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Description 

La pr6sente invention concerne de nouvelles compositions vaccinales utiles contre les tumeurs induites 
par les paplllornavirus, et plus particulierement contre les types HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, 

Les paplllomavirus repr6sentent un groupe de virus II AON. lls possedent une coque protllique et un glt­
norne d'ADN eirculalre d'environ 7900 palres de bases. Un certain nombre de types de papillomavirus, bovins 
(BPV), humains (HPV) ont 6t6 ldentifi6s, et les g6nomes de certalns ont 6t6 compl6tement s6quenc6s (1). 

Les travaux de recherche fondamentale qui ont 6t6 men6s sur ces virus ont ainsl conduit II dlstinguer dans 
leur genome une region pr6coce et une region tardive, par analogie avec le genome du virus du polyome et 
du SV40. La r6gion tardlve contlent deux cadres de lecture L 1 et L2 qui codent pour les composants rnajeurs 
de la capside. La r6glon pr6coce contient au molns les cadres de lecture E1, E2, E4, E5, E6, E7 et E8. Les 
prot61nes codees par ces cadres de lecture posstdent des fonctlons diff6rentes. Trois de ces prot61nes sont 
impliquees dans les processus de bansformatlon oncogenlque des cellules infect6es. La proteine E5 de BPV-
1 qui posstde un important pouvoir de transformation et qui peut in vitro transformer des eellules de fa90n 
lnd6pendante (2) est codee par la partle 3' de la r6gion pr6coce. Les prot6ines E6 de BPV-1 et E7 de HPV-16 
sont codees par la partie 5' de la r6gion pr6coce et sont impllquees dans l'lnductlon et le maintien de la trans­
formation oncogene. Ces deux prot6ines semblent d6river d'un gene ancestral commun par duplications suc­
cessives d'un peptide de 33 aeldes amln6s (3). Le pouvoir transformant de E7 a 6t6 d6montre pour HPV-16 
et 18 (4, 5, 6). Parml les autres prot61nes pr6coces, E1 et E2 posstdent un rOle dans la r6plicatlon et/ou !'ex­
pression du virus alors qu'il n'a pas 6t6 mis en 6vidence de fonction II E4 et E8 . 

Chez l'homme, les HPV sont associ6s II des pathologies allant de l'lnfection b6nigne de la peau, aux 
verrues et aux tumeurs malignes. Ces virus sont hautement sp8clfiques des tissus elbles, notamment les 
epith61iums de 1'6piderme des voies g6nitales, orales et respiratoires (7). Les donnees 6pid6miologiques sug­
gerent fortement le rOle de certaines souehes d'HPV dans le cancer du col de l'ut6rus et des voies basses 
(tumeur le plus fr6quemment fatal chez la femme). L'ADN de HPV-16 et HPV-18 est retrouv6 dans la plupart 
des bloJ>sies prnwnant de cellules cancereuses g6nitales, plus rarement on det8Cte HPV-31, HPV-33, HPV-
35, HPV-39 et HPV-45. 

Les pathologies associees aux virus HPV posent un probleme th6rapeutique du fait de leur nature per­
sistante et recurrente •. oe nombreuses approches ont ditji Itta utllisees dans le traitement de ees maladies : 
la ehlrurgle, la ehlmiotherapie, les agents antivlraux et l'immunoth6raple (8). 

En particulier, la publication europ6enne de brevet EP-A-0133123 d6crit une approche de vaccination 
contre une infection par les paplllomavlrus qui conslste i pr6parer par genie g6n6tique des protelnes de la cap­
side du virus, e'est-11-dire des prot6ines de structure correspondant done i la region tardive du virus, et i les 
utiliser comma agents immunogenes. Dans ee document, les moyens decrits vlsent II une protection contra 
une infection par les virus eux-mlmes, et done i priori contre toutes las formes d'lnfections susceptibles de 
se d6velopper. 

La presents Invention vise plus pr6cis6ment l'obtention de vacclns actifs, II titre pr6ventif ou curatif contre 
les b.lmeurs malignes r6sultant d'une infection pr66tablie par HPV. 

La pr6sente Invention repose surl'observation qua la formation des b.lmeurs indultes par las papillomavirus 
est due i !'expression des genes pr6coces des virus. 

L'inventlon a done pour objet des compositions pharmaceutlques caract6rls6es en ce qu'elles contlennent 
i titre de principe actif pr6ventif ou curatlf au molns un poxvirus recombinant qui comporte une s6quence d'ADN 
heterologue codant au molns pour la region essentlelle d'une prot61ne p.,.coce d'un papillomavirus alnsi que 
lea 616ments de r6gulatlon assurant son expression dans les cellules sup6rieures. 

Par r6gion essentlelle de ladita prot61ne, on entend d6signer la partie de la s6quence protelque capable 
d'indulre une lmmunit6 antltumorale. 

Les compositions vaccinales salon !'invention peuvent Atre utlllsees II des fins variees. Elles peuvent Atre 
utilisees i titre pr6ventlf, pour empAeher I' apparition de tumeurs malignes, solt avant toute infection par le virus, 
soit encore apr6s une Infection ayant causit des troubles benlns, par crainte de voir d'autres tissus atteints et 
se transformer en tissue cancereux. Elles peuvent potentlellement Atre aussl utllisees II titre curatif, pour faire 
disparaftre une b.lmeur d6Jll install6e, ou en compl6ment ou substitution i une ablation. Ces utilisations peuvent 
concerner l'homme, mais aussl !'animal, en partlculier las bovins pour la pr6ventlon des Infections par le virus 
BPV. On pourra utiliser, le cas 6ch6ant le poxvlrus recombinant avec un support pharmaceutiquement accep­
table pour son inoculatlon i l'homme ou i !'animal. 

Etant donn6es lea observations qui ont eta faites, et rappel6es plus haut sur la fr6quence d'lnfectlon par 
HPV de type 16-18-31-33-35-39 et 45 dans les cas de cancer du col de !'uterus, l'lnventlOn concerne plus par­
ticullerement des compositions vacclnales utlles contra HPV-16, HPV-18, HPV31, HPV33, HPV-35, HPV-39 
etHPV-45. . 
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C'est pourquol l'inventlon a pour objet une composition vaccinale telle que d6flnie pr6clldemment dans 
laquelle le poxvlrus comprend au moins une s6quence d'ADN codant pour au moins une protlline non-struc­
turale du virus HPV de type 16, 18, 31, 33, 35, 39 ou 45 et en particuller du virus HPV-16. 

Comma rappel6 pr6c6demment, la structure des virus de la famille des paplllomes, en partlculler BPV-1 
6 • et HVP, est telle qu'll existe au molns 7 cadres de lectures susceptlbles de correspondre l des fonctlons pro­

t61ques blen sp6clfiques des mltcanismes d'actlon du virus et du malntien du g6nome viral. C'est pourquol 11 
peut 6tre lnt6ressant de pr6parer des compositions pharrnaceutlques qui expriment dans l'organisme humaln 
plusleurs prot61nes simultanllment Cecl peut 6tre obtenu solt avec plusleurs poxvlrus exprlmant chacun une 
prot61ne donnlle, soit avec un poxvlrus contenant plusleur8-s6quences d'ADN hllt6rologue correspondent aux 

10 protlllnes cholsies. 
Bien entendu, le poxvirus recombinant comportera !'ensemble des lllllments nllcessalres IA !'expression 

des prot6ines dans les cellules supllrieures, c.l.d. g6nllralement un promoteur de la transcription du gilne et 
une rllgion d'lnitiation de la traduction dans la cellule h6te ; de pr6f6rence le promoteur sera le promoteur d'un 
gilne du poxvirus utilisll. 

