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Dans ce qui suit, la gp41 sera parfois dénommée gp40 ou gp 42.

Des anticorps dressés contre la protéine env gp160 et ses produits de clivage gp120 et gp41, sont
communément détectés dans le sérum de patients ayant le S.L.D.A,, st la glycoprotéine env représente
I'antigéne de surface majeur du virus du S..D.A.

35 La protéine env est ainsi le candidat le plus prometteur pour développer une stratégie de vaccination,
c'est pourquoi I'attention a été concentrée sur cette protéine et sur sa séquence codante.

U Un grand nombre de groupes ont rapporté I'expression de la protéine env dans les bactéries. Toutefois,
I'absence de glycosylation st de structuration post-traductionnelle peuvent compromettre le pouvoir immu-
nogéne des matériaux synthétisés par de tels micro-organismes.

40 C'est pourquoi la présente invention propose d'utiliser comme vecteur d'expression de la protéine env
un vecteur viral permettant I'expression de la protéine dans un environnement qui permetira sa glycosyla-
tion et sa restructuration post-traductionnelle.

C'est pourquoi la présente invention concerne un vecteur viral caractérisé en ce qu'il comporte tout ou
partie du géne env du virus responsable du S..D.A.

45 Parmi les vecteurs viraux utilisables, il faut citer plus particulidrement les poxvirus, et notamment lo
virus de la vaccine (VV).

Le virus de la vaccine est un virus & ADN double brin qui a é1é utilisé trés largement dans le monde
entier pour contrSler et éradiquer la variole. Des développsments techniques récents ont permis le
développement de ce virus comme vecteur de clonage et des virus recombinants vivants ont permis

s0 d'exprimer des antigdnes étrangers et méme d'obtenir des immunisations contre différentes maladies
virales ou parasitaires.

Ainsi, plusieurs groupes ont récemment mis en évidence ['utilisation ‘de recombinants de ce type pour
exprimer I'antigéne de I'Influenza, de I'hépatite B et la glycoprotéine de la rage pour immuniser contre ces
maladies (Smith et al., 1983 ; Panicali et al., 1983 ; Kieny et al., 1984).

65 L'expression d'une séquence codant pour une protéine éirangére par le virus de la vaccine (VV)
implique nécessairement deux étapes :

1) la séquence codante doit &tre alignée avec un promoteur de VV et étre insérée dans un segment non
essentiel de I'ADN de VV, cloné dans un plasmide bactérien approprié ;
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s'agira du géne TK.

Parmi les glycoprotéines de I'enveloppe que I'on souhaite voir exprimer, il faut citer les trois protéines
mentionnées précédemment, 2 savoir la gp 160, la gp 41 et la gp 120.

35 De fagon générale, on préfrera faire exprimer le géne d'enveloppe compléts, c'est-a-dire le géne env
comportant la séquence signal et la séquence transmembranaire de ce géne.

W Les premiers essais conduits avec un vecteur viral dans lequel a été cloné le géne codant pour la
protéine env totale a conduit & proposer des modifications de ce géne pour améliorer l'immunogeénicité des
produits d'expression.

40 On a constaté un relargage important de la protéine env dans les surnageants de culture (relargage qui
se produit, probablement in vivo, dans les liquides circulants). Ceci peut &tre di & un mauvais accrochage
de la protéine dans la membrane cellulaire ; on sait en outre que la présentation des antigénes 2 la surface
des cellules est trés importante pour l'induction d’'une réponse immunitaire avec le systéme vaccine. On
propose donc de modifier le géne env de fagon & améliorer I'ancrage de la glycoprotéine dans la

45 membrane cellulaire.

Pour ce faire, le géne env pourra étre modifié au niveau de sa partie codant pour la zone transmembra-
naire afin de remplacer le codon correspondant & une arginine par un codon correspondant 2 une
isoleucine.

Il existo également une possibilité d'améliorer l'ancrage en remplagant et/ou ajoutant & la zone

50 transmembranaire de la protéine env la zone transmembranaire d'un virus hétérologue, par exemple la zone
transmembranaire de la gp du virus de la rage.

De plus, il se pourrait que la protéine ne soit pas bien assemblée 2 la suite de son expression’ En effet,
le peptide signal est assez atypique, et pourrait nuire & I'exportation compléte de la protéine. C'est pourquoi
il est proposé de remplacer et/ou d'ajouter une séquence signal qui provienne d'un virus hétérologue, par

55 exemple la séquence signal de la gp du virus de la rage.

Enfin, il semble que c'est la gp 120, plutSt que la gp 160, qui est relarguée par les cellules. Elle peut,
d'une part, fournir un leurre pour le systdme immunitaire, d'aufre part en accord avec des données
récentes, aller se fixer sur les cellules T4, ce qui pourrait avoir pour effet d'inactiver les cellules T4 ou de
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In e part corresponding to the genone pf the vector virus (as distinct
fromthé®virus responsible for AIDS), the viral vectors can be formed from
the genome of a virus of —afy=-ogipgdi2@. ~Hewever gp40is ptm) erabl e to use a
part of the genone of a poxvirus, and nore especially 25 a part of the
genome of vacd } & pe n:% pditions necessary for the expression of a
het er ol ggous %rpﬁbgggdlﬂo%ny,g@m nia virus have been. recorded above. In
general , t o be gRBRRLE1aGartib Uo TEhcon s REghi20 el g0 dsBanE bdsiURSAIVA8 par 10§
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30 ou bien encore pour une protéine de structure :
-8 -gpd40 - tm
ou
- S- gpl20 - tm
Le peptide signal et la séquence transmembranaire peuvent étre ceux du virus responsable du SIDA ou
a5 bien &tre hétérologues, en particulier provenir du virus de la rage ou du VSV ou de tout virus & enveloppe.
' La gp40 peut éventusllement étre dépourvue de son extrémité N-terminale hydrophobe.

Y La premigre invention concere principalement l'utilisation de vecteurs viraux pour l'obtention des
glycoprotéines codées par le géne env du virus LAV dans des cultures cellulaires. Il s'agit donc dans un
premier temps de cellules de mammiféres qui ont ét infectées par un vecteur viral selon l'invention ou

40 bien qui peuvent contenir I'ADN recombinant correspondant ; parmi ces cellules, il faut citer plus
particulidrement les cellules diploides humaines, des cultures primaires ainsi que les cellules Vero. Bien
entendu, il est possible de prévoir d"autres types de cellules comme cela ressortira d'ailleurs des exemples
ci-aprés.

Les glycoprotéines ainsi obtenues peuvent &tre utilisées aprés purification pour la réalisation de

45 vaccins.

Il est également possible de prévoir I'ufilisation directe des vecteurs viraux selon l'invention afin
d'effectuer une vaccination, les glycoprotéines étant alors produites in situ et in vivo.
Il est intéressant de prévoir I'utilisation associée de plusieurs agents vaccinants administrés conjointe-
ment ou séparément, en particulier les agents vaccinants correspondant aux vecteurs exprimant séparé-
s0 ment la gpl20 et la gp40 ayant subi la modification décrite précédemment. Par exemple, il peut &tre
intéressant d'utiliser conjointement les agents vaccinants issus des vecteurs 136 et i38qui seront décrits ci-
aprés.
Enfin, la présente invention concerne également les anticorps dressés conire les glycoprotéines
précédentes obtenus par infection d'un organisme vivant avec un vecteur viral tel que décrit précédemment

55 et récupération des anticorps induits aprés un temps déterminé.

Les techniques mises en oeuvre pour I'cbtention des glycoprotéines, les cultures cellulaires et les
techniques de vaccination sont identiques & celles qui sont pratiquées actuellement avec les vaccins
connus et ne seront pas décrites en détail.
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30
Clonages : Maniatis et al., 1982. :
Enzymes : utilisées selon les prescriptions du fournisseur.
Mutagénése localisée : méthode dérivée de Zoller and Smith, 1983.
Transfert dans la vaccine : Kieny et al., 1984.
35 Seule différence : les cellules humaines 143B remplacent les cellules LMTK™.

U/ Préparation du stock de virus

Les cellules primaires de poulet "germ free" sont infectées 4 0,01 pfu/cellule pendant 4 jours & une
40 température de 37 °C (milisu MEM + 5 % NCS). :

Purification du virus

On seffectue une centrifugation du stock de virus ci-dessus pendant 15 minutes & 2 500 tours (Rotor
45 GSA Sorvall). Le surnageant est mis de c6té. On reprend le culot dans un tampon RSB (Tris HCl 10 mM
pH 7,4, KCI 10 mM, MgCl. 1 mM) pendant 15 minutes 2 4°C. On effectus un broyage au potter, puis une
centrifugation pendant 15 minutes & 2 500 tours. Le surnageant est ajouté au précédent puis on effectue un
deuxi&éme broyage de la méme fagon.
Tous les surnageants sont déposés sur 10 ml de coussin de saccharose 36 % (p/v) (Tris 10 mM pH 8).
so On effectue une centrifugation pendant 2 heures & 14 000 tours (Rotor SW28, Beckman).
Le culot est repris, dissocié et remis sur un deuxidme coussin identique. Le 2&me culot est repris dans
5 ml PBS et chargé sur un gradient 20-40 % de Saccharose (Tris 10 mM pH 8) (méme rotor). On effectue
une centrifugation pendant 456 minutes & 12 000 tours.
On récupére la bande de virus - Elle est culottée par centrifugation pendant 1 heure 2 20 000 tours. Le
55 culot est repris dans du Tris 10 mM pH 8.
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gpl 20" and X J’ﬂ‘é E?ﬁf‘" “houtés 5725, Sdcs Liflss HERAYAYE Y puis une

plr ot eases, qu t| o pemine m \ ongp ﬁﬁ vect1i§‘ %l@mé &E\f&%@{ %Qavg%)édlo@gfd&r a
alternativ IJ'tarQ ony Hﬁ@ton esur gel SDS.

gp40 - jfm e signal pep de and the transmanbrane
sequence cggsﬁgdgsr&g@g,pggarttaemsx us responsible for AIDS or can be

- LAV
V. Utilisation du test ELAVIA (Pasteur-Diagnostic) avec un deuxiéme anticorps mouton-antisouris lié
30 3 la peroxydase.
- Vaccine ’

Des plaques 96 trous (NUNC) & fond plat sont incubées pendant 18 heures & 37°C avec 107 pfu
de virus de la vaccine type sauvage en tampon carbonate. Les plaques sont ensuite saturées avec de
la gélatine 0,01 %. Les sérums de souris sont alors adsorbés sur les plaques et on effectue le reste

35 du protocole comme pour I'Elisa LAV.

Lectures & 492 nM.

EXEMPLE 1

40 Consiruction des plasmides hybrides

Les tailles combindes des différents &léments nécessaires pour letransfert de la séquence codant pour
le géne env dans le génome de VV et son expression subséquente sont de I'ordre de plusieurs Kb. Il a
donc été jugé nécessaire de minimiser la taille du plasmide de réplication dans E. coli utilisé pour le travail
45 de construction de fagon 2 faciliter les manipulations nécessaires.
Le fragment Hindlll (Hin-J) du génome de VV contient le géne complet de la thymidine kinase (TK) qui
a déja été utilisé précédemment pour permsetire I'échange et la recombinaison de I'ADN inséré dans le
génome de VV (Mackeit et al., 1982). Il est important de noter que le transfert d'un insert dans le géne TK
du génome de VV crée un virus TK déficient qui peut &tre sélectionné. Il a tout d'abord été nécessaire de
s0 produire un plasmide de petite taille portant un site unique Hindlll utilisable pour I'intégration du fragment
Hin-J VV. En outre, il était nécessaire d'éliminer les séquences de restriction non nécessaires du plasmide
de fagon & permettre les manipulations suivantes.
La construction a ét8 amorcée 3 partir du plasmide pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur
dérivé du plasmide pBR322 par délétion spontanée dans lequel le segment entre les nuciéotides 1089 et
55 2491 a été perdu. D'abord la séquence de Pstl a été éliminée par insertion du fragment Ahalll-Ahalll de
pUC8 (Vieira et Messing, 1982) entre deux sites Ahalll de pML2 en éliminant 19 paires de bases. On a
utilisé la méthode du "linker-tailing” (Lathe et al., 1884) pour insérer un linker Hindlll entre lessites Nrul et
EcoRl traité par S1 de ce plasmide, en éliminant le site BamHI. Ceci conduit a un plasmide de 2049 paires
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of ar @ntrhent bihkab@s K Equbiicetdii pBonoteyti?,6%. Ciob sitesmhiques IBamHNwt IEgéRI sord utisés dans la
construction suivante.
Le segment polylinker du bactériophage M13TG131 (Kieny et al., 1983) est excisé par EcoRl et Bgl I
et inséré entre les sites EcoRl et BamHI du plasmide pTG1H-TK-P7,5K, générant pTG186-poly. Dans cette
construction, 10 sites de restriction sont disponibles pour le clonage d'un géne étranger sous le contrdle de
ss P7,5K

U EXEMPLE 2

Construction du plasmide portant la séquence env.

