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hétérologue codant pour une séquence polypeptidique dont I'expression est recherchée. Dans les condi-

tions définies ci-aprés, le promoteur E1A se comporte comme un promotsur fort, et ce plus particulidarement
lorsque 'ensemble promoteur E1A-séquence codante hétérologue est inséré dans ce vecteur viral.

50 L'invention concerne donc de fagon générale un vecteur recombinant pour la transformation de lignées
cellulaires eucaryotes, notamment humaines ou animales, choisies parmi celles qui sont infectables par des
adénovirus ou dont les polymérases endogénes sont susceptibles de reconnaftre les promoteurs des
adénovirus, ce vecteur étant en outre modifié par un acide nucléique d'insertion contenant une séquence
nucléotidique codant pour une séquence polypeptidique dont I'expression dans lesdites lignées cellulaires

s5 est recherchée, caractérisé en ce que ladite séquence d'insertion est substituée aux génes E1A normale-
ment placés sous le contrSle direct dudit promoteur précoce de la région E1A, cette séquence d'insertion
étant ello-méme placée sous le contrble direct de ce promoteur et en ce qu'il comporte, en aval de I'acide
nucléique d'insertion, l'ensemble des séquences essentielles d'un génome d'adénovirus qui sont nécessai-
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Il va de soi que l'on peut substituer dans I'ADN recombinant le géne S par toute autre séquence

50 nucléotidique codant pour un antigéne protecteur distinct contre un autre agent pathogene déterminé,
surtout lorsque cet antigéne protecteur distinct est lui-mé&me normalement susceptible d'étre secrété par les
cellules transformées par I'ADN recombinant. Il va de soi également que |'on peut substituer dans I'"ADN
recombinant le géne S et la région pré-S2 par toute autre séquence nucléotidique codant pour un antigéne
protecteur distinct contre un autre agent pathogéne déterminé, surtout lorsque cet antigéne protecteur

s5 distinct est lui-m8&me normalement susceptible d'étre sécvété par les cellules transformées par I'ADN
recombinant. La séquence nucléotidique codant pour cet antigéne protecteur distinct peut d'afllsurs
éventusllement &tre insérée dans I'ADN recombinant en phase avec un autre géne, par exemple I'antigéne
HBsAg, dés lors que cet autre géne peut &tre utilisé comme “locomotive” pour promouvoir I'excrétion
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45 Dans le second cas ol les séquences codantes sont constituées par le géne S et la région pré-S2 du virus
de I'hépatite B, I'adénovirus recombinant dirige in vitro la synthése des particules HBsAg possédant une
activité de récepteur pour la pHSA. Injecté & des lapins, ce virus recombinant produit des anticorps anti-
HBsAg et anti-pHSA. Ceci montre la possibilité d'utiliser un adénovirus recombinant pour exprimer un géne
A la fois in vitro et in vivo. Les m&mes vecteurs peuvent étre utilisés pour la transformation de cellules Vero

50 dans des conditions analogues.

Les vectours recombinants selon l'invention peuvent également &tre utilisés pour la transformation de
cellules ne possédant pas elle-méme la séquence de complémentation dans les conditions qui ont été
indiquées ci-dessus. 1l pourra alors &ire nécessaire de procéder & une co-transformation de ces derniers
types de cellules, d'une part, avec le vecteur recombinant selon I'invention, d'autre part, avec un adénovirus

86 non défectif ou un ADN recombinant distinct contenant les séquences d'adénovirus dont est dépourvu le
vecteur recombinant conforme 2 l'invention. Il pourra certes &ire observé dans ce dernier cas une
production simultanée d'antigénes HBsAg (lorsque la séquence codante contient le géne S) et de
l'adénovirus répliqué et libéré par les cellules ainsi transformées. L'antigéne protecteur formé peut
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adenovi r uBgik2s gy Rlasmide pE1A(Taql). En d'autres termes, le fragment Haelllsss-Pvuszs a oté déléts. Le
plasmide pAB1 contient un site Hindlll proche du site d'initiation de transcription de la région E1A et un site
BamHI (de pML2) situé 3 distance. Ces deux sites de restriction peuvent &tre utilisés pour cloner des genes

45 étrangers sans qu'il y ait fusion génétique.

5. Production du plasmide pK4 (fig. 5).

PAB1 a été coupé par Hindill et BamHl et le fragment contenant le promoteur de E1A, issu de pAB1, a

50 6été lié, au niveau de son extrémité BamHl au fragment Bgil-BamHI (positions 5235-2533 du génome du
virus SV40) ci-aprés dénommé A{SV40) contenant le géne codant pour les antigénes T et t du virus SV40.
Aprés réparation des extrémités Bgll et Hindlll du reconstituant par le fragment de Kleenow, le plasmide est
recircularisé au moyen de la ligase T4. La construction présente dans le plasmide pK4 a été testée en
mettant en jeu I'expression transitoire du géne T. Introduit dans des cellules Hela par transfection selon la

55 technique au phosphate de calcium (19), le plasmide pK4 dirige la synthése de I'antigéne T de SV40 qui a
616 détectée par immunofluorescence. Environ 1 % des cellules transfoctées présentaient une fluorescence