15 Parml tous les poxvirus envisageables, on choislt de pr6fllrence le virus de la vaccine, car ii a d6jlA llt6 
6tabll que les antigilnes exprim6s par le virus de la vaccine recombinant sont correctement pr8sent6s l la sur­
face des cellules infect6es et permettent !'induction d'une r6ponse immunltaire de type cellulalre. Ces clrcons­
tances sont done partlculk\rement favorables pulsqu'il est connu que 1'611mlnation des cellules tumorales lm­
plique l'immunit6 cellulaire. 

20 Lorsque le poxvlrus est le virus de la vaccine, on utlllsera de prilfllrence comme promoteur celui du gilne 
de la prot61ne 7,5 K du virus de la vaccine. L'ensemble promoteur-sllquence codante sera lnsllr6 dans une 
rilglon non essentielle du virus; par exemple, dans le cas du virus de la vaccine, le gilne de la thymidlne kinase 
(TK) ce qui permettra une slllection alslle des virus recombinants Tl<"". 

Glln6ralement, le virus vivant est inoculll l l'homme ou IA l'anlmal. Toutefols, on peut aussl envlsager d'ln-
25 jecter l l'homme ou l l'animal le virus recombinant tu6, pr6sen~nt l sa surface 1'8 prot61nes choisles, ou les 

prot6ines purifllles l partir de cultures cellulalres lnfect6es par"les virus de la vaccine recombinants. 
Les compositions pharmaceutiques selon !'Invention peuvent 6tre pr6par6es selon des proclldlls connus 

dans le domalne des vacclns, et les doses appllcables pourroo.t varier dans une large gamma. Elles seront 
fonctlon notamrnent de l'lltat du patient et d'autres paramiltres qui seront llvalulls par le praticien. 

so L'lnvention sera illustr6e par les examples cl-apn\s, qui dllcrlvent d'une part des r6sultats de vaccination 
sur anlmaux auxquels on a injectll des cellll!es transformlfl'8 p~~ I~ virus du papHlome bovin (BPV-1) et, d'autre 
part, des r6sultati de vaccination sur animaux auxquels on a injectll des cellules transformlles par le virus du 
papillorne humain (HPV-16). On dllcrit en particulier le clonage et.le sllquen(:&Qe des AON correspondant aux 
cadres de lecture aux prot61nes E5, E6, E7 de HPV-16 alnsi que les r6sultats de vaccination obtenus avec des 

as virus recomblnants exprimant ces prot61nes. 
La description d6tailllle de !'invention sera accompagn6e par les figures 1 l 7 qui repr6sentent : 
- la figure 1 repr6sente le gel SOS-PAGE des immunopr6clpilils des produits des cadres de lecture E1, 

E2, E5 et E6 de la r6glon pr6coce du gllnome du papillomavirus bovln BPV-1. 
la figure 2 reprllsente la pt§rlode de latence du dllveloppement des tumeurs des anlmaux vaccinlls avec 

"" les virus de la vaccine recomblnants, exprlmant les prodults des cadres de lecture E1, E2, E5, E6 ou 
E7 du papillomavlrus bovln BPV-1 (WbE1, WbE2, WbE5, WbE6 etWbE7), ou un virus de la vaccine 
recomblnantt6moln, W-0 (n'exprimant pas une protlllne de BPV-1) etllprouv6s avec des cellules FR3T3 
transformlles par BPV-1 (FR3T3 BPV-1-6). 

- la figure 3 repr6sente la pllriode de latence du dllveloppement des tumeurs chez des animaux vaccinlls 
45 avec les virus de la vaccine recomblnants exprimant les produits des cadres de lecture E5, E6 et E7 du 

papHlomavlrus·bovln BPV-1 (WbE5, WbE6, WbE7) ou une association WbE5-WbE6 ou WbE5-
WbE7 ou un virus de la vaccine recombinant lilmoin W-0 (n'exprlmant pas une protlline de BPV-1) et 
llprouvlls avec des cellules FR3T3 transformlles par BPV .. 1 (FR3T3-BPV-1-3). 

- la figure 4 repr6sente schllmatiquement la structure du bact6rlophage M13 E7/E6 (HPV-16). 
so ..: la figure 5 repr6sente schllmatlquement la structure du bact6rlophage M13 E5 (HPV-16). 

- la figure 6 repr6sente la sllquence de l'ADN complllrnentalre du cadre de lecture E5 (HPV-16). 
- la figure 7 repr6sente le gel SOS-PAGE des immunopr6clpilils des prodults des cadres de lecture E6 

et E7 de la rllglon pr6coce du gllnome du papillomarlvus humain HPV-16. 
- la figure 8 repr6sente l'llvolutlon de la taille des tumeurs chez des anlmaux vaccinlls avec le virus de 

55 la vaccine recombinant exprimant le prodult du cadre de lecture E6 du papillomavlrus humaln HPV-16 
(WhE6) et 6prouv6s avec des cellules prlmalres de rat transforrnlles par HPV-16 et un oncogine ras. 

- la figure 9 repr6sente l'llvolution de la tallle des tumeurs chez des animaux vaccinlls avec le virus de 
la vaccine recombinant exprlmant le produit du cadre de lecture E7 du paplllomavirus humaln HPV-16 
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(WhE7) et 6prouv6s avec des cellules primaires de rat transform6es par HPV-16 et un oncog6ne ras. 

Exemple 1 : Inhibition du d6veloppement des tumeurs lndultes par le virus du papillome bovin (BPV-1) par 
vaccination par des virus de la vaccine recombinants exprimant les prot61nes pr6coces de BPV-1. 

a) Construction des virus de la vaccine exprimant les prot61nes pr6coces de BPV-1 

Le plasmlde pM69 (9) contient la r6glon pr6coce du g6nome de BPV-1 ins6r6 en tant que fragment Hindlll­
BamHI dans les sites Hindlll et BamHI. du plasmide pML? (~). Des sous-fragments contenant les cadres de 

10 lecture E1, E2, E5, E6 et E7 sont excis6s par digestion avec des enzymes de restriction (volr tableau I) et in­
trodults dans lea bact6riophages M13TG130 ou M13TG131 (10) puls soumis i une mutag6n6se localis6e di­
rig6e par ollgonucl6otlde avant d'Atre transf6"8 dans le plasmide pTG186 poly (11). Ces 6tapes sont r6capi­
tul6es dans le tableau I. 

~ Llgende du tableau I 
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(a] 

[ b] 

( c 1 

, 

lea nucllotides 1oullgnla prlclsent les bases non 

aparlles l la slquence parentale de BPV-1 

le codon d'tnltiatlon de la traduction et le site 

de restriction ut1lisl1 dana le clonage sont 
soul11nfs. 

11 n'a pas ltl po~sible d'1ntrodulre le fra1ment 

~RI - !!.!,HI du plasmid• pM69 contenant le cadre de 

lect.ure F.5 dana le bactlriophag·e· MllTG131 dans 

l'orientation dlslrle : lea clones sont obtenus dans 

l'ortentation inversle dans laquelle deux fragments 
de plasmides indlpendanta sont clonls ; la 

mutaalnise par olt1onucl•otide-correspond done a 
l'autre brln de l'ADN • 

extrlmitl produite par digestion par une enzyme de 

restriction puis traitement avec le fragment Klenow 

de l'ADN polym,rase I de E. coli avant le clonage ; 
na non appllquable. 
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Tableau t Clonage et mutas•nasa des sous-fragments du 
glnome de BPV-l pour leur transf ert dans les 
virus de la vaccine. 