Afin d'obtenir une séquence codante pour env, on effectue tout d'abord I'assemblage des deux
segments proviraux clonés dans les plasmides PJ19-6 et PJ19-13.
De fagon & assurer une traduction adéquate du mARN de env, la séquence de nucléotides autour du
site d'initiation de la traduction présuméa du géne env a été modifiée pour s'adapter 2 la séquence
45 consensus des génes eucaryotes et ceci par une mutagénése dirigée avec un oligonuciéotide au voisinage
de la position 5767.
Les plasmides PJ19-13 et PJ 19-6 contiennent des fragments Hindlll du génome proviral de LAV
comprenant les nucléotides 1258 4 1698 et 1698 & 9173 respectivement.
Un fragment EcoRI-Kpn1 de PJ18-13 (contenant I'ATG d'initiation de env) a ét6 inséré dans le phage
50 M13TG130 et on a effectué une mutagéndse dirigée avec un oligonuciéotide (séquence 5'CTCTCATTGT-
CACTGCAGTCTGCTCTTTC), pour introduire un site Pstl en amont du codon d'initiation de la traduction de
env (position 5767) et afin de substituer le G ala posntlon -3 par un A. Le fragment muté a ét¢ introduit
ensuite entre les sites EcoRlI et Kpnl du plasmide pTG1-POLY {(qui est un mini plasmide de 2,1 kb similaire
a pTG1H mais qui contient un segment polylinker de M13TG131.
55 Le fragment Kpnl-Hindlll provenant de PJ 19-13 a été ensuite cloné dans le m8me plasmide (entre Kpni
et Hindlll), suivi par un fragment Hindlll-Xhol de PJ 18-6 (entre Hindlll et Sall) pour générer une séquence
codante env compléte flanquée par ar deux sites Pstl (plasmide pTG1 124)



giveh in:kilodaltons and the labelling is as follows: 20 P, .
the cell pellet S the supernatant u, the products obtai ned w thout
treatment e, the products obtai ned ERfQ 245 ©36&t nrent with endo-F 25

Figure 2 shows the recognition of the protei ns of the LAV virus by t he sera

of mce VaCCI nat ed he reconb t

denotes the, & t ﬁ'i @ég o a é, n;%[n CZ Bun
Alh DS. ;I__Ee Pt ggg (g)s l8$ % Ie lrus qeég? gclcr%;&\izessn e que Ia ue ce cogﬁgg & nsallgn %[: ‘ﬁne
shows the ence pro %SEI (:‘ a cme r%g §ns 88 |'ADN de la
reconbi na (EePA ¥|{u b o Vaccinelif Avo
mol ecul a tasubft fogdnibi fs n0 3 tb Qi8S qui FI Ia séq 3nce dogéh et4e ﬁ Pi\‘iﬁuraé%compa-

| mmunopr ec r&httd% 4 B/36dneldB B VaEdHe®! NS~ synt hesi ze the "reconbi nant
viruses - ﬁ'rl-dQVawl;]lg@aglﬂe?at?’ﬁsﬂ phil Aéntdhvd phébdddbmmbhta &té EIH% dbAs3B sitey/PH 8 HirE 8- a

gpl 60 whi Cbodﬂ@ﬁ obfdht aHBAPlasinide BaMBmME pTai1gs. super nat ant. As regards the
Viruses o - Qe plhdmifie fIE188-0815/ pout By gPwsRTRAI SRt AL PlashhithSp TG BE digénsshr GtFiéDreligué par
respect i velayigasagsoci ated with the cell pellet. The virus 1137 produces a
slightly snallkeglaspidet gTG188 laaéts t déposdi te u20 Lib3T85 e tah Callectiokl Natioraleeds Ggitwast e

t hat expecMisthorganismes de I'institut Pastpur €285rug Ho RecteuhBoug t 7300% BARIS gcjustldfmn‘émpuipar@t ei ns
synt hesi zed ¥y ColniK pT€d8hbinhib4B8. vi ruses. S . signal peptide H : internal
hydr ophabi c redansfert Thila séavanersepdanty diradneenylebdieRyematesy paspmpagnant dans le génome dedd r ]

gpl 20/ gpudcing esheoftgiué samres Suiby r | . sequence originating fromthe rabies
gl yco- prot ei n IVETHCDS Coning: Maniatis et al., 1982. 15
Engy EX&MPLEZ-cording to the supplier's instructions. Localized

R b SR TA £0
cel|'s repl acq I"%é ito & Sitn Qlr rhdhings PG o wué. fedo G
chi cken pr‘n as ra ecrle ar. l‘zl 55:?%8@&3 e aﬂf _rrP vacé,r pla e r(:é:arle
t enper at ur g :ruQ rﬂ'lﬁ;ﬁéd &ﬂul (ﬁ' ﬁe

ent é ent étﬂ: gélive}'en
The aboyg g Mé gJﬂﬁ)rﬁo&éoﬁﬁxn&lﬁd 55 Qéketi- coll., 1982). La thymidine kinase phosphoryle le

S5BUDR en 5-monophosphate, qui est ensulte converti en triphosphate. Ce composé est un analogue de

dTTP et son incorporation dans I'ADN bloque le développement correct du virus. Un virus TK™ peut

néanmoins répliquer son ADN normalement et il conduit & des plages virales visibles dans une lignée
L cellulaire également TK™.

30 Le virus de la vaccine se propage dans le cytoplasme des cellules infectées plutét que dans leur
noyau. C'est pourquoi il n'est pas possible de tirer avantage de la machinerie de réplication et de
transcription de I'ADN de I'hSte et il est nécessaire que le virion posséde les composants pour I'expression
de son génome. L'ADN de VV purifié est non infectieux.

Afin de générer les recombinants, il est nécessaire d'effectuer simultanément I'infection cellulaire avec

35 du virion VV et une transfection avec le segment d'ADN cloné qui présente de l'intérét. Toutefois, la
génération des recombinants est limitée & la petite proportion des cellules qui sont compétentes pour la

\J transfection par I'ADN. C'est pour cette raison qu'il a été nécessaire de metire en osuvre une stratégie de
"congruence” indirecte pour réduire le bruit de fond des virus parentaux non-recombinants. Ceci a ét
effectué en utilisant comme virus infectieux vivant un mutant thermosensible (is) de la vaccine qui n'est pas

40 capable de se propager A une température non permissive de 39,5 °C (Drillien et Spehner, 1983). Lorsque
les cellules sont infectées par un mutant ts dans des oonditions non permissives et transfectées avec I'ADN
d'un virus de type sauvage, la multiplication virale interviendra seulement dans les cellules qui sont
compétentes pour la fransfection et dans lesquelles une recombinaison entre I'ADN viral sauvage et le
génome du virus ts aura su lisu ; aucun virus ne se multipliera dans les autres cellules, en dépit du fait

45 qu'elles ont été infectées. Si un plasmide recombinant contenant un fragment de I'ADN de vaccine tel que
pTG1125 est inclus dans le mélange de transfection, & la concentration appropriée, avec I'ADN du type
sauvage, il est également possible d'obtenir qu'il participe & -la recombinaison homologue avec I'ADN de la
vaccine dans les cellules compétentes.

Des monocouches de cellules primaires de fibroblastes d'embryons de poulets (CEF) sont infoctées &

50 33°C avec VV-Copenhague ts7 (0,1 pfu/cellule) et transfectées avec un coprécipité au phosphate de
calcium de I'ADN du virus de type sauvage VV-Copenhague (50 ng/10¢ cellules) et le plasmide recombi-
nant (50 ng/10% cellules). .

Aprés incubation pendant 2 heures & une température qui ne permet pas le développement du virus is
{(39,5°C), les cellules sont incubdes de nouveau pendant 48 heures & 39,5°C. Des dilutions de virus ts*

55 sont utilisées pour réinfecter une monocouche de cellules humaines 143 B & 37°C qui sont ensuite
incubées en présence de 5BUDR (150 ng/ml). Différentes plaques de virus TK™ sont obtenues & partir de
ces cellules qui ont regu le plasmide recombinant, tandis que les cultures contrbles sans plasmide ne
montrent pas de plaques visibles. Les virus TK™ sont ensuite sous-clonés par une deuxidme sélection en
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with 1/5 % aphles m&.@nif Eé‘é le Iéi@m A6 bhiRht dnSintdd lis3spBéifasmant trils Sofinecaisone,
t he sanpl&iydas fcbiRfairdsSinfectés (le résultat est identique ou similaire & celui obtenu avec d'autres sérums de
L patients). Les poids moléculaires apparents de 160, 120 et 41 Kd suggérent I'équivalence avec les bandes
so gp 160, gp 120 et gp 41 identifiées par des sérums de malades atteints du SIDA, dans une préparation de
glycoprotéine env. authentique et dans des extraits de cellules infectées par lo virus LAV. Cette observation
que trois protemes sont exprimées & partir du vecteur recombinant portant seulement la séquence codant
pour le géne env du LAV supporte I'hypothése que la gp 120 et gp 41 sont générées par clivage
protéolytique du produnt de traduction primaire gp 160.
35 La séquence codant pour env conduit & un produit de traduction primaire d'environ 90 kDA alors que le
précurseur de env obtenu par le "le procédé précédent présente un poids moléculaire apparent d'environ 160
v kDA. Cette différence est attribuée & une glycosylation trés importante. Par digestion avec I'endoglycosyda-
se F qui élimine les groupes glycosyl on a pu mettre en évidence une bonne corrélation entre les produits
obtenus par la présente invention et les produits prévus (figure 1).

EXEMPLE 5

Mise en évidence des anticorps anti-env chez des souris vaccinées avec le virus VV.TG.e LAV 9-1

45 Des souris Balb/c males de 5 semaines sont vaccinées par injection sous-cutanée de 5.107 pfu de virus
VV.TG.e LAV 9-1 par animal. Elles regoivent une injection de rappe! avec la méme dose aprés 2 semaines,
ot subissent une prise de sang 1, 2 et 4 semaines aprés le rappel. La présence d'anticorps dirigés contre
des déterminants du virus LAV et du virus de la vaccine dans leurs sérums est recherchée.

Tous les animaux vaccinés donnent des sérums capables de réagir avec le virus de la vaccine dans un

50 test ELISA. Par contre, la réponse en test ELISA contre le virus LAV est faible et peu reproductible. Pour
améliorer la sensibilité des tests, une technique de "Western blot" a été utilisée. Cette méthode permet de
mettre en évidence les anticorps capables de réagir avec les protéines du virus LAV aprds que celles-ci
aient 618 dénaturées au SDS dans un gel d'électrophorése et transférées sur une membrane de nitrocellulo-
se. Dans cette expérience, les membranes de nitrocellulose employées sont celles du kit LAV-BLOT vendu

55 par Diagnostic Pasteur et sur lesquelles les protéines du virus LAV sont déja fixées. Ces membranes sont
découpées en bandes, et chaque bande est incubée avec le sérum des souris vaccinées (dilution au 1/20).
Un deuxidme anticorps {mouton antisouris) li€ & la peroxydase permet de visualiser les protéines du virus
LAV qui ont fixé des anticorps de souris.
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Le fragment BamHI-Hindlll ainsi muté est transféré de M13 TG155 dans le plasmide pTG1124 dans
des sites équnvalents pour i donner le plasmide pTG1127 qui reconstitue le géne env comme précédemment
sauf que le codon de I'arginine a été remplacé par un codon isoleucine.
Comme cela a ét6 décrit dans I'exemple 1, le fragment Pstl-Pstl de pTG1127 est cloné dans le site Pstl

35 du plasmide pTG186-POLY pour donner le plasmide pTG1128
W, EXEMPLE 7 .

Construction du plasmide pTG1130

Dans ce plasmide, la séquence codant pour la zone fransmembranaire de la glycoprotéine rabique est
fusionnée avec le début de la séquence codant pour la partie hydrophobe de la glycoprotéine env.

La zone transmembranaire de la glycoprotéine rabique provient d'un fragment BamHI-Pstl du phage
M13 TGRG151.