particularly of those which belong to t‘he class C of t he human adenovi ruses
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wi |l be uesdhtiigadn B gradér 8 sacdrarose pour (HUEIER "Gitub BSTedkRNEOMMANE KEY. | Been
del et#d, suppressed by repair of the cohesive ends of the open fragnents or
f r agnmentsesHErondghtion idh eingiretombinanor r espondi ng restricti on enzynes, or by any
ot her/ agent as envisaged in the description which follows of the
const r uct i leaselinies €98 dnaéié chitidps densides RBes de 6 cn de diBndtieg+ bewes avant lalwensfactianci pal
el enent de gifnapéant det eullere @réts ramela@rngam witieu. 6 holes de kellulge APAR70T% delvenfiyehsaonti r us
Ad5 (4eeralogr 618 rrapgiqcides Svegpleymélanpe de digation splgn fan techiisye @h phpsphaterds calcitm egms
resul t fifcehfes pendant 4 hourpn a1 C.1Aprasr adpgrtion, jles cpflules cPREnUge detFehaye &t
mol ecul éavgqs qvpthgg}l dg ampoe T§ (w%mmo mg/l, KClI 380,0 mg/l, Naz HPOs 100,0 mg/, CaCl;
mg/l, MgClz, 6H20 100,0 mg/, Tris 3000,0 mg/l pH 7.4), traitées avec 400 microlitres d'une solution TS
contenant 20 % de glycérol pendant 1 minute & température ordinaire, lavées deux fois avec 2 ml de
45 tampon TS, puis recouverte avec 4 ml de milieu MEM contenant 1 % d'agar noble, 1 % de sérum de veau
foetal. Aux jours 4 et 7, les cellules ont éié recouveries avec 4 ml du mélange nutritif. Aujour 10, les cellules
ont été colorées avec 4 ml du milieu nutritif supplémenté avec 0,01 % de rouge neutre. Les plages ont été
observées au jour 11. Les virus ont éé resuspendus dans 1 ml de TS et amplifié sur cellules 293. La
présence de HBSAG dans le milieu de culture a été testée par RIA (Austria I, laboratoire ABBOTT). Aprés
so amplification, la présence de séquences HBV dans le recombinant a été testée par hybridation. Cing plages
ont é1é analysées. Une seule contrenait un virus recombinant HBsAg Ce clone Ad5(X-B) ainsi qu'un autre
clone étaient positifs pour la détection de séquences HBV. La taille du génome viral recombinant excéde
celle du virus sauvage de 2100 pb. Aucune délétion n'a pu éire détectée par analyse de fragments de
restriction du génome recombinant. Par ailleurs, cette analyse a montré que les séquences du pML2
56 situges entre le site de restriction Pstl et la séquence d'Ad5 ont &té correctement excisées au cours de la
propagation du génome recombinant dans la lignée 293.
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the reconfy paRiks iRAGIRMIid Rcdrbina®ssi ng the S gene will be designated as
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pre- S2a4 egi BBs Mbihd onld 8t GRGIIEE AFREnedsemBAtavéd\leB prépatatiotid hetitemanttpudiisede tadénovi-
plasm d pié Acdmsihant AFS(-B) 3) de Bdénovirus sauvage. Bien que I'dritigen| HESAG d'alb B Atrd déjpcts
cont ai ns dahelshii $6aim, 834pins sod & drobulissavec le wkustrbrembigént,-ontmentré Higppaitiop Hun Jenmante of
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i nsert ex] Waliséect serndines aprés la premigre, un second pic a été observé dans la réponse anti-HBs atteignant

440 miU/ml pour I'un des animaux. 4 semaines aprés la seconde injection, des titres d'anti-HBs variant de 6
miU/mi 2 360 miU/ml étaient relevés. Des études antérieures ont indiqué que le niveau minimum d'anti-HBs
encore protecteur contre I'HBV est de 10 mIU/mi pour I'homme. Les anticorps anti-pHSA ont été recherchés
chez les lapins inoculés dans le but de déterminer leur rapport avec la neutralisation de I'HBV. Ces

4 anticorps, détectés par Finhibition de I'hémagglutination, ont été trouvés dans 5 animaux sur § ayant une
réponse anti-HBs positive (tableau IV).

L'adénovirus recombinant Ad5(M-B) dirige donc in vivo la synthgse de particules HBsAg ayant un
caractire récepteur pour la sérumalbumine humaine polymérisée.

L'invention fournit donc une base méthodologique pour la fabrication d'un vaccin conire I'hépatite B (ou

50 contre d'autres types d'affections) dans des cultures cellulaires.

L'intérét de I'utilisation de I'adénovirus de type 5 comme vecteur est double. D'une part, ce virus est un
virus dont le pouvoir pathogéne chez I'homme est faible. Il n'entraine que des infections respiratoires
bénignes. D'autre part, ce sérotype qui appariient au groupe C des adénovirus humains n'sst pas
tumorigéne chez I'animal. D'autre part, le taux de production d'HBsAg obtenu sur cellules Vero (environ 1

55 microgramme/10¢/par cycle infectieux) est a priori suffisant pour une exploitation industrielle. Or cette lignée
cellulaire est non tumorigéne et pour cette raison, elle constitue la lignée d'origine animale a priori la plus
favorable 2 la production d'un produit & usage humain.
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0 ot her® iredgiionli Ll gl S e e e

s SRS A SR b e
8

anismes
two res”'&tﬂgﬂ 2%!5 %&d@&)&e &‘lalbsl@' rl&i‘?e QhusidHt Bsles W thOUt there

bei ng genetic fusion. 5. Production o the plasmd pK4d (Fig. 5). pABl was
cut by means of Hi ndl II and BanH anghgigg f ragnent containing the E1A
pronoter, derived from pABl was Ilnked to the Bgll- 25 BanHl fragment

ol mlalal O\ 140\ end

(posi ti ons p235=—2533—of—te: 1N I UI Llc SV s t+ts—BartHt

henegfter denonmipated Al h'F?e“"é‘E‘ﬁfé""é’B&"l‘?& for the Tland t
anQ/gens of { tdaar [S\AHS(XE) Ceilsiles Af Adﬂp(BmmaIes D fAdB(M=B)Eiglidlesafn chdbvirR) ICeluleeds  of
the rmconst] t ut ed pPlersnfeatiéeby |t h@93dhlesiéas f | agveemitfectéeas ils r288iinfectébar ijsed by
means of the J4 JTgase g Ihe 4 15CONSTI UCTT ORpgdT €SEN plasmd
was tested pyaoi nduci ngq# he transi enjyg exprpssi onygf thel T geps. oduced
into Hela cel s py tragsfectijon acggrdi ngjto thegsgcal cijum phogghat e
procedure (|L19x, fhe pKfo pl asiid difeects the synbdpesi s jof thegd antijgen of
Sv40 fhich mwas det ect geb by i munofiagor escence. 14drout 1% of tke trarfsfected
cells 35 éexhi bi t 420 mar kgd fl umoescenge. Thessabsence of Nfd. uor eqcence
after 12| cel |yl ar BB®NST edti on 129 a pI asm d ea@nt ai nj ng t N®. SV40 |f r agnent
inserted inTHE rMCOrTect_orfentarton shows_ that the gene for the T and t
antiggns is correctly placed under the control of the E1A pronoter of AdS.
5 It is the Hndlll site at position 5171 of the A (SV40)
fragment which is then used to substitute the above-nenti oned fragnment
containing the S gene for the major part of A(SV40). 6. Production of the
plasm d PK4S (X-B) (Fig. 6). The plasm d pK4 was digested by neans of

