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Description 

L'invention est relative a des antigenes precur­
seurs des glycoproteines d'enveloppe d'un retrovi­
rus humain HIV-2 et a des antigenes croisant im­
munologiquement avec des anticorps monoclonaux 
specifiques reconnaissant les antigenes ci-dessus, 
precurseurs des glycoproteines d'enveloppe du re­
trovirus HIV-2. 

L'invention concerne plus precisement des 
antigenes presents exclusivement lors de certaines 
phases de revolution in vivo d'une infection due a 
un retrovirus humain -HIV-2. Ces antigenes sont 
caracteristiques du processus de formation et de 
maturation de la glycoproteine d'enveloppe de ce 
retrovirus, et sont en consequence impliques dans 
le developpement et la proliferation du retrovirus 
HIV-2 et partant dans la propagation de l'lnfection. 

L'invention a egalement trait a des anticorps 
reconnaissant ces antigenes, ainsi qu'a des com­
positions immunogenes contenant ces anticorps. 

L'invention conceme en outre la preparation 
des antigenes precedents, ainsi que leur utilisation 
pour le diagnostic d'une infection par un retrovirus 
humain HIV-2. 

Des agents etiologiques responsables du deve· 
loppement de syndr6mes de lymphadenopathies 
(dont l'abreviation anglaise est SLA) ou concourant 
au developpement de ces syndr8mes ou responsa­
bles du developpement de syndromes d'immuno­
deficience acquise (SIDA) ont ete isoles, identifies 
et caracterises. 

On a designe par HIV (abreviation anglaise de 
Human Immunodeficiency Virus) plusieurs retrovi­
rus humains susceptibles, dans certaines condi­
tions, de provoquer un SLA eventuellement relaye 
par un SIDA chez l'homme. 

Ainsi un premier virus denomme LAV-1 ou 
HIV-1 a eta isole et decrit dans la demande de 
brevet GB.83124.800 correspondant a la demande 
EP .841401.834 du 14/09184 publiee sous le numero 
0 138 667. Ce virus a egalement ete decrit par 
F.Barre Sinoussi et al. dans Science, 220 n • 45-
99, 20, pages 868-871. 

Des variants de ce virus HIV-1 designes par 
LAV ELI et LAV MAL, ont egalement eta isoles, 
caracterises et decrits dans la demande de brevet 
EP.841401.834. 

L'isolement et la caracterisation de retrovirus 
appartenant a une classe distincte et n'ayant 
qu'une parente immunologique reduite avec les 
precedents, ont eta decrits dans la demande de 
brevet europeen n • 87/400.151.4. publiee sous le 
n • 239.425. Ces retrovirus qui ont ete regroupes 
sous la cJesignation HIV-2, ont ete isoles chez 
plusieurs malades africains presentant des sympt8· 
mes d'une lymphadenopathie ou d'un SIDA. 
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L'etude de ces retrovirus HIV l'isolement et 
!'analyse de leurs sequences nucl8otidiques, ainsi 
que la caracterisation de leurs proteines antigeni­
ques a permis d'effectuer des etudes de comparai· 
son entre les difterentes souches obtenues au ni· 
veau de leur parente ou au contraire de leur speci­
cite tant structurales que fonctionnelles. 

Ces retrovirus HIV-1 et HIV-2 ont egalement 
eta etudies en comparaison avec un retrovirus 
d'origine simienne (designs par l'abreviation SIV OU 

STLV-111) et cette etude a permis de montrer une 
certaine parente entre les proteines et glycoprotei­
nes du retrovirus HIV-2 et de ses variants et celles 
du retrovirus SIV. Une parente est notamment re­
marquee au niVeau de la protelne d'enveloppe de 
chacun de ces virus. On a en effet mis en evidenee 
des reactions immunologiques crolsees entre la 
glycoproteine d'enveloppe du retrovirus SIV et des 
anticorps diriges contra la glycoproteine d'envelop­
pe du retrovirus HIV-2, alors que cette reaction de 
croisement immunologique ne se produit pas entre 
le retrovirus SIV et le retrovirus HIV-1 ni entre les 
retrovirus HIV-1 et HIV-2. 

Des resultats concernant la glycoproteine d'en­
veloppe du retrovirus HIV-2 codee par le gene env 
du genome de ce retrovirus Ont ete donnes dans la 
demande de brevet europ9en n • 87/400.151.4. 
(publiee sous le numero o 239 425) precitee. Dans 
cette demande de brevet EP, cette glycoproteine a 
ete designee par l'abreviation gp140 par reterence 
a son poids moreculaire d'environ 140.000d. II etait 
precise toutefois que le calcul du poids moleculaire 
etait apprecie a :!: 10%. Dans une demands de 
brevet France precedente (n • 86/03881 publiee 
sous le n • 2.596.063) un precurseur de la gp140 
ctesigne par gp160 (poids moleculaire de 160Kd :1: 

10%) avait egalement ete decrit. 
Des investigations plus poussees relatives a la 

glycoproteine d'enveloppe du retrovirus HIV-2 ont 
ete conduites et ont permis aux inventeurs de 
realiser d'autres mesures des poids moleculaires 
donnes jusqu'a present et en consequence d'affi­
ner les resultats, a partir des intervalles de poids 
moleculaires decrits ci-dessus. La glycoproteine 
exteme d'enveloppe presente, dans les particules 
virales de HIV-2 • dans les conditions operatoires 
de la presente invention - un PM d'environ 
125000d (elle sera designee par gp125). Dans ces 
m3mes conditions operatoires, le precurseur deja 
mis en evidence et designe par gp160 dans la 
demande de brevet FR 86/03881 a, salon les der­
niers rasultats obtenus, un poids moleculaire d'en­
viron 140000d. II sera done mentlonne par "gp140" 
dans la presente demande de brevet; 

Dans le cadre de !'invention; les inventeurs ont 
mis en evidence !'existence de plusieurs phases de 
developpement condulsant a l'obtention de glyco­
proteines d'enveloppe sous une forme mature, ces 
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glycoproteines d'enveloppe matures comprenant 
. une glycoproteine gp125 et une glycoproteine 
gp36. Les inventeurs ont done identifie differents 
stades dans le deroulement du cycle de replication 
virale apparaissant lorsque des troubles path~­
nes se developpent a la suite d'une infection par 
un retrovirus humain HIV-2. Les inventeurs ont sou­
ligne a ce propos !'importance de plusieurs etapes 
se deroulant dans les cellules infectees par le 
retrovirus . HIV-2 notamment dans Jes lymphocytes 
T4 humains. 

En paraltele, ils ont conduit des etudes similai­
res sur les cycles viraux des retrovirus HIV-1 et 
SIV. Ces derni~res etudes ont revete des proprie­

U tes tres specifiques communes aux retrovirus HIV-
2 et SIV et au contralre apparemment inexistantes 
lors du cycle de replication virale de HIV-1. 

L'invention fournit done de nouveaux moyens 
pour d6tecter une Infection speclflquement attribua­

. ·. ble a un retrovirus humain HIV-2. 
\....;' Au vu des derniers resultats obtenus, le cycle 

viral propre aux retrovirus HIV-2 et SIV appara1t 
eomme un processus . complexe de reactions en 
· chathe dont !'ensemble seul pourralt conduire a la 
formation de la glycoproteine externe presents 
dans l'enveloppe du retrovirus HIV-2 sous sa forme 
definitive. Lors de ce processus, differents precur­
seurs antigeniques ont pu &tre reconnus, isoles et 
·identifies. Tous pos~dent notamment une parents 
structurale fondee sur l'ossature peptldique de la 
glycoproteine d'enveloppe codee par le gene env 

Vdu retrovirus HIV-2 decrit dans la demands de 
brevet EP .. precltee. 

L'invention est done relative a des proteines OU 

a des glycoproteines produites a la suite d'une 
infection par un retrovirus humain HIV-2 lors des 
diffc§rentes etapes du cycle de formation et de 
maturation de la glycoproteine exteme d'enveloppe 

( ; gp125 de HIV-2, ayant en commun l'ossature pep­
..,_.. tidique de la glycoproteine externe d'enveloppe du 

retrovirus humain HIV-2 ou d'une glycoproteine 
presentant une reaction immunologique crolsee 
avec la susdite gp125 et ditterant au niveau de la 
presence et/ou de la composition des chathes d'oli­
gosaccharides eventuelles. 

Les caracteristiques specifiques des prouiines 
et glycoproteines de !'invention sont acquises lors 
de chaque etape indispensable a la formation et a 
·la maturation de la glycopro~lne exteme d'enve­
loppe mature du retrovirus humain HIV-2. 

. Grice a l'etude du cycle viral, les inventeurs 
ont suggere la possibilite d'intervenir lors d'etapes 
particulieres de la formation des glycopro~ines 
d'enveloppe mature du retrovirus humaln HIV-2, 
donnant ainsi des moyens pour interrompre le de­
roulement normal du cycle viral et remedier a la 
propagation du retrovirus infectieux pour l'homme 
et pathogene dans certaines conditions. 

I:·'. 

En accord avec ce qui precede, !'invention 
concerns· une glycoproteine retrovirale antigenique 
caracterisee en ce qu'll s'agit : 

- soit d'une glycoproteine, appelc§e gp300, 
s ayant un . poids mo!Sculaire (PM) d'environ 

300Kd, et constituee par !'association de 
deux unites d'une glycoproteine gp140 pr0-
curseur de la glycoproteine d'enveloppe 
gp125 codes par le gene env du genome 

10 d'un retrovirus humain du type HIV-2 suscep­
tible de provoquer un SLA ou SIDA, 

- soit du dimere du precurseur de la glycopro­
teine d'enveloppe d'un retrovirus qui croise 
immunologiquement avec des anticorps dlri-

1s ges contre ladlte glycoproteine gp300. 
II est remarque que le precurseur gp140· est 

egalement le precurseur de la gp36 d'un rc§trovlrus 
humain de type HIV-2. Les lnveriteurs ont constate 
que l'associatlon precltee des deux unlt.ss de 

20 gp140 est une propriete intrinseque de leur ossatu­
re peptidique. 

La proteins antigenique gp300 est encore ca­
ractc§risee par les proprie~s suivantes : 

- elle est presents dans les cellules d'un 
25 echantillon biologique d'un malade infecte 

par un retrovirus de la famille de HIV-2, no­
tamment dans les lymphocytes T 4 humains 
ou dans des lignees permanentes derivees 
de ces lymphocytes T4, 

30 - son point isoelectrique (pl) est obtenu pour 
un pH appartenanU l'intervalle [6;8 - 7;8); 

- elle est glycosylee par des cha1nes oligosac­
charldlques liees a l'azote, 

- elle est stable dans les detergents ionlques, 
35 notamment le SOS 1%, dans las detergents 

non-ioniques, notamment le Triton@X-100 
2%, dans l'uree 4M, dans les sels forts et les 
agents reducteurs, 

- elle se dissocie spontanement in vitro en 
40 deux glycoproteines d'un poids moleculaire 

d'environ 140Kd entre pH 4-5, 
- apres isolement et purification sur gel d'elec­

trophorese, elle se dissocie dans un tampon 
act§tate in vitro en deux glycoproteines d'un 

46 poids. moleculaire d'environ 140Kd pour des 
valeurs du pH egales OU imerieures a 6, 

- elle presents une bands d'electrophorese sur 
gel de polyacrylamide sos 7,5% en presen­
ce d'uree 6M, correspondant a un poids mo-

50 leculaire de 300Kd ap~s purification sur co­
lonne d'immunoaffinite. du type HIV·2 serum­
S9pharose® contenant des anticorps specifi­
ques obtenus a partir du sari.Im d'un patient 
infecte par le retrovirus humain du type HIV-

56 2. 
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Les inventeurs ont remarque que la formation 
du dimers consistant en la gp300 est une etape 
transitoire du cycle viral et vraisemblablement- ne-
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cessaire a la maturation des glycoproteines d'enve­
loppe du retrovirus humain du type HIV-2. En effet, 
la proteine antigenique gp300 ci·dessus est carac­
terisee en ce qu'elle n'est pas revelee par analyse 
en electrophorese d'un milieu biologique constitue 
de particules virales presentes dans le milieu de 
culture specifique des cellules infectees par un 
retrovirus humaln du type HIV-2 apres marquage 
avec de la 35 S·methionine (200i.tCi/ml ; 4 x 106 
cellules /ml) pendant 18 heures et purification des 
extraits obtenus, contenant les cellules lnfectees et 

·. leur milieu de culture correspondant, alors qu'elle 
est revetee dans les m~mes conditions dans les 
susdites cellules infectees. 

Caci les a amenes a considerer la gp300 com­
ma un precurseur transitoire speclfique des glyco­
protelnes d'enveloppe finales. Cetta propriete du 
cycle viral d'un retrovirus humain du type HIV-2 
resultant dans l'obtention d'une proteine gp300, est 
originate et inhabituelle par rapport aux eonnaissan­
ces aequises sur les mecanismes generaux de 
formation de glycoproteines contenant des cha1hes 
de glycosylation oligosaccharidiques liees sur 
l'azote. 

Par ailleurs, les inventeurs ont remarque de 
facon tout a fait interessante que la formation et la 
maturation des glycoprotelnes d'enveloppe du re· 
trovlrus SIVmac fait egalement intervenir une etape 
de dimerisation conduisant a l'obtention d'une gly­
coproteine du type de la gp300 precisement carac­
terisee pour un retrovirus humain de type HIV-2. 
Au contraire, !'observation parallele du cycle viral 
du retrovirus humain HIV-1 n'a permis de constater 
aucune etape de dim8risation resultant dans la 
formation d'une glycoproteine apparentee a la 
gp300. 

Ces resultats indiquent de fagon tout a fait 
surprenante que la formation d'un doublet (ou di­
mere) a partir du precurseur gp140 de la glycopro­
teine de l'enveloppe d'un retrovirus humain du type 
HIV-2 est une propriete specifique de !'expression 
du gene env des retrovirus humains de type HIV-2 
etSIV. -

Cetta constatation peut @tre mise a profit dans 
la recherche et le developpement de moyens pour 
le diagnostic selectif d'une infection due a un retro· 
virus humain de type HIV·2 capable de provoquer 
un SLA ou un SIDA dans certaines conditions. On 
reviendra dans la suite sur ces moyens de dia­
gnostic appropries. 

L'invention concerne egalement une proteine 
presentant des caracteristiques identiques a celles 
de la gp300 au niveau de l'ossature peptidique 
caracterisee en ce qu'elle est depourvue de grou· 
pes de glycosylation et en ce que son poids mole· 
culaire est d'environ 200Kd. 