BPV-1 Mutagtnase Clonage 
• cadre de • vecteur • stquence (5'-3') • fragment 

lecture • site des ollgonucllo- • vecteur 
• fragment tides utilisls (a] • site 

• alquences au site 
d'initiation de la 
t raduc tion ( b] 

El Ml3TG130 na BamKI-SstI 
!!!,HI( k ]-.!!!!_I - -~ruI-AvrII pTG186poly --

E2 MllTGlll 
~I-SpeI !collI-XbaI - -

&5 Ml3TGt3l 
EcolI-BamllI !collI-Bam.HI - - - -. 

E6 MllTG130 
Hpal-!!!_I s .. 1 -

!7 Ml3TG130 
Hpal-!!!_I SmaI -

(TCCCCAGCGTCATCG) BamHI-SstI - - -
GAGGAGGATCCTGAAGACGA BamHI - -pTGl86poly 
(GCATCCTGAAGAGGATGC) BamKI - -

AGATTTGCCATAGT~ACCAGTCA( c] !!!_I-!!!!f 1 
pTGl86poly 

(GTCGACTATCG) SalI-BamHI --
CAGACCCCGG!T~ATGCACCT ~I-.!!!,III(k) 

pTGl86poly 
(GGATCCAACATGG) BamKI-SmaI - -

TCCTACGACTCGAGCAAACATGGTTCA lhoI-EcolI - - --pTG186poly, 
(CTCGAGCAAACATCC) SalI-EcolI - --

La mutagllnt\se locallslle dirlglle par oligonuclllotide permet d'lntroduire une sllquence consensus de l'lni-
45 tiation de la traduction au niveau du codon d'lnitlatlon de manlllre l assurer !'expression correcte aprt\s trans­

fert dans le virus de la vaccine. Dans chaque cas, l'ollgonuclllotide de synthilse introduit un site de restriction 
unique juste avant la sllquence dllterminant le dllbut de la traductlon. 

Dans le cas du cadre de lecture de E1, ii n'est pas nllcessaire de faire de mutag6n6se localislle du falt de 
la pr6sence d'un site de resb'lction dans le gllnome de BPV-1 (site Nrul en position -11 par rapport l l'ATG 

50 inltiateur et d'une sllquence quasi consensus de la nigion d'inltiation de la traduction (GCGTCATGG) : le nu­
clllotlde G en position -3 est presque aussl efflcace que A dans !'Initiation de la traductlon. 

Des cellules primaires d'embryon de poulet sont cultivlles l 37°C dans un milieu MEM (Gibco) suppl6-
ment8 avec 10 % de sllrum de veau foetal. Elles sont simulanllment soumlses lune infection par un virus de 
la vaccine thermosenslble et i une transfectlon par les vecteurs d'expresslon/tranSfert portant les segments 

ss insllrlls de BPV-1 et par l'ADN du virus de la vaccine type sauvage. Aprt\s slllectlon, on isole salon les tech­
niques courantes, des recomblnanls de la vaccine dans lesquels !'expression de la sllquence insllnie est sous 
le contr61e du promoteur 7.5 K du virus de la vaccine. 

Les virus de la vaccine recombinants (VV) exprimant les protllines pr6ooces de BPV-1 E1, E2, E5, E6 et 
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E7 sont appel6s respectivement WbE1, WbE2, WbE5, WbE6 et WbE7. 

b) Expression de E1, E2, E5, E6 et E7 dans las cellules lnfectlles par las virus recomblnants 

5 Des cellules BHK-21 sur milieu de Eagle modlfi6 par Dulbecco MEM.BME (GIBCO) suppl6mentil avec 10 
% de s6rum de veau foetal (GIBCO) sont infectlles avec l'un des six virus recombinants avec une multiplicitil 
d'approximatlvement 20 unit6s formant plaque (ufp) par cellule. · 

Aprts une heure • 37°C, du milieu frals est ajoutil et les cellules sont lncub6es pendant deux heures. Le 
mllieu est retlr6, las cellules lav6es une fols. Du mllleu MEM.BME sans m6thlonlne et/ou cystiline et suppl6-

10 mentil avec 5 % de s6rum de veau foetal dlalys6 est alors ajoutil. Le marquage est effectu6 avec 0.5-1 mCi/ml 
de L-m6thlonlne-35S et/ou L-cystiline-35S (Amersham) pendant 3 heures A 37°C. Les cellules ainsl marqu6es 
sont rlnc6es deux fols avec 20 mM Tris. HCI pH 7,2; 150 mM NaCl (tampon TS) contenant de l'aprotlnine (1 
Ul/ml ; Blosys, France), collectlles par grattage et rlnc6es par 2 centrifugations dans du tampon STE (20 mM 
Tris. HCI pH 7,2; 150 mM NaCl ; 1 mM Na2EDTA; 1 % aprotinlne). Les cellules sont lys6es dans du tampon 

15 RIPA [50 mM Tris. HCI ; pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM N"2EDTA; 1 % Triton X-100; 1 % NaDeoxycholate; 
0, 1 % SOS] ou fractionn6es pour d6terminer la localisation subcellulaire des prot6ines de BPV-1. 

L'immunopr6clpitation et le SOS-PAGE sont effectu6s sulvant la proc6dure d6crlte par Davis (12). Des an­
tisera polyclonaux de lapins, dress6s contra las protillnes de fusion bactilriennes correspondent aux cadres 
de lecture E1, E2, E5, E6 et E7 sont obtenus par la m6thode classique connue de l'homme du metier, volr par 

20 example las r6f6rences (13) et (14). 
Les cellules infectlles avec WbE1 produisent une prot6ine nuclealre de 69kD qui est sp6cifiquement re­

connue parl'antls6rum anti-E1 (fig. 1, bande 1, la bande 2 correspond• une lmmunpr6clpitation avec un serum 
non lmmun). Les cellules infectlles par WbE2 contlennent un niveau 61ev6 d'un polypeptide de 48 kD pr6sen­
tant une r6actlvit6 crols6e avec E2 et correspondent A la protillne de transaCtivation majeure cod6e par le cadre 

25 de le~re E2 de BPV-1 (fig.1, ba11de 3 et contr61e, bande 4). Ce polypeptide est d6tect6 dans toutes las sous­
fractions· cellulalres examinees, corit0rnl6ment ii ce qui a 6t6Ci6Crii p0urla f)iot61ne E2 de cellules transform6es 
par BPV-1 (15). WbE6 code pour une protiline de 15,5 kD sp6clfiqt1ement pr6clpitile par le s6rum anti E6 (fig. 
1, bande 6 et contr61e bande 7) et locallsee A plus de 50 % dans la.fraction cytoplasmique comma pour la pro­
tiline E6 des cellules transform6es par BPV-1 (16). Les cellules lnfectees par WbE5 produisent un polypeptide 

so de 7,5 kD assocl6 aux membranes cellulaires (fig. 1, bande 7 et contr61e, bande 8), localisation caractllristique 
de la prot61ne E5 de BPV-1 (17). Les exp6riences d'lmmunopr6cipitation avec l'antis6rum anti-E7 ne pr6sentent 
pas de r6activit6 crois6e. N6anmolns, !'analyse des vecteurs d'expresslon r6vele la pr6sence du cadre de lec­
ture de E7 dans une orientation correcte et nous supposons que E7 est effectivement produlte mais qua pour 
une raison inconnue elle n'est pas pr6ciplt6e par l'antls6rum disponible. 