Hi ndldsl and BanHl . 10 The Xhol-Bgl Il fragnent (positions 125 to 1982)
of ;the genone of the hepatitis B virus (HBV) (Fig. 2) was inserted at the
sit\e/and in place of the major part of A(SV40) between the restriction
sites Hindlll and BanmH of the pK4 plasmd, after repair of their ends by
the DNA polynerase | of E.coli (Klenow fragnent) (Fig. 3). The restriction
15 4 sites Xhol, Hndlll, BanrH and Bglll are lost after ligation. The
Hndlll site was situated 8 nucl eotides upstreamfromthe ATGinitiation
codon for the T and t antigens. The insertion of the S gene at this site
thus makes it possible to conserve the 5 end of the early nRNA of the SV40
conta&ning the "capping" site and the 20 sequences base-pairing the
nmessenger to the ribosonmes. The DNA HBV

50
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fragnent contains the codi ng sequence or’ S gene (position 155 to 833) of
the maj or pol ypeptide of the viral Epru/ﬁsqﬁgageari ng HBsAg as well as the
sequence situated at the 3' of the S gene and which includes the

pol yadenyl ation site of the nessenger RNA of the HbsAg at position 25
1916 (20, 21Llesypmniités\qumpirtivesrilalJB§Agr(er ngipebdpime rapres isesidntg delos HBY of d2EHIBE
i nserted iYPhattPasAPOER). soit par AdSd/-Bltsent indik@scel | s were transfected with
these two plasm ds and the synthesis of HBsAg was assayed in the cell
supernatant 3 days after-transfection. Only the plasmd [err] which
possess8s the E1A prompter at the TABLEAU L the S gene, is capable 30
of directingathg JE held S e . 3 i 4 s Shpeaefl the
S gene is indeed ' g . Finally, a
non- et hyl at 8d-P@IXMA X S eSS IMRXQ-n E . coli was introduced into the
plasm dglerr] (X-B) at tdigrdgdant g ultirsawience §&fin humeivite i s
necessary for the construction of the reconbinant virus. 35 .

Finally, it is the fragment del iGR%8}4% Pstl! and C all ends, 13
obtained from[err] (X-B)--WH-GlF was--l4sed f-61-4-he produect+-onof-a----

"defective reconbi nant, o m idh the,l tio .
Construsti on of the d@fd\égc({’{!%e’ rg‘cddq'on@{’%?nt tﬁ/ﬁ“} (Fi 31“*%9.6‘03 Mnl(‘:ér"(?)%lrrz’irrs of
the restriction fragnent Pstl-Clal purifiednen fHBeAghe plssind [err]
(X-B) were ligated to 20 micrograns of thg &stgdction fragment Cal .- (2.6%
- 100% of the Ad5 purified by ultra- centrifugation in a sucrose gradient
to\aghtain the Ad5 "reconmittantt defective virus”. 8. Prupagati omruf~the

reconbi®Pant virus. 10gRIa HA RIA HAE 2%3xcelds were culxivaiwmg igp di shes
6 cmin diameter. 4 hours before transfection, the culture supernatant was

- as e - e - o - -

transfected push the ldiggati en mi s @4accard ng- t o1d g7z ad 28 umgdhosphat e
procedyge, th i ncubat.ed f 4 hQyrs,.at | ] & ter S ti t cells
E Ot BBRAY T 1 ondh afE, o Mshede'r\&rtﬁ'g i ‘o‘fsdT%{ uf fet (Wa
8000. 0 ny/ |, ~KE+-386~6 /-~ -[errij-~+06 -6 -/~ - {-er+4-<+06:-G- ny/4-~-f-er+] 6H20
100.0 ng/l, Tris 300Q. : Dermrlsl i 4([._%“[11 ol f a TS
sol uti on contai ni ng gﬁ%) :)T?/?lgsluécl:éea}'osl )sfogﬁt ‘%@%‘}%ﬁéeé ;%nr om‘{i{etfr?pelrg%%

washed s Wi ce TRRE P IIMANCIOTRGUSf fegy Phalsen sedideeta@n titre 4 'hémagr 4 ni

of MEM nedi ughgeihitiiond (Hiagar, 1% fetal calf serum On days 4 and 7, the
cells were recovered with 4 ni of the nutritive mxture. On day 10, the

celI's were sNRirnB@M\OEHeFmiNSof nutritive nedi um suppl enented with 0.01% of

neutral Red. pfiba pl a@uramaldimides duwmadnen pddymekrislee Vi ruses were
resuspénded Lifi.ed in.25 . 293 cells. The ‘presence

i m _af TS.and .anp .
of (HBSAg in phgh 1 ts&r‘é"“gég’l“?l‘m%\ﬁa§’°t"é§teeEW’"&’A’EEUSt ria 1. ABBOTT
Ial%‘o%atori esSFPmAR:t dicoumtlsi Pecamiomtethe presence of HBV sequences in the
" reconbi nant was tested by hybridization. Five plaques were analysed. Only
one contained a [err] reconbinant virus. This clone Ad5(X-B) as well as
anot hef’ cl one were positive for the 30 detection of HBV sequences. The
size of the reconbinant viral genone 8REEWdEd that of the wild-type virus

by 2100 bp~—Na-deletion could be detected by analysis of the restriction
fragment sfof the reconbi rRéptnsganticiBs (miBuiitheeaRE Bpind iRkdcaiéanal ysi s showed |t hat
the seguefC&mafbs TNe TErT] STTUAr €U DEtWeEL e Pstt—restret+on—s-e—and
t he Ad5 S Equence ”U welr-o-cqrrec ] y [a) (‘Ipqg ﬂl]ri a.t he DI’QDaCIat | on Of
the reconbi nant génohe| 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 0 0 _ 0 0 0 o 0 4] 0 0
1 0 ] 2 0 ] 30 8 6 12 20
50 2 2 0 2 0 2 15 20 270 70 85
3 0 2 0 0 5 18 13 48 15 11
4 1 0 0 0 2 21 15 27 17 7
5 0 0 2 0 2 99 52 440 146 136
6 0 0 0 0 0 78 26 401 151 148
55 7 0 0 0 0 0 20 27 325 58 42
8 ] 0 0 0 0 20 40 367 35 6
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14 in the 293 line. 9. The synthesis of "HBsAg directed by the vector
Ad5(X-B). 293 cells and Vero celé,so\qggﬁw Bgf ected with the virus Ad5(X- B)
The | evel s of expression of HBsAg synthesized are shown in Table 5 .
Sampl es of the cell supernatant were taken 3 days after the infection and
t he HBs Ag avaiuna hjpetioe thirBysineesa s 107 pfu dedliadénovius A4S0BiINags puaiid B Yes(lipiradiagns 1 of