Cette proteine p200 sur laquelle on reviendra 
au cours des exemples qui suivent a ete mise en 
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evidence lors d'une experience de digestion avec 
l'endo-~-N-acetylglucosaminidase H (designee en­
core par "endo-W). Cetta proteine qui represente 
la forme non glycosylee de la gp300 pourrait avoir 
un inter@t particulier du fait de !'existence eventuel­
le d'un epitope commun a la gp300 et a la p200, 
qui s'avererait peu antigenique dans la gp300 du 
fait de la presence de cha1hes oligosaccharidiques 
importantes pour la conformation finale de la gp300 
mais neanmoins g~nante pour l'accessibilite a un 
epitope interessant 

Lors de l'etude du cycle viral, une autre glyCo­
proteine a ete detectee ; ii s'agit d'une glycoprotei­
ne purifiee gp150, caracterisee en ce qu'elle est 
detectee in vitro (uniquement dans des cellules 
d'un patient infecte par un retrovirus humain du 
type HIV-2) apres marquage de ces cellules avec 
un traceur radloactif ajoute pendant une bstve pe­
riode, en presence d'un lnhiblteur des enzymes 
glucosidases, notamment la castanospermine, puls 
elimination de ce traceur radioactif par lavage et 
remplacement par des molecules non radioactives 
prealablement a une etape de determination de la 
radioactivite sur des echantillons preleves a diff9-
rents intervalles de temps, etape qui permet de 
reperer ce traceur dans les protelnes et glycopro­
teines formees apres ledit marquage. L'observation 
de la gp150 est realisee apres un temps egal ou 
voisin de celui necessaire a la detection de la 
gp300. 

La glycoproteine gp150 est encore caracterisee 
par: 

- un poids moleculaire d'environ 150Kd, 
• l'ossature peptidique du precurseur de la gly­

coproteine d'enveloppe gp125, codee par le 
gene env du genome d'un retrovirus humain 
du type HIV-2 ou d'un retrovirus dont la gly­
coproteine externe d'enveloppe est reconnue 
par les anticorps d'un serum de patient infec­
te par ledit retrovirus humain de type HIV-2, 
notamment les anticorps diriges contra la 
gp125, 

- des residus glucose terminaux sur une chai­
ne d'oligosaccharides. 

Les proteines et glycoproteines precedemment 
decrites et de preference la gp300. se sont averees 
avantageuses pour !'utilisation dans des composi­
tions antigeniques pour le diagnostic de la presen· 
ce d'anticorps dans les cellules d'un echantlllon 
biologique d'un patient infecte par un retrovirus 
humain du type HIV-2, ces comp0sitions etant ca· 
racterisees en ce qu'elles comprennent une protei­
ne ou une glycoprotelne antigenique definle plus 
haut. 

Ces compositions sont partlculierement interes­
santes dans la mesure oQ elles permettent la for­
mation de complexes lmmunologiques du type 
antigene·anticorps avec des anticorps du serum 
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d'un patient infecte par un retrovirus humain du 
type · HIV-2. En consequence ces compositions 
et/ou les antigenes qu'elles contiennent seraient 
avantageusement mises en oeuvre pour effectuer 
le diagnostic specifique d'une infection due ~ un 
. retrovirus humain du type HIV-2. 

En outre, !'invention se rapporte a des anti­
corps monoclonaux caracterises en ce qu'ils recon­
naissent la gp300 deflnle dans les pages preceden­
tes et en ce qu'lls ne reconnalssent pas la glyco­
proteine d'enveloppe gp125 mature et la gp36 ma­
ture. 

D'autres anticorps monoclonaux sont caracteri­
.· ses en ce qu'ils reconnaissent un epitope qui, dans 
(_) la gp300 ci-dessus, est expose et accessible a 

l'anticorps, cet epitope etant, cependant, soit non­
expose, soit masque dans les gp125 et gp36 matu­
res dans leur conformation naturelle. 

. De tels anticorps monoclonaux peuvent aussi 
. · 8tre neutralisants, notamment en emp8chant la 
~ fixation d'un retrovirus humain du type HIV-2 sur 

son recepteur, en particulier sur le recepteur T4 
des lymphocytes humains qui le comportent. 

D'autres anticorps monoclonaux interessants 
dans le cadre de !'invention reconnaissent la p200 
definie ci-dessus et ne reconnaissent pas les gly­
coproteines d'enveloppe gp125 et gp36 matures. 

D'autres anticorps monoclonaux sont caracteri­
ses, en ce qu'ils reconnaissent un epitope dans la 

. p200, cet epltope etant cependant soit non-expose, 
soit masque sur la gp125 et la gp36 et/ou sur la 

· Ugp300 telles qu'obtenues dans leurs conformations 
naturelles. 

Les anticorps monoclonaux ci-dessus peuvent 
avoir . des proprietes immunogenes et neutralisan­
tes, .. et interrompre la prolif9ration d'un retrovirus 
humain de type HIV-2. 

Plusieurs methodes pour la production des 
· . anticorps precedents peuvent convenir dans le ca­
V dre de la realisation de !'invention. Par example, on 

aura recours a des cultures en ascite chez les 
animaux, notamment chez les rongeurs comme le 
muriil. On pourra egalement produire les anticorps 
a partir de cultures cellulaires soit immobilisees ou 
encapsulees ou encore en suspension~ On utilisera 
notamment la technique des hybridomes obtenus a· 
partir de la fusion de lymphocytes d'un animal 
auquel on aura prealablement inocuie un retrovirus 
humain de type HIV-2. Des lymphocytes de l'ani· 
mal infecte sont alors prelews et fusionnes avec 
des cellules myelomateuses cholsies, pour former 
des hybrides selectionnes ensuite pour leur capaci· 
te a produire des anticorps specifiques diriges 
contre les proteines et glycoproteines antigeniques 
decrites plus haut. 

Ces anticorps monoclonaux produits seront par 
example utilises pour inactiver les proteines et/ou 
glycoproteines avec lasquellas ils formant un com-

plexe immunologique ou encore pour leur·-~aclte 
a emp@cher le deroulement normal de la formation 
des glycoproteines finales de l'enveloppe d'un re­
trovirus humain de type HIV·2. De plus, etant don-

s ne la parente de l'ossature peptidique des protei­
nes et glycoproteinas de !'invention, Jes anticorps 
monoclonaux formes contre ces glycoproteines, 
notamment contre la gp300, la p200. pourraient 
s'averer efficaces contre la gp125. 

10 Une autre application eventuelle de ces anti-
corps consisteralt par exemple. dans la detection 
d'antigenas viraux dans des preparations biologi-· 
ques ou encore dans la purification de proteines 
et/ou glycoproteines par example sur colonne d'af-

15 finite. 
D'une facon generale, !'Invention n'est pas limi­

tee a des glycoproteines et proteines telles que 
decrites precedemment lorsqu'elles sont obtenues 
a partir du seul retrovirus · humain du type HIV-2 . 

20 Elle englobe au contraire des protelnes et glyco­
proteines presentant des proprietes antlgeniques, 
immunologiques, voire immunogenas en commun 
avec les proteines et glycoproteines ci-dessus de­
crites, ces proteines et glycoprotelnes pouvant 

25 alors 8tre deflnies par example par leur capacite a 
itre reconnues par des anticorps diriges specifi­
quament contra Jes proteines correspondantes ·ca­
racteristiques d'un retrovirus humain du type HIV.:.2. 

Cetta remarque s'appllque- par example aux 
30 glycoproteines gp300 et autres precurseurs de la 

glycoproteina exteme d'enveloppe d'un retrovirus 
SIVmac dont le cycle viral etudie par les inventeurs 
a montre des proprietes communes avec.· les ·pro­
telnes et glycoproteines precitees d'un retrovirus 

35 humaln du type HIV-2. 
L'invention est egalement relative a une com­

position immunogene contenant une glycoprotelne 
gp300 telle que definie ci-dessus en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable 

4'1 approprie pour la preparation de vaccins. 
Une composition. immunogene ainsi formee est 

dosee en proteines et/ou glycoproteines antlgeni­
ques de facon a permettre !'administration d'une 
dose de 10 a 1 OOu.g par kilogramme. 

46 L'invention conceme encore un procede de 
preparation de la glycoproteine antigenique gp300 
caracterise par les etapes suivantes : 

- lyse de cellules infectees par un retrovirus 
humain du type HIV-2 et separation du surna· 

60 geant et de l'extrait cellulaire, 
- Incubation de l'extrait cellulalre et/ou du sur­

nageant sur une colonne d'immunoaffinite, 
sur laquelle est depose un immunoadsorbant 
renfermant des anticorps purifies, tels qu'ob· 

55 tenus a partir du serum d'un malade infecte 
par le retrovirus humain d type HIV-2, fixes 
sur un support adapte, en presence d'un 
tampon et pendant un temps suffisamment 
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long pour obtenir la formation d'un complexe 
immunologique antigene-anticorps, 

- lavage de la colonne avec un tampon pour 
eliminer las molecules non retenues sur le 
support, 

- resolution des proteines eluees, par example 
retenues par electrophorese et par electroelu­
tlon, 

- recuperation des proteines antigeniques re­
cherchees. 

Les cellules infectees auront pu @tre prelevees 
chez un patient infecte par un retrovirus humain du 
type HIV-2. Elles auront egalement pu ~tre obte­
nues in vitro ~ partir d'une culture de cellules 
infectees par HIV-2. De telles cultures cellulaires 
peuvent Atre realisees sur des lignees CEM. 

Un autre procede pour la preparation de cette 
glycoproteine est obtenu par analogie avec le pre­
cedent retape d'electroelution etant cependant 
remplacee par las etapes suivantes : 

- elution des proteines fixees sur la colonne 
d'immunoaffinite cl-dessus, 

- purification des produits ainsi elues sur une 
colonne de chromatographie contenant, fixes 
sur le support de separation des anticorps 
monoclonaux diriges contra la gp300, 

Dans un mode de realisation partlculier 
de !'Invention la lyse des cellules infectees 
est realises dans une solution detergents, las 
anticorps compris dans l'immunoadsorbant 
sont fl~s sur des billes d'agarose et on 
opere en presence d'un tampon d'accrocha­
ge. 

L'invention vise egalement un procede pour le 
diagnostic in vitro de la presence d'anticorps dans 
les cellules d'un echantillon biologique d'un patient, 
en vue de verifier une infection eventi.lelle par un 
retrovirus humain du type HIV-2, caracterise par : 

- la mise en contact de cat echantillon biologi­
que avec un antigene decrit ci-dessus, ou 
une composition antigenique de !'invention, 
dans des conditions autorisant la formation 
d'un complexe immunologique du type anti­
gene-anticorps. 

- la detection du complexe antigene-anticorps 
forme. L'echantillon biologique sur lequel est 
effectue le diagnostic peut 8tre un fluide bio­
logique, notamment un serum, un extrait de 
tlssu biologlque, des lors qu'll est susceptible 
de contenir des cellules infectees par un re­
trovirus humain de type HIV-2. 

Un tel procede peut etre d'une mise en oeuvre 
particulierement interessante dans la mesure ol) ii 
permettrait de detecter d'une faoon precoce une 
infection due a un retrovirus humain. de type HIV-2 
OU a Un retrovirus apparente, des lors que las 
lnventeurs ont mis en evidence !'apparition de la 
gp300 . a un stade precoce du cyle de replication 
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virale du retrovirus responsable de !'infection; 
Pour la mise en oeuvre du procede de dia­

gnostic precedent, Jes inventeurs ont concu un 
necessaire OU kit pour la detection d'antlcorps dans 
les cellules d'un echantillon biologique d'un patient 
susceptible d'etre infeete par un retrovirus humain 
de type HIV-2, caracterise en ce qu'il comprend : 

- au moins une proteine et/ou une glycoprotel­
ne antigenique prec0demment decrite ou 

- une composition elaboree a partlr de ces 
composants, ou encore un melange de ces 
ditterents constituants et 

- des moyens perrnettant la reaction de forma­
tion du complexe immunologique entre Jes 
antigenes ci-dessus et las anticorps eventuel­
lement presents dans l'echantillon biologique 
a tester, notamment sl besoin un ou plusieurs 
tampons d'incubation, 

- 'un echantillon de c9ntr6le negatif, 
- des moyens pour la revelation du complexe 

antigene-anticorps forme. 
Ayant maintenant determine las differentes eta­

pes de la formation du retrovirus infectieux HIV-2, 
alnsi que l'lmportance de certalnes d'entre elles 
dans le developpement de !'infection, les inven­
teurs ont suggere !'elaboration d'une composition 
pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle com­
prend au moins un inhibiteur des glucosidases I 
et/ou II, notamment la castanospermine ou la 
deoxyjirimicyne, ou un melange de ces inhibiteurs 
en une dose suffisante pour bloquer !'elimination 
des residus glucose terminaux des chatnes oligo­
saccharidiques de la glycoproteine gP150 lors du 
cycle viral, en association avec un excipient phy­
siologiquement acceptable. 

D'autres caracteristiques et avantages de !'in­
vention appara1tront a la lecture des examples qui 
suivent ainsi que dans las figures dont la legends 
est donnee ci-apres : 

La figure 1 composes des figures 1 A et 1 B 
represents les glycoproteines d'enveloppe de HIV-
2: 

- Agure 1 A : Comparaison des protelnes de haut 
poids moleculaire de HIV-1 et HIV-2. 

Des cellules CEM lnfectees avec HIV-1 ou HIV-
2 ont eta marquees avec la 35 S-methionlne 
(2001J.Cl/ml ; 4 x 106 cellules/ml) pendant 18 heu­
res. Des extraits de cellules infectees (CELL) et 
leur milieu de culture correspondant (SN) Ont ete 
purifies sur des colonnes d'immunoafflnite specifi­
ques : colonne HIV-1 serum-S0pharose, specifique 
des proteines de HIV-1 {Krust et al.,1988) et colon­
ne HIV-2 serum-S0pharose, specifique des protei­
nes de HIV-2 (voir "procedures exp9rimentales"). 
Les protelnes purifiees ont eta analysees par elec­
trophorese sur gel de polyacrylamide-SDS 7,5% 
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contenant de l'uree 6M. Un fluorographe du gel est 
pre$ente sur la figure 1 A. Les tailles des proteines 
de HIV-1 et de HIV-2 sont indiquees sur la gauche 
et sur la droite des lignes. ·La p68 et la p55 sont 
respectivement les transcriptase inverse et le pre­
curseur de .9!9; La gp160 et la gp120 sont respec­
tivement la glycoproteine precurseur de l'envelop­
pe de HIV-1 et son produit de clivage. La gp300, la 
gp140 et la, gp125 sont les precurseurs de la 
glycoproteine et le prodult de clivage de la proteine 

··d'eoveloppe de· HIV-2. 

· - Figure 1 · B : · Identification des glycoprotelnes de 
. HIV-2: v-··-· 

Oes oellules CEM infectees par HIV-2 et des 
lymphocytes T ont et6 marquees avec de la 3H­
glucosamlne (200 u.Ci/ml ; 4 X 106 cellules/ml} 
pendant 18. heures. Des extraits de cellules infec-

~: tees (ligne C) et le milieu de culture contenant le 
· · virus (ligne V) ont ete purifies sur colonne HIV-2 

serum-sepharose et las proteines marquees ont 
eta analysees par electrophorese des glycoprotai­
nes de HIV-2 synthetisees dans les cellules CEM 
sur gel 7,5%. Dans la ligne la plus a gauche, 
l'electrophorese sur gel d'acrylamide 12,5% mon-
tre la presence de la gp36. Cetta partie de la figure 
a dO @tre surexposee pour mettre en evidence la 
gp36, c'est pourquoi la gp140/125 est resolue sous 
forme d'une bande epaisse. 

U- Figure 2 : Analyse de l'electrophorese sur gel en 
$ux dimensions, des glycoproteines de HIV-2. 