\......< c) Vaccination contra las cellules tumorales lndultes par BPV-1 

Des groupes de rats femelles (Fischer) Ag6es de 4 semalnes sont inocules par voie lntradermale ou ln­
trap6ritonale avec las dlff6rents virus recomblnants <• une dose de 108 ufp dans 100 µI). lls subissent une in-

"" jectlon de rappel avec la mime dose apres 12 jours et sont soumls A une inoculation d'6preuve, entre le 16e 
et le 17e jour avec des cellules 3T3 de lignees syngenlques de rats Fischer (FR3T3) transformees par BPV-
1 salon le protocole d6crit dans las rMerences (9, 18) et appel6es FR3T3-BPV-1-6 •. Pour cecl, 2x10' cellules 
sont lnjectlles par vole sous-cutanee dans un volume de 200 µI de milleu MEM.BME sans s6rum. 

Les r6sultats sont repr6sent6s sur la figure 2 : 
45 - tous las animaux contrOl6s, vaccin6s avec W-0 developpent des tumeurs apres une p6riode de latence 

de 43 jours en moyenne. · 
- las anlmaux vacclnlls avec WbE1 ou WbE2 ne pr6sentent pas de modification dans le developpement 
· des tumeurs. 
- las animaux vaccln6s avec WbES, WbE6 et WbE7 pr6sentent un retard slgniflcatlf de !'apparition des 

50 tumeurs. De plus dans quelques cas, ii n'y a pas de developpement de tumeurs (> 250 jours apres 
l'epreuve), points repr6sent6s dans le cadre en haut de la figure. 

Ces exp6rlences sont r6petees en effecti.Jant l'lnoculatlo11" d'6preuve avec des cellules de la lignee FR3T3 
transformees par BPV-1 salon le protocole d6crit dans les r6f6rences (9, 18) et appel6es FR3T3-BPV-1-3. 
WbE1 et WbE2 61ant sans effet, seuls WbE5, E6 et E7 sont test6s et deux groupes de rats sont lnocul6s 

55 avec 2 virus recombinants simul1an6ment, soit WbE5 et WbE7 solt WbE5 et WbE6 afln de mettre en 6vi­
dence un eventual effet cumulatlf de ces antlgenes. La figure 3 conflrme l'effet b6n6fique d'une vaccination 
parWbE5 et WbE7 (les points dans le cadre du haut de la figure eorre8pond aux animaux qui ne developpent 
pas de tumeur) alors que WbE6 reste sans effet notable dans cette situation. De plus ii n'apparaft pas d'effet 
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cumulatif marquj lors de !'association WbE5, WbE7. 

Example 2: Clonage du genome du virus HPV-16. 

s Les cellules de la llgnee CaSkl (ATCC 1550) contlennent le genome du virus HPV-16 integre dans un chro-
mosome. A partlr de 10 floles de 75 cm3 de cellules CaSkl semi-confluences, I' AON gllnomique total est purlfill 
de la fa90n sulvante : les cellules sont recuperees par grattage, centrifugees et lavees puls reprises dans 15 
ml de tampon TE [Tris 10 mM pH 7,5 ; EDTA 1 mM] + 0,5 % SOS. Aprils traltement l la protlllnase K (7,5 mg/15 
ml) l 37°C pendant 16 heures, l'ADN est stockll l 4°C. De cetta fa9Qn, 1 ml de solution contenant 0,6 mg d'ADN 

10 est obtenu. 
70 µg de cetADN sont soumis lune digestion partielle parl'enzyme Mbol (10 min. ; 40 unltlls) puis dllposlls 

sur un gradlentllnllalre (20 %-40 %) de sucrose. Apn\s centrifugation (rotor SW28, 16 heures l 25.000 t, 20°C), 
des fractions de 500 µI sont collectlles. Les fractions contenant de l'AON de 1aille comprise entre 10 et 20 kb 
(fraction 23-26) sont reunles, dialyslles contra du 1ampon TE, puis prllclpitlles l l'llthanol. De cette fa90n, 5 

1s µg d'ADN sont obtenus. 
Afin de disposerd'un vecteur de clonage pourl'ADN dllcrit prllclldemment, l'ADN du bactllriophage lambda 

EMBL 301 (19) est diger6 par !'enzyme de restriction BamHI. Apn\s extraction au phenol-chloroforme et prll­
clpltetlon l l'ethanol, l'AON est resuspendu dans du tampon TE. 

L'ADN gllnomlque des cellules CaSki et l'AON du bactllriophage lambda sont ensulte llgulls salon un pro-
20 tocole classlque (1 µg de vecteur, 2 µg d'AON genomique). Apn\s empaquetage de l'AON grtce lune trousse 

commerclalislle par Amersham, un total de 0,75 x 108 clones lndependants est obtenu. Ces bactllriophages 
sont lltallls avec des bactllries E. coll Q358 sur 18 bottes de 14 cm de dlam6tre et sur mDleu LBM afln d'6tre 
crib16s avec des ollgonucl6otldes synthlltiques d6dults de la s6quence du virus HVP-16 [(EMBL) PA16]. 

Le criblage de l'AON des bactllriophages recomblnants est effectull de fa90n classlque pour l'homme de 
25 metier. Les oligonucleotides 1817 (s6quence.5' CATGCATGGAGATACACCTACATTG 3' ; cadre de lecture E7 

et 1818 (s6quence 5' GTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTT 3'; cadre de lecture E5) marqu6s radioactlvement 
au 32P, sont m61anglls et hybridlls l l'AON phagique (transfllre surdes flltres de nitrocellulose) pendant 16 heu­
res l 55°C dans un tampon SSC concentr6 6 fols. Les filtres sont ensulte lavlls dans les m6mes conditions 
de sbingence, 10 slgnaux positifs (1-10) ont6tll obtenus. La zone des bo1tes de p6bi correspondent l ces sl-

30 gnaux est reprise dans 1 ml de tampon LBM. Ces suspensions sont rllll1al6es sur des bottes de p6trl 0 10 cm 
(2-10 µI de suspension par botte) en double et un criblage secondalre est effectu6 avec les ollgonucleotldes 
1817et1818 sllparement. Les signaux correspondant aux phages obtenus i partir des premiers lsolements 
4 et 5 61ant les plus intenses, ces deux clones sont choisls pour la suite des exp6riences. 

Des mlnicultures de bactllrles E. coll Q358 infectlles avec le bactllriophage, lsolll l partir des sous-clones 
as 4-1, 4-2, 5-1et5-2 sont r6alislles. L'AON de ces clones est purifkt et soumls l digestion parl'enzyme de res­

triction Pstl afln d'analyser les recomblnants s61ectionnes. 
Apn\s migration sur un gel d'agarose 1 %, les AON cl-dessus sont transf6res sur une membrane de nitro­

cellulose selon la techniqe de Southern. Ces membranes sont ensuite lncubees avec les deux ollgonucl6otldes 
1817 et 1818 marqu6s au 32p par action de I .. polynucl~tide .kinase comme prllc6demment. Apn\s hybridation 

If() et lavage de la membrane, cette dernlc\re est soumise l autoradlographie. Deux bandes correspondant l des 
AON de 1aUles 1063et1772 pb respectlvement sont rev616es alnsi, lndlquant que les clones 4-1, 4-2, 5-1 et 
5-2 possc\dent le genome du virus HPV-16. 