i Munoageayi® pfu Baddnovirii$ econainahtt AiS@hB)putifiécit desHaping depier3 AHD infnédBjemest apépabl e
of di r ebstpréigyembnd dy arnghieisemaie HBHAG semainelre d& quantijé diaiticorp$ antidiBs aréth mésorée

excr et | emutifanHBSPEEMA/RIAHGYSAB P Abkiott@texprimés enHusités interagtionales (&5 BB équivalastd f ur e
medi utn MALPMBS plagesiyrerasid).ed was purified by ultracentrifugation in Csd.
It has a density of 1.20. Typical partlcles of 22 nm were observed by neans
of electron nicroscopy. 10. SyntheslBLBAVMBsAg directed by the vectors Ad5
(MB). 15 The levels of expression of the HBSAg synthesized
after_infection ¢f m&nmth@aﬂb ddeécmptemIahthHﬂAt(I’éc:énd@e(MuBé) arle shown in
Tabl €°1. The king ée mg; The extTa-and Idbhg cetrturar—drstrTibuti on of
HBsAg starting f{om Verojcells infected w AdS( M B) i ndicatled 20

that the synthesls of HB$Ag Beggn 37hou|rs &tef indecqionland could be
detected in the fredigmaffterg8 Hourg. The ignfeftion by thg rgconmbi nant
vVirussAd5(MB) | ¢d te anlacqgnullati @n HBsAg| of #.5|to 4 [4rr] cells in
t he nmedium after L1202hours. lRepdat e@ exjperigrenfs h@ve|shqen tlhat the
reconbi nant viru$ coatai i ngat hg pre-S2 re@ on| 25 8 syat hgsi zes | arger
quaptities of HB$Ag #han|t he2r eqonbi2znanf via us|comd ai fi ng4onlly the S gene.
The ,HBsAg purified fbsom fhe18ul tfur é2nedi undof fel 8% i ff ed2ed (With the
recordi nant adengvir@s A%S(NGB) cor®@i stled ¥ a| hombgepeod8 pdpul ati on of

particles having|a nBan d¢i anBter of 822 nm32The| den&ity aflfer |centrifugation

in Csd was 1.21] 308 14. Recefftor| actd vijy fbr [err® of|] the HBsAg

particles derived from Vero cells. The HBsAg particles produced in the Vero

cel I's wer eont£mfoas due arierd Gia@ibit] dos lapé adt HCGIE'SISHSrRISERBMarit Ads(RLEy 0 d
cel | £° cpurmecaix sbridinep b loSA Lo whinktyix 6 15 Gdentifiaspar B inBibs MMRSRE quEbN} lei bl dEr t O

det ect 35 L'activité dé Féeotsue saiFptiSA Qf étéaexpiradepdomimeds técipiotiye duditre @EISHum Ae fisdleva g

acti vi t yaphigde de fourbl ubehiehilifidsA 10836 detéotgyiltindtiot. Lesogarticales @BiBsAgpossédat Unciire ne

al bum nd‘héredgpletination. ré@gletr et I WHEA devds2eant éid enélaogéesd avectuh volbree ¥t de dilblidns

i Nf ¢ G}, edn siriphde eumsdnhiidirnant adenovi rus Ad5( X- B) containing only the S

gene. 12. In vivo activity of the reconbinant virus. 5

Rabbi t s BEEERENCEBcul at ed i nt ravenousl y with highly puri fied preparations of

t he reconpj nant adenov rus adenovi rus.

Al t hough § o g °'91§E’%"{’Hﬁb‘1’ﬁé?r19§°erum 5 out of 8
of the ra us showed the appearance
of . an ant J, \ 270 MU mM after 15 days
(T&b’(e II é Ja —é§(y§§{)% %g&g in the rabbits which were
i nj ect ed B Wi lef) thg( 3& 5€gaeafcond i ntravenous

i nocul ati Haﬁ‘anEPb V'@nﬁxg.%kﬁ brfef Grbdfek r,'T?lb%)@elﬁ?&C@é%C%E’eak was observed
intie a )sddasr beﬂe s Rekal 1. [00F8) 4ol NBidY 185, Bbslaiahe case of one of

t he ani Pshad, AVMREAE B (193@fcb||322 bdsv18econd i njection, anti-HBs titers

varyi ng faomréham] €L n$m|teQ J., Russel, W.C."and Nairn, R. (1977) J. Gen. Virol. 36, 59-72.
(11) Tiollais, P., Charnay, P. and Vyas, G. (1981) Science 213, 408-411.
(12) Peterson, D.L. (1981) J. Biol. Chem. 256, 6975-6983.

“ (13) Lusky, M. and Botchan, M. (1981) Nature 293, 79-81.
(14) Enns, R., Challberg, M., Ahem, K., Chow, K., Mathews, C., Astell, R. and Pearson, G. (1983) Gene,
23, 307-313.
{15) Tibbetts, C. (1977) Cell 12, 243-249.
0 (16) Hammarskjdid, M.L. and Winberg, G. (1980) Cell 2_0. 787-795.
(17) Stow, N. (1981) J. Virol. 37, 171-180.
(18) D'Halluin, J.C., Milleville, M. and Boulanger, P. (1983) Gene 21, 165-169.
(19) Graham, F.L. and Van Der Eb, A.J. (1973) Virology 52, 456-467.
(20) Charnay, P., Mandart, E., Hampe, A., Fitoussi, F., Tiollais, P., and Galibert, F. (1978) Nucl. Acids
55 Res. 7, 335-346.
(21) Valenzuela, P., Gray, P., Quiroga, M., Zaldivar, J., Goodman, H.M., Rotter, W.J. (1979) Nature 280,
815-819.
{22) Pourcel, C., Louiss, A., Gervais, M., Chensiner, N., Dubois, M.F., Tiollais, P. (1982), J. Virol. 42, 100-
105.
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360 MU mM were found. Earlier studies had shown that the m nimal |evel of
anti-HBs which is still protectivgpgqgsgpgpihe HBY is 10 MU m for man.
The presence of anti-pHSA anti bodies was |1 nvestigated in the rabbits
i nocul ated for the purpose of determining their relationship 20 W th
t he neut r al2BEstbride, Af LaingeD.HBdenoLopszeS. aatioiabid.dPattsrsongl Ut and tTtkih . (1982) EMBO b2.t i on
of hemaggl esgra7ati on, were found in 5 animals out of 5 show ng a positive
anti - HBs r (edpidoriaey, (AR&oiHayel BH,, Sihe).W&c Gudrinndla andildasren \B-H. (198 R PsqehNatip\cad h$ek
directs thesrepe synthesis of HBSAg particles which have the property of
a recept or poHeepnann, KH., Goldmamy Nz@dhmhéﬁ-: Seyffadh. dt (Raumgrrtenritle gt /Gedigh: (V8H- f-hus
provi des aVimbSROWEH1¥Al basis for the production of a vaccine against
hepatitis 88)YanddrgaPisRuiriiéy- Yaipess HEr of $ﬁ"@’8’t'?'dn\§‘)°"ﬁg15§qéff7l1' ttures. The
use of the adengvirus type 5 as vector is inportant in 30 two ways. On
t he o|n1§ Re¥RNdIcaioNS i v us is a virus whose pathogenic potency in man is |ow.
[t oonly |00l &ofd i{fitpgin){ duf bi36dch 45 récldn N o bR Mme AR eldlhR

