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The invention concerns a method for obtaining a vaccine against the pathogenic effects related to infection of a host by a retrovirus,
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(57) Abrégé

Pour obtenir un vaccin contre les effets pathogenes associés a 1’infection d’un hdte par un rétrovirus, dans le cas ol les cellules cibles
du rétrovirus posseédent un récepteur membranaire pour une protéine de 1’héte et od ’infection virale induit une réponse immunitaire dirigée
a la fois contre une protéine d’enveloppe du virus et contre une protéine de 1’hdte, on prépare un agent vaccinal & base d’un polypeptide
comprenant un fragment d’une zone immunodominante et conservée de la protéine d’enveloppe du rétrovirus, sous une forme modifiée telle
que 1’agent vaccinal induit une réponse immunitaire dirigée contre la protéine d’enveloppe et non contre la protéine de 1’hote.
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Obtention de vaccins destinés a grévenir les effets
pathogénes associes & une infection rétrovirale

La présente invention concerne un procédé pour obtenir des
vaccins destinés a prévenir les effets pathogénes associés, chez
les humains ou chez les animaux vertébrés, a des infections
rétrovirales.

Les effets pathogénes associés a une infection rétrovirale

-~ sont les effets néfastes, incluant d'éventuels effets oncogénes ou

immunosuppresseurs, induits par 1l'introduction d'un rétrovirus
dans l'organisme d'un héte (mammifére, oiseau ou encore poisson),
suivie de la pénétration et de la réplication dudit rétrovirus.
dans des cellules de 1'héte qui sont des cellules cibles du
retrovirus, c'est-a-dire des cellules dans lesquelles le virus est
capable de pénétrer.

Les rétrovirus sont ainsi nommés parce qu’ils ont 1la
capacité, grdce A 1l’enzyme appelée transcriptase inverse,
d’effectuer une transcription d’ARN en ADN, alors que chez les
eétres vivants l'information génétique va habituellement de 1’ADN
des chromosomes aux protéines, par 1l’intermédiaire de 1’ARN
messager.

Dans la famille des rétrovirus, on distingue trois sous-
familles : les oncovirus, les lentivirus et les spumavirus.

Les oncovirus sont des rétrovirus ainsi nommés car 1ils
peuvent étre associés & des cancers et des infections malignes. On
peut citer par exemple les virus leucémogénes (tels que le virus
de la leucémie aviaire (ALV), 1le virus de la leucémie murine
(MULV), encore nommé virus de Moloney, le virus de la leucémie
feline (FELV), des virus de la leucémie humaine tels que HTLV1 et
HTLVZ, le virus de la leucémie simienne ou STLV, le virus de la
leucémie bovine ou BLV), les oncovirus de type D des primates, les
oncovirus de type B inducteurs de tumeurs mammaires, ou des
oncovirus provoquant un cancer rapide (tel que le virus du sarcome
de Rous ou RSV) ; voir par exemple STEHELIN et al., J. Mol.Biol.
101 : 349-365 (1976).

Les lentivirus sont ainsi nommés parce Qqu'lls sont
responsables de pathologies a évolution lente impliquant tres

fréequemment des phénoménes immunosupresseurs, incluant des SIDAS.
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Le Tableau 1 annexé 1indique & titre 1llustratif les
pathologies associées A& <certains lentivirus, ainsi que les
principales cellules cibles de ces lentivirus.

Les spumavirus manifestent assez peu de spécificité pour un

type de cellule donné ou une espéce donnée, et ils sont parfois

associés & des phénoménes immunosupresseurs. ; c'est le cas par

exemple du virus spumeux du singe (ou SFV).

L'un des buts de la présente invention est l'élaboration de
procédés et produits vaccinaux visant & prévenir efficacement les
effets pathogenes, Y compris les effets oncogenes ou
immunosupresseurs, associés a l'infection d'un organisme-hdte par
un reétrovirus.

L’ immunosupression associée & 1l’infection a été constateée
pour un trés grand nombre de rétrovirus, et peut étre considérée
comme une constante pathogene de 1’infection rétrovirale ; voir
notamment BENDINELLI et al., Advances in Cancer Research 45 : 125-
181 (1985). C'est le cas notamment des infections a lentivirus.
C'est également le cas dans bon nombre d'infections & oncovirus ;
voir par exemple P. SONIGO dans l'ouvrage "SIDA et infection par
VIH", MONTAGNIER et al. (Médecine Science Flammarion), pages 113-
122 (1989).

De nombreux vaccins humains et animaux ont été essayeés pour
prévenir les effets pathogénes des infections a rétrovirus mais,
en regle générale, ces vaccilns sont peu efficaces ou inefficaces.
En particulier, dans le domaine du SIDA humain ou animal, on
constate que, 14 ans aprés la découverte du virus HIV (BARRE-
SINOUSSI et al., Science 220 : 868-871, 1983), on n‘a pas encore
pu trouver un vaccin parvenant & enrayer efficacement wune
infection post-vaccinale HIV ou SIV ; voir par exemple LINHART et
al., AIDS Research and Human Retroviruses 13 : 593-599 (199%97) ;
VOGT et al., Vacciné 13 : 202-208 (1995) ; et LETVIN et al.,
J.Virol. 69 : 4569-4571 (1993).

La majorité des préparations vaccinales utilisées comprennent
des protéines de l'enveloppe rétrovirale sous differentes formes,
par exemple, des virus inactivés, des protéines d'enveloppe comme
les protéines gp 120 et gp 160 de HIV (voir notamment GORSE, G.J.,
Vaccine 10 : 383-388, 1992), des cores de virus avec des protéines

d'enveloppe, ou des protéines d'enveloppe associées a différents
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vecteurs (virus chiméres, bactéries) ; voir Levy J.A.,
Trans .Med.Rev. 2 : 265-271, 1988 et Microbiol.Rev.57 : 183-289,
1993, en particulier page 247.

