes carried by this ele-
ment are located. b) Diagram representation of the five main steps required for the cut and paste mobility cycle of TLE, Tol2, piggyBac,
MLE, ISY 700 and Tn7. Step 1, binding of a transposase monomer or oligomer at both transposon ends; Step 2, assembly of the synaptic
complex; Step 3, transposon excision; Step 4, integration target site binding; Step 5, integration. The transposon is represented with a thick
black line and its ITRs with orange triangles. Transposase monomer or oligomers that bind to each ITR are represented with grey oval
shapes. Grey and purple lines correspond to chromosomal DNA at the excision and integration sites, respectively.
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contains two transposase binding sites repeated in a direct
orientation (DR), and located at the outer (ODR) and the
inner (IDR) ends (Fig. [a). To specifically cleave the trans-
poson at its ends, the transposase uses a cleavage signal se-
quence (5'-CAGT-3") located at the outer extremity of the
ODR, where it spans 4 to 7-bp, depending on the element
[for review see 74].

When used for gene delivery purposes, SB is a two-
component gene vector system consisting of two plasmids, a
transposon donor containing an expression cassette-of-
interest cloned between the SB ITR and a transposase source
corresponding to an expression vector. As the first versions
of the SB vector system were only able to recover integration
rates of about 5 x 10™ in ex vivo cell assays, extensive efforts
were made to optimize its efficiency. Several prototypes
were generated, taking into account the ITR binding proper-
ties of the SB transposase [75], its similarities with other
hyperactive /Tm transposases [76], and the possibilities to
humanize the SB ORF, in terms of codon usage [77]. The
most active version, HSB17, has a transposition activity
nearly 17-fold higher than that of SB/0. The properties of the
transposon DNA components were also investigated and
solutions were found at two levels. First, SB vectors with two
5’ ITRs were found to be 3-fold more efficient than the na-
tive version [78, 79]. Second, sandwich vectors consisting of
two SB transposons flanking a large transgenic cassette (6 to
10-kpb) were developed to restore part of the transposition
efficiency of vectors with a size over 2.5 kbp [76]. Indeed, it
was demonstrated that, over 2.5 kbp, increasing the trans-
gene size dramatically decreased the transposition efficiency
of the SB vectors [73, 80]. Finally, combining these opti-
mized solutions leads to a minimal increase of transposition
efficiency of at least 33-fold in ex vivo integration assays.
Depending on the cell type, this results in 2.5 to 17% of the
transfected cells containing a SB vector integrated by trans-
position [81].

Like every ITm elements, SB has no real insertion site
specificity, although it was demonstrated that its natural
preferences are to insert at (TA), repeats located within a
DNA segment with a elevated local bendability [82, 83, 84].
To circumvent this lack of integration specificity, and be-
cause random integration opens the risk of insertional
mutagenesis of endogenous genes, two main strategies were
developed to obtain a targeted SB integration system. The
first has been investigated by several groups and uses SB-
transposases fused at their N-terminal end with one DNA
binding domain (DBD such as Gal4, or ZFD like E2C or
ZNF202) to target integration (Fig. 6a). Although several
DBD were fused using different peptide linkers to the SB
transposase, very few fusion proteins kept activity for ex vivo
transposition assays, and none of them was able to target
integration into a specific integration site or fragment [85-
87]. To obtain SB transposase targeting, Ivics and colleagues
[87] have developed an alternative approach using a helper
factor able to interact with both the SB transposase and a
specific target chromosomal DNA site. This helper factor is
a fusion protein made of the 57 amino acids of the N-
terminal homo-oligomerization domain of the SB transposase
fused to a DBD able to bind to a specific target chromosomal
DNA site (Fig. 6b). In this way, they demonstrated that
about 10% of the integrations occurred at the expected site.
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A proof of principle was also provided for a second strategy
investigated by the same research team [87]. Indeed, they
showed that SB vectors could be targeted into a specific lo-
cus by targeting the vector donor rather than the transposase.
Using as a co-factor, a fusion protein made with two differ-
ent DBD (Fig. 6¢), each of them being able to specifically
bind to the transposon vector or a single chromosomal site,
they demonstrated that at least part of the obtained vector
integrations occur at the expected site. Beyond the engineer-
ing of the SB vector system, the principles developed by Iv-
ics and colleagues is of a major interest because the targeting
of the transgene donor at the proximity of the chromosomal
site might also be a potential solution to improve the integra-
tion efficiency of the HR-endonuclease and recombinase
systems and the integration specificity of any other trans-
poson vector.

1.2.2.2. Transposon Vectors - Alternative Systems

Tol2 and piggyBac are the two main alternative systems
to SB. Their theoretical interest is to bring solutions to cir-
cumvent three shortcomings of the SB system: i) a relatively
modest cargo-capacity, ii) a decreased activity under high
transposase concentrations (over-expression inhibition) and
iii) the inability of SB transposases fused to DBD to target
integrations. Although the data about the second shortcom-
ing can be considered controversial or not fully elucidated
for the moment [73, 88, 89], since they are still not con-
firmed by biochemical studies that unambiguously demon-
strate that the decrease of activity is directly correlated with
a dramatic transposase over concentration in transfected
cells, the section below is mainly focused on the efficiency,
the cargo-capacity and the integration specificity of 70/2 and

piggyBac.
Tol2

Tol2? is a naturally active and autonomous member of the
hAT family that was characterized from the genome of a
small teleost, the medaka fish Oryzias latipes [90]. 1t is 4.7-
kbp in length, has ITRs of 17 and 19-bp, carries an internal
gene, and is flanked by 8-bp target site duplication. To/2
does not seem to have any integration site preferences [84].
Its internal gene, consisting of four exons, encodes a transpo-
sase that catalyzes the transposition reaction of the 70l2 ele-
ments (Fig. [a). The structure of the Tol2 transposase has not
been determined, but that of a closely related element, Her-
mes, has been obtained [91]. Hermes-like transposases are
three domains proteins. The N-terminal domain is likely the
site-specific DNA binding domain for recognizing the ITR,
the central region is a catalytic domain that contains a DDE
triad, and the C-terminal is the dimerization domain [91-93].
Functional dissection of the Tol2 transposable element has
demonstrated that the design of Tol2 vectors with efficient
transposition also requires inclusion of regions inner to both
ITRs, 200-bp from the 5° end and 150-bp from the 3’ end
[94].

By comparison with SB, the first quality of Tol2 is to
have excellent cargo-capacity, since it does not show signifi-
cant differences in efficiency of gene delivery when the
transgene carried by the vector varies from 2 to 11-kbp [94,
95]. Its second quality is that a Tol2 kit is available to moni-
tor assays for mutagenesis and gene delivery purposes [96].
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However, the Tol2 system, in its current version, only allows
recovery of about 0.1 to 0.25% of the transfected cells with a
vector integrated by transposition. Moreover, the few assays
done for this purposes suggest that, similarly to the SB trans-
posase, its fusion with a DBD leads to the construction of
proteins inactive for the transposition [89].

piggvBac

The piggyBac transposable element, originally named
IFP2, was isolated from the lepidopteran cell line TN-368
(TN = Trichophusia ni, the cabbage looper moth) as a gene-
disrupting insertion within spontaneously arising baculovirus
plaque morphology mutants [97]. Structurally, this is a 2472-
bp element with 13-bp ITR and additional internal 19-bp
inverted repeats flanking an ORF encoding a 594 amino acid
transposase. For the moment, the structure of the piggyBac
transposase is not determined, but sequence analyses re-
vealed that it would also be a DD[E/D] transposase [56, 98,
99] whose modalities of the cut-and-paste transposition are
not elucidated yet (Fig. [a). The analysis of a wide range of
insertion sites has revealed that piggyBac vectors insert
within a TTAA motif that is duplicated upon insertion. How-
ever, integrations do not fully integrate at random, as they
have a significant preference for occurring in regions sur-
rounding transcriptional start sites and within long terminal
repeat elements [100].

Since the last decade, vectors derived from piggyBac
have been successfully and extensively used to make trans-
genic insects. Recently, they were also found to be efficient
for gene delivery purposes in mammal cells [101]. In a ver-
sion close to that of the natural element, the efficiency of
piggyBac vectors have been quite oversold [89]. Indeed,
whether or not piggyBac vectors can be considered 2-fold
more efficient than the SB11 version, data comparison indi-
cates that it remains at least 15-fold less efficient than the
HSB17 version [77]. Recent work on the optimization of
piggyBac vectors have however increased the integration
efficiency about 23-fold by humanizing the codon usage of
the transposase [102]. Although no direct comparison has
been published, it appears that the most optimized SB and
piggyBac versions have very similar integration efficiencies.

In fact, the most interesting properties of the piggyBac
system are its ability to carry a very large transgene (14-kbp)
and the possibility to design transposases fused with one
DBD that are active and able to target integration. Using in
vivo transitory transposition assays in insect embryos, it was
demonstrated that a DBD-piggyBac transposase had its inte-
gration preference dramatically modified. Moreover, such
fusion proteins also have an integration efficiency that is
about 10-fold increased compared to controls [103].

1.2.2.3. Transposon Vectors - Eukaryotic Systems Investi-
gated as Prospects

Minos & Frog Prince

Minos and Frog Prince (FP) are transposable elements
belonging to the same TLE subfamily as SB. Minos is a natu-
ral element that was characterized in the genome of Droso-
phila hydei (Fig. [a) [104]. Similarly to SB, FP was recon-
structed from inactive TLE sequences isolated from the

Current Gene Therapy, 2008, Vol. 8, No. 5 3[1]

Northen Leopard Frog, Rana pipiens [105]. Both systems
have been shown to function in human cells, and even to be
as active as SB [105, 106]. However, as their cargo proper-
ties and the solutions to modify their integration specificity
are not significantly different of those of SB, their potential
for gene therapy purposes have not been further investigated.

Mariner-Like Elements (MLE)

MLE, like TLE, consist of one of the /Tm families. De-
pending on their sequence similarities, they are classified in
five subfamilies named: irritans, cecropia, elegans/briggsae,
capitata/melifera and mauritiana [107]. Their DNA se-
quence organization is close to those of other /7m elements,
their main characteristics being to have short ITRs (20 to 40-
bp) flanking an intronless ORF encoding a transposase (Fig.
[a). The MLE signatures in the amino acid sequence of the
transposase are the presence of two conserved motifs,
WVPHEL and YSPDLAP, a DD34D catalytic triad, and a
CRO/singed-like ITR binding domain that confers properties
in the assembly of the transposition complex that are differ-
ent to those of TLE [74]. MLE are potentially excellent can-
didates to develop gene delivery vectors. Indeed, they remain
the transposons for which the amount of fundamental knowl-
edge is probably the most important, and the only ones for
which a complete set of biochemical, genetic, ex vivo and in
vivo assays is available to develop any process of molecular
engineering.

To date, the properties of three MLE have been investi-
gated in mammalian cells. The two first, Himarl and
Hsmarl, are elements belonging to the irritans and cecropia
subfamilies. They were reconstructed and optimized from
inactive MLE sequences isolated from the fly Haematobia
irritans and the human genome, respectively [108, 109].
Both were assayed in HeLa cells and they were evaluated as
being as efficient as the SB10 version [2, 109, 110]. The
third element is a member of the mauritiana family, MosI.
In contrast to the extremely high activity of Mos/ in the
worm Caenorhabditis elegans (in which transposition rates
are 1 to 10 events / cell division in somatic cells and 5 x 10™
in the germ cells [111]), a very low integration activity is
found in mammalian cells [89, 112]. This indicates that cer-
tain host factors negatively interfere with the MLE activity
and prevent the release of their full potential for gene deliv-
ery purposes.

There is little chance for Hsmarl-derived vectors to be
developed for gene therapy purposes, because the Hsmarl
transposase causes chromosomal rearrangements by mobiliz-
ing the numerous Hsmarl ITR sequences in the human ge-
nome [113]. However, Himarl and MosI-derived vectors
have properties that remain widely unexplored. First, it
should be possible to engineer the integration efficiency of
these systems by circumventing the inhibiting effects of the
host factors in an attempt to recover an activity close to that
obtained in C. elegans. Second, they are the only eukaryotic
elements, together with piggyBac, for which the transposase
keeps its integration efficiency when it is fused at the N-
terminal end, with most protein domains [114]. Like piggy-
Bac, MLE transposases fused to some DBD have an in-
creased integration efficiency and were demonstrated to be
able to mediate integration within DNA fragment specifi-
cally recognized by the DBD [103].
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1.2.2.4. Transposon Vectors - Prokaryotic Systems Investi-
gated as Prospects

ISY 100

ISY 700 is a member of the /Tm superfamily, belonging
to the bacterial IS630 family, that was characterized in the
genome of cyanobacterium Synechocystis sp. Overall, its
sequence organization, the transposase’s features and land-
marks of mobility are very close to those of a TLE (Fig. [a)
[115]. Although its activity has never been assayed on
mammal cells, the crucial interest is that a ISY100 transpo-
sase fused at its N-terminal end with a pZFD keeps its full
activity, and has an almost specific integration activity modi-
fied by the presence of a functional pZFD [116].

Tn7

The bacterial transposon Tn7 is the most sophisticated
element investigated so far for gene delivery purposes (Fig.
[a). Interest comes from its ability to specifically insert
within a single 35-bp site in the Escherichia coli chromo-
some, called a#tTn7. This integration target is located 25-bp
downstream of the coding sequence of an essential gene en-
coding the glucosamine synthetase (g/mS). To keep integra-
tion specificity, Tn7 requires four proteins, encoded by the
internal element. TnsA and TnsB together constitute the
transposase and carry out the chemistry of transposition.
TnD, the target selector, binds in a sequence-specific manner
to attTn7 and recruits TnsC, an ATP-dependent non-
sequence-specific DNA-binding protein that stringently
regulates the TnsD specific target binding.

The integration properties of Tn7 have already been used
for some biotechnological applications [117, 118]. Although
it requires four proteins for transposition, the Tn7 system
remains interesting for gene therapy purposes because of the
occurrence of attTn7 sites downstream eukaryotic genes.
Indeed, fructose-6-phosphate transaminases (gfpf) are the
homologs of glmS in eukaryotes, including human (Fig. 6d)
[119]. These attTn7 sites have a sequence conserved enough
to be specifically bound by TnsD. In vitro human attTn7
sites allow specific integration with a frequency of transposi-
tion comparable to the E. coli gimS target. However, trans-
position assays done in yeast or in the presence of human
nucleosome extracts revealed that Tn7 transposition is re-
duced, likely impaired by factors in eukaryotic cells [120].

1.2.3. OfallIlealilg lrellbifalllald Cfallll L
(I OO0 O Ce MO O MO0 O T Te [

To be assayed ex vivo, recombinase and transposase sys-
tems involve two components, a source of enzyme (that can
be an expression plasmid or messenger RNA), and a donor
plasmid carrying the transgene of interest flanked by nucleic
acid motifs that are specifically bound by the enzyme in or-
der to promote the specific recombination of the transgene
within a chromosomal locus.

2. 00000000 OO0 0DO000 0DOomFFOO000
OF J00Mmoo 0000 00m Moooooomo 0000
goo o

In addition to highly specific genetic modifications or
DNA integrations in chromosomes, several other side-effects
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of the use of non-viral enzymatic systems need to be consid-
ered for safety issues. Here, only genetic consequences are
taken in consideration. Due to the lack of data for some of
the systems reviewed in the previous section, side-effects
will be only reviewed for pZF-nucleases, meganucleases,
0C31 and SB, i.e. the most studied systems. Consequently,
most of the issues raised in this section need to be verified in
the other non-viral systems to allow accurate comparisons of
their properties with the reference systems.

2.1, O[T THei [T

Endonucleases, recombinases and transposases are en-
zymes that have DNA cleavage activities mostly controlled
by their modes of specific binding to the DNA. In general,
these enzymes are specific when they are bound to their ac-
curate DNA binding sites as organized oligomers. However,
when these enzymes are expressed in cells for middle or
long-term durations, when they are not or are badly oli-
gomerized, when their concentration over saturates the ca-
pacity of the cell to repair the DNA damage, their presence
in the nucleus can have genotoxic effects related to non-
specific single- and double-stranded DNA break activities.

Methods for evaluating the genotoxicity of DSB in
chromosomes have been extensively developed for the
analysis of various chemical and physical stresses such as
ionizing radiation [121, 122]. The most commonly used
method consists of following the presence of DSB in sifu,
through the presence of some histone H2AX forms. These
assays take advantage of the fact that the H2AX molecules
flanking DSB in the chromatin are rapidly phosphorylated at
serine residue 139 (4 residues from the C-terminus), yielding
a specifically modified form named y-H2AX. Antibodies
against 7-H2AX allow detection of the accumulation of -
H2AX at the DSB sites, so-called y-foci. Various techniques
of immunochemistry or Fluorescence-Activated Cell Sorting
(FACS) can then be used to quantify the number and/or the
intensity of they-foci in cultured cells or tissues. Whatever
the biological material, a basal level of y-foci can be deter-
mined, since cells are permanently subject to DSB, then
compared to the y-foci level observed under various stresses.
Moreover, a threshold from which the cell is not able to re-
pair DNA, and in consequence dies, can be correlated with y-
foci amounts. Single-stranded DNA breaks (SSB) resulting
from non-specific cleavage activities can also have deleteri-
ous effects on the cell viability. At present, there is no im-
munochemical assay available with properties similar to
those of the y-H2AX assay that allows quantifying SSB in
vivo using the detection of protein involved in SSB signal-
ling, such as the poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP)
[123]. Other methods for evaluating SSB amounts in cell
populations have been developed [124, 125], but they have
not been used so far to investigate the effects of the endonu-
cleases, recombinases and transposases in the context of
gene delivery. Finally, all the available methods allow over-
all quantification of SBB and/or DSB amounts randomly
accumulated in the genome. Whether this DNA damage does
not occur at random, but only in a limited population of
cleavage sites, these methods likely comprise a bias that
should lead to under-estimate the effects of SSB and DSB.
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Fig. (6). Transposon vectors and insertion specificity. Two kinds of strategies were developed with SB to target integration into chromosomal
DNA: to target the transposase (a and b) or transposon donor at the integration site (¢). The components of the targeting systems comprise a
transposable element consisted of two ITR flanking a gene-of-interest with a promoter for expression (yellow box), a transposase (purple
shape) that binds to the ITRs and catalyzes transposition, and a DNA-binding protein domain (green oval) that recognizes a specific sequence
(black box) in the target DNA (parallel lines). In b) and c¢), the targeting of the transposase is achieved by fusing a specific DNA-binding
protein domain to the transposase or by using a protein co-factor mode with a DNA binding protein fused with a protein domain able to oli-
gomerize with the transposase. For SB, the transposase domain that allows transposase-transposase interactions was used. In ¢), the transpo-
sase is not modified but a co-factor protein containing two DBD is added in the system. Targeting is achieved by fusing a specific DBD to
another protein (dark purple oval) that binds to a specific DNA sequence within the transposable element (pink box). d) Sequence comparison
of the attTn7 sites located at the 3° end of the g/mS ORF in the Escherichia coli (Ec) genome, and ortholog proteins in the genomes of the
archebateria, Pyrrococcus horikoshii (Ph), the yeast Saccharomyces cerevisae (Sc), the fly Drosophila melanogaster (Dm), the zebrafish,
Danio rerio (Dr) and both genes in the human genome, Hs/ and Hs2. These 63-bp regions both contain the DNA binding site of tmsD (nu-
cleotides in bolded letters boxed in grey) and the Tn7 integration site in which the five nucleotides duplicated upon integration are boxed. The
organisation of the site and the site in which Tn7 integrates are diagrammatized above sequence alignment. Nucleotides conserved in the E.
coli ORF are in upper letters. The translation of the C-terminal region of the g/mS ORF and its othologs is indicated below the sequence
alignments, stop codons are underlined.

2.1.1. Endonucleases Genotoxicity general difficult due to their toxicity for bacteria, the geno-
toxicity in mammal cells is a question that is rarely ad-
dressed in the literature. As a matter of fact, this question is
also a neglected point for retro-vectors, although it has been
demonstrated that the expression of the integrase of some
endogenous retro-elements creates DSB in human cells
[131]. Solutions have been developed to reduce the exposure
time of the cells to recombinases and transposases after cell
transfection. For the moment, they all propose to transfect
the messenger RNA (mRNA) encoding the enzyme to the

The genotoxicity of the pZF-nuclease and meganuclease
is a well-identified challenge [40]. Depending on the dose of
endonuclease used and although the I-Scel meganuclease
was found to be less toxic than pZF-nuclease, cell death and
apoptosis likely resulting from elevated DSB and SSB rates
are commonly observed [126-128]. To date, solutions to cir-
cumvent this point were only engineered for pZF-nuclease,
and consist of improving the DNA binding specificity and/or

the protein dimerization [129, 130].

2.1.2. Recombinase and Transposase Genotoxicity

Despite the fact that biochemists and molecular biologists
working on these proteins know that their production is in

cells (instead of a DNA plasmid), ex vivo or in vivo [132-
134]. Such solutions were found to limit the persistence of
the enzyme source and in some case, to improve the effi-
ciency rate of vector integration. Although a similar strategy
should be applicable to endonucleases, this solution has not
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been used to reduce their cytotoxic effect. Although some
recombinases and transposases are difficult to produce fully
active in mass, only one assay was so far reported in the lit-
erature about the possibility to directly transfect transpo-
sases, such as those of Himarl or Mosl, by the way of a
penetrating peptide fused at their N-terminal domain to cross
through the cellular membrane [135].

2.2, MITgradrrOO0O0M O el Orebiralrm

Two kinds of undesired integrations can occur when a
cell population is transfected with plasmids for gene correc-
tion or integration, mediated by any of the non-viral recom-
bination systems evoked here. The first results from random
integrations due to the overload of transfected DNA. The
second is related to the ability of the endonucleases, recom-
binases and transposases to create non-specific SSB and
DSB in the chromosomal DNA. Although these events occur
two to three orders of magnitude less commonly than accu-
rate cleavages, their occurrences are opportunities to stimu-
late incorrect recombination events. In both cases, this leads
to non-specific single or tandem integrations of the trans-
fected DNA molecules. At the scale of one cell, the occur-
rence of these events can be considered as negligible. How-
ever, when populations of 10° to 107 cells are transfected,
these events become significant and the probability of pro-
moting the emergence of proliferative clonal cancerous cells
cannot be neglected. Since the detection of the undesired
recombination events widely depends on the makers and the
molecular tools, it can be considered that their presence re-
mains under investigated in the genetically modified cells,
whatever the non-viral gene delivery system used.

2.2.1. Endonucleases and Non-Specific Recombination

Two kinds of undesired side-effects resulting from inap-
propriate recombination can occur. In the literature, their
occurrence was mainly illustrated for meganuclease systems,
whereas their occurrence with pZF-nuclease remain largely
ignored. The first relies on non-specific cleavage activities of
endonucleases that increase SSB and DSB and in conse-
quence increase the rate of non-specific integrations and lo-
cal chromosomal rearrangements [136]. In addition, some
recombination events result in tandem integrations of several
copies of the plasmids. Although the integration of tandem
repeats occurs at a locus without mutagenic consequence, the
integration of concatemers often leads to their silencing by
heterochromatin formation, and in consequence to the ab-
sence of expression of the integrated transgenes [137, 138].
Solutions to circumvent, or at least to decrease, the rate of
non-specific integration events in part concern the engineer-
ing of the endonuclease specificity that was discussed previ-
ously. A complementary approach is to define optimal trans-
fection conditions that allow reduction of the quantity of
transfected DNA in cells, both by replacing the enzyme
source by mRNA or purified proteins, and by decreasing the
amount of plasmid donor of transgene.

The second kind of undesired side-effects occurs at the
target site and corresponds to additional rearrangement on
one side of the break. At these “one-side” events, the tar-
geted insertions display one homologous junction and one
non-homologous one. The occurrence of such events (a few
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percent) appears to be frequent enough to seriously impair
the use of endonuclease systems to integrate DNA fragments
[40].

2.2.2. Recombinase and Non-Specific Recombination

In addition to simple integration events that occur at
pseudo-a#tP sites, the ¢C31 integrase appears to carry out
aberrant events with a frequency of about 10% of genetically
modified cells made ex vivo. Aberrant integration events are
not a specificity of the $C31 integrase since similar observa-
tions were made with another serine recombinase, Rec en-
coded by AAVs [139]. These events seem to take place at
pseudo-a#tP sites and include intra-chromosomal deletions
and apparent inter-chromosomal rearrangements [64, 68].
For the moment, the use of the ¢C31 integrase in mouse
models has not been associated with adverse events in the
tissues in which it has been applied, up to 90-days post trans-
fection [62, 140]. However, it must be noticed that the detec-
tion of cancer risks in animals require prolonged observation
and appropriate genetic backgrounds for the mice to allow
the detection of emerging tumours.

2.2.3. Transposase and Non-Specific Recombination

No case of chromosomal rearrangement has been de-
scribed so far when transposon vectors were used for gene
delivery purposes in mammalian cells. However, undesired
side-effects representing from 10 to 85% of the integration
events were observed, depending on the cell lineage, when
using the SB10 system [73, 141]. These non-specific events
were experimentally detected with genetic assays involving
the HSV-TK suicide system [142] or LoxP/Cre recombinase
system [143], which allow selection of the cells with integra-
tions resulting from transposition, and eliminating those re-
sulting from non-specific recombination events or mainte-
nance of plasmid DNA in an extra-chromosomal form. Mo-
lecular analysis has confirmed that these events correspond
to transposase-dependent non-specific recombination, thus
integrating in tandem or not the plasmid donor containing the
transposon vector. Similarly to endonucleases, these non-
specific integrations are likely stimulated by the endonucle-
ase activities of the transposase. Such observations were not
restricted to ex vivo assays, and similar data were recovered
when the properties of the SB10 system was investigated in
mice [143].

Beside the fact that these non-specific integrations
strongly impair the possibility of developing transposon vec-
tor systems with a controlled ability to integrate the trans-
gene within a specific locus, they also raise serious problems
with verifying the genomic quality of the genetically modi-
fied cells. In the absence of a counter-selection and controls
done by Southern blot/hybridization with accurate genomic
DNA digests, PCR controls done for verifying the transgene
integration by transposition therefore obscure the non-
specific integrations and mask the real content of the geneti-
cally modified cells. Among studies available in the litera-
ture, a nice example of the shifts encountered between PCR
and Southern blot/hybridization data is presented in the Fig.
[Jof Huang and colleagues [144].

In the last seven years, important steps have been devel-
oped to improve the integration efficiency of the transposon
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vectors and to circumvent the problems related to the trans-
posase maintenance in the transfected cells. However, no
recent re-evaluation of the rate of undesired side-effects has
been performed for the most improved versions, such as the
HSB17 system, and those of the To/2 and piggyBac vectors.

2.3, T Tafm oM Tglalld OrellTT

Successful gene therapies require a long-term expression
of the therapeutic transgenes. To make a comparison of the
ability of these systems to sustain transgene expression after
integration is a difficult challenge. Indeed, their perform-
ances fluctuate importantly, depending on the cell or tissue
transfection method used, the cell types or the organs, the
physiological state of cells (dividing versus non-dividing),
and the genetic correction expected (DNA sequence correc-
tion or DNA fragment insertion) [38, 40, 62, 145]. Moreo-
ver, whether several works have reported variations of inte-
gration efficiencies between these systems, very few data are
available about the comparison of their transgene expression
features over time on a single biological model [146]. For the
moment, transfecting these systems in non-dividing cells
have a limited interest since integration and recombination
are few active. Although most of the negative and mitigate
results were probably not published, important differences in
the integration efficiencies between cell types were found,
such as with stem cells [147,148]. In most somatic cells so
far transfected with these systems to integrate a transgene
cassettes contained in a plasmid donor, the expression of the
marker was demonstrated to be sustained during 3- or 6-
months, at levels that are at least 40- to 100-fold more im-
portant than in the absence of integration. Over 6-months, no
data are currently available. Under these conditions, it is
therefore difficult to define from the available data whether
the transgene marker expression follows a long-term stabili-
zation or a slow asymptotic decrease.

The integration of heterologous DNA elements into a
mammalian genome by various viral gene delivery systems
are frequently inactivated by de novo DNA methylation
[149-151]. Albeit not yet investigated for chromosomal inte-
grations resulting from the use of endonuclease or recom-
binase systems, it has been demonstrated that SB transposi-
tion in the mouse genome is associated with changes in DNA
methylation status at the integration site [152]. Using a non-
selective method to verify the features of integration, Garri-
son and colleagues [153] have recently demonstrated that SB
integrates about 20-fold more frequently within chromo-
somes than previously reported with systems that depend on
transgene expression. In this work, the silencing of the
marker gene was correlated with DNA methylation, thus
there is in mammalian cells a multi-component post-
integrative gene silencing network that efficiently targets
invading transposon sequences for transcriptional silencing
[153].

These new data importantly modify our understanding of
the function of transposon vectors. They reveal that SB vec-
tor has an integration efficiency only two-fold lower than
those of the lenti-vectors [63, 154]. In this perspective, this
also raises issues about the actual prototypes of transposon
systems obtained by molecular engineering. Indeed, since
these prototypes allow a better expression of the marker gene
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after integration, it is not possible, to date, to define whether
this efficiency results from an increased ability to transpose
or from targeting of loci where the transgene is less effi-
ciently silenced by the host machinery or both. In a similar
fashion, this suggests that the differences of integration effi-
ciency observed between transposon systems [89] may in
fact result from their propensity to promote transposition in
loci more or less under the control of the host silencing ma-
chinery rather than variation of “true” transposition activi-
ties.

One approach to circumvent the silencing of the inte-
grated transgene is to include within the expression cassettes,
matrix attachment region (MAR) elements to enhance the
marker gene expression [155]. Because the study by Garri-
son and colleagues has only recently been published, the
efficiency of this solution has not yet been investigated in the
other non-viral systems.

2.00 M CacO M MTgralGrt 1 M0 OITH O 0 ie OOE0
oo

Although frequently silenced after integration, some of
the integrated vectors can interfere with their close genomic
environment. To date, this has only been investigated for SB
vectors, and it was found that both SB ITRs retain a weak
promoter activity, in both orientations [156]. In addition, the
inner SB 5’ and 3’ regions that are juxtaposed to the ITR, the
UTR sequences, are able to enhance gene expression in both
orientations. The fact that SB ITR can promote transcrip-
tional activity has two kinds of undesired side-effects. First,
the expression from the SB ITR located at the 3’ end of the
vector is able to have a negative effect on the expression of
the transgene, for example by RNA interference. Second, the
ITR promoter activity may also interfere with the expression
of the host sequences located in the close neighbourhood of
the integration locus, and in consequence, to modify their
expression. Finally, the impact of the expression of the
marker cassette carried by the transposon vector was also
investigated and it was demonstrated that it interferes with its
close genomic environment [157].

To circumvent these problems, two solutions have been
demonstrated to be effective with SB vectors in cell culture.
First, the impact of the SB vector on the expression of its
close genomic environment can be partly reduced by com-
pletely removing the UTR parts of the vector constructs
[156]. Second, the expression cassette carried by transposon
can be controlled by incorporating minute insulator ele-
ments, such as HS4, at both ends of the marker gene cassette
[157].

3. OOFIMO 0000 FOO 0O00MMOO0 0oooo
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The main challenge for the future of the non-viral inte-
gration systems in gene therapy begins by clarifying their
real possibilities, taking into account their qualities and lim-
its, but also the requirements related to each gene therapy
strategy. As a consequence, the system chosen will depend
on the nature of the genetic modification that it is required to
perform (gene correction versus gene addition by integra-
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tion), the status of the modified cells, their own specificity
and innocuity.

When the aim is to correct (in vivo or ex vivo) a point
mutation at the site of the error within the chromosomal
DNA, systems involving stimulated HR appear to be the
most appropriate candidates. Among non-viral strategies,
they correspond to those using endonucleases, but also to
non-viral alternatives ensuring DNA repairs by HR stimu-
lated with either triplex-forming oligonucleotides, RNA-
DNA chimeric oligodeoxynucleotides, single-stranded oli-
godeoxynucleotides or short fragment homologous replace-
ment (Table 1) [158]. For the moment, only short fragment
homologous replacements have been found to perform cor-
rections in certain genes with efficiencies (up to 20%) simi-
lar to those obtained with HR systems stimulated by endonu-
cleases (Table 2). This efficiency appears to be limited by
the transfection systems, and efficiencies up to 50% have
been reported with chimeric systems associating a HR sys-
tem with an integrase-defective lentiviral vector delivery
system [5]. When the objective is to supply a transgene by
integration, endonuclease-stimulated HR also appears to be
the solution with the most appropriate potential, even for
transgenes with a size up to 8-kbp. Despite their lower effi-
ciency, the integration specificity of these systems is a major
advantage for performing genetic modifications both in vivo
and ex vivo for gene therapy purposes. Moreover, it can rea-
sonably be considered that the size of the integrated frag-
ments will be able to be increased with the optimization of
the performances of these systems. However there are limits.
First, endonuclease-stimulated HR can only be used on cells
and tissues that are cycling, thus excluding possibilities of in
vivo treatments in rarely dividing and non-dividing cells,
since they require an active DNA replication to be efficient.
Alternatively, recombinase and transposase systems might
supply solutions allowing integration in non-dividing cells
[56].

The second limit that is currently under investigation for
protein optimization concerns the non-specific nuclease ac-
tivities of the endodonucleases (Table 2). These points re-
quire more extensive investigation, both by precisely defin-
ing all the features of their genotoxicity and by determining
optimized conditions to supply the endonuclease to the cell
(mRNA transfection or protein translocation rather than
transfection of a plasmid expressing the endonuclease). As a
matter of fact, it must be pointed out that to date, in spite of
the available background (for example, on the effects of ion-
izing radiations), there is no consensus agreement to set rules
allowing the development of a pipeline for evaluating the full
genetoxicity thresholds of the endonuclease systems, but also
of those involving recombinases and transposases (Table 2).
Similarly, our mining of the information available on the
web has revealed that such a pipeline does not exist for the
impact of the integrase used by the retrovectors, although it
is demonstrated that the expression of certain endogeneous
retro-element integrases creates DSB in human cells [131],
and putatively SSB and chromosome rearrangements.

3.2, OMald M0 OMGAGECD O OOTalThe TTgrabr
G

To date, the definition of the requirements to target the
chromosomal integration of any vectors is mainly driven by
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the need to avoid the deleterious consequences of random
integrations in a genetically modified cell population of sev-
eral million cells. In this perspective, although integration
systems such as those of ¢C31 and SB were shown to be
better at avoiding integration into genes compared to retro-
vectors, they remain able to integrate into genes, thereby
posing the potential danger of accidental activation or inacti-
vation of an endogenous gene [62, 159]. In addition, the re-
cent update of the definition of what are the physical
boundaries of a gene, [160] questions the meaning of these
integration patterns in supporting integration innocuity. This
therefore raises a new question concerning the definition of
what might be a good therapeutic integration site for gene
delivery purposes. This issue is also raised for purposes other
than circumvention of the putative deleterious effects of vec-
tor integration. Indeed, recent studies by Garrison and col-
leagues [153] have highlighted the need to have site specific
vectors able to circumvent the extinction of the transgene
expression upon integration by the host insulation machin-
ery, and thus to reach unaltered transgene expression over
time.

In this attempt, two strategies have so far been investi-
gated. The first is to develop systems able to integrate DNA
in repeated regions that are involved in the binding to the
nuclear matrix, so-called MARs (Matrix Attachment Re-
gions). Such a targeting was successfully achieved with SB
vectors using a chimeric protein interacting with both the
DNA vector and MARs (Fig. 6¢) [87]. However, it is not
clear whether integrations within or at the close proximity of
such a sequence guarantee the transgene expression in all
cases, and whether they alter or not the functionality of the
MAR targets. The second strategy also concerns the use of
repeated sequences as integration targets. These sequences
are those encoding the ribosomal RNA (rRNA) 18S, 5.8S
and 28S that are essential for the survival of the cells. In eu-
karyotic genomes, these genes are tandemly repeated and
clustered in one or a few loci. The number of gene copies per
haploid genome varies from 55 in the worm C. elegans to
several thousands in the frog Xenopus laevis. The human
genome contains approximate 400 copies of rRNA genes per
haploid genome, clustered on the short arms of the chromo-
somes 13, 14, 15, 21 and 22. The proofs of principle demon-
strating that these sequences are good integration targets
(warranting innocuity and sustaining gene expression, what-
ever the promoter used for the transgene expression) were
obtained by two kinds of experiment, in fields where the
scientific backgrounds and objectives are quite different to
those encountered in gene therapy. The first data set came
from research groups working on the engineering of yeast as
factory cells to produce recombinant proteins. They have
demonstrated that the disruption of one or a limited number
of the rRNA genes with vectors integrated by HR has no
impact on the cell viability [161, 162]. They also showed
that transgene integrations within rRNA genes allow perma-
nent and elevated rates of expression, without any require-
ment of MAR sequences in the vector [163]. One similar
evidence was also obtained in other unicellular eukaryotes
such as protozoons [164]. The second data set were provided
by research groups working on DNA transposons [165], and
retro-transposons [166] that have strategies of specific inte-
gration into genomic niches containing repeated genes such
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Triplex-forming oligonucleotides
pZFD-nuclease RNA-DNA chimeric oligodeoxynucleotides
Meganuclease Single-stranded oligodeoxynucleotides
Short fragment homologous replacement

Correction of point mutations at specific loci

Sequence integration using a site-specific inte- PZFD-nuclease None
grating vector Meganuclease

pZFD-nuclease
Meganuclease

®C31 recombinase

Sequence integration using an integrating vector SB Lentivirus vectors

Tol2
PiggyBac
MLE
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Properties Undesired side-effects
Integration system Estimated Maximal Integration Non-specific Rate of non- Chromosomal Vector inter-
integration Cargo specificities DSB and SSB | specific DNA | rearrangements ferences
efficiency capacities (Natural qualities activities of integration with the
/ potential strate- the enzyme genomic
gies to engineer environment
specificty) flanking IS

Integrative viral vector of reference

Lentivirus [150] 99% 8-kbp* Intragenic regions NA NA NA controllable
Non-viral enzymatic integration system
pZFD-nuclease [37,38] WS: 5 to < 8-kbp* Site-specific Elevated NA NA NA
15%
Meganuclease [40] WS: 1to DNA Site-specific weak <20% NA NA
10%
®C31 recombinase [62] WS: 0.1 to < 50-kbp* Degenerated site NA NA <10% NA
15% specificity
SB [76,77,149] SC: 2.5 to < 10-kbp UD/TP NA* 5t0 85 % NA controllable
17%
WS: 55%
Tol2 [94,95] SC:3% < 10-kbp* UD/TP NA* NA* NA NA
WS: ?
piggyBac [89,102] SC: 3% < 14-kbp * UD/TP & FTpase NA’ NA* NA NA
WS: ?
MLET110] SC>1% <5to 13-kbp | UD/TP & FTpase NA* NA* NA NA
WS: ?

SC, Under selective conditions; WS, without selection; (*) points out systems with a roughly constant integration efficiency whatever the transgene cassette size above the maximal
limit; TP, targeted plasmid; FTpase: Transposase fused with a DBD; UD, the natural specificity was notified as being undetermined since available data only from cell clones obtained
from maker selections and do not account for integration biases revealed by Garrison and colleagues [149]; NA, not available; (*) locates the systems for which effects are suspected

to be significant from biochemical knowledge of the enzyme; IS, Integration site.
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as TRNA, tRNA, and snRNA, or repeats such as microsatel-
lites, telomeric or sub-telomeric repeats [167]. Studies with
these MGE have demonstrated that the disruption of few
repeated genes does not alter the host viability, and that inte-
gration in genes such as rRNA guarantees innocuity and
gene expression either by the RNA polymerases 1, 2 and 3.

Recent studies have started investigating rRNA genes as
an integration target for gene therapy purposes. All of them
were based on the use of vectors integrated by HR. Such an
approach was for example used to specifically insert se-
quences in artificial chromosomes containing rRNA genes
[168]. More interestingly, a research team in Medical Genet-
ics of China (Changsha) directed by Professor Xia Jia-hui
has developed a non-viral vector that allows the specific in-
tegration of exogenous DNA fragments into the human
rRNA genes. This allowed them to demonstrate that a tar-
geted, elevated and sustained expression of factor VIII and
vascular endothelial growth factor (VEGF) can be obtained
ex vivo in hepatocytes and endothelial cells [169-172]. Al-
though these studies highlight the potential to use rRNA
genes as integration targets, the fact that all to date have used
vectors functioning by passive HR has decreased their inter-
est because they only allow integration efficiencies ranging
from 10” to 10™*. Moreover, it is unlikely that HR systems
stimulated with tailored endonucleases would be a valuable
solution to increase the integration efficiency. Indeed, the
coding sequence of the rRNA genes is perfectly conserved
(100%) within the genome of each species. If a tailored en-
donuclease is designed to specifically cleave within rRNA
genes, its activity will be very likely be fatal for the cell,
since the enzyme would fragment most of the rRNA units by
double-stranded DNA cleavage, thus destroying these loci
which are essential for cell viability. From this standpoint,
the use of transposon vectors targeted for integration into
RNA genes, using for example, protein domains able to spe-
cifically bind to these genes [173], seems to be a safer and
more valuable solution.

[T Intellectual Property (IP) Status of Non-Viral Enzy-
matic Integration Systems

To check the future technological perspectives of non-
viral enzymatic systems, an important issue, which is going
to affect the private investments and those of the state scien-
tific and medical bodies, is the possibility to develop exploi-
tation plans for each technical and therapeutic application. In
fact, these plans widely depend on the IP status of each tech-
nology. Here, a brief overview of a study concerning IP in
this field is presented, the complete work will be presented in
another manuscript [174].

3.3.1. Methods Used to State the Art for IP

Our study was developed using the esp@cenet® facilities
at  http://ep.espacenet.com/advancedSearch?locale=en_EP,
and its database release of April 2008, except for the Zinc
Finger technologies for which the February 2007 release of
the QPAT database (Questel) was used at http://www.qpat.
com/index.htm. Results are summarized in the Tables [a and
[J and were obtained using the advanced search option of
esp@cenet®. Keyword combinations about non-viral enzy-
matic integration systems were sought inside the patent titles
and the abstracts. Results supplied by esp@cenet® are orga-
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nized in patent families (patent applications and publica-
tions), all the patents of a family having the same priorities
(i.e. a French and a US patent concerning the same invention
are gathered in a single patent family). Results in Tables [
present patent families that only concern non-viral enzymatic
systems for gene delivery purposes. Our investigations were
restricted by two main factors. First, we used a limited selec-
tion of specific keywords, and two databases. Second, the
mining process has several inherent limits. Indeed, patent
laws and patent office jurisdictions are different, according
to the countries. Patent mining therefore depends on the way
of writing for the title and the abstract (describing the con-
tent of the invention), the last one putatively having a scope
that is more or less general or ambiguous. This problem was
circumvented for some related patent families for which no
word in the patent title and abstract matched with the key-
words used (e.g. in WO2008027384). They were located by
using inventor references found in other patents or literature.
The esp@cenet® website makes important provisions re-
garding to the terms and conditions of use for esp@cenet®,
especially about availability and liability. Indeed, the Euro-
pean Patent Office (EPO) does “not accept any responsibility
for the accuracy of data and information originating from
other authorities than the EPO, including but not exclusively
whether they are complete, up-to-date and fit for specific
purposes”. In consequence, this led us to remove from our
study several patent families for which no access to claims
was available. This was met, for example, with several non
translated Chinese and Japanese patents, for which no Patent
Cooperation Treaty extensions were available.

3.3.2. IP Status

In the last 15 years, the non-viral enzymatic integration
systems detailed in this review have been patented (Table
[a): endonucleases (36 patent families), recombinases (7)
and transposases (37). The main claims of these patents are
focused on the processes to engineer the properties of each
non-viral enzymatic integration system and their potential
uses. It is striking that there are few patents specifically
dedicated to the modification of mammalian cells, except for
I-Scel, Tol2 and Sleeping Beauty. This highlights the fact
that non-viral enzymatic integration systems are patented for
a wide range of applications since these technologies have an
interest that spans beyond gene therapy, in various biotech-
nology fields that require genetic modifications.

Our results revealed that no patent was founded for the
meganucleases /-Ceul and I-Msol, and for the transposase
ISY100. However, it must be keep in mind that “an absence
of evidence is not an evidence of absence”, as reminded at
http://ep.espacenet.com/?locale=en EP&view=seven. Except
for these systems, each non-viral enzymatic integration sys-
tem reviewed in this manuscript comprises at least one patent
family, with more than one patent application (patents filed
in many countries, hence a resulting monopoly), except for
the Himarl transposase (two patent families of one patent
applications). Most of the applicants and inventors in these
patents are specialists with very significant backgrounds in
the enzymatic integration systems and these authors of scien-
tific publications are considered as the milestones of this
field. Interestingly, it must be noticed that the investment of
the state and private bodies in patenting these technologies
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Non-viral 0 d Patent families
enzymatic sefiyf‘;::r :t Patent Camilies relative to the proof of con- for modifying Applicants (univer-
integration " P cept in use and in engineering mammalian sities[companies(] )
ent searches
systems cells
FokI and vari- JP20062549217, US5487994, W09418313", / Univ Johns Hopkins
ants . EP1340812", US5356802 (US),
fokl, site spe- . ;
cific nuclease* + + Univ Ohio (US),
pZFD-FokI WO09640882", W02007014181+ , US5436150, / Sangamo Bio-
W02007139898 sciences (US)
US2007117128+, WO2007057781+,
W02007034262+, US2006206949, Cellectis (FR),
Meganucleases .. .
and variants meganuclease*® US2006153826, US2006078552, / Precision Bio-
v
WO02005105989+, CA2514517+, sciences (US)
US2004002092, WO03078619+
NUCLEASES Pasteur Institut (FR),
MEGANUCLEASES US7309605", JP2007014347°, US2005032223", Univ Paris Curie
LScel Scel US20031826707, US2003113887", US6822137, (FR),
WO00046386°, WO0046385", US6238924, US6566579" Childrens Medical
US5948678", US5962327" Center (US), Centre
Nat Rech Scient (FR)
W02008010093", EP1863909",
1-Crel Crel W02007093918°, WO2007060495", / Cellectis (FR)
W02006097784"
1-Ceul Ceul / / /
1-Msol Msol / / /
phi C31, Art'emis Pharmaceu-
hiC3 1. inte ticals (DE ; now
®C31 recom P rase*’C31 EP1205490°, WO0107572", US2003186291, TaconicArtemis,
INTEGRASES binase & bi ’* US2004003420, WO0238613", / US),
Pt US2005054106", WO03066867° Univ California
’C‘; lage (US), US Agriculture
(USs)
. . . Japan Science &
Tol2 tol2 US2006212959", US2006211116 US2005177890
Tech Corp (JP)
Univ Fudan (CN),
ioovBac ioovbac EP1896578", US7129083, US7105343, / Univ Notre Dame du
Piegy Pigsy US7005296°, US2002173634" Lac (US),
US Agriculture (US)
himarl
Himarl mariner trans- US6368830, CA2319168 / Hawa(rgsc)"uege
*
TRANSPOSASES pos
hsmarl, Max Delbrueck
Hsmarl mariner trans- EP1869193", WO2006108525" / X Debruee
" Centrum (DE)
pos
Centre Nat Rech
mos] Scient (FR), Univ de
. ’ W02007063033", US2007031967", Tours (FR), Univ du
Mosl mariner trans- /

pos*

W02004078962°, WO9909817"

Maine (FR),
Biotech & Biolg
Scien Res (GB)
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Non-viral 0 ord Patent families
enzymatic useflyfv;rr :t Patent families relative to the proof of con- for modifying Applicants (univer-
integration P cept in use and in engineering mammalian sities[companies(] )
ent searches
systems cells
. . Kanker Inst NL,
mariner trans- US2003158129, US6051430, WO9907871",
TLE * W09729202", CA2244812 / Introgen BV (NL),
pos ’ Het NL Kanker (NL)
Leland Stanford
Junior Univ (US),
Sleoni sleeping US2005003542, US2005112764", ‘;{‘:’rD ';;Vr ( k)
Bee” g beauty, US2004092471, US2002103152, US2006252140 ) Xt ¢ (B;C)
eau
v SB transpos* US2003124668°, WO9840510° entrumm (D5),
Univ Minnesota
(Us)
Max Delbrueck
Frog Prince frog prince US2005241007° / Centrum (DE),
Netherland Cancer
Inst (NL)
Minos Biosystems
Minos minos WO00171019°, WO0129205", EP0955364", / Ltd (GB),
US6159717", US5840865, US2002026650" Inst Molecular Biol-
ogy and Biol (GR)
Tn7 tn7 W09905295", US5958775 / Univ Jefferson (US)
ISY100 isy100 / / /

(+) represents a patent family (documents sharing the same priority or combination of priorities, about the same invention), (*) is the usual wildcard character for truncation in Internet
(e.g. “transpos*” can be transposase(s), transposon(s), transpos(ition), ...). The opinion given in this article engage neither examiners nor patent offices.

Dalle [TC Cimited Intellectual Property Status of Molecular Processes Required for Modifying their integration Specificity of Non-
Viral Enzymatic Integration Systems

Patent fami-

erences

Engineering ujefiy:::l::t- Patent fam.ilies relati\je to tl.1e prt?of of concept lifes for modi- A;?plicants (ur'niversi-
process ent searches in use and in engineering fying mammal tiesCcompanies( )
cells

US20062926217,US2003068675°, W0O0242459", Sangamo Biosciences

WO00183751", WO0160970°, US2003104526, Inc (US), Massachu-

design WO00042219°, GB2360285", W09942474", / setts Inst Technology
W099489097, W09853057", W09853059", (US), Scripps Research
W09632475°, WO9606166" Inst (US), Toolgen InC

. . R (KR), Syngenta Par-

pZFD zinc finger linker US20030686757, W0O99451327, / ticipations AG (CH),

Gendaq Ltd (GB,

acquired by Sangamo),

. US2005084885, W0200316571°, WO02057293", Medical Res Council

ZFP production " . . /
W002082867, WO0027878", W0O9947656 (GB), Genome Dy-
namics Inc (US), Univ
Washington (US)
Max Delbrueck Cen-
Fusion protein . . trum (DE), Univ Van-
' with tz'lrgeted transpos* US20080?8687 , US2006236413", . US2006252140 derbilt (US)
integration pref- target*® US2006258603", US2006210977, CA2533708

Leland Stanford Junior
Univ (US)

(+) represents a patent family (documents sharing the same priority or combination of priorities, about the same invention), (*) is the usual wildcard character for truncation in Internet
(e.g. “transpos*” can be transposase(s), transposon(s), transpos(ition), ...). The opinion given in this article engage neither examiners nor patent offices
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are very different, state bodies playing a strategic role for the
emergence of the technology, whatever the country (c.f.
3.3.3 section). The IP of the pZF-nuclease and the ¢C31 sys-
tems, and those considered so far as being the most valuable
transposon systems (Sleeping Beauty and PiggyBac), belong
of US bodies. In this IP overview, European bodies are only
in a favourable position for the meganuclease, Hsmarl and
Mosl systems, whereas Japanese bodies appear to set their
sights upon the Tol2 transposon systems. Patent families
concerning the FP and Minos systems also belong to Euro-
pean bodies but the robustness of their IP seem to be more
fragile, since their claims might be considered as being al-
ready covered by anterior patent families concerning a
closely related element, SB. Similarly, certain patent families
concerning TLE and MLE (e.g. W09909817), seem to pro-
tect crumbly IP, as they could involve more than one inven-
tion in each patent family (the unity of invention being that
TLE and MLE are now considered two different entities),
and/or because the definition of the patented systems can be
considered as inaccurate, in the light of the knowledge ac-
cumulated in the last 10 years.

Among the technology that can be used to improve the
properties of the enzymatic integration systems, the IP con-
cerning the engineering of the ZFD gather about twenty pat-
ent families (Table [T)) that span from the ZF design, the
linkers to associate ZFD, the processes to select pZFD with
elevated DNA binding efficiency and specificity, to the pro-
duction methods of ZF proteins. Overall, these patent fami-
lies lock all the required elements to be in position to moni-
tor the ZF technology. The majority applicants are state and
private US bodies, and comprise the Massachusetts Institute
of Technology (US), the Scripps Research Institute (US),
Toolgen (KR), Syngenta Participations (CH), Gendaq (GB,
acquired by Sangamo), the Medical Research Council (GB),
Genome Dynamics (US), the University of Washington
(US), and Sangamo Biosciences (US). 2005 saw the devel-
opment of a world network, the Zinc Finger Consortium, in
order to “ensure and to promote continued research and de-
velopment of engineered zinc finger technology”
(http://www.zincfingers. org/default2.htm). Sangamo Bio-
sciences, the “worldwide leader in the design and develop-
ment of engineered zinc finger DNA-binding proteins (ZFPs)
for  gene  regulation and gene  modification”
(http://www.sangamo.com/about/about. html) and members
of the Zinc Finger Consortium hold key patents for the
whole technology of based-Zinc Finger Domains targeting.
Therefore, all the uses of ZF technology depend on their
patent families (gene regulation, gene transfer etc.), thus
restricting, or at least slowing down, the possibilities to ex-
tensively commercially exploit this technology for various
gene delivery purposes, including gene therapy [175]. To
some extent, such an observation can also be considered
valuable for the meganuclease systems.

Regarding fusion proteins with targeted integration pref-
erences (Table 1), several patent families entitled “Trans-
poson-Based Targeting System”, “Development of a trans-
poson system for site-specific DNA integration in mammal-
ian cells”, and “Transposon-based vectors and methods of
nucleic acid integration” (various patent families have the
same name and modifications in their claims) respectively
belong to the Max Delbrueck Centrum (DE), the Leland
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Stanford Junior University (US), and the Vanderbilt Univer-
sity (US). The first and the second patent families claim tar-
geting systems with a “transposase” or a “transposon”, fused
to a “DNA targeting domain” or a “site-specific DNA bind-
ing protein”. The third last patent family (“Transposon-based
vectors and methods of nucleic acid integration”) claims a
“composition” with “an integrating enzyme”, which can be
“selected from the group consisting of transposase, integrase,
retrotransposase, recombinase, bacteriophage integrase, inte-
gron, terminase or retroviral integrase”. That is the reason
why the international search authority has found five claimed
inventions for the patent application W02004009792 (family
of the patent CA2533708), one for each transposase, recom-
binase, integrase, integron, and terminase-based composi-
tions. Overall, some ambiguities and the excessively wide
coverage of the claims included in these patent families
(more than one protected invention) should allow most bod-
ies to circumvent the IP constraints associated with these
documents, or at least will oblige the different bodies to ne-
gotiate the use rights for these technologies.

3.3.3. Impact of IP on the Development of Non-Viral En-
zymatic Integration Systems

Esteban Burrone (Consultant, SMEs Division) explains
on the World Intellectual Property Organization (WIPO)
website
(http://www.wipo.int/sme/en/documents/patents_biotech.htm
) that “the strong growth of the biotechnology industry in
recent years has been mirrored by a higher than average
growth rate for patent applications and patent grants that
relate to biotechnology inventions”. He also stated that “the
growth in the number of patents in the field of biotechnology
is largely due to the importance that life sciences and bio-
technology companies attach to intellectual property, particu-
larly patents”. Often, such companies arise from scientists
that spin off biotech companies with the technology they
developed in university laboratories. This is the case of Ma-
noa Biosciences “a new life sciences company specializing
in non-viral horizontal gene insertion as it pertains to animal
transgenesis and gene therapy” (http://www.manoabio sci-
ences.com/). This company has “the exclusive rights to six
transgenesis technologies licensed from the University of
Hawaii” and “has secured exclusive assignment rights for the
chimeric transposon technology from Vanderbilt Univer-
sity”. This biotech company is one of the companies special-
ized in gene transfer using non-viral vectors, like Discovery
Genomics Inc. and TranspoVec Corporation.

As also indicated by Esteban Burrone, “Patents is at the
core of the Biotech Business”. The invention protection, by a
patent, and the patent itself are key elements of the strategy
for biotech companies. For example, Cellectis (Table [a,
meganucleases), “a worldwide leader in the research, devel-
opment and commercialization of rational genome engineer-
ing technologies” (http://www.cellectis.com/), have sued its
US competitor Precision Biosciences (Table [a), for patent
infringements about meganucleases technology (http:/www.
cellectis.com/news.php). “The lawsuit seeks both monetary
damages for infringement, as well as a permanent injunction
preventing Precision BioSciences (Table [a, meganucleases)
from any further making, using or selling of such meganu-
cleases”. In 2007, Cellectis won “a patent battle in the field
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of targeted recombination and gene correction” with the in-
validation of a European Patent owned by Johns Hopkins
University (Table [a, nucleases) and licensed to Sangamo
Biosciences (in spite of an appeal of both them). These pat-
ent fights highlight the problem of defining the limits of bio-
tech patents and rights to exclude invention exploitations to
third parties.

[TCONCUUDINL REMARI[S

Recent advances in engineering non-viral integration
systems indicate that they are not only promising alternatives
to viral integrative vectors, but that they can offer unique
solutions to repair genes, and to target “safe” integrations of
exogenous DNA vectors into chromosomes. Two important
issues should have to be investigated before entrying into
clinical phases. The first is to define niches of therapeutic
applications and whether these technologies must be limited
to strategies involving an ex vivo step then a grafting to the
patient of the genetically modified cells, or whether they
present real decisive advantages on viral vectors allowing
use in vivo. In fact, the main part of the answer will depend
of the technical means that are available to specifically ad-
dress these integration systems to cells or tissues. The second
important issue is related to the toxicity of these systems that
remains widely under explored over the medium to long term
duration of use in current in vitro laboratory models and in
the pre-clinical models.

An efficient and adapted exploitation of these technolo-
gies will therefore require making important investments. To
date, their development can be considered less extensive than
that of the viral integrative vectors, partly because of the
background and the size of the community working in this
field which is much smaller than the number of virologists
involved in gene therapy issues. However, there are also
endogenous causes in this community that limit the invest-
ment in technological developments for gene therapy pur-
poses. Indeed, there is an abundant literature demonstrating
that non-viral integration systems have an interest that goes
beyond gene therapy, in the various biotechnology fields that
involve genetic modifications. This is due to the fact that
these systems work in a wide host range, on potential appli-
cations that are easier to reach, and less exacting to develop
in term of safety than those concerning gene therapy. In con-
sequence, whereas the community working on the develop-
ment of most viral vectors is “mainly” focused on human
health issues, that working on non-viral integration systems
can be considered less involved on gene therapy issues. An-
other inherent limiting factor finds its origin within the IP
issues that can discourage and hinder new research and de-
velopment bodies to invest and to reinforce the development
of these technologies, since they will not be in position to
recover any benefits of their investments. Indeed, consider-
ing what are so far the most promising solutions of non-viral
integration technologies, they are heavily patented by a few
bodies and, in consequence, locked. From a non-US point of
view, in the position of a state or an organisation such as the
European Commission, there will be a reluctance to stimu-
late investment in programs to develop these technologies
when no valuable exploitation plan can be contemplated at
the economic level.

Palazzoli et al.

In conclusion, there is much to be done to establish non-
viral integration systems as an efficient and safe alternative
to the use of integrating viral vectors. Such developments
could be constrained by intellectual property issues and the
ability of various state and private bodies to resolve these
issues will be critical in the timely development of these
technologies for treatment of human diseases.
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ABBREVIATIINS

AAV = Adeno-associated virus

DBD = DNA binding domain

DNA = Deoxyribonucleic acid

DR = Direct repeat

DSB = Double-strand break

EBV = Epstein-Barr virus

EPO = European Patent Office

ES cell = Embryonic stem cell

FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorter
FP = Frog Prince

hAT = Hobo-Ac-Tam

glmS = Glucosamine synthetase

gfpt = Fructose-6-phosphate transaminases
HBV = Hepatis B virus

HR = Homologous recombination
IDR = Inner direct repeat

1P = Intellectual property

ITm = 1S630-Tcl-mariner

ITR = Inverted terminal repeat
MAR = Matrix attachment region
MGE = Mobile genetic element

MLE = Mariner-like element

NHEJ = Non-homologous end-joining
NLS = Nuclear localization signal
ODR = Outer direct repeat

ORF = Open reading frame

PEI = Polyethylimide

PGE = Parasitic genetic element
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pZFD = Polydactyl zinc finger domain

SB = Sleeping Beauty

RNA = Ribonucleic acid

SSB = Single strand break

SSDA = Synthesis-dependent strand annealing

TLE = Tcl-like element

UTR = Untranslated region

WIPO = World Intellectual Property Organization.
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3.2. Article3: Transposon tools: worldwide Ilandscape of

intellectual property and technological developments

3.2.1. Contexte et objectif de I’article

Apreés avoir inventorié les différents systemes d’intégration enzymatiques non viraux
[Palazzoli et al., 2008], nous nous sommes focalisés sur les vecteurs dérivés des transposons.
Ces éléments sont tres étudiés dans le cadre du transfert de fragments d'ADN exogéne
[Miskey et al., 2005] et ils représentent de bons candidats pour élaborer des outils en
biotechnologies ou pour développer des vecteurs de transgénése [Palazzoli et al., 2008].
Pendant une dizaine d’années, le modele d’étude des équipes1 et 2 du GICC a été le
transposon mariner MOS1 [Medhora etal., 1991]. L'un des objectifs du projet
SyntheGeneDelivery prévoyait le développement technologique de vecteurs a partir de ce
transposon pour le transfert de géne en cellules de mammiferes. Cependant, nos travaux et
ceux d'autres laboratoires ont montré que le taux d’intégration des vecteurs optimisés
MOS1 dans les cellules de mammiferes était extrémement faible, sinon nul [Wu et al., 2006].
A l'inverse des systémes concurrents, MOS1 ne pouvait étre employé efficacement pour
réaliser du transfert de géne en thérapie génique ou en bioproduction. Par conséquent, nous
avons recherché un systeme alternatif efficace en cellules de mammiferes et bénéficiant
d’une liberté d’exploitation (non protégé par des droits de PI). Dans ce but, nous avons
construit le paysage brevets sur les transposons pour identifier une niche de développement

technologique pour le laboratoire.