1, , Vecleur recombinant cortenant Ie u C 4 région E1A d e dénovi
serotype M{:o(t:‘fb Iabt?:ﬁQ tio ?decl c uBoﬁ'es{ggav}Hﬂfi t P)ﬁhﬁaﬁ%%u 'ar?imsigé, choisies
tunorigeni CpAQgr b3S so FEdBLCdest LiBn vf\zﬁ[’ée u Qo led? pAfhErisk® Bnddbereb SOt
obt ai ned i ng N&RidsEde r§co_c ARUbs drombtsur® 8s3Hiknolifss! de veeteur étant SiEbutrb HoBifé p& U
cycl e) ;51 S aadife! fabibiquattihdeRibe Bintohaht ue $dbfohéd iciéotidiqddcdii? bélr uidd dqtencel plypep-€! |
line i s notydiqhBbht I8 prdesiaghnt Redifed lighsssCdfiuired bst FeRdiEHes, LtarREISHsh @n @B Gile ladite
favour abl e Ldqiénc® Hrindstioibdst SQubstEisd alpOgenbE1ADNcHalehenDpladdé sus[s cahtiSib diraxt diitan
use, |t wil prombisw dasrocddué taissgioh aE1A] bette 28GLencel d'inserton Gant\elleaméme placée rspust leoned
an)/e may beontrélp|daece die g momyotant b bn eelql'd cohpdntb.géncavaledek Pacide tnedéiquei dlinsediam be
i NTectad W dnsavbiendss iséqueress essersiplies d'ap gériome dfadéneiog nui 20nh gécesseirds BAa plinatisner
of the adendefadérmesss correespndantétiqui sopfiomploment sitybesier dveldiep genpheormalereanpestailei on
bef or ehand ¢antr@e tdiredt du caramataun eifease (1A dans ledib géneme it o #f lerusdife sfavep®  he
def ecti ve reusiéatsiquepedagtippurda efgueperipahpentigiaugdont l'expressign pei {ReARrehm ot SRIRPIAGIST r om
t he genone Vi$-2-4ip desReARRdursysdit agdnoyis-t i cul ar under the control of a strong

pronot®r recogni zed by these cells, for ex le a pr ter of . thym dine
ki nase OI2‘ aV mg?bi ”t steH ] { di%ﬁf"ﬁi é,.ca F.tgrr;%qﬂqlaﬂ e%q%en%el‘agz%yl avec
adenovi rus, © ‘f‘?eg?lne.?" P 2Bt 0 ! %ﬁ%ur"gf o114, BYe IEYPU? I2 13K '°"P‘T§Ad"
cells, will ggigfﬁv' ﬁfﬁgg@'ﬁ%'ﬁ ® $90dragme e%'glél\?‘é 15 Vi rulsgsezzoﬁ?or m'y(rzgI 'fo t he
| Ruent j,on Uy 0N idahCddRn $ hdn@Eatib® 1, ARSELSH T Ghé FATN rebddBindm Ju& Rolrhe
These %Phoﬁlgg@lﬂ prcodd 6 r{'@bi&hﬂ aés@1 ce® nhbéimrdtidt:w rPdst @Y@F@&?@uneﬁb@oﬁ

adenovi rus osdstiblic iR SBRINRIsE Rdtantthent ddNd 4! Phrtiel A6 esdbifiBlle d¥0la régich?Es Wb tht t he
CNCM ("&ghdmedi on Nationale de Cultures de Mcro- 20 or gani snes de

1' I NSTI TUT PASTEUR de PAris. The line 293 was deposited with the CN.C M

on 3 ARgust vésir raébBihaniNasion ta3dvendiddiod, daractérisdl én TARuld donéite Gn Qini @Enikus

ext racel | ul mfectid®s AgmppRard I'RDN Gédombinadit qlié Raeme le promoteur précoce de la région E1A et la
séquence nucléique d'insertion, incorporé dans I'une de ses régions non essentielles, notamment dans
la partie non essentielle de sa région E3.

4 B. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 & 4, caractérisé en ce que son
promoteur est originaire d'un adénovirus de catégorie C, appartenant au sous-type Ad2 ou AdS.

6. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que la

séquence nucléotidique contenue dans le susdit acide nucléique d'insertion code pour une protéine qui,

45 lorsqu'slle est exprimée dans un hdte cellulaire naiurel sous le contrble de son promoteur naturel, est
excrétée dans le milieu d'une culture de cet hbte cellulaire naturel.

7. Vecteur recombinant selon |'une quelconque des revendications 1 & 6, caractérisé en ce que la susdite
séquence nucléotidique code pour un antigdne protecteur contre un agent pathogéne déterminé,
50 notamment pour ['antigéne HBsAg.

8. Vecteur recombinant selon la revendication 7, caractérisé en ce que ladite séquence nucléique
comprend le g&ne S et la région pré-S2 du génome du virus I'hépatite B.