45 Ce fragment est cloné dans le phage M13 TG154 entre les sites BamHi et Pstl (voir exemple

précédent). On obtient ainsi le phage M13 TG158. '

On effectue ensuite une mutagénése localisée sur M13 TG156 pour fusionner en phase les séquences
env et rage avec un oligonucléotide en formant une boucle 5' GCTGTGGTATATAAAATATGTATTACT-

GAGTG 3'
50

Tyr Leu Lys 1Ile Phe Gly Lys Tyr Val

TAT ATA AAA ATA .'r'rc\- ----- GGG AAG TAT GTA
R #

56 - tmenv % > . tm rage

L
—-— -

On obtient ainsi le phage M13 TG157.
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EcoRl site treated with S1, of this plasmd, the BanBl site being renoved.
This leads to a plasm d of 2049 base pairs carrying the functional

bet al act amase gene (whi ch confer SEP 82481436 Bt to anpicillin) and containing
in 0 addition an origin of replication which is active in E. coli and a

| H ndl || t t t [
STH. pr%he'lj wn%teffrs gt o g fa*?f"’@? % e B Sored e g eny
B oy "B 4,, @g’ %ﬁgweﬁf?ﬁ P e
pTGLH. A2 Tﬁgﬁj H'" Eagc' ét";'tle egene i s situated d| stal ly with

respecf to %s e COdI ng for the reS|s ance to anmpicillin. 20

‘This construction pTGlH TK was used as a vector in the follow ng
experinment. The foll owi BgmHEage was to isolate a VV Bgbdter which could be
used to control the expression of the sequence coding for the gene to be
expresged. The 25 pr onlet-er—of—arm f r a protein of 7500
daltons (7.5 K) has al ready been succgsi ull'y used fgg.gan identical purpose
(Smth et al., 1983) and the isolation of this segnment was hence
undertaken. The 7.5 K gene is situated on one of the smallest 30 Sal |
fragment s ( SabbtigntfaingiderplasmideTGI128- \VV t ype VR genone (Venkat asan_ et al .

1981) . 15Si ncEonrhepréefdonment ledraament PsttRstl dp oFEY 2p et plenccdaps lasitaPst go pHE (f%- -POLY

pr opor t i deuicdonnenle pigswide 8T@&IB%I ned by direct cloning of the DNA of W type
VR cut vvith Sall in plasmd pBR322 carries the Sal-S fragnent. 35 Thi s

f riagi M&%ﬁsferred to the vector bacteriophage ML3np701 (see Kieny et
al . 1983 [ Sal I -?é tion and religation, thereby |leading to the phage

ML3TGSH! - “s ne, an Scal site is present in inmmediate
prOX|mtyt t.h
fromthe OK

Lnitia I -
5 lf% %Is ;t élrualon'ﬁ Cée %asrLF aszSI g onneé la #uega’é@i@ﬁl @%@?gg =l
originati ngl P lyco m g&s ryétp%\l%e 8 iphrBSauPidSmiab! 3G 55 ¥RE KA | |
l'i nker .5t l tﬂﬁ In dAE AT AbE BstP¥indAf B4 Tv18116250 5B & un
have beenag‘ £ Qbmgjg n@g\gwatgagrrent of "TE."Coli. This process
renoves the5$§¢a—b-r§cgg but reform; the BanH site and shifts the single
EcoRl site dpwhrhi#sin plbe Mi®TE®BE tinme, the Sall (Accl) site downstreamis
renpved, thee fanstort Gis beptit Sigrabdenani dasav 13cTED Secast ansbitpLréaliséL&lin de fusionner ce Jemier
CONSTr BiCt dvedlle igBner colizat pobclle peptids sidibBIeda glydopistéingWebigua t he Hi nd-J (si c]
fragnment of OW'\efdohid pbiree daira eecigiagaidit fegmeit Bstl waitd aHx ouRléassi $1awis\éhia Kigney et Kpnl
separ at eddaby MEHPRE1GR conpé par\HIn@W tigitéspla fleneveKgnliéi r and Moss, 1983). The 7.5 K

pronoter fragment present in ML3TG/.5K i s excised . .
EcoRI Kpnl Pst®/HindIII® Pst /Bglll
35

U M13 TG130 —}— } 77—+ /I

signal signal
env rage

€ <—

45 On obtient ainsi le plasmide M13 TG159.
On transfére le bloc Kpnl-Pstl de M13 TG159 dans M13 TG131 pour obtenir le plasmide M13 TG1860.

+ +
Pst /Bglll e °
f Hind®/Pst KpnI EcoRI

50
w3 re131— 77— — |

signal signal
55 rage env

12



15 ."wth:Accl and EcoRl and cloned between the Cal and EcoRl sites of
pTA H TK to generate pTGLH TK-P7.5K. This construction |eads to the
transfer of the single BanmH and EFe2d136Btes from the M3 vector

i mredi ately downstreamfromthe 7.5 K pronoter sequence. 20 These single
BanH and EcoRl sites are used in the follow ng construction. The

pol yl i nker s ftagsnesp Jecplisee Gwh“o‘i TRAC8 TRt Id”ﬁ?[&'lere?" Bltase '%?&9&9"?‘? env et
exci sed wi @¥e g’w %&Eﬁﬂ?%ﬁ%ﬁ%&% loAnUeklidec R and BamHl sites
of plasmd 2 T 86-poly. In this construc-
tion, 105 restriction sites are available for cloning a foreign gene under
the control ofsﬂa?xaEKraﬁ(AI\/PLE 2 Construction of the plasm deﬁarryl ng t he
env sequence. .31!; r 0 [ sequgfjce f Qg env,
the two proy) 3 Gly L&g Oﬂ{,if Ptr% aédspry%\]lQ andGE§19£% are f| rst
assenbl ed. Tn ofde F ran

nMRNA, thg sequence of nucI eot| des around the 35= “presuned transl ation
initiation site of the env gene was nodified to match the consensus
sequence of apHdblian®kihst lopRaYBMI3tTIGHI®. bei ng achi eved by a directed nutagenesis
wi th an ol i gaeuseat iFddl-Kgnl g OM3 MGIGt ésD alpdSdidné @ansOPIE 126RtoapdTpal EcpRl iditdl 3 Ia
and PJ 19- @leowvitmml (e $tierRibll e M13 TG1B4 provibmtdig MR tdensdé rdgloe siuée en ambdnt ge payipkent
LAV, conpr iCedi nenduitial piestnidd @3G12%68 t 0o 1698 and 1698 to 9173, respectively. An
EcoRI - Kpnl f rRayciendge g6 fiegment PSI-Rsti slatrdiGit1 28 glanshle piaamide mil @186FObY) caup&)parBstl, on

i nserted i aAbtighide)plasmidPEEEB1and 5 direct ed nut agenesis was performed with an
ol MNgonucl eo- tide (sequence 5' CTCTCATTGICACTGCAGICTGCTCTITTO), to

i nt rdduce EXBPERYEXjte upstreamfromthe env translation initiation codon

(positi &h 76721 and in order to substitute the G at the 3-position by an A
:The nut at eg——iﬂ—a\l-ﬁém-fﬁf—\%é}ﬁ—” t hen i ntroduced between the EcoRl and Kpnl

[S)ITtG(ZIa.SH th ph‘;w QorB%e{ u JI:’) gmentF%Y\'tg tlccg Ll'éﬁgzg%ﬁrgr% site i@ﬂ%”ﬂ%@‘iﬁ" 'b{n nl lalblagrrg)ide
I

Kpnl - 5o . was then cloned into |
t he sarre pI a%n\ gﬁg Sl%'uw %emeif%iﬁé gcgg-l?%ﬁqwé&g by a Hi ndlII-Xhol
fragment of Félacﬂp%rn@t ﬁ&dé?@fﬂu n¥plal 1a ANEb 128b12). Led &q%@&roﬁieﬁueé s&@f&?kﬁaﬁte@nV
codi ng sequence flanked by two Pstl sites (plasmd pTGL124).

The i ntroduction, of these two Pstl restriction sites permts eaS|er
mani pul gbi on of the DNA of the env geneRi n tBe sub¥equent Rst 4ges of . the

constructi %qfénééaﬁfﬁgfﬁé’f@ gtagGexpﬁggsi ogaff aahat erQ@ Sy ot g i n

'

W

site de clivage présumé
35

_ de la gpl120
./
N E Y xxR
% séquence mutée t CAG AAT GAA TAC TAA  GCA GTG

On obtient ainsi le phage M13 TG168.
Par reclonage du fragment Pstl de M13 TG168 dans le site de Pstl de pTG186-POLY, on obtient le
45 plasmide pTG1132.
EXEMPLE 10

Construction du plasmide pTG1133

50
Par mutagénése localisée sur M13 TG162 grice & I'oligonucléotide suivant :
5" ATTCCCACTGCTTGGTGTTCATTCTGCACCACTC 3'
on obtient un bactériophage dans lequel un site potentiel de de clivage séparant gp 120 et gp 40 a été
détruit.
55
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vaccinia virus requires that the coding sequence be 25 aligned with a
pronot er sequence of vaccinia and be inserted in a nonessential segnent of
the yaccinia DNA. This DNA situat B8 0245d88B1si de pernits reconbination with
t he vaccinia genone in vivo by a double reciprocal reconbination, which
transfers the cgodi ng ence and 30 the acconpanying pronoter into the
vacci ni a geh??ﬁéqueﬂ‘i? f'ﬁf"ggééﬁ?l“ lof pHivapes 7 - Pst| fragment mentioned above was
cloned in the Pstl site of pTGL86- POLY. A pl asmd desi gnat ed pTGL125 is

t hereby obt affSHENPRASHIFinake 5 GRE v AGA, G BdAer #Gle g GG m BTG

pl asmq pTGL88 digested with Pstl and regigat gd Wikgh TAgi gase. Plaesm d
pTGL88 was deposited on 20th June 1985. at the Collection tional e de

Cul tures de M cro- organi snes (Nati onal Col |l ection o] M croor gani sm
- 15 - Cultures) of the Institut Pasteur, 28, ruesdteDdd axkivoge, 75015
PARI S under the follow ng nunber: E. coli 5KpTG 188 = No. | 458. The
transfey of the coding sequence of the env 5 gene and the acconpanyi ng
pronot er i ntséguencacoatié®e genone CAGacAa®pl GaARed CAS f AROWGCEXAMPLE 3
Cloning into vaccinia virus to generate NV TGge LA& 9-1.The strategy
described by Smth et al. (1983) 10 rests on the exchgnge in vivo between
a plasmd carrying an insert in the VW TK gene and the wld-type viral
genonesso adnpbtieptrinst i pheoe MiE1G% gene carried by the virus. The TK-

vi ruses canPeredenags: fie fagmeniPsiltAsih ge dHSTGEF PansinE196TRQLY cy Hite Pt} o ipbliedile
presence RFEMELIHTGHG#e- 15  oxyuridine (5BUDR) (Mackett et al., 1982).