3.2.2. Résumé de l’article

Aprés une rapide présentation du systéeme des brevets et des conditions de
brevetabilité, nous avons présenté leur importance en tant qu’outil incontournable pour le
développement industriel des biotechnologies. En effet, en contrepartie de la protection
exclusive accordée, les brevets fournissent des informations essentielles pour la prise de
décisions stratégiques comme la définition de niches de développement technologique. La
partie suivante de l'article présente le paysage brevets concernant les demandes PCT qui

couvrent les principaux systémes transposons: Tn5, Tn10, Sleeping Beauty, Tol2, Minos,
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Mos1, les éléments Mariner, I'élément P, piggyBac, Himar, hobo et les éléments Tcl. Les
résultats portent sur I’évolution des demandes PCT au cours de la période 1986-2006, sur les
déposants (nationalités, Top 10, évolution du nombre de déposants), sur les applications
revendiquées dans les demandes de brevets et sur le rble clé des auteurs d’articles
scientifiques majeurs. Enfin, nous avons recensé les statuts l[égaux des demandes de brevets
qui portent sur la preuve de concept et I'ingénierie de ces systemes. Ces informations nous
ont permis de remarquer que de nombreux transposons entraient dans le plan d'affaires de
sociétés de biotechnologies spécialement dédiées (Discovery Genomics pour Sleeping
Beauty, Minos Biosystems pour Minos...). La plupart des systémes transposons ont été mis
au point dans les laboratoires académiques des auteurs pionniers a l'origine de ces
technologies. Ces derniers ont ensuite fait émerger des spin-offs pour exploiter
commercialement les systemes qu’ils avaient mis au point et protégés par des brevets.
Cependant, un transposon se détache des autres systemes. En effet, piggyBac est le seul
élément efficace a étre librement exploitable (deux brevets accordés aux Etats-Unis n’ont

pas été étendus) a cause d’une divulgation antérieure au dép6t de brevet.

3.2.3. Conclusion de I'article

Les principaux systémes transposons : Tn5, Tn10, Sleeping Beauty, Tol2, Minos, Mos1,
les éléments Mariner, I'élément P, piggyBac, Himar, Hobo et les éléments Tcl ont fait I'objet
de demandes internationales de brevets, a I'exception du transposon Hobo. Certains
systémes sont le sujet d’'une exploitation économique par des sociétés de biotechnologies
créées a cet effet (Tableau 3 issu du poster Transposon tools: worldwide patent landscape

and patent exploitation by key actors — Annexe 2).
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3. RESULTATS

Transposon i i Commercial 2 J
Key applicants Creation | Nationality Field Purposes
systems exploitation
! DNA sequencing
Mu Finnzymes : Fumzymes 1986 - Molecular biology - kits e
Tn$ Wisconsin Alumui Research Foundation | Epicentre 1987 e Molecular biology - kits
Institute fo ular Biology and : e ction of proteins
Mines 5 2 Minos Biosystems 2000 Molecular biology - kits 7 :
Biotechnology & Minos Biosystems ! y - - ' i Functional gene discovery
: Oxitec PR
po¢ (n) »ﬂ 1t
piggyBac US Government, Unaversity Notre Dame | Minos Biosystems 2% gn‘ e ;
1 c i Molecular biology - kits St PR
| Others Functional gene discovery
Louisiana State University and Agricultural !
ni0 g S | Transgenrx 2002 [ = Therapeutic Production of protem-based drugs
and Mechanical College & Transgenrx ! =
Sleepin, J Gene delvery
: Be:utf University of Minnesota : Discovery Genomics 2002 = Therapeutic Gene discovery
N i Gene therapy
Leland Stanford Junior Univers |
D element Tosk 2 : Tosk 1998 L= Therapeutic Drug discovery
05|
| Manoa Biosciences
piggyBac US Government, Unaversity Notre Dame : Odm'c CEE 2006 L = Therapeutic Gene therapy
i s —
Tol2 Japan Science and Technology Corp ! ? ? ? ? ?

Tableau 3 : Résultats issus du poster Transposon tools: worldwide patent landscape and
patent exploitation by key actors, présenté lors du congrés international Mobile DNA a
Montréal du 24 au 28 avril 2010 (Annexe 2). Les applications non-thérapeutiques sont en
couleur verte et les applications thérapeutiques sont en bleu. Seule [I’exploitation
commerciale du transposon Tol2 n’a pas été identifiée.

Des acteurs industriels se sont positionnés sur le marché du transfert de gene en
utilisant des systémes dérivés de transposons. Nous pouvons observer que les sociétés qui
exploitent commercialement les transposons a but thérapeutique sont des sociétés
américaines. A l'inverse, les transposons utilisés en tant qu’outils de biologie moléculaire
(séquencage, mutagénese insertionnelle...) sont exploités par des sociétés européennes.
Nous pouvons nous attendre a une compétition intense pour produire le systeme
transposon le plus efficace, principalement entre les sociétés américaines qui entreront en

essais cliniques pour la thérapie génique ou en phase industrielle pour la bioproduction.

Finalement, deux systémes représentent une niche de développement technologique
en Europe : Himarl (protégé par un brevet américain et un brevet canadien) et piggyBac
(protégé par deux brevets américains). Nous avons choisi d’exploiter le transposon piggyBac
car il est aussi efficace en cellules de mammiféres que les systemes modeles Sleeping Beauty
et Tol2 [Ding et al., 2005]. De plus, a I'inverse du systéme le plus en vue, Sleeping Beauty, qui
perd son efficacité lorsque des transgenes de grande taille sont transportés, le systeme
piggyBac s'accommode de larges cassettes transgéniques (14 kbp) sans diminution
d'efficacité [Ding et al., 2005]. Une autre propriété intéressante de piggyBac concerne la

possibilité de concevoir une transposase chimérique fusionnée a un domaine de liaison a
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I’ADN, pour intégrer le vecteur a des sites spécifiques [Maragathavally et al., 2006]. Le
transposon piggyBac représente donc une niche de développement technologique
particulierement intéressante pour le GICC ou tout acteur souhaitant développer un systéeme

transposon dans le cadre d’une exploitation en cellules de mammiféres.

3.2.4. Remarque sur la méthodologie et les outils employés

Comme pour l'article 2 [Palazzoli et al., 2008], la recherche de documents brevets a
été réalisée avec un outil de recherche gratuit : PATENTSCOPE [w32]. L'un de ses avantages
est qu’il offre la possibilité d’effectuer des recherches en texte complet, ce qui inclut les
titres et résumés comme esp@cenet, mais aussi les revendications. Cependant, la recherche
se fait dans des demandes internationales de brevets (numéros en WO), ce qui signifie que
toute demande de brevet n’ayant pas fait I'objet d’une telle procédure n’apparaitra pas dans
les résultats. Par exemple, il peut s’agir d’'une demande de brevet qui a été déposée
uniquement aux Etats-Unis et qui n’a pas été étendue en PCT. Une telle situation représente
donc un biais dont il faudra tenir compte dans I'analyse et l'interprétation du paysage

brevets élaboré a partir des résultats fournis par PATENTSCOPE.

3.2.5. De lI'importance de connaitre les paysages brevets avant de

financer des projets de R&D : exemple du projet INTHER

Le tableau de I'article 3 qui recense les demandes de brevets internationales sur les
transposons comprend de nombreux brevets pour le modele Sleeping Beauty, dont la famille
de brevets fondateurs : la demande PCT W09840510 — DNA-based transposon system for
the introduction of nucleic acid into DNA of a cell. Il est important de noter que les brevets
fondateurs de Sleeping Beauty ont été déposés par I'Université du Minnesota et qu’ils sont
exploités par la société spin-off Discovery Genomics. Le transposon Sleeping Beauty provient
d’une reconstruction moléculaire réalisée par Perry Hackett, Zsuzsanna lzsvak et Zoltan lvics,
lorsqu’ils travaillaient a I'Université du Minnesota [lvics et al., 1997]. Ceci a représenté une
étape importante dans I'application de la transposition en thérapie génique [lvics & lzsvak,

2006]. Cependant, bien que Zsuzsanna lzsvak et Zoltan Ivics fassent partie des inventeurs, les
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titres de PI appartiennent a I'Université du Minnesota qui a ensuite accordé des licences
d’exploitation a Discovery Genomics, dont I'un des cofondateurs est Perry Hackett. Dans le
systtme de brevets américain, les inventeurs sont également déposants et donc
propriétaires des titres de Pl. Néanmoins, leurs contrats de travail incluent généralement
des clauses de cession des brevets pour lesquels ils sont inventeurs (par exemple
US2002016975 de la famille de brevets de WQ09840510). Cette particularité existe
uniqguement dans le systeme américain et non pour les autres demandes de brevets
nationales ou régionales. Par ailleurs, il est intéressant de noter que Sleeping Beauty a été
intégré en tant que vecteur de transfert de géne dans des programmes d’essais cliniques de

thérapie génique [Williams, 2008].

Un projet européen concurrent a SyntheGeneDelivery a également été financé par la
Commission Européenne. Coordonné par Zsuzsanna lzsvak, le projet INTHER porte sur le
développement et [I'utilisation du transposon Sleeping Beauty et de technologies
d’intégration site-spécifiques comme méthodes de transfert de géne non virales en thérapie
génique ex vivo [w55]. Nous pouvons donc nous poser la question de la viabilité de
I’exploitation économique du projet INTHER, étant donné que le vecteur transposon
n’appartient a aucun des partenaires du projet. Une des possibilités envisagées pourrait étre
que les partenaires du projet INTHER aient négocié une licence d’exploitation de Sleeping
Beauty pour la thérapie génique auprés de I'Université du Minnesota et de Discovery
Genomics, qui ne sont pas partenaires du projet. En effet, le Guide de mise en ceuvre des
droits de PI pour les projets du 6°™® PCRDT prévoit dans I'article 7 — Codts éligibles pour les
droits de Pl [European Commission, 2006], l'intégration des redevances comme co(ts
éligibles dans le financement projet, si les autres conditions applicables sont respectées.
Cependant, cette éligibilité peut étre limitée. Par exemple, I'exclusivité d’exploitation doit
étre prouvée car cela augmente les redevances. Le co(t total du projet INTHER était de 3,54
millions d’euros, avec un financement de la Commission Européenne de 2,8 millions d’euros
[w55]. Quant au projet SyntheGeneDelivery, la Commission Européenne a financé 2,4
millions d’euros sur un co(t total de 3,01 millions d’euros [w1]. Pour ce projet, aucune
licence d’exploitation n’était requise puisque les brevets couvrant chaque technologie mise

en ceuvre dans le projet SyntheGeneDelivery appartenaient en totalité aux partenaires. La

comparaison des financements des deux projets nous incite a penser que les partenaires du
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projet INTHER n’ont pas obtenu (négocié ?) de licence d’exploitation pour le systéeme
Sleeping Beauty en thérapie génique. Par conséquent, les partenaires devraient étre bloqués
pour le plan d’exploitation du systéme développé lors du projet INTHER. De plus, les essais
cliniques ne peuvent pas étre envisagés sans licence d’exploitation. L'Université du
Minnesota et la spin-off Discovery Genomics seraient donc les bénéficiaires du projet
INTHER, en cas de succes et de retombées économiques. Par ailleurs, un Symposium sur le
transfert de géne non viral basé sur les recombinases a été organisé par les consortiums des
projets INTHER et SyntheGeneDelivery, lors du XVleme Congreés Annuel de la Société
Européenne de Thérapies Génique et Cellulaire (12-16 novembre 2008, Brugge). Scott
Mclvor, un autre chercheur de I'Université du Minnesota, I'un des cofondateurs de
Discovery Genomics et qui est a la fois Chief Executive Officer et Chief Science Officer était
présent. Cela nous permet de penser que I'Université du Minnesota et Discovery Genomics
ont habilement fait financer la recherche et le développement technologique du systéme
prometteur Sleeping Beauty. En effet, il était nécessaire d’optimiser ce systéme transposon
afin de réaliser une intégration site-spécifique, ce qui était 'un des objectifs du projet
INTHER. Cela renforce I'importance de I'information brevet et des paysages brevets avant de

lancer tout projet de R&D, que ce soit en biotechnologies ou dans d’autres domaines.

3.2.6. Article3

148



Genetica (2010) 138:285-299
DOI 10.1007/s10709-009-9426-3

Transposon tools: worldwide landscape of intellectual property

and technological developments

Fabien Palazzoli - Francois-Xavier Testu -
Franck Merly + Yves Bigot

Received: 27 May 2009/ Accepted: 3 November 2009 / Published online: 3 December 2009

© Springer Science+Business Media B.V. 2009

Abstract DNA transposons are considered to be good
candidates for developing tools for genome engineering,
insertional mutagenesis and gene delivery for therapeutic
purposes, as illustrated by the recent first clinical trial of a
transposon. In this article we set out to highlight the interest
of patent information, and to develop a strategy for the
technological development of transposon tools, similar to
what has been done in many other fields. We propose a
patent landscape for transposon tools, including the changes
in international patent applications, and review the leading
inventors and applicants. We also provide an overview of the
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potential patent portfolio for the prokaryotic and eukaryotic
transposons that are exploited by spin-off companies.
Finally, we discuss the difficulties involved in tracing rele-
vant state-of-the-art of articles and patent documents, based
on the example of one of the most promising transposon
systems, including all the impacts on the technological
development of transposon tools.
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Introduction

Transposable elements (TEs) were discovered more than
half a century ago by Barbara McClintock. They are
genetic agents responsible for the chromosomal breaks and
alterations of gene expression, and have considerably
remodeled prokaryotic and eukaryotic genomes over the
course of evolution. These DNA fragments have the par-
ticular characteristic of moving from one chromosomal
locus to another within their host genome. TEs are divided
into two main classes on the basis of their transposition
mechanism. Class I consists of retrotransposons, whereas
Class II includes the elements known as “DNA transpo-
sons”. Class-I TEs move via an RNA intermediate that
undergoes reverse transcription in DNA before being
reinserted into the host genome. We will not consider these
elements any further here, since so far most transposon
tools have been engineered from Class-II TEs. DNA
transposons transpose by a cut-and-paste mechanism, using
a double-stranded DNA molecule as intermediate. The only
Class-1I elements that transpose by a different mechanism
are the Helitrons and related elements, that transpose by
rolling-circle replication, Marvericks (also known as Pol-
inton), whose the transposition mechanism is not yet
known, and the bacterial 1S200/605 family of insertion
sequences that transpose as a single-stranded transposon
circle (Feschotte and Pritham 2007; Barabas et al. 2008).
Because of their mobility, for over two decades DNA
transposons have been considered as good candidates to be
used to develop tools for insertional mutagenesis, genomic
engineering and gene delivery purposes. Transposon-based
Research and Development (R&D) programs have rapidly
been in position to propose prototypes and suggest strate-
gies to engineer them. The first transposon tools were
developed from natural elements (Spradling and Rubin
1982). Once scientists had become aware of their potential,
they tried to enhance their mobility by selecting hyperac-
tive mutants (Lampe et al. 1999; Baus et al. 2005; Germon
et al. 2009; Lampe 2009), or engineering molecular
reconstructions (Lampe et al. 1996; Ivics et al. 1997,
Miskey et al. 2003). An example of this is the Sleeping
Beauty (SB; lvics et al. 1997; Izsvak et al. 2000) reference
transposon system, which is used to integrate exogenous
DNA into cellular vertebrate genomes (Yant et al. 2000).
Subsequently, attempts have been made to improve the
properties of transposon tools by adding capabilities, such
as site-specific integration by modifying transposases, or
developing new strategies to target the transposon vector to
its integration site using DNA-binding domains (DBDs;
Wilson et al. 2005; Yant et al. 2007; Ivics et al. 2007). The
most promising DBDs are the Zinc Finger Domains (ZFD;
Beerli and Barbas 2002; Papworth et al. 2006; Gamsjaeger
et al. 2007; Sander et al. 2007), because they can be
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tailor-designed in vitro to be specific for any site in the host
genome.

Transposon-based technologies have now been devel-
oped for a variety of biotechnology applications, including
gene delivery for gene therapy purposes (Williams 2008).
Recently the National Institutes of Health Recombinant
DNA Advisory Committee announced the assessment of
the first clinical trial involving a transposon vector, entitled
“Adoptive immunotherapy for CDI194 B-lymphoid
malignancies using SB transposition to express a CDI19-
specific chimeric antigen receptor in autologous ex vivo
expanded T cells”. This first clinical trial with SB have
been launched about a decade after the patenting of the SB
vector invention (W09840510). Clinical trials are therefore
still in progress long after patent applications have been
submitted, as these need to be submitted early in the
development of research programs, before the researchers
know whether their invention will in fact form the basis of
an exploitation plan. This highlights the importance of
patents in R&D, and in particular in Biotech, where the
R&D costs are high. From this standpoint, there is an
increasing need for the researchers in life and sciences to
challenge the ins and outs of the patenting procedures, and
their implications for the future of their research programs.

The “ins and outs” of patents
Patenting procedures & source developments

The World Intellectual Property Organization (WIPO)
defines a patent as “an exclusive right granted for an
invention, which is a product or a process that provides, in
general, a new way of doing something, or offers a new
technical solution to a problem” (wsl, Sup. Mat. 1). To be
patentable, the invention must fulfill patentability condi-
tions: it must be of practical use and must have an element of
novelty with characteristics that are not already known in the
body of existing knowledge, known as the “prior art”. The
invention must correspond to something that cannot be
deduced by a person of the art, who has an average knowl-
edge of the technical field. Briefly, the procedure to obtain
patent protection requires that the applicant, a public or
industrial entity, submits a patent application, generally to a
national office, such as the United States Patent and Trade-
mark Office in the US, or the Japan Patent Office in Japan.
This document contains a title, an abstract, a precise
description of how the patented invention functions, illus-
trations, and above all, claims that define the scope of the
invention protection (ws2, Sup. Mat. 1). After a formal
scrutiny, if the patent application is not refused or with-
drawn, it will be published after an immutable 18 month
period (Fig. 1). Based on the prior art, the examiners in the
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Fig. 1 A patent application becomes public after 18 months from the
date of submission. If the patent is granted by the patent office, the
applicant has to pay fees in order to keep the protection in force. At
any moment, the patent can be withdrawn, and then the invention falls
into the public domain, and becomes available for free commercial
exploitation

patent offices carry out a substantive examination or scrutiny
in order to decide whether they grant the patent (it can be
withdrawn or refused depending on whether it fulfills the
patentability conditions). If the applicant wants to get pro-
tection in other States, an appropriate international appli-
cation must be submitted within 12 months from the date of
the first application (priority date), designating the Patent
Cooperation Treaty (PCT) contracting states. In other
words, the applicant then holds a collection of national
patents in the designated States (nowadays, an “interna-
tional” patent no longer really exist). At this point, it is
important to remember that patent laws are specific to each
State, and there are divergences between national offices.
For example, the US system holds that the priority for an
invention is allocated to “the first person who invents”,
whereas most other countries consider as decisive “the first
who applies to patent”. In all cases, after paying the fees for
submitting, examining and granting the patent, applicants
also have to pay fees each year to keep their patents in force
in each state where a patent has been granted. If applicants
decide not to keep their patents in force, they will then fall
into the public domain in some or all the states where they
had been protected by patent.

PCT applications are useful and advisable, given the
importance of patents in Biotechnology. As highlighted by
the WIPO Consultant Esteban Burrone (ws3, Sup. Mat. 1),
patents are at the core of the biotech business. He also
pointed out that the growth in the number of patents in
biotechnology is largely due to the added value that they
confer on biotech companies. Indeed, patents are directly
linked to the main challenge facing the biotech industry,
that of obtaining the necessary finance. Biotechnology is
characterized by a high level of innovation (involving
technological progress in various domains, including

genetics) and the complexity of biological systems (e.g.
interactions between genes) that generate very high costs
for R&D. Moreover, the industrial means available are still
under-developed, due to the fragility of the emerging
markets for their products. This is why, although transpo-
sons are being investigated as candidate vectors for future
gene delivery purposes, patents are key elements in a
market forecast to reach $5.73 billion by 2011 (ws4, Sup.
Mat. 1). Also, no fully-designed product is yet available
that has been validated by national or international regu-
latory agencies. Esteban Burrone also advances several
other pertinent arguments (ws3, Sup. Mat. 1). Patents are
the main assets of biotech companies, due to the facts that
start-up companies are created on the basis of the patents
developed, and because fundamental and applied research
overlap. Protecting research findings is vital if the company
wants to survive, and successful fundraising depends
mainly on the ability to convince investors that there is a
real IP strategy, and that the risks of infringement are
negligible.

Why play the “patent game”?

As the WIPO summarizes, “Patent information represents
a vast resource of technological and legal information
presented in a standardized format, and frequently not
available anywhere else” (WIPO 2008). Knowing what
information is contained in patents can enable users to
avoid patent infringement, to exploit a technology from
patents that have not been kept in force or never granted in
some countries, and also to locate the likely future strategic
orientations of R&D competitors. Furthermore, the Euro-
pean Patent Office (EPO) observes that “up to 80% of
current technical knowledge can be found in patent docu-
ments” (EU Commission and EPO 2007). To sum up, the
study of the state of the art for an R&D project must not
only focus on scientific articles, but also needs to take
patent documents into account to be pertinent. The
increasing importance of patent documents for the devel-
opment of research programs is confirmed by the fact that
specific patent-related journals appeared a few years ago in
a format intended for scientists. These journals now include
review articles authored by “patent experts” in various
specialized fields of economic interest, such as Biotech-
nology or DNA & Gene Sequences, as exemplified in the
collection of Recent patents on “x” (ws5, Sup. Mat. 1). In
these journals, articles may also combine original scientific
data with information drawn from recent important patents,
including patent numbers and patent applicants, as exem-
plified in the article “Gene targeting for chromosome
engineering applications in eukaryotic cells” (Lyznik and
Dress 2008). Some journals, like Nature in Biotechnology
and Stem Cells have adopted an editorial policy of keeping
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some space for letters and articles that discuss patent
landscapes, including critical and relevant analyses of the
commercial R&D and academic research, open-science
alternatives, and the strategy of the technology’s owners
(Vrtovec and Vrtovec 2007; Bergman and Graff 2007,
Denker 2008; Vrtovec and Scott 2008; Chandrasekharan
et al. 2009). In a few cases, most of the articles in purely
scientific reviews have in fact included a section about IP
(Palazzoli et al. 2008).

Patent contents and portfolios are of interest at two main
levels (Fig. 2). On the one hand, patents give their owners
(the applicants) a right to forbid and exclude third parties
from economic exploitation of their inventions for a
determined period and within a specific area. This allows
the applicants to mobilize R&D investments that can then
be amortized by exploiting the invention directly or indi-
rectly, by awarding exclusive or non-exclusive licenses. In
theory, this does not prohibit the use of the patented
technology for non-commercial fundamental research
purposes, as long as the regulations in each country make it
possible to demonstrate unambiguously whether this
research overlaps with economical and/or commercial
activities. On the other hand, patents are also of public
interest, since they involve the release of published docu-
ments that can be considered to provide easily accessible
information belonging to the shared technological heritage
(thus providing easily accessible technological informa-
tion) (ws6, Sup. Mat. 1). Patents therefore provide an
opportunity to construct an IP and a technological devel-
opment strategy.

— — — _I .IIIIIIIIIIIIII.

-
I Exclusive right granted for u Publication of the patent :
an invention <=> application "
I : .
I : :
- [
L} | |
| ' : :
Protection - Monopoly a Patentpoolsfora =
I » technology .
I : :
= [ ]
= [
I I : ll ]
Patent portfolio A Patent landscape g5
I : .

—_—
Valorisation . - ;a.te-ntlv;at.c-h
IP STRATEGY OF
TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT

Fig. 2 In compensation for the patent that grants a monopoly of the
invention (and hence of its valorization), the protected invention is
published with a full description, which is fully available to the
public. The publications of patent applications make it possible to
compile a patent landscape of a given technology. Valorization and
patent watch should be taken into account when thinking through the
strategy of technological developments
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The interest of using patent documents is, therefore, to
exploit data extracted from patent databases. Consequently,
a pool of patent documents resulting from a search for a
specific research topic in patent databases produces not
only the patents that protect the technology involved,
including competitor models (e.g. SB, piggyBac, Tol2...),
but also the technologies that can be used to exploit them.
These searches, the results of which are known as patent
landscapes, are performed using dedicated computing
tools, and can be exploited at two levels (ws7, Sup. Mat. 1).
The first level is only interested in the bibliographical data
of patent documents, such as their publication number and
date, priority data, applicants and inventors. A global pat-
ent landscape of this type is a competitive intelligence tool,
used to optimize strategic choices and manage an IP
portfolio, and it constitutes an asset for those who “play the
international patent game” (Barrett 2003). Indeed, it can be
used to identify the major players (applicants and inven-
tors), to deduce the relationships between them, to follow
the progress of patent applications, and to define trends in
technological development. The second level is concerned
with the claims and the description of invention itself. The
meticulous dissection of claims can provide a way to find
an original and pertinent way to get round the monopoly
granted for an invention (by exploiting something that is
not explicit or excluded in the claims). This makes it
possible to develop potential new niches for a patented
technology without infringing the patent. A development
niche can be define as an opportunity that is not patented/
protected, because of at least one of the following reasons:

(1) some aspect was never disclosed and is therefore
potentially still patentable (depending on the patent-
ability conditions),

(2) the patent has been published, but never granted
(because of the patentability conditions),

(3) the applicant decided to withdraw the patent applica-
tion before it was granted,

(4) the invention was patented, but the patent has been
abandoned (as the result of a strategic choice of the
applicant), and the invention is therefore in the public
domain, and can be exploited in all States where
patents are not kept in force,

(5) a third party has successfully opposed a granted
patent, and had it revoked, because the patent does
not fulfill to the patentability conditions, i.e. it
contains an element that destroys the novelty condi-
tion. This last alternative is however the one least
often used, because legal cases of this type are time-
consuming and very expensive.

In this article, we provide an overview of PCT appli-
cations with at least one claim involving the use of trans-
poson tools. We have tried to define the most important
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applicants and inventors, and identify their various appli-
cations. Overall, our objective was to clarify what is cur-
rently not protected by patents, and to identify potential
economic niches, that are available for the development of
innovative and IP-free plans involving transposon tools.
We took advantage of recent Internet facilities that now
make it easier to access patent information, mainly because
of the availability of free databases such as esp@cenet or
PatentScope.

Data sources and methods

The searches for patents involving transposon tools were
mainly carried out using the PatentScope facilities (sear-
ches for full text in more than 1.5 million international
patent applications), and its database release of August
2008 (ws8, Sup. Mat. 1). It provides access to published
PCT international applications, and to the latest biblio-
graphic data and documents contained in the files of PCT
international applications. All patent documents were
downloaded and processed using Microsoft Office soft-
ware. The terms “transposon(s)” or “transposase(s)” were
used as the main keywords to mine claims. Limiting our-
selves to data available on August 14, 2008, five hundred
patent documents were obtained. After a preliminary study
(Sup. Mat. 2), we retained for the patent landscape 176
PCT patent applications (between 1986 and 2006) used to
determine the worldwide landscape of the IP and techno-
logical developments of transposons. All the patent num-
bers cited in the text are included in Supplemental
materials 2.

Moreover, a bibliographic study was carried out to
overview the scientific trends in the field of transposon
tools, using GoPubMed® facilities (ws9, Sup. Mat. 1),
which makes it possible to visualize the statistics for a
search (e.g. authors, journals, years, countries). Because the
first query gave too many results (transposon* OR trans-
posase* with more than 11,660 results), more targeted
searches were carried out on specific transposon families:
(1) Tcl, SB and Minos (391 results), (2) piggyBac (91
results), (3) Mosl, Himar and mariner (345 results), (4)
hobo and rol2 (132 results), (5) P elements (304 results)
and (6) Tn5 and Tnl0 (1650 results).

Patent landscape for transposon tools

Evolution of patent applications

The patent study was limited to the period 1986-2007.
However, as patent applications are published 18 months

after the application date, we did not in fact consider the
year 2007 (only one result). Figure 3 shows the progress of
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Fig. 3 Time coverage of the number of PCT applications per priority
year. This diagram shows the number of PCT publications for each
priority year, for the period 1986-2006, which claim at least one
transposon and/or one transposase in the invention. The number of
international applications increased sharply from 1999

the 176 patent applications per priority year (Sup. Mat. 2).
The PCT applications submitted during the pioneering per-
iod (1986-1996) cover the use of transposons for insertional
mutagenesis, immunization, gene identification, sequenc-
ing, usually for purposes that concern prokaryotic and plant
cells. The first two international applications to claim a
transposon as vector for integrating DNA into eukaryotic
cells were WO/1995/001095-Transformed eukaryotic cells
and transposon-based transformation vectors, and WO/
1997/029202—Vectors and methods for providing cells with
additional nucleic acid material integrated in the genome of
said cells. A first peak of 11 patent publications occurred
during the pivotal year 1997, which marks the beginning of
the intermediate period (1997-2003), with an irregular
increase in the number of submissions, with a peak of 22
PCT applications per year in 2000. It corresponds to
important international applications that principally concern
transposon-based gene delivery systems using integrative
vectors made from derivatives of Tcl/mariner elements
(WO/1999/007871-Vectors and methods for providing cells
with additional nucleic acid material integrated in the gen-
ome of said cells; W0O/1999/009817-Use of mariner trans-
poson in the production of transgenic animals; WO/1998/
040510-DNA-based transposon system for the introduction
of nucleic acid into DNA of a cell and WO/1999/025817-
Tcl-based transposon vectors), and Tn7 (W0O/1999/005295—
Composition and method for targeted integration into cells).
From 1999, the number of PCT applications increased
markedly, then from 2003 fell back to the level reached
in 1997. We can assume that this increase was due to
the content of the applications published in 1997 that
revealed that transposons can be used not only in insertional
mutagenesis, sequencing, gene identification, but are also
promising candidates as vectors for the delivery of
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exogenous DNA into host chromosomes. Patents claim
inventions that are based on transposons themselves, but
also exploit the knowledge accumulated in recent years,
especially in gene transfer (2004-2006). This explains why
only 36 PCT applications were published during the period
1986-1996 (11 years), whereas 140 became publicly
available between 1997 and 2006 (10 years).

Applicants

During the period 1986-2006, 176 PCT applications were
published by 131 different applicants, 90% of whom
(Fig. 4a) were based either in the US (57%), or Europe
(33%). A few of these 131 applicants were particularly
active, and are the major players in transposon-based
technologies (Fig. 4b). Four applicants are involved in 6
PCT applications (Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare
Medizin, Pioneer Hi-Bred International, Minos Biosys-
tems, University of Minnesota), 2 applicants in 5 PCT

OTHERS
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Fig. 4 a Nationality of the applicants. Applicants are mainly US or
European. b The top 10 applicants. This diagram shows the number of
PCT submissions submitted by the top 10 applicants, for the period
1986-2006, and claiming at least one transposon and/or one
transposase in the invention
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patent applications (Louisiana State University and Agri-
cultural and Mechanical College, Wisconsin Alumni
Research Foundation), 4 applicants in 4 PCT applications
(Centre National de la Recherche Scientifique, and its co-
applicant, University F. Rabelais de Tours, Johns Hopkins
University, Transgenrx). Finally, 10, 12 and 99 applicants
submitted 3, 2 and 1 PCT applications respectively. With
regards to the co-authoring of PCT applications, 151
(85.8%) of the 176 PCT applications had only one appli-
cant, and 25 (14.2%), two applicants. The co-applicants
were based in different countries in only 16.7% of co-
authored applications (DK-US, NO-GB, DE-NL, GB-NL,
US-FR), the remaining 83.3% corresponding to patents
with co-authors from the same country (US-US: 50%; FR-
FR: 25%; NL-NL and AU-AU: 8.3%). Interestingly,
whereas only 3 of the 36 (8.3%) PCT applications sub-
mitted between 1986 and 1996 were published by co-
applicants, co-authoring expanded from 1997 to 2006,
accounting for 21 out of 140 (15%) PCT applications.

Evolution in the number of applicants

During the studied period, comparison of the number of
applicants quoted in the PCT applications (Fig. 5a, dark
gray curve), and the number of new applicants (Fig. 5a,
light gray curve) appearing each year in new published
PCT applications revealed that the field of the transposon
tools has become of increasing interest. Indeed, the average
number of new applicants increased regularly until 2004.
These new applicants give some idea of the number of
players in the potential transposon tool market. We observe
that between 1986 and 1996, most applicants were new
applicants. After 1997, new applicants still appeared, and
indeed doubled in number. However, it is noteworthy that
the first applicants during the period 1986-1997 were still
active from 1997 to 2006, both in protecting their trans-
poson-based inventions and growing their international
patent portfolio.

Comparing the shift in the absolute number of applicants
(Fig. 5b, dark gray curve) and those from each nationality
revealed that most of those concerned by the development
of the transposon technologies for the period 1986-2001
were from the US (Fig. 5b, light gray curve). These data
suggest that US applicants were less active from 2001, as
they published the same number of PCT applications as
other countries. A meticulous analysis of the documents
published since 2001 revealed that the non-US applicants
used transposon-based inventions patented before 2001 and
developed by US bodies, to develop new products, medi-
cines and tools. As a result, they actually contributed to
reinforce and even to improving the transposon technology
patented before 2001. If they went to use their inventions
for business purposes, these non-US applicants would need
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applicants, and in US applicants. We can see that US applicants (light
gray) remained the majority until 2001

to license the key patents, including the US key patents
(covering the reference systems involving Sleeping Beauty,
P element, Tnl0...). From 2004, the drop in the number of
applicants may be attributable to the fact that the entry
barriers to the transposon tools sector are too high for new
participants.

Potential fields of application for transposon tools

In our investigation of the technological fields of patents,
we used the International Patent Classification (IPC) as
recommended (World Intellectual Property Organization
2009). IPC is a tool primarily intended to provide “an
effective search tool for the retrieval of patent documents”.
It therefore offers a way to piece together the state-of-the-
art in technological fields, as well as subsequently pro-
viding “a basis for the preparation of industrial property
statistics which in turn permit the assessment of techno-
logical development in various areas”. The IPC is a hier-
archical classification system, divided into Sections (the
highest level), Classes, Sub-classes, Groups and Sub-
groups (the lowest level). In this classification system, one
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Fig. 6 Percentage share of the International Patent Classification.
More than 80% of the results are international applications related to
the biotechnological field (CO7 K, C12 N, C12Q)

patent can have several classifications (the complete defi-
nition of IPC codes is given on the WIPO site; ws10, Sup.
Mat. 1), and this is true for most of them. The main IPC
sub-classes relevant to the potential uses of transposon
tools are outlined in the Fig. 6. According to the IPC and
technology concordance table, the potential uses for
transposon tools are in the area of biotechnology, and
mainly in three IPC sub-classes: CO7 K, concerning
peptides (26.1% of the patents), C12 N, concerning micro-
organisms, enzyme composition, mutation or genetic
engineering (82.4%), and C12Q, which involves measuring
or testing processes involving enzymes or micro-organisms
(12.5%). A minority of inventions concern the pharma-
ceutical field (A61 K, 11.9%), and animal husbandry
(AO01 K, 7.4%). The other IPC codes (AO1H, AO1 N, CO2F,
CO7H, C12P, GO1 N-033, GOG6F, accounting for 13.1% of
the PCT applications; not detailed here) included fewer
than 6 international patent applications.

The over time analysis of the number of PCT applications
in each class (Fig. 7) revealed that AO1 K, A6l K, C07 K,
C12Q and other sub-classes displayed similar irregular
changes between 1986-2006. In contrast, the progression of
the CI12 N sub-class can be correlated to that of PCT
applications per priority year (Fig. 3). Since the C12 N sub-
class comprised most of the 176 PCT applications (82.4%),
with its main group, C12N15, representing 77.3% of them,
we further focus our analysis on this sub-class. The IPC
defines the C12N15 group as “Mutation or genetic engi-
neering; DNA or RNA genetic engineering of vectors, or
their isolation, preparation or purification; use of hosts
therefore (mutants or genetically engineered micro-organ-
isms; new plants; plant reproduction by tissue culture tech-
niques; new animals; use of medicinal preparations
containing genetic material which is inserted into cells of the
living body to treat genetic diseases, gene therapy; peptides
in general)”. Its importance in our results therefore confirms
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that transposon tools are, from an IP standpoint, viewed as
biotechnology tools mainly used for mutagenesis and
genetic purposes.

Application targets of transposon-based inventions

In this section, we consider only PCT patent applications
that refer to at least one transposon or transposase in the
first claim (109 out of 176 PCT publications). A search for
the applications of each invention allowed us to construct
the tree of their uses (Fig. 8). Applications include
molecular biology tools (e.g. gene tagging, insertional
mutagenesis, gene identification, sequencing), and engi-
neering (some patents involve targeting and insulation).
The most frequent use is gene delivery for the production
of transgenic invertebrates or vertebrates, and similar
applications specifically for plants and bacteria, even
though these latter are less often in the limelight.
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Fig. 8 The tree of application domains for transposon tools. Applications of transposon-based inventions include specific patents related to
plants, bacteria, gene delivery, engineering, molecular biology tools, identification, sequencing and others
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Table 1 Legal status of patent

o . Transposon PCT applications with issued ~ PCT applications with EP Other publications
families, relative to the proof of . Lok ..
. . systems patents in several states applications under examination
concept in use and in
engineering for specific WO0/2000/017343 / WO0/2004/093645
transposon families (updated in
October 09) WO0/1998/010077 WO0/2002/046444
WO0/2001/009363
Tnio WO/2004/067707 / /
WO0/2004/003157
Sleeping Beauty ~ W0/2001/081565 / WO0/2003/089618
WO/1998/040510 WO0/2001/030965
WO/2000/068399
WO/1999/025817
Tol2 'WO0/2003/068960* / WO0/2007/082164
WO0/2001/040477*
Minos WO0/2003/056912 / WO0/2003/097826
WO0/2001/071019
WO0/2001/044483
Mosl / WO0/2007/132096 /
WO0/2007/063033
WO0/2004/078981
Mariner WO0/2006/108525 / WO0/2004/078962
WO/1999/009817
p element WO0/2003/027241 / WO0/2000/065042
piggyBac / WO0/2006/122442 WO/2001/014537
WO/2008/098181
WO0/2008/027384
* Patents resulting from a WO0/2007/100821
previous study Himar / / WO/2000/055346
The results show that there are W0/1999/050402
granted patents, thosg currently Hobo / / /
undergoing examination, and
other publications, including Tcl / / W0/2001/029205
applications deemed to have WO/1999/007871
been withdrawn and those that WO/1997/029202

have been recently published

Patent landscape for specific transposon families

Among the existing transposons, we focused more particu-
larly on certain members of the following families: 7Tn5,
Tnl0, Tcl, Sleeping Beauty, Minos, piggyBac, mariner,
Mosl, Himar, Hobo, P element. Table 1 summarizes the
legal status of the members of the patent families of the key
PCT applications. They are relative to the proof of concept
in use and in engineering, that belong to the C12N15 IPCs,
that claim specifically or preferentially a particular trans-
poson (Sup. Mat. 3). There are four different statutes: on the
one hand (1) granted patents, and on the other hand the
applications which are not issued: (2) publications that have
been published (3), those currently undergoing examination,
and (4) those deemed to have been withdrawn.

These findings confirm those of a previous study of
the families of published patents concerning transposases
and transposons (Palazzoli et al. 2008). The only PCT

applications that were not found by our patent search were
about Tol2 (W0O/2003/068960 and WO/2001/040477); this
was because the claims are in Japanese, and there is no
English translation in the databases. Patents were granted in
several states and involve Tn5 (W0/2000/017343 and WO/
1998/010077), Tnl0 (WO/2004/067707 and WO/2004/
003157), SB (WO/2001/081565, WO/1998/040510), Tol2
(W0/2003/068960 and WO/2001/040477), Minos (WO/
2003/056912, WO/2001/071019 and WO/2001/0444483),
Hsmar (WO0/2006/108525), and P element (WO/2003/
027241). Other granted patents deal with only one or two
states : for Tn5 (WO0/2004/093645, W0/2002/046444 and
WO0/2001/009363 for the US and AU), SB (WO/2001/
030965 just for the US), Minos (W0O/2001/044483 for states
that are members of the African Intellectual Property
Organization), Mosl (W0/2007/063033 and WO/2004/
078981 for the FR), Mariner (WO/2004/078962), and P
element (WO/2000/065042), piggyBac (W0O/2001/014537),
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Himar (W0O/1999/050402), and Tcl (WO/1997/029202).
However, some of the PCT applications notified in databases
as being currently under examination, specially EP appli-
cations, and also need to be taken into account as important
documents for MosI (W0O/2007/132096, W0O/2007/063033
and WO/2004/078981), and piggyBac (W0O/2006/122442).
The data content also identified the main applicants with
patents involving these prokaryotic or eukaryotic transposon
systems, whatever their origins.

Prokaryotic transposon systems

The Wisconsin Alumni Research Foundation is the main
applicant for the technologies developed from T7n5. Its
portfolio is based on two main patent families including
granted patents (WO/1998/010077 and WO/2000/017343),
and three other PCT applications (W0O/2001/009363, WO/
2002/046444 and WO0/2004/093645). Tn5 technologies
were mainly developed for in vitro transposon insertion
purposes (wsll and ws12, Sup. Mat. 1). The Epicentre
website indicates that the company possesses licenses
covering Tn5 for the patents EP0927258 and US5948622
(the same family of WO/1998/010077), and “other patents
issued or pending, exclusively licensed or assigned to
Epicentre” (members of the family of W0O/2000/017343,
as US6159736 or EP1115856). This gives Epicentre
exclusive rights to commercialize tool kits involving Tn5.

Two other co-authoring applicants in the top 10
(Fig. 4b) are the Transgenrx Company and the Louisiana
State University and Agricultural and Mechanical College.
Transgenrx can be expected to obtain licenses for the
commercial exploitation of patents of the families of WO/
2004/067707 and WO/2004/003157. They concern the
preferential use of 7nl0 for gene delivery purposes in
vertebrates (ws13, Sup. Mat. 1). These co-applicants have
also tried to reinforce their position with two other patents
concerning the therapeutic use of transposons (WO/2004/
067743 and WO/2005/062881, not in the Table 1). The
business model of Transgenrx is the production of protein-
based drugs, with a market estimated to have reached $70
billion by 2008 (ws14, Sup. Mat. 1).

An important applicant that is not currently included in
the Top 10 is Finnzymes, which designs kits for the pur-
poses of DNA sequencing and functional analysis of pro-
teins, using the Mu transposon (wsl5, Sup. Mat. 1).

Eukaryotic transposon systems

The main system for SB is W0/1998/040510, but the
University of Minnesota has also tried to strengthen its
portfolio with a series of international applications (WO/
1999/025817, WO/2000/068399, and WO/2003/089618). It
can be reasonably supposed that members of the PCT
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application WO/1998/040510, which belong to the Uni-
versity of Minnesota, have actually been licensed by Dis-
covery Genomics, not only because of the company
founders are also the inventors, but also because patents
US6489458 and WO/1998/040510 are in the same family
(ws16, Sup. Mat. 1). In addition to the University of Min-
nesota’s patents, Discovery Genomics has tried to reinforce
its position with regard to SB by including non-transposon
technologies, such as insulation in gene therapy contexts (the
PCT application WO/2004/065581). Discovery Genomics is
therefore an University of Minnesota spin-off company, that
exploits the SB-based technology developed in the public
research laboratory for purposes ranging from fundamental
research to clinical trials (ws17, Sup. Mat. 1).

The status of the inventions developed from the Tol2
transposon remains to be elucidated. Indeed, we found no
license or company exploiting granted patents that are
members of the two families of W0/2003/068960 and WO/
2001/040477. This might be considered as surprising since
Tol2 is the most efficient transposon system in terms of
cargo capacities (Balciunas et al. 2006). Interestingly, the
capacities of Tol2 vectors are being investigated by the
research unit of S Mclvor, P Hackett, N Somia and D
Largaespada at the Center for Genome Engineering at the
University of Minnesota (formerly known as the Beckman
Center for Transposon Research; ws18, Sup. Mat. 1). They
have developed “methods to more effectively insert ther-
apeutic genes into chromosomes”, using the SB and Tol2
transposons, including, for example, the development of
the mini70/2 vector (Balciunas et al. 20006).

Concerning Minos, the applicant for the granted patents
members of the two families W0O/2003/056912 and WO/
2001/071019 is Minos Biosystems. The company has also
submitted several other PCT patent applications involving
Tcl-mariner transposons: WO/2001/029205, including
molecular biology tools: W0O/2003/097826 and WO/2002/
062991, and technologies using transposon: WQO/2004/
013171. Minos Biosystems, which is one of the top 10
applicants, is a company that exploits Minos transposon-
based technology for the in-mass production of proteins
and gene discovery (ws19, Sup. Mat. 1).

The PCT applications covering MosI (WO/2007/132096,
WO/2007/063033, and WO/2004/078981 (all correspond-
ing EP applications are currently undergoing examination)
belong to two co-applicants, the Centre National de la
Recherche Scientifique and the University F. Rabelais of
Tours. For the moment, these PCT applications have not
been licensed by any company, and in consequence are not
included in any economic project. The lack of activity of this
system in mammal cells (Wu et al. 2006; Germon et al.
2009) means that new fields of application will have to be
identified, for instance in nematodes and protozoons, in
which other transposon systems have little or no activity.
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The Tosk Company exploits the P element transposon
under its granted patents of the two families WO/2003/
027241 and WO/2000/065042, jointly with Leland Stan-
ford Junior University, which has granted licenses to Tosk
for several technological platforms including a DNA vector
(ws20, Sup. Mat. 1). Here too, both applicants share the
same inventor (P. Fogarty). Tosk was founded in 1998, and
is developing its business in the field of gene delivery for
drug discovery purposes (ws21, Sup. Mat. 1).

The case of the piggyBac system

To date, piggyBac, initially named in the scientific literature
IFP2 (Cary et al. 1989), appears to be the only element
among the most efficient transposon systems for gene
delivery not to be protected by issued patents except two US
patents, in spite of five PCT applications (Table 1). How-
ever, this situation may be the result of an oral disclosure of
the IFP2 transposon’s usefulness for carrying active genes in
infected insect cells (communication at the First Interna-
tional Workshop on Transgenesis of Invertebrates of medi-
cal, agricultural and aquacultural importance, in 1995 (Sup.
Mat. 4)). Indeed, this disclosure, occurring several years
before the filing of the first patent application known to us
(WO 2001/014537, and the two other members of the family
US7005296 and US6773914, with a priority in 1999), pre-
vents patentability for general use in gene delivery. Never-
theless, several new PCT applications about piggyBac tools
have been subsequently filed by US applicants such as the
University of Hawai (WO0O/2008/027384), the University
Notre Dame (W0O/2007/100821), and the University of Utah
research foundation (WO/2008/098181). Due to the weak-
ening of any new patent that results from the disclosure in
1995, which means that the use of piggyBac as a transposon
tool is not a patentable invention, it is reasonable to suppose
that the existence of these patents might just be intended to
raise funds to develop a company, such as Manoa Biosci-
ences. Founded in 2006, Manoa is a spin-off from the Uni-
versity of Hawaii (ws22 and ws23, Sup. Mat. 1), and is
interested in the non-viral horizontal gene insertion for ani-
mal transgenesis and gene therapy purposes. The freedom-
to-operate with piggyBac has, for example, been exploited
by the Oxitec Company, which develops its business models
using genetics (WO/2005/003364) and molecular biology
(RIDL technology; Alphey et al. 2008) to improve signifi-
cantly the cost-effectiveness and safety of the Sterile Insect
Technique, and to extend it to a broader range of insect pests.

One of our primary objectives was to find out whether
there was freedom-to-operate for transposons, in particular
for gene transfer purposes. Our analyses have revealed that
the patents covering the 7c/-like elements (of the following
families W0/2001/029205, WO0O/1999/007871, WO/1997/
029202) and mariner-like elements (WO/1999/009817) are

all deemed to be withdrawn, which is what we expected in
the light of the knowledge accumulated over a decade which
has shown that these two kinds of transposons are now
considered to be separate elements. No patent data con-
cerning use as gene delivery vectors was found for the Hobo
and Himar elements (PCT applications: W0O/2000/055346
and WO/1999/050402, with just one US patent, confirmed
by a previous study, Palazzoli et al. 2008). This implies that
their exploitation may be free, either in all countries if the
two patents are deemed to be withdrawn, or otherwise in
countries other than US or CA. In conclusion, the only
transposons that seems to be IP-free for gene delivery pur-
poses are Himarl, piggyBac and, of course any new trans-
poson system that has not been so far disclosed.

Landscape of the scientific literature for transposon
tools

In an attempt to investigate the relationships between the
patent applicants who are developing and exploiting
transposon tool technologies and the scientific community,
we carried out a survey of the scientific literature in this
field. Searches were carried out for (1) Tcl, SB and Minos
(391 results), (2) piggyBac (91 results), (3) Mosl, Himar
and mariner (345 results), (4) hobo and Tol2 (132 results),
(5) P element (304 results) and (6) Tn5 and Tnl0 (1650
results). Each bibliographic search yielded the major
authors corresponding to the transposon system: R. Plas-
terk (Tcl), Z. Ivics and P. Hackett (SB), M. Fraser and M.
Handler (piggyBac), D. Hartl and Y. Bigot, (mariner), K.
Kawakami (70l2), D. Rio (p element), and W. Reznikoff
(Tn5). Interestingly, these authors, who are among the 20
most frequently published, are also the inventors behind the
top 10 applicants: e.g. W. Reznikoff (Wisconsin Alumni
Research Foundation), P. Hackett (University of Minne-
sota), Z. Ivics and Z. Izsvak (Max-Delbriick-Centrum fiir
Molekulare Medizin; Sup. Mat. 5 versus Fig. 4b).

An analysis of the GoPubMed results revealed statistics
about the author collaboration (i.e. co-authoring) networks
involved in the initial searches (from 1 to 6, and even more
collaborations, Fig. 9). For example, the collaboration net-
works for authors who have worked and published together
on Tcl-like elements revealed that the people working on
Impala, Minos and SB are not directly collaborating. Two
small and independent scientific networks can be identified
around Minos studies, whereas SB studies take advantage of
a large and very active publishing network that has its epi-
centre among scientists at Minnesota University and Dis-
covery Genomics (Fig. 9a, Authors highlighted by red
ellipses). This network of scientists working on SB seems to
be coordinated from its epicentre, and contributes to add to
knowledge and know-how about this system (Table I,
WO0/2001/030965, with M. Kay and S. Yant as inventors),
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Fig. 9 a Author collaboration
network working on Tc/
elements, Minos, and more
precisely related to the reference
system, Sleeping Beauty.
Authors shown in a colored
circle are the inventors of
Sleeping Beauty, linked to the
owners (red circle, University
of Minnesota and Discovery
Genomics) or not (green circle).
b Author collaboration network
working on the piggyBac
system. Authors shown in a
colored circle are either the
initial inventors of piggyBac
(red circle), or emergent
applicants exploiting the
technology (green circle)
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thus providing the background that is vital for the develop-
ment of an economic developmental plan involving this
technology. Interestingly, Z. Ivics and Z. Izsvak, who are
historically the two most innovative scientific pioneers in this
technology, appear to have been marginalized in this network.
This was an unexpected finding, as these authors are the
inventors in the active patents, WO/1998/040510 from the
University of Minnesota, and WO/2001/081565 that belongs
to the Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin.
Incidentally, rather surprisingly, WO/2001/081565 has been
granted, even though the patentability conditions for the
inventions it describes are not fulfilled since they had already
been included in WO/1998/040510. The existence of WO/
1998/040510 was known when the WO/2001/081565 PCT
examination procedures were launched. This situation raises
questions about the reliability of the PCT examination pro-
cedures, and is a source of potential conflict of interests if SB
technology turns out to be economically viable.

GoPubmed results (Sup. Mat. 6) have revealed that
networks similarly organized around an epicentre corre-
sponding to the owner of the technology also exist for Tol2
and Tn5 technologies, even though the resulting links are
less developed. They have also revealed that networks
involving the piggyBac (Fig. 9b), mariner and P elements
(Sup. Mat. 6) are organized differently, and have no single
epicentre. The inventors of piggyBac system, M. Fraser
and M. Handler collaborated with other authors, including
the emergent inventors (W0O/2008/051620 and WO/2008/
027384 published before 2008.08.14 and WO/2008/100424
and WO/2008/137114 published after 2008.08.14, and so
not included in the study) as J. Kaminski, P. Pelczar and S.
Moisyadi who are related to Manoa Biosciences. It is
noteworthy that M. Fraser is member of the Scientific
Advisory Board of the company, founded in 2006 (ws24,
Sup. Mat. 1), and that J. Kaminski, who was linked to the
TranspoVec company (specialized in chimeric transposas-
es, and insertion enzymes, and for which the domain name
of the website has expired or been deleted) is a joint
founder of this company with S Moisyadi.

Concluding remarks

The year 1997 marked a significant turning point in
transposon-based technology. From this date, the number
of PCT applications increased sharply during the 2000s,
mainly for gene delivery purposes. The main authors of
scientific publications about each of the transposon systems
were also the pioneers of the technology based on the ability
to introduce DNA into the host genome. Most of the inter-
national patents involving emergent technologies were
submitted by public bodies. Indeed, the scientists who
developed transposon-based technologies in University

laboratories, at the end of the 1990s, were also those who
wrote the patents concerning the use of transposon as gene
delivery vectors. These patents cover the proof of concept in
use and in engineering for specific transposon families. The
exploitation of these technologies was granted to spin-off
biotech companies, through exclusive licenses, by the uni-
versities where they first emerged. Most of these companies
were established in the 2000s, mostly in the US in the case of
business plans concerning therapeutic purposes (Discovery
Genomics, Manoa Biosciences, Transgenrx, Tosk), and
mainly European for non-therapeutic, transposition-based
applications in mutagenesis (Minos Biosystems, Finnzymes
or even Oxitec). Currently, most of the transposon systems
are protected by patents, including PCT applications for the
most important ones. It is important to remember that
licenses can be granted not only for granted patents, but also
for pending patents (ws12, Sup. Mat. 1). These licenses are
used to sustain a strategic position in a market where several
transposon systems are already present, and for the business
development of competitors. In such a competitive situation,
the IP is crucial in order to develop a strong development
plan, for example including clinical trials of medicines
derived from biotechnology (defined as “innovative thera-
pies”). From this standpoint, it can be expected that, when
the race to produce the most efficient transposon system is
over, a new competition will start between the different US
companies involving clinical trials in an environment where
research and development will be increasingly intertwined.

One of the main potential development niches that is
currently being investigated is that of the targeted integra-
tion of transposon vector into the host genome. This is the
approach currently followed by Z. Ivics and J. Kaminski,
both of them are developing, with their respective
colleagues, targeted systems and fusion proteins (PCT
applications W0O/2004/070042, WO/2004/069995 and WO/
2004/069994, W0O/2004/009792 and WO/2008/137114).
However, they are not the first to work in this field, and this
will very probably limit the interest of patenting in this field
of investigation. PCT application W0O/2002/008286 already
proposed to fuse a transposase with a DBD, such as ZFD.
The recent literature however has concluded that this
approach constitutes a monopoly severely restricting access
to the Zinc Finger technology, and for potential commercial
R&D plans (Lyznik and Dress 2008; Chandrasekharan et al.
2009). For the moment, the best solution, an IP-free system,
is probably provided by the PCT patent WO/1994/024300
(Transposition assembly for gene transfer in eukaryotes—
applicant: Transgene SA, inventor: E. Jacobs, not included
in the results), with two granted patents (FR2703996 and
US6346414). This patent claimed a specific way to integrate
vectors into rRNA genes, using tools derived from a non-
LTR retrotransposon. Using an IP-free transposon, such as
piggyBac for instance, such a targeting system might
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provide a way of developing an exploitation plan in this
field, without being blocked by IP rights.

The case of piggyBac is interesting for another reason.
Indeed, it highlights the difficulties involved in carrying out
an anteriority study of the state of the art (by patent
examiners or others). The disclosure of a transposon-based
invention is not included in the various publications (arti-
cles and patent applications), available in databases.
However, if a patent has been granted, the person who
would has this disclosure information, has to formulate an
opposition in order to have the patent revoked.

As we have already mentioned, patent information is
made available to the public in several patent databases.
Many national and regional offices provide a way to carry
out free patent searches. Each database covers specific patent
information (e.g. the USPTO for the US patent applications),
but with variable availability (see the various notices con-
cerning patent searches). Database providers propose patent
searching in databases with a real added value. For example,
a full text search coverage, including description and claims,
is available for the most important patent databases, such as
the Questel QPAT database (ws25, Sup. Mat. 1). Comple-
mentary tools are available for performing quick and
detailed analyses of patent results. These commercial tools
provide maps of priority submissions, the segmentation
profile of a portfolio, the major pioneer applicants, the col-
laborations between inventors and applicants. For legal
matters, it is useful and advisable to consult one of these
commercial patent databases. However, it is important to
bear in mind that no data source covers all the available
patent information, let alone all the available technological
information. Consequently, a thorough knowledge of the
technological field, including, for example, the requisite
technical vocabulary, keywords, major authors, is advisable
for any attempt to carry out judicious searches of patent
documents, articles and congress abstracts.
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Details about the data sources and methods
Patent database

We opted for the PatentScope search service rather than that of esp@cenet, because it
allows one to do searches within claims, which are the most informative sections in patents, as
they specify the limits of patent protection. In contrast, esp@cenet only proposes searches for
keywords in titles or abstracts (ws26, Sup. Mat. 1). For example, the PatentScope result
WO/2006/060314 does not contain the terms "transposase(s)" or "transposon(s)" in its title or
abstract, even though a transposon is a key element in its first claim. PatentScope also offers
complementary facilities, such as graphic tools representing the general term distribution of the
keywords used, the citation number and the distribution of terms in the claims. However,
searching in PCT applications only comes up with patent applications submitted in more than
one state covered by the PCT. This implies that if there has been only a single national patent
application, it will not appear. As this article focuses on the worldwide aspect of IP, we
considered that a single national patent could be ignored, as such single national patents are a
lot less restrictive than PCT patents.

The PatentScope website provides important information regarding the terms and
conditions of use for PatentScope service (ws27, Sup. Mat. 1), particularly about availability and
liability. The description and claims that are available on PatentScope Search Service are
supplied in text format, and were recovered by applying automatic Optical Character
Recognition procedures to the scanned images of the documents. They therefore contain some
discrepancies from the originals, and have no legal value. For example, the patent search came
up with no data for the 7170 transposon. This could suggest that the automatic Optical
Character Recognition process did not correctly identify "Tn10", but anomalies such as "TnIO"
or "Tn/O", as a meticulous dissection of the claims bears out. This means that PatentScope

documents, and indeed the present article, engage neither the examiners nor the patent offices.

Preliminary study

The most recent document was PCT application WO/2008/098181 (Publication Date:
14.AUG.2008), and the oldest one was PCT application WO/1982/003087 (Publication Date:
16.SEP.1982). A screening was carried out to eliminate any documents that did not contain or

involve the keywords "transposase" or "transposon" in the claims, or which excluded their use
Palazzoli eral. 2



in the invention. In consequence, results were set aside, for one or more of the following
reasons. First, in a few patent applications, the keywords "transposon" or "transposase” were not
in fact cited in the claims, but only in the description and had been inappropriately
incorporated into the claims (e.g. WO/2001/07077). Second, the use of a "transposon" or a
"transposase”’, in the context of the invention was in fact excluded by the inventors (e.g.
WO/1999/01051). Third, patent applications claiming a retrotransposon, Class-I TE (e.g.
WO/2001/081598) were set aside, since in this article we are only analyzing Class-II TEs (except
Helitrons). Fourth, if a transposon is the specific target of the invention (e.g. W0O/2001/063540,
WO/2001/089579), or one target among others (e.g. WO/2005/017205), as in the case of
computer detection tools or chemical inhibitors. Fifth, if the invention did not directly concern
a transposase or a transposon, but a gene derived from a transposon (e.g. WO/1989/005345), or a
transposon site (e.g. W0O/2007/022623). For many patent applications, a transposon or a
transposase is one way among others to obtain mutagenesis (a gene is altered either by random
mutagenesis, or site-directed mutagenesis; e.g. WO/1997/048719) or vectorizing exogenous
DNA (the vector can be a plasmid, a virus, a pro-virus, a BAC, a YAC, a transposon, a
bacteriophage, or a phagemid, e.g. WO/2001/073000). In general, this situation was
encountered in sub-claims that depended on more general claims enumerating technical
possibilities. Overall, all patents that did not claim at least one transposase or transposon as a

key element of the invention were discarded.

