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_ Description

Linvention est relative 3 des antigénes précur-
seurs des glycoprotéines d'enveloppe d'un rétrovi-
rus humain HIV-2 et 2 des antigdnes croisant im-
munologiquement avec des anticorps monoclonaux
spécifiques reconnaissant los antigénes ci-dessus,
précurseurs des glycoprotéines d'enveloppe du ré-
trovirus HIV-2,

L'invention concerne plus précisément des
antigénes présents exclusivement lors de certaines
phases de I'évolution in vivo d'une infection due 2
un rétrovirus humain HiV-2. Ces anfigdnes sont
caractéristiques du processus de formation et de
maturation de fa glycoprotéine d'enveloppe de ce
rétrovirus, et sont en conséquence impliqués dans
le - développement et la protifération du rétrovirus

- HIV-2 et partant dans Ia propagation de l'infection.

Linvention a également trait & des anticorps
reconnaissant ces antigdnes, ainsi qu'a des com-
positions immunogénes contenant ces anticorps.

L'invention concerne en outre la préparation
dss antigénes précédents, ainsi que leur utilisation
pour le diagnostic d'une infection par un rétrovirus
humain HIV-2.

Des agents étiologiques responsables du déve-
loppement de syndrdmes de lymphadénopathies
(dont I'abréviation anglaise est SLA) ou concourant
au développement de ces syndrémes ou responsa-
bles du développement de syndrdmes d’immuno-
déficience acquise (SIDA) ont éié isolés, identifiés
et caractérisés.

On a désigné par HIV (abréviation anglaise de
Human Immunodéficiency Virus) plusieurs rétrovi-
rus humains susceptibles, dans certaines condi-
tions, de provoguer un SLA éventusllement relayé
par un SIDA chez I'homme.

Ainsi un premier virus dénommé LAV-1 ou
HIV-1 a &t isolé et décrit dans la demande de
brevet GB.83/24.800 correspondant 2 la demande
EP.84/401.834 du 14/09/84 publiée sous le numéro
0 138 667. Ce virus a également €16 décrit par
F.Barre Sinoussi. et al. dans Science, 220 n° 45-
99, 20, pages 868-871.

Des variants de ce virus HIV-1 désignés par
LAV ELlI et LAV MAL, ont également été isolés,
caractérisés et décrits dans la demande de brevet
EP.84/401.834.

L'isolement et la caractérisation de rétrovirus
appartenant & une classe distincte et n'ayant
qu'une parenté immunologique réduite avec les

 précédents, ont 6§ décrits dans la demande de

brevet européen n° 87/400.151.4. publie sous le
n* 239.425. Ces rétrovirus qui ont été regroupés
sous la désignation HIV-2, ont 616 isolés chez
plusieurs malades africains présentant des sympt6-
mes d'une lymphadénopathie ou d'un SIDA.
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L'étude de ces rétrovirus HIV lisolement et
'analyse de leurs séquences nucléotidiques, ainsi
gue la caractérisation de leurs protéines antigéni-
ques a permis d'effectuer des études de comparai-
son entre les différentes souches obtenues au- ni-
veau de leur parenté ou au contraire de leur spéci-
cité tant structurales que fonctionnelies.

Ces rétrovirus HIV-1 et HIV-2 ont également

été étudiés en comparaison avec un rétrovirus

d'origine simienne (désigné par I'abréviation SIV ou
STLV-II) ot cefte étude a permis de montrer une
certaine parenté entre les protéines et glycoprotéi-
nes du rétrovirus HIV-2 et de ses variants et celles
du rétrovirus SIV. Une parenté est notamment re-
marquée au niveau de la protéine d’enveloppe de
chacun de ces virus. On a en effet mis en évidence
des réactions immunologiques croisées entre la
glycoprotéine d'enveloppe du rétrovirus SIV et des
anticorps dirigés contre la glycoprotéine d'envelop-
pe du rétrovirus HIV-2, alors que cetie réaction de
croisement immunologique ne se produit pas entre
le rétrovirus SIV et le rétrovirus HIV-1 ni entre lés
rétrovirus HIV-1 et HIV-2,

Des résultats concernant la glycoprotéine d'en-
veloppe du rétrovirus HIV-2 codée par le géne env
du génome de ce rétrovirus ont été donnés dans la
demande de brevet europden n° 87/400.151.4.
{publiée sous le numéro 0 239 425) précitée. Dans
cette demande de brevet EP, cette glycoprotéine a
été désignée par I"abréviation gp140 par référence
& son poids moléculaire d'environ 140.000d. Il était
précisé toutefois que le calcul du poids moléculaire
était apprécié & = 10%. Dans une demande de
brevet France précédente (n® 86/03881 publige
sous le n* 2.596.063) un précurseur de la gp140
désigné par gp160 (poids moléculaire de 160Kd
10%) avait également été décrit.

Des investigations plus poussées relatives & la
glycoprotéine d'enveloppe du rétrovirus HIV-2 ont
été conduites et ont permis aux inventeurs de
réaliser d'autres mesures des poids moléculaires
donnés jusqu'a présent et en consSquence d'affi-
ner {es résuitats, & partir des intervalles de poids
moléculaires décrits ci-dessus. La glycoprotéine

externe d'enveloppe présents, dans les patrticules

virales de HIV-2 - dans les conditions opératoires
de la présente invention - un PM d'environ
125000d (elle sera désignde par gp125). Dans ces
mémes conditions opératoires, le précurseur déja
mis en évidence et désigné par gp160 dans la
demande de brevet FR 86/03881 a, selon les der-
niers résultats obtenus, un poids moléculaire d'en-
viron 140000d. Il sera donc mentionné par "gp140"
dans la présente demande de brevet.

Dans le cadre de l'invention; les inventsurs ont
mis en évidence I'existence de plusieurs phases de
développement conduisant & I'obtention de glyco-
protéines d'enveloppe sous une forme mature, ces
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glycoprotéines d'enveloppe matures comprenant
‘une glycoprotéine gpi25 et une glycoprotéine
gp36. Les inventeurs ont donc identifié différents
stades dans e déroulement du cycle de réplication
virale apparaissant lorsque des troubles pathogé-
nes se développent & la suite d'une infection par
un rétrovirus humain HIV-2. Les inventeurs ont sou-
ligné & ce propos l'importance de plusieurs étapes
se déroulant dans les cellules infectées par le
rétrovirus HIV-2 notamment dans les lymphocytes
T4 humains.

En paralldle, ils ont conduit des études similai-
res sur les cycles viraux des rétrovirus HIV-1 et
SIV. Ces dernidres études ont révélé des proprié-
s trdés spécifiques communes aux rétrovirus HIV-
2 et SIV et au contraire apparemment inexistantes
lors du cycle de réplication virale de HIV-1,

Liinvention fournit donc de nouveaux moyens
pour détecter une infection spécifiqguement attribua-
- ble & un rétrovirus humain HiV-2,

Au vu des derniers résultats obtenus, le cycle
viral propre aux rétrovirus HIV-2 et SIV apparait
comme un processus .complexe de réactions en
-chathe dont I'ensemble seul pourrait conduire 3 fa
formation de la glycoprotéine externs présente
dans I'enveloppe du rétrovirus HIV-2 sous sa forme
définitive. Lors de ce processus, différents précur-
soeurs antigéniques ont pu &tre reconnus, isolés et
‘identifiés. Tous possédent notamment une parenté
structurale fondée sur l'ossature peptidique de la
glycoprotéine d'enveloppe codée par le géne env
du rétrovirus HIV-2 décrit dans la demande de
brevet EP. précitée.

L'invention est donc relative 3 des protéines ou
4 des glycoprotdines produites 4 ia suite d'une
infection par un rétrovirus humain HIV-2 lors des
différentes étapes du cycle de formation et de
maturation de la glycoprotéine externe d'enveloppe

gp125 de HIV-2, ayant en commun l'ossature pep-

;‘*’ tidique de la glycoprotéine externe d'enveloppe du

-rétrovirus humain HIV-2 ou d'une glycoprotéine
présentant une réaction immunologique croisée
‘avec la susdite gp125 et différant au niveau de la
présence et/ou de la composition des chaes d'oli-
gosaccharides éventuslles.

‘Les caractéristiques spécifiques des protéines
ot glycoprotéines de l'invention sont acquises lors
de chaquo étape indispensable 2 Ia formation et &
la maturation de la glycoprotéine exterme d'enve-
- loppe mature du réirovirus humain HIV-2,

Grice 2 I'étude du cycle viral, les inventeurs
ont suggéré la possibilité d'intervenir lors d'étapes
. particuliéres de la formation des glycoprotéines
d'envelopps. mature du rétrovirus humain HIV-2,
donnant ainsi des moyens pour interrompre le dé-
roulement normal du cycle viral et remédier & la
propagation du rétrovirus infectioux pour I'nomme
ot pathogéne dans certaines conditions.
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En accord avec ce qui précdde, I'invention
concerne uns glycoprotéine rétrovirale antigénique
caractérisée en ce qu'il s'agit :

- soit d'une glycoprotéine, appelée- gp300,
ayant un .poids moléculaire (PM) d'environ
300Kd, et constituée par I'association de
deux unités d'une glycoprotéine gp140 pré-
curseur de la glycoprotéine d'enveloppe
gp125 codée par le gdne env du génomse
d'un rétrovirus humain du type HIV-2 suscep-
tible de provoquer un- SLA ou SIDA,

- soit du dimére du précurseur de la glycopro-
téine d'enveloppe d'un rétrovirus qui croise
immunologiquement avec des anticorps  diri-
gés contre ladite glycoprotéine gp300.

ll est remarqué que ls précurseur gp140- est
également lo précurseur de la gp38 d'un rétrovirus
humain de type HIV-2. Les inventeurs ont constaté
que ['association précitée des deux unités de
gp140 est une propriété intrinséque de leur ossatu-
re peptidigus.

La protéine antigénique gp300 est encore ca-
ractérisée par les propriétés suivanies :

- ofle est prdsente dans les cellules d'un
échantillon biologique d'un malade infecté
par un rétrovirus de la famille de HIV-2, no-
tamment dans les lymphocytes T4 humains
ou dans des lignées permanentes dérivées
de ces lymphocytes T4,

- son point isoélectrique (pl) est obtenu pour
un pH appartenant 2 lintervalle [6,8 - 7,8

- olle est glycosylée par des chaines oligosac-
charidiques lies & I'azote,

- olle est stable dans les déiergents ioniques,
notamment le SDS 1%, dans les détergents
non-ioniques, notamment - le Triton®X-100
2%, dans l'urée 4M, dans les sels forls et les
agents réducteurs,

- eolle se dissocie spontanément in vitro en
deux glycoprotdines d'un poids moléculaire
d'environ 140Kd entre pH 4-5,

- aprés isolement et purification sur gel d'élec-
trophorése, elle se dissocie dans un tampon
acétate in vitro en deux glycoprotéines d'un
poids moléculaire d'environ 140Kd pour des
valeurs du pH égales ou inférieures & 6,

- elle présente une bande d'élsctrophorése sur
gel de polyacrylamide SDS 7,5% en présen-
cs d'urée 6M, correspondant & un poids mo-
l8culaire de 300Kd apras purification sur co-
lonne dimmunoaffinité du type HIV-2 sérum-
Sépharose® contenant des anticorps spécifi-
ques obtenus & partir du sérum d'un patient
infecté par le rétrovirus humain du type HIv-
2. '

Les inventeurs ont remarqué que la formation
du dimére consistant en la gp300 est une étape
transitoire du cycle viral et vraisamblablement né-
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cessaire 3 la maturation des glycoprotéines d'enve-
- loppe du rétrovirus humain du type HIV-2. En effet,
la protéine antigénique gp300 ci-dessus est carac-
térisée on ce qu'elle n'est pas révélée par analyse
en électrophorése d'un milisu biclogique constitué
de particules virales présentes dans le milieu de
culture spécifique des cellules infectées par un
rétrovirus humain du type HIV-2 aprés marquags
avec de la ¥ S-méthionine (2001Ci/mi ; 4 x 108
cellules /mi) pendant 18 heures et purification des
extraits obtenus, contenant les cellules infectées et
- Jeur milieu de culture correspondant, alors gu'elle
ost révélde dans les mémes conditions dans les
susdites cellules infectées.

Ceci les a amenés & considérer la gp300 com-
me un précurseur transitoire spécifique des glyco-
protéines d’enveloppe finales. Cette propriété du
cycle viral d'un rétrovirus humain du type HIV-2
résultant dans I'obtention d'une protéine gp300, est

. . originale et inhabituslle par rapport aux connaissan-

ces acquises sur les mécanismes généraux de
formation de glycoprotdines contenant des chates
de glycosylation oligosaccharidiques liées sur
l'azote.

Par ailleurs, les inventeurs ont remarqué de
fagon tout A fait intéressante que la formation et la
maturation des glycoprotéines d'enveloppe du ré-
trovirus SV fait également intervenir une étape
de dimérisation conduisant & I'obtention d'une gly-
coprotéine du type de la gp300 précisément carac-
térisée pour un rétrovirus humain de type HIV-2.
Au contraire, I'observation paraliéle du cycle viral
du rétrovirus humain HIV-1 n'a permis de constater
aucune étape de dimérisation résultant dans la
formation d'une glycoprotéine apparentée 3 la
gp300.

Ces résultats indiquent de fagon tout & fait
surprenante que la formation d'un doublet {ou di-
mére) 3 partir du précurseur gp140 de la glycopro-
téine de l"enveloppe d'un rétrovirus humain du type
HIV-2 est une propriété spécifique de 'expression
du géne env des rétrovirus humains de type HIV-2
et SIV.

Cette constatation peut 8ire mise 2 profit dans
la recherche et ie développement de moyens pour
{e diagnostic sélectif d'une infection due & un rétro-
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 approptiés.