D'autres préparations utilisent des fragments de l'enveloppe
rétrovirale ou des peptides immunodominants issus des
glycoprotéines d'enveloppe, ces peptides étant presentés sous
différentes formes (lipopeptides, peptides 1liés a une protéine
support), de facon & les rendre immunogénes ; VOir notamment
Eriksson et al., Vaccine, 11 : 859-865 (1993).

Les stratégies vaccinales classiquement décrites, par exemple
dans le domaine du SIDA humain, simien ou félin, préconisent de ne
pas modifier 1les épitopes conservés et immunodominants des
protéines d’enveloppe, ce qui peut sembler tout a fait logique. En
effet, d'une part,' ces épitopes conservés sont communs a
différentes souches virales, ce qui est favorable a 1l’elaboration
d’un vaccin qui doit induire une réponse immunitaire dirigee
contre une majorité de souches. D'autre part, ces épitopes
immunodominants sont bien reconnus par le systéme immunitaire,
cellulaire ou humoral, lors du processus vaccinal et infectieux
et, de surcroit, 1ils représentent fréquemment des sites de
neutralisation ; voir par exemple HO et al., J.Virol. 6l : 2024~
2028 (1987) ; JOHNSON et al., J.Exp.Med 175 : 961-971 (1992) ;
SHAFFERMAN et al., P.N.A.S. U.S.A. 88 : 7126-7130 (1991) : et
HAMMOND et al., J.Immunol. 146 : 1470-1477 (1991).

Le procédé de 1l’invention consiste, au contraire, a modifier
des épitopes conservés et immunodominants de certaines protélines
de l'enveloppe virale, afin d’aboutir a un vaccin efficace.

En effet, les auteurs de la présente invention ont découvert
que des zones conservées et immunodominantes de 1’enveloppe
rétrovirale peuvent é&tre & l'origine de phénomenes auto-immuns
nuisibles. A titre d'exemple, dans le cas du SIDA humain, 1ls ont
observé que certaines zones conservées et immunodominantes de
l'enveloppe du VIH ©présentent des analogies de structure
tridimensionnelle et/ou des réactions croisées avec certaines
zones d'au moins une protéine du systeme immunitaire humain, de
sorte que l'administration comme vaccin d'une protéine virale

contenant lesdites zones intactes induit une réponse i1mmunitaire
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qui est & l'origine de réactions auto-immunes néfastes conduisant
d l'échec vaccinal. |

A l'origine de la présente invention, on trouve, d'une part,
l'observation mentionnée précédemment que des zones conservées et
immunodominantes de certains rétrovirus, présentes habituellement
dans des préparations vaccinales, sont précisément, dans bon
nombre de cas, des zones qui provoquent des réactions auto-immunes
néfastes parce qu'elles présentent des analogies de structure
tridimensionnelle et/ou des réactions croisées avec certailnes
protéines de 1'héte du virus. A l'origine de la présente
invention, on trouve aussi, d'autre part, 1l'observation que
lesdites protéines de 1l'héte utilisent la méme cellule cible, ou
les mémes cellules cibles, que lesdits rétrovirus. L'ensemble de
ces observations effectuées par les auteurs de l'invention les ont
conduit & penser que les protéines d'enveloppes rétrovirales et
les protéines de l'hdéte qui présentent des analogies de structure
tridimensionnelle et/ou des réactions croisées se fixent dans de
nombreux cas sur les mémes cellules cibles et possedent, sur ces
cellules cibles, des récepteurs membranalres communs.

On dit qu'une protéine présente une réaction croisée avec une
autre protéine lorsqu'il est possible d'obtenir, par immunisation
in vivo ou in vitro a l'aide de 1l'une desdites protéines, une
réponse immunitaire dirigée aussi contre l'autre protéine, par
exemple lorsque cette immunisation induit une réponse humorale
(dite de type B) et permet d'obtenir et de sélectionner au moins
un anticorps monoclonal qui est capable de reconnaitre 1l'autre
protéine, ou lorsqu'une méme réponse immunitaire cellulaire
(c'est-a-dire de type T) induite in vitro par l'une des protéines
reconnait les deux protéines, selon les tests connus de mise en
évidence d'une réponse immunitaire de type T, tels que par exemple
les tests de cytotoxicité in vitro. On salt que le terme
"immunisation" désigne le processus d'induction d'une reponse

immunitaire consécutive a la stimulation, par mise en contact in

vivo ou in vitro, de cellules immunocompétentes d'un héte avec un

antigéne, et que l'un des buts de l'administration d’'un agent

vaccinal est justement d'obtenir une telle immunisation.
L'invention a donc pour objet un procedé d'obtention d'un

vaccin contre les effets pathogénes associés a l'infection d'un
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héte, animal ou humain, par un rétrovirus capable de pénétrer dans
une cellule cible dudit héte, ladite cellule cible possedant un

récepteur membranaire pour une protéine dudit hote, procédé dans

‘lequel on prépare un agent vaccinal a base d'un polypeptide

comprenant au moins une partie d'une protéine d'enveloppe d'une
souche pathogéne dudit rétrovirus, et . dans lequel ledit

polypeptide est préparé sous une forme modifiée, étant entendu
que

- ladite partie de la protéine d'enveloppe est choisie parmi
celles qui comprennent au moins un fragment d'une zone
immunodominante de ladite protéine d'enveloppe, ledit
fragment contenant au moins un acide aminé qui est un
acide aminé conservé de ladite zone immunodominante et qui

est présent dans ladite souche pathogene,

- ledit polypeptide, & 1'état non modifie, induit une
réponse immunitaire dirigée a la fols contre ladite zone

immunodominante et contre la protéine de l1'hote,

- et ledit polypeptide modifié est choisi par ceux qui
induisent une réponse immunitaire dirigée contre ladite
zone immunodominante de la protéine d'enveloppe et non
contre la protéine de l'héte.