Patent documents used for the study

NUMBER PRIORITY IPC

‘WO/2008/098181 2007 C12N 15/74 | IN VIVO GENOME-WIDE MUTAGENESIS
PLANT-SPECIFIC GENETIC ELEMENTS AND TRANSFER
VALY 52 2006 C12N 15/09 CASSETTES FOR PLANT TRANSFORMATION
C12N 15/63, | COMPOSITIONS AND METHODS FOR THE EXPRESSION OF
OIS 2006 C12N 15/11 NUCLEIC ACIDS
ENDURACIDIN BIOSYNTHETIC GENE CLUSTER FROM
'WO/2008/054945 2006 C12N 9/10 STREPTOMYCES FUNGICIDICUS
C12N 15/82,
C12N 15/01,
'WO/2008/049849 2006 C12N 15/29 MAIZE WITH GOOD DIGESTIBILITY AND DISEASE RESISTANT
C12N 15/87
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C12N 15/06,

METHODS AND COMPOSITIONS FOR TRANSPOSON-MEDIATED

e 2006 C12N 15/09 | TRANSGENESIS
A61K 48/00, |HELPER VIRUS-FREE HERPESVIRUS AMPLICON PARTICLES AND
AL S =Y 2006 C12N 15/86 | USES THEREOF
C12N 15/90,
A61K 48/00,
SYSTEM FOR TRANSPOSING HYPERACTIVE RECOMBINANT
'W0/2007/132096 2006 C12N 15/10, DERIVATIVES OF MOS-1 TRANSPOSON
C12N 15/82,
C12N 9/22
METHOD FOR GENETIC SELECTION OF HIGH-PLASMID
'WO/2007/109013 2006 C12Q 1/68 PRODUCING E. COLI CLONES
PLANT-SPECIFIC GENETIC ELEMENTS AND TRANSFER
2 12N 15/82
HILLLE S 006 CLIN15/8 CASSETTES FOR PLANT TRANSFORMATION
'W0/2007/100821 2006 é?;§ ?;;857’ PIGGYBAC CONSTRUCTS IN VERTEBRATES
C12N 15/90, | METHODS FOR IDENTIFYING FUNCTIONAL NONCODING
ORIl 2006 C12N 15/85 | SEQUENCES
C12N 15/55, |PROCESS FOR THE PRODUCTION, IN PROKARYOTES, OF ACTIVE,
'WO/2007/063033 2005 A61K 38/46, |STABLE TRANSPOSASES OF MARINER MOBILE GENETIC
C12N 9/22 ELEMENTS
'WO/2007/041251 2005 C12Q 1/68 SYSTEM FOR DETECTING PROTEIN-PROTEIN INTERACTIONS
HERPES VIRUS-BASED COMPOSITIONS AND METHODS OF USE
2 A01
AOALL SR 005 01N 63/00 IN THE PRENATAL AND PERINATAL PERIODS
C12N 15/29,
'WO0/2006/124001 2005 C12N 15/85 TRANSPOSITION OF MAIZE AC/DS ELEMENTS IN VERTEBRATES
C12N 9/22,
C12N 15/09,
C12N 15/85, |PIGGYBAC AS A TOOL FOR GENETIC MANIPULATION AND
VHOIALL SR 2005 C12N 15/86, | ANALYSIS IN VERTEBRATES
C12N 5/16,
C12N 5/22
C12N 15/90 RECONSTRUCTED HUMAN MARINER TRANSPOSON CAPABLE OF
'WO/2006/108525 2005 C12N 9/22 | STABLE GENE TRANSFER INTO CHROMOSOMES IN
VERTEBRATES
A61K 39/09 STREPTOCOCCUS INTAE PHOSPHOGLUCOMUTASE IS A
'WO0/2006/089121 2005 A61K 39/ 02’ VIRULENCE FACTOR AND TARGET FOR VACCINE
DEVELOPMENT
WO/2006/077411 2005 8321%?’ POLYPEPTIDE MUTAGENESIS METHOD
C12N 15/861,
WO/2006/060314 2004 C12N 15/86, g;gﬁi?g;@rl;lcOgsléEPLICATlON COMPETENT VIRUSES FOR
C12N 7/00
GO1N 33/68,
'WO/2006/055040 2004 C12N 15/09, |IDENTIFICATION OF PROTEINS IN A GENOME
C12N 15/90
C12N 15/63, |METHODS FOR HETEROLOGOUS EXPRESSION OF SECONDARY
WAOIALL ST B 2004 C12N 1/21 METABOLITES
A01H 5/10,
'WO/2006/035045 2004 C12N 15/82 MAIZE HAVING AN IMPROVED DIGESTIBILITY
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C12N 1/21,

CHROMOSOMAL INSERTION OF GFP INTO BACTERIA FOR

D 2004 C12N 15/12 | QUALITY CONTROL

C12N 15/82, |PLANT-SPECIFIC GENETIC ELEMENTS AND TRANSFER
WL S 2004 AO1H 1/00 CASSETTES FOR PLANT TRANSFORMATION
WO0/2006/017371 2004 C12N 15/10 | METHODS OF PRODUCING MUTANT POLYNUCLEOTIDES

C12N 15/861,

ADENOVIRUS VECTOR AND METHOD TO MANIPULATE THE

'WO/2006/008468 2004 C12N 15/10,

C12N 15/64 ADENOVIRUS GENOME

C12N 5/10, MOLECULES INVOLVED IN PROTEIN FOLDING AND METHODS
'WO/2005/111060 2004 CO7K 14/47,

C12N 15/12 OP IDENTIFYING THEM

C12P 21/00, METHODS FOR OBTAINING DIRECTIONALLY TRUNCATED
'WO/2005/100585 2004 C12P 19/34, POLYPEPTIDES

C12P 21/06

VACCINE FOR PREVENTING AND/OR TREATING A HERPES

'WO/2005/087263 2004 A61K 39/245 VIRUS INFECTION

C12N 15/80, | TRANSPOSON FROM ASPERGILLUS FUMATIGUS AND
R 2004 C12N 9/22 MUTAGENESIS THEREWITH

CO7K 14/61,

C12N 15/62, | NEW PLASMIDS, THEIR DERIVATIVES AND FRAGMENTS, THEIR
LASLIE L 2 2004 C12N 15/70, | METHODS OF MANUFACTURE AND APPLICATION

C12N 15/10

C12P 23/00,

CO7H 21/04,
'WO/2005/062923 2003 C12N 121 GENE TARGETS FOR ENHANCED CAROTENOID PRODUCTION

C12N 9/10

A01K 67/00,
'W0O/2005/062881 2003 GENE THERAPY USING TRANSPOSON-BASED VECTORS

AO01K 67/027

C12N 15/63,

CO07H 21/02,

CO7H 21/04,
'WO/2005/049789 2003 C12N 15/00, |SYNTHETIC MAMMALIAN RETROTRANSPOSON GENE

C12N 15/09,

C12N 15/85,

C12N 5/00

C12N 15/10, |METHOD FOR THE IDENTIFICATION OF ATTENUATING LESIONS
R 2003 C12Q 1/68 IN PATHOGENS
'WO/2005/017205 2003 C12Q 1/68 NUCLEIC ACID MAPPING USING LINEAR ANALYSIS

C12N 15/00,

CO07H 21/00, | DISRUPTION OF ACC SYNTHASE GENES TO DELAY SENESCENCE
'WO/2005/016504 2003 C12N 15/10, |IN PLANTS

C12N 15/63

C12N 15/68,
'WO/2005/003364 2003 C12N 15/79, |STABLE INTEGRANDS

C12N 15/90

C12P 19/34,

CO07H 21/02,
'W0O/2004/106360 2003 CO7K 1/00 VIRAL VECTORS WITH IMPROVED PROPERTIES

C12N 7/00
'W0O/2004/093645 2003 C12N 15/87 | TN5 TRANSPOSASE MUTANTS AND THE USE THEREOF
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C12N 15/10,

DELIVERY OF NUCLEIC ACIDS INTO EUKARYOTIC GENOMES

HOIALTHBAES 2003 gig ;/52/30 USING IN VITRO ASSEMBLED MU TRANSPOSITION COMPLEXES

C12N 9/22, HYPERACTIVE, NON-PHOSPHORYLATED, MUTANT
AP AT 2003 A61K 38/00 | TRANSPOSASES OF MARINER MOBILE GENETIC ELEMENTS

AGIK MOBILE GENETIC ELEMENTS BELONGING TO THE MARINER
LAS L A 2003 3177052, FAMILY IN HYDROTHERMAL EUKARYOTES

C12N 9/22
'WO/2004/070042 2003 C12N 15/90 | TRANSPOSON-BASED TARGETING SYSTEM
'WO/2004/069995 2003 C12N 15/90 | TRANSPOSON-BASED TARGETING SYSTEM
WO/2004/069994 2003 C12N 15/90 | TRANSPOSON-BASED TARGETING SYSTEM

CO7K 14/62,

CO07K 16/00,

C07K 16/02,
'WO/2004/067743 2003 C07K 16/10, | VACCINE PRODUCTION USING TRANSPOSON BASED VECTORS

CO07K 16/26,

C12N 15/85,

A61K 39/00

CO07K 14/62,

C07K 16/00,

C07K 16/02,

ADMINISTRATION OF TRANSPOSON-BASED VECTORS TO

'WO/2004/067707 2003 C07K 16/10,

CO7K 16/26, REPRODUCTIVE ORGANS

C12N 15/85,

A61K 39/00
'W0O/2004/065581 2003 C12N 15/85 | TRANSPOSON-INSULATOR ELEMENT DELIVERY SYSTEMS

A01K 67/00,

AQ1K 67/033,

SYSTEMS FOR GENE TARGETING AND PRODUCING STABLE

'WO/2004/044150 2002 C12N 15/90, GENOMIC TRANSGEN E INSERTIONS

C12N 5/06,

C12N 5/10

CO7K 14/31, RANDOM TRANSPOSON INSERTION IN STAPHYLOCOCCUS
R 2002 CI2N15/10, AUREUS AND USE THEREOF TO IDENTIFY ESSENTIAL GENES

A61K 38/00

C12N 15/74,
'WO/2004/015088 2002 C12N 9/22, TRANSPOSON-BASED TRANSFORMATION SYSTEM

C12P 19/62

A01K 67/033,

C07K 16/00, | MULTI-SUBUNIT PROTEIN PRODUCTION SYSTEM IN
QLTSI 2002 C07K 16/18, | TRANSGENIC INSECT

CO7K 16/42

A61K 39/05, | RHODOCOCCUS EQUI MUTANTS AND VACCINES COMPRISING
'W0O/2004/006855 2002 C12N 1/36 SAME

CO7K 14/62,

C07K 16/00,

C07K 16/02,

C07K 16/10, | GENE REGULATION IN TRANSGENIC ANIMALS USING A
WAOIALISEIENY 2002 CO07K 16/26, | TRANSPOSON-BASED VECTOR

C12N 15/85,

A61K 39/00,

A61K 48/00
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C12N 15/85,

THE FROG PRINCE, A TRANSPOSON VECTOR FOR GENE

OIALIEA LI 2002 C12N15/90 |TRANSFER IN VERTEBRATES
AO1K 67/027,
AO1K 67/033,
C12N 15/10,
W0/2003/097826 2002 C1oN 15/g5 | USE OF MINOS IN FUNCTIONAL GENOMICS
C12N 15/90,
C12N 9/22
REGULATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS BIOFILM
W0/2003/097813 2002 COTK 14/31 | pon i ON
W0/2003/093451 2002 CO7H 21/04 | TRANSPOSABLE ELEMENTS IN RICE AND METHODS OF USE
C12N 15/82,
C12N 15/90,
W0/2003/093428 2002 12N 9/00. | GENE TARGETING USING REPLICATING DNA MOLECULES
C12N 9/12
TRANSPOSON FOR BIDIRECTIONAL INTRAMOLECULAR
C12N 15/10, |GENOME DELETIONS, CONSTRUCTION OF NOVEL
AOIALIENL R 2002 C12N15/90 | MICROORGANISM AND IDENTIFICATION OF NONESSENTIAL
GENES USING THE SAME
C12N 15/90,
W0/2003/089618 2002 C12N9/22, | TRANSPOSON SYSTEM AND METHODS OF USE
A61K 48/00
CO7K 14/21, |ESSENTIAL AND IMPORTANT GENES OF PSEUDOMONAS
W0/2003/089572 2002 GOG6F 19/00, | AEROGINOSA AND THE USE THEREOF TO DESIGN OR IDENTIFY
A61K 38/00 | ANTIBACTERIAL AGENTS
C12N 15/10, | METHOD AND MATERIALS FOR PRODUCING DELETION
CHALLEND R 2002 C12N 15/90 |DERIVATIVES OF POLYPEPTIDES
CO7K 14/38, | MUTAGENESIS OF ASPERGILLUS FUNGI AND IDENTIFICATION
NAOIALIE AL 2002 | \61K 38/00 | OF GENES ESSENTIAL FOR GROWTH
C12N 15/10,
W0/2003/074700 2002 12N 1590 | TRANSPOSON
C12N 15/63, | CONSTRUCTION OF NOVEL STRAINS CONTAINING MINIMIZING
VAQIALIELE S 2002 C12N 15/90 | GENOME BY Tn5-COUPLED Cre/loxp EXCISION SYSTEM
COMPOSITIONS AND METHODS FOR THE MODULATION OF
OIALIENL PREL 2002 GOIN'33/50 | < b HINGOLIPID METABOLISM AND/OR SIGNALING
CO7K 14/22, |\ 1 ANS FOR IDENTIFYING NEISSEIRIA MENENGITIDIS SPECIFIC
W0/2003/060120 2001 CI2N15/10, | pnoe
C12Q 1/68
AO1K 67/027,
AO1K 67/033,
INDUCIBLE TRANSPOSITION IN TRANSGENIC ORGANI I
W0/2003/056912 2002 C12N 15/85, TI\II{A[;;POSON VE ng‘; © NSGENIC ORGANISM USING
C12N 15/90,
C12N 9/22
Y 2001 CloN 15/63 | METHODS OF PREPARING A TARGETING VECTOR AND USES
THEREOF
C12N 15/85,
W0/2003/027241 2001 12N 1590 | ANIMAL INTEGRATION VECTOR AND METHODS FOR ITS USE
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METHODS AND MATERIALS FOR GENERATING GENETIC

OIALIEN IR 2001 C12N 15/76 | DISRUPTIONS IN BACTERIAL CELLS
Co7K 14/21 | ESSENTIAL AND IMPORTANT GENES OF PSEUDOMONAS
W0/2002/103513 2001 AGIK 38/00 | AERUGINOSA AND THE USE THEREOF TO DESIGN OR IDENTIFY
ANTIBACTERIAL AGENTS
METHOD FOR OBTAINING A MONOCOTYLEDON PLANT
W0/2002/101061 2001 C12N 15/82 | CONTAINING A GENE OF INTEREST FREE OF FOREIGN
ANCILLARY SEQUENCE
CLONING VECTORS FOR HOMOLOGOUS RECOMBINATION AND
W0/2002/097100 2001 CLZNIS/70 |\ oo e ING SAME
INSECT AMMUNITION VECTORS AND METHODS OF USE TO
W0/2002/084280 2001 AOIK 67/033 | [ T ICIDE TARGETS
CO7KR 14/31, | - MPOSITIONS AND METHODS FOR REGULATING AUTOLYTIC
W0/2002/070666 2001 C12Q 1/14,
C12q 118 | PROCESSES IN BACTERIA
W0/2002/068634 2001 C12N 15/10 | METHOD FOR PRODUCING GENE LIBRARIES
W0/2002/068631 2001 C12N 15/74 |PLASMID FOR INSERTIONAL MUTAGENESIS IN BACTERIA
W0/2002/066653 2000 C12N 15/10 |PROCARYOTIC LIBRARIES AND USES
12
W0/2002/062991 2001 CI2N15/10, | |\ G ERTIONAL MUTAGENESIS TECHNIQUE
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CloN 15/g5. | METHODS FOR MAKING POLYNUCLEOTIDE LIBRARIES,
W0/2002/053732 2000 12N 1590 | POLYNUCLEOTIDE ARRAYS, AND CELL LIBRRARIES FOR HIGH-
THROUGHPUT GENOMICS ANALYSIS
C12N 15/90, |DOUBLE TRANSPOSITION METHODS FOR MANIPULATING
OCHALI S 2000 C12N9/22 | NUCLEIC ACIDS
W0/2002/024890 2000 S?;If] Eﬁ‘g > | RICE MLH1 ORTHOLOG AND USES THEREOF
CO7K 14/24,
CO7K 14/245,
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C12Q 1/68
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B 000 C12N 15/90 |USING MU BACTERIOPHAGE CLEAVED DONOR COMPLEX
ESSENTIAL BACTERIA GENES AND GENOME SCANNING IN
W0/2002/018601 2000 CO7K 14/285 | HAEMOPHILUS INFLUENZAE FOR THE IDENTIFICATION OF
'ESSENTIAL GENES'
C12N 15/10, | COMPOSITIONS AND METHODS FOR USE THEREOF IN
WAL 2000 C12N 15/74 | MODIFYING THE GENOMES OF MICROORGANISMS
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CO07K 14/415,
'WO/2001/034819 1999 C12N 15/82 GENES AND METHODS FOR MANIPULATION OF GROWTH
A61K 38/00,
A61K 48/00,
C12N 15/00, | METHODS OF IN VIVO GENE TRANSFER USING A SLEEPING
VAOYALLINE G 52 1999 C12N 15/63, |BEAUTY TRANSPOSON SYSTEM
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METHOD OF MAKING AND IDENTIFYING ATTENUATED
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CONTAINING ATTENUATED MICROORGANISMS
COMPOSITIONS AND METHODS FOR TARGETED GENE
W0/2000/075289 1999 CI2N15/82 | ‘copnrd
CO7K 14/435, |iETHOD OF TRANSPOSON-MEDIATED MUTAGENESIS IN THE
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CO7K 14/74,
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C12N 15/63,
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'WO/1999/016868 1997 C12N 15/74 | TM4 CONDITIONAL SHUTTLE PHASMIDS AND USES THEREOF
AO01K 67/027,
C12N 15/87, |USE OF $i(MARINER) TRANSPOSAN IN THE PRODUCTION OF
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QNI 997 C12N 15/90, |TRANSGENIC ANIMALS
A61K 48/00
g(l);lf] 113;35’ VECTORS AND METHODS FOR PROVIDING CELLS WITH
'W0O/1999/007871 1997 C12N 9/22 | ADDITIONAL NUCLEIC ACID MATERIAL INTEGRATED IN THE
A61K 48/00 GENOME OF SAID CELLS
WO/1999/005295 1997 C12N 15/90 COMPOSITION AND METHOD FOR TARGETED INTEGRATION
INTO CELLS
CO7K 14/415,
WO/1999/005281 1997 C12N 15/82 NOVEL NUCLEIC ACID MOLECULES AND USES THEREFOR
$i(IN VITRO) METHOD FOR PROVIDING TEMPLATES FOR DNA
'W0O/1999/004035 1997 C12Q 1/68 SEQUENCING
A01K 67/027,
WO/1998/056903 1997 C12N 15/85, %fgggg;éND USES FOR TRANSPOSON-BASED GENE
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C12N 15/69,
C12N 15/85
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C12N 15/867,
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ggg g;gg’ SHUTTLE VECTORS FOR THE INTRODUCTION OF DNA INTO
W0/1995/032296 1994 | 05N 155, | MYCOBACTERIA AND UTILIZATION OF SUCH BACTERIA AS
C12N 15/74 | VACCINES
CO7K 14/415, | GENES REGULATING THE RESPONSE OF $i(ZEA MAYS) TO
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C12N 15/90, |,.
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C12N 15/70, | METHOD OF PRODUCING RECOMBINANT EUKARYOTIC
R 1993 C12N 15/866 | VIRUSES IN BACTERIA
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CloN 15775 | THURINGIENSIS) STRAIN DEVELOPMENT
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UL 1993 CO7K 14/47, | TRANSFORMATION VECTORS
C12N 15/85,
C12N 15/90
AO1H 5/02,
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C12N 15/82
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3.3. Article 4 : Zinc finger monopoly : quelles sont les régles du
jeu?
3.3.1. Contexte et objectif de I’article

L'objectif de cibler I'intégration chromosomique de transgenes avec des vecteurs
intégratifs site-spécifiques est principalement motivé par la nécessité d'éviter les
conséquences déléteres des intégrations aléatoires dans les cellules hotes. En effet, les
systémes d’intégration rétroviraux et les systémes non viraux du type ¢$C31 et Sleeping
Beauty peuvent réaliser des intégrations au sein méme des genes pouvant amener a leur
activation ou inactivation [lzsvak & lvics, 2004 ; Calos, 2006]. Dans le programme de travail
initial de SyntheGeneDelivery, le ciblage de l'intégration du transgene par le vecteur
transposon devait étre développé a partir de domaines de liaison a I’ADN de type doigt de
zinc (Zinc Finger ou ZF). De janvier a juin 2007, j'ai effectué mon stage de seconde année de
Master Professionnel Biotechnologies & Droit de I'Université de Tours dans I'équipe 2 de
I'actuel GICC. Dans le cadre de ce stage, j'ai été amené a déterminer I'impact de la Pl existant
sur les mécanismes d’intégration non-viraux dérivés de transposons et de leur modification
pour devenir site-spécifique. Mon objectif principal était de déterminer la Pl protégeant la
technologie basée sur les domaines ZF et d’identifier les propriétaires et les exploitants. Nos
résultats ont permis de conclure que la société Sangamo Biosciences détient le contréle de la
technologie ZF avec 79 familles de brevets et plusieurs licences. Son portefeuille de titres de
Pl lui permet de se positionner comme |’acteur dominant incontournable pour le contréle de
la technologie ZF et ses multiples exploitations (nucléases, facteurs de transcription
artificiels, criblage...). A la fin de I'année 2008, nous avions commencé a travailler sur la
rédaction d’'un article qui présenterait les résultats du stage. Celui-ci devait compléter
I'article The zinc finger nuclease monopoly qui constatait la position dominante de la société
Sangamo Biosciences sur la technologie des nucléases chimériques site-spécifiques [Scott,
2005]. Cependant, l'article Proprietary science, open science and the role of patent
disclosure: the case of zinc-finger proteins a été publié au début de I'année 2009. Il présente
un examen de la situation de la Pl aux Etats-Unis couvrant I'ingénierie et I'utilisation des

protéines ZF et I'impact que cela a sur la R&D des acteurs industriels et académiques
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[Chandrasekharan et al., 2009]. Dans cet article, les auteurs ont construit un paysage brevets

de la technologie ZF a partir des demandes de brevets et des brevets déposés aux Etats-Unis.

Nous avons donc décidé d’approfondir notre étude et de proposer un article
analysant le paysage brevets de la technologie ZF a I'échelle mondiale. L'objectif de I'article
Zinc finger monopoly : quelles sont les régles du jeu ? porte donc sur I'impact de la situation
de monopole mondial de la société Sangamo Biosciences et sur la liberté d’exploitation des

acteurs du domaine.

3.3.2. Résumé de l'article

La technologie ZF se base sur l'utilisation de domaines de liaison a '’ADN de type
doigt de zinc, capables de reconnaitre et de se lier spécifiquement a un motif d’ADN de trois
paires de bases. Ces domaines doigt de zinc présentent une bonne modularité, a la fois dans
leur structure et dans leur fonction. L'assemblage de plusieurs domaines ZF en modules offre
la possibilité de reconnaitre une séquence nucléotidiqgue plus longue. Par exemple,
I’association de six domaines ZF permet de cibler une séquence de dix-huit paires de bases,
c’est-a-dire un motif nucléique statistiqguement unique dans le génome humain. De plus, les
domaines ZF peuvent étre fusionnés a d’autres domaines fonctionnels comme ceux des
endonucléases [Palazzoli et al., 2008], d’intégrases [Tan et al., 2006] et méme de facteurs de
transcription artificiels [Rebar et al., 2002]. La technologie ZF est donc prometteuse et
permet de répondre a I'un des plus grands enjeux du transfert de géne : le ciblage d’'une
modification génétique. Elle a fait 'objet de deux articles qui illustrent I'impact des brevets
couvrant l'ingénierie, les applications et les conséquences de la stratégie de la société
Sangamo Biosciences sur la recherche académique et privée aux Etats-Unis [Scott, 2005 ;
Chandrasekharan et al., 2009]. Nos résultats confirment la position dominante de Sangamo
Biosciences a I’échelle mondiale. Les stratégies de Pl (brevets et licences) et de collaboration
ont assuré a la société le contrdle exclusif a I'’échelle mondiale de toute la R&D incluant
I'ingénierie et toutes les applications de ces domaines de liaison a I’ADN. La situation de
blocage est légérement moins importante en dehors des Etats-Unis (Europe, Japon...).
Néanmoins, les brevets fondateurs de la technologie ZF ont été étendus de maniere

importante et assurent une large couverture géographique. Par ailleurs, pour contrer la
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stratégie de Sangamo Biosciences qui limite l'acces a l'information contenue dans les
brevets, certains acteurs ont recherché des alternatives comme le contournement et la
révocation de brevets, avec plus ou moins de succes. D’autres se sont rassemblés au sein du
Zinc Finger Consortium pour proposer un projet open source collaboratif qui favorise la
publication et le partage des connaissances, a I'inverse de la stratégie de la firme américaine.
Finalement, un projet de R&D basé sur la technologie ZF peut étre limité par la position de
monopole que Sangamo Biosciences a su mettre en place dans le monde entier, et y
échapper semble difficile. Par conséquent, devant le peu de liberté d’exploitation, d’autres
stratégies doivent étre envisagées telle que la mise au point d’'une technologie de rupture

comme a pu I'étre la technologie ZF il y a une quinzaine d’années.

3.3.3. Conclusion de l'article

L'analyse du paysage brevets de la technologie ZF montre clairement que la société
Sangamo Biosciences est en situation de monopole et qu’elle contrdle toutes les applications
des domaines ZF. La société a su regrouper au sein de son portefeuille, tous les brevets
fondateurs de la technologie de fabrication a facon de protéines ZF chimériques, ce qui
blogue toute stratégie ou utilisation liée aux domaines ZF. Bien que la technologie ZF
représente I'une des solutions les plus prometteuses pour réaliser I'insertion site-spécifique
d’un fragment d’ADN, la liberté d’exploitation est tres limitée. Malgré cet inconvénient, des
acteurs majeurs des transposons ont développé et protégé des protéines de fusion
comprenant un domaine de liaison a I’ADN ZF et un domaine fonctionnel de transposase, ce
qui était prévu dans le projet SyntheGeneDelivery [Palazzoli et al., 2008 ; Palazzoli et al.,
2010a; W02002008286, W02004009792, W02004070042...]. Cette situation a restreint
I'intérét de développer une transposase fusionnée aux domaines ZF. Les conséquences sur
I’évolution du projet SyntheGeneDelivery a été la réorientation des recherches des équipes 1
et 2 du GICC, avec le développement d’une transposase chimérique site-spécifique qui ne

soit pas basée sur la technologie ZF.
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3.3.4. Conséquences pour la suite de mes travaux de thése et le projet

SyntheGeneDelivery

Du fait du monopole sur la technologie ZF, des solutions alternatives ont été
recherchées a partir de juin 2007 pour envisager autrement le ciblage spécifique d'un
transgéne dans les chromosomes. L'une des niches de développement technologique est
présentée par la demande PCT W09424300 - Transposition assembly for gene transfer in
eukaryotes [Palazzoli et al., 2010a]. Cette invention tombée dans le domaine public porte sur
I'intégration d’un vecteur dérivé d’un rétrotransposon non-LTR [Rangwala & Kazazian, 2009]
dans les genes des ARN ribosomaux. Cette stratégie alternative qui consiste a cibler
indirectement la transposase ou le transposon a un locus génomique spécifique est
présentée dans larticle5 - Characterization of monomeric protein domains binding

specifically to a highly conserved 100-bp target within rDNA genes [Carnus et al., 2011].

3.3.5. Remarque sur la méthodologie et les outils employés

Contrairement aux articles précédents 2 et 3 [Palazzoli et al., 2008 ; Palazzoli et al.,
2010a], j’ai utilisé I'outil commercial QPAT pour les recherches de documents brevets. J'ai
recherché les mots clés « zinc ET finger », dans les titres, les résumés et les revendications
indépendantes. Cependant, l'outil QPAT a évolué récemment et ne se limite plus aux
revendications indépendantes. Il est désormais possible de faire des recherches dans toutes
les revendications, indépendantes et dépendantes. Cette nouvelle fonctionnalité améliore la

quantité de brevets qui peuvent étre exploités pour construire des paysages brevets.

Ainsi, en effectuant la méme requéte «zinc ET finger » dans toutes les
revendications, il est possible de trouver de nouveaux documents brevets pertinents comme
le brevet US20060252140 - Development of a transposon system for site-specific DNA
integration in mammalian cells. 1l revendique dans la revendication indépendante 3: « A
source of transposase activity comprising a fusion protein comprising a Sleeping Beauty
transposase and a site-specific DNA binding protein » et dans la revendication

dépendante 4 : « The source of claim 3, wherein the site-specific DNA binding protein is a
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zinc-finger DNA binding protein ». Ainsi, le brevet US20060252140 apparait dorénavant dans

les résultats de QPAT, grace a la recherche dans toutes les revendications.

3.3.6. Article4
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2Inc finger monapoly -
guelles sont les régles du jeu ?

Le ciblage de séquences d’ADN spécifiques par des domaines de liaison de type doigt de zinc est une

technologie prometteuse et protégée par de nombreux brevets. Deux articles ont illustré I'impact de la

stratégie de la société Sangamo Biosciences sur la recherche académique aux Etats-Unis. La situation

est-elle comparable en Europe ? Pour les instituts travaillant dans ce domaine, quelle est la liberté

d’exploitation de leurs découvertes ?

*1 Protéines naturelles
trés étudiées pour leurs
doigts de zinc

*2 Représentation
graphique de la liste de
brevets d’une technologie,
permettant de comprendre
les axes de recherche
concurrents et ainsi de
mieux définir ses straté-
gies de recherche

(1) Miller J et al. (1985)
EMBO J 4,1609-14

(2) Rebar EJ etal. (2002)
Nat Med 8, 1427-32

(3) Ivics Z et al. (2007)
Mol Ther 15, 1137-44

(4) Tan W et al. (2006)

J Virol 80, 1939-48

(5) Gordley RM

etal. (2007) J Mol Biol
367, 802-13

(6) Porteus MH, Carroll D.
(2005) Nat Biotechnol 23,
967-73

(7) Pavletich NP, Pabo CO
(1991) Science 252,
809-17

(8) Diakun GP et al. (1986)
Nature 324, 698-9

(9) Choo Y, Isalan M
(2000) Curr Opin Struct Biol
10, 411-6

(10) Scott CT (2005) Nat
Biotechnol 23, 915-18

n des enjeux des technologies développées pour le

transfert de géne est de pouvoir modifier spécifi-

quement I’expression des génes. Dans le contexte
de la thérapie génique, ce ciblage peut concerner des
genes impliqués dans le déterminisme de maladies
génétiques acquises (cancers) ou innées. Plusieurs
technologies proposant de cibler spécifiquement
Iintégration ou la correction d’un geéne d’intérét repo-
sent sur P'utilisation de domaines de liaison a "ADN
de type doigt de zinc (zinc finger domain, ZFD) (1).
Elles sont fondées sur I'utilisation de protéines recom-
binantes fabriquées a facon, a partir de ZFD dont
la liaison est spécifique d’un motif d’ADN et
de domaines activateurs ou répresseurs de transcrip-
tion (2), de transposases (3), d’intégrases (4) et de
recombinases (5). Ces domaines de liaison 4 ’ADN
ont également été beaucoup utilisés dans des fusions
avec des nucléases (figure ci-contre) (6).

Caractéristiques de trois principales familles

de ZFD naturels

e Les ZFD les plus répandus sont de type Cys,-His, (noté aussi
C2H2). Leur séquence consensus est de type (Tyr,Phe)-X-Cys-
Xo.5-Cys-X3-(Tyr,Phe)-Xs-Leu-Xo-His-X3 5-His, dans laquelle X
représente n'importe quel acide aminé et les acides aminés
notés en gras chélatent I'ion Zn2+ afin de stabiliser la molécule.
e Certains ZFD, ceux de type Cys,-Cys, (notés aussi Cys,),
ont la propriété de chélater I'ion Zn2+ en impliquant 4 résidus
cystéine. Leur séquence consensus est : Cys-X,-Cys-Xq3-
Cys-X,-Cys. Ces domaines sont principalement présents
dans les récepteurs stéroides nucléaires ou hormonaux
comme le récepteur des glucocorticoides.

e Les ZFD de type Cysg ont une séquence consensus caractéri-
sée par la présence d’un motif regroupant 6 cystéines Cys-X,-
Cys-X5-Cys-Xs.5-Cys-X,-Cys-Xg-Cys. Ils sont retrouvés dans
des protéines correspondant a des régulateurs métaboliques
comme le domaine Gal4 de la levure.
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Chez les eucaryotes, les protéines possédant des ZFD
sont fréquemment impliquées dans la régulation de
Iexpression des génes. Les motifs ZFD qu’elles contien-
nent sont principalement classés en trois grandes
familles sur la base de leur structure et des résidus impli-
qués dans la chélation d’un ion zinc (encadré). Les ZFD
utilisés pour le ciblage sont de type Cys,-His,. Les
modalités de leur reconnaissance spécifique de PADN
ont été élucidées lors d’études cristallographiques des
domaines murin et amphibien, Zif268 et TFIIIA* (7,8).
Un module en doigt de zinc (ZF) est ainsi capable de
reconnaitre spécifiquement un motif d’ADN de 3 pb.
Dans le trimeére Zif268, I’association de trois ZF
permet d’étendre la spécificité de reconnaissance a un
motif ADN de 9 pb. Par conséquent, ’assemblage de
plusieurs ZF ayant chacun des spécificités différentes
de reconnaissance de ’ADN permet de cibler des
séquences nucléotidiques plus longues. Il est ainsi
possible de fusionner jusqu’a 6 ZF pour reconnaitre
spécifiquement un motif de 18 pb, une taille suffi-
sante pour étre unique dans le génome humain.
L’obtention par sélection de ZF capables de recon-
naitre chacun des 64 triplets de ’ADN a permis de
développer une ingénierie de fabrication a fagon de
ZFD capables de reconnaitre n’importe quelle
séquence nucléotidique (9).

Suscitant de nombreux espoirs, cette technologie
prometteuse a fait 'objet de deux articles sur la situation
de la propriété intellectuelle (PI) aux Etats-Unis. Celui
de Christopher Scott (10) introduit la situation de mono-
pole que Sangamo Biosciences a su mettre en place
a travers une stratégie basée sur la PI et le secret, deux
éléments indispensables dans I'intense compétition inter-
nationale scientifique et économique. Larticle conclut
en proposant deux solutions complémentaires pour cas-
ser le monopole : réaliser un paysage brevet du domaine**
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5’-GCGTGGGCG!

3’-CGCACCCGCN GCGGGTGCG-5’ 3’-CGCACCCGCN

Caractéristiques structurales des ZF et ZFD et utilisations en ingénierie génétique

zr1 ZE2 @) @ 3 7F3 @
lCGCCCACGC-3?  5'-GCGTGGGCEN

ICGCCCACGC-3’
GCGGGTGCG-5" 3’-CGCACCCGCGCGGGTGCGH

vdZ 47 947

A. Structure d’un ZF C2H2 constitué
de 2 feuillets B antiparalléles (fleches
vertes) et d’une hélice o, avec en son
centre un atome de zinc (gris) chélaté
par 4 résidus conservés, 2 cystéines
(rouge) et 2 histidines (bleu). Les
résidus représentés en orange sont
ceux qui établissent les contacts avec
’ADN. B. Organisation structurale
d’un trimére de ZF lié spécifiquement
a sa cible d’ADN double brin.
C-D. Modification des propriétés de
reconnaissance de I’ADN d’une trans-
posase ou d’une intégrase par fusion
d’un ZFD (G) ou remplacement du
domaine de reconnaissance a I'ADN
par un ZFD dans une recombinase (D).
E-G. Fabrication de nucléase par
fusion d’un ZFD avec un domaine
catalytique de nucléase (ici Fokl),
sous forme homodomérique (E), hété-
rodimérique (F) ou monomérique (G).

5’-GCGTGGGCGCGCCCAC

©

proposé par I’article de Subhashimi Chandrasekharan et
de ses collaborateurs (11) de I'université de Dubai et en
exploiter les faiblesses a travers un projet collaboratif open
source*. Ces deux publications posent la question de I'im-
pact de la stratégie de la société sur la recherche académique
et privée. Mais hors des Etats-Unis, quelle est la situation ?

Paysage brevet de la technologie
zine finger

La recherche de brevets a porté sur la période 1985-
2007, les années 2008 et 2009 n’étant pas prises en
compte car la publication des demandes de brevets sef-
fectue 18 mois aprés leur dépdt. La recherche des
mots-clés « zinc finger » dans les résumés, titres et
revendications indépendantes des brevets de la base de
données QPAT a permis de localiser 557 familles de
brevets** impliquant I'utilisation de ZFD.

L’intervalle étudié, 1988-2007, peut étre découpé en
plusieurs périodes (figure p. 60). La période pionniére
correspond aux années suivant la découverte des ZFD
(1988-1993, 20 brevets). Jusqu’en 1993, aucune appli-
cation n’est décrite. En 1994, la demande de brevet
EP0682699 — Functional domains in Flavobacterium
Okeanokoites (Fokl) restriction endonuclease, dépo-
sée par I'université Johns Hopkins, fut la premiére a
revendiquer la fusion du domaine catalytique de la
nucléase Fokl et de ZFD, marquant ainsi le début de
la technologie d’ingénierie génétique utilisant des
nucléases site-spécifiques. Au cours de la période inter-
médiaire 1994-2001, le nombre de demandes de brevet
a augmenté exponentiellement (275 brevets). Paral-
lelement, le nombre de déposants s’est accru, les acteurs

principaux du développement de la technologie ZF se (11) Chandrasekharan S
positionnant dés cette époque pour former les prin- etal. (2009) Nat Biotechnol
27,140-4

cipaux déposants actuels (figure 3).

A partir de cette période, les brevets se distinguent en
deux catégories : les brevets fondateurs de I'ingénierie
des ZFD (conception, sélection, optimisation) et ceux
concernant ses applications (régulation de Pexpres-

(12) www.sangamo.com/
about/about.html

** Notion définie par
I'Office mondial de

sion et modification de la séquence codante de genes).
Enfin, au cours de la période 2002-2007, le nombre de
brevets diminue puis stagne (262 brevets), indiquant soit
une maturité de la technologie, soit un désintérét des
acteurs du fait du verrouillage du secteur. De fait, en
analysant le nombre de dépdts réalisés par des indus-
triels ou par des institutionnels, on observe un désintérét
marqué de la part des industriels a partir de 2002 qui
est compensé en partie par de plus nombreux dépots
institutionnels. Le principal industriel continuant ainsi
a déposer sur ce domaine étant Sangamo Biosciences.

Un acteur majeur incontournable :
Sangamo Biosciences

Sangamo Biosciences se définit comme un leader mon-
dial dans la conception, le développement et I'ingénierie
des protéines de liaison 4 ’ADN de type doigt de zinc,
pour la régulation et la modification de génes (12). Créée
en 1995, cette société a initié son activité en exploitant
une licence exclusive sur I'utilisation des ZF nucléases
Fokl en recombinaison homologue. Sangamo
Biosciences a également acheté la société anglaise
Gendagq évaluée en 2001 a 30 MS$. Elle a profité de cette
opération stratégique pour se renforcer avec une équipe
de recherche leader dont les travaux sont a I’origine
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la propriété intellectuelle
comme un modele

de partage de techno-
logies définissant des

« champs d'innovation
comprenant une plate-forme
technologique que les tiers
peuvent librement utiliser et
adaper et sur la base de
laquelle des innovations
peuvent élre & leur four
partagées »

** 287 familles de brevets
supplémentaires présen-
tant la particularité de dé-
signer comme inventeurs
Y. Mao et Y. Xie ont été
exclues car elles portent
sur des protéines natu-
relles et humaines conte-
nant des ZFD, dans

un contexte d’exploitation
totalement différent.
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Evolution des dépdts de brevets sur la technologie Zinc Finger

60

50

40

30

20

10

Nombre de familles de brevets

au cours de la période 1988-2007

- 100
| 80
3
'll :
I I‘eoz,
°
vl
=
I 0 8
R
/ l I =
‘ 8
\ I 0 e
Ul | | |
jm - !!,,,,i*::,o
N2 > o > S 2 > o
R AR SR R S

Date de priorité

Dans chaque barre de I’histogramme est représenté le nombre de dépdts soumis par
des organismes institutionnels (pourpre), des industriels (beige) et autres (bleu clair).
Les brevets codéposés par des organismes institutionnels et des industriels sont
indiqués en bleu foncé. La courbe en gris représente la cinétique d’évolution du
pourcentage de dépdt industriel au cours de cette période

** Chaine de résidus
d’acides aminés
reliant deux ZFD

(13) Mandell JG, Barbas CF
(2006) Nucleic Acids Res 34,

W516-23

de Pingénierie des ZFD (1), et acquérir les titres de PI
fondateurs de la technologie. Cette acquisition a été déter-
minante pour Sangamo Biosciences, éliminant son seul
concurrent direct, renforcant son portefeuille de brevets
et élargissant son rayon d’application a la régulation de
genes avec des facteurs de transcription artificiels.

Cette position dominante est également liée au fait que
Sangamo Biosciences a su acquérir les brevets et des
droits d’exploitation exclusifs et mondiaux qui étaient
dispersés entre les autres acteurs majeurs (Scripps
Research Institute, Medical Research Council de
Londres, Massachusetts Institute of Technology, Johns
Hopkins University...). Ils concernent la conception
et Poptimisation des ZFD (librairies de ZF, méthodes
de construction, linkers*), qui sont a la base de toute
application en découlant, plagant ainsi la société comme
seul interlocuteur pour leur exploitation (10-11).

Ce portefeuille de brevets et licences met la société
en position de force pour négocier des contrats a des
conditions avantageuses. Diverses licences ont été accor-
dées pour des applications thérapeutiques (2 Merck
pour la découverte et le développement de nouveaux
médicaments en 2000, Pfizer pour la production de
protéines recombinantes et d’anticorps monoclonaux
en 2008) ou dans d’autres domaines (Dow AgroSciences
pour des plantes en 2005, Sigma-Aldrich pour des
réactifs de recherche en 2009). Cependant, Sangamo
Biosciences reste décisionnaire dans le processus de
sélection des sociétés avec lesquelles collaborer.
Lexemple de la société Phytodyne illustre bien cet état
de fait : Daniel Voytas, spécialiste de I'utilisation des
ZF nucléases pour cibler les génes chez les plantes, n’a
pu négocier a un prix abordable I"obtention des licences
indispensables a la survie de la société (10,11). Peu apres,
la société Dow AgroSciences obtenait un droit d’ex-
ploitation exclusif pour utiliser la technologie ZF en
cellules végétales contre la somme de 50 M$ (2005).
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Pour Sangamo Biosciences, cette collaboration était
l’opportunité d’entrer sur un nouveau champ d’ap-
plication : 'ingénierie génétique des végétaux.
Comme exposé par les articles de Chandrasekharan et
Scott, autre moyen utilisé par Sangamo Biosciences
pour protéger son savoir-faire d’ingénierie des ZFD
contre de potentiels contrefacteurs, serait de ne divul-
guer que le strict nécessaire au dépot d’un brevet et de
limiter Paccés aux informations essentielles pour la
réalisation des inventions protégées. De plus, la com-
mercialisation des ZF nucléases par Sigma-Aldrich ne
permettrait pas non plus d’avoir un accés direct a la
plate-forme.

Synthése de ZFD a ia%on :
outils et sites internet en acceés libre

Pour fabriquer des domaines protéiques composés
de trois ZF, plusieurs approches sont actuellement pos-
sibles. Trois stratégies de sélection in vitro sont décrites
dans la littérature. La premiére, nommée sélection
paralléle, consiste a sélectionner individuellement cha-
cun des motifs ZF indépendamment les uns des autres,
puis a les fusionner en utilisant un /inker peptidique
canonique. Si cette approche est rapide et accessible a
la plupart des laboratoires, son efficacité reste limi-
tée car elle ne prend pas en compte I’effet des
interactions entre ZF adjacents sur la fonctionnalité
du trimere.

La deuxieme méthode, ou sélection séquentielle,
contourne ce probléme en sélectionnant chaque ZF dans
le contexte des deux autres. Bien que les trois ZF obte-
nus de cette maniére présentent une affinité tres élevée
pour le site choisi, cette stratégie est difficile d’acces car
elle nécessite la mise en place de nombreuses banques.
La troisiéme approche combine les avantages des deux
premiéres. Elle permet la sélection de chaque ZF en
tenant compte des deux autres tout en limitant le
nombre de banques requises. Cette stratégie bipar-
tite propose d’utiliser deux banques ZF précréées avec,
dans chacune, la moitié des trois motifs ZF partielle-
ment « randomisée » au niveau des acides aminés clés
en contact avec ’ADN.

Enfin, il existe une quatriéme approche dont le détail des
modalités techniques ne serait pas dévoilé par Sangamo
Biosciences, notamment dans les brevets correspon-
dants. On sait seulement de cette approche qu’elle
permet de sélectionner des domaines a quatre doigts
de Zinc reconnaissant ainsi un motif de 12 pb, la sélec-
tion s’effectuant par paire de ZF. Sur la base des
résultats obtenus en sélection paralléle, des plates-
formes in silico ont été développées et plusieurs sites
internet permettent de concevoir des ZFD. Le labora-
toire de Carlos Barbas (Scripps Research Institute) a
ainsi été le premier a développer un site internet,
zincfinger-tools.org, qui permet aux chercheurs d’iden-
tifier les motifs nucléiques susceptibles d’étre ciblés par
un ZFD dans une séquence d’ADN et donc de conce-
voir des ZFD spécifiques de cette région (13). Dacces a
ce site est libre mais son utilisation nécessite ’ouver-
ture d’un compte.
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Dans la pratique, il s’avére que la position de chaque ZF
au sein du ZFD influence fortement la spécificité de recon-
naissance de la cible. Deux autres sites internet prennent
en compte ces contraintes, ZiFiT (14) et ZiFDB (15). Leurs
calculs s’appuient sur une base de données répertoriant
les données publiées sur les ZFD utilisés et ceux présents
dans les bases. Ces sites sont régulierement mis a jour et
leur accés est totalement gratuit. Cependant, I'affinité et
la spécificité de liaison des ZFD congus et optimisés in
silico restent largement a démontrer et, bien que requé-
rant plus de moyens, les approches in vitro sont
actuellement considérées comme les plus efficaces.

Le Zinc Finger Consortium

Devant les limites des approches in silico et les diffi-
cultés pour accéder aux approches in vitro les plus
efficaces développées par Sangamo Biosciences, les
chercheurs Keith Joung (Massachusetts General Hos-
pital et Harvard Medical School de Boston) et Daniel
Voytas (lowa State University, Ames) ont fondé le Zinc
Finger Consortium**, qui rassemble une quinzaine
de laboratoires académiques. Le but de cette initiative
est de promouvoir la R&D de la technologie ZF. En
effet, le consortium souhaite rendre cette technolo-
gie accessible, en mettant réguliérement et librement a
la disposition de la communauté scientifique des outils
in vitro et in silico (ZiFiT et ZiFDB) et des protocoles
de sélection de ZFD.

Dans un article récent, le consortium propose aussi une
méthode d’ingénierie open source rapide et accessible
au public dénommée OPEN (Oligomerized Pool
Engineering) offrant aux chercheurs la possibilité de
« faire progresser la technologie des ZFD » (16). De
méme, les plasmides utilisés par le consortium sont mis
a disposition par Addgene, une organisation a but non
lucratif qui facilite la diffusion de plasmides dans la
communauté scientifique. Les méthodologies, infor-
mations et outils partagés par le consortium sont open
source et donc non confidentiels. Mais, pour toute
autre utilisation que la recherche, tout tiers souhaitant
réaliser, utiliser, distribuer ou vendre la technologie ZF
nécessite le consentement préalable et les licences
appropriées auprés de Sangamo Biosciences : il n’y a
pas d’open access aux droits de PI et a I’exploitation
de la technologie. C’est pourquoi une page du site
d’Addgene stipule que certaines utilisations de plas-
mides du consortium, portant sur des modules ZFD
de Sangamo Biosciences nécessitent une licence
d’exploitation (WO0153480, EP1364020, etc) (17).
L’intérét ici n’est pas de contourner les brevets de
Sangamo Biosciences, mais d’avoir un acces a la
plate-forme et a son savoir-faire. Malgré le fait que
certains modules semblent porter atteinte a divers bre-
vets, Sangamo Biosciences n’a jamais empéché leur
distribution ni fait valoir ses droits pour contrefacon.
En effet, cette plate-forme est également ’occasion de
partager des innovations au travers de nouvelles appli-
cations (trois membres sont experts en manipulation
génétique de cellules souches). Les diffusions de
connaissances scientifiques (articles, communications
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Top 10 des déposants de brevets sur la technologie Zinc Finger
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Dans chaque barre sont représentés les brevets étendus en Europe (bleu) et les

brevets sans extension en Europe (vert)

o
o
°
orales, sites internet) sont aussi un moyen efficace pour (14) Sander JD et al.
Sangamo Biosciences d’avoir de la publicité gratuite (2007) Nucleic Acids Res
pour sa technologie de liaison a I’ADN. 35, W599-605
Il est intéressant de constater que Sangamo Biosciences (15) Fu F efl. (2009)
profite de ’exclusivité des exploitations de la techno- Nucteic Acids fies 37,
logi .. D279-83
ogie ZF sur la base de brevets, tout en limitant les
e s s 1y s . . (16) Maeder ML et al.
possibilités 3 ’homme de I’art de reproduire les résul- (2008) Mol Cel 31
tats divulgués. Paradoxalement, ’existence du ZF 294-301
consortium et la distribution de ZFD a des prix abor- (17) www.addgene.org/

dables permettent ainsi aux chercheurs de valider
les brevets. En effet, le consortium commercialise des
réactifs basés sur des ZFD au prix de 5 000 $. Ce tarif
est plus accessible pour la plupart des laboratoires aca-
démiques en comparaison des 25 000 $ réclamés par
Sigma-Aldrich pour des réactifs utilisables a des fins
de recherche uniquement. Cependant, en faisant cela,
les membres du consortium seraient contrefacteurs de
plusieurs brevets déposés par la firme qui ne s’est pas
pour autant manifestée. Ce point pourrait évoluer
prochainement si cette commercialisation devenait ren-
table et/ou si Sigma-Aldrich considérait que Sangamo
Biosciences ne lui assure pas la libre jouissance de
ses brevets. Il sera intéressant de suivre Iissue juridique
d’une action en justice si la firme Sangamo Biosciences
faisait valoir ses droits de PI.

Implication pour les acteurs
américains et européens

On assiste ainsi a un systéme ot les chercheurs du sec-
teur public utilisent des technologies protégées par des
brevets et sont donc potentiellement contrefacteurs,
mais ou les sociétés détentrices des brevets ou des licences
n’imposent pas le respect de leurs droits. Larticle de
Chandrasekharan (11), qui repose sur une étude des
brevets et licences détenus par Sangamo Biosciences
outre-Atlantique, synthétise trés bien le dilemme pour
les acteurs américains, notamment publics. En étendant
cette analyse aux extensions mondiales (figure p. 62), on
constate un blocage légérement moins étendu en Europe
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Densité des extensions des familles de brevets soumis par les déposants
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(18) Hori Y etal. (2000)
Nucleic Acids Symp Ser 44,
295-6

et au Japon, avec notamment plus de la moitié des
dépdts de Sangamo Biosciences non étendus en dehors
des Etats-Unis.

Les brevets fondateurs, principalement de Sangamo
Biosciences (incluant ceux de la société Gendaq), de
’université Johns Hopkins et du Scripps Institute ont
toutefois été étendus de maniere importante. Si les bre-
vets déposés les plus importants assurent une couverture
large de P'invention (c’est-a-dire Europe, Japon, Canada
et Etats-Unis), plusieurs institutions, comme le MIT
(US7153949, US7595376, US6410248, US5789538,
brevets d’ingénierie), n’ont pas pris la peine de pro-
téger leurs inventions en dehors du territoire américain,
créant un « trou » dans la protection des inventions
licenciées a Sangamo Biosciences.

Quelles stratégies de contournement ?

Est-il possible d’échapper au monopole de Sangamo
Biosciences sur la technologie ZF ? Plusieurs solutions
ont été envisagées pour réaliser des plans d’exploita-
tion avec I’ingénierie modulaire des ZFD. Plutdt que
d’attendre la chute dans le domaine public des brevets
protégeant la fabrication a fagon des ZFD (environ
une dizaine d’années), certains ont essayé de contour-
ner techniquement les brevets. Par exemple, ’équipe
du Japonais Yokio Sugiura a modifié le squelette des
ZFD de Zif268, échappant ainsi partiellement a
certains brevets spécifiques aux ZFD de type Cys,-His,
(W09853059, US6866997). En mutant une cystéine
en histidine, ou inversement, il est possible d’obtenir
les types naturels Cys, et Cys;-His, et les types artifi-
ciels Cys,-His; et His, (18).

Il est également possible d’échapper a certains brevets
qui revendiquent des ZFP comprenant des ZFD asso-
ciés par des linkers d’au plus 10 acides aminés (7 résidus
glycine étant le plus souvent utilisés), mais I’efficacité
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de cette solution n’a pas été confirmée. Une autre alter-
native est d’étre dans une situation permettant de faire
révoquer partiellement ou en totalité les brevets, grace
a des éléments destructeurs de la condition de nouveauté,
ou pour défaut d’activité inventive, ce qui fut le cas pour
Sangamo Biosciences (révocation du brevet EP0682699,
réexamen des brevets US6265196 et US5792640). Une
derniére solution consiste en ’analyse par pays dans
lesquels a été demandée une protection par brevets. Pour
les pays ou la protection est absente (pas de dépdt ou
retrait), une exploitation sera possible. Bien entendu,
les pays ou le marché est le plus important (principa-
lement les Etats-Unis) ne rentrent pas dans ce cas de
figure, ce qui rend aléatoire le succes de cette stratégie
pour une application commerciale.

Quelle liberté d’exploitation ?

La volonté affichée du ZF Consortium est de favori-
ser le développement et 'optimisation de la technologie
ZF en s’affranchissant de la position dominante de
Sangamo Biosciences. Paradoxalement, linitiative tend
a renforcer cette derniére, d’une part en découvrant de
nouvelles applications qui restent dépendantes des bre-
vets fondateurs, et d’autre part en encourageant des
institutions publiques a investir des ressources dans
ces découvertes. Sangamo Biosciences reconnait dans
ses communications que cette initiative lui est favo-
rable. Par ailleurs, ’'un des plus gros avantages de la
technologie ZF provient de ’exploitation de facteurs
de transcription comprenant des ZFD agissant direc-
tement sur les génes ciblés et ne portant pas atteinte
aux multiples brevets d’autres sociétés protégeant les
ADN complémentaires des génes correspondants.

Au final, échapper au monopole sur la technologie ZF
semble difficile pour les acteurs américains mais
également européens et japonais. Il est important pour
eux de négocier en amont avec Sangamo Biosciences
la mise en place d’une liberté d’exploitation sur un
investissement en R&D. Deux solutions peuvent donc
étre envisagées. La premiere concerne I'utilisation de
niches technologiques, qui peuvent étre découvertes
en étudiant les bases de données brevets. Il s’agit de
technologies qui existent déja mais qui ne sont pas ou
plus protégées. Ces inventions appartiennent doré-
navant au domaine public pour plusieurs raisons : elles
ont été divulguées avant la demande ou I’obtention
d’une protection (dans un article, une présentation
orale), ou le brevet a été abandonné par son déposant
(choix stratégique).

Dans des domaines équivalents, la seconde option
concerne la découverte d’une innovation de rupture,
une innovation technologique qui va remplacer une
technologie en position dominante sur un marché,
apportant de nouveaux produits sur des marchés qui
n’existaient pas initialement. Cette derniére solution
tire donc partie du systéme des brevets qui
stimule le développement économique et délimite un
cadre économique favorable a la concurrence. En effet,
quel serait autre but du systéme des brevets si ce n’était
de dynamiser I’innovation ? @



3.4. Article 5: Characterization of monomeric protein domains
binding specifically to a highly conserved 100-bp target

within rDNA genes

3.4.1. Contexte et objectif de I’article

L'analyse du paysage brevets sur les transposons et la technologie ZF associée a
I'absence de liberté d’exploitation des domaines ZF nous a menés a aborder l'intégration
site-spécifique sous un nouvel angle. L'exploitation de la technologie ZF, initialement
envisagée dans le projet SyntheGeneDelivery, a été abandonnée et une nouvelle stratégie de
ciblage de ’ADN a été mise en place. Celle-ci repose sur l'intégration du transgene d’intérét
dans une séquence située dans I’ADN nucléaire ribosomal de la cellule cible. Cette méthode
connue de longue date par les levuristes est revendiquée dans la demande internationale de
brevet W09424300 - Transposition assembly for gene transfer in eukaryotes, dont
I'invention appartient aujourd’hui au domaine public. Cela consiste a cibler le vecteur
transposon en utilisant d’'une part un peptide de ciblage du vecteur dans ’ADN ribosomal et,
d’autre part, une transposase chimérique capable de se localiser dans le nucléole a
proximité des mémes genes ribosomaux. Pour cela, I'équipe 2 du GICC tire profit des
propriétés des domaines de liaison a ’ADN des éléments transposables R2, dont les sites

naturels d’insertion sont les séquences répétées codant pour les ARN ribosomaux.

Contrairement aux articles2, 3, 4 et 6 basés sur les littératures brevets et
bibliographique, I'article 5 est un article de recherche dont I'objectif est de caractériser un

domaine de liaison a I'ADN permettant un ciblage dans I'ADN ribosomal.

3.4.2. Résumé et conclusion de l’article

Lors des expériences d’intégration d’un transgéne, il est important de cibler des
régions qui soient toujours accessibles pour la transcription afin d’assurer en permanence
I'expression du transgene. Pour résoudre le probléme d’extinction de |’expression du

transgéne par la machinerie des cellules hotes, I'une des stratégies porte sur I'utilisa/tion de
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séquences répétées pas ou peu silencables en tant que site cible d’intégration. Les
séquences de I’ADN ribosomique 28S sont répétées en plusieurs centaines de copies dans le
génome humain. Linsertion d’un transgéne dans une des copies n’a donc pas de
conséquence sur le niveau d’expression de ces genes dans une cellule ce qui garantit
I'innocuité de l'intégration. Les séquences de I’ADN ribosomique 28S ne sont pas sensibles
au silencage par méthylation des cytosines. De plus, ces séquences répétées essentielles a la
survie des cellules sont transcrites continuellement et de maniére ubiquitaire, assurant ainsi
I’expression d’un transgene. Ces répétitions de genes constituent donc d’excellentes niches
génomiques pour réaliser une intégration site-spécifique, d’autant plus que cela n’altére pas
la viabilité des cellules hotes. La preuve de concept, démontrant qu’une intégration d’ADN a
ce locus est garante d’innocuité et d’expression durable, a été établie en levure, protozoaire,
insecte et cellules de mammiferes. Cependant, les travaux ont été menés avec des vecteurs
intégratifs par recombinaison homologue ayant une efficacité d’intégration trop faible (107)
pour la thérapie génique. Néanmoins, cette solution a été acceptée comme une stratégie
pertinente en bioproduction depuis une trentaine d’années [Dos Santos & Buck, 2004 ;
Klabunde et al., 2004]. Plus récemment, ce systeme a également été envisagé en thérapie
génique [Stewart et al., 2002 ; Liu et al., 2007 ; Wen et al., 2008]. Quels que soient le vecteur
d'intégration et la stratégie de ciblage utilisés, une transposase chimérique fusionnée a un
domaine de liaison a I’ADN doit étre congue pour localiser le vecteur au site de l'intégration
[Ciuffi et al., 2006 ; lvics et al., 2007]. Des domaines de liaison a ’ADN doivent donc étre

spécifiqguement développés pour réaliser le ciblage dans les genes codant I’ARN ribosomal.

Les travaux de cet article ont porté sur la conception et la synthése de domaines de
liaison a I’ADN issus de I'endonucléase du transposon R2, et capables de cibler et de lier
spécifiguement les génes codant 'ARN ribosomal. Les résultats montrent que les prototypes
peuvent étre considérés comme des candidats prometteurs du fait de la haute affinité de
reconnaissance envers la séquence cible. Cependant, ces prototypes nécessitent d’étre
optimisés, notamment par |'ajout d'un motif d'import nucléolaire. Il sera alors nécessaire de
vérifier si les propriétés de reconnaissance spécifique de ce domaine sont conservées dans
un contexte cellulaire. De plus, I'efficacité d’une telle stratégie de ciblage requiert de

nombreuses étapes de validation, afin de confirmer la spécificité et les conséquences sur les
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différents vecteurs [Ciuffi et al., 2006 ; lvics et al., 2007], avant d’étre considérée sans effet

délétere.
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Abbreviations

Bm, Bombyx mori

bp, base pair

BB, binding buffer

BS, binding site

DBD, DNA binding domain

Dm, Drosophila melanogaster

DMEM, Dulbecco's modified eagle medium
DNA, deoxyribonucleic acid

DTT, dithiothreitol

EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid
EMSA, electrophoresis mobility shift assay
FBS, fetal bovine serum

His, histidine

HR, homologous recombination

IPTG, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
ITR, inverted terminal repeat

GFP, green fluorescent protein

Kd, “dissociation” constant

MBP, maltose binding protein

NeoR, neomycin resistance gene

OD, optical density

ORF, open reading frame

NLS, nuclear localization signal

32p, phosphorus *

PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis
PB, piggyBac

PBS, phosphate buffer saline

PCR, polymerase chain reaction

PEI, polyethylenimine

pZFD, polydactyl zinc finger domain

R2, R2 non-LTR retrotransposon

RNA, ribonucleic acid

rRNA, ribosomal ribonucleic acid
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SB, Sleeping Beauty

SB10, Sleeping Beauty transposase version 10
SDS, sodium dodecyl sulfate

TACH, Temperature-assisted cyclic hybridization
TBE, tris borate EDTA

Tpase, transposase

ZBS, zinc finger domain binding site

ZF, zinc finger

ZFD, zinc finger domain
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Abstract (305 words)

Background. Proofs of concept have shown that chromosomal gene clusters encoding
ribosomal RNA (rRNA) constitute gene delivery integration loci that are optimal for
transgene expression. However, because homologous recombination is efficient to integrate
DNA segments into these genes in animals, new molecular tools are required to construct
systems able to target molecules in the immediate vicinity of the rRNA genes.

Results. We investigated the properties of several DNA binding domains (DBDs) able to
recognize specifically a motif within a 100-bp region of the rRNA genes that is 99-100%
conserved among eukaryotes. Our findings demonstrate that two Myb-like DBDs originating
from the endonucleases encoded by R2 non-LTR retrotransposons (R2DBD) are promising
candidates since they 1) specifically recognize, with high affinity, a 20-bp binding site located
within the expected genomic rDNA target, ii) act as monomers, iii) contain a nuclear
localization signal, iv) remain functional when fused to another domain and, v) do not alter
the functionality of the protein to which they are fused. However, results obtained in vivo with
several R2DBD fusions reveal that two properties remain to be engineered before these DBDs
can be integrated into a molecular targeting system directed into rRNA genes. The first
concerns the ability of R2DBD to locate within the nucleolus, the organelle in which the
rRNA genes reside. The second is the tendency of R2DBD to accumulate in certain parts of
the nuclei, which limits its diffusion within nuclei. Solutions are discussed to circumvent
these current limitations.

Conclusions. Our results supply important information concerning the R2ZDBD properties and
the targeting of plasmid DNA within nuclei. They will need to be further analyzed from three
aspects; the unexploited advantages of the R2DBDs, the possibilities and limitations of fusion
peptides for targeting integrations of non-viral vector, and the alternatives to fusion peptides

for targeting vectors.

Keywords: polydactyl zinc finger domain / R2 non-LTR retrotransposon / recombination /

transposition / targeting
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Background

The ability to use of DNA binding domains (DBDs) able to interact with a specific
DNA target in order to develop synthetic proteins capable of modifying gene expression or
the functioning of DNA recombination machinery, such as those involving endonucleases,
integrases or transposases (Tpase), constitutes a major challenge in the post genomic era.
From this perspective, a DBD added to an enzymatic system has to combine several qualities,
including 1) being bound to a DNA target large enough to ensure specific and high-affinity
recognition, ii) having a controllable ability to assemble (or not) as homo-oligomer or with
other cellular partners, and iii) having a known and modifiable propensity to locate to certain
cell compartments when it has to be used in vivo.

