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Description

La présente invention concerne de nouvelles compositions vaccinales utiles contre les tumeurs induites
par les papillomavirus, et plus particulidrement contre les types HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35,

Les papillomavirus représentent un groupe de virus & ADN. lis possédent une coque protéique et un gé-
nome d’ADN circulaire d’environ 7900 paires de bases. Un certain nombre de types de papillomavirus, bovins
(BPV), humains (HPV) ont été identifiés, et les génomes de certains ont été complétement séquencés {1).

Les travaux de recherche fondamentale qui ont 6t6 menés sur ces virus ont ainsi conduit & distinguer dans
leur génome une région précoce et une région tardive, par analogie avec le génome du virus du polyome et
du 8V40. La région tardive contient deux cadres de lecture L1 et L2 qui codent pour les composants majeurs
de la capside. La région précoce contient au moins les cadres de lecture E1, E2, E4, E5, E6, E7 et ES. Les
protéines codées par ces cadres de lecture possadent des fonctions différentes. Trois de ces protéines sont
impliquées dans les processus de transformation oncogénique des cellules infectées. La protéine E5 de BPV-
1 qui posséde un important pouvoir de transformation et qul peut in vitro transformer des cellules de fagon
indépendante (2) est codée par la partie 3’ de ia région précoce. Les protéines E6 de BPV-1 et E7 de HPV-16
sont codées par la partie 5’ de la région précoce et sont impliquées dans I'induction et le maintien de la trans-
formation oncogéne. Ces deux protéines semblent dériver d'un géne ancestral commun par duplications suc-
cessives d'un peptide de 33 acides aminés (3). Le pouvoir transformant de E7 a été démontré pour HPV-16
et 18 (4, 5, 6). Parmi les autres protéines précoces, E1 et E2 possédent un rble dans la réplication et/ou "ex-
pression du virus alors qu'il n'a pas ét6 mis en évidence de fonction &4 E4 et ES.

Chez I'homme, les HPV sont associés & des pathologies allant de I'infection bénigne de la peau, aux
verrues et aux tumeurs malignes. Ces virus sont hautement spécifiques des tissus cibles, notamment les
épithéliums de I'épiderme des voies génitales, orales et respiratoires (7). Les données épidémiologiques sug-
gérent fortement le rble de certaines souches d’'HPV dans le cancer du col de 'utérus et des voies basses
(tumeur le plus fréquemment fatal chez la femme). L'ADN de HPV-16 et HPV-18 est retrouvé dans la plupart
des biopsies provenant de cellules cancéreuses génwales. plus rarement on détects HPV-31, HPV-33, HPV-
35, HPV-39 et HPV-45.

Les pathologies associées aux virus HPV posent un probldme thérapeutique du fait de leur nature per-
sistante et récurrente.. De nombreuses approches ont déja été utilisées dans le traitement de ces maladies :
la chirurgie, la chimiothérapie, les agents antiviraux et I'immunothérapie (8).

En particulier, la publication européenne de brevet EP-A-0133123 décrit une approche de vaccination
contre une infection par les papillomavirus qui consiste & préparer par génie génétique des protéines de la cap-
side du virus, c'est-a-dire des protéines de structure correspondant donc 3 la région tardive du virus, et 2 les
utiliser comme agents immunogénes. Dans ce document, les moyens décrits visent & une protection contre
une infection par les virus eux-mémes, et donc & priori contre toutes les formes d'infections susceptibles de
se développer. '

La présente invention vise plus précisément 'obtention de vaccins actifs, & titre préventif ou curatif contre
les tumeurs malignes résultant d’'une infection préétablie par HPV.

La présente invention repose sur I'ocbservation que la formation des tumeurs induites par ies papillomavirus
est due A 'expression des génes précoces des virus.

L'invention a donc pour cbjet des compasitions pharmaceutiques caractérisées en ce qu'elles contiennent
a titre de principe actif préventif ou curatif au moins un poxvirus recombinant qui comporte une séquence d'ADN
hétérologue codant au moins pour la région essentielle d'une protéine précoce d'un papillomavirus ainsi que
les éléments de régulation assurant son expression dans les cellules supérieures.

Par région essentielle de ladite protéine, on entend désigner la partie de la séquence protéique capable
d'induire une immunité antitumorale.

Les compositions vaccinales selon I'invention peuvent étre utilisées & des fins variées. Elles peuvent étre
utilisées  titre préventif, pour empécher I'apparition de tumeurs malignes, soit avant toute infection par le virus,
soit encore aprés une infection ayant causé des troubles bénins, par crainte de voir d’autres tissus atteints et
se transformer en tissus cancéreux. Elles peuvent potentiellement étre aussi utilisées 3 titre curatif, pour faire
disparaftre une tumeur déja installée, ou en complément ou substitution 4 une ablation. Ces utilisations peuvent
concerner 'homme, mais aussi I'animal, en particulier les bovins pour la prévention des infections par le virus
BPV. On pourra utiliser, le cas échéant le poxvirus recombinant avec un support pharmaceutiquement accep-
table pour son inoculation & 'homme ou & I'animal.

Etant données les observations qui ont été faites, et rappelées plus haut sur ia fréquence d'infection par
HPV de type 16-18-31-33-35-39 et 45 dans les cas de cancer du col de ['utérus, I'invention concerne plus par-
ticulidrement des compositions vaccinales utiles contre HPV-16, HPV-18, HPV31, HPV33, HPV-35, HPV-39
ot HPV-45.
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C'est pourquoi I'invention a pour objet une composition vaccinale telle que définie précédemment dans
laquelle le poxvirus comprend au moins une séquence d’ADN codant pour au moins une protéine non-struc-
turale du virus HPV de type 16, 18, 31, 33, 35, 39 ou 45 et en particulier du virus HPV-16,

Comme rappelé précédemment, la structure des virus de la famille des papillomes, en particulier BPV-I

. et HVP, est telle qu'il existe au moins 7 cadres de lectures susceptibles de correspondre & des fonctions pro-

téiques bien spécifiques des mécanismes d'action du virus et du maintien du génome viral. C'est pourquol il
peut éire intéressant de préparer des compositions pharmaceutiques qui expriment dans I'organisme humain
plusieurs protéines simultanément. Ceci peut &tre obtenu soit avec plusieurs poxvirus exprimant chacun une
protéine donnée, soit avec un poxvirus contenant plusieurs séquences d’ADN hétérologue correspondant aux
protéines choisies.

Bien entendu, le poxvirus recombinant comportera I'ensemble des éléments nécessaires & 'expression
des protéines dans les cellules supérieures, c.a.d. généralement un promoteur de la transcription du géne et
une région d'initiation de la traduction dans la cellule hdte ; de préférence le promoteur sera le promoteur d'un
géne du poxvirus utilisé.