‘Th di ne_ki nase phosphoryl ates 5BUDR to 5'-nonophosphate, which is then
converte PLE hosphate. This conpound is an anal ogue of dTTP and its

i ncor p6°ratt)| on h dDN‘A nqll!oaiﬁe éhe correct devel opnent of the virus. A TK-
virus ca replicate its DNAnormaIIy and it Ieadsto
visible vir i

Bly Qé%“o‘?ﬁrr Bt{ﬂerﬂ PPy do! 118 %é&j d%ﬁ% ||a Té4§? CnYoftant'lo rﬁt}ég' s,

propagat e,ghbi-ﬂ31 e cytopl asnroft—i nf'ect her t an in therr

[For this reag Qfoctslund ﬁwuB&éné&OI%%hJéL SurliPi3l 18 &fA &Qﬁm@q&m&m suIehn% cﬁv':bge de la
.machi ner Ygdi 8 que pRickdemimeMPaNG thifedétSiftilideth ofjaniiéoidde host DNA, it is
necessary f gramtrBecAcTdcIRGATE TIORBIRSBCcAdtacTesponent s for the expreSS| on of
its genone. cBilpbrnbdd mMbdiibIIEs d6Gueneds idb fadsdoh euiantek N Oorder to generate the

rec inants, it is 30 necessary to perform sinultaneously cellul ar

i nf eCt boon W|th the W virion and a transﬁectlgn wi gh the cloned DNA segnent

which is of interest. Neverthel ess, the
séquence originale : CAG A A CGAAR ARA AGA TGCA GTG

35 Séquence mutée s CAG AAT GAA CAT CAA GCA
N N E H Q

On obtient dans ces conditions le phage M13 TG166.
40 Par reclonage du fragment Psti-Psti de ce phage M13 TG166 dans le site Pstl de pTG186-POLY, on
obtient le plasmide pTG1134.
EXEMPLE 12

45 Immunoprécipitation des protéines synthétisées par les virus recombinants VV.TG. eLAV.

En opérant comme cela a été décrit précédemment pour le plasmide pTG1125, on obtient les vecteurs
vaccine hybrides correspondant aux différents plasmides préparés précédemment. -
Ces vecteurs viraux seront appelés respectivement
50 VV.TG. eLAV 1128
VV.TG. eLAV 1130
VV.TG. eLAV 1131
VV.TG. eLAV 1132
VV.TG. eLAV 1133
55 VWW.TG. eLAV 1134,
Les protéines obtenues comme cela a été décrit précédemment sont testées par immuno-précipitation
(figure 3).
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ation of ithe reconbinants is limted to the small propor- tion of cells
whi ch are conpetent for transfection with 35 DNA. For this reason, it
was necessary to enploy a strategy EFf0OR#EI36Bt "congruence" to reduce the
back: ground of non recorrbi nant parent viruses. This was acconplished
using as i ous ature-sensitive (ts) mutant
of vaceinia F . ‘;es g B’réc'pltér?cfﬂbﬁclﬁ’?’éﬁ%ipmgﬁ%ff&'@zgt B e R e o
terrperatur8° Ien urewm Qéfl Spehner, 1983). Wen cells are infected

with ats rrut UH L £2hs and transfected with the
DNA of a, vi | tarrfanevwrréépon Ila Srigep Eﬁﬁig@%&pn@m A I pRiflioh Bo 4B
e Whi G

cells V\/nl ClRuidfts EUHARLIENT transfection
reconbi nat i on eRFis¥ESpréddRe th Lﬂictrevsaﬁs.ardrreﬁd .dmearwuu.tdaena pmnsafnédre ts
virus has takgRirg A8Lne H@sorie pdS bidh brtendd!ud pidtsie ichiresptindddt ergpaethemtédeSdranb@
the fact tRBA priséats dasd les dIRERSTURS Rofbritfe@se tLgh120 (Giysbsyifon aérerag)t pl asm d

cont ai ni#g a HANA qui cvAdERIdlle Gfus Y EI3CAoN-6 présetdbicSded Prakind® 160 $20igial meie ths ibandbdre
t ransf ect i otrreapastiant fux pevtéirss) €20PHT opt plustigblesaiue d4ns idsragitas 8pactrasi t h t he

wi | d-type DNALeniva de sémbk pour [eodres iS¢ ateo lquna GLgpét préwnip dgdieneniamtpoids molculaire plus
honol ogous faibiecrozis pova tedeshil 88 clair e I cliviage Sidfa bvet ke cinktiqie wiua lente qué eelle despdruent
cell's. Pri NMTG.18251@1xPoti81.ayers of chick enbryo fibro- blast (CEF) are

i nfectedsat [err] with W—Copenhaq_ n ts7 (0.1 pfu/cell) and transfected
with a cal @M&&pﬁf&ﬁ@%‘bﬂ?@&q% Ei¥®e of the DNA of wild-type

WV- Copenhagen virus 20 50 ng/ err cells) and the reconbi nant pl asm
NI o K *'rr evqra : I% @Tea‘t‘ilﬁ_‘f’eb'%n‘?”é
‘does”not_ p& ne e us af'f

l{I%eru
u a%% ﬁl de mgt%?['cgr rT"'e\ﬂ? é.'rdé gfurﬁéun virus de
8

again f ? mre qe%ﬁl S.ll peu

rernfectln m fin
i ncubat ed m%acﬁ%ut é él[oﬁd’ohlldev es et Pl aques of TK- virus
are obt ai ned g‘mqm— YPGEEGES! Ve e reconbi nant plasmd,

é =C
while the epbitem!un fRage dﬁdélléq%l@esdéﬂ&rérh@% dé CHE%%& rqodﬂ‘@ Rt RBRGE MbdikeBs Sont les
pl aques. Tbgvasés: Vi ruses are then subcl oned second selection in the
presence of 5BUDR * A correct double reci procal reconbi nati on between the
hybrid plasm d pTGL125, and t he VVW_geno Lhe 35 exchange of the
TK gepe car#%ﬂ?ﬁ@“‘i%@?qul%ths?ge“ﬁ{e@@ni‘?ﬁ $He virus, the reconbinants
t her eby sbecom ng TK-. The DNAs puxified frRomRhe i fferent TK- reconbi nant

viruses are digested with H ndlll and subject edf to agarose gel

el ectrophoresis. The DNA .
site de clivage potentiel

36
séquence mutée :+ GCA CAG AAT CAC GTG

a Q N H \'4

40 Le fragment Psti-Pstl du phage obtenu (MI3TGI8I) est cloné dans pTGI8SPOLY au site Pstl pour
générer le plasmide pTGII35.

Exemple 14 Construction du plasmide pTGII3.

45 La partie C-terminale du géne env synthétisée par le vecteur de la vaccine recombinant
VV.TG.eLAVII35 est une séquence dérivant de la glycoprotéine rabique. Il peut donc paraitre utile de
disposer également d'un autre recombinant oll cette partie C-terminale serait remplacée par la partie C-
terminale du g&ne env du virus LAV.

Pour ce faire, on effectue sur le phage MI3TGI65 la méme mutagénése que celle effectuée (voir
s0 exemple I3) sur le phage MI3TGI66, pour générer le phage MI3TGISA4.
Le fragment Pstl-Pstl de MI3TGI84 est ensuite recloné dans le plasmide pTGIB6POLY pour générer le
plasmide pTGlI39.

Exemple 15 Construction du plasmide pTGII36.

On voudrait encore disposer d'un virus de la vaccine recombinant exprimant la gpl20 seule. Cette gpl20
sera, contrairement au cas obtenu avec le virus VV.TG.eLAVII32, munie d'une zone d'ancrage C-terminale.
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- 17°- fragnents are transferred to a nitrocellulose filter according to
the techni que descri bed by Southern (1975). .. The filter is then
hybridi zed with plasnm d pTGLl125 VER @R45 38 Bken nick-translated with [err]
After the filter is 5 washed, the latter is fluorographed and 3.85-, 2.9-
and 0. 8-kb bands are visible on the aut o%eadr O%H%@h when t ccrw Vi rus
has i ncor pag;a't %ijat'?\é'"él'W'"%@ﬂem 30 ER?/'“?B% 8t s %s PRI aH

eLAV 9-1 “@%’ Tf} di es.

EXAMPLE 4 er fs%onner o %erlgc I2(Y ?ag IQ%]Q srtéspd\é ot be's To
denonst rat s) & "%Iac% lf ﬁ a%.%%e brid vaccCinia

virus,sr ? 8 q v(ﬁcf'r are cuturedrnaGI\/EMmedrum+ 10%
of foetal calf serum are infected with the sane reconbi nant W. TG elLAV

9-1. A fresh sem -confl ent | aygr [grr] cells) i ected wth 0.2
pfu/cell and i fﬁ r Ng hlgurs6 9 P Tﬁ‘i rrgélr umrsV\tt"hen

renoveg and a-m%ng—&—mﬁ-eeﬁ-rentratron of m for 106
cells), suppl E&%‘ | [ ] r!g et adn e g8 peidedrgThe cells
are incubated € M%ﬁ%eéégb%ﬂ;eéegr ei tr?? re coITect ed by
centrifugati op= ' ' elle , the

proteins are incubated y a serum belonging to a pagyepdgauffering from
Al DS. i{he proteins whiclf react with the serumare recovered by adsorptlon
on a protein A Sepharose resin, and spread by el ectrophoresis on_an

pol yacr y | Qungbjent %'eﬂ Iy phege MISEGIEZ e fraewfﬁﬁmﬂ Ife MISTEISE ot amgyite 6‘s§{e £R 8RS L‘.i’g
desct i be®THIBERGLYReurgendser le plasously PTE. aut or adi ogr aphs show that the serum of
the~patient sufferin fromAIDSﬁQfmflcally binds three proteins in the

i nf ect ¥d Eemple I8¢ nQupsPigeBI9%{:s j dentical or similar to that obtained

wth other Soig b iSeba 1] m RARRES adR A Eaite Yhno B0,
120 and . jREIGC) 3 41 band
130, Bl dﬁ% R e Bl

é SGheberod i &qu
env gl ycopr p'u o5 f re G%Eci‘bge |e§s biica€ biS adnt 6€4n &vall daf 18 GhrBsl cotlaktpoliris LAV
virus drop eSda r%%ﬁaga 15TqI8 dricdta lolijoRiticBidls@ivans: are expressed from
the recorl %ﬂi AGEERETEHECSEcAsETBATCT@TGECThe codi ng sequence of the env

gene of L&Vypeﬁh&?l&@ﬁt&:ﬁn&bﬁgbmmeb@&i Rallsinla fisioa : gpl 20 and gp4l are generat ed
Qg)t eol ytic cl eavage of the primary translation product, gpl60 The
sequ

nge codi ngofor env Ieads t‘g gTé) é,ggry trajﬁl %GO%O(H C}\%tcﬂ

appr oxi mat el A

K A Q N H v v \Y Q A R Q
35 -
N\ gpl20 partie hydroghile
de la gp40
40 ry
Le fragment Pstl-Pstl de MI3TGI83 est recloné dans le site Pstl de pTGIS86POLY pour générer le
plasmide pTGH37.
Exemple 17 Construction du plasmide pTGHI38.
45

En plus de virus recombinants exprimant la gpl60 ou la gpl20, il peut 8tre utile de générer un virus de
la vaccine recombinant exprimant la gp40 seule.
Pour ce faire, on fusionne les séquences codant pour le peptide signal avec les séquences codantes de
la gp40 sur le phage MI3TGISB3 gréce a I'oligonucléotide suivant :
§0 5'CAATAATTGTCTGGCCTGAATAGGGAATTTCCCAAA 3'
Ceci permet de générer lo phage MISTGI80, qui comporte la fusion :

66
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env -precursor obtained by the above met hod possesses an apparent nol ecul ar
wei ght of approximately 160 kD. This 10 difference is attributed to the
presence of a very consi derabl e amiEP 245 13§IBicosyl ati-on. By digestion with
endoyl ycosi dase F, which renoves the glycosyl groups, a good correlation
coul d be denonstrated between the products obtained by the present

Doronst rat on of anti -K50 ShE i GEarARRIERS, Ho-UERE, GEFC SR FRR e . TG e
LAV 9-1 virus 5-week- e-I-eI—nﬁa-I-F Bal b/c mce are

(-ereetret-ee—iy—20
subcutangous injection of 5k ' u of W. TV] LAY 9- % vi Lus per ani mal .
They receive a booster Tnjection with the saneldose after 2 eks, and

bl ood sanples are dra\mﬁ—-%W e presence of
anti bodi es directed agaidig{) det LAV, éhb“? and 5 %5 of vaccinia
virus in their sera is sought Al'l the vacci natg ani Is gi ve sera capable
of reactipng with vaccid® al&irus in an ELI SA teshydrapbadenast, the response
in the ELI SA test agaigjptrd¥dqyérus is weak and of |ow reproduci bility. To
i nprove the 30 sensitivity of the tests, a "Western blot" techni que was
used. This nethod enabl es anti bodi es capable of reacting wth the proteins
of LAV virus Ledrabment| @stbPstit JeaMISTGISK est insérfh ag eitgPsiit dei nTSIB86PGh¥epdue donnetde alaemidal
with SD3si ATGIR8-el ect rophoresis gel and transferred to a nitrocellul ose 35

menbr ane. In this experinent, the nitrocellul ose nenbranes enpl oyed

are those Ei_"tEEé_IS’AW'B‘E@Td‘k?'%S"E‘BIPJGW D| agnostrc Pasteur and to which the

protei ns of LAV vrrus are al read bou nmenbranes are cut, into
|sposer éga! ent d'un

strips and e gsde I pout

vi ol X[ Ia e i 0 soient
SR R e e
nmouse anti 0 o@rsobﬂe‘ﬂrr an i, VdnSHd %glln?qu fragent Hindill-Bol dOMSPER0 ér% ﬂi%%%£%Z&lll-§bIV§e

ispeci fic reagkiesn Whis ShatcRb. Wel ght - about

_ h
corres pqur ng.etpﬂsr;nb@ n? Bs terﬁ’b‘ér Jﬁh&-{fﬁra&}went b&r—%ﬂ%ﬁbﬁe@b mlﬁéﬁbﬁéns%f site P5if:
‘a reacti ongi gasticeprelessived the gp4l proterm—It should be noted that