L'invention concerne également une protéine
présentant des caractéristiques identiques & celles
de la gp300 au niveau de Vossature peptidique
caractérisée en ce qu'slle est dépourvue de grou-
pes de glycosylation et en ce que son poids molé-
culaire est d'environ 200Kd.

Cetie protéine p200 sur laquelle on reviendra

au cours des exemples qui suivent a été mise en
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évidence lors d'une expérience de digestion avec
'endo-g-N-acétyiglucosaminidase H (désignés en-
core par "endo~-H"). Cefte protéine qui représente
la forme non glycosylée de la gp300 pourrait avoir
un intérét particulier du fait de I'existence éventuel-
le d'un épitope commun & la gp300 et 3 la p200,
qui s'avérerait peu antigénique dans la gp300 du
fait de la présence de chaines oligosaccharidiques
importantes pour la conformation finale de la gp300
mais néanmoins génante pour Paccessibilité & un
épitope intéressant.

Lors de I"étude du cycle viral, une autre glyco-

. protéine a été détectde ; il s'agit d'une glycoprotéi-

ne purifiée gp180, caractérisée en ce qu'elle est
détectée in vitro (uniquement dans des cellules
d'un patient infecté par un rétrovirus humain du
type HIV-2) aprés marquage de ces cellules avec
un traceur radioactif ajouté pendant une brdve pé-
riode, en présence d'un inhibiteur des enzymes
glucosidases, notamment la castanospermine,. puis
élimination de ce fraceur radioactif par lavage et
remplacement par des molécules non radioactives
préalablement & une étape de détermination de la
radioactivité sur des échantilions prélevés & diffé-
rents intervalles de temps, étape qui permset de
répérer ce traceur dans les protéines et glycopro-
téines formées aprds ledit marquage. L'observation
de la gp150 est réalisée aprés un temps égal ou
voisin de celui nécessaire & la détoction de la
9p300.

La glycoprotéine gp150 est encore caractérisée
par:

- un poids moléculaire d'environ 150Kd,

-~ Fossature peptidique du précurseur de la gly-
coprotéine d'enveloppe gp125, codée par le
géne env du génome d'un rétrovirus humain
du type HIV-2 ou d’un rétrovirus dont la giy-
coprotéine externe d’enveloppe est reconnue
par les anticorps d'un sérum de patient infec-
6 par ledit rétrovirus humain de type HIV-2,
notamment les anticorps dirigés contre la
gp125,

-~ des résidus glucose terminaux sur une chal-
ne d'oligosaccharides.

Les protéines et glycoprotéines précédemment
décrites et de préférence la gp300, se sont avérées
avantageuses pour l'utilisation dans des composi-
tions antigéniques pour le diagnostic de la présen-
ce d'anticorps dans les cellules d'un échantilion
biologiqgue d'un patient infecté par un rétrovirus
humain du type HIV-2, ces compositions étant ca-
ractérisées en c¢e qu'elles comprennent une protéi-
ne ou une glycoprotéine antigénique définie plus
haut.

Ces compositions sont particuliérement intéres-
santes dans la mesure ol elles permettent la for-
mation de complexes immunologiques du type
antigéne-anticorps avec des anticorps du sérum
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d'un patient infecté par un rétrovirus humain du
type HIV-2. En conséquence ces compositions
et/ou les antigdnes qu'elles contiennent seraient
avantageusement mises en oeuvre pour effectuer
le diagnostic spécifique d'une infection due & un

rétrovirus humain du type HIV-2.

. En outre, linvention se rapporte & des anti-
corps monoclonaux caractérisés en ce qu'ils recon-

"naissent la gp300 définie dans les pages précéden-

tes et on ce qu'ils ne reconnaissent pas la glyco-
protéine d'enveloppe op125 mature et la gp36 ma-
ture.

D'autres anticorps monoclonaux sont caractéri-
sés en ce qu'ils reconnaissent un épitope qui, dans

k/ la gp300 ci-dessus, est exposé et accessible 2

I'anticorps, cet épitope étant, cependant, soit non-
exposé, soit masqué dans les gp125 et gp36 matu-
res dans leur conformation naturelle.

-De tols anticorps monoclonaux peuvent aussi

- étre neutralisants, notamment en empéchant la

st

tixation d'un rétrovirus humain du type HIV-2 sur
son récepteur, en particulier sur le récepteur T4
des lymphocytes humains ‘qui le comportent.
Drautres anticorps monoclonaux intéressants
dans le cadre de l'invention reconnaissent la p200
définie ci-dessus et ne reconnaissent pas les gly-
coprotéines d'enveloppe gp125 et gp36 matures.
D’autres anticorps monoclonaux sont caractéri-
sés, en ce qu'ils reconnaissent un épitope dans la

_ p200, cet épitope étant cependant soit non-exposé,

soit masqué sur la gp125 et la gp36 et/ou sur la

\Jgp300 telles qu'obtenues dans leurs conformations

“naturelles.

Les anticorps monocionaux ci-dessus peuvent

-avoir des propriétés immunogénes et neutralisan-

tes, et interrompre la prolifération d'un rétrovirus

“humiain de type HIV-2.

-Plusieurs méthodes pour la production des
anticorps précédents peuvent convenir dans (e ca-
dre de la réalisation de l'invention. Par exemple, on
aura recours & des cultures en ascite chez les
animaux, notamment chez les rongeurs comme le
murin. On pourra également produire les anticorps
&4 partir de cultures cellulaires soit immobilisées ou
encapsulées ou encore en suspension. On utilisera
notamment la technique des hybridomes obtenus &
partir de la fusion de lymphocytes d'un animal
auquel on aura préalablement inoculé un rétraovirus
humain de type HIV-2. Des lymphocytes de I'ani-
mal infecté sont alors prélevés et fusionnés avec
des cellules myelomateuses cholsies, pour former
des hybrides sélectionnés ensuite pour leur capaci-
t6 & produire des anticorps spécifiques dirigés
contre les protéines et glycoprotéines antigéniques
décrites plus haut.

Ces anticorps monoclonaux produits seront par

-~ exemple utilisés pour inactiver les protéines et/ou

glycoprotéines avec lesquelles ils forment un com-
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plexe immunologique ou encore pour Ieur-"capacité
4 empécher le déroulement normal de la formation
des glycoprotéines finales de I'enveloppe d'un ré-
trovirus humain de type HIV-2. De plus, étant don-
né la parenté de l'ossature peptidique des protéi-
nes et glycoprotéines de [l'invention, les anticorps
monoclonaux formés contre ces glycoprotéines,
notamment contre la gp300, la p200. pourraient
s'avérer efficaces contre la gp125.

Une autre application éventuslle de ces anti-
corps consisterait par exemple. dans la détection
d'antigdnes viraux dans des préparations biologi-
ques ou encore dans la purification de protéines
st/ou glycoprotéines par exemple sur colonne d'af-
finité.

D'une fagon générale, I'invention n'est pas limi-
tée & des glycoprotéines et protdines telles gque
décrites précédemment lorsqu'elles sont obtenues
& partir du seul rétrovirus humain du type HIV-2,
Elle engliobe au contraire des protéines et giyco-
protéines présentant des propriétés antigéniques,
immunologiques, voire immunogénes en commun
avec les protéines et glycoprotdines ci~dessus dé-
crites, ces protéines et glycoprotéines pouvant
alors &tre définies par exemple par leur capacité a
8iro reconnues par des anticorps dirigés spécifi-
quement contre les protéines correspondantes ca-
ractéristiques d'un rétrovirus humain du type HIV-2,

Cette remarque - s'applique- par exemple aux
glycoprotéines gp300 et autres précurseurs de la
glycoprotéine externe d'enveloppe d'un rétrovirus
SV dont le cycle viral étudié par les inventeurs
a moniré des propriétés communes avec:les pro-
téines et glycoprotéines précitées d'un rétrowrus
humain du type HIV-2.

L'invention est également relative & une com-
position immunogéne contenant une glycoprotéine
gp300 telle que définie ci~dessus en association
avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable
approprié pour la préparation de vaccins.

Une composition immunogéne ainsi formée est
dosée en protdines et/ou glycoprotéines antigéni-
ques de fagon & permetire 'administration d'une
dose de 10 & 1001g par kilogramme.

L'invention concemne encore un procédé de
préparation de la glycoprotéine antigénique gp300
caractérisé par les étapes suivantes :

- lyse de cellules infectées par un rétrovirus
humain du type HIV-2 et séparation du surna-
geant ot de 'extrait celiulaire,

-~ Incubation de P'exirait cellulaire et/ou du sur-
‘nageant sur une colonne d'immunoafiinité,
sur laquelle est déposé un immunoadsorbant
renfermant des anticorps purifiés, tels qu'ob-
tonus & partir du sérum d'un malade infecté
par le rétrovirus humain d type HIV-2, fids
sur un support adapté, en présence d'un
tampon et pendant un temps suffisamment
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long pour obtenir la formation d'un complexe
immunologique antigéne-anticorps,

- lavage de la colonne avec un tampon pour
éliminer les molécules non retenues sur le
support,

- résolution des protéines €ludes, par exemple
retenues par électrophorése et par électroélu-
tion,

- récupération des protéines antigéniques re-
cherchées.

Les cellules infectées auront pu étre prélevées
chez un patient infecté par un rétrovirus humain du
type HIV-2. Elles auront également pu &tre obte-
nues in vitro & partir d'une culture de cellules
infectées par HIV-2. De telles culitures cellulaires
peuvent 8tre réalisées sur des lignées CEM.

Un autre procédé pour la préparation de cette
glycoprotéine est obtenu par analogie avec le pré-
cédent l'étape d'électroélution étant cependant
remplacée par les étapes suivantes :

- élution des protéines fixées sur la colonne
d'immunoaffinité ci-dessus,

- purification des produits ainsi élués sur une

" colonne de chromatographie contenant, fixés
sur le support de séparation des anticorps
monoclonaux dirigés contre la gp300,

Dans un mode de réalisation particulier
de l'invention la lyse des cellules infectées
est réalisée dans une solution détergents, les
anticorps compris dans ['immunoadsorbant
sont fixés sur des billes d'agarose et on
opére en présence d'un tampon d'accrocha-
ge.

L'invention vise également un procédé pour le
diagnostic in vitro de la présence d'anticorps dans
les cellules d'un échantillon biologique d'un patient,
en vue de vérifier une infection éventuslle par un
rétrovirus humain du type HIV-2, caractérisé par :

- la mise en contact de cet échantillon biologi-
que avec un antigéne décrit ci-dessus, ou
une composition antigénique de Vinvention,
dans des conditions autorisant la formation
d'un complexe immunologique du type anti-
géne-anticorps.

- la détection du complexe antigéne-anticorps
forme. L'échantillon biologique sur lequel est
effactué le diagnostic peut &tre un fluide bio-
logique, notamment un sérum, un extrait de
tissu biologique, dés lors qu'il est susceptible
de contenir des cellules infectées par un ré-
trovirus humain de type HIV-2.

Un tel procédé peut étre d'une mise en ceuvre
particulidrement intéressante dans fa mesure ol il
permetirait de détecter d'une fagon précoce une
infection due 2 un rétrovirus humain de type HIV-2
" ou & un rétrovirus apparenté, dds lors que les
inventsurs ont mis en évidence I'apparition de la
gp300 & un stade précoce du cyle de réplication
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virale du rétrovirus responsable de l'infection:

Pour fa mise en oeuvre du procédé de dia-
gnostic précédent, les inventeurs ont congu un
nécessaire ou kit pour la détection d'anticorps dans
les cellules d'un échantillon biologique d'un patient
susceptible d'étre infecté par un rétrovirus humain
de type HIV-2, caractérisé en ce qu'il comprend :

- au moins une protéine et/ou une glycoprotéi-
ne antigénique précédemment décrite ou

- une composition élaborée 3 pariir de ces
composants, ou encore un mélange de ces
différents constituants et

- des moyens permettant la réaction de forma-
tion du complexe immunologigue entre les
antigénes ci-dessus et les anticorps éventuel-
lement présents dans I'échantillon biologique
3 tester, notamment si besoin un ou plusleurs
tampons d'incubation,

= un échantilion de contrBle négatif,

- des moyens pour la révélation du complexe
antigéne-anticorps formé.

Ayant maintenant déterminé les différentes éta-
pes de la formation du rétrovirus infectieux HIV-2,
ainsi que limportance de certaines d'entre elles
dans le développement de linfection, les inven-
teurs ont suggéré ["Slaboration d'une composition
pharmaceutique caractérisée en ce qu'slle com-
prend au moins un inhibiteur des glucosidases |
etlou ll, notamment la castanospermine ou la
deoxyjirimicyne, ou un mélange de ces inhibiteurs
en une dose suffisante pour bloquer P'élimination
des résidus glucose terminaux des chaines oligo-
saccharidiques de fa glycoprotéine gP150 lors du
cycle viral, en association avec un excipient phy-
siologiquement acceptable.

D'autres caractéristiques et avantages de Tin-
vention apparaftront & la lecture des exemples qui
suivent ainsi que dans les figures dont la légende
est donnée ci-aprés :

La figure 1 composée des figures 1A et 1B
représente les glycoprotéines d'enveloppe de HIV-
2:

- Figure 1A : Comparaison des protéines de haut
poids moléculaire de HIV-1 et HIV-2,

Des cellules CEM infectées avec HIV-1 ou HIV-
2 ont 6 marquées avec la 35S-méthionine
(200p.Ci/m! ; 4 x 10° cellules/ml) pendant 18 heu-
res. Des extraits de cellules infectées (CELL) et
leur milieu de culture correspondant (SN) ont été
purifiés sur des colonnes d'immunoaffinité spécifi-
ques : colonne HIV-1 sérum-Sépharose, spécifique
des protéines de HIV-1 (Krust et al.,1988) et colon-
ne HIV-2 sérum-Sépharose, spécifique des protéi-
nes de HIV-2 (voir "procédures expérimentales™).
Les protéines purifiées ont 6 analysées par éSlec-
trophorése sur gel de polyacrylamide-SDS 7,5%
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contenant de I'urée 6M.. Un fluorographe du gel est

" présenté sur la figure 1A. Les tailles des protéines
de HIV-1 et de HIV-2 sont indiguées sur la gauche
et sur la droite des lignes. La p68 et la p55 sont
respectivement les transcriptase inverse et ls pré-
curseur de gag. La gp160 et la gp120 sont respec-
tivernent la glycoprotéine précurseur de l"envelop-
pe de HIV-1 et son produit de clivage. La gp300, ia
gp140 et la gp125 sont les précurseurs de la
glycoprotéine et le produit de clivage de la protéine
“d'énveloppe de HIV-2.