Dans la définition du procédé de l'invention qui vient d'étre
donnée, l'agent vaccinal est dit "a base"” d'un polypeptide
modifié. Cela signifie que 1l'agent vaccinal comprend un tel
polypeptide modifié, mais cela ne signifie pas que l'agent
vaccinal est nécessairement de nature exclusivement
polypeptidique. En  fait, dans «cet agent vaccinal, ledit
polypeptide peut, éventuellement, é&tre lié (notamment de facgon
covalente) ou associé, de fagon connue en soi, & toute moleéecule
biocompatible qui peut é&tre choisie, par exemple, parmi les
polyméres, les lipides, les peptides (y compris des lipopeptides,
des glycopeptides, des protéines), les acides nucléiques, les
oligosaccharides, etc. Ladite molécule biocompatible peut
notamment servir de support & l'agent immunogene polypeptidique.
Elle peut aussi servir a modifier la conformation du polypeptide
et, dans ce dernier cas, ladite molécule doit étre consideree

comme un substituant modifiant le résidu d'acide aminé auquel 1l

est attaché, ledit substituant modifiant ainsi, en définitive,
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l'antigénicité du polypeptide dont ce résidu d'acide amineé fait
partie.

Le procédé de l'invention peut comprendre, au moins dans une
phase préliminaire de recherche, une étape <consistant a
sélectionner des polypeptides (non modifiés) comprenant au moilns
une partie, telle que définie <ci-dessus, de la proteéine
d'enveloppe virale d'une souche pathogéne du retrovirus. Cette
partie de protéine, qui comprend au moins un fragment" immunogene
d'une zone immunodominante, est telle que le polypeptide (non
modifié) est capable d'induire une réponse immunitaire ~dirigée a
la fois contre la protéine virale (plus précisément contre 1le
fragment de la zone immunodominante contenu dans ladite partie) et
contre la protéine de 1'hdéte, et c'est l'existence d'une telle
réponse immunitaire, dirigée contre la protéine d'enveloppe virale
et contre la protéine de 1'hdéte, qui deéfinit, dans la presente
demande, le caractére pathogéne d'une souche virale. On peut ainsi
sélectionner les polypeptides (non modifiés) comprenant un tel
fragment.

Un fragment polypeptidique est dit immunogéne si
1'immunisation d'un hdte, in vivo ou in vitro, avec ledit
fragment, éventuellement l1lié a un support approprié (tel qu'une
protéine, un lipide ou un polypeptide), permet d'obtenir une
réponse immunitaire, de tYpe B et/ou de type T, dirigée contre
ledit fragment polypeptidique.

Dans la présente demande, lorsqu'on parle d'une reéponse
immunitaire, sans autres précisions, 11 s'agit d'une réponse
immunitaire d'un vertébré, consécutive a une immunisation in vitro
ou in vivo.

Le procédé de l'invention peut aussi comprendre au moins une
étape consistant a modifier, de la fagon qui sera indiquée ci-
aprés, un polypeptide ainsi sélectionné, et a choisir, parmi les
polypeptides ainsi modifiés, au moins un polypeptide modifie qui
induit une réponse immunitaire dirigée contre la proteéine
d‘enveloppe virale et non contre la protéine de l'hote.

Ainsi, alors que l'art anterieur enseignait, comme noteé ci-
dessus, de ne pas modifier les épitopes conserves et
immunodominants des protéines d'enveloppes rétrovirales, le

procédé de 1l'invention a pour but, au contraire, de modifier
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l'antigénicité de tels épitopes de fagon a obtenir une reéponse
immunitaire différenciée vis-a-vis de la proteéeine d'enveloppe
virale et d'une protéine de 1l'héte.

On sait gque pour modifier 1l'antigénicité d'un fragment
immunogéne d'un polypeptide, il est possible de modifier ledit
polypeptide & l'aide d'une mutation portant sur au moins un acide
aminé. On définira plus loin ce qu'il faut entendre 1icli par
"mutation". L'acide aminé muté peut é&tre situé dans le fragment
immunogéne, ou méme dans une zone du polypeptide extérieure audit
fragment. On sait en effet que la modification d'un acide aminé
situé a l'extérieur d'un fragment peut affecter 1la structure
spatiale dudit fragment, et donc son antigeénicité ; en
particulier, 11 a été montré que la conformation d'un résidu
d'acide aminé, dans un peptide, peut étre influencée par la nature
des résidus d'acides aminés 4 des positions allant de +8 a -8 par
rapport a ce résidu d'acide aminé ; voir par exemple GARNIER et
al., J.Mol.Biol. 120 : 97-120 (1978). Au-dela, la nature des
résidus d'acides aminés a encore une influence, mals cette
influence n'est ni systématique ni quantifiable a partir de la
seule connaissance de la séquence peptidique consideérée.

Un acide aminé muté peut donc é&tre situé, dans le polypeptide
modifié, & l'intérieur ou & 1l'extérieur du fragment immunogene.
Lorsqu'il est a 1l'extérieur du fragment immunogéne, 11 n'est
généralement pas séparé de 1l'extrémitée la plus proche dudit
fragment immunogene, dans la chailne polypeptidlique, par plus de
huit (et notamment par plus de. sept) résidus d'acides aminés. En
particulier, un acide aminé, muté conformément & la présente
invention, et situé & l'extérieur du fragment immunogéne, n'est
généralement pas séparé par plus de huit résidus d'acides aminés,
et en particulier par plus de sept résidus d'acides aminés, de
l'acide aminé conservé 1le plus proche appartenant a la zone
immunodominante dont au moins un fragment est contenu dans le
polypeptide non modifie.

Le polypeptide modifié conformément & la présente invention
peut é&tre par exemple la protéine d'enveloppe entiére d'une souche
virale pathogéne, modifiée par au moins une mutation comme indiqueé
ci-dessus. Le polypeptide modifié peut étre aussi une partie de la

protéine d'enveloppe dfune souche virale pathogéne, modifiee par
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au moins une mutation comme indiqué précédemment, ladite partie
comprenant au moins un fragment immunogéne tel que défini
précédemment. Le polypeptide modifie peut étre également une
protéine chimére comprenant au moins une partie de la protéine
d'enveloppe, ladite partie de 1la protéine d'enveloppe étant
définie comme précédemment et comportant au moins une mutation.