56 9. Lignée cellulaire d'origine humaine ou animale, caractérisée en ce qu'elle est transformée par un

vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 & 8, et en ce qu'elle synthétise le
polypeptide codé par la susdite séquence nucléotidique.
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5 Ad5(X-B)-  Ad5(X-B)- Ad5(MB)-  Ad5 (M B)- infected

i nf ect ed i nf ect ed i nfected Vero 293 Ver o
293 Day ceI I s cel [EPO1885673B1 | | ceI s 10 1
13 106 35 2

90

249 ézerg_és;gnh'gg;\ Lamy, D., Moréﬂi-?ﬁué S., Ahola, H., Pefgrgon, U. and Tiollais, Plé@sz) EMBO J2,

60 5 (24) Monﬁi AM., Hoyer, B.H., sr]h%Q.w.K., Guérin, JIL. WHamer, D.H. (1981) P63 NlaEz Acad. Sci. 6
470 78, 2606-2 N.D. 7

120 5  [@5) Heorn@AN) KH., Goldmann, w @ahw}ﬂw VE.H By, IE, Batmygdies, 1f etl-@au%g WiH) Jng)
pr oduced f s 384402, 1984.nf ection of 293 cells and Vero cells, either by

Ad5( X- B) , (26 'Stahgrin4\Ctoi.MRutB), Was. evammg| 14.81, etdSandb, [3Q. \Abl. 50, 56B57/TABIBE | | Receptor

activity for pHSA of the HBsAg particles fromVero cells Cell culture

super naRevehdications Human serum 5 Ad5( X- B) Ad5(M B)  Uninfect ed

HBs Agpt : Tenoi n contr ol HBeAg+ sain 10 RILA HA RIA HA
RI A HAl. PNegeur reqgmbinanicentenpp I pgmoteur précoge| de la région £14 fdy gépome d'yn gdénovirus 1
472 128 pogga h'ansfmggjgon de Ilgnéess@llulanrqqgucaryotesegptqqment humal ou gpjmales, choigigss D
81 ND 15 Pk Gellas,py §°%‘r'éf°\‘é R 98| aﬁ'é 'FHsu o P 1es, 2 %{g ’astelalee" %ggj‘ _ sont

i munol oglsE Pth §32 i slpd° ?deér"i‘ﬂ ? Td; t our une ce'fml 20

g(t))l y@ﬁ | g lq§9%n 6X \gEG}S? ; coﬁlesﬁ?tes i nees oe u?ﬁi dlte
TA i
TABLE 111 S et S g ﬁ& ot sdaublbo! ﬁsdrﬁ%ﬂ%f@teﬁ’éin Dk %@i ;

Weeks 5 1 contr6| direct de’ce promo ur et erPce qu'il omporte, én aval dé I'acide clélque d'hSe
0 20 0 I'enseﬂble des Qquences erentlelleQd'un énBme d'adéhovirus qui @ont nécesdlirds 2 la reph&tlon 0
2 0 de I"Bdénovir orrespomﬁnt et qui @ont norindlement situd@s drfaval des géneg normalemént sous le 0
2 0 . contrdte directlu promd@ur prdddce E1X @ans ledit géfomd, et en cé) que la slisdite séqlbnce O
5 18  nudiébtidiquedddant pdubla séquendelpolypeptidique dont I'expression est recherchée est hétérologus
vis-3-vis des génes du susdit adénovirus.
25 :
2. Vecteur recombinant selon la revendication 1, caractérisé en ce que le génome de I'adénovirus avec
lequel il est associé est défectif, en ce qu'il est dépourvu de la partie antérieure de la région E1A du
génome viral, notamment de son fragment 0-2,6 %.

30 3. Vecteur recombinant selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'ADN recombinant que forme le
promoteur précoce de la région E1A et la séquence nucléique d'insertion est incorporé dans une région
non essentielle d'un adénovirus, notamment dans la partie non essenticlle de la région E3 de cet
adénovirus.

35 4. Vecteur recombinant selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il consiste en un adénovirus
infectieux comportant FADN recombinant que forme le promoteur précoce de ia région E1A et la
séquence nucléique d'insertion, mcorporé dans I'une de ses régions non essentlelles, notamment dans
la partie non essentielle de sa région E3.

40 5. Vecteur recombinant selon' I'une quelconque des revendications 1 4 4, caractérisé en ce que son’
promoteur est originaire d'un adénovirus de catégorie C, appartenant au sous-type Ad2 ou AdS.

6. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que la

séquence nucléotidique contenue dans le susdit acide nucléique d'insertion code pour une protéine qui,

45 lorsqu'elle est exprimée dans un hdte cellulaire naturel sous le contrSle de son promoteur naturel, est
excrétée dans le milieu d'une culture de cet hbte cellulaire naturel.

7. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 & 8, caractérisé en ce que la susdite
séquence nucléotidique code pour un antiggne protecteur contre un agent pathogéne déterminé,
50 notamment pour I'antigéne HBsAg.

8. Vecteur recombinant selon la revendication 7, caractérisé en ce que ladite séquence nucléique
comprend le géne S et la région pré-S2 du génome du virus I'hépatite B.

55 9. Lignée cellulaire d'origine humaine ou animale, caractérisée en ce qu'elle est transformée par un

vecteur recombinant selon 'une quelconque des revendications 1 & 8, et en ce qu'elle synthétise le
polypeptide codé par la susdite séquence nuciéotidique.
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G odzi Cker rec baz 14 insérat comprenant lui-méme une séquence nucléotidique codant pour un
polypeptide immunogéne caractéristique du virus de I'hépatite B, caractérisé en ce que la susdite
séquence nucléotidique est substituée aux génes E1A normalement placés sous le contrble direct du
promoteur précoce de la région E1A du génome d'un adénovirus, cette séquence d'insertion étant elle-

35 méme placée sous le contrle direct de ce promoteur et ce vecteur recombinant contenant en outre,
: en aval de I'acide nucléique d'insertion, I'ensemble des séquences d'un génome d'adénovirus qui sont
\_/ essentielles nécessaires & la réplication de I'adénovirus correspondant et qui sont normalement situées

en aval des génes normalement sous le contrle direct du promoteur précoce E1A dans ledit génome.

40 17. Procédé selon la revendication 16, caractérisé en ce que le vecteur recombinant consiste en un
adénovirus défectif réplicable dans lesdites lignées de cellules, ledit adénovirus étant dépourvu de la
partie antérieure de la région E1A du génome viral, notamment de son fragment 0-2,6 %, et en ce
gu'on recueille dans le milisu de culture les produits d'expression des lignées de cellules eucaryotes
transformées par I'ADN recombinant, y inclus le polypeptide codé par la susdite séquence nucléotidi-

45 que et synthétisé par lesdites lignées de cellules.