- .Figure 1B : Identification des glycoprotéines de
HivV-2:

Des cellules CEM infoctées par HIV-2 et des
lymphocytes T ont été marquées avec de la 3H-
glucosamine (200 uGCifml ; 4 X 10° cellules/mi)
- . pendant 18 heures. Des extraits de cellules infec-
{ . tées (ligne C) et lo milieu de culture contenant le

A virus (ligne V) ont ét8 purifiés sur colonne HIV-2
sérum-Sépharose et les protéines marquées ont
été analysées par slectrophorése des glycoprotdi-
nes de HIV-2 synthétisées dans les cellules CEM
sur gel 7,5%. Dans la ligne la plus & gauche,
‘I'électrophorése sur gel d'acrylamide 12,5% mon-
tre la présence de-la gp36. Cette partie de la figure
a di &tre surexposée pour mettre en évidence la
gp386, c'est pourquoi la gp140/125 est résolus sous
forme d'une bande épaisse.

N _k/_'-_Figure,z : Analyse de Pelectrophorése sur gel en
o deux dimensions, des _glyooprotéines de HIV-2.

Les glycoprotéines gp300, gp140 et gp125 pu-
rifiées A partir de cellules CEM infectées par HIV-2
(CELL) ont éi6 marquées avec la % S-méthionine.
Les glycoprotéines, ainsi que le milieu de culture

' o contenant le virus, ont 6t analysés (SN représente

le résultat obtenu avec le milieu de culture ; les
conditions de préparation sont semblables 2 celles

- de la figure 1A pour: I'électrophorése sur gel en

" deux dimensions (voir "procédures expérimenta-
les"). Le gradient de pH de la focalisation isoélec-
trique (premigre dimension) correspond & celui qui
a ét¢ donné. En seconde dimension, les protéines
ont 6t résolues sur gel de polyacrylamide-SDS &
7.5% contenant de l'urée 6M. Des fluorographes
des gels sont représentés sur la figure 2.

- Figure 3 : Dissociation de la_protéine gp300
native {(a) et dénaturée (b et c).

a/ -.Des exiraits de cellules CEM infectées par
HIV-2 et marquées & la 35S-méthionine ont éié

__purifiés sur colonne HIV-2 sérum-Sépharose.
‘Cet - échantilion - a ensuite été divisé en doux
parties aliquotes égales :
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'une a été incubée dans un tampon d'accrocha-
ge (ligne 1) alors que l'autre a été incubée dans
un tampon contenant 30mM d'acétate de so-
dium & pH4,0, 0,2mM PMSF, 100 unités/mi
d'aprotinine et 5mM de S-mercaptoéthanol . (li-
gne 2). Aprds 1 heure & 37°C, le milieu acide a
été neutralisé et les deux échantillons ont &té
analysés par électrophordse.
b/ - La gp300 marquée 2 la %5 S-méthionine,
purifiée et lyophilisée a été suspendue dans un
tampon d'acétate de sodium (100 ul) & pH 4
comme indiqué plus haut (ligne 2). Des incuba-
tions ont été conduites pendant 30 minutes 2
37°C avant I'addition & deux reprises d'un tam-
pon d'électrophorése contenant de l'urée 2M.
Les résultats de la ligne 1, correspondent & la
gp300 lyophylisée directement suspendue dans
le tampon d'électrophorése.
¢/ ~ La gp300 marquée par la 3 S-méthionine,
purifiée et lyophilisée a 618 suspendue dans une
solution contenant 30mM Tris-HCI, 0,2mM
PMSF et 100 unités/ml d'aprotinine et tampon-
née avec HCl & pH 75 ; 70 ; 65 ; ot 60
(comme indiqué sur la figure). Aprés 60 minutes
& 37°C on a ajouté & deux reprises un tampon
d'électrophorése et les échantillons ont ét8 ana-
lysds par électrophorése.
Des fluorographes de ces gels sont montrés en
a, b et ¢. Dans la section ¢, la bande caractéristi~
que de la gp300 est dissocide en gp140 cette
dissociation pouvant &tre quantifiée par réalisation
d'un scanner densitométrique de ce fluorographe.

- Figure 4 : Digestion des glvcoprotines de HIV-2
avec Endo-H. '

Les glycoprotdines gp300, gp140/gp125 et
gp125, purifiées et lyophylisées (voir "procédures
expérimentalos”™) ont 618 suspendues dans un tam-
pon contenant du ciirate de sodium 150mM 3 pH
55 : 0,1% SDS (wh), 0,5mM PMSF avant d'étre
chauffées pendant 2 minutes & 90°C. Des parties
aliquotes de ces échantillons ont 6té incubdes (2
heures 30°C) sans endo-H (ligne 1) ou avec 0,4
(ligne 2), 2 (ligne 3) et 10 {ligne 4) milli-unités de
Endo-H. ' .

Toutes ces réactions ont été arrétées par addi-
tion de tampon d'électrophordse & deux reprises.
L'électrophordése était réalisée comme décrit pour
la figure 1. Des fluorographes des différents gels
ont été présentés. Les fléches p90 et p8O sur fa
droite indiquent la position du produit de digestion.

Les conditions pour la digestion endo-H ont-été
* décrites par Tarentino et al. 1974.
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- Figure 5.: Marquage isotopique des glycoprotéi-
nes de HIV-2 avec le 14%-mannose ou le 2H-fuco-
se.

Does cellules infectées par HIV-2 ont ét€é mar-
quées pendant 18 heures avec du 14%mannose
(25 uCifmi ; 4 X 10° cellules/mi) ou 3H-fucose (200
uCiiml ; 4 X 105 celiules/ml). Des extraits des

" cellules infectées (ligne C) et du milieu de culture

contenant le virus (ligne V) ont &8 purifiés sur
~ colonne HIV-2. sérum-Sépharose. Les glycoprotéi-
nes marquées ont ét¢ ensuite analysées par élec-
trophorése sur gel de polyacrylamidse. Le fluorogra-
phe est présenté 2 la figure 5. '

- Figure 6 : Inhibition de la glycosylation lide 2
l'azote par {a tunicamycine.

Des cellules infectées par HIV-2 en I'absence
de tunicamycine (ligne C) ou en présence (ligne
TM) de tunicamycine (2 wg/mi) ont été marquées
avec la 35S-méthionine (cadre intitulé 33S-met ; 200
1Cifm) ; 4 X 105 cellules/m) ou avec la 3H-glucosa-
mine {cadre infitulé 3H-GLcNAc ; 200 nCifm! ; 4 X
10° collules/ml) pendant 16 heures. Les cellules
traitées avec la tunicamycine ont tout d'abord été
incubées (37 ° C) avec l'antibiotique (2 w.g/mi) pen-

dant 2 heures avant d'étre marquées avec la 8- -

-méthionine ou la 3H-glucosamine.. Des extraits de
cellules infectées (CELL) of du milieu de culture
contenant le virus (SN) ont été purifiés sur colonne
HIV-2 sérum-Sépharose et analysés par électro-
phorése sur gel de poiyacrylamide 7,5%. Des fluo-
rographes de ces gels sont présentés. Les posi-
tions du précurseur non glycosylé de l'enveloppe
{p90/80) et du dimére non glycosylé (200Kd) sont
indiquées par de petites fléches sur la droite. Les
protéines 90/80Kd et 200Kd n'incorporent pas la
3H-glucosamine  (cadre SH-GIcNAc, -CELL ligne
T™).

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

Des cellules CEM infectées par HIV-2 ont été
marquées (16 heures, 37 °C) avac la ¥ S-méthioni-
ne (200 uCi/ml ; 4 X 10° cellules/ml) en I'absence
d'inhibiteur de coupure (lignes T) ou en présence
d'un - inhibiteur de coupure des oligosaccharides
1mM bromoconduritol (lignes Bro) ; TmM castanos-
permine (lignes Cast.) ; 10 ug/ml swainsonine (li-
gnes Sw) ; 3mM deoxynojirimycine (lignes dNM) et
1mM deoxymannojirimycine (lignes dMM). Des ex-
traits des cellules infectées (cadre intitulé CELL) et
du milieu de culture contenant les patticules virales
(cadre SN) ont ét purifiés sur colonne HIV-2 sé-
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. rum-Sépharose pour identifier les glycoprotéines

virales gp125, gp140, gp300 dans les cellules in-
fectées et gp125 dans les milieux de culture. Tous
les échantillons ont 616 analysés par électrophoré-
se sur gel de polyacrylamide 7,5%. Afin de mon-
trer que llinhibition de la production de la gp125 -
par fes cellules traiiées avec différents inhibiteurs
est spécifique de la glycoprotéine virale, le milisu
de culture a été testé, conduisant & la détection de
la présence de la protéine du noyau, p26, par un
test d'immunoprécipitation faisant intervenir un sé-
rum séropositif pour HIV-2 (Clavel et al.,1986a,
1987). La p26 a été analysée par électrophorése
sur gel de polyacrylamide (12,5%). Les figures
représentent le fluorographe montrant seulement
une seule partie de chaque gel.

- Figure 8 : Effet de la castanospermine et de la
monensine sur le processus de formation des gly-
coprotéines de HIV-2.

a/ - Des expériences de mardua’ge par un tra-
ceur radioactif pendant un temps court ‘suivi
d'une élimination de ¢e traceur ot de son rem-
placement par des molécules non radioactives
{expérience de "pulse-chase") ont été conduites
4 partir de cellules CEM infectées par HIV-2 en
I'absence de castanospermine (contrSle) ou en
présence de castanospermine 1mM (Cast.).
ContrSle : Les cellules infectées ont été in-
cubées pendant 1 heure & 37°C dans un milisu
dépourvu de méthionine avant un marquage
pendant une période brdve de 15 minutes avec
la 358-méthionine (200 uCi/ml ; 4 X 10° cellu-
les/mi ligne 1). Le traceur radioactif éliminé et
remplacé par le milieu de culture contenant de’
la methionine froide 5mM pendant 0,5; 1.5 et 3
heures (résultat rapporté dans les lignes 2, 3 et
4, rospectivement). Cast. : Les cellules CEM
infectées par HIV-2 ont été incubdes (une heure
a 37°C) dans un milieu dépourvu de méthionine
contenant de la castanospermine, avant un mar-
quage rapide pendant 30 minutes avec de la
35 8-méthionine). Ces cellules ont ensuite été
suivies aprés élimination du fraceur radioactif et
remplacement par des molécules non radioacti-
ves comme décrit plus haut, mais en présence
de castanospermine pendant 0,5 ; 1,5 st 3 heu-
res (lignes 2, 3 et 4, respectivement).

b/ - Des expériences de marquage par un tra-
coeuwr radioactif et suivi de ce traceur dans les
conditions décrites ci-dessus dans les cellules
infectées par HIV-2 en I'absence de monensine
{conirSle) ou en présence de monensine 1 uM
ont ét8 réalisées. Des cellules infectées avec ou
sans la monensine ont été incubdes (1 heurs,
37°C) dans un milieu dépourvu de méthionine
avant d'étre marquées pendant une période bré-
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ve (30 minutes) avec la 3 S-méthionine (ligne 1).
Les cellules marquées ont éié ensuite suivies
dans ie milieu de culture contenant de la mé-
thionine froide 5mM pendant 0,5 ; 1.5 et 3
heures (lignes 2, 3 et 4 respectivement).

Des extraits ont été purifiés sur colonne HIV-2
sérum-Sépharose et les protéines marquées ont
é1é analysédes par électrophorése sur gel de polya-
crylamide 7,5%. Les résultats sont présentds sur
des fluorographes. La p55 représente la précurseur
de gag ‘dans la section A, ligne 1.

- Flgure 8 : Précurseurs des olygoprotéines de SIV.

\J Des cellules HUT-78 infectées par SIV ont 6t6

9

" contenant SIV (lignes V) ont été purifiés sur colon-

(200 uGiful ;

marquées (16 heures, 37 *C) avec la 3 S-méthioni-
ne (200 uCifl ; 4 X 105 cellules/ml), 3H-fucose
4 X 108 cellules/mi), et *C-mannose
(256 uCinl; 4 X 10° celiules/ml). Des extraits de
cellules infectées (lignes C) et de milisu de culture

ne de HIV-2 sérum-Sépharose. Un sérum positif
pour HIV-2 a ét8 utilisé pour effectuer la réaction
d'immunoprécipitation des protéines de SIV, puis-

-que les protéines de HIV-2 et de SIV présentent

des réactions immunologiques croisées. Tous les

_ échantilions ont été analysés par electrophordse

sur gel de polyacrylamide (7,5%) (voir "Procédures
oxpérimentales™). Un fluorographe des différents
gels est présenté. La mobilité électrophorétique de
la gp300sy et de la gp140gy correspond A celle

\/des glycoprotéines gp300 et gp140 de HIV-2. La

gp130gy @ une mobilité Iégérement supérieure 2
celle de la gp125 de HIV-2. La p55 marquée avec
la’ ®S-méthionine est probablement le précurseur

' _de gag de SIV.

- Figure 10 : Représentation schématique des éta-
pos de formation de la glycoprotéine d‘enveloppe
de HIV-2.