Here, our focus was on the characterization of DBD candidates able to bind in monomer
form to a 100-bp DNA segment that is 99-100% conserved among eukaryotes (Fig. 1b), and
located in the tandemly-repeated genes that encode the ribosomal 18S-5.85-28S RNA (rRNA,
Fig. 1a). Whether intended for use in bioproduction or gene corrections in unicellular
eukaryotes [1,2] or in mammalian cells [4-5], these repeated genes have been shown to be
good target candidates for the insertion of DNA fragments encoding recombinant proteins.
The fact that only a few rRNA genes are disrupted accounts for the absence of deleterious
effects in genetically-modified cells. Indeed, genetic investigations have demonstrated that the
disruption of <70% of the TRNA genes by integration of DNA segments is not lethal and
does not impair the viability of invertebrate genomes [6,7]. The expression of the transgene
also persists for long periods, because integrated DNA fragments are rarely subjected to
expression silencing [8], and their expression can be carried out by the RNA Polymerase I
promoter, but also by RNA Polymerase II and III promoters [3,5]. However, their interest has
been considerably reduced in mammalian cells because the integrative vectors functioning
with passive homologous recombination (HR) have integration efficiencies ranging from 10~
to 107 [3,5,8]. A way to enhance HR at this target could be to increase the concentration of
DNA fragments for insertion within the nucleoli where rRNA genes are located in nuclei.
Targeting of this sort might be achieved by using, for example, two fused DBDs [9] or a bis-
PNA oligonucleotide [10] cross-linked to a DBD, these molecules being able on the one hand
to bind or anneal specifically to the DNA fragment to be integrated and, on the other hand, to
bind to the integration target. Vectors derived from certain transposons could also be suitable.
The Pokey DNA transposon [11], which is an element distantly related to piggyBac (PB) [12],
has been shown to integrate frequently into rDNA in its host of origin. However, Pokey

vectors are unable to transpose in vertebrate cells (personal data). At least three innovative
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approaches have been developed to target transposon vectors, such as or piggyBac [13] or
Sleeping Beauty (SB) [14-16]. The first consists of fusing the Tpase to a DBD that specifically
binds to the DNA integration target. The second and third approaches consist of using two
fused protein domains in which the first domain specifically binds to the integration target,
and the second to the transposon vector via a binding site contained in its sequence, or via an
interaction with the Tpase bound to the end of the transposon (known as an inverted terminal
repeat (ITR)).

Overall, whatever the species and strategy used to integrate a DNA fragment into rRNA
genes, it is noticeable that it always requires a protein domain that can target the enzyme
and/or the DNA fragment in the proximity of the rRNA genes. To date, we have identified
only two kinds of DBD able to bind it as a monomer to a motif present within the conserved
100-bp DNA target, this motif being so large (at least 18-bp) as to be nearly unique in a
mammalian genome. The first are synthetic DBDs corresponding to polydactyl zinc finger
domains (pZFDs; reviewed in [17-19]). pZFDs consist of the fusion of n peptides from thirty
amino acids, each of which specifically recognizes a three base-pair DNA motif. Research
carried out by Carlos Barbas 3™ and his colleagues has made it possible to develop a single
ZF able to specifically recognize all GNNs, most CNNs and ANNs, and a few TNN DNA
triplets. Under these conditions, the fusion of n ZFDs theoretically permits the specific
recognition of a 3n base-pair nucleotide motif (Fig. 1c and Additional filel). In practice, the
background knowledge that has been accumulating for more than 10 years now enables
scientists to design pZFDs in silico using website facilities [20-22], or to manufacture them
by in-vitro selection [23]. The second category consists of natural DBDs that originate from
the endonuclease encoded by R2 mobile genetic elements, non-LTR retrotransposons [24].
The R2 endonuclease is related to type-IIS restriction enzymes [25]. It specifically allows the
integration of R2 non-LTR retrotransposons into a 20-bp target motif located within the
conserved 100-bp DNA segment contained in TRNA genes (Fig. 1b; [26,27]). The minimum
DBD of this enzyme (R2DBD), without its homo-dimerization activities, has recently been
characterized [28]. It consists of one ZF associated with a Myb-like sub-domain [29] (Fig.
1d).

In this paper, we investigate the potential of three pZFDs and two R2DBDs. We first
evaluated their specific and non-specific binding site numbers in the genome of models
currently used for gene therapy and bioproduction purposes. We then compared their binding
specificities to about 20-bp binding sites contained within the 100-bp DNA target. Under

these conditions, the best candidates were both R2DBDs. In a second step, we analyzed the
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activity of fusion peptides made from R2DBD in vitro, and in vivo in HelLa cells, using
integration vector systems. Finally, we have found that RZDBDs combine several properties
that ensure accurate nuclear traffic to rRNA genes within the nucleolus. Potential solutions to

circumvent the current problems encountered are discussed.
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Results
Genomic distributions of pZFD (ZBS) and R2DBD (R2BS) binding sites

Before designing pZFD proteins able to bind specifically within the 100-bp region that
is 99 to 100% conserved in the gene encoding 28S rRNA from yeasts to human beings
(Fig. 1), we used an in silico two-step procedure to locate an accurate binding site in this
DNA segment. The first step consisted of finding out whether the 100-bp region contained a
candidate nucleotide motif with sequence properties that matched with an accurate ZBS. The
aim of the second step was to check whether the candidate ZBS occurred only within 100-bp
region in the gene encoding 28S rRNA, or whether it was also present at other chromosomal
locations in the genome of models frequently used for the purposes of gene therapy (mouse,
rat, and human) or bioproduction (baker’s yeast and chickens).

To target a unique sequence in the human genome, searches were performed to locate
an appropriate 18-bp site within both strands of the 100-bp DNA segment. This was
performed taking into account the fact that the pZFD had to contain two modules with three
ZFs. In consequence, the aim of our search was to locate two 9-bp binding sites that were
juxtaposed or separated by 1 to 12-bp, using the facilities of the Zinc Finger Tools website.
Calculations revealed only one solution that included all the features required to design a
bipartite pZFD within the 100-bp region. It consists of two 9-bp motifs separated by 4 bp
(Fig. 1b and c). The distribution of this ZBS among the chromosomes of five models was
determined on the one hand using WAPAM software with the CGGGTAAAC-x(4)-
GGAGTAACT as a model to mine the database and, on the other hand, with BLASTn using
the NCBI facilities, with a word size = 7, and an expected threshold of 100 as parameters. We
obtained similar results with both types of software. The number of ZBSs located outside the
chromosomal loci that contain the rRNA gene clusters in each model is summarized in
Table 2a. The results revealed that there were a few ZBSs present outside the rDNA loci in
the mammalian species, and none was detected in the chicken, drosophila or yeast genomes.

The number of R2BS located outside the rDNA loci was also evaluated using an in
silico approach similar to that described above (Table 2b). R2 non-LTR retrotransposons are
able to integrate specifically and only in the “TAAGGTAGCCAAATGCCTCG” motif that is
usually present in the genes encoding 28S rRNA. However, when identical sites are present in
a genome, as in Bombyx mori, in which R2BS occurs outside the rDNA loci, R2 non-LTR
retrotransposons can also locate to and use these other sites for integration [30]. Here,

although R2BSs were less abundant than ZBS, they were also found outside the rDNA loci.
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Overall, these non-specific sites represented from 1% to 10% of the binding sites for
both proteins. Such occurrence levels indicate that R2BS has, on average, only half as many
binding targets as pZFD in the mammal genome. Since both domains have a population of
specific and non-specific binding sites with equivalent quality in the different models, and
previous studies [28,30] have shown that R2ZDBD was able to bind to R2BS, we limited our
investments in designing and optimizing pZFD to in silico approaches to evaluate their
potential so that functional pZFDS could be obtained quickly. With such an approach, the
results obtained were less satisfactory as the binding efficiency of the three synthetic pZFDs
was weak, whatever the in silico design strategy used (Additional filel). We therefore focused

our work on the properties of the two R2DBDs.

Analysis of the R2DBD of the non-LTR retrotransposon endonucleases

The sequence encoding the DBD of the endonucleases encoded by the R2 non-LTR
retrotransposons contained in the genome of the fruit fly Drosophila melanogaster [31] and
the silkworm Bombyx mori [32] were located as described [25] The codon usage was
optimized in silico to avoid some restriction sites, and to allow their expression in mammalian
cells. These DBDs were designated DmR2DBD and BmR2DBD, respectively. Genes were
cloned to fuse them with an amino-terminal MBP or Histidine tag. The 4 fusion proteins,
MBP-BmR2DBD, His-BmR2DBD, MBP-DmR2DBD and His-DmR2DBD, were produced in
bacteria and purified by affinity chromatography. Preliminary EMSA showed that the four
proteins were similarly able to bind specifically to the R2site probe (Fig. 2a,d and Fig. 3a).

Influence of tagging on the EMSA complexes assembled with MBP-R2DBD

Since the same results were obtained with BmR2DBD and DmR2DBD, only those
obtained with BmR2DBD are illustrated in the figures. EMSA analyses revealed that MBP-
BmR2DBD and MBP-DmR2DBD assembled several different complexes with the R2site
probe under our EMSA conditions (Fig. 2a, lane 2). Protein-DNA complexes were therefore
assembled under similar conditions, cross-linked with UV, denatured by boiling, and analyzed
by SDS-PAGE to determine how many proteins were involved in each of these complexes
(Fig. 2b). The results revealed that there were three cross-linked complexes, with molecular
weights indicating that they should correspond to one molecule of the R2site probe (MW = 99
kDa) linked to one protein molecule (MW =99 + (1 x 59) = 158 kDa), two protein molecules
MW =99 + (2 x 59) = 217 kDa), and three protein molecules (MW = 99 + (3 x 59) =

276 kDa), respectively. We also observed that the number of complexes increased with the
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protein concentration, indicating that they resulted from protein oligomers, each being bound
to a single R2site probe (data not shown). The fact that only one R2site probe was present in
each complex was confirmed by performing short-long probe experiments, using two probes
of 150-bp and 240-bp in length, one of which was radio-labeled, as previously described [33]
(data not shown).

This made it impossible to determine the apparent Kd of the MBP-R2DBDs. Since
fusion with the MBP allowed oligomerization to occur, the MBP tag of the MBP-BmR2DBD
and MBP-DmR2DBD proteins was removed by specific site enzymatic cleavage with factor
Xa at the hinge peptide between MBP and R2DBD. We first used PAGE to check that this
enzymatic treatment did not degrade the peptides by proteolysis (Fig. 2c). EMSA analysis
revealed that the binding activity of the BmR2DBD released was reduced 1000-fold as a
result of the cleavage treatment (Fig. 2d, lane 2 versus 3 to 6).

The apparent Kd of the cleaved protein was determined by EMSA. The saturation graph
was plotted, and used to calculate a fixed concentration of 102 nM for the BmR2DBD
protein, and of 116 nM for the DmR2DBD protein (data not shown). EMSA assays were then
performed using the appropriate fixed concentration of the protein with variable
concentrations of the R2 site probe. Under these assay conditions, the BmR2DBD and
DmR2DBD were found to be low affinity proteins with an apparent Kd of more than 1 uM.
Taking into account the data presented below, our results indicated that the release of the
MBP tag did not seem to change the specific activity of either R2ZDBD to any great extent, but
did modify their affinity, probably by destabilizing them or modifying their folding.

Properties of R2DBD

Under our laboratory conditions, and at all protein concentrations, His-BmR2DBD and
His-DmR2DBD each assembled only one complex with the R2site probe (Fig. 3a). To find
out how many proteins were bound to each R2site molecule, UV cross-linking assays were
carried out with both R2DBDs (Fig. 3b). The molecular weight of the only cross-linked
complex formed indicated that only one protein was bound to each R2site probe.

Both purified proteins were also used to determine the apparent Kd. Saturation graphs
were plotted and used to calculate a fixed concentration of 6.6 nM for the His-BmR2DBD
protein and of 5 nM for His-DmR2DBD (Fig. 3c and d). EMSA assays were then performed
using a fixed concentration of protein and variable concentrations of the R2site. The apparent
Kd of His-BmR2DBD for the R2site probe was estimated to be 30 nM, and that of His-
DmR2DBD to be 18 nM (Fig. 3e and f). These two apparent Kd values were similar, and
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higher than those obtained using Factor Xa cleaved proteins. Overall, they showed that the tag
used had a major impact on the binding of both R2DBDs to the R2site probe, and on their

ability to oligomerize.

Target specificity of the His-BmR2DBD domain produced in eukaryotic cells

We found that under our operating conditions, the activity of the His-BmDBD produced
in bacteria was more stable than that of the His-DmR2DBD. It was therefore retained as the
most promising candidate for investigation in HeLa cells. The size of His-BmR2DBD and its
ability to bind to the R2site probe were first investigated using HeLa cell extracts in which the
protein was transiently expressed. Western blot hybridized with an anti-Hiss monoclonal
antibody revealed a single band with a molecular weight (18kDa), confirming His-
BmR2DBD was expressed in HeLa cells (data not shown). EMSA experiments were therefore
performed under conditions similar to those used with the proteins produced in bacteria.
Similarly to previous findings with this protein, only one main complex was assembled with
the His-DmR2DBD and R2site probe, whatever the biological system in which it had been
produced (Fig. 4a, lane 2 versus 3). Hela cell extracts were then used to determine the
apparent Kd of His-BmR2DBD. Saturation graphs were plotted to fix the concentration in
HelLa cell extract (Fig. 4b), and the apparent Kd was estimated to be 31 nM (Fig. 4c). This
value was identical to that obtained with the protein produced in bacteria, indicating that
expression in eukaryotic cells did not alter its activity.

Since we had previously observed that fusion of both R2DBDs with the MBP tag
modified their ability to oligomerize, we investigated the properties of a fusion protein model
that had previously been investigated as a potential way to target a nucleic acid vector close to
its chromosomal integration target [14]. This consisted of fusing the BmR2DBD at its C-
terminal end with a LexA DBD, and including a SV40 Nuclear Localization Signal (NLS)
between the DBDs (Fig. 4d). The LexA DBD was an interesting model, because its
functionality had previously been shown to depend on the properties of the domain to which it
is fused [34], making it possible to find out whether His-BmR2DBD can modify the
properties of a fused DBD. The profile of the R2ZDBD-LexA expressed in HeLa cells was
verified. Western blot analysis revealed that the fusion was expressed as a single protein of
about 46 kDa (Fig. 4e; theoretical molecular weight = 45.6 kDa). EMSA analyses done with
the R2site probe revealed that the BmR2DBD in the fusion protein was active, but that three
complexes were observed (Fig. 4f, lane 3). Similarly, EMSA indicated that the LexA part was

also active, and once again, three complexes were also observed (Fig. 4g, lane 3). The
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presence of three complexes was very probably not due to BmR2DBD oligomerization, but to
the fact that the LexA DBD can occur as a monomer, a dimer, or a tetramer in solution [34].
In contrast to MBP fusions, saturation graphs could be calculated for these proteins, although
these fusions were able to assemble in several different complexes as a result of LexA DBD
oligomerization. Similar UV cross-linking investigations and short-long probe EMSA
indicated that they all contained a single DNA probe to which the fusion was oligomerized
(data not shown). These controls made it possible to perform affinity analyses, which revealed
that the values of the apparent Kd of both domains in the fusion proteins were similar to those

of each isolated domain (about 20 nM; [34]).

Impact of R2DBD fusions on DNA integration in HeLa cells
The effects of several BmR2DBD fusions were assayed on the ability of SB vectors to
integrate into chromosomes by transposition and that of a plasmid to integrate by random
recombination. Integrations by transposition and random recombination occur at different
rates during an assay monitored with a transposon vector system, depending on the cell
lineage used and plasmid amounts transfected [35,36]. As a consequence, a NeoR cassette can
integrate by transposing with the SB vector into chromosomes in presence of Tpase. A
fraction of the plasmids carrying the SB vector will also integrate into chromosomes as a
result of random recombination, but in general this happens less often than transposition. In
the control assays carried out in absence of SB Tpase, only plasmid integrations by random
recombination occur.
A first set of assays was monitored with an R2DBD fused to the N-terminal end of the
SB Tpase (R2DBD-SB10; Additional file2). One objective of these assays was to find out
whether R2DBD-SB10 was able to mediate integration into rRNA genes. Two SB vectors
were used (Table 1). The first vector, pT2-pSV40-NeoR, carried a NeoR cassette with
expression that depended on an RNA polymerase II promoter, pSV40, and the second vector,
pT2-pPoll1h-NeoR, had NeoR cassette expression that depends on the human RNA
polymerase I promoter, pPollh [37]. The interest of this second construct is that pPollh
contains cryptic RNA polymerase II promoters that allow expression of NeoR cassettes
integrated into nucleolar rRNA genes or elsewhere in the genome [38]. Our results indicated
that RZDBD-SB10 was unable to achieve transposition, whatever the SB vector used (Fig. Sa
and b, white bars versus dark gray bars). These data agreed with those obtained with most of
the SB Tpases so far fused to a DBD [14-16]. Interestingly, we found that the numbers of
NeoR clones obtained in assays monitored with RZDBD-SB10 (Fig. 5a and b, dark gray bars)
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were systematically lower than those in the controls done in the absence of Tpase (Fig. 5a and
b, black bars). Statistical analyses indicated that this difference was only significant (p>95%)
when pT2-pPol1hNeoR was used as the SB vector source.

In a second set of assays, we checked the impact of several peptides theoretically
designed to target a DNA plasmid in the proximity of the rRNA genes [9,14]. First, we
analyzed the effect of R2DBD-NLS-LexA peptide on the integration ability of SB vectors.
Two plasmid sources of SB vectors were used: pT2-pSV40-NeoR and pT2-pSV40-NeoR-
LexA/BS, in which a LexA binding site was cloned within the SB vector (Table 1). Our
results indicated that the R2DBD-NLS-LexA expression in HeLa cells inhibited the
transposition of both SB vectors (Fig. 5¢ and d, white bars versus light gray bars). Here too,
we found that the numbers of NeoR clones obtained in the absence of SB10 Tpase, and in the
presence of RZDBD-NLS-LexA (Fig. 5c and d, dark gray bars), were statistically lower than
those of the control assays monitored in the absence of both proteins (Fig. 5c and d, black
gray bars). We conclude that R2DBD-NLS-LexA was able to inhibit the SB vector
transposition, and the plasmid integration by random recombination. Because a similar effect
of R2DBD-NLS-LexA was observed with both SB vector sources, we concluded that LexA
interfered non-specifically with both plasmids independently of the presence of LexA/BS
(Fig. 5c and d, top bars). Since some studies in the literature [39] have confirmed that LexA
DBD has lower DNA binding specificity, we assayed a second peptide R2ZDBD-NLS-
pZFD ! [40] in which pZFD""*' is composed of a concatemer of four ZFs that recognizes
a 12-bp motif (GACGCAGAAGCC; ZBS). ZBS is not found in the human genome, except in
the genomes of most patients with chronic myelogenous leukemia (CML), and in some
patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) or acute myelogenous leukemia (AML), in
which the BRC and ABL genes are fused. Two pBS-NeoRs were used for the integration
assays: pBS-NeoR and one pBS-NeoR derivative in which was cloned a ZBS to produce pBS-
NeoR-ZBS. Whichever plasmid was used, our results indicated that R2DBD-NLS-pZFD !
also lacked binding specificity under our experimental conditions (Additional file3). These
results were confirmed for both peptides in experiments in which the pSV40-NeoR cassette
was replaced by a pPol1h-NeoR cassette (data not shown).

The properties of a third peptide that theoretically works in a different way were
therefore investigated. This peptide was composed of an R2DBD fused to a domain
corresponding to the first 57 N-terminal residues of SB10 Tpase (NS7SB; Additional file4).
NS57SB has previously been proposed to be a Tpase-interacting domain that is able to interact

with full-length SB Tpase complex bound to the SB vector ITRs [9,14]. The N57SB10-NLS-
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TetR peptide has also been demonstrated to be able to modify the integration preferences of
SB vectors in the proximity of a TetR binding site [14]. For the integration assays, two ratios
of the plasmids pCS2-SB10 and pCS2-R2DBD-NLS-N57SB were used. The results revealed
that R2ZDBD-NLS-N57SB inhibited SB vector transposition, the intensity of inhibition
depended on the amount of R2ZDBD-NLS-N57SB expressed in the cells (Fig. 5e and f, white
bars versus light gray bars). Unexpectedly, controls done in the absence of SB10 Tpase
indicated that R2DBD-NLS-N57SB also inhibited plasmid integration by random
recombination, at least under conditions in which R2DBD-NLS-N57SB was abundant (Fig.
5f, black bars versus dark gray bars). Complementary experiments indicated that this effect
was statistically significant from a plasmid ratio of 1:4 (data not shown). In agreement with
structural data [41,42], our results therefore support the suggestion that N57SB 1s above all a
DBD that binds to the SB vector ends (ITRs) contained in pT2-pSV40-NeoR.

In conclusion, R2DBD-NLS-LexA, R2DBD-NLS-pZFD*" and R2DBD-NLS-
NS57SB all have the ability to inhibit SB vector transposition and plasmid integration by
random recombination. Preliminary results obtained with piggyBac vectors, R2ZDBD-NLS-
LexA and R2DBD-NLS-pZFDb°r‘abl led to similar conclusions, indicating that the effect was
independent of the transposons used (Data not shown; only one replicate of each of the
transposition assays shown in Fig. 5 was done). In agreement with these conclusions, we also
found that R2DBD-NLS-LexA, R2DBD-NLS-pZFD""*' and R2DBD-NLS-N57SB have the
ability to decrease the expression of a gene beard by a co-transfected plasmid (Data not
shown). These results were obtained using an internal control of our transposition assays (see
Material and Methods). We checked 24 hours post transfection that plasmids were transfected
by following the transient luciferase expression of the co-transfected pGL3 plasmid. We
observed that luciferase activities were all 2 to 5-fold lower in HeLa cells transfected with
plasmids expressing R2DBD-NLS-LexA or R2DBD-NLS-pZFD*" ! 5 to 20-fold lower in
those expressing with R2ZDBD-NLS-N57SB, and similar to the controls in those expressing
R2DBD-NLS, NLS-LexA or NLS-N57SB.

Overall, these inhibitory effects did not depend on the domain fused to R2DBD or on
the promoter of the marker gene since we obtained similar results with all three peptides using
a pBS-NeoR plasmid. However, their effects did depend on their cellular level of expression,
which was to be expected since they do not have the same affinities for DNA binding sites.
None of the domains fused here to R2DBD, i.e. LexA, pZFD " and N57SB, has previously
been found to inhibit transposition and recombination [14-16] when associated with another

DBD or enzyme. We therefore concluded that the inhibitory effect was allocated by R2DBD
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to the fusion peptides. Two hypotheses can be proposed to explain our results. The first
supposes that the expression of R2ZDBD peptides has a toxic effect on HeLa cells, and so
killed the transfected cell population. The second proposes that the nuclear trafficking of the
plasmid to the target was affected, and that this impaired plasmid access to the transposition

and recombination machineries.

Impact of R2DBD peptides on Hel.a cells

To find out whether R2DBD peptides were toxic for HeLa cells, the effect of R2DBD-
NLS was assayed on the transposition and plasmid integration of SB vectors. The results
showed that RZDBD-NLS did not have any effect on transposition (Fig. 5g, white bars versus
light gray bars) or recombination (Fig. 5g, black bars versus dark gray bars). The effects of
the NLS-LexA and NLS-N57SB were also assayed. Our findings also showed that they had
no effects (Fig. Sh), even though we did detect a weak effect with NLS-LexA when a plasmid
containing a LexA/BS was used (Fig. 5h, black bars versus white bars). The toxicities of
R2DBD and the peptides in which it was fused to LexA and N57SB were then verified using
a viability assay evaluating cell survival during the 48 hours following the plasmid
transfection (Additional fileS). We found that the viability of the HeLa cells was not altered,
whatever R2DBD peptide was expressed. We therefore concluded that R2DBD peptides had
no toxic effect on HeLa cells under our experimental conditions, and that their effects on
transposition and recombination were attributable to some other cause.

The localization of R2DBD in nuclei was verified by transfecting Hela cells with
plasmids expressing an R2DBD-NLS-GFP fusion or a variant expressing an R2DBD-GFP
fusion in which the SV40NLS had been removed by mutagenesis (PKKKRK to PKAIRK
[43]). The expression profiles of both peptides were compared to those of Hela cells
transfected with control plasmids expressing GFP, a protein that passively diffuses into all
cell compartments, or a MOS1-GFP, a protein fusion that is actively concentrated in the
nucleus (personal data). Our findings indicated that fusions of both GFPs with R2DBD were
actively accumulated in the nucleus (Fig. 6a). This indicated that the R2DBD sequence
contained NLS information that was efficient enough to monitor a nuclear import as strong as
that mediated by SV40 NLS. PSORT II facilities at http://psort.hgc.jp/form2.html allowed us
to identify two NLS candidates (HKRR and PMMVKRR). The findings also revealed that the
nuclear distribution of the green fluorescent signal was unexpected, since it was not
homogenous with either of the GFP fusions, both of which assembled fluorescent “mottling”

around and between the nucleoli. This feature was in striking contrast with the results
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obtained in the controls in which the GFP or the MOS1-GFP fluorescences were found to
diffuse homogenously within the nuclei (Fig. 6a). This was therefore further investigated by
co-expressing both RZDBD-GFP fusions with a nucleolar marker, human nucleoline [44].
The composite image created by merging the GFP and DsRED signals confirmed that
R2DBD-GFP was indeed assembled as mottling organized around and between nucleoli, and
that R2DBD-GFP did not co-localize with nucleolin within the nucleoli (Fig. 6b). These
observations led us to propose that R2ZDBD was located around and between the nucleoli, and
probably around other small nucleolar accessory bodies [45]. Such a location could explain
why the R2DBD-GFP signal formed mottled patterns, and suggests that R2ZDBD has an
affinity for a nuclear protein that is abundant in nuclear organelles and molecular networks

ensuring connections between them. Fibrillarin is a potential candidate [46].
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Discussion

The positive and negative results reported here supply important information that needs
to be analyzed from four aspects concerning the R2DBD properties; the unexploited
advantages of the R2DBDs, the possibilities and limitations of fusion peptides for targeting

integrations of non-viral vector, and the alternatives to fusion peptides for targeting vectors.

Properties and current limitations of R2ZDBDs

Our objective was to characterize at least one DBD that has the properties required to
specifically target rRNA genes, whatever the eukaryotic genome in which it could be used.
The interests of the strategy that consist in targeting insertions of transgenic cassettes into
rRNA genes in eukaryotic genomes are summarized in Additional file6.

Here, our data show that RZBDBs have at least five of the properties that are required in
such a peptide. Firstly, R2ZDBDs are able to bind specifically to a 20-bp motif located within
the 100-bp region that is conserved among all eukaryotes. Moreover, the affinity of R2DBDs
for the 20-bp target is rather high in vitro, their apparent Kds being around 20 nM. Secondly,
R2DBDs bind to their DNA target in monomer form. This property is very important if
R2DBDs are used to target other molecules, because it should prevent the assembly of homo-
aggregates. Thirdly, the R2DBD sequences contain strong NLS information, which should
avoid the addition of an NLS in the synthetic peptide. Fourthly, R2DBDs retain their DNA
binding properties when there are fused to another protein or domain. Fifthly, the
functionality of a protein fused to R2DBD is preserved, as illustrated here with LexA,
pZFD*"*! N57SB and GFP. We found that the functionality of SB10 is in fact altered by its
N-terminal fusion to R2ZDBD. However, this is very probably due to the fact that SB10 cannot
tolerate N-terminal fusion, which is clearly illustrated in the literature with domains of various
origins [14-16].

Our results also show that a few properties of the R2DBDs still need to be optimized
before they become fully usable. Indeed, we observed that RZDBD-GFP fusions did not
penetrate into all nuclear compartments, but were concentrated around nuclear organelles,
nucleoli and other small nucleolar accessory bodies, that are connected to each other by
proteins such as fibrillarin [45,46]. This property, that is probably due to the absence of a
nucleolar localization signal (NoLS), means that in their present form R2DBDs are unable to
reach the rRNA genes in the nucleoli in vivo. There are ways to circumvent both problems
independently. Firstly, the localization of R2DBD in nucleoli can be determined by adding an
NoLS at its N- or C-terminal ends, as described in [47]. Secondly, the potential affinity for the
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surface of nuclear organelles could be eliminated by screening a library of punctually mutated
R2DBDs, using a single or a two yeast-hybrid system to locate mutants that have lost the
ability to interfere, for example, with fibrillarin. This second point still needs to be engineered
after adding an NoLS at one end of R2DBD. Even if it is relatively simple to think up ways of
doing this, the implementation of such mutant screening will require considerable investment,
since the properties of several mutants that do not assemble around nuclear organelles, will all

need to be verified in order to identify one or more optimal DBD candidates.

Unexploited properties of RZDBD

Previous studies [28,30] have together demonstrated that R2DBD is able to bind
specifically to a 20-bp rRNA target. The findings reported here indicate that R2ZDBD has no
dual DNA binding activities, i.e. one DNA binding activity with high affinity for its 20-bp
target, and a second activity characterized by the absence of specificity and low binding
affinity. Indeed, we observed that R2DBD expressed alone in vivo does not inhibit the DNA
plasmid integrations by transposition and recombination (Fig. 5g), and does not hamper the
luciferase expression from a plasmid. The absence of dual DNA binding activities is not
common in either natural or synthetic DBDs. Hence, the three DBDs used here to be fused to
R2DBD, LexA, pZFD™** and N57SB, were also found to be able to interact non-specifically
in vivo with plasmids that do not contain their specific binding target (Fig. Sh and Additional
file3). For LexA and N57SB DBDs, our observations confirm observations already reported
in the literature, even though there are few such examples [39,48]. In the case of pZFD ",
this was a priori not expected for a tetra-ZF domain, although dual DNA binding activities
had already been identified for pZFDs bigger than tri-ZF. The objective of most molecular
methods so far developed to obtain pZFDs is to produce tailored tri-ZFs. Fused to a nuclease
or a recombinase catalytic domain, such tri-ZFs are sufficient to bind to a 18-bp binding target
by dimerizing two ZF-nuclease or ZF-recombinase monomers [49]. Few molecular methods
have been developed to manufacture hexa- and nona-ZF monomers to bind to 18- and 30-bp
DNA motifs, respectively [50-53]. If tailored hexa- and nona-ZF monomers have nM affinity
for their binding target, their organization into several blocks of di- or tri-ZF means that they
are also able to bind with a lower affinity to smaller motifs similar to submotifs contained in
their specific 18- and 30-bp DNA target. In a eukaryotic genome, the ability of a hexa-ZF
monomer to recognize a unique, 18-bp chromosomal motif is therefore going to be a balance
between its specificity for its target and its ability to bind with lower affinity to hexa- and

nona-bp motifs that are much more abundant in eukaryotic genomes. These features of the
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pZFDs greater than tri-ZF explain why we found here that pZFD** is able to interact non-
specifically in vivo with plasmids that do not contain its binding site (Additional file3).

Overall, these observations suggest that R2ZDBDs may have two very interesting
properties for certain biotechnological purposes requiring highly specific DNA binding of a
20-bp target. First, R2DBDs seem to be unable to bind non-specifically to DNA. Second,
R2DBDs seem unable to bind to DNA sub-motifs contained in the sequence of its 20-bp
rDNA target. The 3D structure of R2DBDs is probably responsible for their binding as a
single block to the 20-bp rDNA target.

To target one specific chromosomal locus requires that only one 18-bp DNA maotif in
eukaryote genomes is recognized. This means that pZFD monomers designed to target DNA
motifs of at least 12-bp cannot ensure the uniqueness of their binding to their target as reliably
as R2DBDs do to their 20-bp rDNA target. The core structure of R2DBDs consists of one ZF
associated with an Myb-like sub-domain [28,29](Fig. 1d). Starting from the R2DBD
backbone, it might therefore be of interest to develop the molecular engineering of a new type
of monomeric DBDs that would be tailored to the 20-bp target sequence to which they have to
bind. The design of molecular methods to select such tailored R2DBD derivatives might be
facilitated by the fact that the ZF structure in R2DBD (modeled using I-TASSER [54]) is very
similar to that used to design tailored ZF. Using data from the ZiFit database, it should
therefore be possible to fit this ZF moiety to the nucleotide triplet to which it binds [21], and
so “only” have to design a selection procedure on the Myb-like sub-domain. Myb-like sub-
domains are composed of 3 main o-helices in which only the third is involved in DNA
binding [29]. Obtaining a crystal structure of an R2DBD bound to its 20-bp DNA target
should help to confirm the viability of this approach.

Alternatives to fusion peptides to target vectors

Data recovered here about the functioning of the LexA, pZFD* ™ and N57SB confirm
the need to have rigorous control procedures in place before attempting to use a protein
domain in a synthetic peptide system. Nevertheless, our experience with such peptides
suggests that these controls will very probably be far from sufficient to control the targeting.
Indeed, whatever integration process is used (i.e. HR or transposition) and whatever locus is
targeted (rRNA genes or other loci), the localization of the plasmid in the vicinity of the locus
into which it must be targeted is going to depend to a large extent on the balance between two
parameters: the peptide expression rate in the cell and the amount of plasmid able to reach the

nuclei. A third parameter is that this balance is going to be complicated by the fact that the
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plasmid transfection efficiency is going to vary over about 4 orders of magnitude in a single
cell population (this is strongly suggested by data obtained from the FACS analysis of a cell
population transfected with a plasmid expressing the GFP). To date, although the third
parameter seems to be difficult to control, the transfection of a pre-assembled complex
(plasmid-targeting peptide) is a technical solution that should be kept in mind, since it could
make it possible to circumvent the problems related to the two first parameters. One way to
assemble such a complex could be to use a bis-PNA oligonucleotide that is able, on the one
hand, to be specifically annealed to the plasmid [10], and on the other hand, to be bound or
cross-linked to a DBD. In such a procedure, the bis-PNA oligonucleotide might first be
annealed to the plasmid by Temperature-assisted cyclic hybridization (TACH [10]).
Depending on the presence of a biotin or SH group grafted at one end of the bis-PNA
oligonucleotide, a streptavidin-DBD peptide or a polyNQ-DBD peptide might be then bound
or chemically cross-linked to the bis-PNA/plasmid complex.

The efficiency of the TACH method to anneal bis-PNA oligonucleotide onto a plasmid,
and of the binding of a monovalent streptavidin to a biotin [55], or of the cross-linking with
the Sulfo-EMCS cross-linker between a SH group and a polyNQ tail mean that this might be a
viable solution. As previously pointed out, even if it is relatively simple to think up such

solutions, their implementation will require considerable investment.

Conclusion.

R2DBDs are promising candidates to target DNA molecules in the immediate vicinity of the
rRNA genes since they 1) specifically recognize, with high affinity, a 20-bp binding site
located within the expected genomic rDNA target, ii) act as monomers, iii) contain a nuclear
localization signal, iv) remain functional when fused to another domain and, v) do not alter
the functionality of the protein to which they are fused. However, R2DBDs have two
properties remain to be engineered before these DBDs can be integrated into a molecular
targeting system directed into rRNA genes. The first concerns the ability of R2DBD to locate
within the nucleolus, the organelle in which the rRNA genes reside. The second is the
tendency of R2DBD to accumulate in certain parts of the nuclei, which limits its diffusion
within nuclei. Technological solutions are available to engineer these DBDs. The results
reported here also supply important information concerning the R2DBD properties and the
plasmid DNA targeting within nuclei that will need to be further analyzed from three aspects;

the unexploited advantages of the R2DBDs, the possibilities and limitations of fusion peptides
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for targeting integrations of non-viral vector, and the alternatives to fusion peptides for

targeting vectors.
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Materials and methods
PZFD design

An optimal motif was first calculated using the Zinc Finger Tools website
(http://www .scripps.edu/mb/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php; [20]) to target a synthetic
pZFD within the 100-bp region shown in Fig. 1. This 22-bp motif is located 11-bp upstream
of the R2 endonuclease binding site. DNA fragments encoding pZFD able to bind to this 22-
bp motif were designed using facilities available at websites proposing three calculation
methods. The first pZFD, designated ZFDBarbas, was designed using the Zinc Finger Tools
website. Two other pZFDs, designated ZFDSangamo and ZFDToolgen respectively, were
designed at the ZiFiT V3.0 website (http://bindr.gdcb.iastate.edu/ZiFiT/; Sander et al. 2007),
following the recommendations for optimization from the ZiFDB V1.0 website

(http://bindr.gdcb.iastate.edu:8080/ZiFDB/controller/searchObjects; [22]).

DNA fragment synthesis

DNA fragments containing the 100-bp segment including the binding sites of the pZFD
and the R2DBD proteins (Fig. 1b) were synthesized by ATGBiosynthetics (Germany) and
cloned in pUC57 (Fermentas). The fragments encoding pZFD and the R2DBD proteins
(Fig. 1d) were designed and synthesized with a codon usage avoiding codons that are rare in
human cells. The R2DBD originated from sibling endonucleases encoded by the non-LTR R2
retrotransposon of Bombyx mori and Drosophila melanogaster. They were designated
BmR2DBD and DmR2DBD respectively. The LexA binding site was constructed using two
oligonucleotides (LexAfix: 5’- AATTCCATGGATCCGTCGACCTGTATATATATACACT
CGAGATCTCCATGG -3’ and LexAfix-Rev: 5-
AATTCCATGGAGATCTCGAGTGTATATATATACAGGTCGACGGATCCATGG  -37)
that were annealed, and then cloned into the EcoRI pBS-SK- plasmid. The DNA segment

encoding the LexA-NLS was designed on the basis of data in the literature [14].

DNA probes

A 150-bp fragment containing the 100-bp segment with the protein binding sites was
purified after plasmid digestion with Kpnl and Sall, separation on an agarose gel and elution
with the Wizard SV gel and PCR clean-up system kit (Promega). This probe was designated
the R2site. A variant fragment of 240-bp was obtained by PCR using M13 universal and
reverse primers. A 51-bp fragment containing the LexA binding site (LexA-BS) was similarly

purified using EcoRI plasmid digests. A 70-bp fragment containing the 3’-ITR of Mosl
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transposon was prepared as described [33]. DNA fragments were radiolabeled by filling using
the DNA polymerase Klenow fragment (New England Biolabs), 30 pCi of [a-?P] dATP
(3000 Ci/mmole) and unlabelled dC-G-TNPs. The probes were purified by electrophoresis on
a 6% native polyacrylamide gel and then eluted in Tris-HCI 10 mM [pHS8], 1 mM EDTA, and
50 mM NaCl buffer. After precipitation using tRNA as a carrier, the probes were resuspended
in 50 pl of H>O, and the DNA concentration was estimated by Hoechst assay [56] using a
Mithras LB 940 (Berthold Technologies).

Protein purification of bacterial recombinant protein

Each of the five fragments encoding a DBD was cloned into the pET14b vector
(Novagen), in a frame with a Histidine tag (Hise) at the amino terminal end. The pET14b
constructs were transformed in BL21 Escherichia coli bacteria containing a pRARE plasmid
(Novagen), which encoded rare tRNA E. coli codons. They were also cloned into the pMalc2
system (New England Biolabs), and fused in frame with the Maltose Binding Protein (MBP)
at the amino terminal end. The pMalc2 constructs were transformed in JM109 E. coli bacteria
using the pRARE plasmid (Novagen).

Bacteria were grown at 37°C and 250 rpm either until the OD reached 0.4 to 0.6
(proteins tagged with Hise) or for 6 hours (proteins tagged with MBP). Expression was then
induced by supplying 1 mM IPTG for 3 hours at 37°C and 250 rpm. The cells were harvested
by centrifuging, resuspended in buffer A (50 mM Tris-HCI [pH 8], 500 mM NaCl, 1 mM
dithiothreitol (DTT)) and ruptured by enzymatic digestion with 1 mg/ml lysozyme, for
30 minutes at 4°C. Insoluble material was removed by centrifuging (15,000 g for 10 min, at
4°C) and the supernatant was used as a crude extract containing the expected fusion protein.
The crude extracts were loaded in buffer A onto a HisLink Protein Purification Resin
(Promega) for His-tagged proteins and onto amylose resin (New England Biolabs) for MBP-
fused protein. After washing the column with buffer A, the proteins were eluted with buffer A
supplemented with 250 mM imidazole or 10 mM maltose, respectively. The protein
concentration in each of the eluted fractions was determined by a Bradford assay using bovine
serum albumin as the standard, and the purification quality was checked by electrophoresis on
a sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel (SDS-PAGE) with Coomassie blue staining.
Proteins fused with MBP have a cleavage site for factor Xa located between the tag and the
recombinant protein. Proteolyses with factor Xa of the MBP fusions (New England Biolabs)

were done according to the instructions of the enzyme supplier.
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DNA plasmid transfection in HeLa cells

HelLa cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS).
About 5 x 10* cells were seeded onto each well of a 24-well plate, one day prior to
transfection. Cells were transfected with jetPEI™ (Polyplus Transfection) at an N/P rate of 5,
according to Manufacturer’s instructions. Briefly, plasmid DNA (0.2 to 0.5 pg) and jetPEI™
were each diluted in 50 pl of 150 mM NaCl, then mixed gently together and incubated for
15 min. Cells were then incubated for 2 to 4 h with the complexes dropped into 500 uL of
Opti-MEM medium (Invitrogen). The transfection solution was then discarded, replaced by

fresh DMEM supplemented with 10% FBS, and incubated for 24 hours at 37°C.

Protein expression in HeLa cells

Each R2DBD fragment was cloned into the pCS2+ vector (Addgene). In each well of a
6-well-plate, 4x10° HeLa cells were plated one day prior to transfection, and were cultured in
DMEM medium (GIBCO-BRL) supplemented with 10% fetal bovine serum at 37°C and 5%
CO,. Two pg of pCS2-R2DBD were transfected using JetPEI'™ according to standard
protocols (Polyplus transfection). One day post-transfection, the cells were scraped off and
washed with Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X solution. Cells were resuspended in buffer A,
and disrupted with four S-minute freeze (-80°C) and thaw (37°C) cycles, and sonicated
(twice, for 10 sec at 50W). After centrifuging for 10 min at 15,000g and 4°C, the supernatant

was used as a crude extract known to contain the protein of interest.

Integration assays in HeLLa

The features of the plasmids used in integration assays, transfection, and microscopy
analysis in HeLa cells are summarized in Table 1. About 5 x 10° HeLa cells were co-
transfected with 500 ng of a 4 DNA plasmid mix. One fifth (100 ng) of the mix corresponded
to the pGL3 plasmid (Promega) that was used to check that transfection had occurred. The
remaining 400 ng consisted of a mix composed of one of the 3 different Tpase sources (pCS2,
pCS2-SB10 or pCS2-SB10-R2DBD), one of the 5 sources of a cassette encoding a resistance
to G418 (pBS-NeoR, pBS-NeoR-LexA/BS, pBS-NeoR-ZBS, pT2-pSV40-NeoR, pT2-pSV40-
NeoR-LexA/BS, pT2-pPollh-NeoR), and one of the 8 target peptide variants (pCS2, pCS2-
R2DBD, pCS2-R2DBD-LexA, pCS2-R2DBD-NLS-LexA, pCS2-R2DBD-N57SB10, pCS2-
R2DBD-pZFD"™'| pCS2-NLS-LexA, pCS2-NLS-N57SB10). Two days after transfection,
1/3 of cells were used to check the effectiveness of transfection by evaluating the luciferase

activity with the Luciferase Assay System Kit (Promega). The remaining 2/3 of the cells were
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transferred to 100-mm plates followed by G418 sulfate selection (800 pug/mL, PAA) for
14 days. Finally, the cells were fixed and stained with 70% EtOH - 0.5% methylene blue for

3h. Only colonies with a diameter > 0.5 mm were counted.

Microscopic analysis in HeLa cells

About 5 x 10* HeLa cells were co-transfected with 500 ng of a 2 DNA plasmid mix as
described above. 50% of the mix corresponded to the plasmid expressing the R2ZDBD fused to
the GFP (Table 1); the remaining 50% consisted of a plasmid expressing a nucleolus marker
fused to the DsRed (pDsRed-C1Hsnucleoline; Becherel et al. 2006). Twenty-four hours post-
transfection, cells were washed three times with PBS 1X, and nuclear DNA was stained with
2 pg/mL. DAPI for 2h. Three more PBS 1X washes were performed before microscopic

observation. Cells were observed under an epifluorescence microscope (Olympus BX51).

Electrophoretic mobility gel assay (EMSA)

Binding reactions were carried out in binding buffer (BB) containing 50 mM Tris-HCI
[pH 8], 200 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 11% glycerol, 0.1 mg/ml of bovine serum
albumin (BSA), and 0.01% Triton X-100. In each 20 pl of reaction mixture, 0.03 pmol of the
32p_labeled duplexes were mixed with appropriate amounts of purified proteins, and 1 pg of
sheared DNA from herring sperm. Mixtures were incubated at 37°C for 1 hour. Reaction
products were then separated using discontinuous 4 to 6 or 9% native polyacrylamide gels
(depending on the protein size). Electrophoresis was carried out in 0.25X TBE at 200 V, dried

and autoradiographed.

UV cross-linking of DNA-protein complexes

Complexes were assembled in 20 pl reaction mixtures containing 0.2 pmol of
2p_labeled R2 site probe (150-bp), and 5 pmol of protein His-BmR2DBD or 0.6 pmol of
MBP-BmR2DBD in BB. After incubating for 1 hour at 37°C, samples were exposed to UV
irradiation (312 nm) for 30 min at 4°C. Reactions were stopped by adding 4 ul of 6X SDS-
PAGE loading buffer. The samples were then boiled for 10 min.
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Kd determination

Concentrated proteins or HeLa cell extracts were serially diluted and used in EMSA.
Bound and unbound R2site probe was quantified by Instant Imager (Packard). The apparent
Kd for each binding reaction was estimated from the plot of bound/unbound probe versus
binding protein concentration using PRISM 4 software. Data from 4 or 5 replicates were

pooled to calculate each apparent Kd.

Analysis of the expressed proteins by immunoblotting

Cells recovered from the cultures were washed three times with 1X PBS. Total protein
extracts were separated by electrophoresis, adding 20 ug of each sample to a sodium dodecyl
sulfate 8% miniPAGE, and then -electro-blotted onto nitrocellulose filters (Bio-Rad
Laboratories). After blocking with 5% skim milk in 1X PBS for 1 h, the filters were incubated
overnight with rabbit polyclonal anti-6-His (1: 20,000; Bethyl Laboratories Inc.) or anti-LexA
(1:1,000; Sigma). The filters were then incubated with horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) before being developed using

enhanced chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Sunnyvale, CA).

Nucleotide sequence analyses

To make an inventory of the nucleotide motifs in the human genome, we used syntactic
models to mine the database using WAPAM at the website http://genoweb.univ-
rennes1.fr/Serveur-GPO/outils_acces.php3?id_syndic=185&lang=en. The syntactic models
used were TAAGGTAGCCAAATGCCTCG to locate 100% conserved of R2 endonuclease
binding sites, and CGGGTAAAC-x(0,12)-GGAGTAACT, for the different variants of the
ZBS potentially bound by the pZFD used in this paper, and which has a variable spacer of 0
to 12 nucleotides between the 9-bp motifs bound by ZFD1 and ZFD?2 respectively (Fig. 1c).
The parameters were set to detect only exact matches (significance score of 100%). We
confirmed results obtained with WAPAM by mining databases with BLASTn, using the
NCBI facilities and non-default parameters that were the “Somewhat similar sequences

(blastn)”, a word size = 7, and an expected threshold of 100.
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Additional file 5. Impact of R2DBD peptides on cell viability
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List of abbreviations

Bm, Bombyx mori

bp, base pair

BB, binding buffer

BS, binding site

DBD, DNA binding domain

Dm, Drosophila melanogaster

DMEM, Dulbecco's modified eagle medium
DNA, deoxyribonucleic acid

DTT, dithiothreitol

EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid
EMSA, electrophoresis mobility shift assay
FBS, fetal bovine serum

His, histidine

HR, homologous recombination

IPTG, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
ITR, inverted terminal repeat

GFP, green fluorescent protein

Kd, “dissociation” constant

MBP, maltose binding protein

NeoR, neomycin resistance gene

OD, optical density

OREF, open reading frame

NLS, nuclear localization signal
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32p, phosphorus *

PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis
PB, piggyBac

PBS, phosphate buffer saline

PCR, polymerase chain reaction

PEI, polyethylenimine

pZFD, polydactyl zinc finger domain

R2, R2 non-LTR retrotransposon

RNA, ribonucleic acid

rRNA, ribosomal ribonucleic acid

SB, Sleeping Beauty

SB10, Sleeping Beauty transposase version 10
SDS, sodium dodecyl sulfate

TACH, Temperature-assisted cyclic hybridization
TBE, tris borate EDTA

Tpase, transposase

ZBS, zinc finger domain binding site

ZF, zinc finger

ZFD, zinc finger domain
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Figure Legends

Fig. 1 Features of rRNA genes, integration and cleavage sites, and the DNA binding
domains targeted within the region encoding the 28S rRNA. (a) General map of the
human ribosomal DNA repeat unit including the gene region transcribed by RNA
polymerase I and the intergenic non-transcribed spacer [57]. In the transcribed region, white
boxes correspond to transcribed spacers. Black boxes locate the region encoding the 18S, 5.8S
and 28S rRNA. Dotted lines from a to b delineate the 100-bp conserved region. (b) Sequence
comparison of the 100-bp region in the gene encoding the 28S rRNA that is 99 to 100%
conserved from yeast to human beings. The TTAA tetranucleotide in which the Pokey DNA
transposon integrates [11] is typed in italics and bold, and the binding site of the endonuclease
encoded by the R2 non-LTR retrotransposon [28] is highlighted in gray, with the AG
dinucleotide in which the endonuclease cleavage occurs highlighted in black and typed in
white. The bipartite DNA binding site of the three pZFDs described in b and ¢ are boxed and
in bold, the linker between these sites being shown in lower-case letters. Since this 100-pb
DNA segment contained the binding site of our pZFD (ZBS) and that of the R2 endonuclease,
it was used as probe in our EMSA analysis, and designated the R2 site (¢) Organization of the
bipartite pZFD in which both ZFD trimers, ZFD1 and ZFD2, are separated by seven glycine
residues. Their binding to the bipartite DNA 9-bp binding site is shown below the pZFD
representation. (d) Amino acid sequences of the two DNA binding domains contained in the
R2 non-LTR retrotransposons isolated from (1) Drosophila melanogaster and (2) Bombyx
mori (Accession numbers: M16558 and X51967). The zinc fingers are boxed, and the
residues involved in the C,H, bonds highlighted in gray. The conserved motifs within the
Myb sub-domain are also boxed, and the most highly conserved residues are highlighted in

black and typed in white [29].

Fig. 2 EMSA analysis of MBP-BmR2DBD. (a) Shifted complexes assembled with the
R2site probe in the absence (lane 1) or presence of 10 nM MBP-BmR2DBD (lane 2). FP:
Free R2site Probe. (b) SDS-PAGE (6%) analysis of UV cross-linked complexes resulting
from the assembly of the MBP-BmR2DBD and the radiolabeled R2site probe. Lane 1: R2site
probe after UV treatment; lane 2: complexes with no UV treatment; lane 3: UV-treated
complexes. U: unbound free R2site probe. MW (in kDa) were scaled with the Precision Plus
Protein Pre-stained Standards (BioRad). (¢) PAGE stained with colloidal Coomassie blue.
Lane 1: MBP-BmR2DBD; Lane 2: MBP-BmR2DBD cleaved by Factor Xa. (d) Shifted

complexes assembled with the R2site probe in the absence (lane 1) or presence (lane 2) of
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5 nM MBP-BmR2DBD, 5, 50, 500 and 5000 nM of MBP-BmR2DBD cleaved with Factor Xa
(for 2 hours at 25°C before complex assembly; lanes 3 to 6). Lanes 7 and 8 are negative
controls obtained after incubating the R2site probe with MBP and Factor Xa proteins

respectively. FP: Free Probe.

Fig. 3 EMSA analysis of His-BmR2DBD. (a) Pattern of the complexes assembled with
50 nM (lane 1), 100 nM (lane 2), 200 nM (lane 3) and 250 nM (lane 4) of His-BmR2DBD
and the R2site probe. Lane 5: R2site probe without protein. FP: R2site Free Probe. (b) SDS-
PAGE (8%) analysis of UV cross-linked complexes resulting from the assembly of the His-
BmR2DBD and the radiolabeled R2site probe. Lane 1: R2site probe after UV treatment;
lane 2: complexes with no UV treatment; lane 3: UV-treated complexes. U: unbound free
R2site probe. MW in kDa were scaled with the Prestained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas). (¢) and (d) Saturation graphs at the binding equilibrium with a fixed probe
concentration and variable concentrations of His-BmR2DBD and His-DmR2DBD,
respectively. (e) and (f) Scatchard plots of the single complexes obtained with His-
BmR2DBD and His-DmR2DBD, respectively. The bound/free (B/F) R2site probe was plotted
versus concentration of bound R2site probe [nM], leading to the Scatchard plot. -1/Slope of
the line gives the apparent Kd. The R? correlation coefficients calculated from the data used
for the Scatchard linear regression were 0.92 for His-BmR2DBD and 0.86 for His-
DmR2DBD.

Fig. 4 Features of His-BmR2DBD expressed in HelLa cells. (a) Shifted complexes
assembled with the R2site probe in the absence of protein (lane 1), in the presence of purified
protein produced in bacteria (lane 2) or HeLa cell extract expressing His-BmR2DBD (lane 3).
FP: Free Probe. (b) Saturation graphs set at the binding equilibrium with a fixed concentration
probe and variable amounts of HeLa cell extracts containing His-BmR2DBD. (¢) Scatchard
plot of the single complex obtained with His-BmR2DBD. The bound/Free (B/F) R2site probe
was plotted versus concentration of bound R2site probe [nM], leading to the Scatchard plot.
-1/Slope of the line gives the apparent Kd. The R? correlation coefficient calculated from data
used for the Scatchard linear regression was 0.96. (d) Sequence of the His-BmR2DBD-LexA
fusion. The peptide containing the Histidine tag is typed in dark gray and bold. The linker is
typed in italics and bold, the flexible poly-Glycine tracts are typed in light gray, and the NLS
in black. BmR2DBD and the LexA part are typed in black, the latter being underlined. (e)
Western Blot analysis of the His-BmR2DBD-LexA protein expressed in HeLa cells. Lanes 1
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and 3: HeLa cell extract transfected with pCS2. Lanes 2 and 4: HeLa cell extract transfected
with pCS2-BmR2DBD-LexA vector. Revelation was done with an anti-Histidine tag antibody
(lanes 1 and 2) and anti-LexA antibody (lanes 3 and 4). (f and g) His-BmR2DBD-LexA
complexes with R2site (f) and LexA-BS (g) probes. Lane 1: probe alone; lane 2: protein
extract from cells transfected with pCS2; lane 3: protein extract from cells transfected with
pCS2-BmR2DBD-LexA. Black arrows indicate the shifted complexes. Those in gray indicate
dissociated complexes that varied in intensity for the various experiments and binding

conditions. FP: Free Probe.

Fig. 5 Impact of R2DBD peptides on irn vivo NeoR cassette integration by random
recombination of the plasmid carrier or transposition of the SB vector carrier.
Transposition assays monitored in the absence (black bar) or presence of Tpase (SB10, white
bar; R2DBD-SB10, dark gray bar) with a transposon source plasmid carrying a pSV40-NeoR
(a) or a pPollhNeoR cassette (b). Impact of the R2ZDBD-NLS-LexA peptide in transposition
assays monitored in the absence (black and dark gray bars) or presence of SB10 Tpase (white
and light gray bars) with an SB transposon plasmid carrying a pSV40-NeoR cassette (¢ and d)
and a LexA binding site (LexA/BS; d). (e) and (f), impact of the R2ZDBD-NLS-N57SB10
peptide in transposition assays monitored in the absence (black and dark gray bars) or
presence of SB10 Tpase (white and light gray bars) with an SB transposon plasmid carrying a
pSV40-NeoR cassette. 100 ng of pT2-pSV40-NeoR was transfected into 5x10” cells, but a 1/1
and 1/400 plasmid ratio between pCS2-SB10 and pCS2-R2DBD-N57SB10 were respectively
used in (e) and (f) (100ng/100ng versus 1ng/400ng). (g), impact of the R2ZDBD-NLS peptide
in transposition assays monitored in the absence (black and dark gray bars) or presence of
SB10 Tpase (white and light gray bars) with a transposon source plasmid carrying a pSV40-
NeoR. (h), impact of the NLS-LexA (black, dark gray and white bars) and N57SB10 peptides
(light gray bar) on the integration by random recombination of pBS plasmids carrying a
pSV40-NeoR cassette containing (white bars) or not a LexA/BS (white bars versus black,
dark gray and light gray bars). In a, b, ¢, d, g and h, 100 ng of each plasmid was transfected
into 5x10" cells. Data were obtained from at least 6 replicates resulting from at least 2
different experiments. Percentages (%) of G418-resistant clones are calculated for each
replicate using the sample represented by a black bar as a reference. They are represented
with median and errors bars corresponding to quartiles 1 and 3. * and brackets indicate
significant differences using a non-parametric, two-tailed Wilcoxon/Kruskal-Wallis test with

a significance threshold of 0.05 (p>0.95).
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Fig. 6 Location of RZDBD-NLS-GFP and R2DBD-GFP fusions expressed in Hel.a cells.
(a) Analysis of DAPI and GFP-fluorescence distribution in HelLa cells transfected with
plasmids expressing GFP, MOS1-GEP or R2DBD-NLS-GFP proteins. GEP and MOS 1-GFP°*
were used as negative and positive controls of active nuclear import, respectively. The nuclear
DNA was stained with DAPIL. Merge pictures were used to confirm the co-localization
between the nucleus and GFP proteins. Since the results were similar, only those obtained
with R2DBD-NLS-GFP are shown. (b). Analysis of GFP and DsRed-fluorescence
distribution in HeLa cells co-transfected with plasmids each of which expressed the R2DBD-
NLS-GFP and pDsRed-ClHsnucleoline fusions. pDsRed-C1Hsnucleoline was used to label
nucleoli. Merge pictures were used to verify the co-localization between nucleoli and GFP
signal in nuclei. Since results were similar with both fusions, only those obtained with

R2DBD-NLS-GFP are shown in a and b.
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Table 1: Plasmids used for transfections into HeLa cells

Plasmid name Plasmid features
Transposase source for integration assays
pCS2-SB10 Plasmid encoding the version 10 of the sleeping beauty transposase (SB10 [58])
pCS2-SB10-R2DBD Plasmid encoding SB10 fused with R2DBD at its terminal end
Sources of NeoR cassette for integration assays
pBS-NeoR pBSKS- in which a gene encoding a resistance to G418 flanked at its 5* and 3’

ends respectively by a SV40 promoter (pSV40) and a SV40 polyadenylation
signal is cloned between the EcoRI and BamHI sites of the multicloning site

(MCS)
pBS-NeoR-LexA/BS pBS-NeoR in which a binding site to LexA is cloned at the EcoRI site in MCS
pBS-NeoR-ZBS pBS-NeoR in which is cloned a binding site (12-mer) to the DNA binding
domain ZFD""*"' [40] at the EcoRI site in the MCS
pT2-pSV40-NeoR Plasmid coding an SB vector in which a NeoR cassette similar to that of the

pBS-NeoR is cloned [58]

pT2-pSV40-NeoR-LexA/BS  pT2-pSV40-NeoR in which a binding site to LexA at the EcoRlI site located
upstream to the NeoR cassette is cloned

pT2-pPollh-NeoR pT2-pSV40-NeoR in which pSV40 was replaced by an RNA polymerase [
promoter extracted from the pHENA plasmid [37]

Targeting peptide sources for integration assays

pCS2-R2DBD-NLS Plasmid encoding R2DBD fused to an SV40 NLS at its C-terminal end

pCS2-R2DBD-NLS-LexA/BS Plasmid encoding R2ZDBD-NLS fused to the LexA DNA binding domain at its
C-terminal end

pCS2-R2DBD-LexA pCS2-R2DBD-NLS-LexA/BS in which the region encoding the NLS was
mutagenized to remove it (from a PKKKRK motif to PKAIRK)

pCS2-R2DBD-NLS-N57SB10 Plasmid encoding R2DBD-NLS fused to the 57 first residues of SB10
(N57SB10) at its C-terminal end [28,41]

pCS2-R2DBD-N57SB10 pCS2-R2DBD-NLS-N57SB10 in which the region encoding the NLS was
mutagenized to remove it (from a PKKKRK motif to PKAIRK)

pCS2-R2DBD-NLS- ZED"*' Plasmid encoding R2ZDBD-NLS fused to the DNA binding domain ZFD""*

pCS2-NLS-LexA/BS Plasmid encoding SV40 NLS fused to the LexA DNA binding domain at its C-
terminal end
pCS2-NLS-N57SB10 Plasmid encoding SV40 NLS fused to N57SB 10 domain at its C-terminal end

GFP or DsRed fusion proteins for epifluorescent microscopy analyses

pCS2-R2DBD-NLS-GFP Plasmid encoding R2DBD-NLS fused to the GFP protein at its C-terminal end

pCS2-R2DBD-GFP pCS2-R2DBD-NLS-GFP in which the region encoding the NLS was
mutagenized to remove it (from a PKKKRK motif to PKAIRK)

pCS2-MOS1-GFP Plasmid encoding Mos! transposase fused to the GFP protein at its C-terminal
end

pDsRed-C1Hsnucleoline Plasmid encoding the Red fluorescent protein (DsRed) fused with the human

nucleoline at its C-terminal end [44]
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Table 2a - Number of ZBSs (CGGGTAAACggcgGGAGTAACT) outside the chromosomal

loci that contain the rRNA genes.

Model and features of the

rDNA loci’

N°of ZBS N° exact hits

Locations in chromosomes

Homo sapiens

(GRCh37.p2 primary reference
assembly)

rDNA loci on chromosomes 13,
14, 15, 21 and 22. 350 rtDNA
copies/haploid genome

Mus musculus

(strain C57BL/6)

rDNA loci on chromosomes 12,
15, 16, 18 and 19. 100 rDNA
copies/haploid genome

Rattus norvegicus

(strain BN/SsNHsdMCW)
rDNA loci on chromosomes 3,
11, 12. 100-360 rDNA
copies/haploid genome

Gallus gallus

rDNA loci on chromosome 16.
261-331 rDNA copies/haploid
genome

Drosophila melanogaster

rDNA loci on chromosome X and

Y. 240 rDNA copies/haploid
genome

Saccharomyces cerevisae
rDNA loci on chromosome XII.
150 rDNA copies/haploid
genome

10

UGC-117088
UGC-161060
chr1-237766392
chr7- 68527469
chr11-77597559
chrX-108297433*

chr1-46132978
chr1-19294485
chr3-5860423
chr4-45359522
chr4-71689154
chr7-127897713*
chr17-7146256
chr17-8145263
chr17-24802931*
chr18-54858951*

chr5-24497292
chr12-34422429
chr16-68375450

UGC, unplaced genomic contig; *, one mismatch into the ggcg linker; ¥, [59-63].
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Table 2b - Number of R2DBD binding sites (TAAGGTAGCCAAATGCCTCG**) outside
the chromosomal loci that contain the rRNA genes

Model*#** N° of BS Locations in chromosomes

Homo sapiens 3 chr2-133037437
chr8-70602505
chrX-108297465

Mus musculus 9 chr1-46132946
chr1-192944886
chr2-5300263
chr3-5860455
chr3-120952860
chr4-71689122
chr14-57312991
chr17-7146288
chr18-54858919

Rattus norvegicus 3 chr5-24497324
chr12-34422461
chr16-68375482

Gallus gallus 0 -
Drosophila melanogaster 0 -
Saccharomyces cerevisae 0 -

**100% similar over 100% of the sequence motif; ***, model features are similar to those in Table 1a
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Additional file. Design and properties of pZFD proteins
In silico design of pZFD proteins.