Les glycoproteines gp300, gp140 et gp125 pu­
rlfiees a partir de cellules CEM infectees par HIV•2 
(CELL) ont eta marquees avec la 35 $-methionine. 
Les glycoproteines, ainsi que le milieu de culture 

l , contenant le virus, ont eta analyses. (SN represente 
,._,, le resultat obtenu avec le milieu de culture ; les 

conditions de preparation sont semblables a celles 
de la figure 1 A pour l'electrophorese sur gel en 
deux dimensions {volr "procedures experimenta­
les"). Le gradient de pH de la focalisation lsoelec­
trique (premiere dimension) correspond a celui qui 
a eta donne. En seconde dimension, les protaines 
ont ete resolues sur gel de polyacrylamide-SDS a 
7,5% contenant de l'uree 6M. ·Des fluorographes 
des gels sont representes sur la figure 2. 

• Figure 3 : Dissociation . de la proteins gp300 
native (a) et denaturee (b et c}. 

al - .. Des extraits ·de cellules CEM imectees par 
HIV-2 et marquees a la 35 $-methionine ont eta 

. . purifies sur colonne HIV-2 sdrum-sepharose. 
·Cat echantlllon · a ensulte ete divlse en deux 
parties aliquotes •gales : 

l'une a ate lncub8e dans un tampon d'accrocha­
ge (ligne 1) alors qua l'autre a eta incubee dens 
un tampon contenant 30mM d'acetate de so­
dium a pH4,0, 0,2mM PMSF, 100 ·unites/ml 

s d'aprotinine et 5mM de ,6-mercaptoethanol (li­
gne 2). Apres 1 heure a 37. c, le milieu acide a 
ete neutralise et les deux echantillons Ont ete 
analyses par electrophorese. 
bl - La gp300 marquee a la 35 S-methionioe, 

10 purifiee et lyophilisee a ete suspendue dans un 
tampon d'acetate de sodium (100 IJ.I) a pH 4 
comma indique plus haut (ligne 2). Des Incuba­
tions ont eta conduites pendant 30 minutes a 
37•C avant !'addition a deux reprises d'un tam-

1s pon d'electrophorese contenant de l'uree 2M. 
Les resultats de la ligne 1, correspondent a la 
gp300 lyophylisee directement suspendue dans 
le tampon d'electrophorese. 
cl - La gp300 marquee par ta 35 S-m8thionine, 

20 puriflee et lyophillsee a eta suspendue dans une 
solution contenant 30mM Tris-HCI, 0,2mM 
PMSF et 100 unites/ml d'aprotinine et tampon­
nee avec HCI a pH 7,5 ; 7,0 ; 6,5 ; et 6,0 
(comma indique sur la figure). Apres 60 minutes 

26 a 37 ° c on a ajoute. a deux reprises un tampon 
d'electrophorese et las echantillons Ont eta ana­
lyses par electrophorese. 
Des fluorographes de ces gels sont montres en 

a, b et c. Dans la section c, la bande caracteristi-
30 qua de la gp300 est dlssociee en gp140 . cette 

dissociation pouvant @tre quantifi~e par realisation 
d'un scanner densitometrique de ce fluorographe. 

- Figure 4: Digestion des glvcoproteines de HIV-2 
35 avec Endo-H. · 

Les glycoprotelnes gp300, gp140/gp125 et 
gp125, purifi8es et lyophylisees {volr "procedures 
experimentales") ont eta suspendues dans un tam-

40 pon contenant. du citrate de sodium 150mM a pH 
5,5 ; 0,1% SOS (wlv), 0,5mM PMSF avant d'§tre 
chauttees pendant 2 minutes a 90 • C. Des parties 
aliquotes de C8S echantillons Ont eta incub8es (2 
heures 30 • C) sans endo-H (ligne 1) ou avec 0,4 

45 (ligne 2), 2 (ligne 3) et 1 O (ligne 4) milli-unites de 
Endo-H. 

Toutes ces reactions ont ete arr@tees par addi­
tion de tampon d'electrophorase a deux reprises. 
L'electrophorese etait realisee comme decrit pour 

50 la figure 1. Des fluorographes des diff8rents gels 
Ont ete presentes. Les fleches p90 et p80 sur la 
droite indiquent la position du produit de digestion. 
Les conditions pour la digestion endo·H ont ··eta 

• ctecrites par Tarantino et at 1974 •. 
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- Figure 5. : Marquage isotopigue des glycoprotei­
ne$ de HIV-2 avec le 142-mannose ou le !H-fuco-
se. 

Des cellules infectees par HIV-2 ont ete mar­
quees pendant 18 heures avec du 14c·mannose 
(25 JA.Cilml; 4 X 106 cellules/ml) ou 3H-fucose (200 
µ.Ci/ml ; 4 X 106 cellules/ml). Des extraits des 
cellules infectees (ligne C) et du milieu de culture 
contenant le virus (ligne V) ont ete purifies sur 
colonne HIV-2. serum-Sepharose. Les glycoprotei­
nes marquees ont ete ensuite analysees par elec­
trophorese sur gel de polyacrylamide. Le fluorogra­
phe. est presents a la figure 5. 

- Figure 6 : Inhibition de la glycosylation liee a 
l'azote par la tunicamycine. 

Des cellules infectees par HIV-2 en !'absence 
de tunicamycine (ligne C) ou en presence (ligne 
TM) de tunicamycine (2 ug/ml) ont ete marquees 
avec la 35 S-methionine (cadre intitule 35 S-met ; 200 
uCi/ml; 4 X 106 cellules/ml) ou avec la 3H-glucosa­
mine (cadre intitule 3H-GLcNAc ; 200 1J.Ci/ml ; 4 X 
106 cellules/ml) pendant 16 heures. Les cellules 
trattees avec la tunicamycine ont tout d'abord ete 
lncub9es (37 • C) avec . l'antibiotique (2 µ.g/ml) pen­
dant 2 heures avant d'3tre marquees avec la 35 $­

methionine ou la 3H-glucosamine. Des extraits de 
cellules infectees (CELL) et du milieu de culture 
contenant · 1e virus (SN) ont ete purifiBs sur colonne 
HIV-2 serum-s0pharose et analyses par electro­
phorese sur gel de poiyacrylamide 7,5%. Des fluo­
rographes de ces gels sont presentes. Les posi­
tions du precurseur non glycosyle de l'enveloppe 
(p90/80) et du dlmere non glycosyle (200Kd) sont 
indiquees par de petites fleches sur la droite. Les 
proteines 90/BOKd et 200Kd n'incorporent pas la 
3H-glucosamine · (cadre SH-GlcNAc, CELL ligne 
TM). 

- Figure 7 : Effet des inhibiteurs de coupures 
d'oligosaccharides sur le processus de formation 
de la glycoproteine d'enveloppe de HIV-2. 

Des· cellules CEM infectees par HIV-2 ont ete 
marquees (16 heures, 37°C) avec la 35 S-methioni­
ne (200 uCi/ml ; 4 X 106 cellules/ml) en I' absence 
d'inhibiteur de coupure (lignes T) ou en presence 
d'un inhiblteur de coupure des ollgosaccharldes 
1mM bromoconduritol (lignes Bro); 1mM castanos­
permine (lignes Cast.) ; 10 u.g/ml swainsonine (li­
gnes Sw) ; 3mM deoxynojirimycine (lignes dNM) et 
1 mM deoxymannojirlmyclne (lignes dMM). Des ex .. 
traits des cellules infectees (cadre intitule CELL) et 
du milieu de culture contenant les particules virales 
(cadre SN) ont ete purifies sur colonne HIV-2 se-

• rum-S9pharose pour identifier las glycoproteines 
virales gp125, gp140, gp300 dans les cellules in­
fectees et gp 125 dans las milieux de culture. Tous 
las echantillons ont ete analyses par electrophore-

5 se sur gel de polyacrylamide 7,5%. Afin de mon­
trer que !'inhibition de la production de la gp125 
par les cellules traitees avec diff9rents inhibiteurs 
est speclfique de la glycoproteine virale, le milieu 
de culture a ete taste, condulsant a la detection de 

10 la presence de la proteine du noyau, p26, par un 
test d'immunoprecipitation faisant intervenir un se­
rum seropositif pour HIV-2 (Clave! et al.,1900a, 
1987). la p26 a ete analyses par electrophorese 
sur gel de polyacrylamide (12,5% ). Les figures 

15 representent le fluorographe montrant seulement 
une seule partie de chaque gel. 

- Figure 8 : Effet de la castanospermine et de la 
monenslne sur le processus de formation des gly-

20 coproteines de HIV-2. 

al - Des experiences de marquage par un tra­
ceur · radioactif pendant un temps court · suivi 
d'une elimination de ce traceur et de son rem-

25 placement par des molecules non raclioactives 
(experience de "pulse-chase") ont ete conduites 
a partir de cellules CEM infectees par HIV-2 en 
l'absenee de castanospermine (contr61e) ou en 
presence de castanospermlne 1mM (Cast.). 

30 Contr81e : Les cellules infectees Ont ete in­
cubees pendant 1 heure a 37 • C dans un milieu 
depourvu de methionine avant un marquage 
pendant une periode breve de 15 minutes avec 
la 35S-methionine (200 u.Ci/ml ; 4 X 105 cellu-

35 las/ml ligne 1 ). Le traceur radioactif ellmine et 
remplace par le milieu de culture contenant de· 
la methionine froide 5mM pendant 0,5 ; 1,5 et 3 
heures (resultat rapporte dans las lignes 2, 3 et 
4, respectivement). Cast. : Les cellules CEM 

40 infectees par HIV-2 ont ete incubees (une heure 
a 37 • C) dans un milieu depourvu de methionine 
contenant de la castanospermine, avant un mar­
quage rapide pendant 30 minutes avec de la 
35 $-methionine). Ces cellules ont ensuite ete 

45 suivies apres elimination du traceur radioactif et 
remplacement par des molecules non radioacti­
ves comme decrit plus haut, mais en presence 
de castanospermine pendant 0,5 ; 1,5 et 3 heu­
res (lignes 2, 3 et 4, respectivement). 

50 bl - Des experiences de marquage par un tra­
ceur radioactlf et suivl de ce traceur dans les 
conditions decrites ci-dessus dans las cellules 
infectees ·par HIV-2 en !'absence de monensine 
(contr61e) ou en presence de monensine 1 IJ.M 

55 Ont ate realisees. Des cellules infectees avec OU 
sans la monensine ont ete lncubees (1 heure, 
37 • C) dans un milieu depourvu de methionine 
avant d'etre marquees pendant une periode bre-

9 
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ve (30 minutes) avec la 35 $-methionine (ligne 1 ). 
Les . cellules marquees ont ete · ensuite suivies 
dans le milieu de culture contenant de la me­
thionine froide 5mM pendant 0,5 ; 1,5 et 3 
heures (lignes 2, 3 et 4 respectivement). 

Des. extraits ont ete purifies sur colonne HIV-2 
serum-Sepharose et les proteines marquees ont 
ete analysees par electrophorese sur gel de polya­
crylamide 7,5%. Les resultats sont presentes sur 
des fluorographes. La p55 represente le precurseur 
de~ dans la section A, ligne 1. 

- Figure 9 : Precurseurs des olygoproteines de SIV. 

V. Des cellules HUT-78 lnfectees par SIV ont ete 
marquees (16 · heures, 37 • C) avec la 35 S-methioni­
ne (200 JJ.Ci/JJ.I ; 4 X 106 cellules/ml), 3H-fucose 
(200 u.Ci/JJ.I ; 4 x 106 cellules/ml), et 14C-mannose 
(25 u.Ci/JJ.I; 4 X 106 cellules/ml). Des extraits de 

\.._.,: cellt.iles infecte~ (llgnes C) et ~e m~lieu de culture 
· contenant SIV {llgnes V) ont ete punfies sur colon­

ne de HIV-2 serum-8epharose. Un serum positlf 
pour. HIV-2 a ete utilise pour effectuer la reaction 
d'immunoprecipitation des proteines de SIV, puls­
que . las protelnes de HIV-2 et de SIV presentent 
des reactions immunologiques croisees. Tous les 
echantiUons ont ete analyses par electrophorese 
sur gel de polyacrylamide (7,5%) {voir "Procedures 
experimentales"). Un fluorographe des diff8rents 
gels est presente. La mobilite electrophoretique de 
la gp300siv et de la gp140siv correspond ~ celle 

Vdes glycoproteines gp300 et gp140 de HIV-2. La 
gp13081v a une mobilite legerement superieure a 
celle de la gp125 de HIV-2. La p55 marquee avec 
la· 35 S-methlonine est probablement le precurseur 
de~deSIV. . 

- Figure 10: Representation sch9matique des eta­
:\ ,· pes de formation de la glycoproteine d'enveloppe 
"". de HIV·2~ . 

Le· polypeptide de 80Kd synthetise et gtycosy­
le donne lieu A la formation d'un "precurseur im­
mature de glycopr~ines" gp150 qui est raplde­
ment deglycosyle par les glucosidases du reti­
. culum endoplasmique granuleux (RER). Une trans­
formation de l'envlronnement (notamment du pH) 
entra1he alors la dim•rlsation donnant lieu l la 
formation de la gp300, "pracurseur lntermedlalre 
sous forme de dimere". La gp300 est coupee par 
les mannosidases du RER avant d'@tre transpo~e 
dans l'appareil de Golgi. D'autres coupures de la 
gp300 sont effectuees par les mannosidases du 
Golgi avant le. transfert de fucose et de residus 
d'acides sialiques dans le Golgi-medial et dans le 
trans-Golgi. Entin, le dimere est dissocie en un 
"precurseur mature" gp135, en raison du pH acide 
regnant dans le compartiment du reseau trans-

. . . .:·. · ... ··: 

Golgi (TGN). La gp135 est transportee dans la 
membrane plasmique et clivee par la protease· cel­
lulaire pour conduire ~ des glycoproteines d'enve­
loppe matures de HIV-2, gp125 et gp36. La Tunica-

6 mycine (TM) inhibe !'assemblage des residus doli­
chol-P-P-glycane ; la castanosperrnine (Cast.) et la 
deoxynojirimycine (dNM) inhibent les. glucosidases 
du RER ; la deoxymannojurimycine (dMM) inhlbe 
les mannosidases de Coupures dans le RER ·et 

10 dans le cis-Golgi et dans le Golgi-medial ; la mo­
nensine inhibe le transport des glycoproteines de 
membrane et des pr~ines de secrition ~ partlr de· 
l'appareil de Golgi. 

16 EXEMPLES 

20 

PROCEDURES EXPERIMENTALES 

I - MATERIELS 

L-(35S)Methionine (actlvtte spt§cifique) 1000 
Cl/mmol, L-(6-SH) Fucose (actlvlte sptfoiflque : 45-
70 Cilmmol), D-(6-3H)Glucosarnine (actlvlte specifi­
que: 20-40 Ci/mmol) et D-{U-14C)Mannose (activite 

26 speclfique: 200-300 mCl/mmol).obtenus de Amers­
ham (Amersham UK). 

Le bromoconduritol, . la castanospermine; la 1-
deoxymannojirimycine (dMM) la 1-deoxynojirimy­
cyne (dNM). la swainsonine et la tunicamycine ont 

30 ete obtenus de Boehringer-Mannheim (Mannheim, 
RFA). 

L'endotJ-N-acetylglucosaminidase H a ete ob­
tenue chez Calbiochem (San· Diego, USA). 

Les Ampholines proviennent de Pharmacia 
35 (Uppsala, Suede). 