Le polypeptide de B0Kd synthétisé et glycosy-

. 16 donne lieu 3 la formation d'un "précurseur im-
‘mature de glycoprotémes gp150 qui est rapide-

ment déglycosylé par les glucosidases du réfi-

‘culum endoplasmique granuleux (RER). Une trans-

formation de I'environnement (notamment du pH)
ontrathe alors la dimérisation donnant lieu & la
formation de la gp300, "précurseur intermédizaire

“sous forme de dimére™. La gp300 est coupée par

les mannosidases du RER avant d'étre transporiée
dans I'appareil de Golgi. D'autres coupures de la
gp300 sont effectuées par les mannosidases du

" Golgi avant lo transfert de fucose et de résidus

. d'acides sialiques dans le Golgi-médial et dans le

trans-Golgi. Enfin, le dimére est dissocié en un
"orécurseur mature” gp135, en raison du pH acide
régnant dans le compartiment du réseau trans-
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Golgi (TGN). La gp135 est transporiée dans la
membrane plasmique et clivée par la proféase cel-
lulaire pour conduire 3 des glycoprotéines d'enve-
loppe matures de HIV-2, gp125 et gp36. La Tunica-
mycine (TM) inhibe I'assemblage des résidus doli-
chol-P-P-glycane ; la castanospermine (Cast.) et la
déoxynojirimycine (dNM) inhibent les glucosidases
du RER ; ia déoxymannojurimycine (dMM) inhibe
les mannosidases de Coupures dans le RER et
dans le cis-Golgi et dans le Golgi-médial ; la mo-
nensine inhibe le transport des glycoprotéines de
membrane et des protéines de sécrition A partir de
I'appareil de Golgi.

EXEMPLES

PROCEDURES EXPERIMENTALES

t - MATERIELS

L-(**S)Methionine (activité spécifiqus) 1000
Ci/mmol, L~(8-°H) Fucose (activité spécifique : 45-
70 Ci/mmol), D-(8-*H)Glucosamine (activité spécifi-
que : 20-40 Ci/mmol) et D-(U-'*C)Mannose (activité
spécifique: 200-300 mCi/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
été obtenus de Boahrmger-Mannheim (Mannheim,
RFA).

L'endoﬂ-N-aoetylgluoosammldase H a ét% ob-
tenue chez Calbiochem (San Diego, USA).

Les Ampholines proviennent de Pharmacia
(Uppsala, Suéde).

it - VIRUS ET CELLULES

Un isolat HIV-1ggy du virus d'immunodéficien-
ce humaine de type 1 (décrit par Montagniez et al
1984), un isolat de HIV-2pop du virus dimmunodé-
ficience humaine du type 2 (décrit par Clavel et al.
1986a) ot un virus d'immunocdéficience simien SIV-
macis2 {(décrit par Daniel ot al. 1985) ont été
utilisés dans cette étude.

Les différentes ligndes cellulaires et les lym-
phocytes humains ont éié cultivés dans un milieu
de suspension RPMI-1640 (GIBCO-BRL, Cergy-
Pontoise France) contenant 10% (v/v) de sérum de
veau foetal ; 2ug/mi de polybrene (SIGMA) ont été
ajoutés aux cultures cellulaires infectées par HIV.
Les cellules du clone CEM13 dérivent de la lignde
CEM de cellules lymphoides humaines (déposée &
I'ATGC sous le n* CCL119) et expriment I'antigéne
T4 3 un haut niveau. 5 jours aprés l'infection avec
Iisolat HIV-1gry ou avec l'isolat HIV-2pgp, environ
80-90% des cellules produisent des particules vira-
les et peuvent &ire identifides par des effets cyto-
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pathogénes correspondant & la vacuolisation des
collules ef & I'apparition de syncitia de petite taille.
La lignée cellulaire HUT-78 est une autre [i-

_gnée cellulaire de lymphocytes T4 humains positifs

{Gadzdar et -al. 1980), hautement permissive pour
la réplication de SIVmacis2 (Daniel et al. 1985).
Des lymphocytes périphériques du sang de don-

"neurs de sang sains ont 8¢ stimulés pendamt 3

jours avec 0,02% (w/v) de fraction P de phytohé-
magglutinine (DIFCO, Detroit, USA) dans un milisu
RPMI-1640, complété avec 10% de sérum de veau
foetal. Les cellules ont ensuite 61§ cultivéss sur un
milieu RPMI-1640 contenant 10% (v/v) de facieur

. de croissance de cellules T (TCGF,Biotest). Aprés

Finfection avec HIV-2, des lymphocytes ont éié
cultivés en présence de 10% (viv) TCGF et 2ug/ml
de Polybrene.

il - MARQUAGE METABOLIQUE DES CELLULES.

Pour le marquage métabolique des protéines,
des celiules infectées ont été incubdes pendant 16
heures & 37°C dans un milieu de culture MEM
{(abréviation anglaise de Minimum Essentiel Me-
dium) sans L-methionine ni sérum, mais complété
par 200uCi/m! de L(*S) méthionine. Pour le mar-
guage métabolique des glycoprotéines, des cellu-
les infectées ont été incubdes pendant 16 heures A
37+C dans un milieu de culture MEM sans sérum
ni glucose, mais complété par 200 Ci/ml H3-fucose
ot 200uCifm! de D-[6-H]-glucosamine ou 25u.Ci/ml
de *C-mannoss.

IV - CELLULES ET EXTRAITS VIRAUX

Des culots cellulaires correspondant 3 107 cel-

" lules ont été resuspendus dans 100ul du tampon

suivant : 10mM Tris-HCI pH 7,6, 150mM NaCl,
imM EDTA, 0.2mM PMSF, 100 unités par ml
d'aprotinine (Iniprol®, CHOAY) avant I'addition de
100 du m8me tampon contenant 2% (viv) de
Triton®X-100. Des extraits cellulairas ont ét¢ centri-
fugés & 12.000g pendant 10 minutes et le surna-
geant a ét6 conservé a -80°C jusqu'd utilisation.
Pour les préparations d'exirait viral, 1001l de 10X
tampon de lyse {(100mM Tris-HC! pH 7.6, 1,5M
NaCl, 10mM EDTA, 10% (v/v) Triton®X-100, 100
unités/ml aprotinine) ont ét¢ ajoutds par m! de
surnageant clarifié de cellules CEM infectées. Ces
Préparations ont été utilisées comme suit.

V - PREPARATION D'UN IMMUNOABSORBANT
AVEC DES ANTICORPS PRESENTS DANS LE
SERUM D'UN PATIENT SEROPOSITIF POUR LE
VIRUS Hiv-2.

Des immunoglobulines d'un sérum d’un patient
séropostifif pour HIV-2 ont été précipitées avec
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50% de (NH:)280,, dissous dans 20mM de phos-
phate de sodium (pH 8,0) puis purifiées sur une
colonne de cellulose DEAE (DE 52,Whatman) par
élution avec 20mM de phosphate de sodium (pH
8,0). Ces immunoglobulines ainsi purifiées ont été
jugées pures & 20%. Les anticorps ont ét6 ensuite
coupiés sur SEPHAROSE® CL 4B activé par CNBr
conformément & la technique décrite par Berg
{1977). Deux milligrames d'lgG ont été couplés par
ml de SEPHAROSE® CL 4B. Cet immunoabsor-
bant est désigné sous la référence "HIV-2 sérum
Sépharose”.

VI - LIAISONS DES PROTEINES HIV-2 SUR UNE
COLONNE D'IMMUNOAFFINITE.

Des exiraits cellulaires de cellules CEM produi-
sant HiV-2 ont tout d'abord été dilués dans deux
volumes de tampon d'accrochage (20mM Tris-HCI
pH 7,6, 50mM KCl, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1%
(viv) Triton X-100®, 20% (v/v) glycérol, 7mM mer-
captosthanol, 0,2mM PMSF, 100 unités/ml d'aproti-
nine) avant incubation avec un volume de "HiV-2
sérum-Sépharose”. Des surnageants de cellules
produisant le virus HIV-2 ont ét8 traités de la
méme fagon que les exiraits cellulaires excepié
qu'1/i0éme de tampon d'accrochage concentré
10X a été gjouté par volume de surnageant. L'éta- -
pe d'accrochage a éié conduite pendant 1 nuit,
puis la colonne a éte lavée suffisamment dans le
tampon d'accrochage. Les protéines fiées sur la
colonne ont été éludes en les faisant bouillir dans
un tampon d'électrophordse (125mM Tris-HCl pH
8,8, 1% (w/v) SDS, 2M urea, 20% glycerol, 1% §-
mercaptosthanol). Les protéines éluées ont 61
analysées sur gels d'electrophorése SDS-polyacry-
famide 7,5% confenant de I'urée 6M ef 0,1% de
bis-acrylamide au fieu de 0,2% (w/v).

Vil - ELECTROPHORESE PREPARATIVE.

Les glycoprotéines de HIV-2 éludes & partir de
la colonne d'affinité ont éié analysées par électro-
phordse sur gel de polyacrylamide comme décrit
précédemment et les régions du gel conienant les
glycoprotéines virales ont été coupdes par référen-
ce 2 la position des marqueurs protdiniques de
poids moléculaire pré-établi (BRL).

Los glycoprotéines ont ét6 éluées par incuba-
tion pendant 16 heures & 4°C dans un tampon
d'élution (0,iM NaHCOs, 0,5mM EDTA, 0,05%
{wiv) SDS, 0,2mM PMSF). Les fractions de glyco-
protdines ainsi obtenues ont été lyophilisées et
gardées au réfrigérateur jusqu'a leur utilisation.
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Vill - ELECTROPHORESE SUR GEL EN DEUX
DIMENSIONS.

Uns électrophorése sur. gel en dsux dimen-
sions a été réalisée de la fagon décrite par O'Farrel
(1975) avec les modifications suivantes : des pro-
téines marquées par la L(®S)-méthionine liées sur
une colonne de "HIV-2 sérum-Sépharose™ ont été
éludes on les faisant boulllir dans un tampon
d'électrophorése tel que décrit précedemment,
avant dilution dans un volume de tampon contenant

9,5M d'urée, 8% (v/v)-mercaptoéthanol, 1,6% (w/h)

d'ampholines & un pH situé dans l'intervalle 6,5-9,

. 0,4% (wiv) d'ampholines & un pH situé dans l'inter-

valle 3-10 et 100 unités/m} d'aprotinine.

EXEMPLE 1 - CARACTERISATION DES GLYCO-
PROTEINES gp300 et gp140.

Le schéma de résolution obtenu & partir de

' l'analyse électrophorétique sur gel en 2 dimensions

des glycoprotéines gp300, gp140 et gp125, mar-

-qué 3 la 8% -méthionine, montre que.la gp300 et la
.gp140.sont appareniées. Ces deux protéines pré-

sentent des dépdts distincts sur le gel mais elles
poss&dent un. point isoélsctrique (p!) identique pour
un pH variant de 6,8 & 7,8. Ces résultats sont
rapportés sur la figure 2. Cette similitude entre les
protéines gp140 et gp300 suggére que la gp300
est une forme dimérique de la gp140.

La gp125 présente moins d'hétérogénéité 2 la

- \_Jois dans les cellules infectées ot dans les parti-
cules virales et migre & un point isoélecirique par

does valeurs de pH situées entre 6,2 et 6,5.

Dans les cellules infectées on a remarqué la
présence de sous-entités mineures de la protéine
gp125 ayant un point isoélectrique pour des va-
leurs de pH situées. entre. 7,2 et 7,3. Celte demiére
catégorie de protéines n'est pas présente dans le
virion HIV-2, c'est pourquoi elle représente vrai-
semblablement une glycoprotéine non définitive-

- ment constitude.

La nature acide de la gp125 mature peut étre
due 2 ('acide sialique au niveau de certaines chaf

_ nes carbohydrates ajoutées lors de la maturation

de la glycoprotéine d'enveloppe.
La glycoprotéine d'enveloppe gp300 est trés

. stable puisqu'elle résiste & des détergents ioniques

(1% SDS) st non-ionique. (2% Triton X-100@), &
{'urde (2-6M), & des sels forts (1M NaCl) et 3 des
agents réducteurs (1% S-mercaptoethanol). Cepen-

dant, on a pu établir que ia gp300 peut &tre disso-

ciée dans un milieu & pH acide en formant deux

_ -glycoprotéines gp140. Dans ces expériences, des
_ protéines liées sur une colonne d'immunoafiinité

ont eté incubdes dans un tampon d'acétate 2 des
valeurs de pH variant entre 4 et 7. Ces échantillons
ont ensuite ¢ analysés par électrophorése sur gel
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de polyacrylamide. La figure 3A sur laquelle sont
rapportés les résultats montre qu'une bande de
gp300 est convertie en une bande correspondant &
la position de la gp140 lorsque I'échantillon est
incubé & pH4. D'autres expériences ont été mises
on oeuvre en utilisant des préparations purifiées de
gp300 obtenues & partir des gels d'électrophorése
préparative comme précédemment décrit. De tels
échantillons dénaturés de la gp300 ont été disso-
ciés complétement dans un fampon acétate & pH
8.0. Les résultats do ces essais sont rapportés sur
la figure 3B. L'efficacité de Ila dissociation de la
glycoprotéine gp300 purifiée est. vraisemblable-
ment due & I'abaissement du pH et 2 la présence
de résidus SDS dans I'échantillon lyophilisé, étant
donné que la glycoprotéine gp300 native liée sur
colonne n'était pas dissociable dans le méme tam-
pon A des valeurs de pH plus dlevdes que pH5.