Le polypeptide modifié utilisé selon l'invention peut étre
par exemple une glycoprotéine transmembranaire d'un rétrovirus ou
un fragment d'une glycoprotéine transmembranaire, en particulier
un fragment comprenant une zone externe de ladite glycoprotéine
transmembranaire (modifiée), c'est-a-dire une zone qul se trouve
sur la face extérieure de la membrane virale. Bien entendu, un tel
fragment de protéine comprend au molns une partie d'une zone
immunodominante, comme indigqué ci-dessus. Lorsqu'on fait réference
A une zone "externe" d‘'une protéine, il s'agit plus précisement de
sa surface accessible au solvant qui peut étre définie notamment a
l'aide de logiciels tels que X-plor (voir ci-apres) utilisant
l'algorithme décrit par Lee & Richards, J. Mol.Biol 55 : 379-400,
1971. Ledit polypeptide peut aussi é&tre sous la forme d'un
oligomére d'au moins une partie de ladite glycoprotéine
transmembranaire, a l'état modifiée.

La définition donnée ci-dessus du procédé de 1l'invention
implique que le polypeptide utilisé comprenne au moins une partie
d'une zone immunodominante et conservée d'une protéine d'enveloppe
virale. Dans la description de la presente demahde, on appelle
"yone conservée" une zone, éventuellement réduite a un seul residu
dtacide aminé, de la protéine virale, ou l'on retrouve, pour une
majorité de souches d'un virus donné (par exemple dans au moins 6
souches sur 10 environ), un ou plusieurs acides aminés identiques
ou fonctionnellement analogues situés a la méme position dans des
alignements de séquences peptidiques de ladite protéine des
diverses souches. Un tel acide amineé identique ou
fonctionnellement analogue est appelé acide aminé conserve. La
notion de conservation d'acides aminés fonctionnellement analogues
est connue, et il existe de nombreuses matrices de substitutions
permettant de quantifier cette notion (Dayhoff, M.O. et al., 1in
Atlas of Protein Sequence and Structure, 1978, Vol 5, Suppl 3,
Chapitres 22 et 23).
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Les zones conservées peuvent étre facilement déterminées,
aprés séquencage de protéines de diverses souches du virus eéetudie,
par les méthodes d'alignements multiples des séquences obtenues.
On peut utiliser pour cela par exemple le programme Clustal-w
(Thompson J.D. et al., Nucleic Acids Research 22 : 4673 - 4680,
1994). Par ailleurs, les séquences de protéines de diverses
souches virales sont souvent accessibles sur des bases de donnees.
Par exemple, le serveur Web de la base de données HIV de Los
Alamos présente les séquences HIV1, HIV2, SIV et FIV, remises a

jour réguliérement. L'adresse de ce serveur sur le réseau Internet

est
http://hiv-web.lanl.gov/HTML/sequences.html
Les tableaux 2a, 2b, 2c et 2d annexés sont des exemples
d'alignement de séquence des régions appartenant aux

glycoprotéines d'enveloppes homologues de la région 545-682 de la
glycoprotéine transmembranaire de HIV1 (entreée SWISSPROT ENV__ HVI
BR), respectivement pour HIV1l, HIV2, FIV et SIV. La derniere ligne
des tableaux résume, a l'aide de symboles, le degré d'homologie,
et donc le degré de conservation, observé. Le symbole "*" indique
une position de l'alignement ou le méme résidu est present dans
toutes les séquences, le symbole ":" indique une position dans
l'alignement ou les acides aminés présents dans les différentes
séquences sont treés similaires, le symbole "." 1indigque une
position dans l'alignement ou les acides aminés présents dans les
différentes séquences sont similaires, et 1l'absence de symbole
indique une position dans l'alignement ou les acldes amines
présents dans les différentes séquences sont peu similaires. Cette
symbolique est utilisée par le programme d'alignement Clustal W
(version 1.7).

Dans la description de la présente demande, on appelle zone
immunodominante d'une protéine une séquence peptidique qui induit
dans une grande majorité des cas (par exemple dans au moins 7/ cas
sur 10 environ) une réponse humorale et/ou cellulaire du systeme
immunitaire dirigée contre ladite zone aprés immunisation avec une
protéine contenant ladite séquence ou avec un peptide constitue
essentiellement par ladite seéequence.

La définition du procédé de l'invention fait reference aux

cellules cibles d'un virus qui sont les cellules & l'intérieur
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desquelles le virus est capable de pénétrer. Les cellules cibles
des rétrovirus sont généralement connues. Les virus ont la
propriété de se fixer sur les cellules qu'ils sont susceptibles
d'infecter. On peut donc éventuellement rechercher par des

> expériences de routine in vitro les cellules cibles d'un virus
etudie.

La définition du procédé de l'invention fait aussi reférence
aux cellules de 1'hdéte ayant un reécepteur membranaire pour une
protéine de l1'héte. Les cellules de 1'héte ayant un recepteur pour

10 une protéine dudit héte sont souvent connues et, dans le cas
contraire, il est possible, par des expériences de routine, de
déterminer si une protéine donnée se fixe sur un certain type de
cellules. On peut par exemple utiliser une proteéine radiomarquee
et déterminer si elle se fixe sur ledit type de cellule. On peut

15 également rechercher si la protéine se fixe sur un reécepteur
membranaire donné en utilisant une lignée cellulaire transfectee
par un géne exprimant ledit récepteur membranaire.

Les protéines de 1'hdéte pour lesquelles certaines cellules de
1'hdéte possédent un récepteur membranaire sont principalement des

20 protéines appartenant & 1l'ensemble des médiateurs proteéiques
solubles. Cet ensemble inclut des protéines appelées, selon les
cas, hormones, facteurs de croissance ou cytokines, bien qu'il n'y
ait pas de frontiéres tranchées entre ces diverses catégories de
médiateurs ; voir par exemple CAVAILLON J.M., Les Cytokines

25 (Masson, Paris, 1996) chapitre 1, pages 1-3 et preface.