II - VIRUS ET CELLULES 

Un isolat HIV-1sRu du virus d'immunodeficien-
40 . ce humaine de type 1 (decrit par Montagniez et al 

1984), un isolat de HIV-2Roo du virus d'immunode­
ficience humaine du type 2 (decrit par Clave! et al. 
1986a) et un virus d'immunooeficience simian SIV­
mac142 {decrit par Daniel et al. 1985) ont ate 

45 utilises dans cette etude. 
Les ditterentes lignees cellulaires et les lym­

phocytes humains ont eta cultives dans un mllleu 
de suspension RPMl-1840 (GIBCO-BRL, Cergy­
Pontoise France) contenant 10% (v/v} de Stlrum de 

so veau foetal ; 2M.g/ml de polybrene (SIGMA) ont ate 
ajoutes aux cultures cellulaires infectees par HIV. 
Les cellules du clone CEM13 derivent de la lignee 
CEM de cellules lympho'i'des humaines (deposes a 
l'ATCC sous le n• CCL119) et expriment l'antig~ne 

ss T4 a un haut niveau. 5 jours apres l'infection.avec 
l'lsolat HIV-1 sRu ou avec l'isolat HIV-2Roo. environ 
80-90% des cellules produisent des partlcules vira­
les et peuvent @tre identifiees par des effets cyto-

10 
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pathogenes correspondant a la vacuolisation des 50% de (NH4)2S04, dissous dans 20mM de phos-
cellules et a !'apparition de syncitia de petite tame. phate de sodium (pH 8,0) puis puriflees sur une 

La lignee cellulaire HUT-78 est une autre Ii~ colonne de cellulose DEAE (DE 52,Whatman) par 
gnee cellulaire de lymphocytes T 4 humains positifs elution avec 20mM de phosphate de sodium (pH 
(Gadzdar et al. 1980), ·hautement permissive pour 5 8,0). Ces immunoglobulines ainsi purifiees ont eta 
la replication de SIVmac142 (Daniel et al. 1985). jugees pures a 90%. Les anticorps ont eta ensuite 
Des lymphocytes periph9riques du sang de don- couples sur SEPHAROSE® CL 4B active par CNBr 
neurs de sang sains ont ete stimules pendant 3 conformement a la technique decrite par Berg 
jours avec 0,02% (w/v) de fraction P de phytoh9- (1977). Deux mllligrames d'lgG ont ete couples par 
magglutinine (DIFCO, Detroit, USA} dans un milieu 10 ml de SEPHAROSE® CL 4B. Cat immunoabsor-
RPMl-1640, complete avec 10% de serum de veau bant est designe sous la reference nHIV-2 serum 
foetal. Les cellules ont ensuite ete cultivees sur un sepharosen. 
milieu RPMl-1640 contenant 10% (v/v) de facteur 

0 
. de croissance de cellules T (TCGF,Biotest). Apres VI - LIAISONS DES PROTEINES HIV-2 Si.JR UNE 

!'infection avec HIV-2, des lymphocytes ont ete 15 COLONNE D'IMMUNOAFFINITE. 
cultives en presence de 10% {v/v) TCGF et 2u.g/ml 
de Polybrene. Des extraits cellulaires de. cellules CEM produi· 

sant HIV-2 ont tout d'abord ete dilues dans deux 
Ill- MARQUAGE METABOLIQUE DES CELLULES. volumes de tampon d'accrochage (20mM Tris-HCI 

~' 
20 pH 7,6, 50mM KCI, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% 

Pour le marquage metabolique des proteines, (v/v) Triton X-100®, 20% (v/v) glycerol, 7mM mer-
des celluies infectees ont ete incubees pendant 16 captoethanol, 0,2mM PMSF, 100 unites/ml d'aproti-
heures a 37 • C dans un milieu de culture MEM nine) avant incubation avec un volume de "HIV-2 
(abreviation anglaise de Minimum Essential Me- serum-Sepharose". Des surnageants de cellules 
dium) sans L-methionine ni serum, mais complete 25 produisant le virus HIV~2 ont ete traites de la 
par 200/J.Ci/ml de L(35 S) methionine. Pour le mar- meme fagon que les extraits cellulaires excepte 
quage metabolique des glycoprot9ines, des cellu- qu'1/10eme de tampon d'accrochage concentre 
les infectees ont ete incubees pendant 16 heures a 1 OX a ete aJoute par volume de sumageant. L'eta-
37 • C dans un milieu de culture MEM sans serum pe d'accrochage a ete conduite pendant 1 nuit, 
ni glucose, mais complete par 200JLCilml H3.fucose 30 puis la colonne a ete lavee suffisamment dans le 

v et 200/J.Ci/ml de D-(6-H]-glucosamine ou 25JLCi/ml tampon d'accrochage. Les protelnes llees sur la 
de 14C-mannose. colonne ont ete eluees en les faisant bouillir dans 

un tampon d'electrophorese · (125mM Tris-HCI pH 
IV • CELLULES ET EXTRAITS VIRAUX 6,8, 1 % (w/v) SOS, 2M urea, 20% glycerol, 1 % fJ-

35 mercaptoethanol). Les proteines eluees ont eta 
Des culots cellulaires correspondant a 107 eel- analysees sur gels d'electrophorese SDS-polyacry-

lules ont ete resuspendus dans 1 OOILI du tampon !amide 7,5% contenant de l'uree 6M et 0,1% de 
suivant : 10mM Tris-HCI pH 7,6, 150mM NaCl, bis-acrylamide au lieu de 0,2% (w/v). 

v 1mM EDTA, 0.2mM PMSF, 100 unites par ml 
d'aprotinine (lniprol®, CHOAY) avant !'addition de 40 VII • ELECTROPHORESE PREPARATIVE. 
1 OOul du meme tampon contenant 2% (v/v) de 
Triton®X-100. Des extraits cellulaires ont ete centri- Les glycoprot9ines de HIV-2 eluees a partir de 
fuges a 12.000g pendant 1 O minutes et le surna- la colonne d'affinite ont ete analysees par electro-
geant a eta conserve a -so. c jusqu'a utilisation. phorese sur gel de polyacrylamide comma cl9crit 
Pour Jes preparations d'extrait viral, 1 OOJLI de 1 OX 45 precedemment et les regions du gel contenant les 
tampon de tyse (1 OOmM Tris-HCI pH 7,6, 1,5M glycoproteines virales ont ete coupees par reteren-
NaCl, 10mM EDTA, 10% (v/v) Triton@X-100, 100 ce a la position des marqueurs protainiques de 
unites/ml aprotinine) ont ete ajoutes par ml de poids moleculaire pre-etabli (BRL). 
surnageant clarifie de cellules CEM infectees. Ces Les glycoproteines ont eta eluees par lncuba-
Preparations ont ete utilisees comme suit. · 50 tion pendant 16 heures a 4. c dans un tampon 

d'elution (0,1M NaHCOa, 0,5mM EDTA, 0,05% 
V • PREPARATION D'UN IMMUNOABSORBANT (w/v) SOS, 0,2mM PMSF). Les fractions de glyco-
AVEC DES ANTICORPS PRESENTS DANS LE proteines ainsi obtenues ont eta lyophilisees et 
SERUM D'UN PATIENT SEROPOSITIF POUR LE garcl9es au refrigerateur jusqu'a leur utilisation. 
VIRUS HIV-2. 55 

Des· immunoglobulines d'un serum d'un patient 
seropostifif pour HIV-2 ont eta precipitees avec 

11 



19 EP 0 354 072 .B1 20 

VIII - ELECTROPHORESE SUR GEL EN DEUX 
DIMENSIONS. 

Une electrophorese sur gel en deux dimen­
sions a ete realisee de la fagon ctecrite par O'Farrel 
(1975) avec les modifications suivantes : des pro­
teines marquees par la L(35S)-methionine liees sur 
une colonne de "HIV-2 serum-S0pharose" ont ete 
eluees en les faisant boulllir dans un tampon 
d'electrophorese tel que decrit precedemment, 
avant dilution dans un volume de tampon contenant 
9,5M d'uree, 8% (v/v)-mercaptoethanol, 1,6% (w/v) 
d'ampholines a un pH sltue dans l'intervalle 6,5-9, 

I . 0,4% (w/v) d'ampholines a un pH situe dans l'inter­
,_) valle 3-10 et 100 unites/ml d'aprotinine. 

EXEMPLE 1 - CARACTERISATION DES GLYCO­
PROTEINES gp300 et gp140. 

Le scMma de resolution obtenu a partir de 
~: !'analyse electrophoretique sur gel en 2 dimensions 

des glycoprotelnes gp300, gp140 et gp125, mar­
que a la S35-methionine, montre qua.la gp300 et la 
gp140.sont apparentees. Ces deux proteines pre-
sentent des dep6ts distincts sur le gel mais elles 
possedent un point isoelectrlque (pl) identique pour 
un pH variant de 6,8 a 7,8. Ces resuttats sont 
rapportes sur la figure 2. Cetta similitude entre les 
proteines gp140 et gp300 suggere que la gp300 
est une forme dimerique de la gp140. 

. La gp125 presente moins d'Mterogeneite a la 
Vfois dans les cellules infectees et dans les parti­

cules virales et migre a un point isoelectrique par 
des valeurs de pH situees entre 6,2 et 6,5. 

Dans les cellules intectees on a remarque la 
presence de sous-entites mineures de la proteine 
gp125 ayant un point isoelectrique pour des va­
leurs de pH situees entre 7,2 et 7,3. Cetta demiere 

, . categorie de proteines n'est pas presente dans le 
V virton HIV-2, c'est pourquoi elle represente vrai­

semblablement une glycoproteine non definitive­
ment constituee. 

La nature acide de la gp125 mature peut 8tre 
due a l'acide sialique au niveau de certaines chaf­
nes carbohydrates ajoutees lors de la maturation 
de la glycoproteine d'enveloppe. 

La glycoproteine d'enveloppe gp300 est tres 
stable puisqu'elle reslste a des detergents ioniques 
(1% SOS) et non-ionique (2% Triton X·10041>), a 
l'uree (2·6M), l des se!s forts (1 M NaCl) et a des 
agents reducteurs (1 % ,6•mercaptoethanol). Cepen­
dant, on a pu etablir que la gp300 peut @tre disso­
ciee dans un milieu .a pH acide en formant deux 
glycoprotelnes gp140. Dans ces experiences, des 

. proteines liees sur une colonne d'immunoaffinite 
ont ate incubees dans un tampon d'acetate a des 
valeurs de pH variant entre 4 et 7. Ces echantillons 
ont ensuite ete analyses par electrophorese sur gel 

de polyacrylamide. La figure 3A sur laquelle sont 
rapportes las resultats montre qu'une bande de 
gp300 est convertie en une bande correspondant a 
la position de la gp140 lorsque l'echantlllon est 

5 incube a pH4. D'autres experiences ont ete mises 
en oeuvre en utilisant des preparations purifiees de 
gp300 obtenues a partir des gels d'electrophorese 
preparative comma precedemment decrit. De tels 
echantillons denatures de la gp300 ont ete disso-

10 cies completement dans un tampon acetate a pH 
6,0. Les resultats de ces essais sont rapportes sur 
la figure 38. L'efficacite de la dissociation de la 
glycoproteine gp300 purifiee est vralsemblable­
ment due a l'abaissement du pH et a la presence 

15 de residus sos dans l'echantillon lyophilise, etant 
donne que la glycoproteine gp300 native Hee sur 
colonne n'etait pas dissociable dans le m@me tam­
pon a des valeurs de pH plus elevees qua pH5. 

Dans un tampon Tris-HCI la dissociation est 
20 moins efficace. A pH 7,5 on remarque seulement 

une dissociation faible de la gp300 sous forme de 
gp140, ceci augmentant toutefois avec l'abaisse­
ment des valeurs du pH. Dans un tampon Tris a 
pH 6,0, la dissociation etait d'environ 80% comma 

25 le montre la figure 3C. lors de la dissociation de ta 
gp300 pure, dans un autre tampon acetate OU Tris· 
HCI aucune. autre proteine que la gp140 n'a pu @Ire 
detectee (les experiences ont eta conduites sur gel 
de polyacrylamide 15%). Ces resultats indiquent 

30 que la gp300 est une forme dimerique de la gp140, 
elle-m@me precurseur de la glycoproteine d'enve­
loppe de HIV-2. En consequence, ii appara'it vral­
semblable que lors de la constitution de la glyco­
proteine d'enveloppe; deux molecules de gp140 

35 participant a un mecanisme de fusion dependant 
du pH. 

EXEMPLE 2 - CARACTERISATION DES CHAINES 
LATERALES D'OLIGOSACCHARIDES DES GL Y-

40 COPROTEINES DE HIV-2. 

Une digestion avec l'endo ,6-N-acetylglucosa­
minidase H (endo H) a perrnis de mettre en evi­
dence pour les glycoproteines de HIV-2 la presen-

45 ce d'oligosaccharides lies sur l'azote (Tarantino et 
al 1974). La gp300, le melange de (gp140, gp125) 
et la gp125 seule ont ete purifies par chromatogra- · 
phie d'affinite et electrophorese preparative (voir 
les procedures expenmentales). Les echantillons 

&o lyophili8's ont eta suspendus dans un tampon de 
digestion endo H qui ne favorise pas la dissociation 
de gp300 en gp140. 

Apres digestion avec l'endo H, la mobilite elec­
trophoretique de la gp300 correspond a celle plus 

55 faible d'une proteine de 200-250Kd. Une petite 
fraction de gp300 dissocil§e en gp140 a eta di~­
ree en donnant lieu a une proteine de 80Kd. Les 
resultats sont rapportes ~ la figure 4, section 
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gp300. L'echantillon contenant le melange de 
gp140, gp125 a ete digere par endo Hen donnant 
des proteines de 90 et 80Kd, alors que la gp125 
seule etait convertie en une proteine de 90Kd lors 
de cette digestion comma le montrent les sections 
gp140/125 et gp125 de la figure 4. Une digestion 
avec l'endo H de la gp140 et de la gp125 conduit a 
des produits de poids moleculaires 80 et 90Kd 
respectivement. 

En effet, en marquant metaboliquement les cel­
lules avec du 14 C-mannose et du 3H-fucose on a 
montre !'incorporation de mannose dans la gp300, 
la gp140 et la gp125 alors que seules la gp300 et 
la gp125 etaient capables d'incorporer du fucose 

. {figure 5). Les residus fucose sont normalement 
transteres sur des cha1hes d'oligosaccharides lors 
d'un stade avance du cycle de glycosylation, apres 
!'action d'enzymes de cohesion du reticulum endo­
plasmique et de l'apparell de Golgi (Kornfeld et 
Kornfeld, 1985; Fuhrmann et al 1985). 

Pour ces raisons on peut penser que salon 
toute vraisemblance, la faible resistance a la diges­
tion avec l'endo H de la gp125 par rapport a la 
gp140 est due a la conversion de certaines chai­
nes · 1aterales d'oligosaccharides du type mannose 
en des oligosaccharides complexes lors de la 
transformation de la glycoproteine d'enveloppe 
{Kornfeld et Kornfeld, 1985). Le fait que la gp140 
ne contienne aucun residu fucose est en accord 
avec le fait qu'elle coristitue un precurseur de la 
gp300 et de la gp125. 