45 
Exemple 3 : S6quen911ge des AON correspondant l E6, E7 et E5 

Le bactllriophage 5-1 est choisl pour les exp6riences uttlirieures. Afin de disposer de quantltlls lmportantes 
de l'ADN de ce clone une pr6paratlon d'AON l partir de 500 ml de bactllrie E. coll Q358 infectlles est realls6e 
selon un protocols classique. 800 iig d'AON ·sont ainsl obtenus. AprtS digestion par I' enzyme Pstl, l'ADN est 
soumis l 1'61ectrophon\se sur gel d'agarose 1 % contenant du bromure d'6thldium et vlsualis6 sur une lampe 

50 UV. Les bandes de gel correspondent aux tallles 1063 et 1772 pbs sont decoupees et l'AON est exbait en utl­
lisant une trousse •Geneclean• (Bio101 Inc). CetAON est ensuite Ugu6 dans un bact6rlophage M13TG130 ou­
vert au site Pstl et transforms dans des bactllrles comp6tentes E. coli NM522. 

L'ADN des bactllriophages M13 recombinant est purifill l partlr de mlnicultures (1,5 ml) et analys' par di­
gestion avec des enzymes de restriction. Un clone contenant la bande HPV-16 1063 pb (M13 E5) et un clone 

55 contenant la bande HPV-16 1772 pb (M13 E7/E6) sont s61ectionn6s. · 
Afln de limiter le travail de s6quen911ge et comme les AON recherchlls sont ceux correspondent aux cadres 

de lecture E5, E6 et E7, seules las regions des fragments de restriction Pstl correspondent aux protllines E6 
et E7 (M13 E7/E6) et E5 (M13 E5) sont s'quencees, grtce l des oligonucleotides synthetlques de sequence 
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5' ATCTAACATATATTC 3' et 5' GTTGTTCCATACAAA 3' pour M13 E7/E6 
et 

5' GTCTGCCTATTAATAC 3' pour M13 E5. 
La figure 4 pr'8ente la structure du bact6riophage M13 E7/E6 et la figure S celle du bact6rlophage M13 

5 E5. La s6quence obtenue pour E7 r6vtle une hornologle totale avec la st§quence contenue dans les banques 
de donn6es PPH16. Pour E6 on observe deux mutations : G l la place de A en position +46 et G l la place 
de Ten position +264 par rapport l l'ATG lnltiateur de E6. Pour ES, on obtlent la s6quence reprllsentee l la 
figure 6, qui dlff6re par quelques bases de la s6quence contenue dans la banque de donnlles. 

10 Example 4: Clonage des fragments d'ADN portent E6, E7 et E5 dans le vecteurde transfert. 

Avant d'integrar les AON codant pour ces 3 cadres de lecture dans des virus de la vaccine recombinants, 
ii est n6cessaire de las modifier afin de disposer de sites de restriction uniques en amont et en aval des genes 
et d'am61lorer les s6quences autour de l'ATG initlateur afin d'obtenir une bonne traduction et un nlveau 61eve 

16 de prot61ne synth8tls6e. 

"...../. a) Cadre de lecture E8 

Un site de restriction Sall et un site Sphl sont cre6s respectivement en amont et en aval de la sequence 
20 codant pour E8 grAce l deux ollgonucleotides synth6tiques, en employant une technique de mutagenese lo­

calis6e dirigee par oligonucleotide (trousse Amersham). Ces deux mutations ponctuelles sont r6alisees simul­
tan6ment en utllisant las oligonucleotldes sulvants : 
S' GTTAGTATAAAAGTCGACCCACCATGCACCAMAGAG 3'. 
5' CATGCATGCAGATACACC 3' 

25 Un nucl6otideA en position -3 par rapport l l'ATG est introduit l la place d'un nucl6otide Ten mAme temps que ie"sit8 sail.' ' ' . ' ''"" ,, ' ,' 
Les bact6riophages obtenus sont analyses par digestion avec des enzymes de restriction et par s6quen­

oage. Un clone est retenu pour la suite d6signe M13TG1181. Le fragment de restriction Sall-Sphl est ensuite 
clone dans le vecteur pTG186 poly (11) ouvertaux sites Sall et Sphl (pTG2198). Ce vecteur permet le tranSfert 

30 de l'ADN dans le genome du virus de la vaccine. 

b) Cadre de lecture E7 

Un site de restriction Pstl et un nucleotide A en position -3 sont introduits en amont de la sequence codant 
ss pour la protelne E7 par mutagentse locallsee grAce l l'oligonucleotide sulvant : 

S' GTAGAGAAACCCTGCAGCCACCATGCATGGAG 3' 
'. 

Plusleurs clones ont 6t6 obtenus. L'un d'entra eux qui contlent un fragment de restriction Pstl de 350 pb, 
est st§quenc6 dans la zone correspondant l la mutation. La s6quence correspond bien l la mutation attendue 
(M13TG1182). Le fragment de restriction Pstl est ensuite ins6rll dans le plasmide pTG188 poly ouvert au site 

40 Pstl (pTG2199). 

c) Cadre de lecture E5 

Un site de restriction Pstl est introduit en amont de l'ATG initlateur du cadre de lecture E5 (position 38S1 
4S dans PPH16) par mutag6ntse localis6e grAce 6 l'ollgonucl6otlde suivant: 

S' GTCTACTGGATTTACTGCAGTATGACAAATCTTGAT 3' 
Un site de restriction EcoRI est introdult en aval du codon stop grAce l l'ollgonucleotide suivant : 

5' GTATATGTACATAATGAATTCTTACATATAATTGTTG 3' 
Ces deux mutations sont introdultes simultan6ment (trousse Amersham) • Le clone retenu pour la suite est 

50 d6slgne par M13TG 3151. Le fragment de restriction Pstl-EcoRI est ensuite lns6r6 dans le plasmlde pTG188 
poly ouvert aux sites Pstl et EcoRI (pTG3180). 

Example S : Construction des virus de la vaccine recomblnants. 

55 Les plasmldes pTG2198, 2199 et 3180 sont utilises pour transferer les cadres de lecture E8, E7 et ES dans 
un virus de la vaccine (souche Copenhagen) comma d6crlt pr6c6demment. Les virus recomblnants ou les se­
quences codantes sont sous le contr61e de promoteur 7,S K de la vaccine sont appel6s WhE6, WhE7 et 
WhES. 
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Des cellules BHK-21 sur milieu MEM.BME suppl6ment6avec1 O % de serum de veau foetal sont lnfectlles 
avec l'un des lr'Ols virus recombinant& avec une multlpllcit6 d'approximativement 20 ufp par cellule. 

Apres incubation sulvant le protocols dllcrit pr6c6demment, las cellules sont r6cup6r6es, lyslles et frac­
tionnlles afin de dllterminer la localisation subcellulaire des prot61nes de HPV-18. 

s L'expresslon des gilnes E8 et E7 est v6rlf16e par lrnmunopr6clpitatlon des protllines (marqulles ii la cys-
titlne 368) synthlltislles. 

Les anticorps polyclonaux dresslls contra las prot61nes de fusion bactllrlennes correspondent aux cadres 
de lecture de E8 et E7 sont obtenus par la mllthode classlque connue de l'homme du mlltier et dllcrite dans 
las rMllrences (20) et (21). 

10 Les cellules lnfectlles par WhE8 produisent une prot6ine cytoplasmlque de 18 kD qui est spllciflquement 
reconnue par l'antlsllrum anti-EB (fig. 7, bande 1, la bande 2 correspond ii une immunoprllclpitatlon avec un 
sllrum non lmmun). Les cellules lnfectlles par WhE7 produisent aussl une protlllne cytoptasmique de 19-20 
kDa spllciflquement reconnue par l'antls6rum anti-E7 (fig. 7, bande 3, la bande 4 correspond Aune immuno­
prllclpltation avec un sllrum non immun). 