Dans un tampon Tris-HCI la dissociation est
moins efficace. A pH 7,5 on remarque seulement
une dissociation faible de la gp300 sous forme de
gp140, ceci augmentant toutefols avec I'abaisse-
ment des valeurs du pH. Dans un tampon Tris &
pH 6,0, la dissociation était d'environ 80% comme
le montre la figure 3C. Lors de la dissociation de ia
gp300 pure, dans un autre tampon acétate ou Tris-
HCI aucune autre protéine que la gp140 n"a pu étre
détectée (les expériences ont 616 conduites sur gel
de polyacrylamide 15%). Ces résuitats indiquent
que la gp300 est une forme dimérique de la gp140,
elle-m8me précurseur de la glycoprotéine d'enve-
loppe de HIV-2. En conséquence, il apparaft vrai-
semblable que lors de la constitution de la glyco-
protéine d'enveloppe, deux molécules de gp140
participent 2 un mécanisme de fusion dépendant
du pH. '

EXEMPLE 2 - CARACTERISATION DES CHAINES
LATERALES D'OLIGOSACCHARIDES DES GLY-
COPROTEINES DE HIV-2.

Une digestion avec f'endo S-N-acetylglucosa- .
minidase H (endo H) a permis de mettre en évi-
dence pour les glycoprotdines de HIV-2 la présen-~
ce d'oligosaccharides liés sur I'azote (Tarentino et
al 1974). La gp300, le mélange de (gp140, gp125)
ot la gp125 seule ont é1é purifiés par chromatogra-:
phie d'affinité et électrophorése préparative (voir
les procédures expérimentales). Les échantillons
lyophilisés ont ét6 suspendus dans un tampon de
digestion endo H qui ne favorise pas la dissociation
de gp300 en gp140. , :

Apres digestion avec I'endo H, la mobilité élec-
trophorétique de ia gp300 correspond & cslle plus
faible d'une protéine de 200-250Kd. Une petite
fraction de gp300 dissociée en gp140 a été digé-
rée en donnant lieu & une protéine de 80Kd. Les
résultats sont rapportés & la figure 4, section
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gp300. L'échantillon contenant le mélange de
gp140, gp125 a été digéré par endo H en donnant
des protéines de 90 et 80Kd, alors qus la gp125
seule était convertie en une protéine de 90Kd lors
.de ceite digestion comme 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 &
des produits de poids moléculaires 80 et 90Kd
respectivement.

En effet, en marquant métaboliquement les cel-
" lules avec du *C-mannose et du 3H-fucose on a
montré l'incorporation de mannose dans la gp300,
la gp140 et la gp125 alors que seules la gp300 et
la gp125 étaient capables d'incorporer du fucose
{figure 5). Les résidus fucose sont normalement
- transférés sur des chaines d'oligosaccharides lors
d'un stade avancé du cycls de glycosylation, aprés
I'action d’enzymes de cohésion du réticulum endo-
plasmique et de I'appareil de Golgi (Kornfeld et
Kornfeld, 1985 ; Fuhrmann et al 1985).

Pour ces raisons on peut penser que selon
toute vraisemblance, la faible résistance & la diges-
tion avec V'endo H de la gp125 par rapport & la
gp140 est due 2 la conversion de certaines chal-
nes latérales d'oligosaccharides du type mannose
en des oligosaccharides complexes lors de la
transformation de la glycoprotéine d'enveloppe
(Kornfeld et Kornfeld, 1985). Le fait que la gp140
_ ne confienne aucun résidu fucose est en accord
avec le fait qu'slle constitue un précurseur de la
gp300 et de la gp125.

EXEMPLE 3 - EFFET DE LA TUNICAMYCINE,
INHIBITEUR DE LA GLYCOSYLATION SUR LA
FORMATION DES GLYCOPROTEINES DE Hiv-2.

Toutes les glycoprotéines porteuses d'cligo-
saccharides liés sur 1'azote regoivent leur chaine
oligosaccharidique GlcsMans-GlcNAcz-pp-Dolichol,
gréce & une réaction réalisée par la protéine-oligo-
saccharidyl transférase qui catalyse le fransfsrt en
bloc des chafes d'oligosaccharides sur des rési-
dus d'asparagine (voir les références Kornfeld et
Kornfeld 1985). La Tunicamycine bloque une telle
glycosylation liée 2 I'azote en inhibant la produc-
tion de WN-acétyiglucosamine pyrophosphoryidoli-
chol, premigre étape dans I'assemblage des oligo-
saccharides liés par les lipides (Li et al. 1978 ;
Heifetz ot al. 1979). En présence de 2 ug/ml de
tunicamycine, la totalité de la glycosylation liée sur
I'azote, des glycoprotéines d'enveloppe de HIV-2
dans les cellules infectées est bloquée. Ce résuiltat
ost démontré par l'absence d'incorporation de *H-
glucosamine dans les glycoprotéines virales gp300,
gp140, gp128 (figure 6), Dans ces conditions expé-
rimentales, la synthdse de protdine n'a toutefols
pas é1é affectée dans les cellules infectées, traitées
par de la tunicamycine. De telles cultures mar-
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quées avec des Isotopss de la 3 S-méthionine pré-
sentent deux protéines majeures de poids apparent
200 ot 80-90Kd, migrant en de larges bandes (figu-
re 8). Le poids moléculaire de ces protéines coinci-
de avec les produits de la digestion par I'endo H
des gp300, gp140 et gp125 (figure 4), suggdrant
que les protéiries de poids moléculaire 200Kd, 80~
90Kd correspondent & des formes non glycosylées
des glycoprotéines d'enveloppe de HIV-2.

Le poids moléculaire de la protéine de 80-90Kd
correspond au poids moléculaire attendu du pré-
curseur de ['enveloppe de HIV-2 non glycosylé,
estimé & partir de sa séquence d'acide nucléique
(Guyader et al. 1987). La glycoprotéine de 200Kd
est probablement la forme dimérique du précurseur
d'enveloppe non glycosylé. Ces résultats confir-
ment que les protéines d'enveloppe de HIV-2
contiennent des chaines polysaccharidiques liées &
l'azote. Oufre l'inhibition de la glycosylation, un
traitement 2 la tunicamycine inhibe la formation et
I'exportation de la glycoprotéine d'enveloppe puis-
que la protéine de 80-90Kd n'a pas été mise en
évidence dans le milisu exira-cellulaire, comme lo
montre la figure 6, ligne SN.

Les résultats de ces expériences nous permet-
tent de supposer que les chates de glycosaccha-
rides des protéines d'enveloppe de HIV-2 sont
vraissmblablement impliquées dans le transport
cellulaire 2 travers {'appareil de Golgi. L'absence
de formes non glycosylées de la protéine d'enve-
loppe dans le milieu extra-cellulaire de celiules
traitées par la tunicamycine pourrait éventusllement
étro due & sa dégradation rapide. De nombreux
rapports ont suggéré que de fagon générale, la
forme non-glycosylée d'une protéine est plus sen-
sible & l'action des protéases que sa forme glyco-
sylée (Olden et al. 1978 ; Schwartz et al. 1976). En
accord avec ces résultats, les protéines de petit
poids moléculaire présentes dans les cellules mar-
quées par la 35 S-méthionine cultivées dans la tuni-
camycine représentent probablement des produits
de dégradation partielle de fa protéine d'enveloppe
non glycosylée {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 liés par I'asparagine
(GlcsMans GIcNAC:2) des glycoprotéines subissent
des modifications extensives ou une tranformation
a la suite de leur attachement aux protéines. (voir
Kornfeld et Komfeld, 1985). Les réactions d'élimi-
nation des extrémités glucose st mannose par les
enzymes ont lleu dans le lumen du réticulum endo-
plasmique granuleux (RER) et dans l'appareil de
Golgi par action de mannosidases et de glucosida-
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ses spécifiques.

On peut intervenir sur -la transformation des
chaines d'oligosaccharides des glycoprotéines en
utilisant des inhibiteurs spécifiques des glucosida-
ses et des mannosidases (rapporté par Schwarz et
Datema, 1984 ; Fuhrmann et al. 1985). Dans ces
axpériences, on a utilisé différents inhibiteurs de
jonction pour investiger la localisation des précur-
seurs de la glycoprotéine de HIV-2 et aussi pour
étudier le rSle dé la glycosylation dans la transfor-
mation du précurseur de .l'enveloppe. Les inhibi-
teurs utilisés sont les suivanis la castanospermine,
alcaloide de plante qui inhibe la glucosidase 1 (Saul
et al 1983) ; la déoxynojirimycine (dNM), analogue

\/ de glucose qui inhibe les glucosidases ! et Il assu-

rant I'élimination des extrémités glucose (Lemans-
ky et ai. 1984) : un déoxymannojirimycine (dMM),

analogue de mannose qui inhibe les réactions cata~

lysées par la mannosidase (Fuhrmann et al, 1984) ;
. le bromoconduritol (6-bromo-3,4,5-rihydroxycyclo-

s ‘hex-1-ene) qui inhibe la glucosidase I} (Datema et

al, 1982) ; la swainsonine, alcaloide indolizidine qui
inhibe la mannosidase !l de I'appareil de Golgi
‘(Tulsiani et al. 1982). '

Les cellules infectées par HIV-2 marquées par
des isotopes de la 3 S-méthionine en {"absence ou
en présence de différents inhibiteurs de jonction et
de protéines intra-collulaires et extra-cellulaires ont
été purifiées par chromatographie d'affinité {figure
7). On a vérifié que les cellules infectées contien-
nent la gp300, fa gp140 et la gp125, alors que

\seite la gp125 est obseivée dans le milieu extra-

“‘cellulaire (les résultats sont rapporiés sur la figure
7, sections “cellules” et SN, lignes T). Dans les
- cellules fraitées avec la castanospermine ou le
dNM, on a noté un taux normal de gp300, I'absen-
ce do gp125 et une petite quantité d'une protéine
de 150Kd qui correspond probabblsment & la for-
me glycosylée de la gp140. En conséquence, dans
de telles coellules la transformation de la glycopro-
-téine d'enveloppe a été bloquée puisqu'aucuns
gp125 n'est détectée dans le miliou extra-cellulaire
malgré la production de p26, protéine du noyau de
HIV-2 (figure 7, lignes Cast. et dNM). '
Ces résultats montrent gue I'enldévement des
résidus glucose terminal des chafhes d'oligosac-
charides du précurseur de la glycoprotéine d'enve-
loppe est nécessaire pour sa transformation et le
clivage par la protéase cellulairs. Le bromoconduri-
tol qui agit sur la glycosidase I, inhibait aussi & 70-
90% Ia production normale de gp125, mais les
taux de gpi40 et gp300 restaient normaux (figure
7, lignes Bro.). Au contraire de la castanospermine
et du dNM (qui_inhibent I'snldvement du résidu
glucose terminal), le traitement au bromoconduritol
{qui inhibe l'enlévement des deux résidus glucose
internes) ne blogue pas compldtement la transfor-
mation de la glycoprotéine d'enveloppe de HIV-2.
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En fait, un taux faible de gp125 peut éire détecté
dans les milieux intra-celiulaires et extra-celiulaires.
Ce demier résultat suggére qu'un faible niveau
d'élimination de mannose peut avoir lisu sans I'en-
lévement des deux résidus glucose internes.

Des inhibiteurs de mannosidase, la swainsoni-
ne et le dMM n'ont pas engendré de modifications
apparentes dans le taux intra-cellulaire de gp300,
de gp140 ou de gp125, mais le niveau extra-
cellulaire de gp125 était de 50% inférieur ‘3 la
forme correspondante dans les cellules de contr8le
(figure 7, lignes Sw et dMM). Ainsi bien que la
chaihe d'oligosaccharides ait seulement subi une

‘déglycosylation le précurseur de la glycoprotéine

est clivé grice & des enzymes protéolytiques pro-
duisant une protéine similaire de la gp125, mais
contenant plus de mannose, ce qui affects proba-
blement le transport cellulaire de la gp125. Le
polds moléculaire de la glycoprotéine extra-cellulai-
re produite en présence de dMM est Iégérement
plus élevé que celui de la protéine produite en
I'absence de Pinhibiteur. Cecl est vraisemblable-
ment d0 & une concentration supérieure en résidus
mannose de fa protéine extra-cellulaire synthétisée
par les cellules traitées au dMM (figure 7, section
SN). )
On peut en déduire que les effets des inhibi-
teurs d'enzymes d'dlimination sur la transformation
de la glycoprotéine d'enveloppe de HIV-2 sont
spécifiques puisque la synthése et la production de
la p26 de HIV-2 ne sont pas affectdes du tout
{figure 7, section SN).

EXEMPLE 5 - EFFET DE LA CASTANOSPERMINE
ET DE LA MONENSINE SUR LA TRANSFORMA-
TION DES GLYCOPROTEINES OE HIV-2,

Afin d'étudier la transformation intra-cellulaire
des glycoprotéines de HIV-2, des expériences met-
tant en oeuvre des traceurs (pulse-chase) ont éié
réalisées. Les cellules infectées par HIV-2 ont été
rapidement marquées par la S-méthionine ra-
dioactive pendant 15 minutes puis l'incorporation
du traceur a été suivie (chase) pendant 0.5, 1.5 et
3 heures (figure 8, contrdie). La gp140 est la pre-
miére protéine détectée 15 minutes aprés le mar-
quage. Pendant le suivi de Tincorporation du tra-
cewr radioactif la gp300 peut étre détectée aprés
une demi-heure, alors que la gp125 n'est déteciée
qu'aprés 1,5 & 3 heures. Le fait que la gp300 est
observée aprés fa synihése de la gp140, et que Ia
gp125 n'est détectée qu'aprés formation de la
gp300 (figure 8A, lignes 1-4) suggére que la dimé-
risation st un stade intermédiaire nécessaire 2 la
transformation de Tl'oligosaccharide en une glyco-
protéine parvenue & maturation, la gp125. Cetie
suggestion est confirmée par l'utilisation de casta-
nospermine, qui inhibe la suppression du résidu -
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glucose externe et des chaines polysaccharidiques.
Aprés-30 minutes de marquage (pulse), en présen-
ce de castanospermins, une protéine de 150Kd est
détectée avec la gp300 (figure 8, Cas., ligne 1). La

“protdine de 150Kd pourrait correspondre 4 la

gp140 ; le faible accroissement du poids moléculai-
re du premier précurseur est attribué 2 la présence
de résidus glucose dans les chathes d'oligosaccha-
rides. Ainsi, la gp140 synthétisée dans des cellules
infectées par HIV-2, représente le précurseur de la
glycoprotéine sans les résidus glucose. En accord
avec ce résuitat, la protdine de 150Kd (gp150)
représente la premiére glycoprotéine de I'envelop-
pe de HIV-2 non encore parvenue 2 maturation.
L'eniévement des résidus glucose dans les celiules

.de contrdle correspond A une transformation rapide

ayant lieu pendant ou immédiatement aprés la
translocation cotransiationelle des précurssurs de
glycoprotéines dans le réticulum endoplasmique
(Lemansly ot al, 1984). Aprés 30 minutes de mar-
quage (pulse), ot 3 heures de suivi de Vincorpora-

tion du traceur (chase), en présente de castanos-

permine, le niveau de gpi150 est graduellement
réduit alors que la quantité gp300 cro®t (figure 8,
Cast. lignes 1-4). Dans ces conditions expérimenta-
les, le précurseur n'a pas été clivé en donnant la
gp125.