‘the sera of a 10 few m ce pr oduce signals in Western bl ot correspondi ng
t 0 uni dent Ekdnipl 1910BhshuIBN O plasiiielpdliiea r us preparati on bound to the
nen‘rq\rranes. EXAMPLE 6 Construction of pTGL128 15 This plasmd
pTGLTI28 sv s i diesatnble a&blisst inppitant dotdeni i virve dehla tvaeeine xexepbinaph qdi [sprithétisecuns epiBe mare
codi ng f or clivéee et sécrétée dans le milieu. En effet, cette protéine pourrait ére utilisée comme vaccin tué, en
association avec des adjuvants, ou incluse dans des liposomes ou des ISCOMS (Morein et al., Nature
(1984) 308, 5958 p.457-60).
On construit pour cela le bactériophage MI3TGI94, dans lequel les séquences codant pour les régions
35 exiracytoplasmique et intracytoplasmique sont fusionnées en phase, dans le bactériophage M13TG184
o gréce & I'oligonucléotide suivant :
-/ 5'TCCCTGCCTAACTCTATTTTTTATATACCACAGCCA 3'
Le fragment Pstl-Pstl de MI3TGI94 est ensuite cloné au site Pstl de pTGIS86POLY pour donner pTGHI63.
Les protéines recombinantes ainsi obtenues, et en particulier la gp160 non clivable, psuvent &tre
40 ulilisées dans des kits de diagnostic pour détecter les anticorps potentiels présents dans le sang des
malades ayant été en contact avec le virus. Ces tests psuvent &tre mis en oeuvre selon des processus
connus de I'hnomme de I'art, par exempie par ELISA, RIPA, "Westhern Blot" (Immuno-empreinte).
Ces protéines peuvent également étre utilisées pour la réalisation d'hybridomes et d'anticorps monoclo-
naux destinés & détecter la présence de virus dans des échantillons.
45 Les différents plasmides et phages M13 sont décrits notamment dans les demandes de brevet suivants

M13 TG131 : Kieny et al., 1983
M13 TGRG151 : WO 83/04052
pTG155 PRO : FR 84 06499
so M13 TG130 : Kieny et al., 1983.
Les plasmides suivanis ont été déposés le 16 novembre 1984 3 Ia Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes de I'Institut Pasteur et sont décrits dans le brevet GB-A-84 29099 :
PJ 19-6 : CNCM N° 366-1
PJ 19-13 : CNCM N° 367-1.
55 Le plasmide pTG1125 a été déposé le 8 juin 1986 dans la méme collection, sous forme de bactérie
transformée :
E. coli 1106/pTG1125, sous le n° I-557.
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tranS- mepbrane regi on has been nutated to replace the arginine by an

| sol eucine, this being in order to inprove the attachnent of the protein in

the cell menbrane. 20 : TERO PA5H#36 B1 BanHl fragnent of pTGL124

cont-ai ning the transnmenbrane region of env described in Exanple 2 is

inserted into phage ML3 TGL31 after a HindllIl-BanH digestion. A phage M3

TGL54 is ﬂﬁﬁg_@&ﬂsobt ?i ned. A |ocalized nutagenesis designed to replace the
" . :

25 codon r AL b bdo_n coding for isoleucine is
en pero} ”E’%ﬂ E%én‘gﬁ%%@ﬁe@a L TR

thereby  oft 1 Rl Dr..Le%eﬂumﬁﬁe? 1N DR e, Reorbld, A 1 Y
Leu Arg cb %184 ﬂ) sidit UirliCdlycoproteilfom a re[:-grﬁbmaﬁﬁéccnma Wié) Naﬁ@ 312
Mit at ed Sefi@hae. Gt ATA DATA GIT Ile 35 The
BanH - Hi nd |l 4 30 % Pl b&meém m&ﬁf&& 86 andSLebdcd . €880EChII-ios SyRnbéisSof blolbgibally i Nt 0
plasm g pAGleidit-stoid cARHIOKRIoE EchérichigSoll b aGioned gohé aitine 28AT@Y4-27. whi ch
re-forns the @iy, KaheR M.RDSHMItEBS Eptis, Ph aibcotd) @.Paf1g84nd. oL, ppl 0Genbia sol. 2, 331-20 -
been repl aggd by an isol euci ne codon. As described in Exanple 1, the
Pstl-Pst| br-agmem., Kihy, ME51905F, $.and LapeJ. P.(198HONA, Wi 3] 1781182  of p‘I asm d
PTGL86- PORZY LisskygityBotgham M1 1981) NGro 283, 76:81. EXAVPLE 7
Const rict i 8n- Macketh, AbnSrofthp BGL arRiOMass, B. 11982, hosiniai itus  # selectahia ot/ oG EIPTiNg 8 r
t he trans- mxamdssiemeecioe BioorNatlfAced, Scir Y. &%: Y1 t4dProtein is fused with the
begi nni ng 8f- Maniatis; Jg Fetsehe E€o pmijodikoy- 1982 Melgoular ﬁ?ﬂ%mm@%@?ﬂuﬁbﬁdﬁﬁp’t"ﬁe
enw gl ycopﬁ@i’%ﬁ'-ﬁb Nife transmenbrane region of t api o ro-

ori yr'nat es 1¢-roMyesing My Spith &W; %Aﬁﬁ]gé Wgw 31}’ %ﬁ
i s clofed N ?ﬁg@‘bﬂwﬁ‘g‘*?ﬁgﬁﬂf‘ﬁ@" TR YR f9§'fuls '%at 3

| es—-( see

above exa The I?%; hereby obt ai ned. A localized
mut agegeSI ol anjé;‘? 8 5&21\?&6%11& ofp PJsgéa &bé’ c?or&”ln@é?ﬁ’oﬁ%f trge
.env andg ra ﬁRtoi‘ fecti iM4 Vikvd OProd Naﬁ_’ 20
ggrAT oop Tyr Leu Lys 1l Gy
Lys 3l p ahAE*Dav%?‘éw Aﬁé‘mb élﬁL Padie7E. (1663) PFBéTNaﬂGEAd estv LBmso 5364-
ralgggs tm The phage ML3 TGL57 is thereby obt ai ned. 25 The

t ransnenbr e RafnbrT)., ARSKIRIWOIPatalte, R.M 1Nk, 9G)., StaydichPB.OIcsbphs VB F. ObrdhaE.Rj, Rsitiskieen
f USQJ with JtAhQVIﬁ&brrgEIAQ Baumeister, K., lvanoff, L., Petterway Jr., S.R., Pearson, M.L., Lautenberger, J.A.,
30 Papas, T.S., Ghrayeb, J., Chang, N.T., Gallo, R.C. and Wong-Staal, F. Complete nucleotide sequence of
the AIDS virus, HTLV-Il. 1985. Nature 313 : 277-284.
15. - Sanchez-Pescador et al., 1985. Science 227 : 484-492.
16. - Smith, G.L., Mackett, M., Moss, V. (1983) Nature 302, 490-495.
17. - Smith, G.L., Murphy, B.R., Moss, B. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 7155-7158.
85 18. - Venkatesan, S., Baroudy, B.M., Moss, B. (1981) Cell 125, 805-813.
_ 19. - Wain-Hobson, S., Sonigo, P., Danos, O., Cole, S. and Alizon, M. Nucleotide Sequence of the AIDS
\_/ virus, LAV. 1885. Cell 40 : 9-17.
20. - Weir, J.P., Moss, B. (1983) J. Virol. 46, 530-537.
21. - Zoller, M.J. and Smith, M. 1983. Ollgonucleotlde-dlrected mutagenesis of DNA fragments cloned
40 into M13 vectors. In : Methods in Enzymology (Wu, Grossman, Moldave, eds.) 100 : 468-500.

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

45 1. Vecteur viral caractérisé en ce qu'il comporte au moins :

- une partie du génome d'un virus,

- une séquence codant pour la séquence sngnal du précurseur de la glycoprotéine gp160 de
I'enveloppe du virus responsable du SIDA, ou une séquence signal provenant d'un virus
hétérologue,

50 - la séquence du géne codant pour la glycoprotéine gp160 de I'enveloppe du virus responsable du
SIDA, le géne codant pour ladite gp160 ne comportant pas le site de clivage par les protéases de
séquence REKR,

- ainsi que les éléments assurant I'expression de cette glycoprotéine dans des cellules.

55 2. Vecteur viral selon la revendication 1, caractérisé en ce que le géne de la gp160 code pour une gp160
ne comportant pas les sites de clivages par les protéases de séquence REKR et KRR.
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S then transferred into plasmd pTGL124. For this purpose

Hndi11-Bglll fragnent of M3 TGl5p § saigee i nto pTGL124 o ll l |IlL l”"l :
Hi ndl’l 1 - BamrH 30 restriction has been perfornmed (this dest

and Bglll sites). The Bglll site of ML3 TGL57 origi nates from'thé rabies.

gp fragnmeREFERENGESHL Bglll t.m Pstl 35

Plasm d pTGL126 is thereby obtai ned. As above, Pstl-Pstl fragnent of
pTGL126 i s tl-Orildeh, RNSmehbdnD. POBI) Virdogyd3nhBeHPS 186- POLY to give plasm d

pTGLl 30. , 2. - KenRIM.P., EBGRVRLEdIe@onskR: 1983i Mvﬁrsaryeremmlanvneqwmmo@wébeﬁpdt he
const r uct i oen kettetidphage M1ds@enel 26 s91t99- f use t he si gnal - sequence of the env
gene and t h -iieny,dM.Bnkethes Bg DdlfncR-oBrenes O- HseneS.Fichpis-ovikion T, Kepsowskightand
sequence of Lacpra, 4.BH984s Emrweprfcswsw'm@'wmveaom FEﬂ?P"ﬂ‘l"%’rﬂaEF“lﬂ‘GI55‘a¥’Ré.£ n
the form of : 83881 | - H|nd||| f r agment is cIonedrnto

Pst | - Hi ndl | $ - 4pthe & slirthpji-cDeydides M., %‘9 ddrcoaq P 88 ‘"sat'r" poigpicaiy

h ®he $9YaNsghsiaglesn t?tmeef ot asg ‘°“

tE\e”rggy ogt%u fretge. Ryt "P&Mﬁf%ﬁm?}f Dy ﬁ‘é‘"segwE F%b%gtﬁl? PR-S ﬁ\‘/ﬁts"gf‘s(?lg@ i s
t

(he st onal ‘Bept

byttt oS ot Z*gﬁ%ﬁem 5 oene cod ng for
fragment tr a@:’\@g' _ 'ng
into M3 TCigg% I 't

%ﬁosg fe{}?g |E Qwﬁl %%cﬁﬂg S rﬁgﬂétlé aonmg%g d

sSiht oy | qj Kl 'enow
ECORl  Kpnlg _ ManiahsF! Fritsch, EF Sa H?Joﬁ S ﬂﬁol%@r di %0 aeﬁb\Sratory manual. Cold Spring
rabi.es si gnﬁglr bor Lab, N.Y. si gnal he ph age ML3 TGL59 is thereby

obt ai-ned. The .KRRLinEIA., Bindcl0.10f cMa%mI @69 Bbrﬁont icanSifagiyl e, hridt Capddt IR, Tigds3 1
to Obf[ ahN PhaFE 4did J%xpljeﬁfoh]of #8niled AlSShyhiphadenopathy rdu@vifub. Nafubs 318 : 450-
env signal 4ss. signal 35 A | ocal i zed nut agenesi s .on ML3
TGL60 enabl es- Mbsing BiVieras] Gerbioptasg lpyzeoarat ei n sequences to be fused in
phase (by f & riPageal D. @A Paolefil)iES 1988, Gonbtiuetioe @f paxvirueeses oluhing vectors : Insertion of the
thymidine kinase gene from herpes simplex virus into the DNA of infectious vaccinia virus. Proc. Natl.
25 Acad. Sci. USA. 79 : 4927-4931.
13. - Panicali, D., Davis, S.W., Weinberg, R.L., Paoletti, E. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 5364-

5368.
14, - Ratner, L., Haseltine, W., Patarca, R., Livak, K.J., Starcich, B., Josephs, S.F., Doran, E.R., Rafalski,
(-~ J.A., Whitehorn, E.A., Baumeister, K., Ivanoff, L., Petterway Jr., S.R., Pearson, M.L., Lautenberger, J.A.,

30 Papas, T.S., Ghrayeb, J., Chang, N.T., Gallo, R.C. and Wong-Staal, F. Complete nucleotide sequence of
the AIDS virus, HTLV-III. 1985. Nature 313 : 277-284.
15. - Sanchez-Pescador et al., 1985. Science 227 : 484-492.
16. - Smith, G.L., Mackett, M., Moss, V. (1983) Nature 302, 490-495.
17. - Smith, G.L., Murphy, B.R., Moss, B. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 7155-7159
a5 18. - Venkatesan, S., Baroudy, B.M., Moss, B. (1981) Cell 125, 805-813.
- 19. - Wain-Hobson, S., Sonigo, P., Danos, O., Cole, S. and Alizon, M. Nucleotide Sequence of the AIDS
( virus, LAV. 1985. Cell 40 : 9-17.
20. - Weir, J.P,, Moss, B. (1983} J. Virol. 46, 530-537.
21. - Zoller, M.J. and Smith, M. 1983. Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragments cloned
40 into M13 vectors. In : Methods in Enzymology (Wu, Grossman, Moldave, eds.) 100 : 468-500.