Three different pZFDs were designed in silico following the method described by
Mandell and Barbas' and using the backbone sequence YKCPECGKSFS-X;-HQRTH, in
which X7 corresponds to the variable amino acid motifs that allocate their trinucleotide
binding specificity to each ZF. In each of the ZF trimers (Figure 1¢, ZFD1 and ZFD2), the
ZFs were linked to the consensus linker, TGEKP. A flexible linker consisting of seven
glycines (Gly); was used to link the ZF trimers’. Finally, the specific peptides LEPGEKP and
TGKKTS were added at the N- and C-terminal ends, respectively, of the three pZFD proteins
(Figure S1a). In the first pZFD, known as ZFDBarbas, the ZF with the greatest affinity for
each of the 6 trinucleotides (CGG, GTA, AAC, GGA, GTA and ACT) was selected to make
the fusion protein (Figure Sla, lane 1). Two other pZFDs were optimized using ZiFiT
facilities®™. The second protein, called ZFDSangamo, was designed using the Sangamo
method that optimized each ZF trimer, taking into account the position occupied by each ZF
in the fusion (Figure S1b, lane 2). The Toolgen method, that optimized pZFD from data
recovered from natural pZFD encoded by the human genome, was used for the third pZFD,
and designated ZFDToolgen (Figure Sl1a, lane 3). When the trimer of ZF could not be
optimized, the ZF corresponding to ZFDBarbas was used. In view of its position in each ZF
trimer, calculations done using ZiFDB facilities’ could not be used to further optimize the
choice of each ZF in our pZFD. It nevertheless revealed that all the ZFs selected in
ZFDSangamo corresponded to the theoretically optimal solutions.

a.
(1) MLEPGEKPYKCPECGKSFSTHLDLIRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSSLVRHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQRAHLERHQRTHeee
(2) MLEPGEKPYKCPECGKSFSTHLDLIRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGALARHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGHLORHQRTHelele
(3) MLEPGEKPYKCPECGKSFSTHLDLIRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSTLTRHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQSTHLTRHQORTH(efele
(1) [eeleleYKCPECGKSFSDSGNLRVHOQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSSLVRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDKLTEHORTHTGKKTSD

G
(2) [HegeleyKCPECGKSFSDSGNLRVHOQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGALARHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLTEHQRTHTGKKTSD
(3) [HegeleYKCPECGKSFSDSGNLRVHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSTLTRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLTEHQRTHTGKKTSD

Figure S1la. Sequence features of pZFD that were designed to bind to the conserved 100-bp region located
within the rRNA genes encoding the 28S rRNA. Amino acid sequences of the three bipartite pZFD used in our
work: (1) ZFDBarbas, (2) ZFDSangamo and (3) ZFDToolgen. Variable regions in each ZF are highlighted in
gray. C;H, motifs are highlighted in yellow or green in each ZF. The linkers between ZFD1 and ZFD2 are
highlighted in black and typed in white.

DNA fragment synthesis

DNA fragments containing the 100-bp segment including the binding sites of pZFD and
R2DBD proteins (Figure 1a and Sl1a) were synthesized by ATGBiosynthetics (Germany)
and cloned in pUCS57 (Fermentas) on the basis of a codon usage avoiding codons that are rare
in human cells.

Binding specificity of pZFD protein to ZBS

The three pZFD proteins were cloned in the expression plasmids: in pMalc2 to produce
protein fused with the Maltose binding protein (MBP), and in pET14b to generate fusions
with a Hise tag at their N-terminal ends. These fusion proteins were produced in bacteria and
then purified. Their abilities to bind to the R2site probe containing ZBS (Figure 1b) were
evaluated by EMSA (electrophoretic mobility shift assay). Results revealed the formation of
similar shifted complexes with MBP-ZFDBarbas, MBP-ZFDSangamo and MBP-
ZFDToolgen (Figure S2, lanes 1 to 3), the most efficient binding being obtained with the
first of these proteins. In contrast, no shifted complex was obtained with the three Hiss-tagged
proteins, indicating that the tag prevented either the activity or the folding of these fusions, as
previously reported for other basic proteins such as transposases’. Although the specificity of
the shifted complex obtained with the three MBP-tagged fusions had already been confirmed
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by the presence of a saturating amount of non-specific DNA competitor in each sample
assayed, it was nevertheless confirmed than no shifted complex was obtained with a non-
specific probe, such as the 3’ inverted terminal repeat of the Mos/ transposon (data not
shown).

1 2 3 4
Figure S1b. EMSA analysis of the three pZFDs
fused to the MBP. Lane 1, MBP-ZFDBarbas; lane 2,
MBP-ZFDSangamo; lane 3, MBP-ZFDToolgen and
B . lane 4, R2site probe alone. FP, indicates the free

R2site probe in gel, and the arrow, the MBP-

pZFD/R2site  complexes. Similar results were

obtained whatever the binding conditions (temperature

of 20, 30 or 37°C, and 0 or 5 mM ZnCl,).

Because of its greater binding activity, the MBP-ZFDBarbas protein was identified as
being the best candidate, and its apparent Kd was determined. EMSA experiments were first
carried out using a fixed concentration of the R2site probe, and serially diluted protein. A
saturation graph was obtained that made it possible to specify a fixed concentration of 39 nM
of the MBP-ZFDBarbas protein (data not shown). Under these conditions, the apparent Kd
was estimated to be over 1 uM, a value characteristic of a fusion protein with low affinity for
its binding site.

Overall, our data indicate that it was not possible to design an efficient pZFD in silico
that would be able to bind to the conserved 100-bp segment of the gene encoding 28S rRNA.
An alternative approach might therefore be to use a selection procedure to obtain an efficient
pZFD. However, this raises questions about the pertinence of using a molecular selection
procedure with, for example, the open source of standardized reagents and protocols for
engineering ZF by modular assembly’. Indeed, since an open source of standardized reagents
and protocols for engineering ZF by modular assembly® is now available, one solution might
have been to pursue our investigations by selecting a more efficient pZFD in vitro. It must be
pointed out that this approach would be still more time-consuming and expensive than the in
silico design approach. Beside the fact we had the R2DBD alternative solution available in
the lab, one of the reasons that we did not further develop pZFD are the conditions to which
they are subject when they have been developed or exploited for commercial purposes. Any
pZFD engineered by public or private research laboratories is in fact controlled by private
bodies, due to the intellectual property (IP) issues that surround and constrain this
technology'’"”. Since our aim is to develop DBD tools for gene targeting that can
subsequently be made freely available to the scientific and medical communities, we focused
our investigation on the BmR2DBD and DmR2DBD. From this perspective, it must be
pointed out that the strategy consisting of integrating vectors specifically into rRNA genes,
and using molecular tools derived from a non-LTR retrotransposon is IP-free, because a 1994
patent belonging to Transgene S.A. has been abandoned (W0/1994/024300 - Transposition
assembly for gene transfer in eukaryotes. Applicant: Transgene S.A.; inventor Jacobs, E), thus
liberating this strategy for free exploitation.
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Additional file 2. Amino acid and nucleotide sequence features of RZ2DBD-SB10

S2a. Amino acid sequence of the His-R2DBD-S3N10-SB protein resulting from the
BmR2DBD (highlighted in yellow) fused at its C-terminal end with the SB10 transposase
(blue letters). Between these two moieties there is a linker similar to that in the pMalc2vectors
system (New England Biolabs) that produces protein fusion. This linker consists of a flexible
S,N,, peptide (letters in red type), plus a Factor Xa cleavage site (green letters). We selected
this linker because it has been empirically shown to retain the activity of both moieties in
MBP fusion. The peptide containing the Histidine tag is typed in light gray, the Hise tag is in
bold.

MRTGDNPTVRGSAGADPVGQODAPGWTCQFCERTFSTNRGLGVHKR
RAHPVETNTDAAPMMVKRRWHGEEIDLLARTEARLLAERGOQCSGGDLFGALPGFGRTLEAIKGQORRRE
PYRALVOAHLARFGSQPGPSSGGCSAEPDDGNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRWMGKSKEISQDLRKKIV
DLHKSGSSLGAISKRLKVPRSSVQTIVRKYKHHGTTQPSYRSGRRRVLSPRDERTLVRKVQINPRTTA
KDLVKMLEETGTKVSISTVKRVLYRHNLKGRSARKKPLLONRHKKARLRFATAHGDKDRTFWRNVLWS
DETKIELFGHNDHRYVWRKKGEACKPKNTIPTVKHGGGSIMLWGCFAAGGTGALHKIDGIMRKENYVD
ILKQHLKTSVRKLKLGRKWVFQMDNDPKHTSKVVAKWLKDNKVKVLEWPSQSPDLNPIENLWAELKKR
VRARRPTNLTQLHOQLCOQEEWAKIHPTYCGKLVEGYPKRLTQVKQFKGNATKY

S2b. Nucleotide sequence of the gene encoding the His-R2DBD-S3N10-SB protein that was
cloned in the mammal expression plasmid pCS2+. The color codes are the same than those
used in S2a. EcoRI sites used to subclone the DNA segment encoding the His-R2DBD moiety
are underlined.

GACCATAAGCTTCTTTTTGAGGATCCCATCGATTCGAATTCGCCGTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATC
ACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGACATGCGCACCGGCGACAACCCCACCGTGLCGCGGCA
GCGCCGGCGCCGACCCCGTGGGCCAGGACGCCCCCGGCTGGACCTGCCAGTTCTGCGAGCGCACCTTCAGCACCA
ACCGCGGCCTGGGCGTGCACAAGCGCCGCGCCCACCCCGTGGAGACCAACACCGACGCCGCCCCCATGATGGTGA
AGCGCCGCTGGCACGGCGAGGAGATCGACCTGCTGGCCCGCACCGAGGCCCGCCTGCTGGCCGAGCGCGGCCAGT
GCAGCGGCGGCGACCTGTTCGGCGCCCTGCCCGGCTTCGGCCGCACCCTGGAGGCCATCAAGGGCCAGLCGLCCGLC
GCGAGCCCTACCGCGCCCTGGTGCAGGCCCACCTGGCCCGCTTCGGCAGCCAGCCCGGCCCCAGCAGCGGLGGLT
GCAGCGCCGAGCCCGACGATGGGAATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAACAACCTCGGGATCG
AGGGAAGGTGGATGGGAAAATCAAAAGAAATCAGCCAAGACCTCAGAAAAAAAATTGTAGACCTCCACAAGTCTG
GTTCATCCTTGGGAGCAATTTCCAAACGCCTGAAAGTACCACGTTCATCTGTACAAACAATAGTACGCAAGTATA
AACACCATGGGACCACGCAGCCGTCATACCGCTCAGGAAGGAGACGCGTTCTGTCTCCTAGAGATGAACGTACTT
TGGTGCGAAAAGTGCAAATCAATCCCAGAACAACAGCAAAGGACCTTGTGAAGATGCTGGAGGAAACAGGTACAA
AAGTATCTATATCCACAGTAAAACGAGTCCTATATCGACATAACCTGAAAGGCCGCTCAGCAAGGAAGAAGCCAC
TGCTCCAAAACCGACATAAGAAAGCCAGACTACGGTTTGCAACTGCACATGGGGACAAAGATCGTACTTTTTGGA
GAAATGTCCTCTGGTCTGATGAAACAAAAATAGAACTGTTTGGCCATAATGACCATCGTTATGTTTGGAGGAAGA
AGGGGGAGGCTTGCAAGCCGAAGAACACCATCCCAACCGTGAAGCACGGGGGTGGCAGCATCATGTTGTGGGGGT
GCTTTGCTGCAGGAGGGACTGGTGCACTTCACAAAATAGATGGCATCATGAGGAAGGAAAATTATGTGGATATAT
TGAAGCAACATCTCAAGACATCAGTCAGGAAGTTAAAGCTTGGTCGCAAATGGGTCTTCCAAATGGACAATGACC
CCAAGCATACTTCCAAAGTTGTGGCAAAATGGCTTAAGGACAACAAAGTCAAGGTATTGGAGTGGCCATCACAAA
GCCCTGACCTCAATCCTATAGAAAATTTGTGGGCAGAACTGAAAAAGCGTGTGCGAGCAAGGAGGCCTACAAACC
TGACTCAGTTACACCAGCTCTGTCAGGAGGAATGGGCCAAAATTCACCCAACTTATTGTGGGAAGCTTGTGGAAG
GCTACCCGAAACGTTTGACCCAAGTTAAACAATTTAAAGGCAATGCTACCAAATACTAG
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Additional file 3. Impact of R2ZDBD-NLS-ZFD on the integration by random
recombination of pBS-NeoR or pBS-NeoR-ZBS (Ratio 1/1 (pCS2-SB10/pCS2-R2DBD-
NLS-ZFD)

S3a. Sequence of the R2ZDBD-NLS-ZFD fusion. The peptide containing the Histidine tag is
typed in dark gray and bold. The linker between the two moieties is typed in italics and bold,
the flexible poly-Glycine tracts being typed in light gray, and the NLS in blue. The R2DBD
and ZFD"*' parts are typed in black, the latter being underlined.

MRTGDNPTVRGSAGADPVGQDAPGWTCQFCERTFSTNRGLGVHKRRAHPVET
NTDAAPMMVKRRWHGEEIDLLARTEARLLAERGQCSGGDLFGALPGFGRTLEAIKGQRRREPYRALVQAHLARFG
SQPGPSSGGCSAEPDDI PKKKRKLA EFMAEEKPFQCRICMRNFSDRSSLTRHTRTHTGEK
PFQCRICMRNFSQGGNLVRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSQAATLORHLKTHTGEKPFQCRICMRNFSDRSNLER
HTRTHTGEKLEDRSGGGGSGGGGSGGGGSSGEFI

S3b. Impact of the targeting peptide, R2DBD-NLS-ZFD"™! on the production of NeoR
clones after the transfection of 200 ng of a plasmid DNA mix into 5 x 10" HeLa cells,
followed by selection in G418 for two-weeks. The composition of each DNA plasmid mix is
indicated in the left margin. It consisted of 100 ng of a plasmid source of NeoR cassette
containing or not a specific binding site for ZFD**' (pBS-NeoR or pBS-NeoR-ZBS) and
100 ng of a plasmid expressing or not the targeting peptide (pCS2-R2DBD-NLS-ZFD""*! or
pCS2). Data were obtained from 9 replicates resulting from 3 different experiments. They are
represented with median and the errors bars correspond to quartiles 1 and 3. For each plasmid
source of NeoR cassette, (*) indicates significant differences (p>0.95). (**) indicates
significant differences (p>0.95) between both plasmid sources of the NeoR cassette in the
absence or presence of R2DBD-NLS-ZFD "

[pBS-NeoR-Bs]+[pCS2-R2DBD-ZFD] — ~

[PBS-NeoR-BS]+[pCS2] - H - o

[pBS-NeoR]+[pCS2-R2DBD-ZFD]

[PBS-NeoR]+[pCS2]

-

L] L] L] L] L] 1
20 40 60 80 100 120
% of G418 resistant clones

The results show that the presence of the R2DBD-NLS-ZFD"** peptide significantly
reduced the rate of integration of pBS-NeoR and pBS-NeoR-ZBS (known as pBS-NeoR-BS)
by random recombination. Surprisingly, they also indicate that this decrease was greater (x2)
with a plasmid that did not contain ZBS. Overall, the extents of the differences obtained at a
1/1 ratio between both plasmids are similar to those obtained with an R2ZDBD-NLS-N57SB10
peptide in similar plasmid conditions (Figure 5h).
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Additional file 4. Amino acid sequence of the R2DBD-NLS-N57SB fusion

Sequence of the RZDBD-NLS-N57SB fusion. The peptide containing the Histidine tag is
typed in dark gray and bold. The linker between the two moieties is typed in italics and bold,
the flexible poly-Glycine tracts being typed in light gray, and the NLS in blue. The R2DBD
and N57SB parts are typed in black, the latter being underlined.

MRTGDNPTVRGSAGADPVGODAPGWTCQFCERTFSTNRG
LGVHKRRAHPVETNTDAAPMMVKRRWHGEEIDLLARTEARLLAERGOCSGGDLFGALPGFGR
TLEAIKGORRREPYRALVQAHLARFGSQPGPSSGGCSAEPDDI PKKKRKLA

EFEFMGKSKEISQODLRKKIVDLHKSGSSLGAISKRLKVPRSSVQTIVRKYKHHGTTQPSYR
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Additional file 5. Impact of R2ZDBD peptides on cell viability

The viability of the HeLa cells transfected with plasmids expressing different R2DBD
peptides was evaluated by monitoring their ability to proliferate during the 48 hours following
their plasmid transfection.

Briefly, about 2.5 x 105 cells were seeded onto each 24-well plate, one day prior to
transfection. Cells were transfected with jetPEI™ (Polyplus Transfection) at an N/P rate of 5,
according to the Manufacturer’s instructions (Polyplus Transfection). Plasmid DNA (0.5 ug)
and jetPEI™ (1 pl) were each diluted in 50 ul of 150 mM NaCl, and then mixed together.
After incubating for 15 min, the mixture was dropped into 500 pL of Opti-MEM medium
(Invitrogen). Cells were then incubated with the complexes for 4 h. The transfection solution
was then discarded, replaced by 1 mL fresh DMEM supplemented with 10% FBS, and
incubated for 24 hours at 37°C. At 0, 24 and 48 hours post-transfection, the size of each
treated cell population was evaluated with the “Cell Titer 96 Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay” kit, under the conditions recommended by the producer (Promega).
Briefly, 45 pl of dye solution was added in each well, then incubated for 1h at 37°C, in an
atmosphere containing 5% CO,. 300 ul of the stopping solution were added and mixed with
each sample. The OD was finally read at A = 620 nm using a Mithras LB 940 (Berthold
Technologies).

PCS2-R2DBD-NLS-N57S B - IT=0h
pCS2-R2DBD-NLS-LexA CoIT=24h
pCS2-R2DBD-NLS ET=48h
pCS2-R2DBD
pCS2-GFP
pCS2 ——
JetPEl-CeusJ;—
NT-CeIIs%
] L] L] L] 1
0 1 2 3 4

Relative size of the HeLa cell populations

Figure S4a. HeLa cell proliferations under various transfection conditions. No treatment
(NT-Cells), treatment with JetPEI (JetPEI-Cells), and transfection with pCS2 or pCS2-GFP
were used as controls to verify the effect of the transfection on cell proliferation. Plasmid
transfections with pCS2-R2DBD, pCS2-R2DBD-NLS, pCS2-R2DBD-NLS-LexA and pCS2-
R2DBD-NLS-N57SB were done to evaluate the effect of R2DBD peptides on cell
proliferation. For each treatment, data were obtained from 4 replicates resulting from 2
different experiments. They are represented using averaged relative size for each HeLa cells
population. Under our experimental conditions and in agreement with jetPEI producer
recommendations, FACS analyses allowed us to verify that more than 50% of the cells
transfected with a pCS2-GFP expressed GFP, 24 hours and 48-hours post transfection (data
not shown).

Results indicated that there was no difference in cell proliferation between control
samples and samples in which cells expressed a R2DBD peptide. Similar results were
obtained when plasmids expressing R2DBD fusion peptides were co-transfected with the SB
vector system (pCS2-SB10 + pT2-pSV40-NeoR).
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Additional file 6. Interest of targeting insertions of exogenous DNA fragment into rRNA
genes

The need to perform targeted vector integrations into specific chromosomal sites is a
major challenge in vectorology, for gene therapy purposes, but most of all in fields such as the
bioproduction of therapeutic proteins in mammal cells. Indeed, the requirements related to
transgene expression and the genotoxicity of the vectors used to make genetic modifications
are similar in both fields, although the safety requirements are dramatically more stringent for
gene therapy.

Apart from the important issues raised by producing a targeted vector for each purpose,
two issues that do not depend on whether the integrative vector is of viral or non-viral origin,
need to be addressed to comply with the safety and effectiveness requirements. Firstly,
transgene expression must be sustained; most chromosomal integrations are in fact followed
by fairly rapid silencing of the expression of the transgene (Chen et al. 1997), which has so
far led to considerable underestimation of the integration of certain vectors, as recently
illustrated for Sleeping Beauty in mammalian cells (SB; Garrison et al. 2007; Dalsgaard et al.
2009). Methods for circumventing the silencing of transgene expression have been developed,
and usually consist of including an insulator, such as the MAR, UCOE, STAR and LCR
elements, in the integrative vector (reviewed in Harraghy et al. 2008). However, the
effectiveness of these elements depends considerably on the chromosomal location where the
vector is integrated, its integration mode, and the features of the vector sequence. Secondly,
the genotoxicity resulting from random integrations of the vector into chromosomes must be
controlled, because this can cause deleterious genetic side effects, such as the emergence of
proliferative cancer cells in the gene therapy context. Developing vectors that integrate
specifically into a non-genic euchromatic target is currently thought to offer a promising way
to circumvent this problem. However, in the light of the difficulties encountered in defining
the genomic boundaries of a gene (reviewed in Gerstein et al. 2007) and, incidentally, the fact
that this definition depends on the cell type, developing viral and non-viral vectors with
secure insertion specificity appears to be a challenging goal.

The proposition that an optimum way to integrate a vector is to target it into rRNA
genes has been accepted as a valuable strategy in bioproduction for more than thirty years
(Klabunde et al. 2004; dos Santos and Buck 2000). Incidentally, it must be remembered that
the rRNA genes located in the nuclei are the sequences most transcribed in the genomes,
several orders of magnitude above than any other genes. The proofs of principle that this
solution is also useful for gene therapy purposes have been provided more recently (Liu et al.
2007; Stewart et al. 2002: Wen et al. 2008). Important information supporting the concept that
specific integrations of DNA fragments into a few rRNA genes are non-deleterious, have also
been provided by several long-term studies carried out to elucidate the transposition
machinery of various molecular parasites. Indeed, some of them have a strategy for
maintaining themselves in eukaryotic genomes that consists of having few or no deleterious
post-integrative effects, by inserting within conserved repeated genes (Kojima and Fujiwara
2004). Data recovered from the group-I self-splicing introns that encode I-Ppol, the R1 to R7
non-LTR retrotransposons (Kojima and Fujiwara 2005), and the Pokey DNA transposon
(Penton et al. 2004), indicate that TRNA genes have been selected as a non-deleterious
solution several times during eukaryote evolution, since these elements have no evolutionary
relationships, and occur in entirely distinct lineages of eukaryotes. These convergences are
striking, since these three kinds of molecular parasites all have their insertion site in a 24-bp
segment located within a 100-bp region that is 99 to 100% conserved from yeast to humans.
Another interesting point is that transgenes integrated into these genes can be expressed,
whatever kind of promoter is involved. Their expression level is optimal, because they are not
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silenced when only a few rRNA genes copies are interrupted, due to the natural presence of
insulators in these loci (Robinett et al. 1997).

From an environmental standpoint, the production of genetically modified organisms
(GMO) by specifically integrating transgene cassettes into rRNA genes might help to control
the diffusion of the transgene among non-genetically modified conspecifics or members of
sibling species able to cross-hybridize. Indeed, some of the properties of rRNA genes might
be useful to prevent their diffusion. Although their number can vary by a factor 2 in the
genome of one species, rRNA genes are highly repetitive because they are essential for
protein synthesis and thus for the viability of the organism. Their need is so essential that the
evolution has retained, since the eukaryote origin, two properties for these genes. First, there
are far more of them that the organism needs. Second, their functionality is preserved by a
mechanism for monitoring the homogeneity of their sequence, which is known as
magnification (Terracol 1987). This mechanism is specific to the germ line, and eliminates
defective rRNA gene copies disrupted by DNA fragment integrations or deletions within
about 2-5 generations. In the absence of selection, the vectors integrated into the repeated
rRNA genes should therefore be labile and so not maintained in natural environments. This
strategy might therefore be a technical solution to avoid the spread of transgenes into non-GM
crops and natural populations of plants and animals.
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Additional file. Design and properties of pZFD proteins
In silico design of pZFD proteins.

Three different pZFDs were designed in silico following the method described by
Mandell and Barbas' and using the backbone sequence YKCPECGKSFS-X;-HQRTH, in
which X7 corresponds to the variable amino acid motifs that allocate their trinucleotide
binding specificity to each ZF. In each of the ZF trimers (Figure 1¢, ZFD1 and ZFD2), the
ZFs were linked to the consensus linker, TGEKP. A flexible linker consisting of seven
glycines (Gly); was used to link the ZF trimers’. Finally, the specific peptides LEPGEKP and
TGKKTS were added at the N- and C-terminal ends, respectively, of the three pZFD proteins
(Figure S1a). In the first pZFD, known as ZFDBarbas, the ZF with the greatest affinity for
each of the 6 trinucleotides (CGG, GTA, AAC, GGA, GTA and ACT) was selected to make
the fusion protein (Figure Sla, lane 1). Two other pZFDs were optimized using ZiFiT
facilities®™. The second protein, called ZFDSangamo, was designed using the Sangamo
method that optimized each ZF trimer, taking into account the position occupied by each ZF
in the fusion (Figure S1b, lane 2). The Toolgen method, that optimized pZFD from data
recovered from natural pZFD encoded by the human genome, was used for the third pZFD,
and designated ZFDToolgen (Figure Sl1a, lane 3). When the trimer of ZF could not be
optimized, the ZF corresponding to ZFDBarbas was used. In view of its position in each ZF
trimer, calculations done using ZiFDB facilities’ could not be used to further optimize the
choice of each ZF in our pZFD. It nevertheless revealed that all the ZFs selected in
ZFDSangamo corresponded to the theoretically optimal solutions.

a.
(1) MLEPGEKPYKCPECGKSFSTHLDLIRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSSLVRHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQRAHLERHQRTHeee
(2) MLEPGEKPYKCPECGKSFSTHLDLIRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGALARHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGHLORHQRTHelele
(3) MLEPGEKPYKCPECGKSFSTHLDLIRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSTLTRHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQSTHLTRHQORTH(efele
(1) [eeleleYKCPECGKSFSDSGNLRVHOQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSSLVRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDKLTEHORTHTGKKTSD

G
(2) [HegeleyKCPECGKSFSDSGNLRVHOQRTHTGEKPYKCPECGKSFSQSGALARHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLTEHQRTHTGKKTSD
(3) [HegeleYKCPECGKSFSDSGNLRVHORTHTGEKPYKCPECGKSFSQSSTLTRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLTEHQRTHTGKKTSD

Figure S1la. Sequence features of pZFD that were designed to bind to the conserved 100-bp region located
within the rRNA genes encoding the 28S rRNA. Amino acid sequences of the three bipartite pZFD used in our
work: (1) ZFDBarbas, (2) ZFDSangamo and (3) ZFDToolgen. Variable regions in each ZF are highlighted in
gray. C;H, motifs are highlighted in yellow or green in each ZF. The linkers between ZFD1 and ZFD2 are
highlighted in black and typed in white.

DNA fragment synthesis

DNA fragments containing the 100-bp segment including the binding sites of pZFD and
R2DBD proteins (Figure 1a and Sl1a) were synthesized by ATGBiosynthetics (Germany)
and cloned in pUCS57 (Fermentas) on the basis of a codon usage avoiding codons that are rare
in human cells.

Binding specificity of pZFD protein to ZBS

The three pZFD proteins were cloned in the expression plasmids: in pMalc2 to produce
protein fused with the Maltose binding protein (MBP), and in pET14b to generate fusions
with a Hise tag at their N-terminal ends. These fusion proteins were produced in bacteria and
then purified. Their abilities to bind to the R2site probe containing ZBS (Figure 1b) were
evaluated by EMSA (electrophoretic mobility shift assay). Results revealed the formation of
similar shifted complexes with MBP-ZFDBarbas, MBP-ZFDSangamo and MBP-
ZFDToolgen (Figure S2, lanes 1 to 3), the most efficient binding being obtained with the
first of these proteins. In contrast, no shifted complex was obtained with the three Hiss-tagged
proteins, indicating that the tag prevented either the activity or the folding of these fusions, as
previously reported for other basic proteins such as transposases’. Although the specificity of
the shifted complex obtained with the three MBP-tagged fusions had already been confirmed

Carnus et al. - Supporting Information 2



by the presence of a saturating amount of non-specific DNA competitor in each sample
assayed, it was nevertheless confirmed than no shifted complex was obtained with a non-
specific probe, such as the 3’ inverted terminal repeat of the Mos/ transposon (data not
shown).

1 2 3 4
Figure S1b. EMSA analysis of the three pZFDs
fused to the MBP. Lane 1, MBP-ZFDBarbas; lane 2,
MBP-ZFDSangamo; lane 3, MBP-ZFDToolgen and
B . lane 4, R2site probe alone. FP, indicates the free

R2site probe in gel, and the arrow, the MBP-

pZFD/R2site  complexes. Similar results were

obtained whatever the binding conditions (temperature

of 20, 30 or 37°C, and 0 or 5 mM ZnCl,).

Because of its greater binding activity, the MBP-ZFDBarbas protein was identified as
being the best candidate, and its apparent Kd was determined. EMSA experiments were first
carried out using a fixed concentration of the R2site probe, and serially diluted protein. A
saturation graph was obtained that made it possible to specify a fixed concentration of 39 nM
of the MBP-ZFDBarbas protein (data not shown). Under these conditions, the apparent Kd
was estimated to be over 1 uM, a value characteristic of a fusion protein with low affinity for
its binding site.

Overall, our data indicate that it was not possible to design an efficient pZFD in silico
that would be able to bind to the conserved 100-bp segment of the gene encoding 28S rRNA.
An alternative approach might therefore be to use a selection procedure to obtain an efficient
pZFD. However, this raises questions about the pertinence of using a molecular selection
procedure with, for example, the open source of standardized reagents and protocols for
engineering ZF by modular assembly’. Indeed, since an open source of standardized reagents
and protocols for engineering ZF by modular assembly® is now available, one solution might
have been to pursue our investigations by selecting a more efficient pZFD in vitro. It must be
pointed out that this approach would be still more time-consuming and expensive than the in
silico design approach. Beside the fact we had the R2DBD alternative solution available in
the lab, one of the reasons that we did not further develop pZFD are the conditions to which
they are subject when they have been developed or exploited for commercial purposes. Any
pZFD engineered by public or private research laboratories is in fact controlled by private
bodies, due to the intellectual property (IP) issues that surround and constrain this
technology'’"”. Since our aim is to develop DBD tools for gene targeting that can
subsequently be made freely available to the scientific and medical communities, we focused
our investigation on the BmR2DBD and DmR2DBD. From this perspective, it must be
pointed out that the strategy consisting of integrating vectors specifically into rRNA genes,
and using molecular tools derived from a non-LTR retrotransposon is IP-free, because a 1994
patent belonging to Transgene S.A. has been abandoned (W0/1994/024300 - Transposition
assembly for gene transfer in eukaryotes. Applicant: Transgene S.A.; inventor Jacobs, E), thus
liberating this strategy for free exploitation.
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Additional file 2. Amino acid and nucleotide sequence features of RZ2DBD-SB10

S2a. Amino acid sequence of the His-R2DBD-S3N10-SB protein resulting from the
BmR2DBD (highlighted in yellow) fused at its C-terminal end with the SB10 transposase
(blue letters). Between these two moieties there is a linker similar to that in the pMalc2vectors
system (New England Biolabs) that produces protein fusion. This linker consists of a flexible
S,N,, peptide (letters in red type), plus a Factor Xa cleavage site (green letters). We selected
this linker because it has been empirically shown to retain the activity of both moieties in
MBP fusion. The peptide containing the Histidine tag is typed in light gray, the Hise tag is in
bold.

MRTGDNPTVRGSAGADPVGQODAPGWTCQFCERTFSTNRGLGVHKR
RAHPVETNTDAAPMMVKRRWHGEEIDLLARTEARLLAERGOQCSGGDLFGALPGFGRTLEAIKGQORRRE
PYRALVOAHLARFGSQPGPSSGGCSAEPDDGNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRWMGKSKEISQDLRKKIV
DLHKSGSSLGAISKRLKVPRSSVQTIVRKYKHHGTTQPSYRSGRRRVLSPRDERTLVRKVQINPRTTA
KDLVKMLEETGTKVSISTVKRVLYRHNLKGRSARKKPLLONRHKKARLRFATAHGDKDRTFWRNVLWS
DETKIELFGHNDHRYVWRKKGEACKPKNTIPTVKHGGGSIMLWGCFAAGGTGALHKIDGIMRKENYVD
ILKQHLKTSVRKLKLGRKWVFQMDNDPKHTSKVVAKWLKDNKVKVLEWPSQSPDLNPIENLWAELKKR
VRARRPTNLTQLHOQLCOQEEWAKIHPTYCGKLVEGYPKRLTQVKQFKGNATKY

S2b. Nucleotide sequence of the gene encoding the His-R2DBD-S3N10-SB protein that was
cloned in the mammal expression plasmid pCS2+. The color codes are the same than those
used in S2a. EcoRI sites used to subclone the DNA segment encoding the His-R2DBD moiety
are underlined.

GACCATAAGCTTCTTTTTGAGGATCCCATCGATTCGAATTCGCCGTCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATC
ACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGACATGCGCACCGGCGACAACCCCACCGTGLCGCGGCA
GCGCCGGCGCCGACCCCGTGGGCCAGGACGCCCCCGGCTGGACCTGCCAGTTCTGCGAGCGCACCTTCAGCACCA
ACCGCGGCCTGGGCGTGCACAAGCGCCGCGCCCACCCCGTGGAGACCAACACCGACGCCGCCCCCATGATGGTGA
AGCGCCGCTGGCACGGCGAGGAGATCGACCTGCTGGCCCGCACCGAGGCCCGCCTGCTGGCCGAGCGCGGCCAGT
GCAGCGGCGGCGACCTGTTCGGCGCCCTGCCCGGCTTCGGCCGCACCCTGGAGGCCATCAAGGGCCAGLCGLCCGLC
GCGAGCCCTACCGCGCCCTGGTGCAGGCCCACCTGGCCCGCTTCGGCAGCCAGCCCGGCCCCAGCAGCGGLGGLT
GCAGCGCCGAGCCCGACGATGGGAATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAACAACCTCGGGATCG
AGGGAAGGTGGATGGGAAAATCAAAAGAAATCAGCCAAGACCTCAGAAAAAAAATTGTAGACCTCCACAAGTCTG
GTTCATCCTTGGGAGCAATTTCCAAACGCCTGAAAGTACCACGTTCATCTGTACAAACAATAGTACGCAAGTATA
AACACCATGGGACCACGCAGCCGTCATACCGCTCAGGAAGGAGACGCGTTCTGTCTCCTAGAGATGAACGTACTT
TGGTGCGAAAAGTGCAAATCAATCCCAGAACAACAGCAAAGGACCTTGTGAAGATGCTGGAGGAAACAGGTACAA
AAGTATCTATATCCACAGTAAAACGAGTCCTATATCGACATAACCTGAAAGGCCGCTCAGCAAGGAAGAAGCCAC
TGCTCCAAAACCGACATAAGAAAGCCAGACTACGGTTTGCAACTGCACATGGGGACAAAGATCGTACTTTTTGGA
GAAATGTCCTCTGGTCTGATGAAACAAAAATAGAACTGTTTGGCCATAATGACCATCGTTATGTTTGGAGGAAGA
AGGGGGAGGCTTGCAAGCCGAAGAACACCATCCCAACCGTGAAGCACGGGGGTGGCAGCATCATGTTGTGGGGGT
GCTTTGCTGCAGGAGGGACTGGTGCACTTCACAAAATAGATGGCATCATGAGGAAGGAAAATTATGTGGATATAT
TGAAGCAACATCTCAAGACATCAGTCAGGAAGTTAAAGCTTGGTCGCAAATGGGTCTTCCAAATGGACAATGACC
CCAAGCATACTTCCAAAGTTGTGGCAAAATGGCTTAAGGACAACAAAGTCAAGGTATTGGAGTGGCCATCACAAA
GCCCTGACCTCAATCCTATAGAAAATTTGTGGGCAGAACTGAAAAAGCGTGTGCGAGCAAGGAGGCCTACAAACC
TGACTCAGTTACACCAGCTCTGTCAGGAGGAATGGGCCAAAATTCACCCAACTTATTGTGGGAAGCTTGTGGAAG
GCTACCCGAAACGTTTGACCCAAGTTAAACAATTTAAAGGCAATGCTACCAAATACTAG
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Additional file 3. Impact of R2ZDBD-NLS-ZFD on the integration by random
recombination of pBS-NeoR or pBS-NeoR-ZBS (Ratio 1/1 (pCS2-SB10/pCS2-R2DBD-
NLS-ZFD)

S3a. Sequence of the R2ZDBD-NLS-ZFD fusion. The peptide containing the Histidine tag is
typed in dark gray and bold. The linker between the two moieties is typed in italics and bold,
the flexible poly-Glycine tracts being typed in light gray, and the NLS in blue. The R2DBD
and ZFD"*' parts are typed in black, the latter being underlined.

MRTGDNPTVRGSAGADPVGQDAPGWTCQFCERTFSTNRGLGVHKRRAHPVET
NTDAAPMMVKRRWHGEEIDLLARTEARLLAERGQCSGGDLFGALPGFGRTLEAIKGQRRREPYRALVQAHLARFG
SQPGPSSGGCSAEPDDI PKKKRKLA EFMAEEKPFQCRICMRNFSDRSSLTRHTRTHTGEK
PFQCRICMRNFSQGGNLVRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSQAATLORHLKTHTGEKPFQCRICMRNFSDRSNLER
HTRTHTGEKLEDRSGGGGSGGGGSGGGGSSGEFI

S3b. Impact of the targeting peptide, R2DBD-NLS-ZFD"™! on the production of NeoR
clones after the transfection of 200 ng of a plasmid DNA mix into 5 x 10" HeLa cells,
followed by selection in G418 for two-weeks. The composition of each DNA plasmid mix is
indicated in the left margin. It consisted of 100 ng of a plasmid source of NeoR cassette
containing or not a specific binding site for ZFD**' (pBS-NeoR or pBS-NeoR-ZBS) and
100 ng of a plasmid expressing or not the targeting peptide (pCS2-R2DBD-NLS-ZFD""*! or
pCS2). Data were obtained from 9 replicates resulting from 3 different experiments. They are
represented with median and the errors bars correspond to quartiles 1 and 3. For each plasmid
source of NeoR cassette, (*) indicates significant differences (p>0.95). (**) indicates
significant differences (p>0.95) between both plasmid sources of the NeoR cassette in the
absence or presence of R2DBD-NLS-ZFD "

[pBS-NeoR-Bs]+[pCS2-R2DBD-ZFD] — ~

[PBS-NeoR-BS]+[pCS2] - H - o

[pBS-NeoR]+[pCS2-R2DBD-ZFD]

[PBS-NeoR]+[pCS2]

-

L] L] L] L] L] 1
20 40 60 80 100 120
% of G418 resistant clones

The results show that the presence of the R2DBD-NLS-ZFD"** peptide significantly
reduced the rate of integration of pBS-NeoR and pBS-NeoR-ZBS (known as pBS-NeoR-BS)
by random recombination. Surprisingly, they also indicate that this decrease was greater (x2)
with a plasmid that did not contain ZBS. Overall, the extents of the differences obtained at a
1/1 ratio between both plasmids are similar to those obtained with an R2ZDBD-NLS-N57SB10
peptide in similar plasmid conditions (Figure 5h).
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Additional file 4. Amino acid sequence of the R2DBD-NLS-N57SB fusion

Sequence of the RZDBD-NLS-N57SB fusion. The peptide containing the Histidine tag is
typed in dark gray and bold. The linker between the two moieties is typed in italics and bold,
the flexible poly-Glycine tracts being typed in light gray, and the NLS in blue. The R2DBD
and N57SB parts are typed in black, the latter being underlined.

MRTGDNPTVRGSAGADPVGODAPGWTCQFCERTFSTNRG
LGVHKRRAHPVETNTDAAPMMVKRRWHGEEIDLLARTEARLLAERGOCSGGDLFGALPGFGR
TLEAIKGORRREPYRALVQAHLARFGSQPGPSSGGCSAEPDDI PKKKRKLA

EFEFMGKSKEISQODLRKKIVDLHKSGSSLGAISKRLKVPRSSVQTIVRKYKHHGTTQPSYR
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Additional file 5. Impact of R2ZDBD peptides on cell viability

The viability of the HeLa cells transfected with plasmids expressing different R2DBD
peptides was evaluated by monitoring their ability to proliferate during the 48 hours following
their plasmid transfection.

Briefly, about 2.5 x 105 cells were seeded onto each 24-well plate, one day prior to
transfection. Cells were transfected with jetPEI™ (Polyplus Transfection) at an N/P rate of 5,
according to the Manufacturer’s instructions (Polyplus Transfection). Plasmid DNA (0.5 ug)
and jetPEI™ (1 pl) were each diluted in 50 ul of 150 mM NaCl, and then mixed together.
After incubating for 15 min, the mixture was dropped into 500 pL of Opti-MEM medium
(Invitrogen). Cells were then incubated with the complexes for 4 h. The transfection solution
was then discarded, replaced by 1 mL fresh DMEM supplemented with 10% FBS, and
incubated for 24 hours at 37°C. At 0, 24 and 48 hours post-transfection, the size of each
treated cell population was evaluated with the “Cell Titer 96 Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay” kit, under the conditions recommended by the producer (Promega).
Briefly, 45 pl of dye solution was added in each well, then incubated for 1h at 37°C, in an
atmosphere containing 5% CO,. 300 ul of the stopping solution were added and mixed with
each sample. The OD was finally read at A = 620 nm using a Mithras LB 940 (Berthold
Technologies).

PCS2-R2DBD-NLS-N57S B - IT=0h
pCS2-R2DBD-NLS-LexA CoIT=24h
pCS2-R2DBD-NLS ET=48h
pCS2-R2DBD
pCS2-GFP
pCS2 ——
JetPEl-CeusJ;—
NT-CeIIs%
] L] L] L] 1
0 1 2 3 4

Relative size of the HeLa cell populations

Figure S4a. HeLa cell proliferations under various transfection conditions. No treatment
(NT-Cells), treatment with JetPEI (JetPEI-Cells), and transfection with pCS2 or pCS2-GFP
were used as controls to verify the effect of the transfection on cell proliferation. Plasmid
transfections with pCS2-R2DBD, pCS2-R2DBD-NLS, pCS2-R2DBD-NLS-LexA and pCS2-
R2DBD-NLS-N57SB were done to evaluate the effect of R2DBD peptides on cell
proliferation. For each treatment, data were obtained from 4 replicates resulting from 2
different experiments. They are represented using averaged relative size for each HeLa cells
population. Under our experimental conditions and in agreement with jetPEI producer
recommendations, FACS analyses allowed us to verify that more than 50% of the cells
transfected with a pCS2-GFP expressed GFP, 24 hours and 48-hours post transfection (data
not shown).

Results indicated that there was no difference in cell proliferation between control
samples and samples in which cells expressed a R2DBD peptide. Similar results were
obtained when plasmids expressing R2DBD fusion peptides were co-transfected with the SB
vector system (pCS2-SB10 + pT2-pSV40-NeoR).
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Additional file 6. Interest of targeting insertions of exogenous DNA fragment into rRNA
genes

The need to perform targeted vector integrations into specific chromosomal sites is a
major challenge in vectorology, for gene therapy purposes, but most of all in fields such as the
bioproduction of therapeutic proteins in mammal cells. Indeed, the requirements related to
transgene expression and the genotoxicity of the vectors used to make genetic modifications
are similar in both fields, although the safety requirements are dramatically more stringent for
gene therapy.

Apart from the important issues raised by producing a targeted vector for each purpose,
two issues that do not depend on whether the integrative vector is of viral or non-viral origin,
need to be addressed to comply with the safety and effectiveness requirements. Firstly,
transgene expression must be sustained; most chromosomal integrations are in fact followed
by fairly rapid silencing of the expression of the transgene (Chen et al. 1997), which has so
far led to considerable underestimation of the integration of certain vectors, as recently
illustrated for Sleeping Beauty in mammalian cells (SB; Garrison et al. 2007; Dalsgaard et al.
2009). Methods for circumventing the silencing of transgene expression have been developed,
and usually consist of including an insulator, such as the MAR, UCOE, STAR and LCR
elements, in the integrative vector (reviewed in Harraghy et al. 2008). However, the
effectiveness of these elements depends considerably on the chromosomal location where the
vector is integrated, its integration mode, and the features of the vector sequence. Secondly,
the genotoxicity resulting from random integrations of the vector into chromosomes must be
controlled, because this can cause deleterious genetic side effects, such as the emergence of
proliferative cancer cells in the gene therapy context. Developing vectors that integrate
specifically into a non-genic euchromatic target is currently thought to offer a promising way
to circumvent this problem. However, in the light of the difficulties encountered in defining
the genomic boundaries of a gene (reviewed in Gerstein et al. 2007) and, incidentally, the fact
that this definition depends on the cell type, developing viral and non-viral vectors with
secure insertion specificity appears to be a challenging goal.

The proposition that an optimum way to integrate a vector is to target it into rRNA
genes has been accepted as a valuable strategy in bioproduction for more than thirty years
(Klabunde et al. 2004; dos Santos and Buck 2000). Incidentally, it must be remembered that
the rRNA genes located in the nuclei are the sequences most transcribed in the genomes,
several orders of magnitude above than any other genes. The proofs of principle that this
solution is also useful for gene therapy purposes have been provided more recently (Liu et al.
2007; Stewart et al. 2002: Wen et al. 2008). Important information supporting the concept that
specific integrations of DNA fragments into a few rRNA genes are non-deleterious, have also
been provided by several long-term studies carried out to elucidate the transposition
machinery of various molecular parasites. Indeed, some of them have a strategy for
maintaining themselves in eukaryotic genomes that consists of having few or no deleterious
post-integrative effects, by inserting within conserved repeated genes (Kojima and Fujiwara
2004). Data recovered from the group-I self-splicing introns that encode I-Ppol, the R1 to R7
non-LTR retrotransposons (Kojima and Fujiwara 2005), and the Pokey DNA transposon
(Penton et al. 2004), indicate that TRNA genes have been selected as a non-deleterious
solution several times during eukaryote evolution, since these elements have no evolutionary
relationships, and occur in entirely distinct lineages of eukaryotes. These convergences are
striking, since these three kinds of molecular parasites all have their insertion site in a 24-bp
segment located within a 100-bp region that is 99 to 100% conserved from yeast to humans.
Another interesting point is that transgenes integrated into these genes can be expressed,
whatever kind of promoter is involved. Their expression level is optimal, because they are not
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silenced when only a few rRNA genes copies are interrupted, due to the natural presence of
insulators in these loci (Robinett et al. 1997).

From an environmental standpoint, the production of genetically modified organisms
(GMO) by specifically integrating transgene cassettes into rRNA genes might help to control
the diffusion of the transgene among non-genetically modified conspecifics or members of
sibling species able to cross-hybridize. Indeed, some of the properties of rRNA genes might
be useful to prevent their diffusion. Although their number can vary by a factor 2 in the
genome of one species, rRNA genes are highly repetitive because they are essential for
protein synthesis and thus for the viability of the organism. Their need is so essential that the
evolution has retained, since the eukaryote origin, two properties for these genes. First, there
are far more of them that the organism needs. Second, their functionality is preserved by a
mechanism for monitoring the homogeneity of their sequence, which is known as
magnification (Terracol 1987). This mechanism is specific to the germ line, and eliminates
defective rRNA gene copies disrupted by DNA fragment integrations or deletions within
about 2-5 generations. In the absence of selection, the vectors integrated into the repeated
rRNA genes should therefore be labile and so not maintained in natural environments. This
strategy might therefore be a technical solution to avoid the spread of transgenes into non-GM
crops and natural populations of plants and animals.
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3.5. Article 6 : Patent landscape of chromatin control elements:

position effects in the pharmaceutical bioproduction

3.5.1. Contexte et objectif de I’article

Le transfert de génes dans les cellules eucaryotes est limité par des effets
épigénétiques entrainant un silencage de |'expression du transgene et de fortes variations
d'expression entre les cellules. La structure de la chromatine au site d'insertion semble étre
un parametre critique a I'égard de I'expression du transgéne, dont le niveau de transcription
dépend du site d’intégration. L'intégration dans I’euchromatine (chromatine « ouverte »
donc activement transcrite) favorise une expression élevée et stable du transgéne, a
I'inverse d’une intégration dans I’hétérochromatine (chromatine « condensée » non
transcrite). Les séquences d’ADN intégrées peuvent étre reconnues comme étant des
séquences exogenes par la machinerie de défense nucléaire, provoquant ainsi une
hétérochromatinisation et donc I’extinction de son expression. Des études ont montré
I'importance de générer des vecteurs d’intégration capables de surmonter I'extinction de
I'expression du transgene aprés son intégration chromosomique [Pfeifer etal., 2002].
L'article de Chen montre que 80% des transgeénes sont silencés dans les cellules hotes Hela
[Chen et al., 1997]. Comme tous les vecteurs intégratifs, les vecteurs non viraux tels que les

transposons sont soumis aux effets de silencage du transgéne [Garrison et al., 2007].

Pour résoudre ce probleme, deux solutions peuvent étre envisagées. La premiére
porte sur I'augmentation du nombre d’intégrations afin d’obtenir une expression stable du
transgene. Cependant, multiplier les insertions revient a amplifier une mutagenese
insertionnelle, ce qui peut se révéler génotoxique pour la cellule [Liu et al., 2009 ; Matés
et al., 2009]. Une autre alternative est d’utiliser des technologies qui maintiennent le
transgeéne intégré dans un état de chromatine active et exprimée et/ou qui le conduisent
dans le noyau au niveau des sites d’expression [Kwaks & Otte, 2006 ; Harraghy et al., 2008].
Les éléments de contrdle de la chromatine ont un impact sur I'organisation de la chromatine
avoisinant le transgene, et donc sur son taux d’expression [Recillas-Targa 2004]. lls
empéchent le silencage du transgene intégré dans le génome nucléaire en maintenant
I'ouverture de la chromatine, permettant ainsi une expression stable du transgéne au cours

du temps. Cette stratégie est un bon moyen pour réduire le nombre d’insertions nécessaires
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pour obtenir une expression suffisante du transgéne. En effet, en théorie, une seule
intégration suffit a une expression stable lorsque le transgéne n’est pas silencé. Par exemple,
I'utilisation de régulateurs épigénétiques tels que les MAR a montré que ces éléments
représentaient une solution intéressante pour diminuer ces effets indésirables [Zahn-Zabal

etal., 2001 ; Girod et al., 2007].

Un des obijectifs de I'équipe 2 du GICC étant la mise au point de cellules usines pour
la bioproduction, une expression importante et stable dans le temps du transgéne est
essentielle. Dans ce cadre, j'ai réalisé, comme pour les transposons, le paysage brevets sur
des éléments de contrdle de la chromatine, avant de rechercher des éléments qui offrent

une liberté d’exploitation.

3.5.2. Résumé de l’article

Les éléments de controle de la chromatine sont particulierement utiles en
bioproduction, dans le cadre de la mise au point des cellules usines. En effet, I'optimisation
du processus de culture cellulaire pour la production de protéines thérapeutiques
recombinantes représente |'un des facteurs les plus déterminants de la faisabilité
commerciale. Le succes de cette étape réside dans l'identification des cellules transfectées
qui produisent les protéines recombinantes a des taux d’expression industriellement
intéressants, et dans I’élaboration de lignées cellulaires stables au cours temps. C'est
pourquoi des éléments de controle de la chromatine ont été caractérisés et utilisés pour
améliorer I'efficacité et la stabilité de la production de protéines recombinantes a partir de
cellules de mammiferes. L'intégration de tels éléments dans les vecteurs de transfert de
génes est une solution pour éliminer le silencage de son expression et pour rendre

I'expression du transgene indépendante du site d'intégration.

D’apres la littérature, il existe cing types d’éléments de contréle de la chromatine :
les Locus Control Regions ou LCR, les Matrix Attachment Regions ou MAR, les insulators, les
Ubiquitously acting Chromatin Opening Elements ou UCOE et les STabilizing and Anti-
Repressor elements ou STAR [Kwaks & Otte, 2006 ; Harraghy et al., 2008 ].
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Cet article porte sur I'analyse du paysage brevets des éléments de controle de la
chromatine. L'étude de I’évolution du nombre de brevets déposés pendant la période 1987-
2008, associée a celle du nombre de déposants sur la méme période, montre que les
technologies de controle de la chromatine sont matures. Nous nous attendions donc a ce
gue des industriels aient mis sur le marché des éléments qu’ils auraient auparavant protégés
par des brevets. Cette hypothese a été vérifiée en étudiant les revendications des 320
familles de brevets du paysage brevets. Les portefeuilles de brevets de tous les déposants
ont été regroupés en fonction du type d’élément et de la nature de I'invention protégée. Un
premier groupe rassemble les brevets de preuve de concept et d’ingénierie des éléments de
contrble de la chromatine. Le second regroupe les brevets d’application qui vont exploiter
les brevets du premier groupe. L'analyse du positionnement technologique des déposants
nous a permis d’observer la présence de trois leaders technologiques majeurs sur le
marché : Selexis (MAR), Millipore (UCOE) et Crucell (STAR). Cela nous a aussi permis
d’identifier les concurrents pour chaque élément. Nous nous sommes également intéressés
a la stratégie de protection géographique. Les résultats montrent que les brevets les plus
importants ont été étendus dans de nombreux pays, en Europe, en Amérique du Nord et du
Sud, en Chine, au Japon... Dans une derniére partie, nous avons complété le paysage brevets
par I'’étude de la stratégie des sociétés impliquées sur le marché des éléments de controle de

la chromatine, et plus particulierement des trois leaders technologiques.

3.5.3. Conclusion sur I'article

Pour chaque acteur souhaitant entrer sur le marché de la bioproduction, il sera
nécessaire de naviguer dans le paysage brevets de chaque technologie exploitée dans ce
domaine (lignées cellulaires, vecteurs...). Concernant les éléments de contréle de la
chromatine, les sociétés Selexis, Millipore et Crucell représentent les trois leaders
technologiques mondiaux du domaine. Grace a une stratégie en Pl trés poussée mise en
place des leur émergence, ces acteurs ont su asseoir une position incontournable sur le
marché. De plus, ils continuent a déposer des brevets, soit sur de nouveaux éléments
insulateurs, soit sur des techniques d’ingénierie de bioproduction qui ne se limitent pas a

leur élément respectif mais incluent les autres éléments protégés par leurs concurrents.
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Ainsi, les autres acteurs ont d{i se positionner afin de pouvoir eux aussi entrer sur le marché,
sans étre en position de contrefacon vis-a-vis de brevets déja existants. Pour cela, plusieurs
options peuvent étre envisagées. Premierement, les sociétés négocient des contrats de
licences aupres des leaders technologiques pour la production de protéines recombinantes
comme les anticorps thérapeutiques. Dans ce cas, elles ont a leur disposition un élément de
contréle de la chromatine qui est déja optimisé et n‘ont pas a développer leur propre
technologie. Deuxiemement, d’autres sociétés ont développé leur propre élément, en
profitant par exemple du savoir-faire de chercheurs expérimentés dans le domaine et ayant
déja été inventeurs pour d’autres déposants. Enfin, la troisieme et derniére solution nous
intéresse plus particulierement : elle concerne I'utilisation d’éléments qui sont librement
exploitables car pas ou peu protégés par des droits de Pl. En nous intéressant aux statuts des
brevets et des demandes de brevets, jai déterminé que I'élément le plus utilisé et le plus
testé, I'insulateur cHS4 [Chung 1993 ; Chung 1997 ; Pikaart 1998 ; Potts 2000 ; Recillas-Targa
2002 ; Mutskov 2002 ; Guglielmi 2003], est protégé uniquement aux Etats-Unis (US5610053 -
DNA sequence which acts as a chromatin insulator element to protect expressed genes from
cis-acting regulatory sequences in mammalian cells). En effet, la demande internationale de
brevet n’a pas abouti (W09423046) ce qui offre une niche de développement technologique
pour tout acteur souhaitant bénéficier d'un élément de contrbéle de la chromatine bien
étudié. C'est le cas de I'équipe 2 du GICC, qui étudie les effets de I'insulateur cHS4 intégré au

vecteur piggyBac depuis quelques mois.

3.5.4. Article6
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PATENTS

Landscape of chromatin control element patents:
positioning effects in pharmaceutical bioproduction

Fabien Palazzoli, Solenne Bire, Yves Bigot & Florence Bonnin-Rouleux

Characteristics of the current patent landscape on chromatin control elements indicate the intellectual property

strategies of technological leaders.

Sales of therapeutic recombinant proteins
produced by biopharmaceutical compa-
nies have increased from $49 billion in 2004 to
an estimated $121 billion in 2010. Two of the
main priorities for manufacturers attempting
to meet the challenge of biopharmaceutical
production are shortening the time taken to
manufacture new cell lines and selecting them
for elevated productivity. The conventional
approach for obtaining these cell lines is to use
stable expression systems based on chromo-
somal integration into host cells by transfec-
tion. In general, no attempt is made to target
the transgenic DNA cassette that expresses the
protein of interest at a specific chromosomal
site in the transfected cells. Indeed, so far there
is no evidence that targeted integration is syn-
onymous with higher protein productivity and
long-term stability of expression in mammal
cells. Nevertheless, the chromatin structure at
the site of insertion does appear to be a critical
parameter with regard to the expression of the
integrated transgene. Integration into open
chromatin (euchromatin), which is actively
transcribed, favors high and stable expres-
sion, whereas integration into condensed
chromatin (heterochromatin), which has low
transcription activity, results in little or no
gene expression.

Another source of variation is the silencing
of the expression of the newly integrated trans-
gene in the host cell chromosomes. Indeed,
some or all of the integrated vector copies are
recognized as exogenous inserts by the nuclear
defense machinery, which leads them to be het-
erochromatinized, resulting in silencing of the
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expression of the transgene!. One way to ren-
der the transgene expression independent of
the vector integration site, thus circumventing
expression silencing, is to include cis-regulatory
elements, such as chromatin control elements
(CCEs), in the components of a vector designed
to genetically modify the factory cells. The sci-
entific literature>? indicates that CCEs include
DNA sequences that have an impact on the
chromatin organization, and thus, on the level
of expression of the transgenes in their vicinity.
Indeed, these DNA cis-regulatory elements can
act as positional enhancer or silencer block-
ers, by impairing the enhancer- or silencer-
mediated activation of a promoter. Alternatively,
they can protect a transgene against chromatin
position effects at its genomic integration site,
thus maintaining transgene expression over
time. CCEs have been identified in various
eukaryotic genomes and divided into five cat-
egories®3: locus control regions (LCRs), matrix
attachment regions (MARs), insulators (such
as the chicken hypersensitive site 4 element,
cHS4), ubiquitously acting chromatin open-
ing elements (UCOEs) and stabilizing and anti-
repressor elements (STARs), according to their
properties and specificities. Their properties
make them of major interest in bioproduction,
and their characterization and engineering
have been subject to extensive patenting since
their discovery.

Here we analyze the patent landscape (see
the methodology in Supplementary Data 1)
for the main classes of CCEs with the aim of
tracking their emergence and current develop-
ment. We have determined the degree of matu-
rity of these technologies and the geographic
coverage of patent protection. We have also
identified the key applicants and their techno-
logical positioning within the environment of
biotech companies and public-sector laborato-
ries working on CCEs.

NATURE BIOTECHNOLOGY VOLUME 29 NUMBER 7 JULY 2011

Changes in the number of applicants

The shifts over the last 30 years in patent own-
ership between industrial and institutional
applicants combined with the arrival of new
applicants illustrate the attractiveness of the
CCE sector since 1987 (Fig. 1). When CCE
development began, patent applications were
filed by academic bodies acting alone or with
an industrial partner. Overall, patenting by aca-
demic bodies has remained stable over the last
30 years. Between 1987 and 2001, technologi-
cal developments expanded, showing that the
field of CCEs was attracting increasing interest.
The first maturity phase for CCE technologies
during the period 1998-2003 (Supplementary
Data 2) is confirmed by the number of pat-
ent filings submitted by industrial applicants.
Private industry’s interest in CCEs has resulted
in its becoming massively dominant in filing
patent applications. During these years of
more intense patent filings, industry held 70%
of patents with CCE claims. In other words,
the development of the five chromatin control
technologies, and particularly those of insula-
tors and MARs, was essentially undertaken
by industry. Finally, the year 2005 marked the
return of the public sector, with nearly 50% of
applicants being institutional or academic bod-
ies, most of them working on insulation system
development.

The changes in the numbers of new and
total applicants (Fig. 1) also highlight the
attractiveness of this field of innovation. The
number of new applicants has paralleled
the total number of applicants since 1987,
the former corresponding to almost 50% of
the latter throughout the period. It should
also be pointed out that 2001 was a pivotal
year, with the highest numbers of both pat-
ent families (patents and patent applications
sharing the same priority or combination of
priorities, about the same invention) (38) and
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Figure 1 Change in the breakdown of industrial patents versus institutional patents and in the number
of applicants. The different colored sections in each bar represent the proportion of filings stemming
from academic institutions (yellow), industrial research (red), joint (academic and industrial) filings
(blue) and inventors (gray). The filings in the inventors section (gray) correspond to the numerous US
patents that are filed by inventors as applicants, under the US patent system. The dashed green line
shows the number of new applicants per year defined as applicants who have filed a patent application
for the first time, and the continuous green line the total number of applicants.

applicants (34). From 2002 to 2008, the number
of new applicants followed the general down-
ward trend until 2005, and has subsequently
remained relatively stable. It is noteworthy
that the pioneering applicants are still actively
patenting, reinforcing their patent portfolio
by improving their technologies. It appears
necessary today to develop novel elements or
alternative solutions—a challenge that is usu-
ally undertaken by public-sector fundamental
research, sometimes to the detriment of its own
best interests. Indeed, government laboratories
with limited financial means are often trapped
by the need to avoid disclosing to later control
the intellectual property of their innovations
and recover the benefits of their exploitation,
and to validate their works through interna-
tional journals or conferences to be able to raise
funds to continue their projects.

Positioning of the main pioneering
applicants

All five families of CCEs have been the sub-
ject of R&D projects and patenting activities
(Supplementary Data 2). It is interesting to
rank each major applicant on the basis of the
size of their portfolio for each technology type
(Supplementary Data 3). We therefore com-
pared the different technologies covered by the
portfolios of the top pioneering applicants to
identify those that are in competition within
each technology and to identify their likely
fields of expertise (Fig. 2).