Une autre caractérisation de la glycoprotéine
d'enveloppe de HIV-2 a été réalisée lors d'expé-
riences relatives & Il'incorporation de traceur ra-
dioactif (pulse chase), en utilisant la monensine,
ionophore cationique qui inhibe le transport des
protéines de 1'appareil de Golgi vers la membrane
plasmique ou dans certains cas, bloque le transport
de protéines au niveau du cisternae de I'appareil
de Golgi médian (Tartakoff et Vassali, 1977 ; John-
son et Schlesinger, 1980 ; Strous et Lodish, 1980 ;
Griffiths ot al. 1983). Des collules infectées par
HIV-2 d'une part en [l'absence, d'autre part en
présence de monensine ont é¢ marquées avec un
traceur radioactif (pulse) pendant 30 minutes puis
l'incorporation du traceur a été suivie {chase) pen-
dant 0,5, 1,5 et 3 heures {figure 8B). En présence
de monensine, les cellules infectées par HIV-2 ont
synthétisé la gp140 & un niveau normal, ainsi que
sa forme dimérique. A l'inverse aucune trace de
gp125 n'a pu étre déteciée dans les cellules frai-
tées par la monensine. Aprés 1,5-3 houres de suivi
de l'incorporation du traceur (chase), les cellules
traiides par la monensine ont accumulé une protéi-
ne de 135Kd (gp135) qui est probablement le pro-
duit de dissociation du précurseur du dimére. Le
poids moléculaire légdrement plus faible de la
gp135 par rapport 2 la gp140 est d0 & l'enléve-
ment de certains résidus mannose par ['action des

mannosidases du RER et de I'apparsil de Golgi.

Cotto gp135 pout 8ire ensuite transporiée dans la
membrane plasmatique et clivée par Ia protéase
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cellulaire. L'inhibition du transport de protéines par
la monensine, bloque la glycoprotéine gp135 dans
la partie "trans™ de I'appareil de Golgi (frans Gol-
gi). Aucune glycoprotéine d'enveloppe & maturation
n'est détectée dans les cellules traitées par la
monensine, que ce soit inira-ceflulairement ou ox-
tra-cellulairement, alors que la protéine du noyau
{core) p.26 est synthétisée et excrétée.

EXEMPLE 6 - DIMERISATION DU PRECURSEUR
DE GLYCOPROTEINES DANS LES CELLULES IN-
FECTEES PAR SiVmac. '

La séquence nucléotidique de la glycoprotéine
d'enveloppe de HIV-2 monire une homologie consi-
dérable (75% d'acides aminés identiques) avec
cello de SIV (Guyader et al. 1987 ; Chakrabarti et
al. 1987 ; Franchini et al. 1987). Pour ces raisons,
des investigations ont été faites afin de déterminer
si la dimérisation des glycoprotéines d'enveloppe
peut étre également détectée dans des cellules -
infectées par SIV. Des protéines de SIV ont éi8
purifiées sur colonne d'immunoaffinité contenant

‘des anticorps spécifiques dirigés contre les protéi- .

nes de HIV-2 dans la mesure ol les protéines gag,
pol et env de HIV-2 et de SIV, présentent des
réactions antigéniques croisées. La figure 9 monire
que les cellulss infectées par SIV synthétisent trois
protéines de haut poids moléculaire, analogues &
celles synthétisées dans les cellules infectées par
HIV-2 : gp300, gp140 et gp130. La preuve que les
glycoprotdines présentes dans les cellules infec-
tées par SIV sont des glycoproféines a été donnée
par le marquage isotypique avec le *C-mannose
et le 3H-fucose. Ces trois protéines ont incorporé
du mannose mais soules les gp300/SIV et la
gp130/SIV ont incorporé le fucose. La gp300/SIV et
la gp140/SIV sont des protéines intra-cellulaires
alors que la gp 130/SIV est une glycoprotéine
exira-cellulaire. Le fait que la gp300/SIV et la
gp130/SIV sont capables d'incorporer le fucose
montre que ces protéines sont des produits de
transformation de la gp140/SIV.

Ces résultats indiquent qu'une formation en
doublet (dimére) du précurseur de la glycoprotéine
d'enveloppe est une propriété spécifique de I'ex-
pression du géne de l'enveloppe de HIV-2 st de
SIV. On peut a linverse soutenir que la glycopro-
téine d'eriveloppe de HIV-1 ne subit pas de diméri-
sation pendant sa transformation. Les cellules in-
fectées par-HIV-1 en présence de castanospermine
ou de dNM n'accumulent pas de dimére d'envelop-
pe, comme c'est lo cas pour HIV-2 ou SIV.

DISCUSSION :

Comme lo montrent les exemples, les inven-
teurs sont parvenus & déterminer le processus de
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formation de la glycoprot§ine d'enveloppe de HIV-2
ot ils ont mis en évidence un mécanisme original
dans la synthdse des glycoprotéines comprenant
des chathes oligosaccharidiques liées sur {'azofe.
Les glycoprotéines d'enveloppe de HIV-2, & savoir
la glycoprotéine gp125 extracellulaire, et la glyco-

protéine gp36 transmembranaire, dérivent d'une .

glycoprotéine précurseur commune (Guyader et al.,
1987). Un élément inattendu rapporté dans linven-
tion est que, pour 8tre transporté et transformé
dans I'appareil de Golgi, e précurseur de ia glyco-
protéine implique la formation d’'un dimére homolo-
gue. Le mécanisme de dimérisation de la glycopro-
1éine d'snveloppe n'sst pas encore totalement clair.

\/ Le fait que le dimére purifié dans le cadre de

I'invention puisse &tre dissocié & un pH acide (pH
6,0) suggére que la dimérisation pourrait étre dé-
pendante du pH.

Les inventeurs ont mis en évidence le fait que
les chaies d'oligosaccharides présentes dans le
précurseur nature! de la glycoprotéine ne sont pas
essentielles pour la formation du dimére. Ceci a
616 démontré lors de deux expériences : (1) la
digestion avec I'endo H conduit & une modification
de la mobilité électrophorétique du dimére sans

-dissociation de celui-ci ; {2) en présence de tunica-

mycine, les cellules infectées par HIV-2 synthéti-
sent un précurseur d'enveloppe non glycosylé (80-
90Kd) et capable de former un dimére (200Kd).
Ces résultats attestent le fait que la formation d'un
dimére est une propriété intrinsdéque de I'ossature

Upolypeptidiq"ue du précurseur de I'enveloppe.

Des expériences de marquage pendant une

- période courte (en anglais "pulse") avec un traceur

e

radioactif, puis d’une étape d'élimination par lavage
de -ce traceur et de son remplacement par des
molécules non radioactives et le suivi de la locali-
sation de la radioactivité (en anglais “"chase") &
partir d'échantillons prélevés & différents intervalles
de temps, avec ou sans castanospermine (figure 8)
montrent que la dimérisation du précurseur de la
glycoprotéine intervient normalement immédiate-
ment aprés la suppression des résidus glucose.
Les glucosidases étant associées aux membranes
du réticulum endoplasmique, on peut suppossr que
la dimérisation intervient dans le RER. En présence
de castanospermine, le dimére est accumulé dans
le RER et n'est pas transformé. Cependant, lorsque

~ les résidus glucose sont supprimés, l'inhibition des

mannosidases du RER n'empéche pas la transfor-
mation des glycoprotéines dimérises 3 travers

TFappareil de Golgi (figure 7). Ceci permet de- faire

I'hypothése que es résidus glucose des chafhes
oligosaccharidiques du précurseur dimérisé emp8-
chent son expuision du RER. En accord avec ceci,
Thypothése peut étre émise que la coupure des
résidus glucose est nécessaire pour un transport
efficace du RER vers le Golgi, ceci étant éventuel-
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lement d0 au fait que les oligosaccharides dégluco-
sylés forment une partie du site de reconnaissance
pour un récepteur du transport (Lodish et Kong,
1984, Lomansky et al.,1984). Il est également pos-
sible que la suppression du glucose soit importante
pour que le précurseur dimérisé prenne une confi-
guration fonctionnelle correcte (Schlesinger et al.,

1984). Cette configuration fonctionnelle favoriserait
I'action des mannosidases de coupure.

Au vu de ces résultats, les inventeurs ont pro-

posé un schéma de représentantion de la transfor-

mation des glycoprotéines d'enveloppe de HIV-2

(figure 10). La taille présumée de lossature poly-
peptidique du précurseur de la glycoprotéine d'en-
veloppe est d'environ 80Kd (figures 4 et 6). La
chaine oligosaccharidique est transférée du doli-
chol-P-P vers un précurseur d'envelopps (80Kd)
prosasiement sur des résidus amino-acides .de
type asparagine fonctionnant comme accepteurs
(Kornfold et Komfeld 1985). La tunicamycine inhibe
I'assemblage du dolichol-P-P et du glycane, et
pour cette raison la protdine de. 80Kd n'est pas
glycosylée. L'addition de chalnes oligosaccharidi-
ques 2 fa protéine de 80Kd conduit & I'obtention du
premier précurseur de la glycoprotéine d'envelop-
pe, la gp150. Ce précurseur pourrait exister tel
quel ou au contraire ne pas exister dans les cellu-
les infectées, car I'addition de chaines polysaccha-
ridiques et la coupure des résidus glucose a lieu
prosaslement pendant la traduction du précurseur.
Quoiqu'it en soit, la gp150 est rapidement dégluco-

sylée pour aboutir & la gp140. A ce stade iine

différence dans I'environnement, peut Stre au ni-
veau du pH, guiderait la formation du dimére par
fusion de 2 molécules do gp140. La gp300 résul-
tant, psut alors étre coupée par une mannosidase
du RER, et transportée vers I'appareil de Goigi. En
présence de castanospermine ou de dNM, la
gp150 est dimérisée et accumulée dans le RER.
Ce dimére n'est pas transformé parce qu'il est

. glucosylé. Cependant, aussi longtemps que le di-

mére est présent dans une forme dégiucosyids, il
peut éire transporié dans le Golgi ; I'inhibition de la
mannosidase du RER par le dMM ne bloque pas
I'obtention du précurseur dimérisé.

Dans le Golgi, la gp300 traverse les différents
compartiments probablement par transport vési-
culaire (Griffiths st Simons, 1986). Pendant ce
transport la chaihe oligosaccharidique est coupée
par les mannosidases du Golgi avant P'addition
d'autres sucres tels que le fucose et l'acide siali-
que. La démonstration de l'incorporation du fucose
a é{é obtenue par marquage isotypique de la
gp300 avec le 3H-fucose. La démonstration de I'in-
corporation de I'acide sialique a été obtenue indi-
rectement par digestion de la gp300 avec la neura-
midase, enzyme capable d'hydrolyser les acides
N-acetyineuraminiques, terminaux dans différentes
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glycoprotéines (Peytrieras et al. 1983). La gp300 de

"HIV-2 est susceptible d'étre digérée avec la neura-

midase, comme le montre la diminution significati-
ve de la mobliiité élactrophorétique du dimére. Les
résultats sont en accord avec I'observation que le
précurseur garde sa forme dimérisée tout au long
de son fransport et de sa transformation dans le
Golgi cis, médial et trans cisternas avant d'éire
transporté dans le réseau du trans-Golgi (TGN ;
Griffiths ot Simons, 1986) ol il est dissocié lors
d'un abaissement du pH de ce compartiment. Le
dimére dissocié conduit & des glycoprotéines
(gp135) d'un poids moléculaire légérement infé-
rieur & celui du précurseur de la glycoprotdine le
premier - détecté (gp150-140). La gp135 pourrait
8tre transportée vers la membrane plasmique et
8ire ainsi clivée par la protéase cellulairs avant de
conduire 3 des glycoprotéines matures de '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 accumulée dans le Golgi.
Il .est connu que l'appareil de Golgi est impli-

qué dans le mécanisme du iri des protéines de

secrétion et des protéines de’la membrane plasmi-
que. Ce mécanisme semble avoir lisu dans le
compartiment terminal du Golgi désigné par TGN
(Griffiths et Simons, 1986). Ce compartiment cor~
respond au cdté "trans" des empilements de Golgi
désigné parfois par lysosomes du réticulum endo-
plasmique de Goigi (GERL) et désigné récemment
par post vacuoles du Golgi ou cisternae le plus
interne du complexe de Golgi (Novikoff, 1976 ;
Saraste et Kuismanen 1984 ; Orci et al. 1987). De

“fagon tout & fait intéressante on a étudié le pH du

TGN et on a remarqué qu'il était moyennement
acide, c'est-a-dire d'snviron 6 (Anderson et Pathak,
1985 ; Griffiths et Simons, 1986). Le pH acide dans
le TGN pourrait prendre part dans la dissociation
du dimére formé.