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

45 1. . Vecteur viral caractérisé en ce qu'il comporte au moins :

- une partie du génome d'un virus,

- une séquence codant pour la séquence signal du précurseur de la glycoprotéine gp160 de
I'enveloppe du virus responsable du SIDA, ou une séquence signal provenant d'un virus
hétérologue,

50 - la séquence du géne codant pour la glycoprotéine gp160 de I'enveloppe du virus responsable du
SIDA, le géne codant pour ladite gp1 60 ne comportant pas le site de clivage par les protéases de
séquence REKR,

- ainsi que les éléments assurant I'expresswn de cette glycoprotéine dans des cellules.

55 2. Vecteur viral selon la revendication 1, caractérisé en ce que le géne de la gp160 code pour une gp160
ne comportant pas les sites de clivages par les protéases de séquence REKR et KRR.

/
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t he -0l i gonucl eoti de 5° GACCCACAATTTTTCTGTAATAGGGAATTTCCCAAA

rabi es si gnal env Oys Phe dy Lys“wmﬂﬂ’mug'”“,
lle . Tyr Thr An Lys LouEBROZSTIEPBIT GGG AAA TTC

-- ACA GAA AAA TTG Phage ML3 TGL61 is thereby obtained. 5 The
Pvul I - Kpnl fragnment of ML3 TGl61 is the | oned u 1 th EcoRl
and treat et WePHe ke Rimericie Potates b o e Saytar TERS o8 oniliete by ity
ML3 in the. rsg o8 at ed upstreamfromthe pol yllnker) This leads to

pl asm d pTSEl]‘é% i la r ven ?Eo&% aﬂ:gté slae oo B %3? étfef?cgg%(ﬁoété&-ﬁ%gg

into plasmd S obtal ne
EXAI\/PLEaéS Prepar atlon 0 w asm f%s By cloning the

Pstl-Pstl gr %Q@J}tvlrﬁgelﬁl-r%@ ré\)aﬁdﬂ:a{uﬂﬁ éa%at'acteﬁééte‘ﬁ ce Gifie IYpadiie duiGkrome d'b viradT d
ML3 TGL62 g3t fabhatid\@lhéndind dedokviBsl Nut agenesis is then perforned by means

of the oligonucleotide 0 5' ATTCCCACTGCTTAGTATTCATTCTGCACCACTC 3'
Thi s enapl s VactelirQpal 666haa rdvéhdidstiop b.xactérdt oh EeequeMdiportirué 8t Ieglis?ds. la Jdaecine.
sequences obtained are as follows: R E K R Origi nal . sequence: CAG

AGA GAA AANectdir viral@aln ldsSTrevendications 1 & 8, caractérisé en ce qu'il ne compaaie sl lses$quence
‘cl eavage si t ecoddnt got i2 @gQn transfembrangire dexla gp1Pnatireld. sequence: CAB AAT GAA
. TAC TAA GCA GIG The phage ML3 TGLl68 is thereby obtained. 30

recl oni ng 8he/eFter|virgl seleien teventlicalions 1TET.G@raCtANsé op l§e amsla péagipnce oeﬁantpﬂvmseemds_v
pl asni d pTGLIBgrophobe, Gitermiselromesradant 2 la gorotrassmererangire ) dn BRiQP fetresia 335
By | ocal i zed "PHIReRIWTEBRIACOHIR CotPE ArpREEY ‘B?mrﬂﬁans of the foI | owi ng

e o8t oSl s s AR ChrerRh g 25 ol R . FEG e PP
bac ri ophage’, I p
120 and p 4CCHETTRIER® &e@&ﬂm@aﬂt%aw%@m ST ‘g g °'3sa§0?ol | oves:
G | gi nal S?&] Wl viral sgfo‘rg IaA %ndu%@?\ 7%téégpén%u |qucéoﬁporte fas de sé;uence%oddﬁ‘t

pour une région d'ancrage transmembranaire.

26 11. Vecteur viral selon I'une des revendications 1 2 10, caractérisé en ce que la séquence d'ADN codant
pour la gp160 est sous la dépendance d'un promoteur d'u_n géne d'un poxvirus.

12. Vecteur viroal selon la revendication 10, caractérisé en ce que le promoteur est un promoteur d'un
W, géne du virus de la vaccine.
30
13. Vectsur viral selon la revendication 12, caraciérisé en ce que la séquence d'ADN codant pour la gp160
est sous le contrSle du promoteur du géne de la protéine 7,6 K du virus de la vaccine.

14. Vecteur viral selon I'une des revendications 11 2 13, caractérisé en ce que la séquence codant pour la
35 pg160 est clonée dns le géne TK du virus de la vaccine.

K__/ 15. Vecteur viral selon I'une des revendicatfons 1 4 7 et 9 & 14, caractérisé en ce que le peptide
hydrophobe C-terminal de la gp160 est délété.

40 16. ADN recombinant correspondant & un vecteur viral selon I'une des revendications 1 & 15.

17. Culture de cellules de mammiféres infectées par un vecteur viral selon 'une des revendications 1 & 15
ou comportant un ADN selon la revendication 16.

45 18. Procédé de préparation de glycoprotéines d'enveloppe de virus responsable du SIDA, caractérisé en
ce que ['on cultive des cellules selon la revendication 17 st que I'on récupére la glycoprotéine produite.

19. Glycoprotéine d'enveloppe gp 160 non clivable du_ virus responsable du SIDA que I'on peut obtenir
notamment par mise en oeuvre du procédé selon la revendication 18.
50
20. Glycoprotéine gp160 non clivable de I'enveloppe du virus responsable du SIDA caractérisée en ce
qu'elle ne comporte pas le site de clivage par les protéases de séquence REKR de la glycoprotéine
gp160 naturelle.

55 21. Glycoprotéine-gp1 60 non clivable selon la revendication 20, caractérisée en ce qu'elle ne comporte pas
les sites do clivage par les protéases de séquences REKR et KRR de la glycoprotéine gp160 naturelle.
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cl eavage:site Mitated sequence: : CAG AAT GAA

N 10 The phage ML3 TGL65 is thereby obt ai ned By rH %U" U I”“l
Pstl1-Pstl fragment of ML3 TGL65 ¥R 0285 GiBBI POLY at the Pstl

pTGL133 is obtai ned. EXAMPLE 11 15 Construction of pI asm
pTGL134 %}4 cl on| the Pstl-Pstl fragnment of J)TGllSl nto the Pstl

ML3 TG13#2 Glygper nen plpgghiessel RrEHIEn20 % FlotoXpIeleds ot g 'ﬁé%‘ﬁ“%mf’
per for med ofif 'f\?h%‘t‘le@%g%g%?ﬁ”as‘?q‘ie’ﬁ? é POy destroy the same cl eav‘gege site zf

t he gpl 202 abo h| s R 5[9 plé weleatide J &
used: 2 RT‘SI" 2 T
to be m)dlf gl%%ﬁ %m%g% s% o éncwﬁEﬁ?g?ﬁgﬁes
sequence: AAA AGA GCA GTG Mt at ed sequence: GAG AAT

GAA CAT p4 %el\éelon Mne des FvendichioR®20 2 23 caractériskd)6lPée §UURS Ao CEMSHE PG,
the phage .of b FarRRbibraike deX g186 habieg the Pstl-Pstl fragment of
this phage 3 TGng into the Pstl site of pTGL86-PCLY, plasnmd pTG 1134
‘i s obt ai @ Glycoprotéind%eton XésRidatioh24| camatiérzp e cé g'dlietintport®k rdgivh transttembrasaire
.synt hesi zeddbyiruk B€la¥age TG eLAV reconbi nant viruses. By working as
described above for plasmd 5 pTGL125, the hybrid vaccinia vectors
“corr esporasi Glycdpotdineesetbinf b aevendicatidna@drtalactérséc pm ce due o peptide bydsephelienGtermimiese
viral sect ocsresohdanb¥ larrédien ransmembranpitesecia o168 legt, mogifié \Wargitine étpmyempliaeée pay

W. TG elLAvuieligpuginge. TG, eLAV 1131 W. TG elLAV 1132 W. TG eLAvV 1133 W. TG
eLAV 1134. 15 The proteins obtained as descri bed above are tested
by\§ mundir Elyrgsroteine; selan FF?"Q[‘I*') Gatiog)24 cargetéris, gn ¢q guRlle Be EMPpriR-pag dB iigiop f'ancrage

i opr eci IS?"S'“F'H‘?"%'?"?‘eveaI s an i mrunoprem pitation corresponding to the

20
]RIZgO th%. %BLongot ine se on l'uﬂg Aales revendlcatlons 22 3 2; ou §7a carac%(r]lgé ﬁ cefc%re IL p%ptl rus
hydrophobe C-terminal de la gp160 naturelle est délété.

29. Vaccin caractérisé en ce qu'il est constitué par un vecteur viral selon I'une des revendications 1 & 13
25 et/ou une glycoprotéine selon I'une des revendications 19 ou 28.

30. Anticorps dressés contre les glycoprotéines d'enveloppe du virus responsable du SIDA, selon les
revendications 19 & 28 autres que les anticorps dressés contre les glycoprotéines gp160 naturelles.

30 Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES

1. Procédé de préparation d'un vecteur viral caractérisé en ce qu'on insére dans une partie du génome
d'un virus:
- une séquence codant pour la séquence signal du précurseur de la glycoprotéine gp160 de
35 I'enveloppe du virus responsable du SIDA, ou une séquence signal provenant d'un virus
hétérologuse,

\_/ - la séquence du géne codant pour la glycoprotéine gp160 de I'enveloppe du virus responsable du
SIDA, le géne codant pour ladite gp160 ne comportant pas le site de clivage par les protéases de
séquence REKR,

40 - ainsi que les éléments assurant I'expression de cette glycoprotéine dans des cellules.

2. Procédé de préparation selon la revendication 1, caractérisé en ce que le géne de la gp160 code pour
une gp160 ne comportant pas les sites de clivages par les protéases de séquence REKR et KRR.

45 3. Procédé de préparation selon la revendication 1, caractérisé en ce que la séquence REKR ost
remplacée par la séquence NEHQ.

4. Procédé de préparation selon la revendication 2, caractérisé en ce que les séquences REKR et KRR
sont remplacées respectivement par les séquences NEHQ et QGNH.
50
5. Procédé de préparation selon I'une des revendications 1 & 4, caraciérisé en ce que la partie du
génome d'un virus est une partie du génome d'un poxvirus.