The analysis of the UCOE-based patent
portfolios indicates that Millipore (Billerica,
MA, USA) is the main technological player.
Millipore’s current dominant position results
from several successive acquisitions of compa-
nies and technology transfers. Therexsys was a
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gene therapy company set up in 1992 to exploit
the research projects of the Medical Research
Council (MRC) London, including LCR tech-
nology. By the end of the 1990s, Therexsys
had grown and become Cobra Therapeutics,
following its fusion with Cobra Biosciences.
Cobra Therapeutics went on to develop
UCOE technology in collaboration with the
King’s College London. Cobra was bought a
few years later by ML Lab, which wanted to
reinforce its gene therapy and cell-targeting
projects. To focus and reinforce its activities on
inhaled drugs for respiratory diseases, ML Lab
became Innovata in 2005, following its acquisi-
tion of Quadrant Technologies. Innovata was
then acquired in 2007 by the Vectura Group
(Chippenham, UK), which shared similar tech-
nological objectives. The orientation taken by
Innovata in 2005 led the company to sell its
non-core activities, including those concerning
its DNA production business. Consequently,
the UCOE gene expression technology owned
by Innovata was sold to Celliance, a wholly
owned affiliate of Serologicals, which is itself
owned by Millipore. Finally, compared to the
two other major applicants in this technol-
ogy, Crucell (Leiden, the Netherlands) and
GlaxoSmithKline (GSK; London), Millipore
can be considered to be the undeniable leader
in UCOE technology, with 15 patent fami-
lies (e.g., WO0005393, WO02081677 and
WO02006095156).

Our analysis of STAR technology shows
that it has been strongly protected by Crucell
(through the acquisition of Chromagenics in
2004), and that the company has concentrated
its research and patenting activities. To date,
Crucell holds a portfolio of 15 patent fami-
lies (e.g., WO03004704, WO2004056986 and
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WO2006005718). There are only two other
relatively minor applicants—Millipore and the
Massachusetts Institute of Technology (MIT;
Cambridge, MA, USA); thus, Crucell is incon-
trovertibly the sole leader for STAR elements.

The situations for MARs and insulators are
quite similar. The major applicants for insu-
lators and MAR are US government agencies
with nine patent families (e.g., W09423046,
WO00102553 and W02008101216), and the
University of North Carolina (Chapel Hill,
NC, USA) with eight patent families (e.g.,
W09407902, WO9907866 and WO9805757),
respectively. This situation contrasts sharply
with those of UCOEs and STARs, as no private
sector entity has a major patent portfolio based
on these technologies. However, minor appli-
cants have emerged from final uses of MARs,
as illustrated by Neurotech Pharma (Lincoln,
RI, USA) and its MAR derived from the human
B-interferon gene (W0200248379), and
Selexis (Plan-les-Ouates, Switzerland), with
a MAR derived from the chicken lysozyme
gene (W0O02074969). Similar situations are
also encountered with Dow Agrosciences
(Indianapolis, IN, USA), and the use of artifi-
cial MARs in plants (WO0032800), Synageva
Biopharma (Lexington, MA, USA) and the
development of a MAR from the chicken oval-
bumin gene (W02004094640) and Novartis
(Basel, Switzerland) with its MAR originating
from the gene encoding human interferon-f3,
for which they have developed uses in ret-
roviral vectors for gene therapy purposes
(W09746687). Yet, to date, no major indus-
trial leader has emerged in MAR technology, at
least based on the somewhat arbitrary criterion
of the number of patent applications filed. It
should be noted that within the industry Selexis
is considered to occupy a leadership position in
MARSs even though it has only a few patents,
because these have high-value content for bio-
production.

Some companies have focused their tech-
nological interests on insulators, such as
Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Germany),
which exploits expression-enhancing elements
originating from a DNA sequence segment
isolated from Chinese hamster ovary cells and
located upstream of the coding region of the
gene encoding ubiquitin/ribosomal protein
$27a (W02008012142). GTC Biotherapeutics
(Framingham, MA, USA) does not use its own
genetic element, as this company has claimed
the B-globin insulator sequence (so-called
cHS4, covered by W09423046) as a ‘preferred
insulator’ for a method of making a transgenic
fusion protein (WO0119846, WO0119842).
Similarly, Auilix Biopharma (Berkeley, CA,
USA) uses insulators, including cHS4, to
screen for compounds having effects on various
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tissues and diseases (W003046133) or to iden-
tify cellular targets (WO2005078069).

In the case of LCRs, our results show that
the MRC London is the major player, with ten
patent families (e.g., WO8901517, WO9010077
and WO9533841; Fig. 2). To a lesser extent, the
National Institutes of Health (Bethesda, MD,
USA) and the Vectura Group are also important
applicants with five patent families each. Other
companies have filed some patent applications
on LCRs, including major pharmas such as
AstraZeneca (London), GSK and Novartis and
biotechs such as Genetix (San Jose, CA, USA),
Sangamo Biosciences (Richmond, CA, USA),
the Mogam Research Institute (Yongin, Korea)
and DNX (Princeton, NJ, USA) .

In conclusion, the key players fall into two
categories: The first consists of specialists in a
single technology, whereas those in the second
category tend to diversify their activities by pat-
enting several CCE uses. For example, Millipore
and Crucell are two leaders that control the
ownership and exploitation of UCOEs and
STARSs, respectively. However, these two com-
panies have also filed several patent applications
covering the engineering of other elements, as
illustrated by the four patent families that cover
UCOE uses that belong to Crucell, and the two
patent families on MAR uses held by Millipore.
These two applicants have already developed
their CCEs, which they probably now consider
to be technically mature. As a result, they have
also developed technologies for improving gene
expression that can be integrated into a global
manufacturing process for bioproduction. For
example, in the international patent application
W02006048459, Crucell has disclosed methods
for obtaining host cells that express a polypep-
tide of interest, including an expression cassette
comprising at least one chromatin-influencing
element selected from the group consisting of
a MAR, an insulator sequence, and a UCOE or
STAR sequence.

Corporate strategies of CCE-based
companies

Reconstructing the history of the main CCE-
based companies and the evolution of their
corporate strategies is a way to complete the
picture provided by the patent landscape. Here,
results from our patent studies and analysis of
the players involved in the development of
CCEs have allowed us to show that several
different types of competing companies are
involved in this field.

The first type corresponds to spin-offs that
have exploited CCEs originally discovered in
the laboratories from which they emerged; for
example, Chromagenics (now Crucell), which
emerged from the University of Amsterdam;
Selexis from the University of Lausanne;
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Figure 2 Technological positioning of applicants who have filed at least three patent families covering
CCEs, their engineering and their final uses. The ball size represents the technological importance of
each applicant, based on the size of its portfolio for each CCE type. The number inside the colored balls
corresponds to the number of patent families. Affiliates have been included with their parent companies.

Therexsys from the MRC London and Cobra
Therapeutics (ML Lab/Innovata/Millipore)
through a fruitful collaboration with King’s
College London. These technology-based
companies have focused on engineering their
respective CCEs, which they have protected
with robust patent portfolios. To develop their
technologies up to a commercial level, compa-
nies have had to maintain collaboration with
the laboratory from which the CCE emerged,
and initiate new interactions with players in
the bioproduction field that are developing
complementary technologies (e.g., vectors,
cell lines). This is why spin-offs that have
been successful in the field of CCE technol-
ogy have often used research license agree-
ments that allow a potential new customer to
test the technology for an evaluation period
(e.g., ML Laboratories with Maxygen in 2003,
Selexis with Pierre Fabre in 2006 and Crucell
with Celltrion in 2008). Generally, spin-offs
have adopted an out-licensing strategy allow-
ing them to avoid being deprived of market
share. In the cases cited, these agreements have
proved very useful for these emerging compa-
nies because they allowed them to obtain vali-
dation of their technology for the manufacture
of biopharmaceuticals and, to some extent, to
subsequently subcontract the validation to
third parties. Once validation was obtained,
the research license agreements were replaced
by commercial license agreements intended
to generate income in the form of commercial
turnover and royalties (e.g., ML Laboratories
with Maxygen in 2005, Selexis with Ganymed
in 2007 and Crucell with Centocor in 2009).
These licenses have therefore been used to
reinforce a strategic position in a market where
several competing CCE systems are present.
These validations have also been used by com-
panies to organize part of the communication
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system to promote their technology, first by
publishing credible communications of their
results in scientific journals, and second, by
divulging their improvements to the scientific
community*~?.

Evolution of CCE-based companies

After a few years of existence, the two emergent
companies developing UCOE and STAR tech-
nologies were both taken over by a bigger com-
pany involved in manufacturing processes for
the biopharmaceutical sector, that is, Millipore
and Crucell. By these acquisitions, the sec-
ond type of company expected to reinforce
and expand its strategic and economic posi-
tion in the bioproduction value chain either
by absorbing a possible future competitor, or
by incorporating a technology that it lacked.
Crucell not only proposed the exploitation
of the STAR technology, but also that of its
PER.C6 cell line within a platform for recom-
binant protein manufacturing. Moreover, the
company estimated that “license fees on the
STAR technology will be far more valuable
than the licenses Crucell issues on its PER.C6
technology”” Such companies propose technol-
ogy packages once they have been successfully
optimized, and concentrate on marketing
products or platforms that are protected by a
strong patent portfolio. One advantage of their
strategies is to reach agreements in biopharma-
ceutical production that should generate short-
and medium-term revenue streams.

Besides their positioning in CCE technolo-
gies, companies such as Crucell and Millipore
have reinforced their leadership positions by
completing their patent portfolio with comple-
mentary patent families exploiting other tech-
nologies that make it possible to increase protein
production in different but complementary
ways (W02007096399 and WO2008085956,
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respectively). In this second group, some com-
panies may have used back roads to establish
their position. For example, Selexis has so far
limited its proposition of services to the use of
its MARs under contitions predefined for opti-
mal expression of proteins in mammal cells. In
spite of the fact that the company was founded
in the pivotal year of 2001 and so far remains
a fairly small company (in terms of number
of employees), it has not been taken over by
a larger company as were the former owners
of the STAR and UCOE technologies. This
situation makes it difficult to decipher Selexis’
corporate strategy. If Selexis thinks that its tech-
nology could give an unprecedented advan-
tage to a company involved in bioproduction,
they could be waiting for a large deal from big
pharma, or with a company that develops entire
manufacturing processes for potential custom-
ers. Alternatively, Selexis may see its future as a
developer or assembler of bioproduction pro-
cesses and thus be developing its own tailored
cell lines, vectors and screening processes. It
will be interesting to follow the evolution of the
patent portfolio of this company and its com-
petitors in the years to come (with a potential
license for WO2010046493 family in the name
of the University of Lausanne (which is not
included in this patent landscape) that deals
with new insulators and not MARs).

Intellectual property strategy of the three
technological leaders

In spite of strategy differences between the
current leaders in this field, an analysis of
their CCE patent portfolios reveals that they
have all exploited all the advantages of patent
systems since their origin. In particular, they
have cleverly made use of the advantages of
divisional applications to reinforce their patent
portfolio (EP1404872 for Crucell, EP1373535
and EP1587934 for Millipore and EP1675952
for Selexis). A divisional application is a patent
application derived from a parent application.
Although this cannot be claimed in the form,
some parent applications have been written
in such a way that unavoidably leads a patent
office examiner to conclude, for example, that
the unity of the invention is not fulfilled. As a
consequence, the applicants have to subdivide
their parent application into as many divisional
applications as there are unique inventions that
they still wish to patent after expert assessment.
This also leads to numerous patents, which stra-
tegically reinforces the patent portfolio of the
applicant. Above all, this allows applicants to
extend the period between the date of the pat-
ent submission and its publication, thus gaining
time to work on the scientific and technologi-
cal content of their invention and therefore to
pinpoint the most pertinent parts in the parent
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application that need to be protected by patent-
ing. For example, parent application EP1404872
claims a method for selecting a DNA sequence
with a gene transcription-modulating quality
in various species, including DNA sequences
obtained by the applicant using this method.
Following the patent office examination, this
parent application was divided into several
divisional applications, each covering one
DNA sequence obtained by the applicant using
their method of selection (e.g., EP1842919 and
EP1806407). These intellectual property (IP)
strategies are based on the facilities available for
the national innovation policies of companies
in the Netherlands (Chromagenics is Dutch) or
in Switzerland!? (Selexis is Swiss).

Positioning of the third group of
applicants

Currently, there is fierce competition between
Crucell, Millipore and Selexis to win over
potential bioproduction customers!!. However,
they may also be faced by a third type of player,
which has developed a global process for gene
expression purposes, following another strat-
egy that consists of supplying its own CCE in
a specific context. For example, Novo Nordisk
(Bagsvaerd, Denmark) has developed an
approach to producing Factor VII polypep-
tides or Factor VII-related polypeptides using
its own MAR isolated from hamster cells
(W02004027072). In a similar way, Synageva
Biopharma has developed technological pack-
ages that use transgenic birds as bioreactors,
the production of recombinant protein being
linked to a chicken MAR isolated from the
ovalbumin gene (W02004094640). For its
part, Avesthagen (Bangalore, India) has devel-
oped its own MAR in association with certain
expression-enhancing sequences the company
had already identified, as illustrated by patent
family WO2009150517. In general, these com-
panies correspond to contract manufacturing
organizations, offering services involving
the manufacture of recombinant proteins on
fully optimized cell systems. They also offer
upstream and downstream services and make
the transfer process much easier, as potential
consumers do not need to deal with multiple
service providers. At present, they repre-
sent emerging-stage growth companies that
have accumulated promising technologies to
supply a growing worldwide market. They
can therefore be viewed as good investment
opportunities for venture capital funds, as in
the case of the Pender NDI Life Sciences Fund,
which invested in Chromos Molecular Systems
(Burnaby, BC, Canada; W09423046) and
Fuqua Ventures, which invested in Avigenics,
a company acquired by Synageva Biopharma
(WO002079447).
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Which strategies suit new entrants?

For existing firms that wish to enter the field of
biopharmaceutical manufacturing, setting up
an R&D and/or exploitation plan first requires
the ability to navigate accurately through the
patent landscape where competitors are already
positioned. An additional difficulty arises from
the fact that the technological leaders in the field
are continuously developing their technology,
so that the patent landscape is forever shifting.
Thus, new entrants will have to position them-
selves to avoid infringing patents held by their
technological competitors, who have already
developed a strong patent portfolio world-
wide (Supplementary Data 4). An attempt to
penetrate this business by a company owning
technologies based on new CCEs also seems to
be a high-risk strategy in the light of the data
presented above, and the barrier to entry into
this market can be considered high.

At least three solutions are exemplified
(Supplementary Data 5). The first involves
the granting of licenses by the technology lead-
ers. The second is to obtain know-how from
pioneering inventors. The third solution is to
use CCE:s that are not patented. So, for new
companies such as spin-offs, entering the field
of the biopharma manufacturing appears to
be a stiff challenge. Indeed, the IP for CCEs
as a whole is owned by the pioneering com-
panies, allowing them to control future devel-
opments.

The integration of CCEs into current pro-
duction processes is also well developed. This
situation is also indirectly and unintention-
ally supported by the regulatory agencies that
have so far validated only a few production
systems for pharmaceutical purposes. From
this point of view, only major legislative
changes would be able to modify the rules
and regulations that would allow the reacti-
vation of innovative solutions in this field.
Modifications of the reproduction processes
used by the biopharma manufacturers may
be initiated from one or several technology
breakthroughs: (i) the availability of new and
cheaper production systems (animals, plants
or fungi) that have been validated by national
and international safety agencies; (ii) tech-
nological innovations such as the availability
of controllable and stable vectors with large
cargo capacities (100-200 kbp) that would be
able to carry large, tissue-specific elements
and inducible regulatory elements; or by
major global problems and/or constraints
that result from (iii) the discovery of safety
issues in the existing production technolo-
gies; or (iv) a change in the rules following
the economic and politic management of
world conflicts of interest (e.g., changes in
trust, infringement of IP rights).
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Conclusion

The market for therapeutic substances that are
derived from biological materials or produced
by a biotechnological process continues to
grow rapidly. Nearly 1,000 products are cur-
rently being evaluated in clinical studies, and
the estimated sales for 2010 are about $50 bil-
lion. In the absence of major upheaval in the
bioproduction landscape, the use of CCEs to
improve and optimize factory cell lines appears
to have a bright future. Moreover, succeeding
in the cell line-engineering business may be
an essential first step to achieving some other
long-term objective of the companies that have
developed CCEs. Indeed, the ability to sustain
heterologous gene expression in gene therapy
is a new market for players with chromatin
control technologies to master, and can be
expected to generate additional revenues from
this promising new market. New players will

get involved in clinical trials to develop and
optimize vectors for gene transfer for thera-
peutic purposes. This is illustrated by disputes
over the ownership and exploitation in gene
therapy of the technology based on the LCR
from the [-globin gene in the 1990s, oppos-
ing the MRC London-Therexsys (EP0332667)
and the MIT-Genetix (EP0377676) patents.
Competition between CCE technologies has
turned out to be economically viable and effec-
tive for the production of biopharmaceuticals,
and a second leg of the race can be expected to
involve producing the most efficient CCEs for
gene therapy purposes.
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Supplementary Data 1: Methodology and key words on chromatin control technologies

We have compiled a comprehensive dataset of patent documents by collecting and analyzing CCE
patent filings worldwide. To do this, we extracted patent documents from the FamPat patent
database (Questel). This lists the patent applications within given patent families published by 93
patent offices. The mining step yielded 320 patent families published between 1980 and March,
2010.

The search method associates standard truncation symbols, Boolean operators, complex search
operators and combinations of key words that are used to select the patent documents by probing
titles, abstracts and claims. Key words for each of the five element families were defined using the
forms of words used in the patents and the scientific literature:

e LCRs: locus control*, dominant activat*, dominant control*, locus activat®, region?,
subregion?, sequence?, LCR, LCRs, DCR, DCRs, LAR, LARs, HS, HSS, HS1, HS2, HS3,
HS4, HSS5, dnase?, dnaase?, supersensit®, hypersensit*, superhypersensit, gene?, genetic,
DNA, globin, chromatin, locus, loci, core, site?.

e MARSs: scaffold, matri*, scaffold/matri*, attach*®, region?, element?, site?, sequence?, DNA,
domain?, SAR, SARs, MAR, MARs, SSMAR, SSMARs, A-element?.

e Insulators: insulat*, insulator, insulating, barrier, boundary, regulatory, chromatin,
chromosomal, position, effect?, variegation, enhancer-blocking, cis-acting, silencing,
expression, element?, gene?, transgene?, vector?, regions?, site?, sequence?, element?, DNA,
domain?, SEQ, nucleic acid?, locus, nucleotide?, polynucleotide?, flank*, globin, globulin.

e UCOEs: chromatin*, open*, element?, region?, sequence?, structure?, site?, DNA, domain?,
UCOE, not methylated, methylat* free, unmethyl*, CPG island?.

e STARs: stabiliz*, anti, repress*®, anti-repress*®, region?, element?, site?, sequence?, DNA,

domain?, activity, chromatin, STAR.
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Supplementary Data 2: Changes in the number of patent filings for the chromatin control
technologies

The number of patent filings reflects contemporary technological developments and levels of
innovation. Figure S2 illustrates the number of patent applications involving the five major CCE
technologies: LCRs, insulators, MARs, UCOEs and STARs. For the period 1987-2008, our
analysis of the claims in the 320 patent families reveal that 89 of them cite the use of LCRs, 127
that of MARs, 28 of UCOEs, 20 of STARs and 133 of insulators. The number of patent
applications submitted (black line) has followed a pattern involving 3 distinct phases that began in
1987 with the patenting of dominant activator sequences, also known as LCRs (WO8901517). The
1987-1997 period was a pioneering phase, during which the founding patent families mostly
covered CCEs of the LCR type, but also some MARs (US5731178 in 1990) and insulators, such as
cHS4 (W09423046 in 1993). The 1998-2003 period corresponded to a phase of development in
which some of these technologies began to mature, with a steady growth in patent filings between
1998 and the pivotal year of 2001, during which 38 patent applications were filed. This period of
growth corresponds to a shift in the patent applications filed on CCEs. Relative to the total number
of patent families, filings concerning LCR technology tended to decrease or at least remain stable,
whereas filings about development activities involving MARs and insulators increased in
importance. The years 1998 and 2001 saw the emergence of two new expression-improving
elements, the natural (WO0005393 in 1998) and artificial UCOEs (W00224930 in 2000)
respectively, and the STARs (WO03106684 in 2001). After a plateau in 2002 and 2003, 2004 saw a
downturn in the filing rate which marked the beginning of a phase (2004-2008) during which the
total number of patent applications fell. The patent filings for MARs and insulator technologies
were still dominant, compared to UCOEs, STARs and LCRs. In the case of LCRs, this may be
explained by the fact that these had been the first elements to be exploited 20 years earlier. As a
consequence, their potential had already been explored, and the prospects for innovation were
probably limited with regard to the current state of the art biopharmaceutical production. However,
in spite of the decreased number of filings, it is noteworthy that some new elements have been
protected recently, such as the 5’UTR region of the ZAM retrotransposon of D. melanogaster
(EP1887083 in 2006) or the D4Z4 element (W02009016206 in 2007). From the beginning of the
2000’s, and particularly during the third phase (2004-2008), patent applications have covered the
use of one to five elements. For example, they deal with expression cassettes comprising either an

LCR, a MAR, an insulator or a UCOE for producing recombinant proteins in animal cells, such as
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avian stem cell lineages (e.g. WO2008142124). On the basis of these findings, CCEs seem to have
reached a first technically mature stage, with most of them being protected and already widely used

in various eukaryotic systems.

Number of patent families
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Figure S2 Breakdown of patent families claiming at least one of the following technologies: LCRs,
insulators, MARs, UCOEs and STARs. Patent filings covering the five technologies for improving gene
expression are shown for the period 1987-2008. The black line represents the 320 patent families.
2001 emerges as a pivotal year for these technologies. LCRs (blue, 89 patent families) were mainly
developed from the end of the 1980s to the early 1990s, MARs (green, 127) and insulators (red, 133)
from the end of the 1990s to the early 2000s, and UCOEs (yellow, 28) and STARs (purple, 20) during
the 2000s. It should be noted that the same patent application can cover several CCEs, and so may
appear several times.
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Supplementary Data 3: Main applicants submitting pioneering patents and patents of final
use

During the period 1987-2008, a total of 180 distinct applicants filed 320 patent families concerning
CCEs. An analysis of the claims of each patent family reveals that they can be divided into two
groups. The first included a collection of 185 patent families covering the nucleic sequences of the
CCEs, their mode of use and/or their engineering. This group obviously comprises all the pioneering
patent documents. For example, international patent application W0O9727207 describes the features
of a plant nuclear MAR that increases the expression of foreign genes in cells, but also includes a
way to use it efficiently in DNA constructs and vectors. Similarly, international patent application
W02004054512 concerns engineering an LCR so as to adapt it for use in an optimized retroviral
vector for erythroid-specific expression and the treatment of hemoglobinopathy. The second group
consists of applicants who filed 135 patent families and used CCEs previously developed by the
pioneering applicants as it can be seen in claims, and so the corresponding pioneer key patents have
to be licensed before they can be exploited.

The main applicants in this technological field can be identified by comparing the size of their
patent portfolios. It should be noted that a company’s portfolio includes portfolios belonging to
companies it has subsequently acquired (for example the acquisition of Chromagenics by Crucell).
Some of the pioneering applicants have developed a strong patent portfolio centered on their CCEs.
Twenty-six of the 105 pioneer applicants have filed at least 3 patent families protecting their
elements (Fig. S3a). These pioneers consist of 17 companies and 9 public-sector laboratories. The
top two industrial applicants are Crucell and Millipore, which have a clear leadership over other
companies, and each has a portfolio of 15 patent families. US government agencies and the MRC
London are joint first place for the number of patents filed by an academic body, with 12 and 10
patent families respectively. Of the applicants in the second group, 99 have owned 135 patent
families, and 34 have filed at least 2 patent families (Fig. S3b). This group consist of 22 industrial
companies, with Shire having the largest portfolio (6 patent families), and 12 institutional bodies,
US government agencies being the top public applicant (5 patent families). In both groups, it should
be pointed out that some private applicants, such as Novartis or Synageva Biopharma, have
developed a strong patent portfolio including both pioneering patents and patents of final use (Fig.
S3a and b). In conclusion, these data confirm that Crucell and Millipore are the dominant players in

the CCE market.
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Figure S3 a Ranking of applicants who have filed at least 3 patent families covering engineering and
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period 1987-2008. Affiliates have been included with their parent company in both graphs.
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Supplementary Data 4: Geographic protection of research and patenting activities and
protection strategies for each type of chromatin control element

Applicants file patent applications in the countries they consider to be strategic for protecting their
novel CCEs. Priority patents usually depend on the geographic location of the applicant (e.g. NIH
in USA, University of Hiroshima in Japan). The breakdown of country origins indicates that the
USA is indisputably the country where the most priority patents have been filed in this domain
(Fig. S4a, 51.3%). This is mostly due to US leadership in bioproduction and gene therapy,
supported by the critical role played by US universities and US-based multinational biotech
companies. The UK and European procedures are respectively in second and third positions for the
number of priority patent filings (13.8% and 11.3%). The countries designated for granting
protection provides some insight into the expanding geographic protection of research and patenting
activities for these genetic elements (Fig. S4b). The extension of priority filings indicates the
existence of a potential market, of the applicants’ production sites and/or of competitors. Most
extensions are filed in Asia (172), Europe (130), Canada (109) and USA (83).
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Figure S4 a Breakdown of the priority filings claiming at least one of the following technologies:
LCRs, insulators, MARs, UCOEs and STARs. Priority patents correspond to the first patent
applications in the patent family, before extension of the protection. Priority countries are identified
from the priority number of the initial filing in each patent family. b Extensions of priority patents
over the entire period. The graph shows the countries where the priority patents have been extended.
WO corresponds to PCT (Patent Cooperation Treaty) applications and EP corresponds to European
applications. The number of extensions in Australia must be understood in the light of the policy of the
Australian Patent Office, which automatically issues an Australian patent number if the PCT mentions
Australia, even if no extension has been filed in Australia during the national phase.

To compare the protection strategies used by the main pioneering applicants in the different parts
of the world, we looked at the countries to which protection has been extended for each patent. This
allows us to identify the countries where the main pioneering applicants have protected their
insulation systems. In the current climate of international competition, the number of times a
country occurs within patent protections reveals its interest to applicants as a potential market, or
the presence of competitors and potential infringers. As a result, this scrutiny also identifies where
systems can be freely exploited, without having to negotiate commercial licenses with the owners.
Figure S4c summarizes the protection strategies for each type of CCE, which have been designated
by the applicants in the USA, Europe, and Asia and in other areas. Protection strategies also depend
on the status of the applicant. Industrial companies (e.g. Crucell, Millipore and Novartis) generally
extend their patents more widely than public-sector institutions. US government agencies and
universities have filed most of their patent applications in the USA (data not shown). Most

pioneering applicants, especially companies, prefer to establish extensive protection of their
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elements in numerous countries, including the USA and countries in Europe and Asia. For example,
the pioneering patent families of WO03106684 for STARs, W002074969 for MARs, and
WO00005393 for UCOEs have been expanded in numerous countries by Crucell, Selexis and
Millipore. Extending protection is a way to establish a monopoly over exploiting technologies. To
be able to exploit CCEs in an R&D plan, it is necessary to negotiate an agreement for non-exclusive

or exclusive licenses.

S4ec.

Only Asia (JP or KR
orCNorlINorTW)

Only EP

Only USorCA |

Extended Patents (CA
or US-EP or CA or US- |
Asia or EP-Asia)

Most Extended Patents |
(CA or US-EP-Asia)

LCR MARInsulators UCOE STAR

Figure S4 ¢ Protection strategies for each CCE type: LCRs, insulators, MARs, UCOEs and STARs.
The number inside the colored balls corresponds to the number of patent families. CA, Canada; CN,
China; EP, Europe; IN, India; JP, Japan; KR, Republic of Korea; TW, Taiwan and US, USA.
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Supplementary Data 5: Which strategies suit new entrants?

At least three solutions can be envisaged. The first involves the granting of licenses by the
technology leaders. This option has been chosen by some companies, such as Vivalis, which have
chosen to exploit several CCEs selected among existing LCRs, MARs, insulators or UCOEs
(W0O2008142124). Other similar examples of licenses granted by Crucell, Millipore and Selexis are
those allocated to Bayer Healthcare, Novartis and Neogenix respectively for the manufacture of
biopharmaceuticals, and more specifically monoclonal antibodies.

The second solution has been adopted by other applicants that own patents of final use
(Roche - W0O2007021353; Boehringer Ingelheim - W0O2008012142; Abbott - W0O2008121324).
These companies have an interest in obtaining know-how from pioneering inventors. This can be
detected in the patent information in the case of Gerald Hall who discovered MARs, and first filed
patents on MARs in the name of the North Carolina State University (W09407902 and
WO09727207), and then in the name of Mycogen plant sciences (owned by Dow Agrosciences;
W09844139 and WO0006757). Another example is that of Philippe Chatellard and Markus Imhof,
who are cited as inventors in the W0O02074969 international patent application in the name of the
University of Lausanne, before appearing in the W0O2004081167 and W0O2005040384 patent
families that were filed by Applied Research Systems (owned by Merck KGa).

The third solution is to use CCEs that are [P-free. This can be envisaged in cases where 1)
certain CCEs have been the subject of communications, and are therefore not patentable, i1) a patent
was never granted or ii1) the application was abandoned, iv) the patent is more than 20-years old
and has fallen into the public domain. For example, the first patent families on B-globin LCRs had
priority years in the late 1980s (e.g. WO8901517, WO9010077 and WO9211380). At present they
have fallen into the public domain or will soon do so, thus allowing third parties IP-free exploitation
for business purposes. Such a situation is encountered with one of the most widely studied and
widely used insulators in the scientific literature, the cHS4 insulator that is disclosed in the patent
family of US5610053 (W09423046 family). Surprisingly, our investigations indicate that patent
US5610053 has been granted for the USA, but that no patent extension has been granted for
Europe, Canada or Asia. Unlike other promising insulator systems that have led to the emergence of
insulation-technology based companies from public research labs (Chromagenics for STARs, Cobra
Therapeutics for UCOEs, Selexis for MARs Therexsys for LCRs), no spin-off directly exploiting
the cHS4 insulator has emerged. Nevertheless, the public Canadian-based company Chromos

Molecular Systems has developed and commercialized an Artificial Chromosome Expression (ACE)
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system containing cHS4 insulators to enhance gene expression'?. Similarly, the use of a cHS4
insulator is cited in a few patents that propose to use it for bioproduction purposes (e.g.

WOO0119846 in the name of GTC Biotherapeutics).

1. Lindenbaum, M. et al. Nucleic Acids Res. 32(21), €172 (2004).
2. Katona, R.L. et al. Cell Mol. Life Sci. 65(23), 3830-8 (2008).
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4. Discussion



Mes travaux de thése m’ont amené a analyser l'information brevets pour la
recherche de niches de développement technologique en bioproduction et en thérapie

génique.

Tout d’abord, plusieurs paysages brevets ont été élaborés. Leur analyse critique a un
instant t a permis de mettre en évidence des choix technologiques a valider ou non, des
partenariats potentiels... pour les projets de recherche du laboratoire. Dans toutes ces
études de PI, I'aspect temporel est essentiel : ce qui est vrai a l'instant t ne l'est pas
obligatoirement a l'instant t+1. Ainsi, aprés trois années de these, les résultats des paysages

brevets et leur interprétation ont certainement évolué.

Par ailleurs, en analysant plus en détails les panoramas mondiaux de la Pl et en
m’intéressant aux stratégies des leaders technologiques positionnés sur les différents
marchés étudiés, jai identifié des stratégies de Pl propres a certains déposants. Des
déposants industriels profitent du systéme pour renforcer leurs avantages concurrentiels sur
les autres acteurs du domaine. Des acteurs institutionnels tentent d’échapper aux
monopoles imposés par les industriels en contournant les brevets ou en favorisant librement

le partage des technologies, ce qui peut profiter finalement aux industriels.

Enfin, dans un dernier point, je souligne I'importance croissante de l'information
brevets asiatique. En plus de la barriere de la langue et du volume d’informations
disponibles difficilement analysable, il faut également tenir compte des spécificités des
systémes de brevets en question comme le systeme chinois dans le cadre d’une veille

stratégique.

4.1. Importance de la veille pour les paysages brevets

4.1.1. Exemple des transposons

Les résultats pour la période 1986-2007 de I'article 3 - Transposon tools: worldwide
landscape of intellectual property and technological developments [Palazzoli et al., 2010a]
confirme I’évolution permanente des paysages brevets. Une recherche récente des mots clés

« transposase(s) OR transposon(s) » dans esp@cenet et PATENTSCOPE révele que certains
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déposants déja identifiés ont renforcé leur portefeuille de brevets avec de nouvelles
demandes. C'est le cas des sociétés Transgenrx (W02010118360, W02010036979,
W02010036978 et W02010036976) et Epicentre (W02010048605). Des déposants
institutionnels comme I'Université d’'Hawai (W02008100424 et W02008137114) ou le Max-
Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (W02009003671 et WO02009071334) sont
également retrouvés. Ces demandes de brevets concernent de nouvelles applications
comme la génération de mutations chez des cellules souches spermatogoniales
(W02009071334), mais aussi I'amélioration de systémes existants telles que des
transposases Sleeping Beauty hyperactives (W02009003671) ou de nouveaux systemes
comme le transposon Passport (W02010008564). De nouveaux acteurs revendiquent
I"utilisation de transposons et/ou de transposases dans leurs demandes de brevets. C’'est par
exemple le cas de I'Université d’Aarhus (W02008106985), de la société Recombinetics
(W02010008562 et WO02010008564), mais aussi de la société Transposagen
Biopharmaceuticals (W02010099296 et W02010124200) qui a attiré mon attention. Celle-ci
prétend étre le leader mondial dans la création de modeéles uniques génétiguement modifiés
(Knockout) chez le rat [w56]. Transposagen Biopharmaceuticals précise sur son site internet
gu’elle a étendu sa licence d’exploitation aupres de I'Université Notre Dame en Indiana, de
I’'Université de Floride et du Département américain de I’Agriculture pour couvrir toutes les
applications commerciales de la technologie basée sur piggyBac. Cette société propose aussi
de sous-licencier la technologie de ce transposon pour diverses applications prometteuses
telles que la production de cellules iPS (induced pluripotent stem cells), la thérapie génique,
la thérapie cellulaire et la modification génétique de plantes [w57]. L'analyse de la situation
de la PI sur le transposon piggyBac illustre bien qu’un paysage brevets doit étre analysé au
moment ou il a été construit, puis exploité rapidement et mis a jour régulierement a 'aide
d’une veille. Dans I'article 3 [Palazzoli et al., 2010a], nous avons proposé piggyBac comme
niche de développement technologique pour tout acteur souhaitant développer un plan
d’exploitation a partir d’un vecteur transposon. Notre conclusion qui date de 2010 est donc
aujourd’hui en contradiction avec les informations données par Transposagen

Biopharmaceuticals.
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Les familles de brevets de piggyBac au nom de I'Université Notre Dame, de
I’'Université de Floride et du Département américain de I’Agriculture, dont les inventeurs
sont M. Fraser ou A. Handler, sont les suivantes: US6551825, US7005296 (famille de
WO00114537), US7129083, US7105343, US6962810, US2007204356 (famille de
W02007100821) et US2010221824. Cing familles de brevets ne comportent que des brevets
américains et ne protégent I'utilisation de piggyBac qu’aux Etats-Unis. Deux autres familles
incluent des demandes internationales de brevets, 'une étant abandonnée (W00114537,
avec deux brevets US accordés), I'autre poursuivant la procédure PCT (W02007100821).
Notre interprétation vis-a-vis du positionnement de Transposagen Biopharmaceuticals est
gue cette société communique des informations ambiglies dans lesquelles elle n’indique pas
si elle détient une licence mondiale exclusive pour piggyBac, bien que sa fiche d’information
décrive des droits mondiaux exclusifs pour créer des rats modeles Knockout. En
conséquence, nous pouvons faire I’hypothése que la société détient une licence exclusive
pour les brevets couvrant piggyBac uniquement pour les Etats-Unis, voire pour ceux qui
seront issus de la demande internationale W02007100821. Il sera également intéressant de
suivre [|'évolution de la procédure internationale pour cette demande. En effet,
I’examinateur de brevet a cité dans le rapport de recherche deux documents détruisant la
condition de nouveauté ou celle d’activité inventive : le brevet US6962810 - Methods and
compositions for transposition using minimal segments of the eukaryotic transformation
vector piggybac et l'article Efficient transposition of the piggyBac (PB) transposon in

mammalian cells and mice [Ding et al., 2005].

Ne pas avoir de protection étendue pour le systeme piggyBac, alors que c’est le cas
pour les brevets couvrant les méthodes de création de rats modeles Knockout, peut étre une
faiblesse dans le plan de développement de la société Transposagen Biopharmaceuticals.
C'est peut-étre pour cette raison que la société a déposé une demande internationale de
brevet concernant des transposases piggyBac hyperactives (W02010099296 — Hyperactive
piggyBac transposases). De plus, Nancy Craig de [|'Université Johns Hopkins est une
collaboratrice clé de Transposagen Biopharmaceuticals [Transposagen Biopharmaceuticals,
2009]. Cette derniére est inventrice dans deux récentes demandes internationales de
brevets concernant des variants du transposon piggyBac (W02010099301) ou des
transposons piggyBac de Mammiféres (W02010085699), déposées par I'Université Johns
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Hopkins. Il sera intéressant de vérifier dans les mois a venir si les demandes de brevets et les

brevets accordés qui en découlent seront licenciés a Transposagen Biopharmaceuticals.

Transposagen Biopharmaceuticals affirme détenir les droits d’exploitation sur toutes
les applications commerciales de la technologie basée sur piggyBac. En suivant cette
hypotheése, la société Manoa Biosciences a d(i, ou devra, négocier des licences d’exploitation
pour le transposon afin de ne pas étre en position de contrefacon. Fondée en 2006, Manoa
Biosciences est une spin-off de I'Université d’Hawai créée par Stefan Moisyadi. Celui-ci est
co-inventeur dans plusieurs demandes PCT au nom de I’Université d’"Hawai (W02008137114,
W02008100424, W02008051620, W02008027384). Ces dépbts revendiquent I'utilisation
d’une transposase ou d’'un transposon, préférentiellement piggyBac ou de transposons qui
lui sont apparentés, pour la création d’animaux transgéniques. En 2007, la société avait
annoncé que Malcolm Fraser de I'Université Notre Dame était membre de son conseil
consultatif scientifique [Palazzoli et al., 2010a]. Manoa Biosciences n’a pas développé son
propre systeme transposon et revendique donc dans les brevets que la transposase est
sélectionnée parmi piggyBac, Sleeping Beauty, Mosl, Tcl/mariner, Tol2, Tc3, MuA, and
Himarl. Dans un journal économique, la société a été citée comme exemple de start-up
ayant des difficultés a se développer a cause de I'absence de financements privés [w58]. Son
Chief Executive Officer (CEO ou Président-Directeur Général) Williams Ettouati reconnait que
la société n’est pas supportée par des investissements hawaiens et a été développée a partir
d’une technologie provenant de I'extérieur d’Hawai. Aucun investisseur local ne souhaitant
les financer, Williams Ettouati s’est installé a San Diego afin d’étre physiquement proche
d’investisseurs potentiels. Le site internet de la société Manoa Biosciences [w59], qui était
accessible lors de la conception de l'article 3, a expiré en 2009. Cette situation pourrait
suggérer que la société n’existe plus aujourd’hui. Pourtant, le dernier article sur piggyBac
publié en mai 2010 cite Stefan Moisyadi comme appartenant a Manoa Biosciences [Urschitz
et al., 2010]. Cependant, il n’est pas précisé dans les remerciements de I’article si la société a

contribué au financement du projet et les auteurs ont déclaré n’avoir aucun conflit d’intérét.

Cet exemple illustre la fragilité de la durée de vie d’'une niche de développement
technologique et I'ambiguité de sa localisation au cours du temps. |l est donc primordial de
réaliser une veille pour mettre a jour continuellement les paysages brevets et suivre

I’évolution de I’'environnement PI.
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4.1.2. Exemple des éléments de contrdle de la chromatine

La veille brevets nous a aussi permis d’identifier récemment une nouvelle demande
de brevet au nom de I'Université de Lausanne couvrant des éléments de contrble de la
chromatine : W02010046493 — Gene transfer vectors comprising at least one isolated DNA
molecule having insulator and or boundary properties and methods to identify the same.
Cette nouvelle information devra étre incluse dans I'analyse du paysage brevets
correspondant [Palazzoli etal., 2011]. Il sera intéressant de voir si les brevets de cette
famille seront licenciés ou vendus a Selexis par I’'Université de Lausanne, comme cela a été le
cas auparavant pour la famille W002074969 — Matrix attachment regions and methods for
use thereof. Jusqu’a présent, Selexis était considérée comme une société spécialisée dans les
éléments MAR [Williams & Cranenburgh, 2008 ; Jones, 2009]. Or, cette demande de brevet
ne couvre pas d’éléments MAR mais des insulateurs. Ce brevet est donc un premier jalon
pour se positionner comme leader technologique des éléments insulateurs, dans une niche
oU aucune société ne s’est véritablement positionnée [Palazzoli et al., 2011]. Si la famille de
brevets est licenciée a Selexis, sa position de leader technologique sur le marché des
éléments de controle de la chromatine sera renforcée vis-a-vis des deux autres concurrents

Crucell et Millipore qui détiennent un portefeuille de brevets plus important.

4.2. Stratégies de Pl propres a certains déposants

4.2.1. Contournement des brevets considérés comme bloquants

L'analyse de l'information brevets est un moyen pour déterminer la liberté
d’exploitation d’une invention. Celle-ci est établie en étudiant les revendications et les
statuts légaux des brevets pertinents et en s’intéressant aux pays désignés pour I'obtention
d’une protection. Dans I'article 4 Zinc finger monopoly : quelles sont les régles du jeu ?, nous
avons confirmé le controle mondial de la société Sangamo Biosciences sur le développement
de la technologie ZF [Palazzoli et al., 2010b]. Devant ce constat, des chercheurs ont tenté de
contourner le monopole en recherchant des failles technologiques dans le verrouillage de la

technologie. lls ont essayé de contourner techniquement des brevets sur I'ingénierie de ces
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domaines de liaison a 'ADN. Par exemple, I'’équipe du Japonais Yokio Sugiura a tenté de
modifier le squelette des domaines ZF de Zif268 [Hori et al., 2000 ; Dhanasekaran et al.,
2006] pour échapper partiellement a certains brevets spécifiques aux domaines ZF de type

Cys,-His, (W09853059, W09853060).

Diverses substitutions offrent la possibilité de construire de nouveaux motifs ZF, et
d’échapper a certains brevets comme le brevet US6866997 — Nucleic acid binding proteins
(famille de la demande PCT W09853059) qui revendique « A method for preparing a nucleic
acid binding protein that binds to a target nucleotide sequence, wherein the binding protein
comprises a plurality of zinc fingers of the Cys2-His2 class [...] ». Les protéines ZF d’'un motif
différent de Cys,-His, ne sont pas couvertes par cette famille de brevets. Une autre solution
pour échapper a certains brevets est de faire varier la longueur et la séquence des acides
aminés faisant les liaisons entre les domaines ZF (W09945132 — Poly Zinc Finger proteins
with improved linkers). Cependant, ces stratégies lorsqu’elles se sont avérées étre
réellement fonctionnelles, ne contournent que quelques brevets et ne permettent

globalement pas d’échapper aux brevets fondateurs de la technologie ZF.

4.2.2. Stratégies de Pl de certains acteurs privés profitant du systeme

des brevets

4.2.2.1. Hyperactivité des déposants

Esteban Burrone, consultant a la Division des PME de 'OMPI, nous rappelle que les
brevets sont au coeur du business des biotechnologies [w60]. Les brevets, qui sont les seuls
actifs des entreprises de ce secteur a haut degré d’innovation, vont étre exploités par les
déposants, notamment industriels, pour occuper un secteur technologique. Les entreprises
profitent pleinement du systéme et déposent de trés nombreuses demandes afin d’occuper
une place stratégique sur le marché visé et pour obtenir la délivrance d’au moins un brevet
solide. De plus, la contestation juridique d’un brevet occasionne des dépenses trés élevées
dues aux procédures judiciaires, notamment aux Etats-Unis [w61]. Pour résumer, I'activité
intense de dépobts de brevets par les industriels va leur apporter un réel avantage

concurrentiel qu’il sera difficile d’attaquer. Les brevets font donc partie intégrante du plan
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d’affaires des entreprises et ils constituent la clé du succés de leurs détenteurs dans un

environnement extrémement compétitif.

4.2.2.2. Demandes divisionnaires

L'analyse du paysage brevets sur les éléments de controle de la chromatine et des
portefeuilles de brevets des acteurs du domaine m’a permis d’identifier une stratégie de PI
particuliére : 'utilisation « détournée » des demandes divisionnaires. Celle-ci n’est, a ma
connaissance, que rarement mise en exergue par les organismes de recherche publics
francais, a I’exception de quelgues-uns comme Cellectis. Une demande divisionnaire est une
demande plus réduite que la demande initiale que le déposant veut désormais voir traitée
de maniere autonome. Les sociétés Crucell, Millipore et Selexis, leaders technologiques des
éléments de controle de la chromatine [Williams & Cranenburgh, 2008 ; Jones, 2009], ont
une stratégie de dépot et de rédaction des demandes de brevets remarquablement bien
pensée, basée sur les demandes divisionnaires® (EP1404872 pour Crucell, EP1587934 et
EP1373535 pour Millipore et EP1675952 pour Selexis). Ces demandes qui ne sont pas
affichées comme telles lors du dépd6t initial vont exploiter légalement certaines
caractéristiques des procédures de dépbt pour optimiser au cours du temps le

développement et le contréle d'une technologie.

Lors de la procédure de dépot en Europe, I'examinateur établit un rapport de
recherche dans lequel il présente I'état de la technique dans le domaine de la demande. Il va
apprécier l'unité de l'invention. L’examinateur peut émettre une objection de non unité
d’invention lorsqu’il considere que les revendications définissent plus d’une invention. Pour
éviter toute perte des droits, le déposant est alors invité a poursuivre la procédure pour
chaque invention identifiée dans la demande initiale. La demande initiale est alors scindée
en autant de demandes divisionnaires que d’inventions identifiées, a condition que les
demandes divisionnaires déposées ne dépassent pas le contenu de la demande initiale. L'un
des avantages repose sur le fait que les demandes divisionnaires sont considérées comme
étant déposées a la date de dépo6t de la demande initiale, elles bénéficient donc du droit de

priorité. Elles suivent leur propre procédure d’examen, méme si la demande parente est

3 I , o . - .. . ,
Je me suis intéressé ici plus particulierement aux demandes divisionnaires européennes.
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abandonnée ou révoquée. La demande divisionnaire ne permet en aucun cas de prolonger la
durée de vie d'un brevet, mais protége d'autres aspects de l'invention. Elle peut étre utilisée,
lorsqu'on dépose une demande de brevet couvrant une invention, pour se réserver la
possibilité de revendiquer d’autres aspects de cette invention tant que la demande est en
instance. Dans la pratique et jusqu’au 1°" avril 2010, une demande divisionnaire pouvait étre

déposée a tout moment tant que la demande initiale était en examen.

Bien que les demandes divisionnaires n’aient pas été prévues pour ¢a, il est possible
de rédiger intentionnellement une demande de brevet en incluant plusieurs inventions, en
sachant pertinemment que celle-ci sera refusée pour défaut de non unité d’invention.
L’examinateur sera donc amené a faire une objection a ce sujet et le déposant éclatera sa
demande initiale en autant de demandes divisionnaires que d’inventions. C'est la stratégie
utilisée par Crucell avec la demande EP1404872 qui a été scindée en une multitude de
demandes divisionnaires : EP1842919, EP1806407... La demande initiale EP1404872 — DNA
sequences comprising gene transcription regulatory qualities and methods for detecting and
using such DNA sequences décrit une méthode pour sélectionner une séquence d’ADN ayant
la capacité de moduler la transcription chez plusieurs espéces, et protégeant lesdites
séquences ainsi obtenues. A la suite de I'examen statuant le défaut d’unité d’invention, des
demandes divisionnaires ont été déposées pour chaque séquence identifiée par la méthode
de sélection et avec un titre identique : DNA sequences having anti-repressor activity. Grace
a cette procédure, la société peut protéger uniquement les séquences qui lui auront donné
satisfaction aprés les avoir testées pendant les périodes d’examen et d’échanges avec
I'office de brevets, plutét que de les avoir toutes protégées dés le départ (et d’avoir déposé

une demande pour chacune d’entre elles).

Déposer des demandes divisionnaires est également un moyen de gagner du temps
pour répondre aux objections des examinateurs des offices de brevets lorsque la demande
initiale a été refusée ou abandonnée. Les déposants profitent du délai accordé pour
I’examen des demandes divisionnaires pour répondre aux objections contre la brevetabilité
de la demande initiale. Cela leur permet de préparer les réponses de maniére adéquate.
C'est pourquoi les concurrents de déposants de demandes divisionnaires font remarquer
que la « période d’incertitude juridique » est prolongée (moment entre le dépot et la

délivrance). Il leur est donc pratiquement impossible de prévoir le moment ou la demande

305



divisionnaire sera éventuellement accordée et ils risquent donc d’étre en position de
contrefacon et de payer d’importants dommages-intéréts. De plus, en cas de demandes
divisionnaires successives, le risque est d’autant plus important. Finalement, I'utilisation des
demandes divisionnaires permet a un déposant d’avoir un positionnement optimal sur un

marché en bloquant stratégiquement ses concurrents.

Depuis le 1°" avril 2010, I'OEB a publié des directives qui visent a limiter le temps dans
lequel on peut déposer une demande divisionnaire. Auparavant, il n’existait pas de
restriction au dép6t de demandes divisionnaires. Dans sa décision G1/05, la Grande chambre
de recours” de I'OEB a précisé qu'il n'existait pas de base légale pour imposer des restrictions

ieme

au dépdt de demandes divisionnaires, méme a celles de n génération. Selon elle
toutefois, « il n'est pas satisfaisant que des séries de demandes divisionnaires ol chacune
contient le méme exposé de large portée que la demande d'origine du fait qu'elle conserve
au moins une description non modifiée, puissent rester en instance pendant une période
allant jusqu'a vingt ans [...] ». Dorénavant, a la suite de ces nouvelles directives, une
demande divisionnaire peut maintenant étre déposée deux ans au plus tard a compter de
I'émission de la premiere notification de la demande initiale (et de la plus ancienne dans le
cas ou il y a plus d'une demande divisionnaire) et deux ans au plus tard a compter de la
notification mentionnant le défaut d’unité d'invention. Passé ce délai, aucune demande
divisionnaire ne pourrait étre déposée. L'introduction de cette limitation refléte la volonté
de I'OEB de s'attaquer aux demandes divisionnaires dites « abusives ». Les déposants qui

exploitaient cette stratégie vont donc devoir tenir compte de ce délai dans leur stratégie de

Pl [Jongste, 2010].

Dans le systéme américain, il existe une autre procédure dénommeée « Continuation-
in-Part » ou plus communément CIP, qui est également exploitée par les déposants de
brevets dans un but stratégique semblable. Pour résumer, si un complément doit

absolument étre déposé pour soutenir une demande défaillante, il faut avoir recours au

* La Grande Chambre de recours peut étre saisie afin d'assurer une application uniforme du droit ou si une
question de droit d'importance fondamentale se pose.
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dépot d’une seconde demande dite demande CIP. Celle-ci reprend I'essentiel ou la totalité
d’'une demande antérieure et y ajoute de nouveaux éléments qui n’y figuraient pas. Les
revendications qui s’appuient sur la matiére nouvelle ajoutée par la CIP ne peuvent
bénéficier que de la date de dépot de la CIP (si, a nouveau, la condition de suffisance de
description est remplie) et ne peuvent pas bénéficier de la date de dépo6t de la premiére
demande. Cependant, les revendications qui s’appuient sur une divulgation suffisante
figurant déja dans la premiére demande bénéficient de la date de dépdét de celle-ci.
Lorsqu’on est en présence d’un brevet qui a été délivré sur la base d’une CIP, il faut donc
faire le tri dans les revendications pour déterminer les dates respectives dont elles

bénéficient (date de dépdt de la premiere demande ou de la CIP).

Face a ce constat pour le moins nouveau en matiére de Pl lorsqu'on évolue dans un
organisme de recherche public frangais, je me suis renseigné auprés de deux entreprises de
biotechnologies renommées, d’une société de transfert de technologies innovantes et d’un
cabinet de conseil en Pl sur l'ubiquité d'utilisation de ces stratégies. Une nuance peut étre
apportée sur les stratégies basées sur les demandes divisionnaires. En effet, il est important
de distinguer les effets d'une procédure de protection attentive, c'est-a-dire I'objectif initial
d’une demande divisionnaire et une réelle stratégie de PI. Toutes les personnes interrogées,
sous réserve de discrétion, ont reconnu le caractére stratégique des demandes
divisionnaires, malgré le fait que cette notion ne soit jamais enseignée. Il semblerait donc
que l'utilisation de telles stratégies repose directement sur la profondeur des définitions des
politiques d’innovation et des stratégies de Pl nationales. Une telle profondeur est par
exemple trés bien affichée par des états comme la Suisse ou le Japon [Ledergerber & Kurt,
2003 ; Arai, 2006]. Les entreprises de biotechnologies de ces pays sont sensibilisées a ce type
de stratégie, ce qui leur permet lorsqu'elles les mettent en ceuvre, d'avoir un avantage
concurrentiel qui va bien au-dela de celui procuré par les dépots de brevet. Ce constat ayant
été fait lors des derniers mois de ma these, il serait intéressant d’approfondir I'utilisation des
demandes divisionnaires, notamment en France. En effet, alors que le giron des juristes
spécialistes des questions de Pl est a notre sens parfaitement au courant de l'intérét
stratégique de ces procédures, la question de savoir pourquoi les demandes divisionnaires

ne sont pas ou peu utilisées comme outil de valorisation par les laboratoires de recherche

307



publics francais demeure sans réponse. Dans le cas des organismes de recherche publics,
I'implication des chercheurs face a leur invention les amene a étre le plus précis possible
avec les ingénieurs brevets des cabinets de conseil en Pl dans la description et la rédaction
des revendications pour déposer des « brevets simples ». Aucune approche stratégique en
amont ou en aval n'est réellement évoquée par les tutelles, si ce n'est de se retourner vers le
chercheur apres le dép6t pour lui demander quel type d'exploitation il envisage. Une
hypothése explicative de ce comportement tient au fait que mettre en place une stratégie
de demandes divisionnaires requiert des moyens financiers beaucoup plus importants qui

sont peut-étre hors de portée des organismes publics de recherche.

4.2.3. Stratégie originale exploitée par des acteurs académiques :

I’open innovation/source

Tandis que la recherche académique valorise essentiellement ses travaux au travers
de publications scientifiques, la protection des résultats de la recherche par des droits de PI
incite les industriels a investir dans la R&D. Pour la recherche académique, la question peut
cependant étre reformulée en se demandant si les droits de Pl constituent un obstacle ou au
contraire un encouragement pour l'industrie des biotechnologies. Le nombre croissant de
brevets et de licences et la complexité de I'exploitation des paysages brevets peuvent en
effet étre un obstacle a I'innovation. Les problémes rencontrés portent sur les restrictions
imposées par les brevets sur |'exploitation d’une technologie comme un contréle excessif
(exemple de Sangamo Biosiences), la durée trop longue des brevets, I'importance des frais
de procédure de dépbt, le prix des licences d’exploitation et le co(t financier des batailles
juridiques (opposition, défense de ses propres brevets)... Un équilibre est donc nécessaire
entre le domaine public et les monopoles accordés par les brevets controlés par les
industriels, qui ne doivent pas limiter ou empécher les acteurs académiques d’utiliser les
inventions a des fins de recherche fondamentale. A ce niveau, il faut souligner que la
différence entre recherche fondamentale et R&D est ténue. En effet, quel que soit le type de
recherche, le chercheur se situe toujours a la frontiére entre le savoir et I'inconnu. Pour
progresser dans I'inconnu, il va donc devoir exploiter des outils dont certains sont protégés

par des brevets a leurs limites, donc dans des conditions innovantes. En fonction du regard
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posé sur le travail du chercheur, on va donc pouvoir conclure qu’il fait de la recherche
fondamentale ou de la R&D dans des conditions potentiellement illicites (contrefacon). Face
a ce constat, des personnes se sont organisées pour proposer, a leur sens, plusieurs
stratégies pour gérer et réglementer les droits de Pl en vue d’obtenir des résultats optimaux
tant pour les innovateurs que pour la société dans son ensemble. L'objectif est de partager
les technologies pour relever un défi commun [w62]. L'une de leurs finalités est de
supplanter les intéréts particuliers ou nationaux pour répondre aux besoins des pays en

développement (maladies, famine, pauvreté, changements climatiques...).

Il n'existe pas une fagcon unique de mettre en oeuvre cette notion mais les
propositions sont souvent proches. L'un des modeles de partage des technologies repose sur
la notion d’open source. La notion est définie par 'OMPI comme un modele de partage de
technologies définissant des « champs d’innovation comprenant une plate-forme
technologique que les tiers peuvent librement utiliser et adapter, et sur la base de laquelle
des innovations peuvent étre a leur tour partagées » [w63]. Autrement dit, il s’agit de
plateformes de connaissances, alimentées par des acteurs, qui font avancer toute la
communauté scientifique. La notion d’open biotechnology est également apparue : des
chercheurs proposent des licences ouvertes permettant ['utilisation immédiate de
techniques brevetées. Le but est de « créer un réservoir commun de techniques de pointe
fondamentales que les preneurs de licences pourront utiliser gratuitement a condition que
les améliorations qu'ils apporteront auxdites techniques soient aussi partagées » [w63]. Sont
ainsi visées des techniques indispensables a la transformation génétique et des instruments
de recherche tels que les marqueurs génétiques. Le généticien Richard Jefferson est |I'un des
leaders précurseurs de ce mouvement [Herrera, 2005]. Pour cela, il a créé une association a
but non lucratif promouvant la R&D dans le domaine des biotechnologies agricoles dans
I'intérét des pays en développement : CAMBIA (Center for Application of Molecular Biology
to International Agriculture) [w64]. CAMBIA a lancé une initiative d’open source pour
I'innovation en biotechnologies dénommée BIOS (Biological Innovation for Open Society)
[w65] qui s’inspire des logiciels open source [Isaac & Park, 2009]. Les participants a ce projet
ont convenu de partager l'accés a la technique fondamentale tout en utilisant celle-ci pour
apporter des améliorations et créer des applications dérivées. Cela ne les empéche pas de

détenir des brevets mais ceux-ci ne sont pas directement utilisés pour réaliser des bénéfices.
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Une contrepartie financiére peut étre requise pour récupérer les sommes investies et
subventionner un accés équitable (recherche non lucrative et recherche visant a répondre

aux besoins des pays en développement).

Dans le cadre de l'initiative BIOS, CAMBIA a créé une base dénommée Patent Lens
[Herrera, 2005 ; Editorial, 2006 ; w66] qui propose des ressources globales open source pour
améliorer la transparence du systéme des brevets. Il s’agit d'une base de données de brevets
indépendante et en acces libre qui rassemble des données de brevets issus de plusieurs
offices nationaux. Le site Patent Lens a ajouté dans sa base de données le texte intégral des
brevets australiens accordés, a I'aide de la reconnaissance de caractere optique. Cent quinze
mille brevets peuvent ainsi étre sondés dans cette base de données en libre accés [List,
2008]. Des paysages brevets sur des domaines précis sont mis gratuitement a la disposition
de la communauté scientifique : adjuvants, genes de résistance aux antibiotiques et
utilisations pour la transformation génétiques de plantes, promoteurs utilisés pour la
régulation de I'expression de génes... [w67]. Par exemple, I'analyse du paysage brevets sur la
technologie développée a partir d’Agrobacterium tumefaciens a poussé les auteurs a
rechercher des alternatives aux méthodes usuelles brevetées massivement par les acteurs
majeurs du domaine comme Monsanto [Herrera, 2005]. Richard Jefferson précise que la
complexité de la Pl représente un obstacle pour les acteurs publics et privés qui souhaitent
utiliser cette technologie pour améliorer I'industrie agricole. Par conséquent, il présente
plusieurs especes de bactéries en dehors du genre Agrobacterium qui rentrent dans le projet
open source de CAMBIA et qui peuvent étre modifiées pour réaliser des transferts de génes
chez les plantes [Broothaerts et al., 2005]. Les souches Sinorhizobium meliloti, Rhizobium sp.
et Mesorhizobium loti représentent ainsi de bonnes alternatives au transfert de géne par

Agrobacterium tumefaciens.

Une autre initiative peut étre mentionnée: PIPRA (Public Intellectual Property
Resource for Agriculture). |l s’agit d’une coalition regroupant plus de cinquante universités et
instituts de recherche qui militent pour de meilleurs échanges sur les droits de Pl en
biotechnologies végétales afin de faciliter la R&D d’applications délaissées, c’est-a-dire dans

les cas ol les brevets affectent I'innovation en agriculture et le bien-étre social.
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4.2.4. Déviance et manipulation de la notion d'open innovation/source

Dans l'article 4 Zinc finger monopoly : quelles sont les régles du jeu ? [Palazzoli et al.,
2010b], j’ai évoqué le Zinc Finger Consortium, dont le but est de promouvoir I'ingénierie et la
R&D de la technologie ZF [w68]. Pour cela, contrairement a la stratégie de monopole de la
société Sangamo Biosciences, les membres se sont engagés a développer une plate-forme
d'ingénierie de la technologie ZF qui soit a la libre disposition de la communauté scientifique
académique. lls mettent ainsi a disposition le logiciel ZiFit de design de motifs ZF [w69], la
base de données ZiFDB de motifs ZF [w70], ainsi que de nombreuses publications. Les
membres du consortium proposent gratuitement une méthode d’ingénierie qu'ils
présentent comme une open source dénommée OPEN (Oligomerized Pool Engineering)
offrant aux chercheurs la possibilité de faire progresser la technologie des ZFD [Maeder
et al., 2008]. De méme, les plasmides utilisés par le consortium sont mis a disposition par
Addgene, une organisation a but non lucratif qui facilite la diffusion de plasmides dans la
communauté scientifigue. Les méthodologies, informations et outils partagés par le
consortium sont open source. Cependant, pour toute autre utilisation que la recherche, tout
tiers souhaitant réaliser, utiliser, distribuer ou vendre la technologie ZF a I'obligation
d’obtenir le consentement préalable et les licences appropriées auprés de Sangamo
Biosciences. Il n’y a donc pas d’open access aux droits de Pl et a I'exploitation de la
technologie. C'est pourquoi une page du site d’Addgene stipule que certaines utilisations de
plasmides du consortium portant sur des modules ZF de Sangamo Biosciences, nécessitent
une licence d’exploitation (W00153480, EP1364020...) [w71]. Lintérét ici n’est pas de
contourner les brevets de Sangamo Biosciences mais d’avoir un accés a la plate-forme et a
son savoir-faire [Chandrasekharan et al., 2009 ; OEB, 2010b]. Finalement, I'impact de ce
consortium est limité et Sangamo Biosciences reconnait méme que cette initiative lui est
favorable. L’existence du Zinc Finger Consortium et la distribution de modules ZF a des prix
abordables permettent ainsi aux chercheurs de valider les brevets. Les nombreuses
diffusions de connaissances scientifiques (articles, communications orales, sites internet)
sont aussi un moyen efficace pour Sangamo Biosciences de faire développer la R&D de sa

technologie a moindre frais et d’avoir de la publicité gratuite.