18. Procédé selon les revendications 16 ou 17, caractérisé en ce que le promoteur de I'ADN recombinant
est originaire d'un adénovirus de catégorie C, appartenant au sous-type Ad2 ou Ad5.

s0 19. Procédé selon I'une quelconque des revendications 16 & 18, caractérisé en ce que I'ADN recombinant
que forme le susdit promoteur précoce et la séquence d'insertion est incorporé dans une région non
essentielle de I'adénovirus, notamment dans la partie non essentielle de la région E3 de cet
adénovirus.

s5 20. Procédé selon l'une quelconque des revendications 16 & 19, caractérisé en ce que la lignée de cellules
sucaryotes contient elle-méme une séquence distincte de nucléotides aptes & complémenter la partie
du génome de I'adénovirus dont le susdit vecteur est dépourvu, ladite séquence étant de préférence
incorporée au génome des cellules de ladite lignée de cellules.
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is sought, characterized in that said insertion sequence is substituted for the E1A genes normally

placed under the direct control of said early promoter of the E1A region, said insertion sequence being

itself placed under the direct control of said promoter, and in that it comprises, downstream of said
25 nucleic acid insertion, all of the essential sequences of an adenovirus genome which are necessary for
the replication of the corresponding adenovirus and which are normally located downstream of the
genes normally under the direct conirol of the E1A early promoter in said genome, and in that said
nucleotide sequence coding for the polypeptide sequence whose expression is sought is heterologous
with respect to the genes of said adenovirus.

2. Recombinant vector according to claim 1, characterized in that the genome of the adenovirus with
which it is associated is defective, in that it is deprived of the anterior part of the E1A region of the viral
genome, particularly of its 0-2,6 % fragment.

35 3. Recombinant vector according to claim 1, characterized in that the recombinant DNA formed by said

. early promoter of the E1A region and the insertion nucleic sequence is incorporated in the non-

\_/ essential region of an adenovirus, particularly in the non-essential part of the E3 region of said
adenovirus.

40 4. Recombinant vector according to claim 1, characterized in that it consists of an infectious adenovirus
comprising the recombinant DNA formed by the early promoter of the E1A region and the nucleic
sequence insertion, incorporated in one of its non-essential regions, particularly in the non-essential
part of the E3 region.

45 5. Recombinant vector according to any one of claims 1 to 4, characterized in that its promoter originates
from an adenovirus of category C, belonging to sub-type Ad2 or AdS.

6. Recombinant vecior according to any one of claims 1 to 5, characterized in that the nucleotide

sequence contained in the aforesaid nucleic acid insertion codes for a protein which, when it is

50 expressed in a natural cellular host under the control of its natural promoter, is excreted into the cuiture
medium of this natural cellular host.

7. Recombinant vector according to any one of claims 1 to 6, characterized in that the aforesaid
nucleotide sequence codes for a protective antigen against a given pathogenic agent, particularly for
55 the HBsAg antigen.

8. Recombinant vector according to claim 7, characterized in that said nucleic acid sequence comprises
the S gene and the pre-S2 region of the genome of hepatitis B.
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\/ 30 16. A process of production of a polypeptide possessing the immunogenic properties characteristic of the
virus of hepatitis B including the transformation of a line of eucaryotic, particularly animal or human
cells, chosen from among those which are infectable by adenoviruses of whose endogenous poly-
merases are able to recognize the adenovirus promoters, by a recombinant vector containing an insert
itself containing a nucleotide sequence coding for an immunogenic polypeptide characteristic of the

35 virus of hepatitis B, characterized in that the aforesaid nucleotide sequence is substituted for the E1A
o genes normally placed under the direct control of the early promoter of the E1A region of the genome
\J of an adenovirus, said insertion sequence being itself placed under the direct control of said promoter

and said recombinant vector further containing, downstream of said nucleic acid insertion, all of the
sequences of an adenovirus genome which are sssential and necessary for the replication of the

40 corresponding adenovirus and which are normally located downstream of the genes normally under the
direct control of the early E1A promoter in said genome.

17. The process according to claim 16, characterized in that the recombinant vector consists of a defective

andenovirus which can be replicated in said cell lines, said adenovirus being deprived of the anterior

45 part of the E1A region of the viral genoms, particularly of its 0-2,6 % fragment, and in that one recovers

in the culture medium the expression products of the eucaryotic cell lines transformed by the

recombinant DNA, including the polypeptide coded by the aforesaid nucleotide sequence and syn-
thesized by said cell lines.

so 18. The process according to claims 16 to 17, characterized in that the promoter of the recombinant DNA
originates from an adenovirus of category C, belonging to sub-type Ad2 or AdS5.

19. The process according to any one of claims 16 fo 18, characterized in that the recombinant DNA

formed by said sarly promoter and said insertion sequence is incorporated into a non-essential region
55 of the adenovirus, particularly into the non-essential part of the E3 region of this adenovirus.
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35 quenz kodierende Nukleotidsequenz, deren Expression angestrebt wird, gegenliber den Genen des
; genannten Adenovirus heterolog sind.
U
2. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Genom des Adenovirus, mit
dem er verbunden ist, unvollstindig ist, dadurch, daB8 es den vorderen Teil der Region E1A des Virus-
40 Genoms nicht aufweist, insbesondere sein Fragment 0-2,6 %.

3. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die rekombinante DNA, die
durch den friihen Promotor der Region E1A und die Nukleinsequenz der Insertion gebildet ist, in einer
nicht essenticllen Region eines Adenovirus inkorporiert ist, insbesondere in den nicht essentiellen Teil

45 der Region E3 dieses Adenovirus.

4. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einem infektiGsen
Adenovirus besteht, der die rekombinante DNA umfagt, die durch den frithen Promotor der Region E1A
und die Nukleinsequenz der Insertion gebildet ist, die in einer seiner nicht essentiellen Regionen

50 inkorporiert ist, insbesondere in dem nicht essentiellon Teil seiner Region E3.

5. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB sein Promotor
von einem Adenovirus der Kategorie C herstammt, die zum Untertyp Ad2 oder Ad5 gehort.

s6 6. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die in der
genannten Nukleinsiure der Insertion enthaltene Nukleotidsequenz fiir ein Protein kodiert, das, wenn es
in einem natlirlichen Zoll-Wirt unter der Kontrolle seines natlirlichen Promotors exprimiert wird, in das
Milieu einer Kultur dieses natlirlichen Zell-Wirtes ausgeschieden wird.
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velctor funiehshtencann Harsieilung eingkd bastihint@a rRolypeptids anfassaldedie Taasfaimitios elutch @men al |
OU he segelembiestenf Veitior, aleesios fir Wss gerawte Polimeptd cinee ealapotischenl LidendomZdlessar y
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| ocat ed dalindireheigienayirent infiziethansind, adar reigieh pndegeher Polymeraskins filig sind rier ypmegéren he
early E1A 'r Adrpeviren izy exkerinen. ekeppzeichnet, Tigd die frangiermiotende BNA gpmEMejnem t o
claim or fnspitiehet lebis 8 dsy updydadprgh, dafdie Proddimdes Aistrosgiar digter £plleg jaufganogmen,

def ecti ve Vﬁfﬁ’ﬂ%rﬁ’éﬂ??‘?’tf?sﬁ?ﬂaw kestmpie PPiRAPitat ed in said cell lines, said
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recovers | FEFe nedium the expressi on products of the eucaryotic

L1 d
cadss %ﬁ%@ﬁ o 1} BB SRR bl AR SR AT SY) 1°
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14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die genannten eukaryotischen Zellen
gleichzeitig mit den entsprechenden infektidsen Adenoviren transformiert werden.