EXEMPLE 3 - EFFET DE LA TUNICAMYCINE, 
INHIBITEUR DE LA GL YCOSYLATION SUR LA 
FORMATION DES GLYCOPROTEINES DE HIV-2. 

Toutes les glycoproteines porteuses d'oligo­
saccharides lies sur l'azote regoivent leur chatne 
oligosaccharidique GlesMans-GlcNAci!-pp-Dolichol, 
grice a une reaction realisee par la proteine-ollgo­
saccharidyl transterase qui catalyse le transfert en 
bloc des cha1hes d'oligosaccharides sur des resi­
dus d'asparagine {voir les references Kornfeld et 
Kornfeld 1985). La Tunicamycine bloque une telle 
glycosylation liee a l'azote en inhibant la produc­
tion de N-acetyiglucosamine pyrophosphoryldoli­
chol, premiere etape dans !'assemblage des oligo­
saccharides lies par las lipides (Li et al. 1978 ; 
Heifetz et al. 1979). En presence de 2 ug/ml de 
tunicamycine, la totalite de la glycosylation liee sur 
l'azote, des glycoproteines d'enveloppe de HIV-2 
dans les cellules infectees est bloquee. Ce resultat 
est demontre par !'absence d'incorporation de 3H· 
glucosamine dam~ les glycoproteines virales gp300, 
gp140, gp126 (figure 6). Dani ces conditions expd· 
rlmentales, la synth~se de protdlne n'a toutefols 
pas eta affectee dans les cellules infectees, traitees 
par de la tunicamycine. De telles cultures mar-
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quees avec des isotopes de la 35 S-methionine pre­
sentent deux proteines majeures de poids apparent 
200 et 80-90Kd, migrant en de larges bandes {figu­
re 6). Le poids moleculaire de ces proteines colhci­
de avec les produits de la digestion par l'endo H 
des gp300, gp140 et gp125 (figure 4), sugg~rant 
que les proteiries de poids moleculaire 200Kd, 80· 
90Kd correspondent a des formes non glycosylees 
des glycoproteines d'enveloppe de HIV-2. 

Le poids moleculaire de la pl'oteine de 80-90Kd 
correspond au poids mo18culaire attendu du pre­
curseur de l'enveloppe de HIV-2 non glycosyle, 
estime a partir de sa sequence d'acide nucleique 
(Guyader et al. 1987). La glycoproteine de 200Kd 
est probablement la forme dimerique du precurseur 
d'enveloppe non glycosyle. Ces resultats confir· 
ment que Jes protelnes d'enveloppe de HIV-2 
contiennent des cha1hes polysaccharldiques llees a 
l'azote. Outre !'inhibition de la glycosylation, un 
traitement a la tunicamycine inhibe la formation et 
!'exportation de la glycoproteine d'enveloppe puis­
que la proteine de 80-90Kd n'a pas ete mise en 
evidence dans le milieu extra-cellulaire, ·comma le 
montre la figure 6, ligne SN. 

Les resultats de ces e)(periences nous permet­
tent de supposer que les cha1hes de glycosaccha­
rides des proteines d'enveloppe de HIV-2 sont 
vraisemblablement impliquees dans le transport 
cellulaire a travers l'apparell de Golgi. L'absence 
de formes non glycosylees de la proteine d'enve­
loppe dans le milieu extra-cellulaire de cellules 
traitees par la tunicamycine pourralt eventuellement 
~tre due a sa degradation rapide. De nombreux 
rapports ont suggere que de fagon generale, la 
forme non-glycosylee d'une proteins est plus sen­
sible a l'action des proteases que sa forme glyco­
sylee {Olden et al. 1978; Schwartz et al. 1976). En 
accord avec ces resultats, Jes proteines de petit 
poids moleculaire presentes dans les cellules mar­
quees par la ss S-methionine cultivees dans la tuni­
camycine representent probablement des produits 
de degradation partielle de la proteine d'enveloppe 
non glycosy!ee (figure 6). 

EXEMPLE 4 • EFFETS DES INHIBITEURS DE 
COHESION D'OLIGOSACCHARIDE SUR LA SYN· 
THESE ET LA TRANSFORMATION DE GLYCO­
PROTEINES DE HIV-2. 

Des oligosaccharides lies par l'asparagine 
(GlesMansGlcNAC2) des glycoproteines sublssent 
des modifications extensives ou une tranformation 
a la suite de leur attachement aux proteines (volr 
Kornfeld et Kornfeld, 1985). Les reactions d'eliml· 
nation dee extliml~• glucose et mannose par les 
enzymes ont Heu dans le lumen du rdtloulum endo· 
plasmique granuleux (RER) et dans l'appareil de 
Golgi par action de mannosidases et de glucosida-
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ses specifiques. 
On peut intervenir sur ·la transformation des 

chatnes d'oligosaccharides des glycoproteines en 
utilisant des inhibiteurs speciftques des glucosida­
ses et des mannosidases (rapporte par Schwarz et 
Datema, 1984 ; Fuhrmann et al. 1985). Dans ces 
experiences, on a utilise differents inhibiteurs de 
jonction pour investiger la localisation des precur­
seurs de la glycoproteine de HIV-2 et aussi pour 
etudier le r81e de la glycosylation dans la transfor­
mation du precurseur de l'enveloppe. Les lnhibi· 
teurs utilises sont Jes suivants la castanospermine, 
alcalo'l'de de plante qui inhibe la glucosidase I (Saul 

. . et al 1983); la deoxynojirimycine (dNM), analogue 
V de glucose qui inhibe les glucosidases I et II assu­

rant !'elimination des extremites glucose (Lemans­
ky et ai. 1984) : un deoxymannojirimycine {dMM), 
analogue de mannose qui inhibe Jes reactions cata­
ly~es par la mannosidase (Fuhrmann et al, 1984) ; 

~ le bromoconduritol (6-bromo-3,4,5·trihydroxycyclo· 
·· · .hex·1·ene) qui inhibe la glucosldase II (Datema et 

al, 1982); la swainsonine, alcaloltie indollzidine qui 
inhibe la mannosidase II de l'appareil de Golgi 
(Tulsiani et al. 1982). 

Les cellules infectees par HIV·2 marquees par 
des isotopes de la 35 $-methionine en I' absence ou 
en presence de .ditterents inhibiteurs de jonction et 
de proteines intra-cellulaires et extra-cellulaires ont 
ete purifiees par chromatographie d'affinite (figure 
7). On a verifie qua les cellules infectees contien-

.· nent la· gp300, la gp140 et la gp125, alors que 
Vseule la gp125 est observee dans le milieu extra-

.. ·cenulaire (les resultats sont rapportes sur la figure 
7, sections "cellules0 et SN, lignes n. Dans les 
cellules traitees avec la castanospermine ou le 
dNM, .on a note un taux normal de gp300, !'absen­
ce de gp125 et une petite quantite d'une proteine 
de 1 SOKd qui correspond probabblement ~ la for· 

· me glycosylee de la gp140. En consequence, dans 
~ de telles cellules la transformation de la glycopro­

teine d'enveloppe a ete bloquee puisqu'aucune 
gp125. n'est detectee dans le milieu extra-cellulaire 
malgre la production de p26, proteine du noyau de 
HIV·2 (figure 7, lignes Cast. et dNM). 

Ces resultats montrent gue l'enlevement des 
residus glucose terminal des chatnes d'oligosac­
charides du precurseur de la glycoproteine d'enve­
loppe est necessaire pour sa transformation et le 
cllvage par la protease cellulalre. Le bromoconduri· 
tol qui agit sur la glycosidase II, inhibait aussi a 70-
90% la production normale de gp125, mais les 
taux de gp140 et gp300 restaient normaux (figure 
7; lignes Bro.). Au contraire de la castanospermine 
et du dNM (qui. inhibent l'entevement du residu 
glucose terminal), le traitement au bromoconduritol 
(qui inhibe l'entevement des deux residus glucose 
\nternes) ne bloque pas completement la transfor­
mation de la glycoproteine d'enveloppe de HIV-2. 

. . . ; . .. . . ~ . 

En fait, un taux faible de gp125 peut 8tre detecte 
dans Jes milieux intra-cellulaires ·et extra-cellulaires. 
Ce demier resultat suggere qu'un faible niveau 
d'elimination de mannose peut avoir lieu sans l'en-

5 levement des deux residus glucose intemes. 
Des inhibiteurs de mannosidase, la swalnsoni­

ne et le dMM n'ont pas engendre de modifications 
apparentes dans le taux intra-cellulaire de gp300, 
de gp140 ou de gp125, mais le niveat.i extra-

10 cellulaire de gp125 etalt de '50% inftirleur a la 
tonne correspondante dans les cellules de contr61e 
(figure 7, lignes Sw et dMM). Ainsi bien que la 
cha1he d'oligosaccharides ait seulement subi une 
deglycosylation le precurseur de la glycoproteine 

15 est clive gr~ce a des enzymes proteolytiques pro­
dulsant une protelne slmilaire de la gp125;· mais 
contenant plus de mannose, ce qui affecte proba­
blement le transport cellulaire de la gp125. Le 
poids moleculaire de la glycoproteine extra-cellulai-

20 re produite en presence de dMM est legerement 
plus eleve que celui de la proteine produlte en 
!'absence de l'inhibiteur. Cecl est vralsemblable­
ment dO a une concentration superieure en residus 
mannose de la proteine extra-cellulaire synthetisee 

25 par las cellules traitees au dMM (figure 7, section 
SN). 

On peut en deduire qua les effets des inhibi­
teurs d'enzymes d'elimlnation sur la transformation 
de la glycoprotelne d'enveloppe de HIV-2 sorit 

30 specifiques puisque la synthase et la production de 
la p26 de HIV-2 ne sont pas affectees du tout 
(figure 7, section SN) . 

EXEMPLE 5 • EFFET DE LA CASTANOSPERMINE 
35 ET DE LA MONENSINE SUR LA TRANSFORl\.l1A· 

TION DES GLYCOPROTEINES OE HIV-2. 

Afin d'etudier la transformation intra-cellulaire 
des glycoproteines de HIV·2, des experiences met· 

40 tant en oeuvre des traceurs (pulse-chase) ont eta 
realisees. Les cellules infectees par HIV·2 ont ete 
rapidement marquees par la 35 S-methionine ra· 
dioactive pendant 15 minutes puis !'incorporation 
du traceur a ete suivie (chase) pendant 0.5, 1.5 et 

45 3 heures (figure 8, contr61e). La gp140 est la pre­
miere proteine detectee 15 minutes apres le mar­
quage. Pendant le suivi de !'incorporation du tra­
ceur radioactif la gp300 peut 8tre detectee apres 
une deml·heure, alors que la gp125 n'est detecbje 

50 qu'apres 1,5 a 3 heures. Le fait que la gp300 est 
observee apres la synthase de la gp140, et que la 
gp125 n'est detectee qu'apres formation de la 
gp300 (figure SA, lignes 1 ~4) suggere que la dime· 
rlsation est un stade intermediaire necessaire a la 

55 transformation de l'oligosaccharide en une glyco­
proteine parvenue a maturation, la gp125. Cetta 
suggestion est confirmee par !'utilisation de casta­
nosparmine, qui inhibe la suppression du resldu 
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glucose exteme et des chaines polysaccharidiques. cellulaire. L'inhibition du transport de proteines par 
Apres 30 minutes de marquage (pulse}, en presen- la monensine, bloque la glycoproteine gp135 dans 
ce de castanospermine, une proteine de 150Kd est la partie ntransn de l'apparell de Golgi (trans Gol-
detectee avec la gp300 .(figure 8, Cas., ligne 1 ). La gi). Aucune glycoproteina d'anvaloppa a maturation 
proteine de 150Kd pourrait correspondre a la 5 n'est detectee dans les cellules traitees par la 
gp140: le faible accroissement du poids moleculai- monensine, que ce soit intra-cellulairament ou ex-
re du premier precurseur est attrlbue a la presence tra-cellulairemant, alors qua la proteine du noyau 
de residus glucose dans les cha1hes d'oligosaccha- (core) p.26 est synthetisee et excretee. 
rides. Ainsi, la gp140 synthetisee dans des cellules 
infectees par HIV-2, represente le precurseur de la 10 EXEMPLE 6 - DIMERISATION DU PRECURSEUR 
glycoproteine sans les residus glucose. En accord DE GLYCOPROTEINES DANS LES CELLULES IN-
avec ce resultat, la proteine de 150Kd (gp150) FECTEES PAR SIVmac. 
represents la prem~re glycoproteine de !'envelop-
pe de HIV-2 non encore parvenue a maturation. La sequence nucleotidique de la glycoproteine 

v L'enlevament des residus glucose dans les cellules 15 d'enveloppe de HIV-2 montre une homologie consi-
de contr61e correspond a une transformation rapide derable (75% d'acides amines identiques) avec 
ayant lieu pendant ou immediatement apres la celle de SIV (Guyader et al. 1987 : Chakrabarti et 
translocation cotranslationelle des precurseurs de al. 1987 : Franchini et al. 1987). Pour ces raisons, 
glycoproteines dans le reticulum endoplasmique des Investigations ont ate faites afin de determiner 

l..,: (Lemansly et al, 1984). Apres 30 minutes de mar- 20 si la dimerisation des glycoprotelnes d'enveloppe 
quage (pulse), et 3 heures de suivi de l'incorpora- peut @tre egalement detectee dans des cellules 
tion du traceur (chase), en presente de castanos- lnfectees par SIV. Des proteines de SIV ont eta 
permine, le niveau de gp150 est gracluellement purifiees sur colonne d'immunoaffinite contenant 
reduit alors que la quantite gp300 cro'it (figure 8, des anticorps s~cifiques diriges contra les prof8i,. 
Cast. lignes 1-4). Dans ces conditions experimenta- 25 nes de HIV-2 dans la mesure oti les proteines ~· 
les, le precurseur n'a pas eta Clive en donnant la pol et env de HIV-2 et de SIV, presentent des 
gp125. reactions antigenlques croisees. La figure 9 montre 

Une autre caracterisation de la glycoproteine qua las cellules infecteas par SIV syntMtisent trois 
d'enveloppe de HIV-2 a ete realisee lors d'ex~- proteines de haut poids moJeculaire. analogues a 
riences relatives a !'incorporation de traceur ra- 30 celles synthetisees dans les cellules infectees par 
dioactif (pulse chase), en utilisant la monensine, HIV-2 : gp300, gp140 et gp130. La preuve que les 

v ionophore cationique qui inhibe le transport des glycoproteines presentes dans les cellules infec-
proteines de l'appareil de Golgi vers la membrane tees par SIV sont des glycoproteines a eta donnee 
plasmique ou dans certains cas, bloque le transport par le marquage isotypique avec le 14C-mannose 
de proteines au niveau du cisternae de l'appareil 35 et le 3H-fucose. Ces trois proteines ont incorpore 
de Golgi median (Tartakotf et Vassali, 1977; John- du mannose mais seules les gp300/SIV et la 
son et Schlesinger, 1980 ; Strous et Lodish, 1980; gp130/SIV ont lncorpore le fucose. La gp300/SIV et 
Griffiths et al. 1983). Des cellules infectees par la gp140/SIV sont des proteines lntra-cellulaires 