15 Pour E5, aucun antlsllrum n'lltent dlsponible, l'lntitgratlon du bloc d'expression de E5 dans le virus de la 

20 

vaccine est v6rifiee par analyse de l'ADN salon la technique de Southern. 

Example 8 : Effet de la vaccination par WhE8 et WhE7 sur le dllveloppement des tumeurs induites par 
HPV-16. 

Des groupes de rats femelles (Fisher) agees de 4 semaines sont vaccinlles par Injection intradermale de 
5.107 ufp (dans 100 µI) des difMrents virus racombinants. lls sont soumis A une ln]ectlon de rappel avec la 
mAme dose apr6s 12 jours. . . . . 

Entre le 18e et le 17e jour, lls sont 6prouv6s avec une li9n6e obtenue par co-tranSfection dans des cellules 
26 prlrnaires de rat : (lignee RE01 ). . _ 

1) d'un plumide comportant le g6noine' de HPV-18 sous contr61e du LTR de r61r'Ovirus de Moloney (22) ; 
2) d'un plasmide codant pour un gilne de rllslstance ii G418 et pour EJ-RAS, qui ne transforme que des 
cellules de llgnees 6tablies ou exprimant un gilne imrnortallsant. 
2 x 104 cellules sont lnjectlles dans un volume de 200 µI de tampon MEM.BME sans s6rum par voie sous-

30 cutanlle. 
D'apr68 les figures 8 et 9, on falt les constatations sulvantes : 
- las animaux titrnolns, non vacclnlls, dllveloppent des tumeurs d6tectables 10 jours apr6s !'inoculation 

des cellules tranSformlles (voir llgnes tiretites). 
- las anlmaux vacclnlls avec WhE6 ne C»vetoppent pas.de turneurdans 2 cas sur 7(E:100 jours). Lorsque 

36 des tumeurs apparaissent, dans 3 cas leur dllveloppement est ralenti de fa90n trils slgnificatlve et pour 
2 animaux !'apparition des tumeurs est retardlle (24 et 34 jours au lieu de 10 jours). Enfin, dans deux 
cas, le dllveloppernent des tumeurs est ldentlque ii celui prllsentit par las animaux du lot titrnoin. 

- les anlmaux vaccinlls avec WhE7 ne dllveloppent pas de tumeur dans 3 cas sur 7 (E: 100 jours). Dans 
les 4 autres cas, les tumeurs apparaissent du le 1 Oe jour, mals leurdllveloppement estslgniflcatlvement 

40 retard6. 
Afln de tester las effets protecteurs de ces vaccinetlons, las animaux qui dans les deux lots n'ont pas d6-

velopp6 de tumeurs sont reprls et 6prouv6s 80 jours apn\s la premillre 6preuve d'lnoculatlon avec 10 fols la 
dose Initials, c'est-il-dire 2 x 106 cellules. Dans de telles conditions d'lnoculation, des animaux tllmoins dllve­
loppent des tumeurs apr6s 4 jours. 

45 - las animaux qui avaient 6t6 vaccin6s par WhE8 dllveloppent des tumeurs de fa90n ldentlque aux ani-
maux t6rnoins. 

- par contre, les animaux prllalablement vacclnlls avec WhE7 mAme dans ces conditions ne d6veloppent 
pas de tumeurs (!ii: 100 jours). 

Ces rllsultats ainsl qua les pr6c6dents mettent en avant le r61e important que jouent les antlgilnes E7 dans 
so la protection contra le dllveloppement des tumeurs lndultes par HPV-18. 

Afln de v6rifler las rllsultats ci-dessus deux autres s6rles d'exp6riences sont r6alis6es avec d'autres 11-
gnlles cellulaires. Des groupes de rats femelles aglles de 4 semalnes sont vacclnlles par Injection lntradermale 
des virus recombinants comma d6crit pr6c6demment. Les rats vaccin6s par las virus recomblnants sont 6prou­
v6s avec 2.104 ou 105 cellules primaires (lign•e RE31) de rat pr6par6es salon le protocole dllcrlt prllclldem-

55 ment. Le nombre d'anlmaux ayant rejet6 las tumeurs ou chez lesquels on observe un retard dans !'apparition 
de callas-cl est donnll dans la pramiilre partie du tableau II (Premi6re llpreuve). Dans ce tableau WO corres­
pond ii un virus de la vaccine recombinant t6rnoln n'exprlrnant pas une proMine de HPV). Puls, des rats ayant 
rejetit une premiilre fois las tumeurs sont ii noweau 6prouvlls mais en utilisant une concentration sup6rieura 
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de cellules primaires (2.1 Q& au lieu de 2.1 Q4 ou 106). Le r6sultats obtenus sont present6s dans la seconde partlr 
du tableau II (Deuxk\me 6preuve). 

TABLEAUD 

Virus Rejet Retard clans l'apparition Total 
recombinant de la IUmeur 

Premin mreuve a iaiection de ~Ill cellytes de 11 lineee Rm! a rat , 
VVhB6 3/18 · S/18 8/18 
VVbE7 3/17 S/17 9/17 
vvo 0/17 0/17 0/17 
Pnmlm 'oreuve RH iniectg de l!f 51211Yles de II Um6e Rml m mt 
VVhE6 7/20 1/20 8/20 
VVbE7 S/20 0/20 S/20 
vvo 1/20 O/ZO 1/20 
DewdSl&e 6oreuve Rll: igjection sle Z!IO' ssllules de 11 lia6e RE31 RU m& 
VVbB6 "214 0/4 214 
VVbE7 3/4 1/4 414 
vvo 0/5 OIS OIS 

Dans une autre s6rle d'exp6riences, les lign6es de cellules prlmaires de rats, servant A 6prouver les rats 
vaccin6s, sont co-transfect6es par : 

1) un plasmlde comportant le g6riome de HPV-16 sous le contrOle de son propre promoteur, 
35 2) un plasmide codant pour un gine de r6sistance A G418 et pour EJ-RAS, qui ne transforme que des 

cellules de lign6es 6tablles ou exprimant un gine lmmortalisant. 

40 

45 

50 

65 

On obtient ainsi la lign6e RE604. Le tableau Ill pr6sente les r6sultats obtenus dans ces conditions exp6rimen­
tales. 

TABLEAUm 

Epreuve par injection de 2x10' cellules de la lignee RE604 par rat 

Virus Rejet Retard dam l'apparition 
recombinant de la tumeur 

VVbB6 0/30 6130 
VVbE7 7/40 10/40 

VVhE6/VVbE7 0/10 2110 
vvo 0/30 0/30 

10 . 