Les résuitats discutés précédemment illustrent
le fait que la formation st la transformation des
glycoprotéines d'enveloppe de HIV-2 enirent dans
un processus comprenant plusieurs étapes et im-
pliquant notamment la synthése d'un précurseur

" immature gp150-140, la synthése d'un précurseur
dimérisé intermédaire ou gp300 st, finalement d'un

précurseur mature la gp135. En dépit de leur pa-
renté les rétrovirus HIV-1 et HIV-2 ont des mécani-
smes différents pour la formation de lsurs glyco-
protéines d'enveloppe, ce qui psut &tre une carac-
téristique tout & fait avantageuse pour distinguer
entre une infection due & HIV-1 et une infection
due a HIV-2,
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Revendications

1. Glycoprotéine rétrovirale antigénique caractéri-
sée on ce quil s'agit :

~ soit d'une glycoprotéine, appelée gp300,
ayant un poids moléculaire (PM) d'envi-
ron 300Kd, et constituée par I'association
de deux unités d'une glycoprotéine
gp140 précurseur de la glycoprotéine
d'enveloppe gp125 codée par le géne
env du génome d'un rétrovirus humain
du type HIV-2 ‘susceptible de provoquer
un SLA ou SIDA,

- soit du dimére du précurseur de ia gly-
coprotéine d'enveloppe d'un rétrovirus
qui croise immunologiquement avec des
anticorps dirigés contre ladite glycopro-
tine gp300. '

2. Glycoprotéine antigénique gp300 selon la re-
vendication 1, caractérisée par los propriétés
suivantes : '

- elle est présente dans les celiules d'un
échantillon biclogique d'un malade infec-
té par un rétrovirus humain du type HIV-
2, notamment dans les lymphocytes T4
humains ou dans des lignées permanen-
tes dérivées de ces lymphocytes T4,

- son point isollectrique (pl) est obtenu
par un pH appartenant & I'intervalle [6,8 -
7,81, '

- olle est glycosylée par des- chates oli-
gosaccharidiques liées & I'azote,

- elle est stable dans les détergents ioni-
ques, notamment le SDS 1%, dans les
détergents non-ioniques, notamment le
Triton ®X-100 2%, dans l'urée 4M, dans
-les sels forts et los agents réducteurs,

- elle se dissocie spontanément in vitro en
deux glycoprotdines d'un poids molé-
culaire d'environ 140Kd, entre pH 4-5,

- aprés isolement et purification sur gel
d'électrophorése, elle se dissocie, dans
un tampon acétate, in vitro en deux gly-
coprotéines d'un poids moléculaire d'en-
viron 140Kd, pour des valeurs du pH
égales ou inférieures A 6,

- glle présents une bande d'élecirophorése
sur gel de polycrylamide SDS 7,5% en
présence d'urée BM, correspondant & un
poids molécuiaire de 300Kd aprés purifi-
cation sur colonne d'immunoatfinité du
type HIV-2 sérum-Sépharose®, contenant
des anticorps spécifiques obtenus & par-
tir du sérum d'un patient infecté par un
rétrovirus humain du type HIV-2.
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glycoprotéines (Peyrieras et al. 1983). La gp300 de
HIV-2 est susceptible d'8tre digérée avec la neura-
midase, comme le montre la diminution significati-
ve de fa mobilité électrophorétique du dimére. Les
résultats sont en accord avec I'observation que le
précurseur garde sa forme dimérisée tout au long
de son transport et de sa transformation dans le

Golgi cis, médial et rans cisternae avant d'étre

transporté dans le réseau du trans-Golgi (TGN ;
Griffiths et Simons, 1986) ol il est dissocié lors
d'un abaissement du pH de ce compartiment. Le
dimére dissocié conduit & des glycoprotéines
{gp135) d'un poids moléculaire IEgérement infé-
rieur & celui du précurseur de la glycoprotéine le
premier détecté (gp150-140). La gpi135 pourrait
étre transporiée vers la membrane plasmique et
8tre ainsi clivée par la protéase cellulaire avant de
conduire 3 des glycoprotéines matures de I'enve-
ioppe de HIV-2, gp125 et gp36. La monensine
inhibe probablement le transport du Golgi vers la
membrane plasmique; pour cette raison la gp135
est accumulée dans le Golgi.

Il est connu que l'appareil de Golgi est impli-
qué dans le mécanisme du tri des protéines de
secrétion et des protéines de la membrane plasmi-
que. Ce mécanisme semble avoir lieu dans le
compartiment terminal du Golgi désigné par TGN
(Griffiths et Simons, 1986). Ce compartiment cor-
respond au cbté "trans" des empilements de Golgi

désigné parfois par lysosomes du réticulum endo-

plasmique de Golgi (GERL) et désigné récemment

par post vacuoles du Golgi ou cisternae le plus

interne du complexe de Golgi (Novikoff, 1976 ;
Saraste st Kuismanen 1984 ; Orci et al. 1987). De
fagon tout & fait intéressante on a étudié le pH du
TGN et on a remarqué qu'il était moyennement

acide, 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 dimére formé. -

Les résultats discuiés précédemment illustrent
le fait que la formation et la transformation des
glycoprotéines d'enveloppe de HIV-2 entrent dans
un processus comprenant plusieurs étapes et im-
pliquant notamment la synthése d'un précurseur
immature gp150-140, la synthése d'un précurseur
dimérisé intermédaire ou gp300 et, finalement d'un
précurseur mature la gp135. En dépit de leur pa-
renté les rétrovirus HIV-1 st HIV-2 ont des mécani-
smes différents pour la formation de leurs glyco-
protéines d'enveloppe, ce qui peut 8tre une carac-
téristique tout & fait avantageuse pour distinguer
entre une infection due & HIV-1 et une infection
due & Hiv-2.
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Revendications

1. Glycoprotéine rétrovirale antigénique caractéri-
sée en ce qu'il s'agit:

- soit d'une glycoprotéine, appelée gp300,
ayant un poids moléculaire (PM) d'envi-
ron 300Kd, et constituée par I'association
de deux unités d'une glycoprotéine
gp140 précurseur de la glycoprotéine
d'enveloppe gp125 codée par le géne
env du génome d'un rétrovirus humain
du type HIV-2 susceptible de provoquer
un SLA ou SIDA,

- soit du dimére du précurseur de la gly-
coprotéine d'enveloppe d'un rétrovirus
qui croise immunologiquement avec des
anticorps dirigés contre ladite glycopro-
téine gp300.

2. Giycoprotéine antigénique gp300 selon la re-
vendication 1, caractérisée par les propriétés
suivantes : . :

- elle est présente dans les celiules d'un
échantilion biologique d'un malade infec-
té par un rétrovirus humain du type HIV-
2, notamment dans les lymphocytes T4
humains ou dans des lignées permanen-
tes dérivées de ces lymphocytes T4,

- son point isolélectrique (pl!) est obtenu
par un pH appartenant 2 l'intervalle [6,8 -
7.8},

- olle est glycosylée par des chaines oli-
gosaccharidiques liées & 'azote,

- elle est stable dans les détergents ioni-
ques, notamment le SDS 1%, dans les
détergents non-ioniques, notamment le
“Triton ®X-100 2%, dans l'urée 4M, dans
les sels forts et les agents réducteurs,

- elle se dissocie spontanément in vitro en

‘deux glycoprotéines d'un poids molé-
. culaire d'environ 140Kd, entre pH 4-5,

- aprés isolement et purification sur gel
d'électrophorése, elle se dissocie, dans
un tampon acétate, in vitro en deux gly-
coprotéines d'un poids moléculaire d'en-
viron 140Kd, pour des valeurs du pH
égales ou inférieures & 6,

- ells présente une bande d'électrophorése
sur gel de polycrylamide SDS 7,5% en
présence d'urée 6M, correspondant & un
poids moléculaire de 300Kd aprés purifi-
cation sur colonne d'immunoaffinité du
type HIV-2 sérum-Sépharose®, contenant
.des anticorps spécifiques obtenus & par-
tir du sérum d'un patient infecté par un
rétrovirus humain du type HIV-2,

ol [T lllfsl I
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‘Glycoprotéine antigénique selon la revendica-
‘tion 1 ou la revendication 2, caractérisée en ce

qu'elle n'est pas révélée par analyse en élec-
trophorése d'un milieu biologique constitué de
particules virales présentes dans le milieu de
culture spécifique de cellules infectées par un

yétrovirus humain du type HIV-2 aprés marqua-

ge, avec de la ¥ S-méthionine (200uCiiml. 4 x
105 cellules/ml) pendant 18 heures et purifica-
tion des exiraits obtenus contenant les cellules
infectdes et leur milisu de culture correspon-
dant alors qu'elle est révélée dans les mémes
conditions dans les susdites cellules infectées.

Protéine p200 dérivée de la glycoprotéine se-
~lon I'une quelconque des revendications 1 & 3,

caraciérisée par une ossature non-glycosylée

. identique & celle de ladite glycoprotéine, ayant

un poids moléculaire d'environ 200Kd et se
distinguant de ‘ladite glycoprotéine, par. I'ab-
sence de groupes de glycosylation.

Glycoprotéine  purifiée  gp150 susceptible
d'étre détectée in vitro dans les celiules d'un
patient infecté par un rétrovirus humain du

type HIV-2,
" caractérisée par :

"= un poids moléculaire d'environ 150Kd,

- Possature peptidique du précurseur de la
glycoprotéine d'enveloppe gp125, codée
par le géne env du génome d'un rétrovi-

_ rus humain du type HIV-2 ou d'un rétro-
virus dont la glycoprotéine externe d'en-
veloppe est reconnue par les anticorps
d'un sérum de patient infecté par ledit
rétrovirus humain de type HIV-2, notam-
ment les anticorps dirigs contre la
gp125,

- des résidus glucose terminaux sur une
‘chaine d'oligosaccharides.

Composition antigénique pour le diagnostic de
la présence d'anticorps dans les cellules d'un

échantillon biologique d'un patient infecté par

' ~ un réirovirus humain du type HIV-2, caractéri-

sée en ce gu'elle comprend une protéine ou
une _glycoprotéine antigénique selon l'une
quelconque des revendications 1 & 5.

Anticorps monoclonal caractérisé en ce qu'il

‘reconna’t la glycoprotéine selon I'une quelcon-

que des revendications 1 a 3, on ce qu'il ne
reconnait. pas les glycoprotéines d'snveloppe

-gp125 et gp36 matures.

Anticorps monocional caractérisé en ce qu'il
reconnaft un épitope qui dans la glycoprotéine
selon 'une quelconque des reven_dications 13
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

o

3 est exposé et accessible & I'anticorps; cet
épitope étant cependant soit non-exposé ‘soit
masqué dans les gp125 et gp36 matures, dans
leur conformation naturelle.

Anticorps selon la revendication 8, caractérisé
en ce qu'il est en outre neutralisant notamment
en ce qu'il empéche la fixation d'un rétrovirus
humain du type HIV-2 sur son récepteur, en
particulier sur le récepteur T4 des lymphocy-
tes humains qui e comportent.

Anticorps monoclonal caractérisé en. ce qu'il
reconnaft la p200 selon la revendication 4, et
en ce qu'il ne reconnatt pas les glycoprotéines
gp125 et gp36 matures. :

Anticorps monoclonal caraciérisé en ce quiil
reconnait un épitope de la p200 selon la re-
vendication 4, cet épitope étant cependant soit
non-exposé soit masqué sur le gp125 et la
gp36 etiou sur la gp300 telles qu'obtenues
dans leur conformations naturelles.

Anticorps monoclional selon la revendication

11, caractérisé en ce qu'il est neutralisant no-

tamment en ce qu'il empéche la fixation d'un

rétrovirus humain du type HIV-2 sur son récep- -
teur notamment sur le récepteur T4 des lypho-

cytes humains.

Composition immunogéne contenant une gly-
coprotéine selon l'une queiconque des reven-
dications 1 2 3 ou la p200 selon Ia revendica-
tion 4, en association avec un véhicule phar-
maceutiquement acceptable, approprié pour la’
préparation de vaccins.

Composition immunogéne selon la revendica-
tion 11, caractérisée en ce qu'elle est dosée
en protéine et en glycoprotéine antigénique
selon 'une quelconque des revendications 1 2
4, de fagon & permetire I'administration d'une
dose de 10 & 100u.g par kilogramme.

Procédé de préparation de la glycoprotéine
antigénique selon I'une quelconque des reven-
dications 1 2 3, caraciérisé par les étapes
suivantes : ' :

- lyse de cellules infectées par un rétrovi-
rus humain du type HIV-2 et séparation
du surnageant et de I'exirait cellulaire,

- incubation de I'extrait cellulaire et/ou -du
surnageant sur une colonne d'immunoaf-
finits, sur laquelle est déposé un immu-
noabsorbant renfermant des anticorps
purifiés, tels qu'obtenus a partir du sé-
rum d'un malade infecté par un rétrovirus
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humain du type HIV-2, ces anticorps
étant fixés avantageusement sur un sup-
port adapté, en présence d'un tampon et
pendant un temps suffisamment long
pour obtenir la formation d'un complexs
immunologique antigéne-anticorps,

~ lavage de la colonne avec un tampon
pour éliminer les molécules non retenues
sur le support, '

- résolution des glycoprotéines éluées,

- récupération des protéines antigéniques
recherchées.

Procédé selon la revendication 15 pour la pré-
paration de la glycoprotéine selon I'une quel-
conque des revendications 1 & 3, caractérisé
en ce que la résolution des glycoprotéines est
faite par électrophordse et par électroélution

- des protéines retenues sur la colonne.

17.

18.

19.