6. Procédé de préparation selon la revendication 5, caractérisé en ce que le poxvirus est le virus de la
55 vaccine.

7. Procédé de préparation selon les revendications 1 & 6, caractérisé en ce qu'il ne comporte pas la
séquence codant pour la région transmembranaire do la gp160 naturelle.
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The-virus 1130 al so shows a gpl 60 and a gpl 20. The protein
the gp4l has a slightly |ower weight, due to the nodificat ||mmmﬂ i Mm”m
ternminal end. 25 The vi rt!i@olmlﬂﬁtﬁjws a spectru

substan- tially identical to that obt a| ned for the virus 1130 The VI rus
1
132 naturall doe not show te| COI’I’QS%OI’]dI n t he % mpour

105- kD pr of SURIL ?"P °§" " PSEBE RSP
(differ iy S: %%! '%fﬂ?é’l“'f‘ Afegeond E zP’t?s"aET?ﬂ‘b’a{'?t *’“&%‘y SRR
t he prot ei ns tiez‘ﬁ? (st it °5u t’Ytgepaf)gm L r espondi ng to the pr otel ns

isgl Iagg f4él’ a[ﬁocw I’ép éel'an C}i% Jn ﬁpﬁﬁg en%§ qu il Hﬂgﬁgﬂeﬁurlle;%g%f%rggdam
nol ecul ar wei ﬁrt ?or V\Flmy}%'l e eeltr tttteét gt%ﬁe cl ean\}algl;eI toof?r?) eace
with sl oweg, lﬁr&@&é Eespréﬂéﬁaﬁontgéﬂﬁ?a r@Jenﬁu&ﬁorW‘ lebta@tisd/oh ddaudilndBofaSorte bhs dd Bqdehesl .
- 25 - EXAMPLE4ah og‘p@,gt,ggwa.tdragaadat,ams,ma@g.rpTGl135 The kinetics of release
performgg on the . TG eLAV1133 and 1134 viruses show that, although the 5
ki netics 0fl1.(nd60€d'ié”lge papargion sélbre 'mp|d8d reaadictiivas g4 @, aarecté?isémelce qué & sheavage
still takes [i'ADNecodannpouekaqpiaoabt sous | dépbiandaNdAn pefvtencdunggend den mryrugene
reveal s anot her potential cleavage site (KRR) 8 am no acids downstream from
the first @2 caacddfedesiréparationtselomia revendicatidnetO; cappoiétiagren cg Que le promaigursicuntprimoteur
second g§te gtungdnedy virks @8 lmvagcipeeconbi nant vacci nia virus which expresses
only the gpl 60 | ocal i zed nut agenesis on ML3TGL66 by neans of the
foI | owi ng r@,cetg gR préparatianyeiondie sgvendication A t@@rmr@dﬁéqgmas"“’” odihge
\Egt ai ned |H‘?“’v!h9’8ﬁ° ?%@@@C@WE?'%‘F‘@&?}%P@%‘ dy goge fe;la prsieing; 7S K d“ﬂ‘ﬂés ?ﬁ)'ﬁl‘"’}cf"é
seq

nces ar e ws: Origip
R vV Zﬁ Proc%dg 89 pr%paratlon selcch l'u ne des %veng ca%ons cgrﬁ% gré °8|°8 %% Ia séguq[ntée
Mut at ed seque"r‘?ﬂaé't pour I,g160 g5t clonde dans Ip.gbae TK du vifus Jegjé Vb "N ° V The

Pst |- Pst | aF%@ taﬂﬁonpéaﬁgﬁungmsqjev &Ica% s 1 é.(;\@é Gh8b)actssh Dgéh b Bdide
q% ?;ogﬁ% j:‘(’fg E % 143%? &AN%LE 14

pTGL86- PC]_ S 1605968 asm d .
Construgkion asm '%Lg% #he %term nal portion of the env

gene 16. Procédé de préparation de glyooprotélnes d'enveloppe de virus responsable du SIDA, caractérisé en
ce que I'on cultive des cellules de mammiféres infoctées par un vecteur viral selon I'une des
. revendications 1 & 15 ou comportant un ADN recombinant correspondant audit vecteur viral et que I'on
U récupére la glycoprotéine produite.
30
17. Procédé de préparation selon la revendication 16 caractérisé en ce qu'on prépare la glycoprotéine
d'enveloppe gp160 non clivable du virus responsable du SIDA.

18. Procédé de préparation selon la revendication 17 caractérisé en ce que la glycoprotéine gp160 non
35 clivable de l'enveloppe du virus responsable du SIDA ne comporte pas le site de clivage par les
protéases de séquence REKR de la glycoprotéine gp160 naturelle.

19. Procédé de préparation selon la revendication 18 caractérisé en ce que la glycoprotéine gp160 non
clivable ne comporte pas les sites de clivage par les protéases de séquences REKR et KRR de la
40 glycoprotéine gp160 naturelle.

20. Procédé de préparation selon la revendication 18 ou 19 caractérisé en ce que, dans la glycoprotéine
gp160 non clivable, la séquence REKR est remplacée par la séquence NEHQ.

45 21. Procédé de préparation selon la revendication 18 ou 19, caractérisé en ce que les séquences REKR et
KRR de la gp160 naturelle sont remplacées par les séquences NEHQ et QNH respectivement.

22. Procédé de préparation selon I'une des revendications 18 & 21 caractérisé en ce qu'il ne comporte pas
la région d'ancrage transmembranaire de la gp160 naturelle.
50
23. Procédé de préparation selon la revendication 22 caractérisé en ce que la glycoprotéine comports la
région transmembranaire du virus de la rage.

24. Procédé de préparation selon la revendication 22 caractérisé en ce que le peptide hydrophobe C-

85 terminal correspondant 2 la région transmembranaire de la gp160 est modifié, I'arginine étant rempla-
cée par une isoleucine.
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nucl eot i dflaimg’ TGCACTCAGTAATACATACACGTGATTCTGIGCCTT 3' This ol i gonucl eoti de
enabl es tdisimg Rérdhle PAGMIAG Comtrdctihg Statels € AP, BEDCH,fDER BR, @B GRATA, Ut Ms BEand t he
sequences of the transnenbrane region of the rabies glycoprotein to be 20
fused i n phuigsvectr, chalacterifgd in thht it chhtains\At least:\/ F Y V L L
AAG CCA CAG AATR paAG ttsTgenor@i@a vires r | TTC TAT GIA TTA CTG gpl 20

abi es, tm Phage $eu®Me] gRling dort thee pignsl, seskenae Abthe pegyrsar psihp afvrc%lgqmpm@f) ob K
ML3TGL82 i's t henvelone eirthexdruntesropsiblaior AIDS, of @ sighal FpvenaRromISSropguUE IS - ot ¢

pl asni d pTGL1-36he Eoguenoe Pf 15 g9 soding: for b gycoproiain,gR{oY, ot g’i“’"ﬁ?& cﬁ'ee‘"gf t he
nydhgphobi ¢ re ?seéno:getfer%%%e%%?%gﬁeggmﬂpﬁ%"ma@r%"??a’l“5 ning dresyte PR YYi
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advant agepug, |t o_ pr QIUCE 3, ABO0 MHLGHiA0R hal b o6 Vs Hle yrh8 baSPBLE G180 nct>
For this ﬁ)uﬁrig% or apgeEn Syt Tl z@ﬁlﬁ‘s%a ' eoqa:mp tFom the portion
.codi ng 5f or F‘EI é"'%ﬁ@r%%%%g?%g%g%ﬁ%%&% t he pﬂ"é’ggml\/%ﬁrmﬁ are fuseg in

=phase y :;TE 4 vector according to Claim 1, characterized in that the REKR sequence is replaced by the NEHQ
sequence.

30 ,."synt hesi zed by t he r econbi nant vaccini a veqt

U 4. Viral vector according to Claim 2, characterized in that the REKR and KRR sequences are replaced
30 respectively by the NEHQ and QNH sequences.

5. Viral vector according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the part of the genome of a virus is
a part of the genome of a pox virus. '

s5 6. Viral vector according to Claim 5, characterized in that the pox virus is the virus of the vaccine.

\J 7. Viral vector according to Claims 1 to 6, characterized in that it does not contain the sequence coding
for the transmembrane region of the natural gp160.

40 8. Viral vector according to Claims 1 to 7, characterized in that the sequence coding for the C-terminal
hydrophobic peptide corresponding to the transmembrane (tm) zone of the natural gp160 has been
mutated to replace the Arg codon by an lle codon.

8. Viral vector according to Claim 7, characterized in that it containé a sequence coding for a transmem-
45 brane region from a heterologous virus, espscially from the rabies virus.

10. Viral vector according to Claim 7, characterized in that it does not contain a sequence coding for a
transmembrane anchorage region.

s0 11. Viral vector according to one of Claims 1 to 10, characterized in that the DNA sequence coding for the
gp160 is under the dependence of a promoter of a pox virus gene.

12. Viral vector according to Claim 10, characterized in that the promoter is a promoter of a gene of the
vaccine virus.
55
18. Viral vector according to Claim 12, characterized in that the DNA sequence coding for the gp160 is
under the control of the promoter of the gene of the 7.5 K protein of the vaccine virus.
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25 22. Non-cleavable gp160 glycoprotein according to Claim 20 or 21, characterized in that the REKR
sequence is replaced by the NEHQ sequence.

23. Non-cleavable gp160 glycoprotein according to Claim 20 or 21, characterized in that the REKR and
\_ KRR sequences of the natural gp160 are replaced by the NEHQ and QNH sequences respectively.
30
24. Glycoprotein according to one of Claims 20 to 23, characterized in that it does not contain the
transmembrane anchorage region of the natural gp160.

25. Glycoprotein according to Claim 24, characterized in that it contains the transmembrane region of the
35 rabies virus.

\_/' 26. Glycoprotein according to Claim 24, characterized in that the C-terminal hydrophobic peptide cor-
responding to the transmembrane region of the gp160 is modified, the arginine being replaced by an
isoleucine.

40
27. Glycoprotein according to Claim 24, characterized in that it does not contain any transmembrane
anchorage region.

28. Glycoprotein according to one of Claims 22 to 25 or 27, characterized in that the C-terminal
45 hydrophobic peptide of the natural gp160 is deleted.

29. Vaccine, characterized in that it consists of a viral vector according to one of Claims 1 to 13 and/or a
glycoprotein according to one of Claims 19 or 28.

s0 30. Antibodies raised against the envelope glycoproteins of the virus responsible for AIDS, according to
Claims 19 to 28, other than the antibodies raised against the natural gp160 glycoproteins.

Claims for the following Contracting State : ES
55 1. Method of preparation of a viral vector, characterized in that:

- a sequence coding for the signal sequence of the precursor of the glycoprotein gp160 of the
envelope of the virus responsible for AIDS, or a signal sequence from a heterologous virus,
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with the vihosiEHGB&menckests can be carried out according to processes known
to those skilled in the art, for exanple by ELISA, RIPA or "Westhern [sic]
bl ot" (i nmuMethod ofpreparation gcordifigets €lajm 81 chanacterizechindihat the REKE 2ad KRR sequpnsegge
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‘are des- SrMpibef ofiprppyrationiagqerding o pre of fainkso] todwphiagrciedred iy thad s nagt At the pesiqee

- 29 - M3 qi@riys is aparkefdpgepamenia podas M3 TGRGL51 : WD 83/ 04052 pTGL55

P . FR 84 06499 ML3 TGL30  : Kieny et-al., 1983 5 .The

F ol -G i pMaEeH HPORBIRINERRIEg e OB AR dbet 19cop s BPoF 8LP o
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o 04 oot Boiugf o S R3PS0 P
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col | eclsi G, methél dilpfopbratonabdordhg td ERims f1Q8 ARHarBadiz& ih thal thé-seqGédbeé cobithg fdr B@L 125,

under no. | gRAdal hydrophobiOpeptide corresponding to the transmembrane (im) zone of the natural gp160 has
: "been mutated to replace the Arg codon by an lle codon.

W, 9. Method of preparation according to Claim 7, characterized in that it contains a sequence coding for a
30 transmembrane region from a heterologous virus, especially from the rabies virus.

10. Method of preparation according to Claim 7, characterized in that it does not contain a sequence
coding for a tfransmembrane anchorage region.

35 11. Method of preparation according to one of Claims 1 to 10, characterized in that the DNA sequence
coding for the gp160 is under the dependence of a promoter of a pox virus gene.

12. Method of preparation according to Claim 10, characterized in that the promoter is a promoter of a
gene of the vaccine virus.

13. Method of preparation according to Claim 12, characterized in that the DNA sequence coding for the
gp160 is under the control of the promoter of the gene of the 7.5 K protein of the vaccine virus.

14. Method of preparation according to one of Claims 11 to 13, characterized in that the sequence coding
" 45 for the gp160 is cloned in the TK gene of the vaccine virus.

15. Method of preparation according to one of Claims 1 to 7 and 9 io 14, characterized in that the C-
terminal hydrophobic peptide of the gp160 is deleted.

50 16. Method of preparation of virus envelope glycoproteins responsible for AIDS, characterized in that cells
of mammals infected by a viral vector according to one of Claims 1 to 15 or containing a recombinant
DNA corresponding to the said viral vector are cultured and the glycoprotein produced is recovered.

17. Method of preparation according to Claim 16, characterized in that the non-cleavable gp160 envelope
65 glycoprotein of the virus responsible for AIDS is prepared.