Dans la présente demande, on considére qu'une reponse
immunitaire, par exemple une réponse anticorps, obtenue par
immunisation a4 l'aide du polypeptide modifié préparé conformément
au procédé de l'invention, est dirigée contre la proteéine

30 d'enveloppe virale et non contre la protéine de l'hébte, lorsque
les anticorps obtenus ont des affinités pour la protéine de 1l'hdte
et pour la protéine d'enveloppe du rétrovirus qul présentent une
différence importante, se traduisant notamment par des differences
de réactivité considérées comme trés significatives dans des tests

35 ELISA, telles que par exemple des densités optiques dans un
rapport d'environ 4 (ou davantage), ce qui signifie que la densité
optique observée aprés fixation desdits anticorps sur la protéine

virale est au moins quatre fois plus élevée que celle observee
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pour la fixation desdits anticorps sur la protéine de l'hdéte. De
facon analogue, une réponse immunitaire de type cellulaire est
considérée comme dirigée contre la protéine d'enveloppe mais non
contre la protéine de 1'hdte lorsque 1'immunisation in vitro de
cellules immunocompétentes de 1'héte avec le candidat vaccin
induit la formation de cellules activées dont la réaction vis-a-
vis de cellules (incluant des lignées cellulaires transfectees)
exprimant la protéine d'enveloppe rétrovirale est
significativement plus élevée que la réaction vis-a-vis de
cellules exprimant la protéine de 1l'hdte, par exemple lorsque,
dans la mesure optique finale, ou dans le comptage final de
radioactivité (notamment radioactivité de °'Cr relargué par des
cellules cibles) du test mis en c@uvre, ou encore dans
l'appréciation par tous moyens connus d'une lyse cellulaire causée
par des cellules cytotoxiques induites, les échelles de reéeponse
sont dans un rapport d'environ 4 (ou davantage). Les criteres quil
viennent d'étre indiqués permettent au moins de faire un premier
choix parmi les peptides modifiés étudiés, mais en définitive
c'est l'absence ou la diminution de l'effet pathogéene did a la
suppression ou a4 l'affaiblissement (mis en évidence par tout moyen
approprié) de la réponse immunitaire vis-a-vis de la protéine de
1'héte, qui constituera le critere de sélection des peptides
modifiés susceptibles de constituer des agents vaccinaux
satisfaisants.

Les zones immunodominantes et conservées dont on souhaite
modifier l'antigénicité, conformément a l1'invention, peuvent étre
choisies parmi celles qui donnent in vitro une réaction croisée,
de type B et/ou de type T, avec la protéine de 1l'hote définie
précedemment.

On peut aussi choisir wune telle 2zone immunodominante et
conservee parmi celles pour lesquelles on a détermine
préalablement une analogie de structure tridimensionnelle avec une
zone de ladite protéine de 1'héte, ladite analogie de structure
étant susceptible d'étre associée & une reaction croisée in vitro
et/ou in vivo. L'analogie de structure tridimensionnelle entre
certaines zones de deux protéines fait référence a des
dispositions équivalentes, dans 1l'espace, de résidus d'acides

aminés qui sont similaires en raison notamment de leur chailne
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latérale et/ou de leurs groupements chimiques fonctionnels
analogues. Les structures tridimensionnelles des protéines peuvent
dtre obtenues & l'aide de spectres de résonance magnétique
nucléaire (RMN) et/ou de spectres de diffraction des rayons X. Par
exemple, la structure de la protéine gp4l de SIV a étée obtenue a
l'aide du spectre RMN (Caffrey M. et al., J. Mol.Biol. 271, 819-
826, 1997). En outre, il est possible, dans certains cas,
d'obtenir un bon modéle a l'aide de techniques de modelisation
moléculaire, & partir des coordonnées atomiques d'une proteine de
structure connue. On peut utiliser pour cela, notamment, le
logiciel de modélisation moléculaire X-plor (reference : "A system
for X-ray crystallography and NMR, Version 3.1", Axel T. Brunger,
Yale Unversity Press, 1982).

Pour rechercher une analoglie de structure tridimensionnelle,
on peut faire appel par exemple aux méthodes connues de
visualisation et de superposition sur ecran graphique de 1la
structure tridimensionnelle de molécules biologiques. Il existe
des logiciels qui permettent 1la visualisation des structures
tridimensionnelles des molécules avec différents modes de
représentation, le calcul de paramétres geometriques (tels que

distances, angles, etc) et 1la superposition objective et

quantitative de plusieurs structures moléculaires (notamment
logiciels RASMOL : Sayle, R.A. et Milner-White E.J., J. Mol.Biol.,
247, 536-540, 1995 et ANTHEPROT : Geourjon C. et Deléage G.,

J.Mol.Graph.13, 209-212, 1995) ainsi que l'estimation de
l'accessibilité aux solvants (logiciels X-plor, déja mentionné, et
CCP4 : Collaborative Computational Project Number 4, Acta Cryst.,
D50, 760-763, 1994.

Cependant, afin d'avoir une estimation plus fine de ces
analogies structurales, il est utile de considérer, au niveau de
chaque acide aminé, les groupements fonctionnels positionnés de
maniere ahalogue dans les deux protéines que l'on compare. Pour
cela, les co-inventeurs de la présente invention utilisent des
méthodes permettant de calculer des surfaces moléculaires dans le
but de <comparer des propriétés fonctionnelles entre deux
structures tridimensionnelles, pour tenir compte non pas des

acides aminés dans leur globalité, mais aussi, plus spécialement,

des groupements chimiques fonctionnels de chacun d'entre eux (par
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exemple : fonctions amide, carboxylique, hydroxyle, sulfhydryle,'
amine, etc.). On peut ainsi prendre en considération, dans les
structures comparées, des acides amineés fonctionnellement
analogues, et non pas seulement des acides aminés identiques.