Total 

6/30 
17/40 

2110 
0130 
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Les r6sultats de ces expllrlences mettent en avant le r61e knportant que jouent las antig6nes E7 et E6 dans 
la protection contra le d6velopement des tumeurs lndultes par HPV-16 

Dans toutes las lignlles cellulalres, !'expression de la prot61ne E7 estvllrifllle par immunoprllclpitatlon. L'ac­
tion protectrlce exerclle par l'antlg6ne E7 n'estdonc pas dllpendante de la lignlle consldllrlle. 

s Les souches sulvantes ont 6t8 d6pos6es le 24 Mvrler 1989 i la collection Natlonale de Cultures de Mi-
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35 

croorganlsmes de l'lnstltut Pasteur (Paris) : 
- E.coli pTG2198 sous le n°1-837. 
- E. coll pTG2199 sous le n°1-838. 
- E. coll pTG3180 sous le n°1-839. 
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Revendlcatlona 

45 Revendlcatlona pour lea Etata contractants sulvanta : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, 
NL, SE 

1. Une composition pharmaceutique destln6e au traltement ou i la prllventlon d'une infection ou tumeur i 
papillomavirus qui comprend un poxvirus recombinant dans le g6nome duquel est ins6r6 un fragment 

so d'ADN h6t8rologue codant pour une protelne s61ectionn6e parml les protelnes Es. Ee et Er orlginalres d'un 
papillomavirus ou pour une rllglon eisentlelle de ladlte proilline ; ledlt fragment d'ADN 6tant plac6 sous 
le contr61e des 616ments n6cessaires i son expression dans des cellules de mammiMres. 

2. Une composition pharmaceutique salon la revendicatlon 1 qui comprend un poxvlrus recombinant dans 
55 le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t8rologue codant pour une prot6ine s61ectlonn6e parml 

.las prot6ines Es. Ee et Er origlnaires d'un papillomavlrus; 18ditfragment d'ADN 6tant plac6 sous le contr61e 
des 616ments n6cessalres i son expression dans des cellules de mammiMres. 
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3. . Une composition pharmaceutique selon la revendicatlon 2 qui comprend un poxvirus recombinant dans 
le g6nome duquel est ins6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour une prot6ine s61ectlonn6e parml 
les prot6ines Ea. Ee et E7 origlnalres d'un paplllomavirus de type HPV-16. 

5 4. Une composition pharmaceutique selon l'une des revendlcatlons 2 ou 3 qui comprend un virus de la vac-

5. 
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8. 
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7. 

20 8. 
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25 
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cine recombinant dans le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour une pro­
t61ne s61ectlonn6e parmi les prot61nes Ea. Ee et Er origlnaires d'un papfflomavirus. 

Une composition pharmaceutlque selon l'une des revendications 2, 3 ou 4 qui comprend un poxvirus re­
combinant dans le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour la prot6ine Ea 
originalre d'un paplllomavlrus. 

Un composition pharmaceutlque selon l'une des revendications 2, 3 ou 4 qui comprend un poxvlrus re­
combinant dans le g6nome duquel est ins6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour la prot61ne Ee 
originaire d'un papillomavirus. 

Una composition pharmaceutique selon l'une des revendications 2, 3 ou 4 qui comprend un poxvirus re­
.· combinant dans le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour la prot6ine E7 

originalre d'un papillomavlrus. 

Une composition pharmaceutlque selon l'une des revendlcatlons 1 6 7, caract6ris6e en ce que la posltion-3 
de la r6gion d'initlation de la traduction comporte un A ou un G. 

Une composition pharR'l&ceutique ~~l()n l'~n~ d~ "9'(ertdlcati.ons 1 ii$, caract6ris6e en ce que le poxvirus 
est vivant ou tu6. 

Une composition pharmaceutlque selon l'une des revendicatlons 1 ii 9, caract6ris6e en ce qu'elle compor­
te un support pharmaceutlquement acceptable permettant son administration par injection 6 l'homme ou 
6 l'animal. 

30 Revendlcatlona pour l'Etat contractant aulvant : ES 

1. Proc6d6 de pr6paratlon d'une composition pharmaceutique destln6e au traltement ou 6 la pr6ventlon 
d'une infection OU tumeur ii paplllomavlrus qui comprend la formulation d'un poxvlrus recombinant dans 
le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour une prot61ne s61ectionn6e parmi 

35 les prot6ines Ea. Ee et Er orlginalres d'un paplllomavlrus ou pour une r6gion essentielle de la dlte prot61ne ; 
·v le dlt fragment d'ADN 6tant plac6 sous le contr61e des 616ments n6cessalres ii son expression dans des 

cellules de mammlfllres, avec un support pharmaceutiquement acceptable. 

45 

50 

2. Proc6d6 salon la revendication 1 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant dans le g6nome 
duquel est ins6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour une prot61ne s61ectionn6e parmi lea pro­
t6ines Ea, Ee et Er orlginaires d'un papillomavirus ; le dlt fragment d'ADN 6tant plac6 sous le contr61e des 
61•ments n6cessaires ii son expression dans des cellules de mammifllres. 

3. Proc6d6 selon la revendlcatlon 2 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant dans le g6nome 
duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour une prot6ine s61ectlonn6e parmi les pro­
t61nes E6, Ee et E7 origlnaires d'un papfflomavirus de type HPV-16. 

4. Proc6d6 selon l'une des revendications 2 ou 3 dans lequel le poxvirus est un virus de la vaccine recom­
binant dans le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour une prot6ine s6-
lectionn6e parmi les prot6ines E6, Ee et Er origlnalres d'un paplllomavlrus. 

5. Proc6d6 selon l'une des revendications 2, 3 ou 4 dans lequel le poxvirus est un poxvlrus recombinant 
dans le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour la prot6ine E6 originaire 
d'un papillomavirus. 

55 8. Proc6d6 selon l'une des revendlcations 2, 3 ou 4 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant 
dans le g6nome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour la prot6ine Ee originalre 
d'un papillomavlrus. 
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7. Proc6d6 salon l'une des revendlcations 2, 3 ou 4 dans lequel le poxvirus est un poxvirus recombinant 
dans le genome duquel est lns6r6 un fragment d'ADN h6t6rologue codant pour la prot6ine E7 origlnaire 
d'un papillomavirus. 

5 8. Proc6d6 salon l'une des revendlcations 1i7, caract6rls6 en ce qua la position -3 de la r6gion d'initiation 
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de la baductlon comporte un A ou un G. 

9. Proc6d6 salon l'une des revendications 1 i 8, caract6ris6 en ce qua le poxvirus est vivant ou tu6. 
- . 

10. Pmc6d6 salon l'une des revendications 1 i 9, caract6ris6 en ce qua le support pharmaceutiquement ac-
ceptable permet son admlnlsbatlon par injection i l'homme ou i !'animal. 

PatentansprDche 

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

1. Pharmazeutlsche Zusammensetzung, bestlmmt zur Behandlung oderVorbeugung elner lnfektion oderei­
nes Tumors durch Papillomavlrus, urnfassand ein rekomblnantes Poxvirus in dessen Genom ein hetero­
loges DNA-Fragment eingefUhrt ist, das kodlert fQr ein Protein, ausgewlhlt unter den ursprQngllchen Pro­
teinen Ea, Ee und E7 elnes Paplllomavirus oder fiir eine essentielle Region dieses Proteins; wobei dleses 
DNA-Fragment unterdle Kontmlle von fQr seine EXpression In Slugetler-Zellen notwendige Elemente pla­
zlert 1st. 

2. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, urnfassend ein rekomblnantes Poxvirus, in des-
sen Genom·ein heterologes DNA-Fragment eingefQhrt 1st, das fQr eln Protein kodlert, das ausgewlhlt 1st 
unterden ursprunglichen Proteinen Ea, E8 und E7 eines Papillomavlrus; wobei dieses DNA-Fragmentunter 
die Kontrolle von fDr seine Expression in Slugetier-Zellen notwendige Elemente plazlert 1st. 