Procédé selon la revendication 15 pour la pré-
paration de la glycoprotéine selon I'une quel-
conque des revendications 1 & 3, caractérisé
en ce que la résolution des glycoprotéines est
obtenue par

- élution des protéines fixées sur la colon-
ne d'immunoaffinité ci-dessus,

- purification des produits ainsi éluées sur
une colonne de chromatographie conte-
nant, fixés sur le support de séparation
des anticorps monocionaux reconnais-
sant la gp300, .

Procédé pour le diagnostic in vitro de la pré-
sence d'anticorps dans les. cellules d'un
échantilion biologique d'un patient en vue de
vérifier une infection éventuslle par un rétrovi-
rus humain du type HIV-2, caractérisé par :

- Ja mise en contact dans des conditions
autorisant la formation d'un complexe im-
munologique du type antigdne-anticorps,
de cet échantillon biologique avec un
antigéne selon 'une quelconque des re-
vendications 1 & 5, ou une composition
antlgémque selon la revendication B,

- la détection du complexe antigéne-anti-
corps formé.

Nécessaire ou kit pour ja détection d'anticorps
dans les cellules d'un échantillon biologique
d'un patient susceptible d'étre infecté par un
rétrovirus humain du type HIV-2, caractérisé en
co qu'il comprend :.
- au moins une protéine ou/st une glycpro-
téine antigénique selon I'une quelcongue
des revendications 1 &4 5,
-~ ou une composition selon la revendica-~
tion 6,
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~ ou encore un mélange de ces différents
constituants et

- des moyens permettant la réaction de
formation du complexs immunologique.
entre les antigdnes ci-dessus et les anti-
corps éventuellement présents dans
P'échantillon biologique 2 tester, notam-
ment si besoin un ou plusieurs tampons
d'incubation,

- un échantillon de contrBle négatif,

- des moyens pour la révélation du com-
plexe antigéne-anticorps formé.

Claims

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 gpi25 en-
coded by the env 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 refrovirus which
cross-reads immunologically with anti-
bodies directed against the said
giycoprotein gp300.

2. Antigenic glycoprotein gp300 according to

Claim 1, characterized by the followmg prop-
eriies :

- 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 T4 lymphocytes or in per-
manent lines derived from these T4 lym-
phocytes,

- its isoelectric point (pl) lies in the pH
range 68-7.8,

- it is glycosylated by ollgosacchande
chains linked to nitrogen,

- it Is stable to ionic detergents; in particu-
lar 1% SDS,; non-ionic detergents, in par-
ticular 2% Triton® X-100, 4M ures, strong
salts and reducing agents,

- it dissociates spontaneously in vitro into
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 75% 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 immunoaffinity column of the

~ Sepharose® HIV-2 type serum containing
specific antibodies obtained from the se-
rum of a patient infected by a human
HIV-2 type retrovirus.

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 ¥S-methionine (200 uCi/ml 4 x 106
cells/mi) 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 infocted cells.

Protein p200 derived from the glycoprotein ac-
cording to any one of the Claims 1 to 3,
characterized by a non-glycosylated skelston

~ 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.

Purified glycoprotein gp150 capable of being
detected in viiro 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-
ficvlar the antibodies directed against
gp125,

- terminal glucose
oligosaccharide chain.

residues on an

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.

Monoclonal antibody characterized in that it
recognizes the glycoprotein according to any

one of the Claims 1 to 3, and in that it does
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not recognize the mature
glycoproteins gp125 and gp36.

envelope

Monoclonal antibody characterized in that it
recognizes an epitope which in the
glycoprotein according to any one of the
Claims 1 1o 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.

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 T4 receptor of the human lymphocyles
which bear it.

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.

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.

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.

Immunogenic  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. '

Immunogenic 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 10 to 100 ug per
kilogram.

Procedure for the preparation of the antigenic
glycoprotein 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 exiract,
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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-
ciontly 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.

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 eleciroelution of the
proteins retained on the column.

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 column containing
as separation support monocional anti-
bodies recognizing gp 300 bound.

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 fo any
one of the Claims 1 to 5 or an antigenic
composition according to Claim 6 under
conditions permiitting the formation of an
antigen-antibody type immunological
complex,
- the detection of the antigen-antibody
complex formed.

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 110 5,

- or a composition according to Clanm 6,

. = or even a mixture of these different 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,

- anegative control sample,

- agents for the revelation of the antigen-
antibody complex formed.

Patentanspriiche

Retrovirales antigenes Glykoprotein, nimlich

- ein Glykoprotein mit der Bezeichnung
gp300, mit einem Molekulargewicht (MG)
von ungefdhr 300 kD und bestehend aus
der Kombination von zwei Einheiten ei~
nes Glykoprotein gp140-Voridufers des
HUliglykoproteins gp125, das durch das
env-Gen des Genoms eines menschii-

~ chen Retrovirus vom Typ HIV-2.codlert
wird, das LAS oder AIDS verursachen
kann, oder

- ein Dimer des Vorldufers des Huliglyko-
proteins eines Retrovirus, das mit Anti-
kérpern, die gegen das Glykoprotein

- gp300 gerichtet -sind, immunologisch
kreuzreagiert. :

2. Antigenes Glykoprotein gp300 nach Anspruch

1, gekennzeichnet durch die folgenden Eigen-
schaften:

- as liegt in den Zellen einer biologischen
Probe eines Patienten vor, der mit einem
menschlichen Retrovirus vom Typ HIV-2
infizier ist, insbesondere in den menschili-
chen T4-Lymphocyten oder in den per-
manenten Linien, die von diesen T4-
Lymphocyten stammen,

- sein isoelekirischer Punkt (pl) liegt in ei-
nem pH-Bereich von 6,8 - 7,8,

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

- es ist in fonischen Detergentien stabil,
insbesondere in 1 % SDS, in nicht-ioni-
schen Dsetergentien, insbesondere 2 %

" Triton®X-100, in 4 M Hamstoff, In Salzen
und in Reduktionsmitteln,

- es dissozilert in vitro spontan- in- zwei
Giykoproteine “mit Molekulargewuchten
von etwa 140 kD, in einem pH-Bereich
zwischen 4 und 5,
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- nach Isolierung 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
immunaffinitdtssiule vom Typ HIV-2 Se-
rum-Sepharose® mit spezifischen Anti-
kérpern, die aus Serum eines Patienten
erhalten wurden, der mit sinem mensch-
lichen Retrovirus vom Typ HIV-2 infiziert
ist, auf einem 7,5%igen Polyacrylamid-
SDS-Gel in Gegenwart von 6 M Harnstoff
eine Bande, die einem Molekulargewicht
von 300 kD entspricht.

" Antigenes Glykoprotein nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, daB es bsei einer
elektrophoretischen Analyse eines biologischen
Mediums nicht gefunden wird, das aus viralen
Partikeln besteht, die in dem spezifischen Kul-
turmedium von Zellen voriiegen, die durch ein
menschliches Retrovirus vom Typ HIV-2 infi-
Ziert sind, nach Markierung mit 3S-Methionin
(200 ©Gifml, 4 x 106 Zellen/ml) wihrend 18
Stundsn und Reinigung der erhaltenen Extrak-
te, die infizierts Zellen und deren entsprechen-

des Kulturmedium enthalten, wéhrend es unter-

den gleichen ‘Bedingungen in den infizierten
Zellen selbst gefunden wird. '

Protein p200, das von dem Glykoprotein nach
sinem der Ansprliche 1 bis 3 stammt, gekenn-
zeichnet durch ein nicht-glykosyliertes Grund-
gerlist, 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.

Gereinigtes Glykoprotein gp150, das in vitro in
den Zellen eines Patienten nachgewiesen wer-
den kann, der mit sinem menschlichen Retro-
virus des Typs HIV-2 infiziert ist, gekennzeich-
net durch: ’

- Molekulargewicht von etwa 150 kD,

- das Peptidgerlist des Voridufers des
Hillglykoproteins gp125, das von dem
env-Gen des Genoms sines menschii-
chen Retrovirus vom Typ HIV-2 codiert
wird oder von einem Refrovirus, dessen
Glykoprotein der duBeren Hiille von Anti-
k8rpern aus dem Serum eines Patienten
erkannt wird, der mit dem menschlichen
Retrovirus vom Typ HIV-2 infiziert ist,
insbesondere Antikrper, die gegen
gpi125 gerichtet sind,
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- terminale Glucosereste auf einer Oligo-
saccharidkette.

Antigene Zusammensetzung flir die Diagnose
der Gegenwart von AntikSrpern in den Zellen
einer biologischen Probe eines Patienten, der
mit einem menschlichen Retrovirus vom Typ.
HiV-2 infiziert ist, dadurch gekennzeichnet, daB
sie ein Protein oder ein antigenes Glykoprotsin
nach einem der Ansprilche 1 bis 5 umfaBt.

Monoclonaler AntikBrper, dadurch gekenn-
zeichnet, daB er das Giykoprotein nach einem
der Anspriiche 1 bis 3 erkennt, daB er aber die
reifen ‘Hiiliglykoproteine gp125 und gp36 nicht
erkennt.

Monoclonaler Antik&rper, dadurch gekenn-
zeichnet, daB er ein Epitop erkennt, das auf
dem Glykoprotein nach einem der Anspriiche
1 bis 3 exponiert und flir den AntikSrper zu-
génglich ist, wobei das Epitop jedoch in den
reifen Proteinen gp125 und gp36 in ihrer natlr-
lichen Konformation entweder nicht exponiert
oder maskiert ist.

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

Monocionaler AntikSrper, 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.

Monoclonaler Antikérper, dadurch gekenn-
zolchnet, daB er ein Epitop des Proteins p200
nach Anspruch 4 erkennt, wobei das Epitop
jedoch entweder nicht exponiert oder maskiert
auf den Proteinen gp125 und gp36 und/oder
auf dem Protein gp300 in ihrer natlrlichen
Konformation vorliegt.

Monoclonaler AntikSrper nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet, da er neutralisierend
wirkt, insbesondere, daB er die Bindung eines
menschlichen Retrovirus vom Typ HIV-2 an
seinen Rezeptor hemmt, insbesondere an den
T4-Rezeptor menschlicher Lymphocyten.

Immunogene Zusammensetzung, enthaltend
ein Glykoprotein nach einem der Anspriiche 1
bis 3 oder das Protein p200 nach Anspruch 4,
in. Verbindung mit sinem pharmazeutisch ver-
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tréglichen Vehikel geeignet flr die Herstellung
von Impfstoffen.

Immunogene Zusammensetzung nach An-
spruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB sie
aus einem Protein und einem antigenen Glyko-
protein nach einem der Anspriiche 1 bis 4
zusammengesetzt ist, so da8 die Verabrei-

‘chung einer Dosis von 10 bis 100 ug pro kg

mdéglich ist.

Verfahren zur Herstellung des antigenen Gly-
koproteins nach einem der Anspriiche 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 Uberstandes
und des Zellexirakts,

- Inkubation des Zellexirakts und/oder des
Oberstandes auf einer Immunaffinitits-
sdule mit einem Immunabsorbens, das
gereinigte Antikérper umfaBt, die vom
Serum eines Patienten erhalten wurden,
der mit einem menschiichen Retrovirus
vom Typ HIV-2 infiziert ist, wobei diese
AntikSrper vorieilhafterweise an einen
passenden Tréger gebunden sind, in Ge-
genwart eines Puffers und flir einen Zeit-
raum, der lang genug ist zur Bildung
eines immunologischen Antigen-Antik&r-
per-Komplexes,

- Waschen der S4ule mit einem Puffer zur
Entiernung der Molekille, die nicht an
den Trager gebunden werden,

- Auftrennung der eluierten Glykoproteine,

- Gewinnung der gesuchten antigenen Pro-
teine.

Verfahren nach Anspruch 15 flir die Herstel-
lung des Gilykoproteins nach einem. der An-
sprilche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da8
die Auftrennung der Glykoproteine durch Elek-
trophorese und durch Elektroelution der Protei-
ne erfolgt, die auf der SHule zurUckgehalten
werden.

Verfahren nach Anspruch 15 flir die Herstel-
lung des Glykoproteins nach einem der An-
spriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB
die Auftrennung der Glykoproteine folgender-
mafen durchgeflihrt wird:

- . Elution der an die vorstehend erwihnte
Immunaffinititsséule gebundenen Protei-
ne,

- Reinigung der so eluierten Produkte auf

"~ einer Chromatographies8ule, dis, gebun-
den an das Trenngel, monocionale Anti-
k&rper enthdlt, die gp300 erkennen.
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Verfahren fiir die in vntro-Diagnose der Gegen-
wart von Antlkbrpern in.den Zellen einer biolo-
gischen Probe eines Patienten, um sine even-
tuelle Infektion mit: sinem. menschlichen Retro-
virus vom Typ HIV-2 festzustellen, gekenn-
zeichnet durch die folgenden Schritte:

- Inkontaktbringen der biologischen Probe
mit einem Antigen nach einem der An-
sprliche 1 bis § oder einer antigenen
Zusammensetzung nach Anspruch 6 un-
ter Bedingungen, die die Bildung eines
immunologischen . Antlgen-AntiktSrp'er~
Komplexes erlauben,

- Nachweis des gebildeten Antigen-Antn-
krper-Komplexes.

Kit zum Nachweis von AntikSrpern in den Zel-
len einer 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 Glykoprotein nach einem der An-
sprliche 1 bis 5, _

- oder elne Zusammenseizung nach An-
spruch 6,

- oder auch ein Gemisch dieser verschie-
denen Bestandteile und’ :

- Mittel, um die Reaktion zur Bildung des
immunoclogischen Komplexes zwischen
den vorstehenden Antigenen und den ge-
gobenenfalls in der zu untersuchenden
biologischen Probe vorhandenen Antikdr-
pern zu ermdglichen, insbesondere, falls
notwendig, mit sinem oder mehreren In-
kubationspuffern,

- eine Negativ-Kontroliprobe,

- Mittel zum Nachweis des gebildeten An-
tigen-Antik&rper-Komplexes.
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