5 On considére donc qu'une zone d'une protéine rétrovirale
présente une analogie de structure tridimensionnelle avec une zone
donnée d'une protéine de 1'héte, lorsque les techniques qui
viennent d'étre mentionnées permettent de mettre en évidence, dans
les deux zones comparées, une organisation spatiale similaire de

10 certains acides aminés identiques ou fonctionnellement analogues.

Il est A& noter que les acides aminés fonctionnellement
analogues et regroupés de fagon similaire dans l'espace peuvent
dtre relativement éloignés les uns des autres dans une méme chaine
peptidique. Mais 1l'analogie de structure tridimensionnelle, entre

15 deux protéines que 1l'on compare, peut aussi concerner la
disposition dans 1l'espace, de fagon similaire, d'acides amines
identiques ou fonctionnellement analogues dans le cas ou, l'une
des protéines étant oligomérisee, les résidus d'acides aminés
impliqués sont situés sur des chailnes différentes de l'oligomere,

20 tandis que les résidus d'acides aminés de l'autre protéine qui
sont impligués dans cette analogle peuvent étre situés sur une
méme chaine peptidique de cette autre protéine.

Il est particulieérement avisé de rechercher des analogies de
structure tridimensionnelle et/ou des réactions croisées avec des

25 zones de la protéine de 1l'hdéte impliquées dans la fixation de
ladite protéine sur son recepteur.

Parmi les protéines de 1'héte dont il est fait mention dans
la définition du procédé de l'invention, on citera en particulier
les médiateurs solubles tels que définis ci-dessus. Compte tenu de

30 la remarque, faite précédemment, que des effets immunosupresseurs
sont généralement associés aux infections rétrovirales, 11 est
particuliérement important de rechercher des analogies de
structure et/ou des réactions croisées entre une proteine externe
d'un rétrovirus et des médiateurs protéiques solubles du systeme

35 immunitaire. Parmi ces médiateurs du systéme immunitaire, oOn
citera les cytokines, = et notamment l'interleukine-2,
l'interleukine—-10, l'interleukine-15, ainsl que l'interleukine-8

et les chemokines.
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Pour préparer le polypeptide modifie qui constitue 1l'agent
vaccinal obtenu selon l'invention, on peut utiliser les méthodes
connues de synthése peptidique ou les méthodes du génie génétique.
On peut isoler ou préparer une sequence polynucléotidique codant
pour au moins une partie de la proteine d'enveloppe du virus et,
si désiré, on peut introduire & ce stade, dans la séquence
nucléotidigque, les mutations permettant d'obtenir un produit de
traduction muté gqui constitue le polypeptide modifié. On peut
également synthétiser directement une séquence polynucléotidique
modifiée comportant une ou plusieurs mutations et codant pour le.
polypeptide modifié. Les séquences polynucléotidiques mutées ainsi
obtenues sont introduites de fagon connue dans un vecteur
approprié permettant d'exprimer ledit polypeptide, éventuellement
sous forme modifiée. Un tel vecteur est par exemple E. coli, un
baculovirus, ou une cellule de mammifere. On peut aussi effectuer
la mutation sur un polypeptide non modifié obtenu selon l'une des
méthodes précédentes.

Dans la présente demande, on appelle "mutation" toute
modification d'une région (éventuellement réduite a un seul résidu
d'acide aminé) d'un polypeptide, par des moyens physiques, des

moyens chimiques (modification covalente ou non covalente) et/ou

' biologiques (mutations par substitution, délétion et/ou insertion

d'un ou plusieurs acides aminés), conduisant 4 la modification des
potentialités fonctionnelles du ou des acides aminés constitutifs
de ladite région, dite "région mutée”". A titre d'exemple, on peut
effectuer des modifications conduisant a l'abolition,
l'acquisition et/ou la modulation des propriétés de ponts
disulfure, de liaisons hydrogene, d'interactions électrostatiques
et/ou d'interactions hydrophobes, la modification de 1la capacite
d'une protéine a former un hétéro-complexe, ou encore, dans le cas
d'une protéine oligomere, la modification de l'état
d'oligomérisation ou de la stabilité de l'oligomére.

La modification d'un acide aminé a d'une chaine
polypeptidique (y compris la modification d'un acide amine
terminal du polypeptide considéré) peut influencer la conformation
des acides aminés voisins dans la chaine, y compris, comme On l'a
rappelé ci-dessus, la conformation d'un acide aminé b séparé de a

par un nombre de résidus d'acides aminés pouvant aller Jjusqu'a
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sept ou huit, et lorsque l'acide amineé b fait partie d'un épitOpe,
troute modification de l'acide aminé a (notamment toute addition
d'un substituant ou toute modification d'un substituant) est
susceptible de modifier l'antigénicite de l'épitope considére.

Dans la phase de recherche de polypeptides modifiés
conformément a l'invention, le choix des acides amineés a muter
et/ou le choix des méthodes de mutation peut étre fait de fagon
arbitraire ou de facon raisonnée.On peut utliliser notamment 1l 'une
au moins des méthodes de modification suivante :

1) le remplacement d'un ou plusieurs acides amines ayant une

chaine latérale hydrophobe (Exemples : Ala, Leu, Val, Ile,
Phe, Trp, Met, Tyr, Cys) par un ou plusieurs acides aminés
ayant une chaine latérale hydrophile (Exemples : Arg, Asp,
Asn, Glu, Gln, Ser, Thr, His, Lys} ou indifférente
(Exemples : Gly, Pro) et vice versa ;

2) le remplacement d'un ou plusieurs acides aminés ayant une
chaine latérale positivement chargée (Exemples : Arg, L¥YS,
His) par un ou plusieurs acides amines ayant une chaine
latérale négativement chargée (Exemples : Asp, Glu) ou
neutre et vice versa ;

3) l'acquisition, la suppression et/ou la ‘modification d'un
ou plusieurs ponts disulfure ;

4) la réalisation de mimotopes, en particulier obtenus par
retro inverso ;