~.' 
HIV-2 d'une part en !'absence, d'autre part en alors qua la gp 130/SIV est une glycoproteine 
presence de· monensine ont eta marquees avec un 41) extra-cellulaire. Le fait que la gp3DO/SIV et la 
traceur radioactif (pulse) pendant 30 minutes puis gp130/SIV sont capables d'incorporer le fucose 
!'incorporation du traceur a eta suivie (chase) pen- montre que ces proteines sont des produits de 
dant 0,5, 1,5 et 3 heures (figure BB). En presence transformation de la gp140/SIV. 
de monensine, les cellules infectees par HIV-2 ont Ces resultats indiquent qu'une formation en 
synthetise la gp140 a un niveau normal, ainsi que 45 doublet (dimere) du precurseur de la glycoproteine 
sa forme dimerique. A l'inverse aucune trace de d'enveloppa est une propriete specifique de l'ex-
gp125 n'a pu etre detectee dans les cellules trai- presslon du gene de l'enveloppe de HIV-2 et de 
tees par la monensine. Apres 1,S..3 heures de suivi SIV. On peut a !'inverse soutenir que la glycopro-
de l'lncorporatlon du traceur (chase), las cellules telne d'eriveloppe de HIV-1 ne sublt pas de dlmeri-
traitees par la monensine ont accumule une protei- 50 sation pendant sa transformation. Les cellules in-
ne de 135Kd (gp135) qui est probablemant le pro- fectees par HIV-1 en presence de castanospermina 
duit de dissociation du precurseur du dimere. Le ou de dNM n'accumulent pas de dimere d'envelop-
poids moleculaire legerement plus faible de la pe, comme c'est le cas pour HIV-2 ou SIV. 
gp135 par rapport a la gp140 est dO a l'enleve-
ment de certains residus mannose par !'action des 55 DISCUSSION : 
mannosidases du RER et de l'appareil de Golgi. 
Cetta gp135 peut etre ensuite transportee dans la Comma le montrent les examples, les inven-
membrane plasmatique et clivee par la protease teurs sont parvenus a determiner le processus de 
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formation de la glycoproteine d'enveloppe de HIV-2 
et ils ont mis en' evidence un mecanisme original 
dans la synthase des glycoproteines comprenant 
des cha'fnes oligosaccharidiques liees sur l'azote. 
Les glycoproteines d'enveloppe de HIV-2, a savoir 
la glycoproteine gp125 extracellulaire, et la glyco­
proteine gp36 transmembranaire, derivent d'une 
glycoproteine precurseur commune (Guyader et al., 
1987): Un element inattendu rapporte dans !'inven­
tion est qua, pour &tre transporte et transforme 
dans l'appareil de Golgi, le precurseur de la glyco­
proteine implique la formation d'un dimere homolo­
gue. Le mecanlsme de dimerisation de la glycopro-

, teine d'enveloppe n'est pas encore totalement clair. 
V Le fait que le dimere purifie dans le cadre de 

!'invention puisse etre dissocie a un pH acide (pH 
6,0) suggere que la dimerisation pourrait etre de­
pendante du pH. 

Les inventeurs ont mis en evidence le fait que 
~- les cha1hes d'oligosaccharides presentes dans le 

precurseur natural de la glycoproteine ne sont pas 
essentielles pour la formation du dimere. Caci a 
ete demontre lors de deux experiences : (1) la 
digestion avec l'endo H conduit a une modification 
de la mobilite electrophoretique dµ dimere sans 

. dissociation de celui-ci ; (2) en presence de tunica­
mycine, les cellules infectees par HN-2 syntheti­
sent un precurseur d'enveloppe non glycosyle (80-
90Kd) et capable de former un d_imere. (200Kd). 
Ces resultats attestent le fait que la formation d'un 

. dimere est une prop~te intrinseque de l'ossature 
Vpolypeptidique du precurseur de l'enveloppe. 

Des experiences de marquage pendant une 
periode courte (en anglais "pulse") avec un traceur 
radioactif, puis d'une etape d'elimination par lavage 
de ce traceur ·et de son remplacement par des 
molecules non radioactives et le suivi de la locali­
sation de la radioactivite (en anglais "chase") a 

\ .. partir· d'echantillons preleves a ditterents intervalles 
~- de temps, avec ou sans castanospermine (figure 8) 

montrent que la dimerisation du precurseur de la 
glycoproteine intervient normalement immediate­
ment apres la suppression des residus glucose. 
Les . glucosidases etant associees aux membranes 
du. reticulum endoplasmique, on peut supposer que 
la dimerisation intervient dans le RER. En presence 
de castanospermine, le dimere est accumule dans 
le RER et n'est pas transforme. Cependant. lorsque 
les residus glucose sont supprimes, !'inhibition des 
mannosidases du RER n'empeche pas la transfor­
mation des glycoproteines dimerisees a travers 
-l'appareil de Golgi (figure 7). Caci permet de faire 
l'hypothese que las residus glucose des cha1hes 
oligosaccharidiques du precurseur dlmerise empe­
chent"son expulsion du RER. En accord avec ceci, 
l'hypotttese peut etre emise que la coupure des 
residus glucose est necessaire pour un transport 
efficace du RER vers le Golgi, ceci etant eventual-

28 

lament dO au fait que Jes oligosaccharides degh.ico­
syles formant une partie du· site de reconnaissance 
pour un recepteur du transport (Lodish et ·Kong, 
1984, Lemansky et al.,1984). II est egalement pos-

s sible que la suppression du glucose soit importante 
pour qua le precurseur dimerise prenne une confi­
guration fonctionnelle correcte (Schlesinger et al., 
1984). Cetta configuration fonctionnelle favoriserait 
l'action des mannosidases de coupure. 

10 Au vu de ces resultats, les inventeurs ont pro-
pose un schf!ma de representantion de la transfor­
mation des glycoproteines d'enveloppe de HIV-2 
(figure 1 O). La tame presumee de l'ossature poly­
peptidique du precurseur de la glycoprotelne d'en-

15 veloppe est d'environ 80Kd (figures 4 et 6). La 
chafne oligosaccharidique est transferee du doli­
chol-P-P vars un precurseur d'enveloppe (80Kd) 
prosaslement sur des residus · amino-acldes .de 
type asparaglne fonctionnant comma accepteurs 

20 (Kornfeld et Kornfeld 1985). La tunlcamyclne lnhibe 
!'assemblage du dolichol-P-P et du glycane, et 
pour cette raison la proteine de 80Kd n'est pas 
glycosylee. L'additlon de cha1'nes oligosaccharldl­
ques a la proteine de 80Kd conduit a l'obtention du 

25 premier precurseur de la glycoproteiile d'envelop­
pe, la gp150. Ce precurseur pourrait exister tel 
quel ou au contraire ne pas exister dans les cellu­
les infectees, car !'addition de cha1hes polysaccha­
ridiques et la coupure des resldus glucose a lieu 

30 prosaslement pendant la traduction du precurseur. 
Quoiqu'il en soit, la gp150 est rapidement degluco­
sylee pour aboutir a la gp140. A ce stade i.ine 
di~rence dans l'environnement,. peut etre au ni­
veau du pH, guiderait la formation du dimere par 

35 fusion de 2 molecules de gp140. La gp300 resul­
tant, peut alors etre coupee par une mannosidase 
du RER, et transportee vars l'appareil de Golgi. En 
presence de ~nospermine ou de dNM, la 
gp150 est dimerisee et accumulee dans le RER. 

40 Ce dimere n'est pas transforme parce · qu'il est 
glucosyle. Cependant, aussi longtemps que le di­
mere est present dans une forme deglucosylBe, ii 
peut etre transporte dans le Golgl ; !'Inhibition de la 
mannosidase du RER par le dMM ne bloque pas 

45 l'obtention du precurseur dimerise. 
Dans le Golgi, la gp300 traverse las ditterents 

compartiments probablement par transport wsi­
culaire (Griffiths et Simons, 1986). Pendant ce 
transport la cha1he ollgosaccharidique est coupee 

so par les mannosidases du Golgi avant !'addition 
d'autres sucres tels que le fucose et l'acide siall­
que. La d8monstration de !'incorporation du fucose 
a ete obtenue par marquage isotypique de la 
gp300 avec le 3H-fucose. La d8monstration de l'in-

ss corporation de l'acide sialique a l§te obtenue indi­
rectement par digestion de la gp300 avec la neura­
midase, enzyme capable d'hydrolyser les acides 
N-acetylneuraminiques, terminaux dans ditterentes 

16 
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glycoproteines (Peyrieras et al. 1983). La gp300 de 
HIV-2 est susceptible d'&tre digeree avec la neura­
midase, comma le montre la diminution significati­
ve de la mobilite electrophoretique du dimere. Les 
resultats sont en accord avec !'observation qua le 
precurseur garde sa · forme dimerisee tout au long 
de son transport et de sa transformation dans le 
Golgi cis, medial et trans cistemae avant d'Atre 
transporte dans le reseau du trans-Golgi (TGN ; 
Griffiths et Simons, 1986) oO ii est dissocie lors 
d'un abaissement du pH de ce compartiment. Le 
dlmere dlssocle conduit a des glycoproteines 
(gp135) d'un poids moleculaire !egerement inM­
rieur a celui du precurseur de la glycoproteine le 
premier detecte (gp150-140). La gp135 pourrait 
Atre transportee vars la membrane plasmique et 
@tre ainsi cli~e par la protease cellulaire avant de 
conduire a des glycoproteines matures de l'enve­
loppe de HIV-2, gp125 et gp36. La monensine 
inhibe probablement le transport du Golgi vers la 
membrane plasmique: pour cette raison la gp135 
est accumulee dans le Golgi. 

II .est connu que l'appareil de Golgi est impli­
que dans le mecanisme du tri des proteines de 
secretion.et des proteines de"la membrane plasmi­
que. Ce mecanisme semble avoir lieu dans le 
compartiment terminal du Golgi designe par TGN 
(Griffiths et Simons, 1986). Ce compartiment cor­
respond au cote "trans" des empilements de Golgi 
designe parfois par lysosomes du reticulum endo­
plasmique de Golgi (GERL) et designe recemment 
par post vacuoles du Golgi ou cisternae le plus 
inteme du complexe de Golgi (Novikoff, 1976 ; 
Saraste et Kuismanen 1984 ; Orci et al. 1987). De 
fagon tout a fait interessante on a etudie le pH du 
TGN et on a remarque qu'll etait moyennement 
aclde, c'est-a-dire d'environ 6 (Anderson et Pathak, 
1985; Griffiths et Simons, 1986). Le pH acide dans 
le TGN pourrait prendre part dans la dissociation 
du dimere torme. 

Les resultats discutes precedemment illustrent 
le fait qua la formation et la transformation des 
glycoproteines d'enveloppe de HIV-2 entrant dans 
un processus comprenarit plusieurs · etapes et im­
pliquant notamment la synthase d'un precurseur 

·immature gp150-140, la synthase d'un precurseur 
dimeriStS lntermedaire ou gp300 et, finalement d'un 
precurseur mature la gp135. En depit de leur pa­
rente les retrovirus HIV·1 et HIV-2 ont des mecani­
smes differents pour la formation de leurs glyco­
proteines d'enveloppe, ce qui peut @tre une carac­
teristique tout a fait avantageuse pour distinguer 
entre une infection due a HIV-1 et une infection 
due a HIV-2. 
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Revendlcatlons 

1. Glycoproteine ~trovirale antigenique caracterl­
see en ce qu'il s'agit : 

- soit d'une glycoproteine, appelee gp300, 
ayant un poids mo!eculaire (PM) d'envi­
ron 300Kd, et constituee par !'association 
de deux unites d'une glycoproteine 
gp140 precurseur de la glycoproteine 
d'enveloppe gp125 cooee par le gene 
env du genome d'un retrovirus humain 
du type HIV·2 ·susceptible de provoqtier 
un SLA OU SIDA, 
soit du dimere du precurseur de la gly­
coproteine d'enveloppe d'un retrovirus 
qui crolse immunologiquement avec des 
anticorps diriges contra ladite glycopro­
telne gp300. 

2. Glycoproteine antigenlque gp300 salon la re­
vendication 1, caracterisee par las proprietes 
suivantes: 

- elle est presente dans les cellules d'un 
echantillon biologique d'un maiade infec­
te par un retrovirus humain du type HIV-
2, notamment dans las lymphocytes T4 
humains ou dans des lignees permanen­
tes d8rivees de ces lymphocytes T4, 
son point iso!electrique (pl) est obtenu 
par un pH appartenant a l'intervalle [6,8 • 
7,8), 
elle est glycosylee par des cha'i'hes oli­
gosaccharidiques liees a l'azote, 
elle est stable dans las detergents ioni­
ques, notamment le SOS 1 %, dans las 
detergents non-ioniques, notamment le 
Triton @X-100 2%, dans l'uree 4M, dans 
les sets forts et les agents reducteurs, 
elle se dissocie spontanlilment in vitro en 
deux glycoproteines d'un poids mole­
culaire d'environ 140Kd, entre pH 4-5, 
apres isolement et purification sur gel 
d'electrophorese, elle se dissocie, dans 
un tampon acetate, in vitro en deux gly­
coproteines d'un poids moleculaire d'en­
viron 140Kd, pour des valeurs du pH 
egales OU interieures a 6, 
elle presente une bande d'electrophorese 
sur gel de polycrylamide SOS 7,5% en 
presence d'uree 6M, correspondant a un 
poids moleculaire de 300Kcl apres purifi­
cation sur colonne d'immunoaffinite du 
type HIV-2 serum-SepharoseR, contenant 
des anticorps specifiques obtenus a par­
tir du serum. d'un patient infecte par un 
retrovirus humain du type HIV-2. 
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glycoproteines (Peyrieras et al. 1983). La gp300 de 
HIV-2 est susceptible d'8tre digeree avec la neura­
midase, comme le montre la diminution significati-
ve de la mobilite electrophoretique du dimere. Les 
resultats sont en accord avec !'observation que le 5 
precurseur garde sa forme dimerisee tout au long 
de son transport et de sa transformation dans le 
Golgi els, medial et trans cisternae avant d'8tre 
transporte dans le reseau du trans-Golgi (TGN ; 
Gl'iffiths et Simons, 1986) oO ii est dissocie lors 10 

d'un abaissement du pH de ce compartlment. Le 
dimere dissocie conduit a des glycoproteines 
(gp135) d'un poids moleculaire legerement inte-
rieur a celui du precurseur de la glycoproteine le. 
premier detecte (gp150-140). La gp135 pourrait 15 

8tre transportee vers la membrane plasmique et 
8tre ainsi clivee par la protease cellulaire avant de 
conduire a des glycoproteines matures d~ l'enve-
loppe de HIV-2, gp125 et gp36. La monensine 
inhlbe probablement le transport du Golgi vers la 20 

membrane plasmique; pour cette raison la gp135 
est accumulee dans le Golgi. 