Dans un autre exemple de modele de partage de technologie, une équipe de

chercheurs allemands a développé en collaboration avec des chercheurs indiens une
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méthode innovante pour la synthése d’insuline a faible colt pour le traitement du diabéte
[w72]. Elle repose sur I'utilisation de la levure Pichia pastoris qui synthétise dans son milieu
de culture le précurseur de l'insuline. Avec cette nouvelle méthode, le rendement de
production d’insuline est deux fois supérieur a celui de la méthode usuelle brevetée basée
sur cette levure. Fin 2009, il y avait plus de 220 millions de diabétiques dans le monde [w73],
dont environ 50 millions en Inde. Le choix de publier plutét que de breveter est donc un
premier effort pour faciliter I'accés a I'insuline aux populations les plus défavorisées. Ils ont
fait le choix de ne pas déposer de demande de brevet pour protéger la méthode mais au
contraire de la publier pour gu’elle soit librement accessible et exploitable par tous
[Gurramkonda et al., 2010]. Ces équipes de chercheurs avaient déja eu une telle démarche
en publiant en 2009 une méthode de production du vaccin contre I’'hépatite B, afin que les
populations les plus défavorisées puissent elles aussi avoir un acces a ces médicaments
[Gurramkonda et al., 2009]. Cependant, ce type d’initiative demeure tres idéaliste et peut
s’avérer étre trés limité en terme de liberté d’exploitation face a la complexité des paysages
brevets et de I'enchevétrement des droits de Pl. Par exemple, il existe des brevets dans la
procédure globale de production de I'insuline, tel que le brevet US4916212 - DNA-sequence
encoding biosynthetic insulin precursors and process for preparing the insulin precursors and
human insulin. La nouvelle méthode exposée dans l'article concerne le précurseur de
Iinsuline. Il s’agit donc d’un produit intermédiaire qui nécessite d’étre converti par des
réactions enzymatiques pour obtenir le produit final, I'insuline humaine, via une méthode
qui peut étre protégée par des droits de Pl (US4489159 - Process for preparing esters of

human insulin).

L'open source représente une réelle volonté des acteurs académiques de supplanter
le monopole des acteurs industriels en mettant savoir-faire et technologies a la disposition
de la communauté scientifique. Cependant, la complexité du systeme des brevets associée a
celle des paysages brevets entraine une certaine déviance au profit de ces mémes acteurs

industriels.
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4.3. Probléeme d’acceés a I'information asiatique

4.3.1. Acces a l'information brevets chinoise

L’élaboration des paysages brevets et la veille technologique qui lui est étroitement
liée sont d’une importance cruciale pour se positionner au sein d’une niche de
développement technologique. Cependant, la recherche exhaustive d’informations, qu’elles
proviennent des documents brevets ou des publications scientifiques, peut étre entravée
par la barriere de la langue notamment asiatique. Par exemple, le terme transposase se
traduit en chinois par « FEJEEff » [w74], se lit « Zhudn zud méi » d’aprés Google Translate].
Nous pouvons ensuite vérifier par traduction inverse que « FZEEfi » correspond
effectivement a « enzyme transposase » dans Google Translate [w75]. A partir de ce terme,
nous avons comparé les résultats entre des bases de données en anglais et en chinois. Ainsi,
la recherche de « FZ 5[ » aboutit a 184000 résultats en anglais [w76], 103000 résultats
avec le site chinois de Google (redirigé depuis mars 2010 vers le site Google de Honk Kong
[w77]) et =320000 (Annexe 7, Figure 29) avec le moteur de recherche chinois Baidu [w78].
Ce dernier est le site internet le plus visité en Chine, loin devant Google. Concernant les
articles scientifiques, PubMed propose 3822 publications tandis que le portail d’informations
CNKI - China National Knowledge Information [w79 ; Guénec & Dou, 2008] propose 131

articles en anglais et 2578 en chinois (Annexe 7, Figure 30).

Dans l'article 4 Zinc finger monopoly : quelles sont les regles du jeu ? [Palazzoli et al.,
2010b], nous avons exclu du paysage brevets 287 familles de brevets qui présentent la
particularité de désigner comme inventeurs Y. Mao et Y. Xie. Elles portent sur des protéines
naturelles contenant des domaines ZF et nous en avons déduit qu’elles s’inscrivent dans un
contexte d’exploitation totalement différent de celui du paysage brevets de l'article. Par
exemple, les mots clés « zinc finger » sont mentionnés dans le titre de la demande
CN1406958 - Polypeptide-human zinc finger protein-61.27 and polynucleotide for encoding
it. En étudiant le brevet avec esp@cenet, nous pouvons remarquer que les onglets
« Description », « Revendications » et « Mosaique » sont grisés et ne sont pas accessibles. En
revanche, 'onglet « Document original » offre la possibilité de naviguer dans la demande de
brevet rédigée en chinois. De méme, dans les autres paysages brevets, j'ai été régulierement

confronté a des documents brevets en langue asiatique, comme le coréen (KR20020047006,
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paysage brevets sur les éléments de contréle de la chromatine) ou le japonais

(JP2006238804, paysage brevets sur les transposons).

Pour résumer, nous sommes retrouvés face a des demandes de brevet qui n’ont été
déposées que dans un pays asiatique et donc rédigées dans la langue correspondante. Ces
documents ne sont disponibles que dans la langue de la demande brevet initiale soit parce
gu’ils n’ont pas été étendus dans d’autres pays, soit parce que la demande PCT pour étendre
la protection dans d’autres pays n’est pas arrivée a son terme. Par exemple, la demande
internationale W02005012519 — Transposon transferase and use thereof n’a pas été
traduite et n’est donc pas disponible en anglais dans esp@cenet (comme I'autre membre de
la famille JP2005046093). Dans le cas de |’élaboration des paysages brevets, je me suis basé
sur les titres et les résumés des documents brevets qui n’étaient pas rédigés en anglais pour
déterminer si je devais les exclure ou les inclure dans I’étude. Cependant, pour apprécier le
caractere de nouveauté d’une invention, il serait indispensable de traduire les documents
brevets qui semblent casser cette condition de brevetabilité aprés I'analyse des titres et

résumes.

Ces exemples nous montrent que le potentiel de la R&D chinoise est plus vaste que
ne le laisse supposer I'information scientifique disponible en anglais. L'information asiatique
représente aujourd’hui une source de données scientifiques et technologiques qu’il est de
plus en plus difficile de ne pas prendre en compte. L'OMPI estime que les dépots de brevets
ont doublé entre 1995 et 2008, augmentant de pres de 1,05 millions de dép6ts par ana 1,9
millions [Nombre total de demandes de brevet; w80]. Mais les évolutions les plus
marquantes sont observées aupres des offices de Pl des pays émergents en forte croissance
économique comme la Chine ou I'lnde [OEB, 2008a ; Demandes de brevet par office des
brevets ; w80]. Depuis des dizaines d’années, les premiers offices de brevets sont les offices
américains (USPTO, plus de 450 000 dépodts en 2008) et Japonais (JPO, plus de 391 000
dépots en 2008). Cependant, la Chine est en passe de devenir une superpuissance en termes
de nombre de dépbts de brevets [w81]. En effet, la Chine sera le premier pays déposant en

nombre de brevets au plus tard a la fin de I'année 2011.
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La particularité de ce dynamisme peut étre aussi illustrée par la nationalité des
déposants [Demandes de brevet par office des brevets ; w80]. En 2003, il y avait a peu pres
autant de dépots faits en Chine par des résidents chinois (x57000) que par des non-résidents
(=49000). Depuis 2003, le nombre de déposants chinois augmente tous les ans et atteint en
2008 =195000 dépodts contre =95000 par des non-résidents, soit deux fois plus. En
comparaison, il y a en 2008 aux Etats-Unis 231000 dépdts fait par des résidents américains,
soit quasiment autant que les =225000 dépots des non-résidents. Ainsi, la société chinoise
qui s’est développée en copiant les technologies et les produits des entreprises occidentales,
est dorénavant capable d’innover fortement. L’augmentation du nombre de dépbts par les
résidents chinois peut étre expliquée par la politique industrielle menée par le
gouvernement pour promouvoir I'innovation nationale. Cela est d’autant plus remarquable
gue ce pays ne possédait pas de loi relative a la Pl il y a une vingtaine d’années. Depuis, la
Chine a modifié a plusieurs reprises ses textes de loi sur les brevets afin de les mettre en
conformité avec les ADPIC’ et les normes internationales. Par exemple, le 1 février 2010, le
nouveau reglement d’application de la loi chinoise sur les brevets est entré en vigueur [OEB,
2008b ; INPI, 2010]. Dans ce texte, deux types de mesures se distinguent. Les premiéres ont
pour objectif de se conformer aux pratiques en vigueur dans les autres offices. Par exemple,
I'une des évolutions les plus significatives concerne le passage au critére de la nouveauté
absolue, qui inclut désormais dans I'état de la technique toute forme de divulgation en Chine
mais également a I'étranger. Auparavant, seule I'utilisation ou la divulgation publique en
Chine cassait le caractere de nouveauté d’une invention. D’autres mesures de ce texte
répondent aussi a des préoccupations purement nationales, comme un examen de
confidentialité qui doit étre demandé a I'Office des Brevets Chinois (SIPO — State Intellectual
Property Office of the People's Republic of China) avant toute demande de brevet a
I’étranger portant sur une invention faite en Chine. Le non-respect de cette mesure peut
aboutir par la perte du droit au brevet sur le territoire chinois. Par conséquent, les acteurs
qui souhaiteront se positionner sur le marché chinois devront en tenir compte dans leurs
stratégies commerciale et économique. Une autre mesure concerne la protection des
ressources génétiques : sont exclues de la brevetabilité les inventions dont la mise en ceuvre

repose sur des ressources génétiques dont I'acquisition et l'utilisation sont interdites en

> Aspects des Droits de Propriété Intellectuelle qui touchent au Commerce, qui introduisent des régles relatives
a la Propriété Intellectuelle dans le systéme commercial multilatéral.
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Chine. La Chine a également adopté une disposition qui autorise la fabrication, I'utilisation,
ou l'importation de médicaments ou d’appareils médicaux brevetés afin d’obtenir les
informations nécessaires a I'obtention des autorisations administratives. Cette exception,
déja prévue dans certains pays, facilite la commercialisation des médicaments génériques en
permettant de débuter la procédure d’autorisation de mise sur le marché et les essais

cliniques sans attendre I'expiration du brevet.

Le systéme des brevets chinois comporte quelques caractéristiques particulieres. La
moitié des brevets sont en réalité des certificats d’utilité, des titres de Pl qui protégent une
invention pour une durée moins importante que les brevets et a moindres frais. De plus, ils
ne nécessitent pas d’examen de validité pour étre délivrés [w81]. Par ailleurs, selon le
directeur du Centre de recherche de la Pl de I'Université de Jiaotong a Shangai, la plupart des
brevets déposés en Chine ne font que changer l'apparence ou proposer de nouveaux
modeles, ce qui ne requiert pas une grande technique innovante [w82]. Des mesures ont été
mises en place pour inciter les inventeurs chinois a déposer des brevets : un professeur
d'université obtient plus rapidement sa titularisation, I'impot sur les sociétés peut étre réduit
de 25% a 15% pour les entreprises déposantes, les examinateurs du SIPO sont mieux payés
s'ils approuvent davantage de brevets [w81]. C'est pourquoi, selon un conseil en brevets a
Shanghai, trouver un brevet solide chinois est plus difficile que d’en obtenir un. Cependant,
d’aprés une étude publiée en 2009 [w83], méme si la qualité des brevets délivrés est plus
faible que celles des offices européens, américains ou coréens, elle est en constante
amélioration (18% des offices interrogés et avocats estiment que la qualité des brevets est

tres bonne ou excellente contre 70% pour I'OEB).

4.3.2. Solution envisagée et actions proposées

Compte tenu de I'explosion du nombre de documents brevets et d’articles publiés en
Chine, l'information scientifique contenue dans ces documents est devenue une source
d’information technologique incontournable dans le monde entier [Guénec, 2010]. La

détermination de I'état de I'art, I'appréciation de la nouveauté et de I'activité inventive
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doivent tenir compte de ces informations chinoises et, par extrapolation, de toutes les
informations asiatiques (coréens [OEB, 2008c; OEB, 2009a; OEB, 2009b], indiens [OEB,
2010c]...). Les traductions automatiques sont donc une réalité et une nécessité pour la
recherche de brevets, y compris pour les examinateurs des offices de brevets [OEB, 2010d].
Par exemple, 'OEB travaille sur un service de traduction automatisée rendant le contenu
technique d'un brevet suffisamment compréhensible par une personne techniquement
qualifiée (appelée « homme de métier »). Dans ce but, I'OEB a créé des dictionnaires
bilingues associant I'anglais a d'autres langues européennes (allemand, francais, italien,
espagnol, suédois, portugais, grec, roumain et néerlandais) et qui se basent sur les symboles
de la CIB [OEB, 2008d]. Cette méthode fonctionne également pour des langues qui ne sont
pas européennes mais certaines posent probléme, comme le chinois dont une ligne de texte
peut comporter jusqu’a trois polices différentes alternant d’'un caractére a I'autre [Kister &
Dou, 2010]. Les traductions chinois-anglais comprennent de nombreuses erreurs relatives au
style et a I'ordre des mots. L'OEB posséde sur son site une page internet spécialement
dédiée a l'information brevets des pays d'Asie [w84]. On y trouve des prestations de
traduction du japonais, chinois ou coréen vers I'anglais et un outil payant de traduction
automatique coréen-anglais : K2E-PAT (Korean to English Automatic Machine Translation)
[OEB, 2010e ; w85]. Cet outil fournit des traductions immédiates en anglais de documents de
brevets et de publications PCT coréennes. De son c6té, le SIPO a mis des produits pilotes a la
disposition des utilisateurs souhaitant les tester [w86; w87 ; w88]. D’autres outils sont
disponibles comme l'outil expérimental de recherches multilingues CLIR de PATENTSCOPE
offrant des traductions et synonymes de QPAT ou Google Translate. Enfin, un dernier outil
peut étre aussi cité : PLUTO - Patent Language Translations Online [OEB, 2010f; w89]. Il
concerne une approche intégrée de traduction en ligne qui s’adapte aux domaines
techniques et aux langues. A la fin du développement du projet prévu en 2013, cet outil ne
se limitera plus uniquement a la traduction mais il pourra aussi étre utilisé comme un

moteur de recherche pour I'état de I'art.

Les traductions automatiques de textes techniques en langues asiatiques n'en sont
qu'a leurs débuts mais les efforts se poursuivent pour rendre les traductions plus
compréhensibles. Néanmoins, les traductions automatiques ne parviennent que rarement a

égaler la qualité du travail réalisé par un traducteur professionnel « humain ». Dans certains
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cas comme l'analyse de revendications, une traduction manuelle exacte du contenu

technique est alors indispensable [OEB, 2010e].

Concernant les paysages brevets, il est important de savoir que les chercheurs chinois
qui émigrent en occident peuvent continuer a produire des publications sous un nom plus
occidentalisé (notamment au niveau des prénoms). lls peuvent donc avoir produit et étre
enregistrés sous plusieurs identités. De méme, nous pouvons citer I'exemple du nom
« Zhao Ying », porté par 233 chercheurs chinois (dont les caractéres chinois des noms sont
différents). L'un d’entre eux est un chercheur expert dans le domaine photovoltaique. La
recherche de ce nom donne 408 articles en 2008, 356 en 2009... mais seulement 51 articles
sur la période 2008-2010 font ressortir ce spécialiste en photovoltaique dans les auteurs
[Guénec, 2010]. Une analyse réalisée directement a partir de la langue chinoise permet donc
d’identifier sans ambiguité les bons auteurs et inventeurs. Certaines bases de données
comme CNKI comprennent des champs de métadonnées suffisamment organisés et
renseignés pour pouvoir faire l'objet d’un traitement automatisé. Par exemple, nous
pouvons constater avec I'annexe 7 que l'architecture de la page de résultats est proche de
celle de PubMed et comprend la liste des articles. Cela va pouvoir donner lieu a un
traitement grace a des outils de traitement automatique de I'information qui prendront en

compte les caracteres chinois en se basant sur leur codage informatique.

Outre les barrieres de langue qui rendent I'information brevets asiatique difficile
d’acces et a interpréter, il faut également tenir compte des spécificités des systéemes de
brevets en question comme les systemes chinois [OEB, 2008b ; INPI, 2010] ou coréen [OEB,
2009a; OEB, 2009b]. C'est pourquoi I'OEB a installé un bureau avec des experts des
systemes de brevets chinois, japonais et coréens [w84]. Leurs missions reposent sur des
conseils pour une utilisation efficace des bases de données gratuites et la recherche de
documents brevets dans la langue concernée. De ce fait, il serait intéressant de développer
un centre de recherche en information spécialisé sur la Chine [Guénec & Dou, 2008].
Finalement, I'accés a I'information scientifique chinoise est un premier pas pour anticiper et

contrer la stratégie chinoise de saturation de dépdts qui lui permet d’acquérir une puissance
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mondiale avec une position de leader en nouvelles technologies [w90]. L'importance d’'une
analyse de lI'information en langue chinoise avant traduction et la valeur inestimable de la
connaissance des réseaux chinois prennent alors tout leur sens pour aboutir a une

information pertinente [Guénec, 2010].
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5. Conclusion:

Une cellule de veille stratégique a-t-elle sa
place au sein d’un laboratoire public de

recherche en biotechnologies ?



Au cours de ma thése je me suis intéressé a répondre a cette question : une cellule
de veille stratégique a-t-elle sa place au sein d’un laboratoire public de recherche en
biotechnologies ? Jai tenté d’y apporter une réponse en montrant l'intérét de cette
démarche au niveau local au GICC mais aussi en démontrant ses limites. Dans un dernier
point, je positionnerai l'intérét d’une telle stratégie au niveau national en soulignant les

efforts qu’il reste a accomplir.

Grace a l'exploitation de l'information brevets que j'ai mise en place durant ma
thése, j'ai contribué a I'obtention de plusieurs contrats et de différents financements de
projets du laboratoire. En effet, en démontrant par des études de brevets le caractere
innovant des projets proposés par le GICC et en associant cette démarche a une vraie
stratégie de valorisation des résultats, les projets soumis présentent alors un raisonnement
qui apparait comme un gage de confiance et de sérieux pour les évaluateurs des projets. En
effet, les chercheurs des laboratoires publics sont de plus en plus amenés a répondre a des
Appels A Projets (AAP) pour financer leurs recherches avec des projets ou la Pl est au coeur
méme du processus de valorisation des résultats. La sélection des projets retenus est
effectuée sur des criteres de qualité pour l'aspect scientifique auxquels s'ajoute la
pertinence économique pour les entreprises. Les laboratoires de recherche publics sont, au
méme titre que les entreprises, de plus en plus confrontés a l'instabilité de leur
environnement : concurrence, financements, politique et reglementation... Un autre
exemple est le développement des pdles de compétitivité qui modifient profondément les
relations entre les organismes de recherche publics et les entreprises. L'enjeu est de
s’appuyer sur des projets collaboratifs innovants pour permettre aux acteurs impliqués,
notamment les entreprises, de prendre une position de premier plan dans leurs domaines et
de renforcer leur compétitivité. L’objectif est, comme pour les AAP, d’augmenter I'acces a la
connaissance en partageant les résultats issus de la recherche et en améliorant le transfert
d’innovations entre la recherche publique et les entreprises. Dans un contexte international
ou la compétition scientifique et économique s’intensifie, les acteurs de I'innovation qui
réussiront seront ceux qui utiliseront I'information avec le plus de pertinence. Dans ce cadre,
I'lE consiste a donner la bonne information a la bonne personne, au bon moment, pour
prendre la bonne décision. Puisque tout organisme doit apprendre a maitriser les flots

informationnels avant de prendre une quelconque décision stratégique, les laboratoires de
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recherche publics ont donc tout autant intérét a miser sur la veille stratégique pour étre
compétitif et innover. Par conséquent, une cellule dédiée a la veille stratégique et a
I’exploitation de l'information brevets devient un élément important pour un laboratoire
dans les échanges avec les industriels et les financeurs, parce que celui-ci sera a méme de

comprendre et de tenir compte de cette source d’information pour ses projets de R&D.

Dans cette derniére partie de ma thése®, mon objectif est d’examiner I'importance
capitale que pourrait avoir une cellule de veille stratégique au sein méme des laboratoires
publics de recherche, notamment dans le domaine des biotechnologies, a travers
I'expérience acquise par la direction de 'UMR CNRS 6239 — GICC au cours de la période
2006-2009.

L'exploitation de l'information brevets au cours de ma these s’est inscrite dans le
cadre de la mise en place d’'une cellule de Développement Stratégique au sein méme du
laboratoire. L'idéal pour mettre en place une telle cellule dans un laboratoire de recherche
public serait de se baser sur ce qui existe déja, de le compléter et de I'optimiser. En effet,
généralement, des bases de données spécifiques, des outils et des méthodes sont déja
présents au laboratoire. Les chercheurs et les ingénieurs connaissent bien les sources fiables
ainsi que les moyens d'y accéder car ils sont traditionnellement habitués a faire de la
recherche d'informations. Bien que cette approche de la veille soit informelle et souvent peu
organisée, les chercheurs et les ingénieurs sont les acteurs directs de la veille stratégique
puisque ce sont eux qui décident de |'évolution des projets de R&D. L'un des éléments a ne
pas négliger dans la mise en place d’une cellule de veille stratégique porte sur le réseau et
I’environnement. En effet, les personnels des laboratoires de recherche publics, notamment
les chercheurs et ingénieurs, sont en interaction permanente avec une multitude d’acteurs
et sont donc impliqués dans de nombreux réseaux formels (organismes de tutelle,
organismes de financements...) et informels (partenaires, contacts lors de congres...). Un des
facteurs de succes de la veille stratégique repose précisément sur la capacité a bien gérer les
différents réseaux du laboratoire, toujours dans I'objectif d’anticiper les actions et les

réactions des acteurs présents dans I'environnement du laboratoire.

® Il s’agit uniquement d’un point de vue non exhaustif de personnes travaillant au sein d’un laboratoire de
recherche public en biotechnologies qui ne prétendent pas étre des experts de la veille stratégique et de I'lE.
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Selon I'expérience que nous avons eue au GICC, la cellule de veille stratégique qui
coordonnera les actions de veille devra étre pluri/multidisciplinaire. Elle comportera des
experts qui connaissent les subtilités des biotechnologies, des outils des sciences de
I'information et de la communication, des systémes de brevets, des données juridiques,
économiques, industrielles et commerciales... Seule une telle cellule saura mettre en place
les outils adéquats pour collecter, analyser et diffuser les informations stratégiques utiles,
offrant a la direction du laboratoire les moyens de prendre une décision rationnelle. Trois
principaux groupes d'acteurs apparaissent donc dans ce schéma: les décideurs (besoin
d'information pour agir), les veilleurs (spécialistes, ils font remonter l'information et la
synthétisent) et les animateurs (intermédiaires entre les spécialistes et les décideurs).
Comme ses activités doivent permettre de localiser des niches de développement
innovantes, cet outil, lorsqu'il est a la disposition du ou des responsables de I'unité, peut
étre un excellent support a la définition des priorités et au développement d'une politique
scientifique. La mise en place d’une cellule de veille est totalement dépendante de la
direction du laboratoire, laquelle définit la stratégie du laboratoire. Autrement dit, la mise
en place d’une telle cellule, son efficacité et son succés reposent directement sur I'appui de
I’équipe dirigeante, qui exploitera les informations décisionnelles résultant du processus de
veille. Par ailleurs, les succés obtenus sont étroitement liés a la facon dont seront intégrées
les informations dans le développement des projets de R&D des équipes de recherche du

laboratoire.

La présence d'une cellule de veille stratégique au sein d'une unité de recherche est
un outil dédié a I'aide a la décision qui participe au processus d'innovation et a la progression
de la connaissance. Le meilleur exemple est probablement 'unité Strategic Intelligence
Survey de 'UMR CNRS 6171 - Systemes Chimiques Complexes, grace a son organisation
autour de la veille stratégique et de I'lE. Considérée comme une expérience de référence,
cette unité est entiérement autofinancée. L'une de ses retombées est le prix du concours
national du ministere de I'Enseignement et de la Recherche avec OSEO et I’ANR, lauréat
2009 en catégorie Emergence. Le travail qui a été primé a méme conduit a la création d’une

Jeune Entreprise Innovante au sein d’un incubateur.
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Malheureusement, l'unité Strategic Intelligence Survey est I'un des trop rares
laboratoires de recherche publics francais a suivre une démarche semblable. Cette absence
de stratégie et d’organisation de la part des laboratoires de recherche publics en
biotechnologies n’est pas étonnante. D’apres |'expérience vécue au GICC, nous pouvons
affirmer que les moyens et le positionnement d'un tel outil dans l'organisation de la
recherche publique posent un probléme qui prend son origine au niveau national. En effet,
dans un rapport de 2005 sur la place des biotechnologies en France et en Europe, le député
Jean-Yves Le Déaut recommande l'urgence de reconnaitre en France la dimension
stratégique des sciences de la vie et des biotechnologies et la nécessité d’identifier des
leviers essentiels pour leur développement. Il constate que la France est en train de
décrocher en termes de R&D, en particulier dans lindustrie pharmaceutique. Pour
paraphraser I'auteur du rapport, le cheminement vers une « économie de la connaissance »
ne s’est pas accompagné d’un progres dans les connaissances de « I'’économie du vivant ».
Heureusement, ce retard peut étre comblé en élaborant une stratégie cohérente en faveur
des sciences de la vie et des biotechnologies. L'un des moyens pour que la France rattrape
son retard, par rapport aux acteurs historiques en biotechnologies comme les Etats-Unis ou
les acteurs émergents comme la Chine, est d’avoir une politique ambitieuse d’innovation.
Dans ce but, Jean-Yves Le Déaut propose quinze recommandations telles que la gestion des
droits de Pl issus des travaux de recherche financés sur fonds publics et un meilleur soutien
de la création et du développement des sociétés francaises de biotechnologies. Nul doute
que rattraper le terrain perdu passera également par la mise en place de cellules de veille

stratégique utilisées comme outil de compétitivité favorisant I'innovation.

En 1994, le rapport d’Henri Martre sur I'lE et la stratégie des entreprises jugeait le
systéme francais en retrait par rapport a ses concurrents : conception partielle de I'lE, veille
technologique encore balbutiante dans l'immense majorité des PME... De nos jours, les
entreprises francaises semblent avoir pris conscience de l'importance d’intégrer cette
activité de veille dans leur stratégie de développement. Malheureusement, nous ne pouvons
pas faire le méme constat pour les laboratoires de recherche publics. Il est donc nécessaire
aujourd’hui pour la compétitivité des laboratoires de recherche publics francais, que ce soit
en biotechnologies ou dans d’autres domaines technologiques, de mettre en place des

cellules de veille stratégique. Cette démarche permettrait de réaliser des projets de R&D
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pertinents en phase avec les besoins stratégiques du pays. ’Il reste a faire comprendre que
ces ingrédients conduisent a terme a une augmentation du potentiel scientifique, pas
simplement dans le domaine initialement visé mais, par le jeu de fertilisations croisées, dans
d’autres domaines de collaboration ou d’autres objectifs peuvent étre atteints. Le résultat
n'est pas la simple réponse a une question industrielle ou sociétale spécifique mais une
avancée scientifigue, base de nouveaux potentiels. Cela devrait permettre d’optimiser les
savoir-faire et les compétences créées dans les laboratoires a la fois pour les rendre utiles au
secteur productif mais aussi pour les orienter et les faire évoluer en posant de nouveaux
problemes a résoudre sur le plan fondamental. C'est, dans cette spirale vertueuse que
devraient s’engager les laboratoires mais aussi I'industrie et les pouvoirs publics pour créer

une dynamigue nécessaire a la recherche francaise.

Pour paraphraser le généticien Axel Kahn, je dirais que « les biotechnologies en
France ont un passé, elles ont un présent, il reste a leur inventer un avenir ». La mise en

place de cellules de veille stratégique est un premier pas pour y parvenir.

’ Le paragraphe suivant est tiré du chapitre 10. Intégration de I'lE et de la veille dans un laboratoire de
recherche académique scientifique, de J. Kister et H. Dou provenant du livre IE et problémes décisionnels
(2010). [Kister & Dou, 2010]
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Bioproduction et Propriété Industrielle

BIOPRODUCTION ET PROPRIETE INDUSTRIELLE

LE ROLE DES BREVETS
DANS LA PROTECTION DES BIOMEDICAMENTS
ET DE LEURS SYSTEMES DE PRODUCTION

Fabien PALAZZOLI Yves BIGOT Angélique DACHEUX
UMR 6239 CNRS et UMR 6239 CNRS et

Université FR37 Université FR37 Ingénieur Brevet —LFB

1. DU MEDICAMENT AU BIOMEDICAMENT : EVOLUTION DU PAYSAGE DES PRODUITS
THERAPEUTIQUES ET IMPORTANCE DES BREVETS

1. 1. Impact des Biotechnologies sur le marché des produits thérapeutiques

Le marché des produits thérapeutiques est en plein bouleversement et ce depuis une
quinzaine d’années. Cette situation est en partie due a I’expiration de nombreux brevets
protégeant principalement des médicaments issus de |'industrie chimique. A "expiration
d’un brevet, celui-ci « tombe » dans le domaine public, permettant ainsi les copies aussi
appelées génériques. Un générique est une copie conforme d’un médicament princeps,
comportant le méme principe actif et ayant le méme effet thérapeutique.

La molécule princeps est protégée trés en amont de son exploitation commerciale. En
effet celle-ci intervient généralement 10 & 12 ans aprés le dépét de la demande de
brevet principale. Les essais cliniques ont lieu entre 5 et 10 ans aprés le dépdt de cette
méme demande de brevet (Figure 1). L'expiration des brevets et I'arrivée des génériques

font partie intégrante de ce bouleversement du marché pharmaceutique.

Cette évolution majeure concerne tous les acteurs liés de prés ou de loin aux
médicaments : les patients et associations de défense de malades, les médecins ainsi
que tous les intervenants de la chatne du médicament, de la R&D & la mise sur le
marché de ces médicaments, en passant par les instances nationales et européenne qui
gérent les dépenses de santé. En effet, beaucoup de gouvernements comptent sur les
génériques pour réduire les colts de fonctionnement des systtmes de santé. Par
conséquent, ils favorisent leur développement et leur mise en vente & des prix inférieurs

a leurs équivalents princeps.
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Figure 1: Schéma de développement d’une molécule thérapeutique, du dépét de
brevet & son exploitation commerciale (Source: Fédération Européenne des Associations
et Industries Pharmaceutiques 2008).

Les grandes entreprises pharmaceutiques, également appelées «Big Pharmas »,
subissent quant & elles de plein fouet le développement des génériques, particuliérement
lorsque le produit princeps correspondant est un blockbuster. Un blockbuster est une
molécule dont I'exploitation génére un chiffre d’affaire de plus de 1 milliard de $US
(plus de 660 millions €) par an. L'expiration des brevets relatifs & ces blockbusters et la
commercialisation des génériques correspondants impactent fortement le chiffre
d’affaire global des sociétés pharmaceutiques. Pour exemple, le médicament Singulair®
de Merck (traitement de |"asthme) va tomber dans le domaine public en 2012. Ce
médicament génére actuellement plus de 4,5 milliards de vente. C’est également le cas
de I'anticholestérol vedette Lipitor® de Pfizer, qui représente & lui seul 12 milliards de
vente, et dont le brevet expire en 2011. L'arrivée de génériques engendrera
nécessairement une perte de chiffre d’affaire pour le produit princeps.
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L'innovation est de plus en plus difficile dans le domaine des médicaments, et ceci
pousse les sociétés pharmaceutiques & s'adapter a cette évolution majeure de leur
environnement, en redéfinissant leurs stratégies R&D et commerciale. A ce jour,
plusieurs options peuvent étre envisagées. Certaines sociétés ont opté pour produire et
commercialiser des génériques de leurs molécules princeps. Ainsi, Sanofi-Aventis devrait
commercialiser sa propre version générique de |'un des médicaments les plus vendus au
monde : le Plavix® (antithrombotique avec plus de 2,5 milliards d’euros de ventes dans
le monde en 2008). De son c6té, Novartis réalise des acquisitions d’achats de sociétés
spécialisées dans les génériques (Azupharma, Lek). La firme Lilly a de son cété poursuivi
en justice pour contrefacon des fabricants de génériques pour son antidépresseur
Prozac®, exemple d’une lutte & l'issue juridique incertaine. D’autres entreprises
pharmaceutiques vont se rapprocher et fusionner afin de posséder un portefeuille de
molécules en développement plus conséquent. C’est I'opération choisie par Pfizer et
Wyeth (opération de 46,8 milliards US$), ou de Merck et Schering-Plough (pour un co0t
de 41 milliards US$).

Enfin, d’autres encore vont se tourner vers les molécules innovantes issues du passage
des technologies de l'industrie de la chimie & celles de I'industrie des Biotechnologies
(appartenant alors aux « Biotechnologies rouges »). Cela peut se faire par I'acquisition
de molécules innovantes par des accords de licensing-in, cest-a-dire |'acquisition de
produits & différents stades de développement (préclinique ou clinique, via des contrats
de licence ou de cession des droits). Ceci peut aussi se faire par le biais de rachats de
sociétés de biotechnologies de taille plus ou moins importante. C'est |'option choisie
par Roche qui a récemment racheté pour 46,8 milliards US$, Genentech, I'une des plus
grandes entreprises de Biotechnologies au monde, et de Merck qui a annoncé son
souhait d’acquérir GlycoFi pour 400 millions de US$.

Ces sociétés biopharmaceutiques vont donc y puiser de nouvelles sources d’innovation
thérapeutique, et se positionner sur des marchés émergents & forte croissance : celui des
biomédicaments. Le développement de ces derniers va profiter pleinement des progrés
scientifiques et des évolutions technologiques issus des biotechnologies, comme par
exemple l'ingénierie génétique, les criblages a haut débit, les analyses bioinformatiques
et les séquencages de génomes (dont le projet international Human Genome
Organisation, communément appelé HUGO). Cependant, les Biotechnologies sont un
des secteurs oU la recherche est la plus intensive, et la R&D exige des investissements
financiers considérables. La protection des résultats qui en sont issus revét donc une
importance capitale pour leurs développements industriels. Le brevet est donc, la
encore, un élément essentiel, encore plus que pour les molécules chimiques
thérapeutiques, pour la valorisation des biomédicaments.

1.2. Protection par brevet : généralités et cas des biomédicaments

1.2.1. Définition
Un brevet d’invention est un titre de Propriété Industrielle qui offre & son fitulaire la
possibilité d’interdire & tout tiers I"exploitation d’une invention couverte par un brevet.
Ce droit d’interdire revient & accorder au titulaire un monopole d’exploitation de son
invention. Ce droit est limité dans le temps - 20 ans & compter de la date de dépét de
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la demande de brevet — et dans I'espace — car il est limité au(x) territoires(s) dans
le(s)quel(s) la protection a été demandée, puis accordée.

Un brevet se présente en trois parties : une premiére partie qui comprend toutes les
informations bibliographiques (noms des déposants et inventeurs, date de dépét, etc.).
Une deuxiéme partie appelée « description » qui comme son nom l'indique, décrit les
caractéristiques de l'invention, les moyens d’y parvenir, et est accompagnée le cas
échéant de figures (plasmides, etc.), de tableaux. Enfin, la troisiéme partie, appelée «
revendications », définit la nature de la protection juridique souhaitée par le demandeur.

1.2.2. La procédure brevet
Des étapes clés jalonnent la vie du brevet : dépét, extension, publication, examen,
délivrance. La vie d’un brevet débute & la date de dépédt de la demande de brevet (la
terminologie « demande de brevet » est & ne pas confondre avec « brevet » car dans le
premier cas, il s'agit de la protection qui a ét¢ demandée et dans le second de la
profection qui a été accordée).
Cette date de dépdt génére un droit dit « droit de priorité » qui permet pendant une
durée maximum de 12 mois de demander une protection pour la méme invention, dans
d’autres pays que celui ou la premiére demande a été déposée. Cette demande de
protection supplémentaire est appelée « extension de la protection & I'étranger ». Si le
demandeur ne souhaite pas bénéficier de son droit de priorité, |'étape d’extension de la
protection a |"étranger n’a pas lieu (Figure 2).
Dans les deux cas, |"étape suivante est la publication, qui a lieu 18 mois aprés le dépot
de la demande de brevet. La publication rend accessible aux tiers les informations
contenues dans la demande de brevet, informations techniques relatives & I'invention
elle-méme, détaillées dans la description, informations administratives (le demandeur,
les inventeurs, la date de dépdt par exemple) et de ce fait parfois des informations sur la
stratégie de développement d’une entreprise. Les demandes de brevet et brevets sont
donc une source essentielle d’informations.

La demande de brevet entre ensuite dans un processus dit « d’examen » au cours duquel
I'office de brevets du pays considéré détermine si la demande de brevet répond aux
exigences de la loi en matiére de brevets. Notamment, |'office de brevet détermine si la
demande de brevet répond & des criteres dits « de brevetabilité », & savoir : la
nouveauté, I'activité inventive et |'application industrielle. A I'issue de cette période
d’examen, le brevet est accordé (si tous les critéres sont remplis) ou la demande de
brevet est rejetée (si ce n'est pas le cas). Si le brevet est accordé, il expirera 20 ans
aprés la date de dépét.

procédure nationale frangaise

TO TO TO TO
+ 18 mois +3a6ans + 20 ans
' | examen |
I | =1 - H
i , o si délivrance
dépot d'une publication délivrance expiration

demande de brevet ou rejet

du brevet
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procédure internationale

TO + 12 mois TO + 30 mois
| |
T ysa | TO | TO TO
al | *18mois | +4a10ans + 21 ans
de priorité .
. : . : --—-F->
publication examen T
dépot d'une : : délivrance Sle?((;lilljgt?gr?e

demande de brevet | : ou rejet du brevet
fin du délai . h
de priorité entrée en phase

extension PCT nationale

Figure 2 : Etapes majeures de la vie d’un brevet.

Si le demandeur a choisi de bénéficier de son droit de priorité, cela signifie qu’il a
demandé (dans un délai de 12 mois suivant le dépét d’'une premiére demande),
I'extension de la protection dans des pays supplémentaires. Classiquement, cette
demande d’extension est réalisée par un systéme centralisé international appelé systéme
du PCT (Patent Community Treaty). Ce systéme permet de demander la protection dans
plus de 140 pays en n’effectuant qu’un seul dépét d’une demande dite «internationales.
L'étape de publication de la premiére demande a lieu de la méme maniére 18 mois
apres le dépdt. Dans ce cas de figure, deux publications ont lieu dans le méme temps,
celle de la premiére demande et celle de la demande internationale.

Lorsqu’une extension par voie internationale a ét¢ demandée, le demandeur doit
désigner les pays ou il souhaite obtenir une protection parmi les pays adhérents au
systtme PCT dans les 30 mois & compter du dépdt de la premieére demande de brevet.
Cefte étape est appelée «entrée en phases nationales». A l'issue de ce choix, la
demande de brevet sera examinée dans chacun des pays désignés, par |'office de brevet
correspondant. Chacun de ces pays statuera sur la délivrance ou non du brevet. Il est &
noter qu’il n‘existe pas de brevet international (une demande unique ne permet pas
d’obtenir un fitre unique), seule la demande est internationale, mais elle aboutit en
autant de brevets que de pays choisis. L’expiration des brevets interviendra 20 ans aprés
lo date de dépét de la demande internationale soit 21 ans aprés le dépét de la
premiére demande.

1.2.3. Le Certificat Complémentaire de Protection (CCP)
Pour les médicaments et les produits phytopharmaceutiques, il existe un ftitre de
Propriété Industrielle supplémentaire : le Certificat Complémentaire de Protection (CCP).
Il est organisé par le droit des brevets mais fait intervenir des aspects réglementaires liés
aux médicaments, car il ne peut &tre obtenu que si une Autorisation de Mise sur le
Marché (AMM) a été accordée avant I'expiration du brevet. Le CCP permet au titulaire
d’un brevet disposant d’'une AMM pour le produit couvert par le brevet, de prolonger la
durée de protection du produit en question. Cette disposition a été mise en place dans
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de nombreux pays et vise & compenser I'impossibilité d’exploiter une invention de
médicaments durant les phases préalables parfois longues d’essais cliniques. Il est
important de souligner qu’un produit peut &tre couvert par un brevet délivré et ne pas
obtenir d’AMM et a l'inverse, un produit ayant recu une AMM peut ne pas étre couvert
par un brevet (les systtmes réglementaires et d’examen des brevets sont indépendants).
Le CCP prolonge la durée de protection d’un brevet d’un maximum de 5 ans et son
obtention ne peut pas générer une protection supérieure & 15 ans & compter de
'obtention de I’AMM en Europe (14 ans aux Etats-Unis).

1.2.4. Les conditions de brevetabilité

En matiére de brevet, le biomédicament ne se distingue pas du médicament ou de toute
autre invention. En effet, pour étre protégeable par un brevet, le biomédicament doit
étre nouveau, impliquer une activité inventive et étre susceptible d’application
industrielle. Ces trois critéres constituent le fondement de la brevetabilité d’une
invention. En d’autres termes, pour pouvoir étre protégeable par un brevet, un
biomédicament :

- ne doit pas faire partie de I’état de la technique (concept de nouveauté), c'est-a-dire
qu’il ne doit pas avoir fait I'objet d’une publication, d’une demande de brevet,
d’une communication orale, d’un devis, d’une soumission de dossier d’AMM ou de
tout autre type de divulgation, avant la date de dépét de la demande de brevet.

- ne doit pas découler de maniére évidente de ce qui est déja connu (concept
d’activité inventive). Clest-a-dire qu’a la lecture de ce qui est déja connu, un
homme normalement qualifié dans le domaine technique (appelé « homme du
métier » en droit des brevets) ne doit pas pouvoir parvenir a 'invention.

- doit étre susceptible d’application industrielle, c'est-a-dire é&tre fabriqué ou utilisé
dans l'industrie.

Il en va de méme pour un procédé d’obtention ou un systtme de production d’un

biomédicament que |’on souhaiterait protéger, ou encore d'une utilisation de ce

biomédicament dans une indication donnée.

1.2.5. La Directive 98/44/CE relative & la brevetabilité du vivant
Il est difficile de s’intéresser aux biomédicaments sans évoquer la brevetabilité du vivant.
Au niveau européen, la Directive 98/44/CE du 6 juillet 1998 tente de poser les grands
principes de la brevetabilit¢ dans le domaine du vivant et d’harmoniser les législations
nationales. Pour produire ses effets, dans les droits nationaux, la Directive 98/44/CE a
d0 étre transposée dans chacun des états membres. Elle a été transposée en France en
2004, en conséquence de quoi, le code de la propriété intellectuelle a ét¢ modifié.

Dans cette directive, le premier point & souligner (article 3) est le fait que la matiére

biologique est brevetable & condition que :

- l'invention respecte les trois principes fondateurs de la brevetabilité et,

- que cefte matiére biologique ait été produite & |'aide d’un procédé technique méme
si elle préexistait dans la nature.

— Les inventions qui découlent de matiére biologique ne sont donc pas exclues de la

brevetabilité.

La directive définit ce qu’est la « matiére biologique » comme une matiére contenant des
informations génétiques et qui est autoreproductible ou reproductible dans un systéme

biologique.
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Cette méme directive statue par ailleurs (article 5) sur la non-brevetabilité du corps
humain et de ses éléments. Elle précise que « le corps humain aux différents stades de
sa constitution et de son développement, ainsi que la simple découverte d’un de ses
éléments, y compris la séquence ou la séquence partielle d’un géne ne sont pas
brevetables »

— En effet, ceci constituerait une « simple découverfe », et les découvertes font parties
des éléments exclus de la brevetabilité. (article . 611-10 du Code de la Propriété
Intellectuelle).

Elle définit aussi les éléments exclus du champ de la brevetabilité dans le domaine du

vivant, & savoir :

- les procédés de clonage des étres humains,

- les procédés de modification de I'identité génétique germinale de I'&tre humain

- I'utilisation d’embryons humains & des fins industrielles ou commerciales,

- les procédés de modification de I'identité génétique des animaux de nature &
provoquer chez eux des souffrances sans utilité médicale substantielle pour I’lhomme
ou "animal.

Cependant, la Directive 98/44/CE stipule aussi qu’« un élément isolé du corps humain
ou autrement produit par un procédé technigue, y compris la séquence ou la séguence
partielle d’un géne, peut constituer un élément brevetable méme si sa structure est
identique o celle de I'élément naturel ».

— Cela signifie que le fait d’isoler une protéine ou un géne par la mise en ceuvre d’vn
procédé fechnique peut constifuer une invention brevetable si cetfe invention répond aux
critéres de brevetabilité.

Elle précise aussi que « ‘application industrielle d’une séquence ou d’une séquence
partielle d’un géne doit étre concrétement exposée dans lo demande de brevet ».

Il faut donc que "application d’une séquence soit définie pour qu’une séquence soit
brevetable. La fonction d’une telle séquence n’est pas nécessairement décryptée, mais
son utilisation doit étre décrite. La directive a introduit ici une limitation en ce qui
concerne la brevetabilité des séquences. Du séquencage permettant de mettre en

évidence des génes ne pourraient pas donner lieu & un brevet si une application n’est
pas associée & chaque séquence.

Enfin, il est important de souligner qu’en droit frangais seule |"utilisation d’une séquence
ou d'une séquence partielle d’un géne est brevetable. En conséquence la portée d’une
revendication couvrant une séquence ou une séquence partielle d’un géne est limitée &
la partie de cefte séquence directement liée & la fonction spécifique concrétement
exposée dans la description.

A I’exception des exclusions ci-dessus, il ressort de cette directive, que tout médicament
dérivé ou constitué de matiére biologique (biomédicament) peut étre brevetable si sa
mise en évidence fait intervenir un procédé technique et si dans le cas d’une séquence,
I"application de celle-ci est concrétement définie. Les biomédicaments doivent
également répondre aux autres critéres de brevetabilité, au méme fitre que toute
invention.
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1.2.6. Les différents types de brevet

Plusieurs types de brevets sont envisageables (brevet de produit, de procédé ou
d’utilisation). La protection la plus large est donnée par un brevet de produit qui interdit
a tout tiers d’exploiter le produit en question, quelque soit le procédé utilisé pour sa
production ou I'utilisation qui en est faite. Un brevet de procédé (de purification d’une
protéine par exemple) empéche un tiers de produire la protéine en question en
reproduisant le procédé protégé, mais il n"empéche pas le tiers de produire ladite
protéine par un autre procédé (de purification pour I'exemple précédent). Le brevet
d’utilisation a une portée moins large que les deux types précédents, en ce sens qu'il
interdit aux tiers d’utiliser un biomédicament donné dans une indication thérapeutique
donnée mais n'empéche pas I'utilisation dudit biomédicament en tant que tel dans
d’autres indications. Il est important de souligner qu’un méme brevet peut contenir des
revendications de produits, des revendications de procédé permettant |'obtention du
produit et des revendications d’utilisation de ce produit. Mais ces différents types de
profection peuvent aussi étre présents dans des brevets différents et méme détenus par
des entités différentes.

2. LES BIOMEDICAMENTS BREVETABLES : EXEMPLIFICATION

Pour rappel, un biomédicament est constitué de toute substance utilisée ou utilisable en
thérapie issue de matiére biologique (extraction) ou produite par un procédé de
biotechnologies. Les biomédicaments sont soumis & une classification, qui comprend
quatre grands groupes :

- les peptides et protéines

- les vaccins et anticorps

- les acides nucléiques

- la thérapie génique et cellulaire.

Les quatre grands groupes de biomédicaments peuvent se scinder en deux vis-a-vis de
leur production. Les peptides et protéines, vaccins et anticorps, acides nucléiques vont
étre facilement industrialisables, & I'inverse des produits issus des thérapies génique et
cellulaire, dont les technologies nécessitent d’étre optimisées et validées.

Par ailleurs, il est important de distinguer dans la production de médicaments issus des
biotechnologies :

- le biomédicament lui-méme,

- les technologies mises en ceuvre pour produire ce biomédicament.

Les deux prochaines parties du chapitre ont pour objectif de donner quelques exemples
de revendications de brevets portants sur les biomédicaments eux-mémes et sur leurs
systtmes de production. Les brevets et demandes de brevets peuvent étre consultés sur

la base de données de |'Office Européen des Brevets.
(http://ep.espacenet.com/advancedSearch?locale=fr _EP).
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2. 1. Les peptides et protéines

Les peptides et les protéines sont subdivisés en fonction de leurs natures : les hormones,
les facteurs de croissance, les facteurs plasmatiques, les cytokines ou encore les
protéines de fusion.

2.1.1. Les hormones
Ce groupe met en évidence la distinction & faire entre les protéines naturelles extraites
de la matiére biologique et les protéines dites recombinantes (éléments composés de
matiére biologique) produites par des moyens biotechnologiques.

Parmi les hormones, I'exemple de linsuline est particuliérement intéressant.
Historiquement, Iinsuline était extraite de matiére biologique, & savoir de pancréas de
beeuf ou de porc. Des procédés de purification de I'insuline ont donc fait I'objet de
demandes de brevet. Pour exemple, un brevet de 1971 déposé par la société Eli Lilly
(FR 2 045 435) revendique :
Procédé pour purifier linsuline dun extrait pancréatique aqueux contenant de
linsuline ou dune autre solution aqueuse contenant de linsuline, qui est
caractérisé par le fait qu'on ajuste lalcalinité de la solution contenant linsuline
a un pH denviron 7,2 ¢ environ 10, O et la concentration en cation métal
alcalin ou ammonium S ¢ uvne valeur denviron 0,2 ¢ environ 1,0 M duv méme
cation, provoquant ainsi la cristallisation de linsuline dv métal alcalin ou
dammonium.

Les technologies évoluant, la source d’insuline, passe d’un produit naturel extrait & un
produit synthétique. Pour preuve, le brevet FR 2 047 763 au nom de Hoechst AG, vise
a protéger un procédé de préparation de peptides argininiques (comme l'insuline) au
moyen de synthése chimique.

Dés la fin des années 80, apparaissent les premiers brevets visant & protéger la

production d’insuline recombinante, et notamment dans des bactéries. Le brevet FR

2 422 717 au nom de Genentech revendique par exemple :
Plasmide recombinant amélioré permettant la transformation d'un héte bactérien
et son utilisation comme vecteur de clonage, caractérisé en ce que le plasmide
comprend: (a) un régulon homologue ¢ Ihéte bactérien dans son état non
transtormé, et (b) en phase de lecture avec le régulon, un ADN inséré codant la
séguence d'amino-acides dun polypeptide hétérologue, de sorfe que les bactéries
fransformées par le plasmide peuvent exprimer ladife séquence damino-acides
sous forme récupérable.

Le polypeptide hétérologue pouvant étre en autre de la pré-pro insuline humaine, de la
pro insuline humaine, la chaine A ou B de l'insuline humaine.

L'insuline passe donc d’un statut de biomédicament extrait d’'une matiére biologique &
un statut de biomédicament produit & partir de procédés biotechnologiques. Mais les
deux formes n’en sont pas moins brevetables, la premiére (méme si I'insuline préexiste &
I"état naturel) car I'extraction d’insuline & partir de matiére biologique met en ceuvre un
procédé technique et la seconde parce quelle fait appel & un procédé
biotechnologique (la production de protéines recombinantes).
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2.1.2. Les facteurs de croissance
Dans le groupe des facteurs de croissance, le paysage brevets autour de
I"érythropoiétine reproduit sensiblement celui de l'insuline. En effet, en premier lieu les
brevets revendiquent de |'érythropoiétine naturelle extraite de matiére biologique, a
I'image du brevet EP 0 209 539 au nom de Genetics Institute Inc, déposé en 1985 qui
revendique un procédé pour purifier I'érythropoiétine d'origine naturelle, caractérisée
par un poids moléculaire défini et une activité spécifique.

Dans un second temps, des brevets revendiquant de |'érythropoiétine recombinante sont

déposés & I'image du brevet EP 0 902 085 (au nom de Aventis Pharma GMBH) :
Polypeptide ayant la conformation de structure primaire de lérythropoiétine, ledit
polypeptide étant le produit de lexpression eucaryote dune séquence dADN
exogéne utilisant un systéme d'expression BPV-1.

2.1.3. Les facteurs plasmatiques
Le biomédicaments constitués de facteurs plasmatiques sont appelés les médicaments
dérivés du plasma sanguin (MDPS). Ce sont principalement des immunoglobulines
polyvalentes (IglV) de I"albumine et des facteurs plasmatiques de la coagulation.

Un facteur plasmatique extrait & partir de plasma sanguin peut étre brevetable &
condition que son isolement résulte de la mise en ceuvre d’un procédé technique et ce
méme si cette protéine préexistait dans la nature (plasma humain). Pour exemple, le
brevet EP 1718 673 (déposé par le LFB) revendique un procédé de purification de
I'albumine, des compositions d’albumine et une utilisation pour la stabilisation de
produits thérapeutiques :
1. Procédé de purification d'albumine caractérisé en ce qu'il comprend une étape
consistant & soumetftre une solution aqueuse dalbumine, de concentration 15 g//
a 80 g/l et de pH non inférieur ¢ 7, & une nanofiltration dans une plage de
fempérature allant de 15°C o 55°C.

18. Composition dalbumine ¢ usage thérapeutique obtenue par un traifement,
selon la revendication 14, dadaptation dune solution aqueuse d'albumine, selon
lune quelconque des revendications 15 ¢ 17, ¢ un usage clinique.

19. Utilisation d'une composition dalbumine ¢ usage thérapeutique selon la
revendication 18, pour la stabilisation dau moins un membre choisi dans le
groupe constitué par les protéines de faible concentration et dactivité spécifique
élevée, les immunoglobulines spécifiques, les anticorps monoclonaux, les vaccins,
les allergénes, les cytokines et les hormones peptidigues.

Le procédé mis en ceuvre pour isoler une telle protéine est comme indiqué ci-dessus
également brevetable.

Dans la catégorie des biomédicaments résultant d’une extraction de matiére biologique,
on peut citer par exemple le brevet FR 0 506 440 au nom du LFB qui revendique un
procédé de séparation des protéines fibrinogénes, facteur Xlll et colle biologique mais
également les concentrés de ces protéines obtenues par le procédé initialement
revendiqué.
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Comme pour d’autres types de protéines déja évoquées, les facteurs plasmatiques
produits par la mise en ceuvre de procédé de biotechnologies sont également protégés
par des brevets. lls peuvent étre de nature recombinante mais aussi transgénique.

Pour exemple, le facteur VIl est une protéine constitutive du sang humain, protéine qui
peut étre un produit naturel issu du plasma ou un produit obtenu par recombinaison ou
par transgénése. Le brevet FR 2 904 558 au nom du LFB protége en effet des
compositions de FVIl recombinants ou transgéniques possédant un profil de
glycosylation particulier :
Composition de facteur VIl recombinant ou transgénique, chaque molécule de
facteur VIl de la composition comportant des formes glycanniques liées aux sites
de N-glycosylation, caractérisé en ce que, parmi toutes les molécules de facteur
Vil de ladite composition, les formes glycanniques biantennées, bisialylées et non
fucosylées sont majoritaires par rapport ¢ foutes les formes glycanniques liées aux
sites de N-glycosylation du facteur VIl de la composition.

2.1.4. Les cytokines
Parmi le groupe des cytokines, les interférons et les TNF (Tumor Necrosis Factors) ont
fait I'objet de nombreux brevets. On peut citer comme exemple le brevet US 7 615 615
au nom de Merck qui revendique :
A modified human inferferon beta (INFf3) which is less immunogenic than human
INFB (SEQ ID NO: 1) when administered in vivo to a human, wherein the
modified human INFB comprises an amino acid residve sequence that differs
from SEQ ID NO: 1 by an amino acid residue substitution selected from the
group consisting of L57A, L57C, L57D L57E, 157G, [57H, L57K, L57N, L57P,
L57Q, LA/R, L57S, and L57T and an additional substitution selected from the
group consisting of the H140A, H140C, H140G, and H140P.

Ou encore, le brevet EP 0 536 520 au nom de Yeda qui revendique :
Utilisation d'interféron-B2A humain pour préparer un médicament pour le
traitement de maladies dans les domaines d'inflammation et/ou de réponse
phase.

Le premier exemple illustre la protection d’un INFS (matiére biologique produite par un
procédé biotechnologique) dont la séquence en acides aminés a été modifiée pour
diminuer son immunogénicité. Le second exemple illustre la protection d’une indication,
a savoir, l'utilisation de I IFNB humain dans le traitement des maladies inflammatoires.

2.1.5. Les protéines de fusion
Comme toute protéine, une protéine de fusion est également brevetable. Pour exemple,
le brevet EP 0 227 938 au nom de Hoechst revendique :
Protéine de fusion, caractérisée par un segment C-ou N-terminal qui correspond
essentiellement aux 100 premiers aminoacides de linferleukine-2, mais ne
présente pas dactivité d'inferleukine-2.

Par ailleurs, toute protéine (ou tout autre élément brevetable) peut étre protégée en tant
que telle ou par son utilisation dans le méme brevet ou dans un brevet distinct.
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Dans I'exemple suivant, le brevet EP 0 489 116 au nom d’'Immunex Corp illustre une
revendication dite de produit (la protéine de fusion) :
Protéine de fusion ayant une formule choisie dans le groupe formé par R1-R2,
R2-R1, R1-L-R2 et R2-L-R] dans lequel R1 représente GM-CSF, R2 représente IL-
3, et L représente une séquence de peptide de liaison.

et une revendication dite dutilisation :
Utilisation d'une protéine de fusion selon l'une quelconque des revendications 1 a
6 en préparant un médicament pour réguler les réponses immunifaires chez un
étre humain.

2.2. Lles vaccins et anticorps

22.1. Les anticorps
A l'image des biomédicaments détaillés dans le groupe peptides/protéines, les
anticorps peuvent étre des biomédicaments extraits de matiére biologique ou produits
par des procédés de biotechnologies.

Le brevet FR 2 899 111 au nom du LFB illustre le cas des anticorps extraits de matiére
biologique en ce qu’il revendique :
Concentré d'immunoglobulines spécifiqgues du virus chikungunya en fant que
médicament.

Ce brevet revendique également le procédé de préparation d'un tel concentré de la
maniére suivante :
Procédé de préparation d'un concentré selon la revendication 1 ou 2, caractérisé
par les étapes suivantes : - constitution d'un lot dau moins 1000 dons de plasma,
chaque don présentant un fitre suffisant en lg anti chikungunya - précipitation des
contaminants lipidiques et proféiques en une seule éfape - récupération du
concentré d'lg dans le surnageant.

Les anticorps peuvent aussi étre produits par recombinaison ou par transgénése.
Quelque soit leur mode de production, ils peuvent étre protégés par différents types de
revendications.
Revendication de type 1: Anficorps dirigé contre lactine du myocarde,
caractérisé en ce que lanticoros ne réagit pas avec lactine du muscle

squelettique (EP 0 820 471, auv nom de PROGEN BIOTECHNIK GMBH).

Ce type de revendication permet de protéger n'importe quel anticorps dirigé contre
I"actine du myocarde quelque soit sa séquence, sa nature (naturel, recombinant ou
transgénique) et quelque soit le procédé utilisé pour le produire, sous réserve qu’il ne
reconnaisse pas |'actine du muscle squelettique.
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Revendication de type 2 : Anticorps monoclonal dirigé contre lantigéne CD20,
caractérisé en ce que la région variable de chacune de ses chaines légéeres est
codée par une séquence possédant au mains /0% didentité avec la séquence
dacide nucléiqgue murine SEQ ID NO: 5, la région variable de chacune de ses
chaines lourdes est codée par une séquence possédant auv mains 70% d'identité
avec la séquence dacide nucléique murine SEQ ID NO: 7, et les régions
constantes de ses chaines légéres et de ses chaines lourdes sont des régions

constfantes provenant dune espéce non-murine (WO 2006 064 121- au nom du
LFB).

Ce type de revendication permet de protéger plusieurs anticorps anti-CD20 présentant
tous au moins 70% d’homologie avec une séquence définie codant les chaines légéres
(séquence n°5) et au moins 70% d’homologie avec une séquence définie codant les
chalnes lourdes (séquence n°7). La revendication de type 2 a une portée moins large
que la revendication de type 1 en ce sens quelle ne couvre pas n'importe quel
anticorps anti-CD20.

Revendication de type 3 : Anticorps monoclonal qui est sécrété par la lignée
cellulaire ayant un numéro de dépdét ATCC PTA-6652 ou PTA-6653 (brevet
EP 1 745 129 au nom de IDEXX LAB Inc).
Cette revendication définit un anticorps par un numéro de dépét & I’ATCC (American
Type Culture Collection). En conséquence, la protection est octroyée uniquement pour
I"anticorps produit par cette lignée cellulaire.

Cependant, si un brevet A revendique I'utilisation d’un anticorps de séquence S1, dirigé
contre une cible Al et utilisé dans la préparation d’'un médicament destiné au traitement
d’une pathologie P3, il sera difficile pour une société B de défendre I'activité inventive
d’un brevet B revendiquant |'utilisation d’un anticorps de séquence S2, dirigé contre la
méme cible que |"anticorps de séquence S1 et indiqué dans le traitement de la méme
pathologie P3.