Parmi tous les poxvirus envisageables, on choisit de préférence le virus de la vaccine, car il a déja été
établi que les antigénes exprimés parle virus de la vaccine recombinant sont carrectement présentés & la sur-
face des cellules infectées et permettent I'induction d'une réponse immunitaire de type cellulaire. Ces circons-
tances sont donc particulidrement favorables puisqu'il est connu que I'élimination des cellules tumorales im-
plique I'immunité cellulaire.

Lorsque le poxvirus est le virus de la vaccine, on utilisera de préférence comme promoteur celui du géne
de la protéine 7,5 K du virus de la vaccine. L'ensemble promoteur-séquence codante sera inséré dans une
région non essentielle du virus ; par exemple, dans le cas du virus de la vaccine, le géne de la thymidine kinase
(TK) ce qui permettra une sélection aisée des virus recombinants TK".

Généralement, le virus vivant est inoculé & 'homme ou & I'animal. Toutefois, on peut aussi envisager d'in-
jecter & 'homme ou 2 I'animal le virus recombinant tué, présentant a sa surface les protéines choisies, ou les
protéines purifiées & partir de cultures cellulaires infectées parles virus de la vaccine recombinants.

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention peuvent étre préparées selon des procédés connus
dans le domaine des vaccins, et les doses applicables pourront varier dans une large gamme. Elles seront
fonction notamment de I'état du patient et d’autres paramétres qui seront évalués par le praticien.

Linvention sera illustrée par les exemples ci-aprés, qui décrivent d'une part des résultats de vaccination
sur animaux auxquels on a injecté des ceollules transformées par !e virus du papillome bovin (BPV-1) et, d’autre
part, des résultats de vaccination sur animaux auxquels on a injecté des cellules fransformées par le virus du
papillome humain (HPV-18). On décrit en particulier le clonage et le séquengage des ADN correspondant aux
cadres de lecture aux protéines E5, ES, E7 de HPV-16 ainsi que les résultats de vaccination obtenus avec des
virus recombinants exprimant ces protéines.

La description détaillée de I'invention sera accompagnée par les figures 1 & 7 qui représentent :

- lafigure 1 représente le gel SDS-PAGE des immunoprécipités des produits des cadres de lecture E1,

E2, E5 et E6 de la région précoce du génome du papillomavirus bavin BPV-1.

- lafigure 2 représente la période de latence du développement des tumeurs des animaux vaccinés avec
les virus de la vaccine recombinants, exprimant les produits des cadres de lecture E1, E2, E5, E6 ou
E7 du papillomavirus bovin BPV-1 (VVbE1, VVbE2, VVbES, VVbES et VVbE?7), ou un virus de la vaccine
recombinant témoin, VV-0 (n'exprimant pas une protéine de BPV-1) et éprouvés avec des cellules FR3T3
transformées par BPV-1 (FR3T3 BPV-1-8).

- lafigure 3 représente la période de latence du développement des tumeurs chez des animaux vaccinés
avec les virus de la vaccine recombinants exprimant les produits des cadres de lecture ES, E6 et E7 du
paplllomavirus bovin BPV-1 (VVbES, VVbEG, VVbET7) ou une association VVbE5-VVbES ou VVbES-
VVbE7 ou un virus de la vaccine recombinant témoin VV-0 (n’exprimant pas une protéine de BPV-1) et
éprouvés avec des cellules FR3T3 transformées par BPV-1 (FR3T3-BPV-1-3).

- la figure 4 représents schématiquement la structure du bactériophage M13 E7/E6 (HPV-16).

= lafigure 5 représente schématiquement la structure du bactériophage M13 E5 (HPV-16).

- la figure 6 représente la séquence de I'ADN complémentaire du cadre de lecture E5 (HPV-16).

- la figure 7 représente le gel SDS-PAGE des immunoprécipités des produits des cadres de lecture E6
ot E7 de la région précoce du génome du papillomarivus humain HPV-16.

- la figure 8 représente |'évolution de la taille des timeurs chez des animaux vaccinés avec le virus de
la vaccine recombinant exprimant le prodult du cadre de lecture E6 du papillomavirus humain HPV-16
(VVhES) et éprouvés avec des cellules primaires de rat transformées par HPV-16 et un oncogéne ras.

- la figure 9 représente I'évolution de la taille des tumeurs chez des animaux vaccinés avec le virus de
la vaccine recombinant exprimant le produit du cadre de lecture E7 du papillomavirus humain HPV-16
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(VVhET) et éprouvés avec des cellules primaires de rat transformées par HPV-16 et un oncogéne ras.

Exemple 1 : Inhibition du développement des tumeurs induites par le virus du papillome bovin (BPV-1) par
vaccination par des virus de la vaccine recombinants exprimant les protéines précoces de BPV-1.

a) Construction des virus de la vaccine exprimant les protéines précoces de BPV-1

Le plasmide pM69 (9) contient la région précoce du génome de BPV-1 inséré en tant que fragment Hindlll-
BamHl dans les sites Hindlll et BamHI du plasmide pML2 (9). Des sous-fragments contenant les cadres de
lecture E1, E2, E5, E6 et E7 sont excisés par digestion avec des enzymes de restriction (volir tableau I) et in-
troduits dans les bactériophages M13TG130 ou M13TG131 (10) puls soumis & une mutagénése localisée di-
rigée par oligonucléotide avant d'atre transférés dans le plasmide pTG186 poly (11). Ces étapes sont récapi-
tulées dans le tableau L.

Légende du tableau I :

4

les nucléotides soulignés précisent les bases non

[a]
(o]

aparifes 3 la s&quence parentale de BPV-1

le codon d'intitiation de la traduction et le site

de restriction utilisés dans le clonage sont
soulignés, -

{c] : 11 n'a pas &t& possible d'introduire le fragment
EcoRI - BamHI du plasmide pM69 contenant le cadre de
lecture ES dans le bact&riophage M13TG1l31 dans
l'orientation d€sirfe : les clones sont obtenus dans
l'orientation inversée dans laquelle deux ftﬁgnents
de plasmides indépendants sont clonés ; la
mutagéndse par oligonucléotide correspond donc 2
l'autre brin de 1'ADN.

k| : extrémit& produite par digestion par une enzyme de
restriction puils traitement avec le fragmené Klenow
de 1'ADN polymérase I de E. coll avant le clonage ;
na : non appliquable.
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Tableau T : Clonage et mutagéndse des sous-fragments du
génome de BPV-1l pour leur transfert dans les
virus de la vaccine.