II est connu que l'appareil de Golgi est impli· 
qua dans le mecanisme du tri des proteines de 
·secretion et des proteines de la membrane plasmi- 25 

que. Ce mecanisme semble avoir lieu dans le 
compartiment terminal du Golgi designe par TGN 
(Griffiths et Simons, 1986). Ce compartiment cor­
respond au c6te "trans" des empilements de Golgi 
designe parfois par lysosomes du reticulum endo- 30 

plasmique de Golgi (GERL) et designe recemment 
par post vacuoles du Golgi ou cisternae le plus 
interne du complex& de Golgi (Novikoff, 1976. ; 
Saraste et Kuismanen 1984; Orci et al. 1987). De 
fagon tout a fait interessante on a etudie le pH du 35 

TGN et on a remarque qu'il etait moyennement 
acide, c'est-a·dire d'environ 6 {Anderson et Pathak •. 
1985; Griffiths et Simons, 1986). Le pH aclde dans 
le TGN pourrait prendre part dans la dissociation 
du dimere forme. 40 

Les resultats discutes precedemment illustrent 
le fait que la formation et la transformation des 
glycoproteines d'enveloppe de HIV-2 entrant dans 
un processus comprenant plusieurs etapes et im-
pliquant notamment la synthase d'un precurseur 45 

immature gp150-140, la synthese d'un precurseur 
dimerise intermedaire ou gp300 et, finalement d'un 
precurseur mature la gp135. En depit de leur pa-
rente les retrovirus HIV-1 et HIV-2 ont des mecani· 
smes ditterents pour la formation de leurs glyco- so 
proteines · d'enveloppe, ce qui peut @tre une carac­
teristique tout a fait avantageuse pour distinguer 
entre une infection due a HIV-1 et une infection 
due a HIV-2. 
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Revendlcations 

1. Glycoproteine retrovirale antlgenique caracteri-
see en ce qu'il s'agit : 

soit d'une glycopr~lne, appelee gp300, 
ayant un poids moleculaire (PM) d'envi­
ron 300Kd, et constituee par !'association 
de deux unites d'une glycoprotelne 
gp140 precurseur de la glycoproteine 
d'enveloppe gp125 codee par le gene 
env du genome d'un retrovirus humaln 
du type HIV-2 susceptible de provoqu_er 
un SLA OU SIDA, 
soit du dimere du precurseur de la gly­
coprotelne d'enveloppe d'un retrovirus 
qui crolse immunologlquement avec des 
antlcorps dirlges contra ladite glycopro­
teine gp300. 

2. Giycoproteine antigenique gp300 salon la re­
vendication 1, caracterl~e par les proprietes 
suivantes: 

- elle est presente dans les cellules d'un 
echantillon biologique d'un malade infec­
te par un retrovirus humain du type HIV-
2, notamment dans les lymphocytes T4 
humains ou dans des lignees permanen­
tes derivees de ces lymphocytes T 4, 
son point isoletectrique (pl) est obtenu 
par un pH appartenant a l'lntervalle [6,8 -
7,8], 
elle est glycosyree par des chaines oli­
gosaccharidiques liees a l'azote, 
elle est stable dans les detergents ioni· 
ques, notamment le SOS 1 %, dans les 
detergents non-ioniques, notamment le 
Triton @X-100 2%, dans l'uree 4M, dans 
las sels forts et las agents reducteurs, 
elle se dissocie spontanement in vitro en 

· deux glycoproteines d'un poids mole­
. culaire d'environ 140Kd, entre pH 4-5, 

apres isolement et purification sur gel 
d'electrophorese, elle se dissocie, dans 
un tampon acetate, in vitro en deux gly­
coproteines d'un poids moleculaire d'en­
viron 140Kd, pour des valeurs du pH 
egales OU inferieures a 6, 
elle presente une bande d'electrophorese 
sur gel de polycrylamide SOS 7,5% en 
presence d'uree 6M, correspondant a un 
poids moleculaire de 300Kd apres purifi­
cation sur colonne d'immunoaffinite du 
type HIV-2 serum-SepharoseR, contenant 
des anticorps specifiques obtenus a par­
tir du serum d'un patient infecte par un 
retrovirus humain du type HIV-2. 
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3. · Glycoproteine antigeniqt.ie salon la revendica­

tion 1 ou la revendication 2,, caracterisee en ca 

qu'elle n'est pas reveiee par analyse en elec­

trophorese d'un milieu biologique constitue de 

particules virales presentes dans le milieu de 

culture specifique de cellules infectees par un 

retrovirus humain du type HIV-2 apres marqua­

ge, avec de la 35 S-methlonine (2001J.Ci/ml. 4 x 

106 cellules/ml) pendant 18 heures et purifica­

tion des extraits obtenus contenant las cellules 

infectees et leur milieu de culture correspon­

dant alors qu'elle est revelee dans las m@mes 

conditions dans las susdites callules infectees. 

Proteine p200 cterivee de la glycoproteine se-

. ·Ion l'une quelconque des revendications 1 a 3, 

caracterisee par une ossature non-glycosylea 

identique a calla de ladite glycoproteine, ayant 

un poids moleculaire d'envlron 200Kd et se 

distinguant de ladite glycoproteine, par !'ab­

sence de groupes de glycosylation. 

5. Glycoproteine purifiee gp150 susceptible 

d'&tre c18tect8e in vitro dans les cellules d'un 

patient infecte par un retrovirus humaln du 

·type HIV-2, 
· ca~risee par : 

- un poids moleculaire d'environ 150Kd, 

- l'ossature peptldique du precurseur de la 

glycoproteine d'enveloppe gp125, cod9e 

par le gene env du genome d'un retrovi­

rus humain du type HIV-2 OU d'un retro­

virus dont la glycoproteine externe d'en­

veloppe est reconnue par las anticorps 

d'un serum de patient infecte par ledit 

retrovirus humain de type HIV-2, notam­

ment les antlcorps diriges contra la 

gp125, 
- des residus glucose terminaux sur une 

:cha'ihe d'oligosaccharides. 

6. Composition antigenique pour le diagnostic de 

la presence d'anticorps dans les cellules d'un 

echantillon biologlque d'un patient infecte par 

un ·.retrovirus humain du type HIV-2, caract9ri­

see en ca qu'elle comprend une proteine ou 

une glycoprotelne antigenique salon rune 

quelconque des revendications 1 a 5. 

7. Anticorps monoclonal caracterise en ca qu'il 

• reconna1t la glycoproteine salon l'une quelcon­

que des revendications 1 a 3, en ca qu'il ne 

reconna1t. pas las glycoproteines d'enveloppe 

gp125 et gp36 matures. 

8. Anticorps monoclonal caracterise en ce qu'il 

reconna1t un epitope qui dans la glycoproteine 

salon l'une quelconque des revendications 1 a 
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3 est expose et accessible a l'anticC>rps; cet 

epitope etant capendant soit non-expose soit 

masque dans las gp125 et gp36 matures, dans 

leur conformation naturelle. 

9. Anticorps salon la revendication. 8, caracterise 

en ce qu'il est en o.utre neutralisant notamment 

en ca qu'il emp@che la fixation d'un retrovirus 

humain du type HIV-2 sur son recepteur, en 

10 particulier sur le recepteur T4 des lymphocy­

tes humains qui le comportent. 

10. Antlcorps monoclonal caracterise en ce qu'll 

reconna1t la p200 selon la revendicatlon · 4, et 

15 en ce qu'il ne reconna1t pas las glycoprotelnes 

gp125 et gp36 matures. 

11. Antlcorps monoclonal ca~rise en ce qu'il 

reconna1t un · epltope de la p200 salon la re-

20 vendicatlon 4, cat epltope etant cependant soit 

non-expose soit masque sur le gp125 et la 

gp36 et/ou sur la gp300 telles qu'obtenues 

dans leur conformations naturelles. 

25 12. Anticorps monoclonal salon la revendication 

11, caracterise en ce qu'll est neutralisant no­

tamment en ca qu'll empAche la fixation d'un 

retrovirus humain du type HIV-2 sur son recep­

teur notamment sur le recepteur T4 des lypho-

30 cytes humains. 

13. Composition immunogene contenant une gly­

coproteine salon l'une quelconque des reven­

dicatlons 1 a 3 ou la p200 salon la revendica-

35 tion 4, en association avec · un vehicule phar­

macautiquement acceptable, approprie pour la 

preparation de vaccins. 

14. Composition immunogene salon· la revendica-

40 tion 11, caracterisee en ce qu'elle est dosee 

en proteine et en glycoprotelne antigenique 

salon l'une quelconque des revendications 1 a 
4, de fagon a permettre l'adminlstration d'une 

dose de 10 a 1 OO!Lg par kilogramme. 

45 

15. Procede de preparation de la glycoproteine 

antigenique salon l'une quelconque des reven­

dications 1 a 3, caracterise par les etapes 

suivantes: 

50 - lyse de cellules infectees par un retrovi-

rus humain du type HIV-2 et separation 

du surnageant et de l'extrait cellulaire, 

- incubation de l'extrait cellulaire et/ou ·du 

surnageant sur une colonne d'immunoaf-

55 finite, sur laquelle est depose un immu;. 

noabsorbant renfermant des anticorps 

purifies, tels qu'obtenus a partir du se­

rum d'un mal&de lnfecte par un retrovirus 

18 
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humain du type HIV-2, ces anticorps 
etant fixes avantageusement sur un sup­
port aclapte, en presence d'un tampon et 
pendant un temps suffisamment long 
pour obtenir la formation d'un complexe 5 
immunologique antigene-anticorps, 

- lavage de la colonne avec un tampon 
pour eliminer las molecules non retenues 
sur le support, 

- resolution des glycoproteines eluees, 10 

- recuperation des proteines antigeniques 
recherchees. 

16. Procede salon la revendication 15 pour la pre­
paration de la glycoproteine salon l'une quel­
conque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que la resolution des glycoprotelnes est 
falte par electrophorase et par electroelution 
des proteines retenues sur la colonne. 

17. Procede salon la revendication 15 pour la pre­
paration de la glycoproteirie salon rune quel­
conque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que la resolution des glycoproteines est 
obtenue par 

- elution des proteines fixees sur la colon­
ne d'immunoaffinite ci·dessus, 

- purification des produits ainsi eluees sur 
une colonne de chromatographie conte· 
nant, fixes sur le support de separation. 
des anticorps monoclonaux reconnais­
sant la gp300, 

18. Procede pour le diagnostic in vitro de la pre­
sence d'antlcorps dans les cellules d'un 
echantillon biologique d'un patient en vue de 
verifier une infection eventuelle par un retrovi­
rus humain du type HIV-2, caracterise par : 

• la mise en contact dans des conditions 
autorisant la formation d'un complexe im­
munologique du type anti~ne-anticorps, 
de cet echantillon biologique avec un 
antigene salon rune quelconque des re­
vendications 1 a 5, ou une composition 
antigenique salon la revendication 6, 

- la detection du complexe antig@me-anti­
corps forme. 

19. Necessaire ou kit pour la detection d'anticorps 
dans las cellules diun echantillon blologique 
d'un patient susceptible d'Atre lnfecte par un 
retrovirus humain du type HIV-2, caracterlse en 
ca qu'il comprend : 

- au moins une proteins ou/et une glycpro· 
teine antigenique salon rune quelconque 
des revendications 1 a 5, 

- ou une composition salon la revendica­
tion 6, 
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- ou encore un melange de ces · differents 
constituants et 

- des moyens permettant la. reaction de 
formation du complexe immunologique. 
entre las antigenes ci-dessus et les anti· 
corps eventuellement presents dans 
l'echantillon biologique a tester, notam· 
ment si besoin un ou plusieurs tampons 
d'lncubation, 

- un echantilloi'l de contr61e negatif, 
• des moyens pour la revelation du com­

plexe antigene-anticorps forme. 

Clalms 

1. Antigenic retroviral glycoprotein characterized 
in that it is : 

- either a glycoprotein called gp300; hav­
ing a molecular weight of about 300 kD 
and constituted by the association of two 
units of a glycoprotein gp140, ·precursor 
of the envelope glycoprotein gp125 en· 
coded by the ~ gene of a human HIV-2 
type retrovirus capable of causing a LAS 
or AIDS, 
or the dimer of the precursor of the en­
velope glycoprotein of a retrovirus which 
cross-reads immunologically with anti­
bodies directed against the said 
glycoprotein gp300. 

2. Antigenic glycoprotein gp300 according to 
Claim 1, characterized by the following prop­
erties: 

- it is present in the cells Of .. a biological 
sample taken from a patient Infected by 
a human HIV-2 type retrovirus, in particu­
lar in human T 4 lymphocytes or in per­
manent lines derived from these T 4 lym­
phocytes, 
its isoelectric point (pl) lies in the pH 
range 6.8 - 7.8, 
it is glycosylated by oligosaccharide 
chains linked to nitrogen, 
it is stable to ionic detergents; in particu· 
lar 1 % SOS; non-ionic detergents, in par­
ticular 2% TritonRX-100, 4M urea, strong 
salts and reducing agents, 
it dissociates spontaneously in vitro Int<> 
two glycoproteins, of a molecular weight 
a about 140 kD betWeen pH 4 ·- 5; 

• after Isolation and purification · on gel 
electrophoresis, it dissociates in acetate 
buffer. in vitro into two glycoproteins of 
molecular weight of about 140 kD at pH 
values equal to or less than 6, 
it exhibits one band on electrophoresis in 
a 7.5% polyacrylamide-SDS gel in the 
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presence a 6M urea, corresponding to a 
molecular weight a 300 kD after purifica­
tion on an lmmunoaffinity column of the 
SepharoseR HIV-2 type serum containing 
specific antibodies obtained from the se­
rum of a patient infected by a human 
HIV-2 type retrovirus. 

a. Antigenic glycoprotein according to Claim 1 or 
Claim 2, characterized in that it is not revealed 
·by electrophoretic analysis of a biological me­
dium constituted by viral particles present in 
the culture medium specific for cells infected 
by a human HIV-2 type retrovirus after label­
ling with 35 S-methionine (200 u.Cl/ml 4 x 106 
cells/ml) for 18 hours and purification of . the 
extracts obtained containing the infected cells 
and their corresponding culture medium 
whereas it is revealed under the same con­
ditions in the above-mentioned infected cells. 

4. Protein p200 derived from the glycoprotein ac­
cording to any one of the Claims 1 to 3, 
characterized by a non-glycosylated skeleton 
identical with that of the said glycoprotein hav­
ing a molecular weight of about 200 kD and 
differing from the said glycoprotein by the ab­
sence of glycosyl groups. 

5. Purified glycoprotein gp150 capable of being 
detected in vitro in the cells of a patient in· 
fected by a human HIV-2 type retrovirus, char­
acterized by : 

- a molecular weight of about 150 kD, 
- the peptide skeleton of the preoursor of 

the envelope glycoprotein gp125 en­
coded in the env gene of the genome. of 
a human HIV-2 type retrovirus or of a 
retrovirus whose external envelope pro­
tein is recognized by the antibodies of 
the serum of a patient infected by the 
said human HIV-2 type retrovirus, in par­
ticular the antibodies directed against 
gp125, 

- terminal glucose residues on an 
oligosaccharide chain. 

6. Antigenic composition for the diagnosis of the 
presence of antibodies in the cells of a biologi­
cal sample taken from a patient infected by a 
human HIV-2 type retrovirus, characterized in 
that it comprises a protein or antigenic 
glycoprotein according to any one of the 
Claims 1 to 5. 

1. Monoclonal antibody characterized in that It 
recognizes the glycoproteln according to any 
one of the Claims 1 to 3, and In that it dOes 
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not recognize the mature envelope 
glycoproteins gp125 and gp36. 

8. Monoclonal antibody characterized in that it 
recognizes an epitope which in the 
glycoprotein according to any one of the 
Claims 1 to 3 is exposed and accessible to the 
antibody, this epitope being however either not 
exposed or masked in the mature gp125 and 
gp36 in their natural conformation. 