35 16. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die bestimmte Nukieotid-
sequenz gemiB der in Anspruch 7 definierten ist.

16. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, das flir den Virus der Hepatitis B charakieristische

immunogene Eigenschaften besitzt, umfassend die Transformation einer Linie von eukaryotischen

40 Zellen, insbesondere tierischen oder menschlichen, ausgewéhilt unter jenen, die durch Adenoviren

infizierbar sind, oder deren endogsne Polymerasen fdhig sind, die Promotoren der Adenoviren zu

erkennen, durch einen rekombinanten Vektor, der eine Insertion enthilt, die selbst eine fiir ein flir den

Virus der Hepatitis B charakteristisches immunogenes Polypeptid kodierende Nukleotidsequenz umfa#t,

dadurch gekennzeichnet, da8 die genannte Nukleotidsequenz die E1A-Gene, die normalerweise unter

45 die direkte Kontrolle des frilhen Promotors der Region E1A des Genoms eines Adenovirus gestellt sind,

substituiert, wobei diese Sequenz der Insertion selbst unter die direkie Kontrolle dieses Promotors

gestellt ist und dieser rekombinante Vektor auBerdem, unterhalb der Nukieinstiure der Insertion, die

Anordnung der Sequenzen eines Adenovirus-Genoms enthilt, die flir die Replikation des entsprechen-

den Adenovirus essentiell notwendig sind und die normalerweise unterhalb der Gene angeordnet sind,

50 die normalerweise unter der direkten Kontrolle des frllhen Promotors E1A in dem genannten Genom
sind.

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, da8 der rekombinante Vektor in einem unvoll-
sténdigen Adenovirus besteht, der in den genannten Linien von Zellen replizierbar ist, wobei der

65 genannte Adenovirus den vorderen Teil der Region E1A des Virusgenoms nicht aufweist, insbesondere
sein Fragment 0-2,6 %, und dadurch, daB im Kulturmilieu die Produkte der Expression der von der
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18. The process according to clains 16 to 17, characterized in that the
pronoter of the reconbi nant DNA ogpghgggﬁ.fBirom an adenovirus of category
C,. belonging to sub-type Ad2 or AdS. : The process according to any
one of claims 16 to 18, characteri zed |n that the reconbi nant DNA forned by
said early pkavbiiagien BNA taesfgimietsnelitisnovon Sekpyetischon Zellem dainpeingasobidssemdas von
non- essent i &ir geaaypntem Nokledtileequetie kodirieusd voarden geraantéry Linian gort Aellem gynthetisieriet | al
part of thePdpeptidguigenogimen werderndenovi rus. 20. The process according to
any one of clainms 16 to 19, characterized in that the eucaryotic cell |ine
i tsel f5 A8nYetabren nagh den Anspidenien 18 eder ik dadurch gpkennzeicknst dader Rigmator der eek ’?érrent
the part of aftt?‘n‘é"\tfe‘ﬁfbﬁ'ﬂefbf\d‘inﬁwuﬁﬂﬁé q"e.§ hgstamp. e ZPﬂéJ"m &?aﬂdaf ’%Pé@?

deprived, t he re ei.n cor

t he genor?g' ?’fai‘ “i"@lel"g'“d’P’ P’gf bP ‘gad‘"ﬁ'lzek""”zel'ﬂ'@ 'ﬁ?}lbﬂﬁ to
any one of °T38"t?bfr rg%f §eﬁge[nﬁ e?‘ff e

i ncl ud@s a }déﬁi gtd%(':'%vméso'r"ro sof)'%n '"s 0" the nome of
the virus o epat 1T S The process accordi ng to any one of cl ai s

16 t0 20,09CH@faReh Rich%fgmidar AddBricHeo 8 HisCfa0GdalRR BokehbicHnBC hdadRSLitid) Gor SRAHBRC €
cor respondi Qeed eifol Selsst BB bediMts 28qushLioaNukBRION ofthatt! B8 HHRNINE d8f Thilos
virus gf heggombidss Riensitus, von déAldel f¥RaniROfRiotéhinoMmMenist, ACHoRipRmGiiBfh, SHobei @fe an

adenovi r us gdiaintd Seqlidhz bbvaizB4t lirls @éom aétTelleR ABr geRMntek Dhib Gk ZMlenaikdrpoiinGit.
conpri ses, | ncorporated into one of its non-essential regions, particularly

t he_non- msvmhmmhacpaarrbmafer AisprUEld 16ckis 200 dadarchiyékenrezeichibi, dadndie feaasmmdnﬂae:tmeen
the,early pdie Nokietidsequehientail Alierdegi @an Seded Ganamso/bm i Visussise Hepatitis B entspridht. on

codi ngeof or a protective antigen against the pathogenic agent selected,
and par t i28uVertahrgn agghieirem deh&nshdiphet 16 iss208dadurc igekganzeicknal, das dm&‘@ﬁh&"aﬂtsélﬂi&ence
insertion #e |Sﬂ@t°%%fﬁlftt4ﬁ dein Fer Stne der fRoige RS2 1i9p PanIME \erd\dsus dercHepaliye ol

of said pr offbPant

25 23. Impfstoff dessen aktiver Wirkstoff in einem infektidsen und replizierbaren Adenovirus besteht, umfas-
send, in eine seiner nicht essentiellon Regionen inkorporiert, insbesondere den nicht essentiellen Teil
seiner Region E3, eine rekombinante DNA gebildet zwischen dem frithen Promotor der Region E1A
und einer Nuklein-Sequenz der Insertion, die flir ein Schutzantigen gegen den gewéhlten pathogenen

: Stoff kodiert und insbesondere gegen den Virus der Hepatitis B, wobei diese Nuklein-Sequenz der
s Insertion die E1A-Gene substituiert, die normalerweise unter der Kontrolle dieses Promotors sind.
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