BPV-1 Mutagéndse Clonage

® cadre de e vecteur ¢ sfquence (5'-3') ¢ fragment
lecture o site des oligonucléo-~- ® vecteur
e fragment tides utilisés [a] e site

o sfquences au site
d'initiation de la
traduction [b]

£l M13TG130 na . BamHI-SstI
Nrul-AvrIl BamHI[k)-Xbal pTGl86poly

(TCGCCAGCGTCATCG) BanHI-Sstl

E2 M13TGl3l GAGGAGGATCCTGAAGAGGA BamH1
EcoRI-Spel EcoRI-Xbal pTGl86poly

(GGATCCTGAAGAGGATGG) BamHI

143 M13TGl31 AGATTTGCCATAGTCGACCAGTCA[c] Sall-BamHI
EcoRI-BamHI EcoRI-BamHI pIGl86poly

(GTCGACTATGG) Sall-BamHI

E M13TG130 CAGACCCCGGATCCAACATGGACCT  BamHI-XmaIII[k]
Hpal=-Smal Smal pTGl86poly

( GGATCCAACATGG) BamHI-Smal

E7 M13TGL30 TGCTACGACTCGAGCAAACATGGTTCA XhoI-EcoRI
Hpal-~Smal Smal pTGl86poly,

(CTCGAGCAAACATCG) Sall-EcoRI

La mutagénése localisée dirigée par oligonuciéotide permet d'introduire une séquence consensus de I'ini-
tiation de la traduction au niveau du codon d'initiation de maniére & assurer I'expression correcte aprés trans-
fert dans ie virus de [a vaccine. Dans chaque cas, I"oligonucléotide de synthése introduit un site de restriction
unique juste avant la séquence déterminant le début de Ja traduction.

Dans le cas du cadre de lecture de E1, il n'est pas nécessaire de faire de mutagénése localisée du fait de
la présence d'un site de restriction dans le génome de BPV-1 (site Nrul en position -11 par rapport & 'ATG
initiateur et d'une séquence quasi consensus de la région d'initiation de la traduction (GCGTCATGG) : le nu-
cléotide G en position -3 est presque aussi-efficace que A dans I'initiation de la traduction.

Des cellules primaires d’embryon de poulet sont cultivées & 37°C dans un milieu MEM (Gibco) supplé-
menté avec 10 % de sérum de veau foetal. Elles sont simulanément soumises & une infection par un virus de
la vaccine thermosensible et & une transfection par les vecteurs d'expressionftransfert portant les segments
insérés de BPV-1 et par ADN du virus de la vaccine type sauvage. Aprés sélection, on isole selon les tech-
niques courantes, des recombinants de la vaccine dans lesquels 'expression de la séquence insérée est sous
le contrdle du promoteur 7.5 K du virus de la vaccine.

Les virus de la vaccine recombinants (VV) exprimant les protéines précoces de BPV-1 E1, E2, E5, E6 et
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E7 sont appelés respectivement VVbE1, VVbE2, VVbES, VVDES et VVDE7.

b) Expression de E1, E2, ES5, E6 et E7 dans les cellules infectées par les virus recombinants

Des cellules BHK-21 sur milieu de Eagle modifié par Dulbecco MEM.BME (GIBCO) supplémenté avec 10
% de sérum de veau foetal (GIBCO) sont infectées avec I'un des six virus recombinants avec une multiplicité
d'approximativement 20 unités formant plaque (ufp) par cellule.

Aprés une heure & 37°C, du milieu frais est ajouté et les cellules sont incubées pendant deux heures. Le
milieu est retiré, les cellules lavées une fois. Du milieu MEM.BME sans méthionine etfou cystéine et supplé-
menté avec 5 % de sérum de veau foetal dialysé est alors ajouté. Le marquage est effectué avec 0.5-1 mCifmi
de L-méthionine-358S et/ou L-cystéine-35S (Amersham) pendant 3 heures & 37°C, Les cellules ainsi marquées
sont rincées deux fols avec 20 mM Tris. HCI pH 7,2 ; 150 mM NaCl (tampon TS) contenant de I'aprotinine (1
Ul/ml ; Biosys, France), collectées par grattage et rincées par 2 centrifugations dans du tampon STE (20 mM
Tris. HCl pH 7,2 ; 150 mM NaCl ; 1 mM Na,EDTA ; 1 % aprotinine). Les cellules sont lysées dans du tampon
RIPA {50 mM Tris. HCI ; pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 1 mM NAEDTA ; 1 % Triton X-100 ; 1 % NaDeoxycholate ;
0,1 % SDS] ou fractionnées pour déterminer la localisation subcellulaire des protéines de BPV-1.

L'immunoprécipitation et le SDS-PAGE sont effectués suivant la procédure décrite par Davis (12). Des an-
tisera polyclonaux de lapins, dressés contre les protéines de fusion bactériennes correspondant aux cadres
de lecture E1, E2, ES, ES et E7 sont obtenus par la méthode classique connue de 'homme du métier, voir par
exemple les références (13) et (14).

Les cellules infectées avec VVbE1 produisent une protéine nucléaire de 69kD qui est spécifiquement re-
connue parl'antisérum anti-E1 (fig. 1, bande 1, la bande 2 correspond 4 une immunprécipitation avec un sérum
non immun). Les cellules infactées par VVbE2 contiennent un niveau élevé d’un polypeptide de 48 kD présen-
tantune réactivité croisée avec E2 et correspondant & la protéine de transactivation majeure codée parle cadre
de lecture E2 de BPV-1 (fig. 1, bande 3 et conirdle, bande 4). Ce polypeptide est détecté dans toutes les sous-
fractions cellulaires exammées. conformément & ce qui a été décrit pourla protélne E2 de cellules transformées
par BPV-1 (15). VVbES code pour une protéine de 15,5 kD spécifiquement précipitée par le sérum anti E8 (fig.
1, bande 6 et contrble bande 7) et localisée & plus de 50 % dans la fraction cytoplasmique comme pour la pro-
téine E6 des cellules transformées par BPV-1 (16). Les cellules infectées par VVbES produisent un polypeptide
de 7,5 kD associé aux membranes cellulaires (fig. 1, bande 7 et contrdle, bande 8), localisation caractéristique
dela protéine E5 de BPV-1 (17). Les expériences d'immunoprécipitation avec!’antisérum anti-E7 ne présentent
pas de réactivité croisée. Néanmoins, 'analyse des vecteurs d’expression révéle la présence du cadre de lec-
ture de E7 dans une orientation correcte et nous supposons que E7 est effectivement produite mais que pour
une raison inconnue elle n'est pas précipitée par I'antisérum disponible.