3. Pharmazeutische Zusammen~tzung nach Anspruch 2, urnfassend ein rekombinantes Poxvirus, in des-
sen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefQhrt 1st, das fQr ein Protein kodiert, das ausgewlhlt 1st 
unter den ursprQnglichen Protelnen Ea. Ee und E7 eines Paplllomavirus vom Typ HPV-16. 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der AnsprOche 2 oder3, umfassend ein rekomblnantes 
Kuhpockenvirus, in dessen Genom eln heterologes DNA-Fragment eingefUhrt ist, das fQr ein Protein ko-
diert, das ausgewlhlt ist unter den ursprunglichen Proteinen E5, Es und E7 elnes Papillomavirus. 

5. Pharmazeutlsche Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 2, 3 oder 4, umfassend ein 
rekombinantes Poxvirus, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment eingefuhrt ist, das fQr das ur-
sprungliche Protein Ea elnes PapBlomavlrus kodiert. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach elnem der AnsprQche 2, 3 oder 4, umfassend ein 
rekombinantes Poxvlrus, in dessen Genom eln heterologes DNA-Fragment elngefijhrt 1st, das fQr das ur-
sprQngllche Protein Ee eines Paplllomavlrus kodlert. 

7. Pharmazeutlsche Zusammensetzung nach elnem der Ansprilche 2, 3 oder 4, umfassend eln 
rekombinantes Poxvirus, in dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment elngefUhrt 1st, das fQr ein ur-
sprungllches Protein E7 eines Paplllomavirus kodiert 

... 

8. Pharmazeutlsche Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die 3-Stellung der lnitilerungs-Reglon der Translation ein A oder eln G umfaBt 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach elnem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Poxvirus lebend oder abget6tet Isl 

10. Pharmazeutlsche Zusammensetzung nach einem der Ansprilche 1 bis 9, dadurch gekennzelchnet, daB 
sie einen brauchbaren pharmazeutlschen Triger umfaBt, der lhre Verabreichung durch lnjektion an Men-
schen oder Tiera erm6glicht. 

13 
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Patentanspriiche fDr folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutlschen Zusammensetzung, bestimmt zur Behandlung oder 
Vorbeugung einer lnfektion oder elnes Tumors durch Paplllomavirus, umfassend die Formullerung eines 

s rekomblnanten Poxvirus, In dessen Genom ein heterologes DNA-Fragment elngefQhrt lst, das kodiert filr 
ein Protein, ausgewlhlt unter den ursprQngllchen Proteinen Et;, Ee und E7 eines Papillomavlrus, oder filr 
elne essentlelle Region dieses Proteins; wobel dieses DNA-Fragment unter die Kontrolle von die filr seine 
Expression in Slugetier-Zellen notwendige Elemente plazlert 1st, mlt einem pharmazeutlsch brauchbaren 
Trig er. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, bel dem das Poxvirus eln rekomblnantes Poxvirus 1st, In dessen Genom eln 
heterologes DNA-Fragment eingefQhrt ist, das kodiert filr ein Protein, das ausgewlhlt 1st unter den ur­
sprungllchen Proteinen E6, Ee und E7 eines Paplllomavlrus; wobel dleses DNA-Fragment unter die Kon­
trolle von filr seine Expression in Slugetler-Zellen notwendige Elements plazlert 1st. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

10. 

Verfahren nach Anspruch 2, worin das Poxvirus ein rekomblnantes Poxvirus ist, in dessen Genom eln 
heterologes DNA-Fragment eingefQhrt ist, das kodiert ist filr eln Protein, das ausgewlhlt ist aus den ur­
sprunglichen Protelnen E61 Ee und E7 elnes Papillomavlrus vom Typ HPV-16. 

Verfahren nach elnem der AnsprQche 2 oder 3, worln das Poxvirus ein rekombinantes Kuhpockenvirus 
1st, in dessen Genom eln heterologes DNA-Fragment elngefQhrt lst, das kodiert filr ein Protein, das aus­
gewlhlt ist aus den ursprOngllchen Proteinen Es, Ee und E7 eines Paplllomavlrus. 

Verfahren nach elnem der AnsprOche 2, 3 oder 4, worin das Poxvirus ein rekombinantes Poxvirus ist, in 
dessen Genom eln heterologes DNA-Fragment elngefilhrt 1st, das kodiert filr das ursprOngllche Protein 
Es eines Paplllomavirus. 

Verfahren nach elnem der Anspruche 2, 3 oder 4, worln das Poxvirus eln rekomblnantes Poxvirus ist, In 
dessen Genom eln heterologes DNA-Fragment eingefilhrt 1st, das kodiert filr das ursprOngliche Protein 
·E8 eines Papillomavirus. · 

Verfahren nach elnem der AnsprOche 2, 3 oder 4, worin das Poxvirus eln rekombinantes Poxvlrus ist, in 
dessen Genom eln heterologes DNA-Fragment eingefilhrt 1st, das kodiert filr das ursprOngliche Protein 
E7 eines Paplllomavlrus. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzelchnet, daBdle 3-Stellung der lnitiierungs­
Region der Translation eln A oder eln G umfaBt 

Verfahren nach elnem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Poxvirus lebend oder 
abgetatet ist. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 9, dadurch gekennzelchnet, daB der pharmazeutisch brauch­
bare Triger die Verabrelchung durch lnjektion an Menschen oder Tiera ermacJlicht 

Cl alms 

Clalms for the foll owing. Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Pharmaceutical preparation intended for the treabnent 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 Es, Es and E7 originating from 
·a paplllomavlrus 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 E6, 

Es and E7 originating from a papUlomavlrus; the said DNA fragment being placed under the control of the 
factors necessary for Its expression In mammalian cells. 
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3. 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 protein selected from the proteins E11t 

Ee and E7 originating from a type HPV-16 paplllomavirus. 

5 4. Pharmaceutical preparation according to one of claims 2 or 3 comprising a recombinant vaccinia virus, 
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8. 

9. 

10. 

into the genome of which is Inserted a fragment of heterologous DNA coding for a protein selected from 
the proteins E1;. Ee and E7 originating from a paplllomavlrus. 

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 E5 originating from a 
paplllomavlrus. 

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 Es 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 E7 originating from a 
papillomavlrus. 

Pharmaceutical preparation according to one of claims 1to7, characterised In thatposition-3 of the trans­
lation Initiation section comprises an A or a G. 

Pharmaceutical preparation accor<Jing to onEI ~ clal~ .1 \q .Q. 9~1Jra~t9.ris~ in that th~ pox virus is living 
orkllled. · · ·· · · ·· · 

Pharmaceutical preparation according to one of claims 1 to 9, characterised in that it comprises an ac­
ceptable pharmaceutical carrier allowing Its administration by Injection Into man or animals. 

Claims for the followlng Contracting ·state : ES. 

1. Process for the production of a pharmaceutical preparation intended for the treatment or prevention of a 
papillomavlrus 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 E11t Es and E7 originating from a paplllomavlrus or for an essential section of the said 

2. 

3. 

4. 

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 Eiit Es and E7 
originating from a paplllomavirus; 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 Es. Es and E7 orig­
inating from a type HPV-16 papftlomavlrus. 

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 Es, Es and E7 originating from a paplllomavlrus. 

so 5. 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 coding for protein Es originating from a pa­
pillomavirus. 

6. Process according to one of claims 2, 3 or 4 in which the pox virus Is a recombinant pox virus, into the 
55 genome of which Is inserted a fragment of heterologous DNA coding for protein Es originating from a pa­

pillomavirus. 

7. Process according to 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 E7 originating from a pa­
pillomavirus. 

8. Process according to one of claims 1 to 7, characterised In that position -3 ofthe translation initiation sec-
5 tlon comprises an A or a G. 
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9. Process according to one of claims 1 to 8, characterised in that the pox virus is living or killed. 

10. 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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