9. Antibody according to Claim 8, characterized· 
in that it is in addition neutralizing in particular 
in that it prevents the binding of a human HIV-
2 type retrovirus to its receptor, In particular to 
the T 4 receptor of the human lymphocytes 
which bear it. 

10. Monoclonal antibody characterized in that it 
recognizes p200 according to Claim 4, and in 
that it does not recognize the mature 
glycoproteins gp125 and gp36. 

11. Monoclonal antibody characterized in that it 
recognizes an epitope of the p200 according to 
Claim 4, this epitope being however either not 
exposed or masked on the gp125 and the 
gp36 and/or on the gp300 in their natural con­
formations. 

12. Monoclonal antibody according to Claim 11, 
characterized in that it is neutralizing, in par­
ticular in that it prevents the binding of a 
human HIV-2 type retrovirus to its receptor, In 
particular to the T4 receptor of human lym­
phocytes. 

13. lmmunogenic composition containing a 
glycopeptide according to any one of the 
Claims 1 to 3 or the p200 according to Claim 
4, in combination with a pharmaceutically ac· 
ceptable vehicle, suitable for the preparation of 
vaccines. 

14. lmmunogenic composition according to Claim 
11, characterized in that it is dosed in protein 
and antigenic glycoprotein according to any 
one a the Claims 1 to 4 so as to permit the 
administration of a dose of 1 O to 100 IJ.9 per 
kilogram. 

15. Procedure for the preparation of the antigenic 
glycoproteln according to any one of the 
Claims 1 to 3 characterized by the following 
steps: 

- lysis of cells infected by a human HIV-2 
type retrovirus and separation of the 
supernatant from the cell extract, 
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- incubation of the cell extract and/or the 

supernatant on an immunoaffinity column 
on which is deposited an immuno-absor­
bent containing purified antibodies such 
as those obtained from the serum of a 
patient infected by a human HIV-2 type 
retrovirus, these antibodies being advan­
tageously bound to a suitable support in 
the presence of a buffer and for a suffi­
ciently long to lead to the formation of an 
antigen-antibody immunological complex, 

- washing of the column with a buffer in 
order to remove the molecules not re­
tained by the support, 

- resolution of the glycoproteins eluted, 
- recovery of the desired antigenic pro-

teins. 

16. Procedure according Claim 15 for the prepara­
tion of the glycoprotein according to any one 
of the Claims 1 to 3, characterized In that the 
resolution of the glycoproteins is performed by 
electrophoresis and by electroelution of the 
proteins retained on the column. 

17. Procedure according to the Claim 15 for the 
preparation of the glycoprotein according to 
any one of the Claims 1 to 3, characterized in 
that the resolution of the glycoproteins is ob­
tained by 

- elution of the proteins bound to the 
above immunoaffinity column, 

- purification of the products thus eluted 
on a chromatographic col.umn containing 
as separation support monoclonal anti· 
bodies recognizing gp 300 bound. 

18. Procedure for the in vitro diagnosis of the 
presence of antibodies in the cells of a biologi­
cal sample taken from a patient for the pur· 
pose of verifying a possible infection by a 
human HIV-2 type retrovirus, characterized by: 

• the placing of this biological sample in 
contact with an antigen according to any 
one of the Claims 1 to 5 or an antigenic 
composition according to Claim 6 under 
conditions permitting the formation of an 
antigen-antibody type immunological 
complex, 

- the detection of the antigen-antibody 
complex formed. 

19. Kit for the detection of antibodies in the cells 
of a biological sample of a patient likely to be 
infected by a human HIV-2 type retrovirus, 
characterized in that It contains : 

- at least one protein and/or antigenic 
glycoprotein according to any one of the 
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Claims 1 to 5, 
- or a composition according to Claim 6, 
• or even a mixture of these . dl~re~t con­

stituents and 
- agents permitting the formation of the 

immunological complex between the 
above antigens and the antibodies possi­
bly present In the biological sample to be 
tested, in particular If necessary one or 
more Incubation buffers, 

- a negative control sample, 
- agents tor the revelation of the ailtigen-

antibody complex formed. 

PatentansprUche 

1. Retrovirales antigenes Glykoprotein, n§.mlich 
• ein Glykoprotein mit. der Bezefchnung 

gp300, mit·elnem .Molekulargewicht (MG) 
von ungeffihr 300 kD und bestehend aus 
der Kombination von zwei Elnheiten ei· 
nes Glykoproteln gp140-Vorl§.ufers des 
HOllglykoproteins gp125, das durch das 
env-Gen des Genoms eines menschli­
chen Retrovirus vom Typ HIV-2 Codlert 
wird, das LAS oder AIDS verursachen 
kann, oder 

- ein Dimer des VorHiufers des HOllglyko· 
proteins eines Retrovirus, das mlt Anti­
k6rpem, die gegen das Glykoprotein 
gp300 gerichtet · sind, lmmunologlsch 
kreuzreagiert. 

2. Antigenes Glykoproteln . gp300 nach Anspruch 
1, gekennzeichnet durch die folgenden Elgen­
schaften: 

- es liegt in den zenen einer ·biologischen 
Probe eines Patienten vor, der mit einem 
menschlichen Retrovirus vom Typ HIV-2 
infizier ist, insbesondere ·in den menschli· 
chen T4-Lymphocyten oder In den per­
manenten Linien, die von diesen T4-
. Lymphocyten stammen, 

• sein isoelektrischer Punkt (pl) liegt in ei· 
nem pH-Bereich von 6,8 - 7;8, 

- es ist mit Oligosaccharidketten glykosy­
liert, die Ober den Stickstoff gebunden 
sind, 

• es ist in ionischen Detergentien stabll, 
lnsbesondere in 1 % SOS, in nicht-loni· 
schen Detergentien, insbesondere 2 % 
Triton®X-100, in 4 M Hamstoff, In Salzen 
und In Reduktionsmitteln, 

• es dlssozilert in vitro spontan · in zwei 
Glyl<oproteine -mitMolekulargewichten 
von etwa 140 kD, in einem pH-Bereich 
zwischen 4 und 5, 
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- nach lsolierung und Reinigung durch 
Gelelektrophorese dissoziiert es in einem 
Acetatpuffer in vitro in zwei Glykoprotei­
ne mit Molekulargewichten von etwa 140 
kD bei pH-Werten, die 6 entsprechen 
oder darunter liegen, 

- es zeigt nach der Reinigung an einer 
lmmunaffinititssiule vom Typ HIV-2 Se­
rum-SepharoseC!ll mlt spezifischen Anti­
klirpern, die aus Serum eines Patienten 
erhalten wurden, der mit einem mensch­
lichen Retrovirus vom Typ HIV-2 infiziert 
ist, aut einem 7,5%igen Polyacrylamid­
SDS-Gel in Gegenwart von 6 M Harnstoff 
eine Bande, die einem Molekulargewicht 
von 300 kD entspricht. 

3.. Antigenes Glykoprotein nach Anspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, daB es bei elner 
elektrophoretischen Analyse eines biologischen 
Mediums nicht gefunden wird, das aus viralen 
Partikeln besteht, die in dem spezifischen Kul­
turmedium von Zellen vorliegen, die durch ein 
menschliches Retrovirus vom Typ HIV-2 infi­
ziert sind, nach Markierung mit 35 S-Methionin 
(200 JJ.Ci/ml, 4 x 106 Zellen/ml) wahrend 18 
Stunden und Reinigung der erhaltenen Extrak­
te, die infizierte Zellen und deren entsprechen­
des Kulturmedlum enthalten, wihrend es unter 
den gleichen Bedingungen in den inflzierten 
Zellen selbst gefunden wird. 

4. Protein p200, das von dem Glykoprotein nach 
einem der AnsprUche 1 bis 3 stammt, gekenn­
zeichnet durch ein nicht-glykosyliertes Grund­
gerQst, das mit dem des Glykoproteins iden­
tisch ist, mit einem Molekulargewicht von etwa 
200 kD, und das sich von dem Glykoprotein 
durch die Abwesenheit von Glykosylierungsre­
sten unterscheidet. 

5. Gereinigtes Glykoprotein gp150, das in vitro in 
den Zellen eines Patienten nachgewiesen war­
den kann, der mit einem menschlichen Retro­
virus des Typs HIV-2 inflziert ist, gekennzeich­
net durch: 

- Molekulargewicht von etwa 150 kD, 
- das PeptidgerUst des Vorlfiufers des 

HUllglykoprotelns gp125, das von dem 
env-Gen des Genoms eines menschli­
chen Retrovirus vom Typ HIV-2 codiert 
wird oder von einem Retrovirus, dessen 
Glykoprotein der §uBeren HOiie von Anti­
kCSrpern aus dem Serum eines Patienten 
erkannt wird, der mit dam menschlichen 
Retrovirus vom Typ HIV-2 infiziert ist, 
insbesondere Antik6rper, die gegen 
gp125 gerichtet sind, 

- terminate Glucosereste auf einer Oligo­
saccharidkette. 

6. Antigene Zusammensetzung fOr die Diagnose 
s der Geg~nwart von Antik6rpern in den Zellen 

einer blologischen Probe eines Patienten, der 
mit einem menschlichen Retrovirus vom Typ 
HIV-2 infiziert ist, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie ein Protein oder ein antigenes Glykoprotein 

10 nach einem der AnsprUche 1 bis 5 umfaBt. 

7. Monoclonaler Antik6rper, dadurch gekenn-· 
zeichnet, daB er das Glykoprotein nach einem 
der AnsprUche 1 bis 3 erkennt, daB er aber die 

1s reifen HOllglykoproteine gp125 und gp36 nicht 
erkennt. 
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8. Monoclonaler Antik6rper, dadurch gekenn­
zeichnet, daB er ein Epitop erkennt, das auf 
dam Glykoprotein nach einem der AnsprUche 
1 bis 3 exponiert und fUr den Antik6rper zu­
glnglich ist, wobei das Epitop jedoch in den 
reifen Protelnen gp125 und gp36 in ihrer natUr­
lichen Konformation entweder nicht exponiert 
oder maskiert 1st. 

9. Antik6rper nach Anspruch 8, dadurch gekenn­
zeichnet, daB er auBerdem neutralisierend 
wirkt, insbesondere indem er die Bindung ei­
nes menschlichen Retrovirus vom Typ HIV-2 
an seinen Rezeptor hemmt, insbesondere an 
den T4-Rezeptor menschlicher Lymphocyten, 
die ihn tragen. 

10. Monoclonaler Antik6rper, dadurch gekenn­
zeichnet, daB er das Protein p200 nach An­
spruch 4 erkennt und daB er die reifen Glyko­
proteine gp125 und gp36 nicht erkennt. 

11. Monoclonaler Antik6rper, 'dadurch gekenn­
zeichnet, daB er ein Epitop des Proteins p200 
nach Anspruch 4 erkennt, wobei das Epitop 
jedoch entweder nicht exponiert oder maskiert 
auf deri Proteinen gp125 und gp36 und/oder 
auf dem Protein gp300 in ihrer natUrlichen 
Konformation vorliegt. 

12. Monoclonaler Antik6rper nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB er neutrallsierend 
wirkt, insbesondere, daB er die Bindung eines 
menschlichen Retrovirus vom Typ HIV-2 an 
seinen Rezeptor hemmt, insbesondere an den 
T 4-Rezeptor menschlicher Lymphocyten. 

13. lmmunogene Zusammensetzung, enthaltend 
ein Glykoprotein nach einem der AnsprUche 1 
bis 3 oder das Protein p200 nabh Anspruch 4, 
in. Verbindung mit einem pharmazeutisch ver-
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traglichen Vehikel geeignet fUr die Herstellung 
von lmpfstoffen. 

14. lmmunogene Zusammensetzung nach An­
spruch 13, cladurch gekennzeichnet, daB sie 
aus einem Protein und einem antigenen Glyko­
protein nach elnem der Anspl'Uche 1 bis 4 
zusammengesetzt ist, so daB die Verabrei• 
chung einer Dosis von 1 O bis 100 ILg pro kg 
m6glich ist. 

15. Verfahren zur Herstellung des antigenen Gly­
koproteins nach einem der AnsprUche 1 bis 3, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

- Lyse der Zellen, die mit einem menschli­
chen Retrovirus vom Typ HIV-2 infiziert 
sind, und Antrennung des Oberstandes 
u.nd des Zellextrakts, 
lnkubation des Zellextrakts undloder des 
Oberstandes auf einer lmmunaffinit§ts­
saule mlt einem lmmunabsorbens, das 
gereinigte Antikorper umfaBt, die vom 
Serum eines Patienten erhalten wurden, 
der mit einem menschllchen Retrovirus 
vom Typ HIV-2 lnfiziert ist, wobei diese 
Antikorper vorteilhafterweise an einen 
passenden Trager gebunden sind, in Ge­
genwart eines Puffers und fUr einen Zeit­
raum, der lang genug ist zur Bildung 
eines immunologischen Antigen-Antikor­
per-Komplexes, 
Waschen der Saule mit einem Puffer zur 
Entfernung der MolekUle, die nicht an 
den Trager gebunden werden, 
Auftrennung der eluierten Glykoproteine, 
Gewinnung der gesuchten antigenen Pro­
teine. 

16. Verfahren nach Anspruch 15 fUr die Herstel­
lung des Glykoproteins nach einem der An· 
sprUche 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, daB 
die Auftrennung der Glykoproteine durch Elek­
trophorese und durch Elektroelution der Protei­
ne erfolgt, die auf der Sliule zurOckgehalten 
warden. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 fUr die Herstel­
lung des Glykoproteins nach einem der An· 
sprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
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18. Verfahren tor die in vitro~Diagnose der Gegen­
wart von Antikorpern in. den· Zellen einer biolo­
gischen Probe eines Patienten, um eine even­
tuelle lnfektion mit einem. menschliche!l Retro­
virus vom Typ HIV·2 festzustellen, : gekenn­
zeichnet durch die folgenden Schritte: 

- lrikontaktbringen der biologischen Probe 
mit einem Antigen· nach einem der An­
sprUche 1 bis 5 oder einer antigenen 
Zusammensetzung nach Anspruch 6 un­
ter Bedingungen, die die Bildung eines 
immunologischen . Antlgen-Antik6rper­
Komplexes erlauben, 

- Nachweis des geblldeten .Antigen-Anti­
k6rper-Komplexes. 

19. Kit zum Nachweis von Antik6rpern in den Zel· 
len elner biologischen Probe eines Patienten, 
der mit · einem menschlichen Retrovirus vom 
Typ HIV-2 infiziert sein kann, gekennzeichnet 
durch folgende Bestandteile: 

- mindestens ein Protein und/oder ein anti­
genes Glykoproteln · nach einem der An­
sprOche 1 bis 5, 

- oder eine Zusammensetzung nach An­
spruch 6, 

- oder auch ein Gemisch dieser verschie­
denen Bestandteile und · 

- Mlttel, um die Reaktion zur Bildung des 
immunologischen Komplexes zwlschen 
den vorstehenden Antigenen und den ge­
gebenenfalls in der zu untersuchenden 
biologischen Probe vorhandenen Antik6r­
pern zu erm6glichen, insbesondere, falls 
notwendig, mit einem oder mehreren ln­
kubationspuffern, 

- eine Negativ-Kontrollprobe, 
- Mittel zum Nachweis des gebildeten An-

tigen-Antik6rper-Komplexes. 