¢) Vaccination contre les cellules tumorales induites par BPV-1

Des groupes de rats femelles (Fischer) 4gées de 4 semaines sont inoculés par voie intradermale ou in-
frapéritonale avec les différents virus recombinants (& une dose de 108 ufp dans 100 pl). lls subissent une in-
Jjection de rappel avec la méme dose aprés 12 jours et sont soumis a une inoculation d'épreuve, entre le 16e
ot le 176 jour avec des cellules 3T3 de lignées syngéniques de rats Fischer (FR3T3) transformées par BPV-
1 selon le protocole décrit dans les références (9, 18) et appelées FR3T3-BPV-1-6.. Pour ceci, 2x10# cellules
sont injectées par voie sous-cutanée dans un volume de 200 ul de milieu MEM.BME sans sérum.

Les résultats sont représentés sur la figure 2 :

- tous les animaux contrdlés, vaccinés avec VV-0 développent des tumeurs aprés une période de latence

de 43 jours en moyenne.

- les animaux vaccinés avec WbE1 ou WbE2 ne présentent pas de modiflcation dans le developpement
" des tumeurs.

- les animaux vaccinés avec VVbES, VVbES et VVbE7 présentent un retard significatif de I'apparition des
tumeurs. De plus dans quelques cas, il n’y a pas de développement de tumeurs (> 250 jours aprés
I'épreuve), points représentés dans le cadre en haut de la figure.

Ces expériences sont répétées en effectuant I'inoculation d’épreuve avec des cellules de la lignée FR3T3
transformées par BPV-1 selon le protocole décrit dans les références (9, 18) et appelées FR3T3-BPV-1-3.
VVbE1 et VVbE2 étant sans effet, seuls VVbES, ES et E7 sont testés et deux groupes de rats sont inoculés
avec 2 virus recombinants simultanément, soit VVbES et VVbE7 soit VVbES et VVbEG afin de mettre en évi-
dence un éventuel effet cumulatif de ces antigénes. La figure 3 confirme l'effet bénéfique d'une vaccination
par VVbES et VVbE? (les points dans le cadre du haut dela flgure oorrespond aux animaux qui ne développent
pas de tumeur) alors que VVDEG reste sans effet notable dans cette situation. De plus il n’apparait pas d’effet
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cumulatif marqué lors de I'association VVbES, VVDE?.
Exemple 2 : Clonage du génome du virus HPV-16.

Les cellules de lalignée CaSki (ATCC 1550) contiennent le génome du virus HPV-18 intégré dans un chro-
mosome. A partir de 10 fioles de 75 cm3 de cellules CaSki semi-confluences, 'ADN génomique total est purifié
de la fagon suivante : les cellules sont récupérées par grattage, centrifugées et lavées puis reprises dans 15
ml de tampon TE [Tris 10 mM pH 7,5 ; EDTA 1 mM] + 0,5 % SDS. Apras traitement & la protéinase K (7,5 mg/15
mi) & 37°C pendant 16 heures, 'ADN est stocké a4 4°C. De cette fagon, 1 ml de solution contenant 0,6 mg d’ADN
est obtenu.

70 ug de cet ADN sont soumis & une digestion partielle par 'enzyme Mbol (10 min. ; 40 unités) puis déposés
sur un gradientlinéaire (20 %~ 40 %) de sucrose. Apras centrifugation (rotor SW28, 16 heures 4 25.000 t, 20°C),
des fractions de 500 ul sont collectées. Les fractions contenant de 'ADN de taille comprise entre 10 et 20 kb
{fraction 23-26) sont réunies, dialysées contre du tampon TE, puis précipitées a I'éthanol. De cette fagon, 5
ng d’ADN sont obtenus.

Afin de disposerd'un vecteur de clonage pour FADN décrit précédemment, I'ADN du bactériophage lambda
EMBL 301 (19) est digéré par I'enzyme de restriction BamHI. Aprés extraction au phénol-chloroforme et pré-
cipitation & I'éthanol, 'ADN est resuspendu dans du tampon TE.

L’ADN génomique des celiules CaSki et "ADN du bactériophage lambda sont ensuite ligués selon un pro-
tocole classique (1 ug de vecteur, 2 ug d’ADN génomique). Aprés empaquetage de I'ADN gréce & une trousse
commercialisée par Amersham, un total de 0,75 x 10® clones indépendants est obtenu. Ces bactériophages
sont étalés avec des bactéries E. coli Q358 sur 18 boftes de 14 cm de diameétre et sur milieu LBM afin d’étre
criblés avec des oligonuciéotides synthétiques déduits de la séquence du virus HVP-16 [(EMBL) PA16].

Le criblage de 'ADN des bactériophages recombinants est effectué de fagon classique pour 'lhomme de
métier. Les oligonucléotides 1817 (séquence.5’ CATGCATGGAGATACACCTACATTG 3’ ; cadre de lecture E7
ot 1818 (séquence 5' GTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTT 3'; cadre de lecture E5) marqués radioactivement

au 2P, sont mélangés et hybridés & I'’ADN phagique (transféré sur des filtres de nitrocellulose) pendant 16 heu-
res & 55°C dans un tampon SSC concentré 8 fois. Les filtres sont ensuite lavés dans les mémes conditions
de stringence, 10 signaux positifs (1-10) ont été obtenus. La zone des boftes de pétri correspondant 4 ces si-
gnaux est reprise dans 1 ml de tampon LBM. Ces suspensions sont réétalées sur des boftes de pétri & 10 cm
(2-10 pl de suspension par bofte) en double et un criblage secondaire est effectué avec les oligonuciéotides
1817 et 1818 séparément. Les signaux correspondant aux phages obtenus a partir des premiers isolements
4 et 5 étant les plus intenses, ces deux clones sont choisis pour la suite des expériences.

Des minicultures de bactéries E. coli Q358 infectées avec le bactériophage, isolé & partir des sous-clones
4-1,4-2, 5-1 et 5-2 sont réalisées. L'’ADN de ces clones est purifié et soumis & digestion par I'enzyme de res-
triction Pstl afin d’analyser les recombinants sélectionnés.

Aprés migration sur un gel d’agarose 1 %, les ADN ci-dessus sont transférés sur une membrane de nitro-
cellulose selon la techniqe de Southern. Ces membranes sont ensuite incubées avec les deux oligonucléotides
1817 et 1818 marqués au 32P par action de la polynucléotide kinase comme précédemment. Aprés hybridation
etlavage de la membrane, cette dernidre est soumise & autoradiographie. Deux bandes correspondant a des
ADN de tailles 1063 et 1772 pb respectivement sont révélées ainsi, indiquant que les clones 4-1, 4-2, 5-1 et
5-2 possadent le génome du virus HPV-186.