Les anticorps peuvent aussi étre définis par leur structure et notamment par leur profil de

glycosylation. Pour exemple le brevet EP 1 272 527 au nom du LFB revendique :
Anticorps monoclonal caractérisé en ce qu'il posséde sur son site de glycosylation
(Asn 297) du Fcy, des structures glycanniques de type biantennées, avec des
chaines courfes, une faible sialylation, des mannoses terminaux et/ou des
GIcNAc terminaux non intercalaires.

Ce type de revendication couvre I'ensemble des anticorps quelle que soit leur cible et
quel que soit leur mode de production, possédant le profil glycannique spécifié.

Revendication de type 4 : A therapeutic antibody comprising a VH chain having
the sequence set forth in SEQ ID No:26 and a VL domain having the sequence
set forth in SEQ ID No:32. forevet EP 1 996 621 au nom de Glaxo Group LTD).
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Ce type de revendication limite la protection & un anticorps particulier défini par les
séquences des chafnes lourdes et légéres. La portée de ce type de revendication est la
méme que celle de type 3 oU "anticorps est défini par I’hybridome qui le produit.

2.2.2. Les vaccins
Dans le domaine des vaccins, les revendications peuvent étre rédigées en faisant
apparaitre clairement le mot « vaccin ». Pour exemple, le brevet EP 1 439 856 au nom
de I"Université de Jefferson revendique :
Un vaccin antirabique vivant comprenant un génome de virus rabique
recombinant, dans lequel le génome rabique recombinant comprend au moins
deux génes de protéine G.

Une revendication de vaccin peut aussi étre formulée & |'‘aide des termes

« composé immunogéne » ou « composition immunogéne ». Pour exemple, le brevet EP

1 629 004 au nom de Wyeth Corp revendique :
Composition immunogéne comprenant une population de particules du réplicon
de virus (VRP) de lencéphalite équine vénézuélienne comprenant des génes de
réplicase du virus de lencéphalite équine vénézuélienne, des protéines de
réplicase du virus de lencéphalite équine vénézuélienne, une glycoprotéine E1 du
virus de lencéphalite équine vénézuélienne, une glycoprotéine E2 du virus de
lencéphalife équine vénézuélienne, un geéne de glycoprotéine F du virus
parainfluenza de type 3 et un géne de glycoprotéine HN du virus parainfluenza
de type 3.

La ferminologie « vaccin» n’apparait pas dans le texte de cefte revendication. La
terminologie « composé immunogéne » la remplace tout en ayant une portée plus large.
Cet exemple permet de souligner I'importance du choix et du croisement des mots clés
pour foute recherche de documents dans un domaine donné.

La notion de vaccin est trés couramment associée & la prévention d’une pathologie liée
4 un agent pathogéne. Or, se développent depuis quelques années, des vaccins
anticancéreux. Pour exemple, le brevet EP 1 465 658 au nom de Bio Life Science
Forschungs revendique :
Médicament contenant une substance agissant comme anfigéne tumoral en
association avec une substance & activité dantiacide gastrique, lesdites
substances étant destinées, séparément ou ensemble, simultanément ou
successivemnent, ¢ une application orale pour effectuer une vaccination contre des
cancers et/ou des tumeurs, lantigéne en tant que substance active étant un
mimofope dantigéne avec la séquence dacides aminés SEQ.IDNO :11: Gin-
Met-Tro-Ala-Pro-Glin-Tro-Gly-Pro-Asp.

Cet exemple permet également de montrer qu’une revendication de vaccin peut étre
formulée sous la forme « médicament.... destiné & une vaccination contre... ».

Enfin, le brevet EP 0 862 634 au nom de Transgéne revendique :
[Composition pharmaceutique destinée au traitement ou & lo prévention d'une
infection ou tumeur & papiflomavirus qui comprend ... |
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La rédaction sous la forme « composition pharmaceutique destinée & la prévention »
doit étre interprétée a I'image du mot « vaccin ».

2.3. Les acides nucléiques

Pour rappel, la directive 98/44/CE précise qu’une séquence ou une séquence partielle
d'un géne est brevetable & condition que I'application de cefte séquence soit
concrétement exposée dans la demande de brevet (Cf. 1.2.5. La Directive 98/44/CE
relative a la brevetabilité du vivant).

Pour exemple, le brevet EP 1 543 127 au nom du Alfred Wegener Institute for Polar and
Marine Research présente une revendication 1 comme suit :
Séquence nucléotidique codant pour des enzymes protéolytiques sous forme de
protéases particuliéres, caractérisée en ce que ladite séquence nucléotidique est
issue de la diatomée marine psychrotolérante Fragilariopsis cylindrus et code
pour une protéase calpaine-7 selon la SEQ ID n° 1.

Dans le méme brevet, une autre revendication est la suivante :
Utilisation de la séquence nucléotidigue selon la revendication 3 pour exprimer
ou surexprimer l'enzyme protéase calpaine-7 dans des organismes héfes.

Ce brevet répond clairement & la Directive Européenne 98/44/CE en ce sens qu'il
revendique une séquence d’acide nucléique et son application, & savoir |'expression ou
la surexpression de |’'enzyme protéase calpaine 7.

Dans les brevets francais, les revendications basées sur des acides nucléiques peuvent
se présenter sous les formes suivantes :
Le brevet FR 2 930 152 au nom du CNRS revendique : Composition
pharmaceutique ou cosmétique comprenant au moins un acide nucléique
comprenant une séquence capable de s'hybrider spécifiquement avec un géne ou
un ARNm codant pour une kinésine inferagissant avec le complexe adaptateur
AP-1 et de diminuer ou supprimer l'expression de cette protéine.

Le brevet FR 2 861 596 au nom du CNRS et de I'ENS revendique :_Utilisation
dun acide nucléique, simple brin ou double brin, comprenant au moins un résidu
éthénocytosine, dans la préparation dun médicament destiné au traitement des
affections lides o lexpression de lalkyl-N-purine-ADN glycosylase (ANPG) dans
les cellules.

Le droit francais diverge du droit européen en ce sens qu’il ne permet pas la
brevetabilit¢ d’une séquence en tant que telle. Il faut noter qu’il existe des brevets
francais revendiquant des séquences nucléotidiques, mais la portée de ce type de
revendication sera limitée & I'utilisation de la séquence telle que décrite dans la
description.

Enfin, des brevets revendiquent aussi des oligonucléotides de type morpholino, comme
dans le brevet EP 1 155 140 co-déposé par le CNRS et le CEA :
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Procédé de fabrication dun fragment dacide nucléiqgue (ADN ou ARN) marqué
en 3., qui comprend lincorporation enzymatique d'un dérivé de nucléotide ayant
pour précurseur un composé de formule : dans laquelle R**1 représente une base
nucléique et R**2 représente un groupe répondant & l'une des formules suivantes
:-(CH2 )n -NH2 -(CH2 )n -SH -(CH2 )n -COOH -(CH2 )n -OH - (CH2 )n -NH-
R**3 -(CHZ2 )n -SR**3 - (CH2 )n -CO-R**3 -(CHZ2 )n -OR**3 dans lesquelles n est
un nombre entier allant de 1 ¢ 12 et R**3 est un groupe dérivé d'un marqueur,
dune protéine, dune enzyme, d'un acide gras ou d'un peptide, o lextrémité 3' OH
du fragment d'acide nucléigue.

Morpholino-nucléotide répondant ¢ la formule : dans laquelle R**1 est [adénine
et R**2 représente -CH2 -COOH, -(CHZ2 )4 -NHZ2 ou -(CHZ )4 -NH-R**3 avec

R**3 représentant un groupe dérivé de la fluorescéine.
2.4. les thérapies cellulaire et génigue

Dans le domaine de la thérapie génique, des revendications de vecteurs ou d’utilisation
de ces vecteurs sont couramment retrouvées. Pour exemple, le brevet EP 1 348 030
revendique :
Utilisation d'un vecteur comprenant les séquences de nucléotides définies par les
positions 30811-31788 et 18254-21100 dans SEQ ID N° ] pour la production
d'un médicament o utiliser dans lo thérapie génigue.

Des procédés ou utilisations visant & introduire une séquence nucléotidique dans une
cellule sont également brevetables, & I'image du brevet EP 1 136 083 au nom de
Anges MG Inc qui revendique :
Utilisation d'un géne du facteur de croissance des hépatocytes (HGF) pour la
production d'un agent thérapeutique.... utilisé pour administrer directement le
géne du HGF & une partie affectée du muscle cardiaque en utilisant une
assistance échocardiographique sans incision de la partie affectée ou
thoracotomie.

Dans le domaine de la thérapie cellulaire, les différents types de brevets, produits,

procédés, utilisations peuvent étre retrouvés. Pour exemple, le brevet

WO 2008 145 866 au nom de LFB Biotechnologies présente la revendication suivante :
Ensemble de moyens pour le traitement d'une pathologie maligne, dune maladie
autfo-immune ou dune maladie infectieuse, comprenant une cellule effectrice qui
exprime le récepteur Fcy RIll (CD16) ¢ sa surface, et un anticorps monoclonal,
dans lequel l'affinité de la région Fc dudit anticorps monoclonal pour le CD16 est
supérieure a loffinité de la région Fc des immunoglobulines polyclonales pour le
CDIJé.

Ce type de revendication permet d’illustrer un autre concept important dans le domaine
des biomédicaments, & savoir que les méthodes de traitement chirurgical ou
thérapeutique et les méthodes de diagnostic ne sont pas brevetables en Europe. Cette
disposition a pour but de ne pas entraver la liberté d’action des médecins. En effet, une
revendication de méthode de traitement d’une maladie A empécherait toute personne
n‘ayant pas de droit sur cette technologie de soigner un patient atteint de la maladie A
avec la méthode protégée. En revanche, le produit ou la composition pharmaceutique
relevant de ce traitement peut bien entendu étre brevetable si elle répond aux critéres de
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brevetabilité. C’est pourquoi, en Europe, les revendications sont écrites sous la forme
« utilisation.... pour le préparation d’un médicament destiné & ..... » Oou « composition
pour le traitement ».

Enfin, la thérapie cellulaire introduit la question de la brevetabilité des cellules souches.
L'exemple ci-apres, issu du brevet EP 1 694 354 au nom de DEVELOGEN AG introduit
de lui-méme la limitation concernant la brevetabilité des cellules souches.
Utilisation d'un produit de tpe neurturine pour stimuler et/ou induire lo
différentiation de cellules produisant de linsuline ¢ partir de cellules progénitrices,
en particulier de cellules souches o lexception des cellules souches
embryonnaires humaines, par exemple de cellules souches somatiques, in vitro,

En effet, la question de la brevetabilité des cellules souches fait débat. A ce jour, le droit
européen précise qu’un brevet ne peut étre délivré pour une invention biotechnologique
qui a pour objet ['utilisation d'embryons humains & des fins industrielles ou
commerciales. Par ailleurs, une décision de jurisprudence rejette la brevetabilité de
produits ou de méthodes si cela nécessite la destruction d’un embryon. Il en ressort que
les cellules souches embryonnaires humaines ne sont pas brevetables, encore faudrait-il
qu’une définition claire du mot « embryon » soit énoncée. Cependant, les cellules
souches embryonnaires non humaines et les cellules souches humaines non
embryonnaires de type somatique restent des éléments brevetables au sens du droit
européen et du droit francais.

3. EXEMPLES DE BREVETS PROTEGEANT LES DIFFERENTS SYSTEMES D’EXPRESSION DES
BIOMEDICAMENTS

L'Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE) définit les
biotechnologies comme « /‘opplication des sciences et des techniques & des organismes
vivants, qu’il s’agisse d’éléments ou de produits pour transformer les matériaux vivants
ou non, dans le but de produire des connaissances, des biens et des services ».
Autrement dit, les médicaments issus des biotechnologies vont étre principalement issus
de la production de protéines recombinantes par des organismes vivants modifiés
génétiquement tels que des bactéries, des levures, et des cellules végétales ou animales.
Pour produire un biomédicament, plusieurs étapes sont nécessaires. Dans la partie
suivante, nous nous intéresserons uniquement & |'étape d'Upstream (chapitre 2a), les
étapes de Downstream (chapitre 2b) et de Mise Sous Forme Pharmaceutique (chapitre
3) ne seront donc pas abordées.

Un géne d'intérét thérapeutique va étre isolé puis étre inséré dans un vecteur
d’expression (virus, plasmide...), dans le but d'étre produit par une cellule ou un
organisme génétique modifié. Dans le cas d'une cellule, on parlera de cellule usine
(Chapitre1.3.), celle-ci exprimant la protéine recombinante. Parmi les technologies de
bioproduction développées (chapitre 1.4), il existe les systémes d’expression en
bactéries, en levures, en cellules d’insectes, d’oiseaux, de mammiféres et méme dans
des animaux et plantes transgéniques. C'est le biomédicament qui conditionnera le
choix du systtme d’expression. Par exemple, pour synthétiser des protéines non-
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glycosylées telle que l'insuline, des bactéries comme Escherichia coli conviendront
parfaitement.

Comme pour la partie précédente, au travers d’exemple de revendications, les
paragraphes ci-aprés visent & illustrer la brevetabilité des systémes de production des
biomédicaments et les différents types de protection qu’il est possible d’obtenir.

3. 1. La bioproduction en cellules bactériennes

Les systémes d’expression bactériens ont été largement employés dans les années 1980,
pour la synthése de petits polypeptides du type interleukine, interféron... Par exemple, le
brevet FR 2 635 113 au nom de Sanofi SA revendique la culture de cellules
d’Escherichia coli modifiées pour produire des protéines recombinantes d’interleukine-
1:
Procédé pour lobtention dIL-1 p mature recombinante, caractérisé en ce qu'l
consiste @ cultiver des cellules d'E. coli fransformées par un géne codant pour
ladlite protéine, & soumetire les cellules d'E. coli & un choc osmotique et ¢ séparer
la protéine recombinante du surnageant du choc osmotigue.

Les plasmides d’expression des systtmes bactériens font également I'objet d’une

protection, a I'image du brevet EP 1 022 339 au nom de Bayer AG qui revendique :
Vecteur pour la production de IL-4 et de mutéines de IL-4 dans une souche
dEscherichia coli, comprenant, dans lordre 5’ o 3., les éléments liés de maniére
fonctionnelle suivants : un promoteur régulable consistant en le promoteur de
phage 175 de E. coli et deux séquences dopérateur lac, un site de liaison
ribosomale provenant de g10 du phage T/ de E. coli, un codon dinitiation de
traduction, un géne structural pour la IL-4 ou une mutéine de IL-4 et, en aval de
ce géne structural, un terminateur de franscription.

Dans certains brevets, comme le brevet EP 0 043 980 au nom de Genentech Inc, tout
le systtme de bioproduction est protégé par un seul et méme brevet : sont revendiqués
les polypeptides (interférons pour I'exemple), les compositions pharmaceutiques, le
procédé d’obtention, les cellules bactériennes et les véhicules d'expression microbiens.

3.2. La bioproduction en levures

Comme pour la bactérie Escherichia coli, les connaissances génétiques des levures en
font un systéme d’expression bien connu pour la bioproduction. Cependant, & la
différence des cellules bactériennes, les levures peuvent réaliser des modifications post-
traductionnelles, essentielles pour de nombreux biomédicaments. Elles peuvent donc
synthétiser des protéines dont la maturation /in vivo est plus complexe. Par exemple, le
brevet EP 0 655 503 au nom de Green Cross Corp revendique un procédé d’obtention
d’une protéine recombinante en cellules de levure :

Procédé pour la production de sérum-albumine humaine recombinante

comprenant la culture dune souche de levure productrice de sérum-albumine

humaine & une température de 21 o 25 DEG.C.

Dans le méme brevet, une autre revendication précise que la souche de levure est
dérivé de Saccharomyces cerevisiae :
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Procédé selon la revendication 1, dans lequel I'héte produisant la sérum-
albumine humaine est dérivé de Saccharomyces cerevisiae AH 22.

Le brevet EP 1109 922 au nom de Novo Nordisk revendique quant & lui la

transformation de la levure Saccharomyces cerevisiae pour réaliser de la

bioproduction & une échelle industrielle :
Un procédé industriel de fermentation pour produire un produit hétérologue,
comprenant (a) la mise en culture dans des conditions industrielles d'une souche
de levure Saccharomyces Crabtree-négative existant ¢ l'état naturel qui comprend
un plasmide ov un ADN codant pour le produit hétérologue, ou la souche utilise
le glucose plus efficacement et présente un métabolisme de fermentation moindre
par rapport & celui observé pour Saccharomyces cerevisize dans les mémes
conditions de croissance, et (b) récupérer le produit hétérologue ¢ partir du milieu
de culture.

Les levures du genre Pichia peuvent également étre utilisées dans le méme but, le brevet
EP 0226 752 au nom de Phillips Petroleum Co revendique un procédé de production
de polypeptides basé sur un tel systéme.

Les vecteurs disponibles pour les systtmes d’expression en levures comprennent des
plasmides, comme illustré par le brevet EP 0 312 159 déposé par Merck & Co Inc :
A plasmid expression vector containing yeast-derived sequences for the selection
and amplification of the plasmid in a species of yeast derived from the families
Saccharomycetfaceae or Crypfococcaceae, [...].

Aussi, comme pour les bactéries, des brevets revendiquent des méthodes de culture des
levures. C'est le cas du brevet EP 0 706 562 au nom de Merck & Co Inc :
A medium for the growth of Saccharomyces cerevisiae which comprises per liter:
(NH4)2504 10 g, KH2PO4 10 g, CaCl202H20 0.5 g, NaCl 0.5 g [...].

3.3. La bioproduction dans les microalgues

Un autre systéme d’expression porte sur |'utilisation de microalgues pour la synthése de
protéines glycosylées. Bien que le développement de cette technologie soit actuellement
moins avancé, elle a fait I'objet de plusieurs dépdts de brevets, dont le brevet EP 2 090
648, co-déposé par I'IFREMER, le CNRS et 'université de Rouen. Celui-ci vise & la fois
la protection des microalgues transformées, et des méthodes de production :
Transformed microalgae comprising a nucleotide sequence operably linked to a
promoter that drives expression in said microalgae, wherein said nucleotide
sequence encodes a glycosylated polypeptide that is expressed in the transformed
microalgae.
A method for producing at least one glycosylated polypeptide, comprising
transforming microalgae or fransformed microalgae according fo anyone of claim
15 to 21 with a nucleotide sequence operably linked to a promoter that drives
expression in said microalgae, wherein said nucleotide sequence encodes a
glycosylated polypeptide that is expressed in the transformed microalgae.
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3.4. La bioproduction en cellules d’insectes

Les cellules d’insectes sont impliquées dans de nombreuses voies de recherche comme
par exemple les anticorps murins, I'antigéne VIH, I'EPO. Le vaccin Cervarix® contre
certaines souches du Papillomavirus Humain est par exemple produit dans des cellules
d’insectes. Comme pour tous les systtmes d’expression, les lignées cellulaires vont étre
protégées par des brevets, par exemple une lignée de Spodoptera frugiperda dans le
brevet EP 1 119 612 au nom de Protein Sciences Corp :

Insect cell line SFP00+ (ATCC CRL-12579).

A ceux-ci sont associés d’autres protections portant sur les procédés de bioproduction,

comme proposé par le brevet WO9426087 au nom de US of America :
A process for production of a recombinant polypeptide comprising the steps of (a)
selecting insect cells for culture, (b) transforming the insect cells fo include a
selected DNA sequence encoding o selected polypeptide; and (c) culturing the
insect cells in a horizontally rofating culture vessel modulated to create low shear
conditions during which the insect cells recombinantly produce the selected
polypeptide.

Bien enftendu, pour les cellules d’insectes un vecteur d’expression est également
nécessaire. A titre d’exemple, le brevet EP 0 127 839 au nom de The Texas A&M
University a pour objectif de protéger la mise au point d’un vecteur baculoviral pour la
production de protéines recombinantes :
A method for producing a recombinant baculovirus expression vector, capable of
expressing a selected gene or portion thereof in a host insect cell [...J.

Aussi, le brevet EP 0 833 933 déposé par MG PMC Llc revendique précisément le

baculovirus pour la production en cellules d'insectes d’hémagglutinines utilisées comme

vaccin :
Vecteur pour la préparation dune protéine hémagglutinine HAO grippale
recombinante comprenant les séquences 5-->3' suivantes : un promoteur
polyhédrine provenant d'un baculovirus, un codon dinitiation de traduction ATG,
un peptide signal, des séquences codant pour l'hémagglutinine mature provenant
dune souche de virus grippal, un codon de terminaison de traduction, et un
signal de polyadénylation dARN de polyhédrine, caractérisé en ce que le peptide
signal comprend un peptide signal de baculovirus comprenant les aminoacides 1
a 18 de la SEQ ID No7.

3.5. La bioproduction en cellules d’oiseaux

Les cellules d’oiseaux font également 'objet d’une protection par un brevet. Par

exemple, le brevet EP 1 446 004 et dont le déposant est Vivalis, revendique le procédé

d’obtention de cellules aviaires transgéniques :
Procédé d'obtention dune cellule souche embryonnaire (ES) aviaire modifiée par
recombinaison homologue, ledit procédé comprenant les étapes suivantfes : A)
lintroduction d'un vecteur de recombinaison homologue dans lodite cellule ES
aviaire par une méthode de transfection ; B) lo sélection des cellules par l'addition
dun agent de sélection dans le miliev de culture ; et C) le criblage des clones
résistants et amplification [...].
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Comme illustré par le brevet FR 2 884 255 au nom de Vivdlis, les lignées ainsi
produites sont & leur tour protégées :
Lignées de cellules aviaires EBx diploides, non-tumorigénes, immortelles et non
fransformées, caractérisées en ce que lesdites cellules présentent: une
morphologie ronde et compacte de cellules souches embryonnaires aviaires et un
rapport nucléo-cytoplasmique élevé ; un femps de doublement de sa population
comprise entre 15 et 30 heures [...].

Les utilisations potentielles des lignées cellulaires vont également étre protégées, comme

dans le brevet EP 1 685 243 déposé par Probiogen AG :
Utilisation de la lignée cellulaire selon l'une quelconque des revendications 1 ¢ 7,
pour la production de produits biologiques ou de virus.

Ou encore dans le brevet EP 1 446 004 au nom de Vivalis :
Oeuf susceptible d'étre obtenu & partir d'un animal obtenu par un procédé selon
lune des revendications 18 ¢ 20, caractérisé en ce qu'une partie de lovalbumine,
ou du lysozyme est partiellement ou totalement remplacée par la protéine d'intérét
exogeéne.

3.6. La bioproduction en cellules de mammiferes

Les cellules de mammiféres produisant des protéines recombinantes ont pris beaucoup
d’'importance au sein des systémes de bioproduction. En effet, ces lignées reproduisent
fidelement les modifications post-traductionnelles nécessaires au bon fonctionnement
des biomédicaments. Le biomédicament produit peut étre par exemple un anticorps,
comme dans le brevet EP 1 167 537 au nom de Japan Tobacco Inc et Abgenix qui
revendique des méthodes de production :
Meéthode pour produire un anticorps monoclonal, dans laguelle la méthode
comprend les éfapes suivantes : (a) introduire dans une cellule in vitro un ADN
exogéne, ladite cellule (j) comprenant un géne de la chaine lourde
dimmunoglobuline endogéne réarrangé et un géne de la chaine Ilégére
dimmunoglobuline endogéne réarrangé, (i) sécrétant un anticorps monoclonal
comprenant un polypeptide de la chaine lourde dimmunoglobuline dérivé dudit
géne de la chaine lourde dimmunoglobuline endogéne réarrangé et un
polypeptide de la chaine légére dimmunoglobuline dérivé dudit gene de la
chaine légére dimmunoglobuline endogéne réarrangé,/...].

Comme pour les autres systémes cellulaires, des brevets protégent spécifiquement les
lignées cellulaires exploitées & des fins de bioproduction. Par, exemple, le brevet EP 0O
216 846 au nom de Celltech Ltd revendique :
A myeloma cell-line transformed with a vector including a gene coding for a
euvkaryotic polypeptide and a viral promoter, such that expression occurs of the
gene coding for the eukaryotic polypeptide, directed by the viral promoter, such
that the eukaryotic polypeptide is produced at a level greater than T mg/L.

Sont associés & ces cellules usines, des systtmes de sélection et d’amplification. Par
exemple, le systtme GS est I'un des plus utilisés, il porte sur le marqueur de sélection de
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la glutamine synthétase (GS), et est revendiqué par le brevet EP 0 256 055 co-déposé

par Celltech Ltd et I'Université de Glasgow :
A method for co-amplifying a recombinant DNA sequence which encodes the
complete amino acid sequence of a desired protein other than a glutamine
synthetase (GS), which method comprises: (a) providing a vector capable, in a
transformant host cell, of expressing both a recombinant DNA sequence which
encodes an active GS enzyme and the recombinant DNA sequence which
encodes the complete amino acid sequence of the desired protein other than GS;
(b) providing a eukaryotic host cell which is a glutamine prototroph, (c)
transforming said host cell with said vector; and (d) culturing said host cell under
conditions which allow transformants containing an amplified number of copies of
the vector-derived GS-encoding recombinant DNA sequence to be selected,
which transformants also contain an amplified number of copies of the desired
protein-encoding DNA sequence.

Le brevet EP 0 731 845 au nom de Merck & Co Inc revendique un locus spécifique

dans le génome d’une cellule murine qui favorise I'expression d’un géne recombinant

aprés une intégration stable par recombinaison homologue :
Vecteur dexpression de recombinaison homologue pour lexpression de génes
recombinants dans des cellules de mammiféres, caractérisé en ce que ledit
vecteur comprend un promoteur pour l'expression d'un géne recombinant, une
unité de transcription codant pour un marqueur de sélection et des ségquences
dADN spécifiques du locus de limmunoglobuline murine gamma 2A pour un
ciblage de la recombinaison homologue.

Certains brevets vont protéger uniquement des vecteurs d’expression spécifiques,
comme dans le brevet EP 0 302 429 déposé par Ono Pharmaceutical Co (vecteur
d’expression pour 'interleukine humaine 4).

Pour les vecteurs d’expression non-viraux, il est possible de faire pénétrer ceux-ci dans
les cellules et leurs noyaux, & I'aide de plusieurs technologies. Par exemple, d'un cété le
brevet EP 0 789 564 au nom de Supratek Pharma Inc est un exemple de protection
d’une composition polynucléotidique pour la transfection chimique :
Composition de polynucléotide comprenant: (a) un polynucléotide ou un dérivé
de polynucléotide, et (b) en dessous de 5% dun copolymére séquencé de
polyéther (p/v) comprenant un segment polymére de type A [...] et un segment
polymere de type B [...]; ou (i) la composition ne forme pas un gel; et (i la
composition forme des micelles de 10 nm & 100 nm de diamétre.

D’un autre cbté, le brevet EP 1 297 119 dont le déposant est Amaxa GmbH revendique

un procédé de transfection physique & I'aide d’un champ électrique :
Procédé d'incorporation de molécules biologiquement actives dans le noyau
cellulaire de cellules eucaryotiques supérieures ¢ laide de courant électrique,
lincorporation  dans le noyau de cellules primaires étant obtenue
indépendamment de la division cellulaire au moyen d'une impulsion dune force
de champ de 2 ¢ 10 kV/cm et d'une durée d'av moins 10 Us et d'une intensité de
courant dau moins 1 A.
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3.7. La bioproduction par des animaux et planfes fransgéniques

D’autres voies de production de médicaments issus des biotechnologies se basent sur
I"utilisation  d’organismes entiers, comme des animaux non-humains. Le brevet
EP 0741 515 au nom de GTC Biotherapeutics revendique en effet un procédé de
production d’une protéine recombinante d’intérét dans un mammifére non-humain,
comme une chévre :
Procédé pour l'obfention d'une immunoglobuline hétérologue et assemblée dans
le lait dun mammifére transgénique non humain caractérisé en ce quil
comprend : (a) lintroduction dans une lignée germinale dudit mammifére dADN
comprenant séparément les séquences codantes de protéines des chaines lourdes
et légeres de ladite immunoglobuline [...] ; (b) lobtention de lait comprenant
ladite immunoglobuline hétérologue et assemblée & partir dudit mammifére non
humain ; ladite immunoglobuline hétérologue et assemblée étant dans une
configuration fonctionnelle et étant produite ¢ une concentration dau moins 1
mg/ml dans le lait dudit mammifére.

De méme, des plantes transgéniques sont utilisées somme bioproducteurs, comme
divulgué dans le brevet EP 0 577 598 déposé par I'Université de California :
Procédé pour la production dune plante transgénique comprenant un géne
dintérét qui est exempt de séquences de geéne marqueur, ledit procédé
comprenant: a) la fourniture d'une construction dADN comprenant le géne
d'intérét, des acides nucléiques auxiliaires étrangers comprenant des séquences
de géne marqueur et un transposon fonctionnant dans les planfes [...].

Certains brevets sont spécifiques & une plante : le brevet EP 1 808 491 déposé par

Meristem Therapeutics protége la production de molécules hétérologues dans des

cellules de mais :
A method for producing an heterologous molecule in maize seeds, comprising
cultivation of a maize plant wherein cells contain stably introduced info their
genome a first nucleic acid which specifically decreases the production of [alphal-
zein and/or a second nucleic acid which specifically decreases the production of
[gammal-zein, and o third nucleic acid which expresses the heterologous
molecule, and obtaining a seed containing the heterologous molecule.
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4., CONCLUSION

Depuis une quinzaine d’années, le secteur biopharmaceutique est devenu un secteur
stratégique et inconfournable pour la mise au point de produits thérapeutiques
innovants. Associées & une meilleure connaissance des organismes vivants et une
meilleure compréhension des pathologies, les biotechnologies ont été a |'origine d'une
nouvelle génération de médicaments : les biomédicaments.

Progressivement un grand nombre de sociétés pharmaceutiques se sont orientées vers le
développement de biomédicaments dont certains sont déja qualifiés de blockbusters
depuis quelques années (Figure 3). A I’exception du produit Enbrel®, les chiffres
d’affaires les plus importants sont observés pour la classe des anticorps, suivie par les
facteurs de croissance (protéines).
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Figure 3 : Pourcentage de croissance et chiffre d'affaires de biomédicaments. La
couleur indique les classes de biomédicaments. La taille du cercle représente leur part
de marché (Site infernet des entreprises leaders, Développement & Conseil, 2008).

25% des blockbusters actuels sont des biomédicaments. Par exemple, la protéine de
fusion Enbrel® d’Amgen (traitement de I'arthrite rhumatoide sévére), premier
blockbuster des biomédicaments, a réalis¢ un chiffre d’affaires consolidé de plus de
5Mds$ en 2007. Il en est de méme pour les produits Herceptin® de Genentech,
Rituxan® de Roche ou encore Remicade® de Shering-Plough.

Cependant, comme ce fut le cas pour les blockbusters issus de I'industrie chimique, les
brevets protégeant certains biomédicaments arrivent bientét & échéance : 2012 aux
Etats-Unis et en Europe pour Enbrel®, 2013 aux Etats-Unis et en Europe pour
Herceptin®. Au méme titre que les médicaments issus de la chimie avec les génériques,

les biomédicaments pourront étre librement copiés & I'expiration des brevets
correspondants et des médicaments biosimilaires arriveront sur le marché.
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Le marché des médicaments biosimilaires est naissant (figure 4), le premier biosimilaire
(I"'Omnitrope®, hormone de croissance) a été approuvé aux Etats-Unis en 2005, et en
Europe en 2006 mais les analystes estiment qu’environ 25 biosimilaires seront
disponibles sur le marché en 2012 associant un chiffre d’affaire d’environ 3.5 Mds$.
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Figure 4 : Hypothése haute du nombre de molécules biologiques qui sont et qui seront
commercialisées entre 2006 et 2012 (Source : Développement & Conseil, 2008).

Il est & noter que la terminologie de « biosimilaire » est préférée & celle de biogénérique
car la reproduction exacte du médicament « vivant » est techniquement impossible. En
conséquence, |"homologation d’un biosimilaire se fait sur la base d’une équivalence de
résultats thérapeutiques, basés sur des études cliniques englobant des centaines de
patients, et non pas uniquement sur la base d’une équivalence pharmaceutique (comme
c’est le cas pour les médicaments génériques).

Dés 2004, les autorités européennes mettent en place des régles propres aux
biosimilaires, (Directive 2004/27/CE du 31 mars 2004) alors qu’aux Etats-Unis, la
réglementation des biosimilaires n’est pas clairement établie. L'article 10-4 de cette
Directive définit la notion de biosimilaire :
Les médicaments biologiques similaires ¢ des médicaments de référence ne
remplissent habituellement pas toutes les condlitions pour éfre considérés comme
des médicaments génériques, en raison notamment des caractéristiques des
procédés de fabrication, des matiéres premiéres utilisées, des caractéristiques
moléculaires et des modes daction thérapeutiques. Lorsquun médicament
biologique ne remplit pas toutes les conditions pour étre considéré comme un
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médicament générique, les résulfats d'essais appropriés devraient étre fournis afin
de satisfaire aux conditions relatives & la sécurité (essais précliniques) ou @
lefficacité (essais cliniques), ou aux deux.

Le producteur d'un médicament biosimilaire doit prouver que son produit a le méme
effet thérapeutique que le produit biologique de référence. A ce titre, 'EMEA (European
Medicines Agency) a publié des lignes directrices pour la comparaison des
biomédicaments en décembre 2003 et en septembre 2005 pour la bioéquivalence.

Une étude récente du Comité Biotechnologies du Leem et du Genopole® sur I'état des
lieux de la bioproduction en France en 2008, estime que « la somme liée & la perte des
brevets de biomédicaments est estimée & plus de 10Mds$ en 2010 et pourrait atteindre
20Mds$ en 2015 ». Elle cite & titre d’exemple que « les brevets sur les EPO expirent en
moyenne aux USA vers 2013, ouvrant un marché potentiel de 8Mds$ aux
biosimilaires ».

Les évolutions du secteur pharmaceutique peuvent s’observer au travers des brevets. En
effet, comme il a été précisé dans les parties précédentes, le biomédicament en tant que
produit thérapeutique n’est pas le seul élément brevetable ; en effet, sont également
protégeables par brevet, les procédés de production, les lignées cellulaires utilisées dans
le cadre de ces procédés ou encore les méthodes de culture en fermenteur, les vecteurs
d’expression, ou les méthodes d’extraction. L'arrivée des biomédicaments sur le marché
et le fait qu’un biomédicament puisse étre protégé par plusieurs brevets (brevets de
produit, de procédé et d’utilisation) expliquent les observations faites en matiére de
dépéts de brevets liés aux biomédicaments.

La classification des brevets couvrant les biomédicaments fait apparaitre 5 catégories
(figure 5) : les peptides et protéine, les vaccins et tout élément pouvant servir & faire de
I'immunothérapie comme les anticorps, les médicaments issus des thérapies génique et
cellulaire, les acides nucléiques ou une substance provenant de la matiére biologique
(les procédés relatifs & chacun des différents éléments sont compris dans la catégorie
correspondante).
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Figure 5 : Pourcentage des brevets en fonction de la classe des biomédicaments (étude
de 2008 de I'Institut National de la Propriété Industrielle, intitulée « Du médicament au
biomédicament : tendances de I'innovation »).

Une étude de I'Institut National de la Propriété Industrielle (INPI) datée d’octobre 2008
montre |'importance des dépéts relatifs aux biomédicaments. Basée sur une analyse des
demandes de brevet francais déposées entre 1997 et 2004, la France se place en 5°™
position aprés les dépdts de demandes internationales, les demandes américaines,
européennes et japonaises et 39% de demandes liées & un médicament couvrent en fait
un biomédicament. Parmi elles, environ 40% sont des demandes relatives & un peptide
ou une protéine, 20 & 25 % couvrent un vaccin ou an anticorps et un peu moins de
20% sont relatives & la thérapie génique.

Cette étude montre également que le nombre de demandes de Certificat
Complémentaire de Protection (voir paragraphe 1.2.3) liées & un biomédicament
augmente pour atteindre en 2007, prés de 60% des demandes de CCP.

Bouleversant le schéma classique de R&D de la pharmacopée traditionnelle, les acteurs
de ce secteur ont d0 rapidement s’adapter et se positionner au sein d’un environnement
en pleine mutation.

Les brevets jouent donc un réle essentiel dans I"économie et le développement des
biotechnologies et des biomédicaments. Ils sont et resteront au coeur de la

bioéconomie, définie par I'OCDE comme « un systtme dans lequel les biotechnologies
assureront une part substantielle de la production économique ».
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Nowadays, in the international scientific and economic competition, the protection of Biotech inventions by Industrial Property (IP) rights should be taken
into account: patents are at the core of the Biotech business. A patent can be defined as an exclusive right granted for an invention to an applicant, for a
limited period of time (generally 20 years to the maximum) and on a territorial basis (a specific country or a group of countries).

In the general context of the gene delivery, vectors are composed by several elements as insulators, targeting systems... that are potentially locked by IP
rights, what is of a major importance to plan a strategy of technological development. The proposition of the first clinical trial of gene transfer system based
on a transposon asks the question of the property of the technology and its economic exploitation.

Are transposon-based systems protected by patents ? Which patents are kept in force for an exploitation strategy ?

Introduction : why did we do such a study ?

J

Methodology

The patent extraction and overall statistics were respectively
performed using FamPat patent database (Questel) and Intellixir
software. The patent query was built with the following keywords:
transposase(s), transposon(s), mobile or transposable genetic element(s)
or fransposition; and the search was carried out in the titles, the

abstracts and the independent claims of patent documents.
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time by type of applicants

1) Cross-analysis of the evolution in patent filings over \

& & 8 8 8

8

8

Hombre droccurrences

O nstitutinal fings

B Industrial fiings.

629 patents were filed during the period 1980-2008. The year 1997
appears as a pivotal year with 43 patents and marks the emergence of
the main transposon-based system as vectors for providing cells with

additional nucleic acid material (SB, Tol2, Mariner elements...).

Since 2001, the number of institutional applicants is stable whereas
the number of industrial applicants drops. It may be due to the fact that
\\ the entry barriers to the transposon tool sector are too high.

3) Patent exploitation for therapeutic or other purposes

Tinsposon s |

2) Protection strategies of key applicants

a) Transposon systems claimed in patents by key applicants

@ Pioneer applicants filed

i . o »  several patents to protect the

: transposon system they developed

1 “ (Univ. Minnesota on SB, Finnzymes

ey *1 Y A % on Mu..), covering the proof of

o Lk o e concept in usage and in
engineering.

Other applicants (Epicentre,

Recombinetics...) claimed in their

A4 1 : patents an invention using a

p g “general” transposon system, and

fieg“t‘{s‘“j ¥ 4 «“f‘;ﬁ*’{ &f&,‘fi}‘@f <" would need to obtain licenses of

&uf & ¢ key patents of transposons.

b) Geographic strategies of filings of key applicants
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The United States of  ovevoun . !
America are indisputably
the country where the most o 0% j/j —
patents have been filed . I i |
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market. L5 ) I G (N T (B T ]
However, the most cowpeeose.l . . - -
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extended in other key F A S f\ I T
g A28 Py TR
countries (EU, Japan...). ,&’& 5{ ,& @ j “e;’%”‘@i&! #

AN ’ J

The main transposon systems are included in economic projects mostly by US
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K lic ant Creation | Nati Field P . . .
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o e ool 1935 Bl | scctecurvelogy -tis mﬁ;jﬁ:;j;j;“jmm therapeutic developments (mutagenesis...).
TS| Wicorss A Revarh Eeundaion Epiceune FE = T DA sequencing Indeed, the universities generally licensed their transposon-based technologies to
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sinas Bt taimate | MasBomsens | 20 | | ity | PPerten spin-off companies (Discovery Genomics from the University of Minnesota...).
Oxiter Control insect pes:e
i ac US Goveramer:, University Notre Daxe 05 Biosysterns 2% i in-mass produciion of proeins . cal ‘
Pepber | 5 Govesmen, Tty Hote i st m l Moo nclogy - kis Fm‘;nj;m e Among DNA transposons, the main promising systems, such as Sleeping beauty
e [P e— o | m= Turgese [ebsionctpentaniing| N T0/2 are strongly protected by patents except piggyBac that has interesting
o B B iy capacities in terms of cargo. The first patents covering this transposon vector
il Uaivesity of Minesoia Discovery Genomics | 2002 | BE Therspeutc B v were a priori only filed in USA. So, piggyBac seems to be the only system for
s | ey = = = Ema”"i gene delivery that is freedom to operate for R&D plans, that may explain why
Toik e b piggyBac is integrated in the business models of companies as Oxitec or Manoa
sigwbac | US Goveramer:, Urivecsity Nore Dae M”““;:'_‘:Z‘:“““ 206 = Therspeuic Geat theragy Biosciences.
Tol2 Jepan Scisnce and Technoicgy Corp 1 7 7 1 7 /
Conclusion

As patent applications are published 18 months after their filings, they represent a vast and non-negligible source of:

o scientific data > The claims and the description disclose all technical details of the invention (which transposon systems are protected by patents ?).
o legal information> Are these patents kept in force ? In which countries ?
o business-relevant information > Global patent landscape knowledge of the environment of transposon tools facilitates decision making and R&D orientations.

Sociery For
MICROBIOLOGY

The analysis of this three types of information allow to build a strong strategy of technological development. ASM
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-~~~ Competitive Panorama

Patent landscape analysis “Nanoparticles for bio-imaging”

Delphine Cardi*, Fabien Palazzoli#, Ugo Streichenberger* (ugo.streichenberger@fist.fr)
*FIST SA, 83 boulevard Exelmans, 75016 Paris, France (www.frinnov.fr)
#*UMR 6239 GICC, UFR Sciences et Techniques, Parc Grandmont, 37200 Tours, France

In the current development of imaging technologies, new contrast agents and tracers are necessary to improve visualization. Nanoparticles appear to have the highest potential because they can combine multiple properties such
as magnetic, luminescent, radioactive and even therapeutic properties. At present, three imaging nanoparticles have been approved for commercialization and biomedical diagnostic use. Market segments are therefore still to
conquer which resulted in a very high research and patenting activity in the last years. Institutional applicants have a specific positioning on the sector, while only important industrial structures of the imaging field build up th
portfolio notably in the US and Europe. On specific segments, Asian applicants are noticeably emerging. An analysis of the patent environment highlights the various types of nanoparticles (magnetic, luminescent ...) that have
been developed and their potential applications in bio-imaging. IP strategies of the different players seem to show an underlying trend to claim nanoparticles combining multiple properties and covering a large range of
applications. In some cases, this situation can act as a blockage for future filings. In this promising sector where more than 800 patents and patent applications have been filed since 1989, the analysis of the patent landscape of
nanoparticles for bio-imaging allowed the identification of major applicants involved in this sector, the geographical and technological positioning of their portfolio and the trends.

[ Particle(s) Hnano(me\ers)]f r{ imaging

[ | starting from

Quar\qt;rg‘gots, L | ‘ year 1989
Bioimaging
N 1

colloid(s) J
Including IPC Code = A61K-049 N

Surface

e.g. antibodies, peptides, drugs, imaging agents
modification

Shell e.g. Metals, polymers, semi-conductors, magnetic oxides
Core (iron, gadolinium ions), liposomes, dendrimers, dextran, PEG,
nanocrystals, metal colloids, fullerenes, chitosan

TRADE NAM

DEVELOPERS m LICENCEES STAT!I

CLIAVIST®/ B Bayer Schering Meito Sangyo 1stapproval in
i bot Li DE3443251
RESOVIST® < ucarwotran fver Pharma leeashel, (apan) 2001
US5248492
AVIAG US4951675 GUERBET 15t approval in
; EIKEN Chemical 1996
FERIDEX®/ ¢ s R Pharmaceuticals  US5055288 ; .
ENDOREM® US5102652 Bayer AG Withdrawn in
US5219554  Pharmagenesis 2008
US5248492
Gastro- AMAG US5069216 ) .
GLU':’"R;I'X'&(@ ferumoxsil intestinal  Pharmaceuticals ~ US5055288 GUERBET & apl‘;'g"s"a' i
astrol
tract US5219554 COVIDIEN

H

4]

B

5

N g

" @ c
) £ -
g £ £
Z 3 2
= s ]
2 g =
3 2 o
£ H 5
3 5 H
® £

5

z

T | ey Yol
Priority year
[ inventors & Joint institutional and industrial flings S8 nstitutional flings S Industrial flings —— 9% of industrial ilings | I 1 institutional applicants (20) Applicants I ndustrial applicants (9)

NB: the bubble scale is different between both figures. For the same

bubble size, industrial bubbles represent about twice more patents
(see numbers in the bubbles)
ADKS !
oo @ vy @ @
o sanmac S . . + @ '
onis e s = @
b o L 8 ‘|
Oriy P or O or KR & + i -
eGHTC LN . . Cee
ane v @ . @ . . <A
et it G _escenr . ! +4 2 . . |
fi=e) ® @ ¥ e [ 2 ® o
St s 059 o @ < VAONCTE ) DTV . . T
R S @ - ¢ @ e 2 2 o @
G vk o 1 oe v .'n @y

&9

INDUSTRIAL FILINGS

&
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This patent landscape analysis on the field of “nanoparticles used in bio-imaging” shows a boom of patent filings in this sector. However, this recent technology is confronted to a precarious market in the field of medical imaging.

This can be explained by the difficulties encountered by companies to lead clinical trials with such particles and therefore the cost of such development and commercialization. As a result, only a limited number of major companies
(GE, Philips, Bayer, Fujifilm, Konica Minolta) and companies specifically focused on this topic (AMAG Pharmaceuticals, Guerbet, Visen Medical) developed this type of nanoparticles. Due to the importance of basic research needed
to improve nanoparticles (residence time, biodegradability, functionalization...) and the relative independence of the institutional applicants regarding market consideration, an important number of institutional player positioned
themselves on this sector. Although patents claiming magnetic nanoparticles are in majority, there is a clear tendency to describe nanoparticles combining several functionalities (i.e. magnetic AND luminescent, etc...) and
applications (data not shown): strong specific patents are in small number.

The analysis of the patent landscape of this sector shows the necessity of maturation of this technology and confirms that places for new entrants are still available provided that their patent portfolio is consistent enough.
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Communications orales réalisées au cours de la these

e Les brevets : une source d’informations stratégiques pour les acteurs des Biotechs —
Rencontres technologiques IMT 2010, Technologies de bioproduction & lancement de
I'ouvrage Bio® : Biotechnologies — Bioproduction — Biomédicaments, Tours, France, 13-14

octobre 2010

e Insulator patents: position effects of biopharmaceuticals in their environment —

Institute of Biotechnology, University of Lausanne, Lausanne, Suisse, 16 septembre 2010

e Table ronde « Témoignages de docteurs sur leur insertion professionnelle » -

Doctoriales des Pays de la Loire 2010, Sablé sur Sarthe, France, 02 juillet 2010

e Intérét des paysages brevets dans le développement d’une politique scientifique : la
recherche de niches de développement technologique au GICC — Symposium d’analyse
et de réflexion sur les: modéles, méthodes, ingénierie de I’Intelligence Compétitive,

Beaulieu sur Mer, France, 25-26 novembre 2009

e Transposon tools: worldwide landscape of intellectual property and technological
developments — XVIEme colloque national sur les éléments transposables, Le Mans,

France, 1-3 juillet 2009

e Industrial Property backgrounds of the non-viral integration systems: Preliminary
strategic study for the establishment of R&D plans in non-viral gene therapy —
Symposium on Recombinase-based non-viral gene transfer, XVI™ Annual Congress of the

European Society of Gene and Cell Therapy, Bruges, Belgique, 13-16 novembre 2008
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PORTRAIT D'ENTREPRISE

Fist analyse le « paysage
brevets » sectoriel

Grace a la nouvelle activité de Fist (France Innovation Scientifique et Transfert) les
brevets fournissent une information essentielle a la prise de décision stratégique.

| est nécessaire de mieux com-

prendre son environnement

brevets pour mieux innover.
Aujourd’hui, 80 % de I'information
technologique est disponible dans les
textes de brevets existants mais toutes
ces données sont disséminées parmi
plus de 40 millions de textes. Il est donc
nécessaire de disposer d’'une métho-
dologie et d'instruments adaptés pour
faire d'une analyse de brevets un outil
d’'intelligence économique », expli-
que Sylvain Goiran, responsable du
département Etudes chez Fist (France
Innovation Scientifique et Transfert).

Créé en 1992, Fist SA, filiale du CNRS
et d'Oséo Innovation, est une société
de transfert et de commercialisation de
technologies innovantes qui gére un
portefeuille de 3000 brevets et négocie
pres de 100 licences d'exploitation par
an. Fist dispose depuis 2004 d'une équi-
pe spécialisée dans I'analyse globale de
brevets et a développé un savoir-faire
qui lui permet d'analyser et de visuali-
ser I’environnement brevets d'un sec-
teur technologique afin de comprendre
la dynamique des réseaux existants.
Une meilleure compréhension de

I'environnement brevets permet a
tous les acteurs de mieux appréhender
leur positionnement, d‘identifier de
nouveaux partenaires ou concurrents
et de détecter les équipes et les tech-
nologies émergentes. Aujourd’hui, Fist
commercialise deux types d'études :
«IP On Demand » réalisée sur mesure et
«IP Overview » qui dresse un panorama
global sur des thématiques d’actualité
ou émergentes.

UN OUTIL STRATEGIQUE

La premiére étude «IP Overview »
dans le domaine des sciences du vivant
est aujourd’hui commercialisée via le
site Internet de Fist. Elle concerne les
«Thérapies contre le VIH» et regroupe,
segmente et analyse, les 6800 familles
de brevets liées a ce domaine. Cette
étude met en évidence les stratégies
mises en place par les acteurs et les
tendances actuelles du domaine. Il
apparait par exemple que les efforts en

R&D faiblissent depuis 2005 malgré la
forte croissance du marché du VIH et le
besoin constant de nouvelles thérapies,
laissant ainsi ce secteur en manque de
nouvelles perspectives (40 % de diminu-
tion du nombre de dépdts de brevets).
Cet essoufflement affecte méme cer-
tains leaders historiques, mais donne
I'opportunité a de nouveaux acteurs
de s'imposer sur des segments spécifi-
ques encore peu explorés (Cyclophilin,
Trim5alpha, TSG 101, etc.).

Les prochaines «IP Overview » por-
terontsurlesthématiques « Paludisme »
et «Inhibiteurs de Cyclin-Dependant-
Kinases ». Fist a par ailleurs initié cette
année une collaboration inédite avec
la cellule de développement stratégi-
que du laboratoire GICC (Génétique
Immunothérapie Chimie & Cancer) de
Tours, pour analyser I'environnement
brevets de leurs thématiques de recher-
che notamment en thérapie génique
(études sur les domaines de liaison a
I’ADN de type doigt de zinc, systémes
de transfection et cellules souches).

«Nos études constituent de véri-
tables outils opérationnels d’'aide a la
prise de décision et s’adressent aux
responsables brevets des sociétés, mais
également aux investisseurs, cabinets
de conseils, structures de recherche et
organismes de valorisation, conclut
Sylvain Goiran. En plus d'apporter
aux décideurs un nouvel élément
essentiel d'informations au méme
titre que les informations économi-
ques, elles permettent au sein d'une
méme entreprise d’avoir un outil et
un langage communs entre les équi-
pes de recherche, les équipes dirigean-
tes et les financiers. » m CELINE HECHARD

FICHE D'IDENTITE

Paris
1992
CNRS et Oséo Innovation
45

Analyse de portefeuilles de brevets
et transfert de technologie

CONTACT : ipoverview@frinnov.fr
» http://www.Fist.fr

L'Allemand Medac a ache-
té une licence mondiale
aupres de 1'Ecole Médicale
de Hanovre (MHH), pour
un diagnostic qui aide a
orienter le traitement de la
leucémie lymphoblastique
aigué. L'accord a été négo-
cié par Ascenion GmbH,

le partenaire exclusif de
MHH pour la propriété
intellectuelle.

Une contamination acci-
dentelle au bacille de
charbon s’est produite
dans un laboratoire de
I’'Agence francaise de
sécurité sanitaire des ali-
ments (Afssa). Des labo-
rantins ont été pris en
charge par les secours et
la mise en place du proto-
cole de décontamination
a été immédiate.

Le Parlement européen

a adopté un réglement,
qui entrera en application
entre 2010 et 2013, sur
les produits cosmétiques.
Il impose une évaluation
renforcée des risques, y
compris pour les nano-
matériaux, de plus en
plus utilisés par l'indus-
trie. Le réglement inclut
le principe de I’élimina-
tion progressive des tests
sur les animaux.

GlaxoSmithKline
(Royaume-Uni) va par-
tager 800 brevets avec
d’autres instances qui
cherchent de nouveaux
traitements dans 16 mala-
dies tropicales négligées,
hors Sida. Le groupe
baisse de 45 % le prix de
110 thérapies brevetées
allant du paludisme a
I’asthme. Cette politique
globale vise a aider les
pays pauvres.

Le Californien Arena
Pharmaceuticals a levé
50 millions de dollars
aupreés de Azimuth
Opportunity Ltd. Au bout
de 18 mois, la société
pourra éventuellement
vendre des actions a
Azimuth. Arena se situe
dans 1'obésité, les trou-
bles du sommeil, les
maladies neurodégénéra-
tives, la schizophrénie, la
dépression et 1’anxiété.

BIOTECH.INFO - NUMERO 437 I PaGce 3
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Table 2:

11

12
13

]!
14

15

16
17

18

19

20

Area, field
Electrical engineering

Electrical machinery,
apparatus, energy

Audio-visual technology

Telecommunications

Digital communication

Basic communication
processes

Computer technology

IT methods for manage-
ment

Semiconductors
Instruments

Optics

Measurement

Analysis of biological
materials

Control

Medical technology

Chemistry
Organic fine chemistry

Biotechnology
Pharmaceuticals

Macromolecular chemis-
try, polymers

Food chemistry

Basic materials chemis-
try

Materials, metallurgy

New concept of technology classification, update: May 2008

IPC code

F21#, HO1B, HO1C, HO1F, HO1G, HO1H, HO1J, HO1K, HO1M,
HO1R, HO1T, HO2#, HO5B, HO5C, HO5F, H99Z

GO9F, G09G, G11B, H04N-003, H04N-005, HO4N-009, HO4N-
013, HO4N-015, H04N-017, HO4R, H04S, HO5K

G08C, HO1P, HO1Q, H04B, HO04H, H04J, HO4K, HO4M, HO4N-
001, HO4N-007, HO4N-011, HO4Q

HO4L

HO3#

(G06# not G06Q), G11C, G10L

G06Q

HO1L

GO02#, GO3B, G03C, G03D, GO3F, G03G, GO3H, H01S

G01B, G01C, G01D, GO1F, GO1G, GO1H, G01J, GO1K, GO1L,
GO1M, (GO1N not GO1N-033), GO1P, GO1R, G01S; G01V,
GO1W, GO4#, G12B, G992

GO1N-033

G05B, G05D, GO5F, GO7#, G08B, G08G, G09B, G09C, G09D

AG1B, A61C, A61D, A61F, A61G, A61H, A61J, A61L, A61M,
AG1N, HO5G

(Co7B, CO7C, CO7D, CO7F, CO7H, C0O7J, C40B) not A61K,
AG1K-008, AG1Q

(CO7G, CO7K, C12M, C12N, C12P, C12Q, C12R, C12S) not
AG1K

A61K not A61K-008
C08B, C08C, C08F, C08G, C08H, CO8K, CO8L

AO01H, A21D, A23B, A23C, A23D, A23F, A23G, A23J, A23K,
A23L, C12C, C12F, C12G, C12H, C12J, C13D, C13F, C13J,
C13K

AO1N, A01P, CO5#, CO6#, C09B, C09C, CO9F, C09G, CO9H,
CO9K, C09D, C09J, C10B, C10C, C10F, C10G, C10H, C10J,
C10K, C10L, C10M, C10N, C11B, C11C, C11D, C99Z

CO1#, CO3C, CO04#, C21#, C22#, B22#



21

22

23

24

25
26

27

28

29

30

31
32

33
34

35

Surface technology,
coating

Micro-structure and
nano-technology

Chemical engineering

Environmental technol-
ogy

Mechanical engineer-
ing

Handling

Machine tools

Engines, pumps, tur-
bines

Textile and paper
machines

Other special machines

Thermal processes and
apparatus

Mechanical elements
Transport

Other fields
Furniture, games

Other consumer goods

Civil engineering

10

BO5C, B05D, B32#, C23#, C25#, C30#

B81#, B82#

B01B, B01D-000#, BO1D-01##, BO1D-02##, B0O1D-03##, B0O1D-
041, B01D-043, B01D-057, BO1D-059, BO1D-06##, BO1D-07##,
BO1F, BO1J, BO1L, B02C, BO3#, BO4#, B0OSB, BO6B, BO7#,
BO8#, D06B, DO6C, DO6L, F25J, F26#, C14C, HO5H

A62D, B01D-045, B0O1D-046, BO1D-047, B01D-049, BO1D-050,
B01D-051, B01D-052, BO1D-053, BO9#, B65F, C02#, FO1N,
F23G, F23J, GO1T, E0O1F-008, A62C

B25J, B65B, B65C, B65D, B65G, B65H, B66#, B67#

B21#, B23#, B24#, B26D, B26F, B27#, B30#, B25B, B25C,
B25D, B25F, B25G, B25H, B26B

FO01B, FO1C, FO1D, FO1K, FO1L, FO1M, FO1P, FO2#, FO3#,
FO4#, F23R, G21#, F99Z

A41H, A43D, A46D, C14B, DO1#, D02#, DO3#, D04B, D04C,
D04G, D04H, D05#, D06G, DO6H, D06J, DO6M, DO6P, D06Q,
D997, B31#, D21#, B41#

A01B, A01C, A01D, AO1F, A01G, A01J, A01K, AO1L, AO1TM,
A21B, A21C, A22#, A23N, A23P, B02B, C12L, C13C, C13G,
C13H, B28#, B29#, C03B, C08J, B99Z, F41#, F42#

F22#, F23B, F23C, F23D, F23H, F23K, F23L, F23M, F23N,
F23Q, F24#, F25B, F25C, F27#, F28#

F15#, F16#, F17#, GO5G
B60#, B61#, B62#, B63B, B63C, B63G, B63H, B63J, B64#

A4TH, AG3#

A24#, A41B, A41C, A41D, A41F, A41G, A42#, A43B, A43C,
Ad44#, AASH, A46B, A62B, B42#, B43#, D04D, DO7#, G10B,
G10C, G10D, G10F, G10G, G10H, G10K, B44+#, B68#, DO6F,
DO6N, F25D, A99Z

EO02#, E01B, E01C, EO1D, E0O1F-001, EO1F-003, EO1F-005,
EO01F-007, EO1F-009, EO1F-01#, EO1H, EO3#, E04#, E05#,
EOG#, E21#, E99Z

Note: This table is available in Excel format on: www.wipo.int/ipstats/en/statistics/patents
Users are requested cite WIPO as the source in the following manner: “Source: WIPO IPC-
Technology Concordance Table”.
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Recherche d’informations en chinois sur Baidu et sur le

portail d’informations CNKI
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Figure 29 : Page de résultats de la requéte « F2/EMF », c'est-a-dire « transposase » en
chinois, avec le moteur de recherche chinois Baidu. La recherche donne 320 000 résultats.
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Figure 30 : Page de résultats de la requéte « FZ/EMF », c'est-a-dire « transposase » en

chinois, sur le portail d’information CNKI. Les résultats sont de 131 articles en anglais (en
vert) et 2578 en chinois (en rouge).
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ENETIQUE - 'MMUNOTHERAPIE - CHIMIE & CANCER

CC Fabien PALAZZOLI

Exploitation de ’information brevets dans un laboratoire de
recherche public : identification de nichel /de développement
technologique en bioproduction et en thérapie génique

Résumé

Dans un monde ou la course a I’innovation est de plus en plus rapide, il est important pour une entreprise innovante ou un
laboratoire de recherche public de mettre en place une stratégie de protection et de valorisation de ses inventions qui soit
performante. La protection des résultats par des brevets revét une importance capitale pour le développement industriel des
biotechnologies qui forment un secteur innovant et prometteur, et ou la R&D exige des investissements financiers considérables. Au-
dela de cet intérét fondamental, les brevets sont aussi une source de premier plan en matiere d'informations technologiques,
juridiques et stratégiques, pouvant étre exploitées a travers des paysages brevets. Ces études constituent un outil privilégié d'aide a la
décision en matiére de stratégie de R&D puisqu’elles permettent de définir les axes de recherche des concurrents et les niches de
développement technologique libres de droits de Propriété Intellectuelle.

Dans cette optique, mes travaux de thése ont consisté en 1’élaboration et I’analyse de plusieurs paysages brevets sur des
technologies utilisées en bioproduction et en thérapie génique : les transposons, les domaines de liaison a I’ADN de type doigt de
zinc et les éléments de contrdle de la chromatine. Ces études ont permis 1’identification de niches de développement technologique
qui ont été intégrées dans les projets de recherche du laboratoire. Cependant, I’information brevets comme indicateur concurrentiel et
technologique est largement méconnue dans les laboratoires de recherche publics pourtant eux-aussi des acteurs de I’innovation. J’ai
donc montré par mes travaux que les laboratoires de recherche publics ont tout autant intérét a miser sur I’information brevets et la
veille stratégique pour rester compétitifs et innover. En effet, dans un contexte international ou la compétition scientifique et
économique s’intensifie, il est fort probable que les acteurs de 1’innovation qui réussiront seront ceux qui utiliseront I’information
disponible avec le plus de pertinence.

Mots clés : information brevets, paysages brevets, veille stratégique, biotechnologies, bioproduction, thérapie génique.

Résume en anglais

In a world where the innovation race is increasing fast, it is of economic importance for an innovative company or a public
research laboratory to develop a strategy for the protection and enhancement of its inventions is efficient. Protection of results
through patents is critical for the industrial development of biotechnology which are an innovative and promising sector where R&D
requires considerable financial investments. Beyond this fundamental interest, patents are also a source of information on
technological, legal and strategic, which can be exploited through patent landscapes. These studies are a key tool for decision support
in R&D since they allow to identify research strategies of competitors and technological niches free from of Intellectual Property
rights.

In this context, my thesis work has consisted in the development and analysis of several landscapes patents on different technologies
used in bioproduction and gene therapy: transposons, zinc finger DNA-binding domains and chromatin control elements. These
studies allowed the identification of niches of technological development that have been then incorporated within the laboratory’s
research projects. However, patent information as a competitive and technology indicator is largely unknown in the public research
laboratories, yet they are also actors of innovation. I have therefore showed in my PhD thesis that public research laboratories have as
much interest to capitalize on the patent information and intelligence to stay competitive and innovate. Indeed, in an international
context where the scientific and economic competition intensifies, it is likely that the innovation actors that succeed will be those
who will use the information available with the most relevance.

Keywords: patent information, patent landscape, strategic survey, biotechnology, bioproduction, gene therapy.