5) les substitutions, suppressions, additions et/ou autres
modifications d'au moins un acide aminé potentiellement
donneur ou accepteur de liaisons hydrogene ;

6) les substitutions, suppressions, additions et/ou autres
modifications d'au moins un acide aminé potentiellement
donneur ou accepteur de liaisons ioniques ;

1) le changement de l1'encombrement stérique par
substitutions, suppressions, additions et/ou autres
modifications d'un ou plusieurs acides aminés ;

8) 1'utilisation d'acides aminés non naturellement preésents
dans les protéines ;

9y la modification de la glycosylation (création, suppression
ou modification de sites de glycosylation ou de leurs

sucres associés).
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Bien entendu, les polypeptides modifiés ainsi obtenus sont
testés, comme indique ci-dessus, afin de sélectionner 1les
polypeptides modifiés qui induisent une reponse immunitaire
dirigée contre la protéine d'enveloppe et non contre la protéine
de l'héte.

Le procédé de l'invention peut étre appliqué a l'obtention de
vaccins, notamment contre les virus suivants : HIV, FIV, SIV,
oncovirus leucémogeénes (virus des leucémies avialre, murine,
féline, humaine, simienne et bovine c'est-a-dire, respectivement,
ALV, MULV, FELV, HTLV, STLV, BLV), des rétrovirus de type D des
primates, des rétrovirus de type B inducteurs des tumeurs
mammaires, virus du sarcome de Rous, V1rus Visna~maedi (infectant
le mouton}, virus du sarcome des félins, virus de la
myelocytomatose aviaire et virus de la myeloblastose aviaire.

L'invention a également pour objet l'utilisation d'un
polypeptide modifié, tel que deéfini précedemment, dans 1la
préparation d'une composition vaccinale destinée a prévenir les
effets pathogénes associés & 1l'infection d'un hote par un
rétrovirus.

L'invention concerne également une composition vaccinale
pouvant é&tre obtenue par le procede de l'invention, et contenant
comme ingrédient actif un polypeptide modifié tel que décrit ci-
dessus. Une telle composition peut étre utilisée dans une méthode
de vaccination destinée & prévenir les effets pathogenes des
infections & rétrovirus, cette méthode consistant essentiellement
4 administrer & un animal vertébré, y compris un humain, un
polypeptide modifié tel que défini <ci-dessus en quantite
suffisante pour obtenir un effet de vaccination. La formulation
des compositions vaccinales, et leur methode d'administration,
sont connues en soi et ne seront pas décrites davantage icil.

L'invention a aussi pour objet un polynucléotide rétroviral
modifié codant pour un polypeptide modifie tel que défini
précédemment. Le polynucléotide modifié peut étre obtenu comme
indiqué précédemment. L'invention s'étend a un vecteur
d'expression dans lequel ledit polynucléotide modifie a éte
inséré, ledit vecteur d'expression étant ainsli capable d'exprimer

le polypeptide modifie.
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Le polypeptide modifié obtenu selon 1l'invention peut
également servir d'agent immunogéne en vue d'induire par
immunisation la formation d'anticorps utilisables notamment dans
le traitement des infections rétrovirales, et l'invention concerne

5 donc également des anticorps obtenus en réponse a l'immunisation
d'animaux (y compris des humains), in vivo ou in vitro, & l'aide
de l'agent vaccinal contenant un polypeptide modifié décrit ci-
dessus. Les anticorps de l'invention sont notamment des anticorps
polyclonaux purifiés ou des anticorps monoclonaux presentant la

10 caractéristique de reconnaitre la protéine d'enveloppe retrovirale
sans reconnaitre la protéine de 1'héte. La purification des
anticorps polyclonaux, et la sélection des anticorps monoclonaux,
peuvent étre effectués a l'aide de la protéine virale et de la
protéine de 1l'héte, de fagon A& ne retenir que les anticorps

15 reconnaissant la protéine virale et non la protéine de l'hote. Les
anticorps de l'invention peuvent étre utilisés notamment dans le
traitement précoce des infections provoquées chez ledit hoéte par
le rétrovirus contre lequel ils sont dirigées. La posoclogie est la
posologie usuelle des anticorps. Les compositions pharmaceutiques

20 contenant de tels anticorps constituent également l'un des objets
de 1l'invention.

Les exemples suivants illustrent l'invention.

EXEMPLE 1

On expose ci-aprés comment les auteurs de la présente
25 invention ont recherché des analogies structurales et antigéniques
entre une protéine d'enveloppe d'un virus, a savoir la protéilne
gp4l de HIV 1, et une cytokine, a savoir 1l'interleukine-2 (en
abrégé : IL-2) humaine.
On remarquera que les séquences peptidiques de gp4l et de
30 1'IL-2 humaine ne sont pas homologues. En effet, les deux
protéines ne présentent globalement entre elles que 16,5%
d'identité de séquence, ce seuil d'homologie n'etant pas
significatif, comme on peut le constater aisément a l'aide de
simulations in silico réalisées sur des séquences de méme
35 composition mails dont l'ordre des acldes amines a eté
aléatoirement modifié. '

Des travaux anciens (Bost et al., Immunology 65 : 611-615,

1988) avaient signalé une homologie de ségquence entre la protéine




10

15

20

23

30

35

CA 02309676 2000-05-09

WO 99/25377 PCT/FR98/02447

~18~-

gp4l et 1'IL-2 (séquence LERILL). Il faut noter que cette séquence
LERILL de gp4l ne constitue pas une zone immunodominante de cette
protéine ; voir LEVY J.A, Microbiol. Rev. 57 : 183-289 (1993) en
particulier page 232. La séquence LERILL est d'ailleurs situee a
l'intérieur de la particule virale ; elle correspond a la partie
C-terminale de gp4dl.