Exemple 3 : Séquengage des ADN correspondant & E6, E7 et E5

Le bactériophage 5-1 est cholisi pour les expériences ultérieures. Afin de disposer de quantités importantes
de I'ADN de ce clone une préparation d'ADN & partir de 500 ml de bactérie E. coli Q358 infectées est réalisée
selon un protacole classique. 800 ug d'ADN sont ainsi obtenus. Apras digestion par I'enzyme Pstl, 'ADN est
soumis a I'électrophordse sur gel d’agarose 1 % contenant du bromure d'éthidium et visualisé sur une lampe
UV. Les bandes de gel correspondant aux tailles 1063 et 1772 pbs sont découpées et I'ADN est extrait en uti-
lisant une trousse "Geneclean” (Bio101 Inc). Cet ADN est ensuite ligué dans un bactériophage M13TG130 ou-
vert au site Pstl et transformé dans des bactéries compétentes E. coli NM522,

L'’ADN des bactériophages M13 recombinant est purifié & partir de minicultures (1,5 mi) et analysé par di-
gestion avec des enzymes de restriction. Un clone contenant la bande HPV-16 1063 pb (M13 E5) et un clone
contenant la bande HPV-16 1772 pb (M13 E7/E6) sont sélectionnés.

Afin de limiter le travail de séquengage et comme les ADN recherchés sont ceux correspondant aux cadres
de lecture ES5, E6 et E7, seules les régions des fragments de restriction Pstl correspondant aux protéines E8
et E7 (M13 E7/ES) et ES (M13 E5) sont séquencées, grace & des oligonuciéotides synthétiques de séquence
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§' ATCTAACATATATTC 3’ et 5' GTTGTTCCATACAAA 3’ pour M13 E7/ES
et

5’ GTCTGCCTATTAATAC 3’ pour M13 ES.

La figure 4 présente la structure du bactériophage M13 E7/E6 et la figure 5 celle du bactériophage M13
ES. La séquence obtenue pour E7 révéle une homologie totale avec la séquence contenue dans les banques
de données PPH16. Pour E6 on observe deux mutations : G a la place de A en position +46 et G & la place
de T en position +264 par rapport & 'ATG initiateur de EB8. Pour ES, on obtient la séquence représentée & la
figure 6, qui différe par quelques bases de la séquence contenue dans la banque de données.

Exempie 4 : Clonage des fragrnents d'ADN portant E6, E7 et ES dans le vecteur de transfert.

Avant d'intégrer les ADN codant pour ces 3 cadres de lecture dans des virus de la vaccine recombinants,
il est nécessaire de les modifier afin de disposer de sites de restriction uniques en amont et en aval des génes
et d’améliorer les séquences autour de I'ATG initiateur afin d’obtenir une bonne traduction et un niveau élevé
de protéine synthétisée. '

a) Cadre de lecture E6

Un site de restriction Sall et un site Sphi sont créés respectivement en amont et en aval de ia séquence
codant pour E6 grice & deux oligonucléotides synthétiques, en employant une technique de mutagénése lo-
calisée dirigée par oligonucléotide (trousse Amersham). Ces deux mutations ponctuelles sont réalisées simul-
tanément en utilisant les oligonucléotides suivants :

5 GTTAGTATAAAAGTCGACCCACCATGCACCAAAAGAG 3’
5" CATGCATGCAGATACACC 3'

~ Unnucléotide A en position -3 par rapport 4 'ATG est introduit 2 la place d'un nucléotide T en méme temps
quelesiteSall. ' '

Les bactériophages obtenus sont analysés par digestion avec des enzymes de restriction et par séquen-
¢age. Un clone est retenu pour fa suite désigné M13TG1181. Le fragment de restriction Salf-Sphl est ensuite
cloné dans le vecteur pTG186 poly (11) ouvert aux sites Sall et Sphl (pT(52198). Ce vecteur permet le transfert
de I’ADN dans le génome du virus de la vaccine.

b) Cadre de lecture E7

Un site de restriction Pstl et un nucléotide A en position -3 sont introduits en amont de la séquence codant
pour la protéine E7 par mutagéndse localisée gréce a I'oligonuciéotide suivant :
5 GTAGAGAAACCCTGCAGCCACCATGCATGGAGI = =

Plusieurs clones ont été obtenus. L'un d'entre eux qui contient un fragment de restriction Pstl de 350 pb,
est séquencé dans la zone correspondant & la mutation. La séquence correspond bien & la mutation attendue
(M13TG1182). Le fragment de restriction Pstl est ensuite inséré dans le plasmide pTG186 poly ouvert au site
Pstl (pnTG2199).

¢) Cadre de lecture ES

Un site de restriction Pstl est introduit en amont de I'ATG initiateur du cadre de lecture E5 (position 3851
dans PPH16) par mutagénése localisée grice a I'cligonucléotide suivant :
5’ GTCTACTGGATTTACTGCAGTATGACAAATCTTGAT 3’

Un site de restriction EcoRlI est introduit en aval du codon stop gréce a 'oligonucléotide suivant :
5" GTATATGTACATAATGAATTCTTACATATAATTGTTG 3’

Ces deux mutations sont introduites simultanément (trousse Amersham) . Le clone retenu pour la suite est
désigné par M13TG 3151. Le fragment de restriction Pstl-EcoRlI est ensuite inséré dans le plasmide pTG186
poly ouvert aux sites Psti et EcoRI (pTG3180).

Exemple 5 : Construction des virus de la vaccine recombinants.

Les plasmides pTG2198, 2199 et 3180 sont utilisés pour transférer les cadres de lecture E6, E7 et ES dans
un virus de la vaccine (souche Copenhagen) comme décrit précédemment. Les virus recombinants oil les sé-
quences codantes sont sous le contrble de promoteur 7,5 K de la vaccine sont appelés VVhES, VVhE7 et
VVhES. .
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Des cellules BHK-21 sur milieu MEM.BME supplémenté avec 10 % de serum de veau foetal sont infectées
avec I'un des frols virus recombinants avec une multiplicité d’approximativement 20 ufp par cellule.
Aprés incubation suivant le protocole décrit précédemment, les cellules sont récupérées, lysées et frac-

_tionnées afin de déterminer la localisation subceliulaire des protéines de HPV-16.

L'expression des génes E6 et E7 est vérifiée par inmunoprécipitation des protéines (marquées a la cys-
téine 35S) synthétisées.

Les anticorps polyclonaux dressés conlre les protéines de fusion bactériennes correspondant aux cadres
de lecture de E6 et E7 sont obtenus par Ia méthode classlque connue de 'homme du métier et décrite dans
les références (20) et (21).

Les cellules infectées par VVhES produisent une protéine cytoplasmique de 18 kD qui est spécifiquement
reconnue par I'antisérum anti-E6 (fig. 7, bande 1, la bande 2 correspond & une immunoprécipitation avec un
sérum non immun). Les cellules infectées par VVhET? produisent aussi une protéine cytoplasmique de 19-20
kDa spécifiquement reconnue par I"antisérum anti-E7 (fig. 7, bande 3, la bande 4 correspond & une immuno-
précipitation avec un sérum non immun).