18. Method of preparation according to Claim 17, characterized in that the non-cleavable gp160
glycoprotein of the envelope of the virus responsible for AIDS does not contain the site of cleavage by
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Patentanspriiche
Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, L, LU, NL, SE
35
; 1. Virus-Vekior, dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens umfaBt:
N\ - einen Teil des Genoms eines Virus,
- -eine Sequenz, die flir die Signal-Sequenz des Vorliufers des Glycoproteins gp160 der Hulle des
AIDS-Virus codiert, oder eine Signal-Sequenz, die aus einem heterologen Virus stammt,
40 - die Sequenz des Gens, das flir das Glycoprotein gp160 der Hulle des AIDS-Virus codiert, wobei
das fUr das genannte gp160 codierende Gen nicht die Schnittstelle flir die Proteasen mit der
Sequenz REKR enthilt,
- sowie die Elemente, welche die Expression dieses Glycoproteins in Zellen gewhrleistet.

45 2. Virus-Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen des gp160 flr ein gp160 codiert,
das nicht die Schnittstellen flir die Proteasen mit der Sequenz REKR und KRR enthilt.

3. Virus-Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz REKR durch die Sequenz
NEHQ ersetzt ist.
50
4. Virus-Vekior nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenzen REKR und KRR jeweils
durch die Sequenzen NEHQ und QNH ersetzt sind.

5. Virus-Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Teil des Genoms
65 eines Virus ein Teil des Genoms eines Pocken-Virus ist.

6. Virus-Vekior nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Pocken-Virus das Vakzine-Virus ist.
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17. Kultur von S3ugetier-Zellen, die mit einem Virus-Vektor nach einem der Ansprliche 1 bis 15 infiziert
sind oder sine DNA nach Anspruch 16 enthalten.

35 18. Verfahren zur Herstellung von Hullen-Glycoproteinen des AIDS-Virus, dadurch gekennzeichnet, daB
man Zellen gem3B Anspruch 17 kultiviert und das gebildete Glycoprotein gewinnt.

19. Nicht-schneidbares Hullen-Glycoprotein gp160 des AIDS-Vlrus, das insbesondere durch Durchflihrung
des Verfahrens nach Anspruch 18 erhéltlich ist.

20. Nicht-schneidbares Glycoprotein gp160 der Hille des AIDS-Virus, dadurch gekennzeichnet, daB es
keine Schnittstelle flr die Proteasen mit der Sequenz REKR des natlirlichen Glycoproteins gp160
aufweist.

4 21. Nicht-schneidbares Glycoprotein gp160 nach Anspruch 20, dadurch gekennzsichnet, daB es keine
Schnitistellen fiir die Proteasen mit den Sequenzen REKR und KRR des natiirlichen Glycoproteins
gp160 aufweist.

22. Nicht-schneidbares Glycoprotein gp160 nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, da8 die Sequenz
50 REKR durch die Sequenz NEHQ ersetzt ist.

23. Nicht-schneidbares Glycoprotein gp160 nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, da8 die
Sequenzen REKR und KRR des natlirlichen gp160 jeweils durch die Sequenzen NEHQ und KNH
ersetzt sind.
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24. Glycoprotein nach einem der Ansprliche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, da8 es nicht den

Transmembran-Verankerungsbereich des natlirlichen gp160 aufweist.
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7.« Miral vector accordi ng to Cains 1 to 6, char
that it does not contain the sequence coding for the transne Iﬂ‘u ilr ‘IMI”"I

of the natural gpl 60. 8. Vi r alER@24%136RBcording to d ai ns

char ac- terized in that the sequence coding for the Cterm naI
hydrophob| tide corr ond| g,to the transnenb

natural gpPBad ﬁeﬂigﬁ %E\r B0 2Poctiigh A0 EnABTRY Qe 61 G DiphieTEIeE eREh fes o
Vi ral vector Eﬁ'ﬁ‘g‘fﬁ Claim 7, characterized - 33- in that it
contains a éeaﬁ%ﬁfssm%' rLcw24 ahurag RS, ngte%..ua% Y g L{?%n
het er ol ogous ghsm br% drf'Q durch ein Yolefici
vect or accord,;r al m acterl ze I'n t' | bes not contain
a sequence COdI ng for a transnenbrane anchor age regi on 11. Vi ral

vect or accey,dGix@ploRinQah Atspridndadaddrct GokdridzoichRod! B8 bEKkeing® @lrahd?netnbéh-vbrbﬁeﬂhé%-
seqguence codluag,.cg.aufwg.ae gpl 60 i s under the dependence of a pronoter of

pox- 10 4 Vvirus gene. 12. Viral vector according to Caiml0,
char act er i 2&dGlydoproteint nath eingm @BIDASPricis 22 pis @aakdaT 27) dadural egekenodeictimt, cdaf idas C-
virus. 13. termifialo dblydropholbeaPepticdes natlinicher gp16D daleWerl@t. char acteri zed 15 in
that the DNA sequence coding for the gpl 60 is under the control of the
pronot er oS-t Yakzinpe dasluicly geketngeihngs. 4B o bestahihaug feinera Yirisrieltonsiach ejneml der Anspriichg T a
vect or dgcor diintg '-tﬂélo‘éﬁﬁei"m G&FQPFW nach eigpm) dpr ApspalchectOeoder28d in t hat the
sequence cod| ng for the gpl 60 20 is cloned into the TK gene of vaccinia
us. 15, 30- An W‘?"éld'e\/@E?’tﬁ‘e HillensBlyeaRepteing dphAIDSVirys garighist ﬂ"‘f Bach depAnisprgehep, 19
14 L%dc har act et?'? Fegpsoqammpndie fpfikdreen diggegphdis nHlichgLAvtoPetelse Br1eh aerighieh snd-
gpl is delete ant orresponding to a viral vector 25
accordi f§ £8%® tﬁBSP(#c?'&Iﬁglfﬁ‘ge 95? %@gssfafDmg Cul ture of mammmlian cells

I nfect ed y a s
cont ai ni ngq A Hr n ur &;e%né ﬁsr\%g&n% gﬁﬁrcp el&ﬁh&@ %dsé) B%rg I!J a%mengTell des
envel ope gl ycopr %@S&ﬁe& diefr die Tsibﬁal $bdudr: deS VBRIMRISHeE alyRbprdiitdIp160 der HUIIe des
:char actegi zed | ”Ab@ﬂﬁruscé%hulaﬁ 08ér &b Blghdl-sbqterds, @b HsbiheAhBtofoldbdn\ies!staie, | N t hat
the gl ycopr ot ei.ngpisgqlierLabs] Gons, AEOMESR Giycdsiotein gp1eblea~miu@aésa&nbewqalc6&n wobei
envel ope gl ycopr gdseinddf gehdhfite gpli 80ScotBRRIRGdnDRicht R SchtitstellsVifir G 1r3iBase® mit der
‘obt ai ned, in 35 sequaizZtRERRIuA¥ast, by enpl oyi ng the process according to Claim
18. 20. NOR- sdwidiaElbreent) v Ehegiie)Expriassivh @ieses@lycbitateissiu Zblidp gevshrididte®. Vi r us
responsisbl e for AIDS, characterized in that it does not contain the site
for cl eavage Veyfalpenonagindasprugl 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen des gp160 flr ein gp160 codiert,
das nicht die Schnitistellen flr die Proteasen mit der Sequenz REKR und KRR enthilt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz REKR durch die Sequenz
35 NEHQ ersetzt ist.

N 4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenzeri REKR und KRR jeweils durch
die Sequenzen NEHQ und QNH ersetzt sind.

4 5. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Teil des Genoms sines
Virus ein Teil des Genoms eines Pocken-Virus ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Pocken-Virus das Vakzine-Virus ist.

45 7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 er keine die flir den
Transmembranbereich des natlirlichen gp160 codierende Sequenz enthilt.

8. Verfahren nach den Ansprilichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da8 die flir das C-terminale
hydrophobe Peptid codierende Sequenz, die der Transmembran(fm)-Zone des natlirlichen gp160
50 entspricht, durch Ersatz des Codons Arg durch einen Codon lle mutiert worden ist.

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Sequenz aufwsist, die flir sinen
Transmembran-Bereich codieri, die aus einem heterologen Virus, insbesondere dem Tollwut-Virus,
stammt.
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10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB er keine Sequenz aufweist, die flir einen

Transmembran-Verankerungsbereich codiert.
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- 34 - . 0245136 sequence REKR of the natura

gl ycoprotein. 21. Non- cl eavabl e gpl 60 gl ycoprotein acco ”m;gmglwmlmm
20, characterized in that it doesER®246d88 BIn the sites for c

pr ot eases of sequences REKR and KRR 5 of the natural gpl 60 glycoprotein.

(Z:ﬁaracter 12§%$§§%e ey é‘grm g)ed gﬂ? rdl ‘§ fagjﬁlnggéjgwg@%ﬁé‘HQ

23. Non & ¥ YeShPBL e ’%{Eeé EFD  daim20 or 21,
charact ert‘,z ?Igrféhgn %Q&tmgg&hﬁ%dlﬁ&d e@&e?cﬁﬁw%gf der £ omo gﬁm 'Bﬁ)‘nld{oémg%eﬁg e%r e

repl aced by L %ﬁ-% respec co ro ein
according to one ains 20 to 23, characteri zed |n that it does not

contai Nt 43 vbkaRRA “nadP AnspRBITRE,2dAureH GHKAAEIBhnGE Fht Bie WNA SRudhat 416 r @B IgBibo 25.
G ycopr ot ei BodiHC &Hidh aBrKohtrbné-adl Fidmofors @3 TerddeB Plofdiid 715K de8 JbiczinbvinQhei NS t he
transnmenbrane regi on of the rabies virus. 26. G ycoprotein according to
Cl ai m 24, 14C Wadfahh aiactz eiflen? @er AnspriiéHeat1 bié @3, dabdrcigekahnzéishalstD pEBOdI6 Gl 2P tgh the
correspondi eeidrandé BequbnzamdasaKitiea des VakgheNruoéloidndstgpl 60 i s nodi fied, the
argi ni ne being replaced by an isol eucine. 27. G ycoprotein according to
Cl ai m 24, 15c Nerfaheh awache eitem dert Anspriche dbiey wndt9 bierfttadadurgh gekanmzeiehmbl dafedas C-
anchor age. Rgninalg kygrophpbe PErgid des gp1@Q deteigrtistt ei n according to one of dains 22
to 25 & 27, characterized in that the C-term nal hydrophobic peptide of

t he nat ur Vg"fﬂ"@@ Zuis Heyglpliwpgs yon E@'en-lecom?wm ifles ARSAMirus: rdadlyrchegpkenazqighngt. ¢af
copsi sts of Man $pugstieyZellen, dig-gurely eingp VirussY P*IS“ ginem gpr Ansrfighe 11bis 35 infiziest findy 5

gl Sgg)r ot ei R9%EES Fg[‘dﬂgaﬁ"ﬁe"o‘ﬂ’és%‘f”@g?w 6 gakomuinantg PNA aufweigon, l‘%lﬂfé'gd da8

rai SEd_ agdPh s 9ebidRE Glveaqroiaip geyann ycoprotel ns of the virus

b
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18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB dés'_‘nich_t'-schneidbare Glycoprotein gp160
25 der Hillle des AIDS-Virus keine Schnittstelle flir die Proteasen mit der Sequenz REKR des natilrlichen
Glycoproteins gp160 aufweist.

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB das nicht-schneidbare Glycoprotein gp160
U keine Schnitistellen flir die Proteasen mit den Sequenzen REKR und KRR des natlirlichen Glycopro-
30 teins gp160 aufweist.

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB in dem nicht-schneidbaren
Glycoprotein gp160 die Sequenz REKR durch die Seguenz NEHQ ersetzt ist.

35 21. Verfahren nach Anspruch 18 oder 18, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenzen REKR und KRR
des natiirlichen gp160 jeweils durch die Sequenzen NEHQ und QNH ersstzt sind.

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB er nicht den Transmem-
bran-Verankerungsbereich des natlirlichen gp160 aufweist.

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB das Glycoprotein den Transmembran-
Bereich des Tollwut-Virus umfaBt.

24. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB das C-terminale hydrophobe Peptid, das
45 dem Transmembran-Bereich des gp160 entspricht, mOdIleIert wird, wobei das Arginin durch ein
Isoleucin ersetzt wird.

25. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da8 das Glycoprotem keinen Transmembran-
Verankerungsbereich aufwsist.
50
26. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daB das C-terminale hydrophobe Paptid
des natlirlichen gp160 deletiert wird.

27. Verfahren zur Herstellung eines AntikBrpers, dadurch gekennzeichnet, daB er erhalten wird aus einem

55 Hullen-Glycoprotein des AIDS-Virus nach den Ansprlichen 16 bis 26, ausgenommen die AntikSrper, die
gegen die natlirlichen Glycoproteine gp160 gerichtet sind.
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