Pour ES5, aucun antisérum n’étant disponible, I’Intégratlon du bloc d’expression de E5 dans le virus de la
vaccine est vérifiée par analyse de I'"ADN selon la technique de Southern.

Exemple 6 : Effet de la vaccination par WhEh et VVhE7 sur le développement des tumeurs induites par
HPV-16.

Des groupes de rats femelles (Fisher) agées de 4 semaines sont vaccinées par injection intradermale de
5.107 ufp (dans 100 wl) des différents virus recombinants. lis sont soumis & une injection de rappel avec la
méme dose aprés 12 jours.

Entre le 16e et le 17e jour, lis sont éprouvés avec une Ilgnée obtenue par co-fransfection dans des cellules
primaires de rat : (lignée REO01).

1) d'un plasmide comportant le génome de HPV-16 sous contrdle du LTR de rétrovirus de Moloney (22) ;

2) d’'un plasmide codant pour un géne de résistance 4 G418 et pour EJ-RAS, qui ne transforme que des

cellules de lignées établies ou exprimant un géne immortalisant.

2 x 104 cellules sont injectées dans un volume de 200 pl de tampon MEM.BME sans sérum par voie sous-
cutanée.

D'aprés les figures 8 st 9, on fait les constatations suivantes :

- les animaux témoins, non vaccinés, développent des tumeurs détectables 10 jours aprés I'inoculation

des cellules transformées (voir lignes tiretées).

- les animaux vaccinés avec VVhES ne développent pas de tumeur dans 2 cas sur 7 (= 100 jours). Lorsque
des tumeurs apparaissent, dans 3 cas leur développement est ralenti de fagon trés significative et pour
2 animaux I'apparition des tumeurs est retardée (24 et 34 jours au lieu de 10 jours). Enfin, dans deux
cas, le développement des tumeurs est identique & celui présenté par les animaux du lot témoin.

- les animaux vaccinés avec VVhE7 ne développent pas de tumeur dans 3 cas sur 7 (= 100 jours). Dans
les 4 autres cas, ies tumeurs apparaissent dés e 10e jour, mais leur développement est significativement
retardé.

Afin de tester les effets protecteurs de ces vaccinations, les animaux qui dans les deux lots n"ont pas dé-
veloppé de tumeurs sont repris et éprouvés 80 jours aprds la premiére épreuve d’inoculation avec 10 fois la
dose inifiale, c'est-a-dire 2 x 105 cellules. Dans de telles conditions d'inoculation, des animaux témoins déve-
loppent des tumeurs apras 4 jours.

- les animaux qui avaient été vaccinés par VVhES développent des tumeurs de fagon identique aux ani-

maux témoins.

- par contre, les animaux préalablement vaccinés avec VVhE7 méme dans ces conditions ne développent
pas de tumeurs (= 100 jours).

Ces résultats ainsi que les précédents mettent en avant le rdle important que jouent les antigénes E7 dans

la protection contre le développement des tumeurs induites par HPV-16.

Afin de vérifier les résultats ci-dessus deux autres séries d’expériences sont réalisées avec d'autres li-
gnées cellulaires. Des groupes de rats foemelles agées de 4 semaines sont vaccinées par injection infradermale
des virus recombinants comme décrit précédemment. Les rats vaccinés par les virus recombinants sont éprou-
vés avec 2.104 ou 105 cellules primaires (lignée RE31) de rat préparées selon le protocole décrit précédem-
ment. Le nombre d’animaux ayant rejeté les tumeurs ou chez lesquels on cbserve un retard dans I'apparition
de celles-ci est donné dans la premiére partie du tableau Il (Premiére épreuve). Dans ce tableau VVO corres-
pond & un virus de [a vaccine recombinant témoin n"exprimant pas une protéine de HPV). Puis, des rats ayant
rejeté une premidre fois les tumeurs sont & nouveau éprouvés mais en utilisant une concentration supérieure
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de cellules primaires (2,105 au lieu de 2.104 ou 1085). Le résultats obtenus sont présentés dans la seconde partir
du tableau Il (Deuxi®me épreuve).

TABLEAU II
Virus Rejet Retard dans !'apparition Total
recombinant de la tumeur
reuve on de cellules de |a i rat

VVhES 3/18 - 5/18 8/18

VVhE? 3/17 5sn7 9/17
0/17
8/20
5/20
1/20
2/4

VVhE? 3/4 1/4 4/4

vvo 0/5 o/s 0/5

Dans une autre série d'expériences, les lignées de cellules primaires de rats, servant & éprouver les rats
vaccinés, sont co-transfectées par :

1) un plasmide comportant le génome de HPV-16 sous le contrfle de son propre promoteur,

2) un plasmide codant pour un géne de résistance & G418 et pour EJ-RAS, qui ne transforme que des

cellules de lignées établies ou exprimant un géne immortalisant.

On obtient ainsi la lignée RE604. Le tableau Iil présente les résultats obtenus dans ces conditions expérimen-

tales.

Epreuve par injection de 2x10* cellules de la lignée REG04 par rat

TABLEAU III

Virus Rejet Retard dans I’apparition Total
recombinant de la tumeur

VVhE6 0/30 6/30 6/30
VVhE? 7/40 10/40 17/40
VVhE6/VVhE7 0/10 2/10 2/10
vyvo 0/30 0/30

10 -
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Les résultats de ces expériences mettent en avant le réle important que jouent les antigénes E7 et E6 dans
la protection contre le dévelopement des tumeurs induites par HPV-16

Dans toutes les lignées cellulaires, I'expression de la protéine E7 est vérifiée par immunoprécipitation. LUac-
tion protectrice exercée par I'antigéne E7 n'ést donc pas dépendante de la lignée considérée.

Les souches sulvantes ont éi6 déposées le 24 février 1989 & la collection Nationale de Cultures de Mi-
croorganismes de I'Institut Pasteur (Paris) :

- E. coli pTG2198 sous le n° 1-837.

- E. coll pTG2199 sous le n° |-838.

- E. coli pTG3180 sous le n°® 1-839.
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Revendications

Revendications pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU,
NL, SE

1. Une composition pharmaceutique destinée au traiternent ou & la prévention d'une infection ou tumeur &
papillomavirus qui comprend un poxvirus recombinant dans le génome duquel est inséré un fragment
d'ADN hétérologue codant pour une protéine sélectionnée parmiles protéines Eg, Eg et E; originaires d'un
papillomavirus ou pour une région essentielle de ladite protéine ; ledit fragment d’ADN étant placé sous
le contréle des éléments nécessaires & son expression dans des celiules de mammiféres.

2. Une composition pharmaceutique selon la revendication 1 qui comprend un poxvirus recombinant dans
le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une protéine sélectionnée parmi
les protéines Eg, Eg et E; originaires d’un papiliomavirus ; ledit fragment d’ADN étant placé sous le contrble
des éléments nécessaires & son expression dans des cellules de mammiféres.
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. Une composition pharmaceutique selon la revendication 2 qui comprend un poxvirus recombinant dans

le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une protéine sélectionnée parmi
les protéines Eg, Eg 6t E; originaires d'un papillomavirus de type HPV-16.

Une compaosition pharmaceutique gelon I'une des revendications 2 ou 3 qui comprend un virus de la vac-
cine recombinant dans le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une pro-
téine sélectionnée parmi les protéines E;, Eg et E; originaires d’'un papillomavirus.

Une composition pharmaceutique selon I'une des revendications 2, 3 ou 4 qui comprend un poxvirus re-
combinant dans le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour la protéine Eg
originaire d'un papillomavirus.

Un composition pharmaceutique selon {'une des revendications 2, 3 ou 4 qui comprend un poxvirus re-
combinant dans le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour {a protéine Eg
originaire d'un papillomavirus.

Une composition pharmaceutique selon l'une des revendications 2, 3 ou 4 qui comprend un poxvirus re-

- combinant dans le génome duquel est inséré un fragment ’ADN hétérologue cadant pour la protéine E;

originaire d'un papillomavirus.

Une compasition pharmaceutique selon l'une des revendications 1 a 7, caractérisée en ce que la position -3
de la région d'initlation de la traduction comporte un Aou un G.

Une composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 & 8, caractérisée en ce que le poxvirus
est vivant ou tué.

Une composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 & 9, caractérisée en ce qu'elle compor-
te un support pharmaceutiquement acceptable permettant son administration par injection & I'hnomme ou
& 'animal. '

Revendications pour I'Etat contractant sulvant : ES

1.

Procédé de préparation d’'une composition pharmaceutique destinée au traitement ou & la prévention
d'une infection ou tumeur & papillomavirus qui comprend la formulation d'un poxvirus recombinant dans
le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une protéine sélectionnée parmi
les protéines E;, Eg et E; originaires d’'un papillomavirus ou pour une région essentielle de la dite protéine ;
le dit fragment d’ADN étant placé sous le contrdle des éléments nécessaires & son expression dans des
cellules de mammiféres, avec un support pharmaceutiquement acceptable.

Procédé selon la revendication 1 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant dans le génome

duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une protéine sélectionnée parmi les pro-

téines Eg, Eq et E; originaires d’un papillomavirus ; le dit fragment d'ADN étant placé sous le contrdle des
Sléments nécessaires & son expression dans des cellules de mammiféres.

Procédé selon la revendication 2 dans lequel e poxvirus est un poxvirus recombinant dans le génome
duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une protéine sélectionnée parmi les pro-
téines Eg, Egq ot E7 originaires d’un papillomavirus de type HPV-16.

Procédé selon l'une des revendications 2 ou 3 dans lequel le poxvirus est un virus' de la vaccine recom-
binant dans le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour une protéine sé-
lectionnée parmi les protéines Ejg, Eg et E; originalres d’'un papillomavirus.

Procédé selon I'une des revendications 2, 3 ou 4 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant
dans e génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétémlogue codant pour la protéine E; originaire
d’un papillomavirus.

Procédé selon I'une des revendications 2, 3 ou 4 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant
dans le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour la protéine Eg originaire
d'un papillomavirus.

12
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7. -Proeédé selon I'une des revendications 2, 3 ou 4 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant
dans le génome duquel est inséré un fragment d’ADN hétérologue codant pour la protéine E; originaire
d’'un papillomavirus.

8. Procédé selon 'une des revendications 1 & 7, caractérisé en ce que la position -3 de la région d'initiation
de la traduction comporte un A ou un G.

9. Procédé selon I'une des revendications 1 & 8, caractérisé en ce que le poxvirus' est vivant ou tué.

10. Procédé selon I'une des revendications 1 & 9, caractérisé en ce que le support pharmaceutiquement ac-
ceptable permet son administration par injection & I'nhnomme ou a I'animal.

Patentanspriiche

Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1.

10.

Pharmazeutische Zusammensetzung, bestimmt zur Behandlung oder Vorbeugung einer Infektion oder ei-
nes Tumors durch Papillomavirus, umfassend ein rekombinantes Poxvirus in dessen Genom ein hetero-
loges DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fiir ein Protein, ausgewdhit unter den urspriinglichen Pro-
teinen Es, Eq und E7 eines Papillomavirus oder fir eine essentielle Region dieses Proteins; wobei dieses
DNA-Fragment unter die Kontrolle von fiir seine Expression in S&ugetier-Zellen notwendige Elements pla-
ziert ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, umfassend ein rekombinantes Poxvirus, in des-
sen-Genom-ein heterologes DNA-Fragment eingeflihrt ist, das fiir ein Protein kodiert, das ausgewéhit ist
unter den urspriinglichen Proteinen Eg, Eg und E7 eines Papillomavirus; wobei dieses DNA-Fragment unter
die Kontrolle von fiir seine Expression in Saugetier-Zellen notwendige Elemente plaziert ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 2, umfassend ein rekombinantes Poxvirus, in des-
sen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das fiir ein Protein kodiert, das ausgewé#hit ist
unter den urspriinglichen Proteinen Eg, Eg und E; eines Papillomavirus vom Typ HPV-16,

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 2 oder 3, umfassend ein rekombinantes
Kuhpockenvirus, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefilhrt ist, das filr ein Protein ko-
diert, das ausgewdhit ist unter den urspriinglichen Proteinen Eg, Eg und E7 eines Papillomavirus.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 2, 3 oder 4, umfassend ein
rekombinantes Poxvirus, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das fiir das ur-
spriingliche Protein E eines Papillomavirus kodiert.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem dér Ansprﬁche 2, 3 oder 4, umfassend ein
rekombinantes Poxvirus, in dessen Genom sin heterologes DNA-Fragment eingefihrt ist, das fiir das ur-
sprilngliche Protein Eg eines Papillomavirus kodiert.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 2, 3 oder 4, umfassend ein
rekombinantes Poxvirus, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das fiir ein ur-
spriingliches Protein E; eines Papillomavirus kodiert.

Pharmazeutische Zusammensetzuﬁg nach éi'n'eni- dér Aﬁsbriiche 1 bls 7, dadurch gekennzeichnet, daR
die 3-Stellung der Initlierungs-Reglon der Translation ein A oder ein G umfafit.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daf
das Poxvirus lebend oder abgetbtet Ist.

Pharmazeutische Zusamfnensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafl
sie einen brauchbaren pharmazeutischen Tréger umfaBt, der Ihre Verabreichung durch Injektion an Men-
schen oder Tiere ermdglicht.

13
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Patentanspriiche fiir folgenden Vertragsstaat : ES

1. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, bestimmt zur Behandiung oder
Vorbeugung einer Infektion oder eines Tumors durch Papillomavirus, umfassend die Formullerung eines
rekombinanten Poxvirus, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fir
ein Protein, ausgewahit unter den urspriinglichen Proteinen Es, Eg und E; eines Papillomavirus, oder fiir
eine essentielle Reglon dieses Proteins; wobei dieses DNA-Fragment unter die Konfrolie von die fiir seine
Expression in Sdugetier-Zellen notwendige Elemente plaziert ist, mit eéinem pharmazeutisch brauchbaren
Tréger. :

2. Verfahren nach Anspruch 1, bel dem das Poxvirus ein rekombinantes Poxvirus ist, in dessen Genom ein
heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fiir ein Protein, das ausgewdhit ist unter den ur-
springlichen Proteinen Eg, Eg und E; eines Papillomavirus; wobei dieses DNA-Fragment unter die Kon-
trolle von fiir seine Expression in Sdugetier-Zellen notwendige Elemente plaziert ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, worin das Poxvifus ei'n. fekombin_antes Poxvirus ist, in dessen Genom ein
heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert ist fir ein Protein, das ausgewdhit ist aus den ur-
spriinglichen Proteinen E;, Es und E; eines Papillomavirus vom Typ HPV-16.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 oder 3, WOrin das Poxvirus ein rekombinantes Kuhpockenvirus
ist, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fiir ein Protein, das aus-
gewdhit ist aus den urspriinglichen Proteinen Eg, Eg und E; eines Papillomavirus.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2, 3 oder 4, worin das Poxvirus ein rekombinantes Poxvirus ist, in
dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fiir das urspriingliche Protein
E;s eines Papillomavirus.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2, 3 oder 4, worin das Poxvirus ein rekombinantes Poxvirus ist, in
dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fiir das ursprilngliche Protein
Eg eines Papillomavirus. ,

7. Verfahren nach einem der Msﬁ%he 2, 3 oder 4, worin das Poxvirus ein rekombinantes Poxvirus ist, in
dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefiihrt ist, das kodiert fiir das urspriingliche Protein
E; eines Papillomavirus,

8. Verfahren nach einemder Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daR die 3-Stellung der Initiierungs-
Region der Transiation ein A oder ein G umfaBit.

9. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daBl das Poxvirus lebend oder
abgetotet ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB der pharmazeutisch brauch-
bare Trager die Verabreichung durch Injektion an Menschen oder Tiere ermdglicht.

Claims
Clalms for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, L, LU, NL, SE

1. Pharmaceutical preparation intended for the treatment or prevention of a papillomavirus infection or tu-
mour, which preparation comprises a recombinant pox virus, into the genome of which Is inserted a frag-
ment of heterologous DNA coding for a protein selected from the proteins Eg, E¢ and E; originating from
a papillomavirus or for an essential section of the said protein; the said DNA fragment being placed under
the control of the factors necessary for its expression in mammalian cells.

2. Pharmaceutical preparation according to claim 1 comprising a recombinant pox virus, into the genome
of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected from the proteins E;,
Eg and E; originating from a papillomavirus; the said DNA fragment being placed under the control of the
factors necessary for its expression in mammalian cells.
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Pharmaceutical preparation according to claim 2 comprising a recombinant pox virus, into the genome
of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protem selected from the proteins Eg,
Es and E; originating from a type HPV-16 papillomavirus.

Pharmaceutical preparation according to one of claims 2 or 3 comprising a recombinant vaccinia virus,
into the genome of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected from
the proteins Ej, Eg and E; originating from a papiliomavirus.

Pharmaceutical preparation according to one of claims 2, 3 or 4 comprising a recombinant pox virus, into
the genome of which Is inserted a fragment of heterologous DNA coding for protein E;s originating from a
papillomavirus.

Pharmaceutical preparation according to one of claims 2, 3 or 4 comprising a recombinant pox virus, into
the genome of which Is ingerted a fragment of heterologous DNA coding for protein Eg originating from a
papillomavirus.

Pharmaceutical preparation according to one of claims 2, 3 or 4 comprising a recombinant pox virus, into
the genome of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for protein E; originating from a
papillomavirus.

Pharmaceutical preparation according to one of clalms 1 to 7, characterised in that posmon -3 of the trans-
lation Initiation section comprises an A or a G.

Pharmaceutical preparation according to one of claims 1 to 8, characterised in that the pox virus s living
or killed. . T '

Pharmaceutical preparation according to one of claims 1 to 9, characterised in that it comprises an ac-
ceptable pharmacsutical carrier allowing its administration by injection into man or animals.

Claims for the following Contracting State : E§ =~~~

1.

Process for the production of a pharmaceutical preparation intended for the treatment or prevention of a
papillomavirus infection or tumour, which preparation comprises the formulation of a recombinant pox vi-
rus, into the genome of which Is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected
from the proteins Eg, Es and E; originating from a papillomavirus or for an essential section of the said
protein; the said DNA fragment being placed under the control of the factors necessary for its expression
in mammalian cells, with an acceptable pharmaceutical carrier.

Process according to claim 1 in which the pox virus is a recombinant pox virus, into the genome of which
is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected from the proteins E;, E¢ and E;
originating from a papillomavirus; the said DNA fragment being placed under the control of the factors
necessary for its expression in mammalian cells.

Process according to claim 2 in which the pox virus is a recombinant pox virus, into the genome of which
is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected from proteins Eg, Eg and E; orig-
inating from a type HPV-16 papillomavirus.

Process according to one of claims 2 or 3 in which the pox virus is a recombinant vaccinia virus, into the
genome of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected from the pro-
teins Eg, Eg and E; originating from a papillomavirus.

Process according to ons of claims 2, 3 or 4 in which the pox virus is a recombinant pox virus, into the
genome of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for protein E; originating from a pa-
pillomavirus.

Process according to one of claims 2, 3 or 4 in which the pox virus is a recombinant pox virus, into the
genome of which is inserted a fragment of heterologous DNA oodlng for protein Eg originating from a pa-
pillomavirus.

Process according o one of claims 2, 3 or 4 in which the pox virus is a recombinant pox virus, into the
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genome of which is inserted a fragment of heterologous DNA coding for protein E; originating from a pa-
pillomavirus.

Process according to one of claims 1 to 7, characterised in that position -3 of the translation initiation sec-
tion comprises an Aora G.

Process according to one of claims 1 to 8, characterised in that the pox virus is living or killed.

Process according to one of claims 1 to 9, characterised in that the acceptable pharmaceutical carrier
allows its administration by injection into man or animals.
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