Avant observé que 1'IL-2 et les rétrovirus associeés aux SIDAS
semblent avoir des cellules cibles communes, les auteurs de la
présente invention ont fait 1'hypothése que le recepteur de
l'interleukine-2 humaine pourrait étre commun a 1l'IL-2 et a la
protéine gp4l de HIV, et 1ils ont donc recherché d'éventuelles

analogies structurales tridimensionnelles entre ces deux

dernieres.

Dans la présente demande, les numérotations des résidus
d'acides aminés de la séquence peptidique de l'interleukine-2 et
de gp4l sont celles utilisées dans la banque SWISSPROT (version
34) .

Les séquences peptidiques de 1'IL-2 et de la protéine gp4l
sont connues. Dans la présente demande, on fait réference aux
séquences publiées suivantes : '

- pour IL-2 : entrée SWISSPROT (version 34) ayant pour
code ILZ2 HUMAN ;

- pour gp4l : entrée SWISSPROT (version 34) ayant pour
code ENV__ HVIBR.

Les structures publiées qui ont été utilisees sont les
sulvantes

- pour IL-2 : entrée PDB (Brookhaven Databank) 1IRL ;
- pour gpd4l : entrées PDB (Brookhaven Databank)

- 1AIK,

- 1ENV.

Par ailleurs, la structure tridimensionnelle de 1'IL-Z,
déterminée par RMN, est connue (Mott, P.C. et al., J. Mol.Biol.,
248 : 979,1995), de méme que la structure de certains domaines de
la protéine gpdl, qui a été obtenue a l'aide du spectre de
diffraction des rayons X (Chan, D.C. et al., Cell, 89, 263-273,
1997 ; Weissenhorn, W et al., Nature, 387, 426-430, 1297). D'autre
part, un modéle tridimensionnel d'une partie du domaine externe,

dans la région 545-671, de la protéine gpd4l (forme trimére) a ete
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obtenu, par modélisation moléculaire, par les co-inventeurs de la
présente invention. Ce modele moléculaire a ¢été obtenu en
utilisant le logiciel X-plor par une stratégie proche de celle de
la modélisation moléculaire sous contraintes RMN. Les contraintes
5 nécessaires pour la modélisation moléculaire de la forme trimere
ont été déduites de la structure tridimensionnelle du mutant pII
du domaine "leucine zipper" de la protéine GCN4 (code PDB : 1GCM),
cristallisé sous la forme d'un trimére de type "colled coil"™.
En examinant les structures  obtenues, des analogies
10 tridimensionnelles ont été trouvées entre certaines zones de la
protéine gp4l et certaines zones de l'interleukine~2 participant a
la fixation sur son récepteur. Le mode de fixation de 1'IL-Z2 sur
son récepteur, ainsi que les zones de 1'IL-2 impliquees dans cette
fixation, sont en effet connus ; voir BAZAN J.F., P.N.A.S. usa 87
15 . 6934-6938 (1990) ; Bamborough P. et al., Structure 2 : 839-851
(1994) ; Gnarra J., R. et al., P.N.A.S. USA 87 : 3440-3444 (1990)
: Takeshita T. et al., Science 257 : 379-382 (1992) :; et CAVAILLON
J.M., Les Cytokines (Masson, Paris, 1996), pages 1139-125.
Ces résultats ont été confirmés par des études de
20 comparaisons globales des structures de gp4l et de 1'IL-2, et
aussi par des comparaisons locales faites en s'lnteressant plus
spécialement aux groupements fonctionnels analogues de chacune des
structures, comme déja indiqué dans la description ci-dessus.
On a observé notamment gque les régions 53-61 et 88-93 de
25 l'IL-Z, organisées en hélice alpha, se superposent de facgon
satisfaisante avec deux des trois hélices du trimere central de
gp4l. Cela implique que dans les deux protéines, des groupements
portés par des hélices différentes peuvent avoir des propriétes
d'accessibilité et d'organisation relative comparables. |
30 Il a également été trouvé des analogies structurales
rridimensionnelles locales entre une région immunodominante
fortement conservée de la glycoprotéine gp4l de VIH (plus
précisément dans la région 545-682) et ltinterleukine-2 humaine.
La séquence peptidique de la région 545-682 de la protéilne
35 gp4l de HIV 1 (code SWISSPROT : ENV__HV1BR) est reproduite dans le
Tableau 3 annexe.
Dans le Tableau 3bis annexé, on a représenté les séquences

peptidiques de quatre zones de cette région de gpd4l (555-577, 572-
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601, 590-620 et 628-663), dans lesquelles on a relevé des
analogies structurales et/ou des réactions croisees avec l'IL-Z2.

Les zones de 1'IL-2 concernées par les analogies de structure
qui viennent d'étre mentionnées sont les zones 27-47, 45-6%8, 99-
121 et 131-153 de 1'IL-2. Les séquences peptidiques de ces zones
sont représentées dans le Tableau 4 annexe.

Il est important de noter que la zone 27-47 de 1'TL-2 est
impliquée dans la fixation de 1'IL-2 sur la chaine béta de son
récepteur. En effet, les acides aminés dans la zone 27-47
appartiennent & l'hélice A qui participe a la fixation sur le
récepteur de 1'IL-2 (RIL-2), plus précisément sur béta RIL-2.

Les acides aminés dans la zone 45-69 appartiennent a une
région de 1'IL-2 qui participe a la fixation sur alpha RIL-2.

Les acides aminés dans la région 99-121 appartiennent a
l1'hélice E participant & la fixation sur béta RIL-Z.

Les acides aminés dans la zone 131-153 de 1'IL-2
appartiennent & l'hélice F participant a la fixation sur gamma
RIL-2.

A titre illustratif, on précise dans le Tableau 4bis annexe
les analogies des structures qui ont été trouveées entre la zone
572-601 de gp4l et la zone 27-47 de 1'IL-2 humaine. Les acldes
aminés externes impliqués dans cette analogie de structure
tridimensionnelle sont soulignés dans le Tableau 4bis.

Il faut noter cependant gqu'une méme zone de gpd4l peut
présenter des analogies de structure tridimensionnelle avec
plusieurs zones distinctes de 1'IL-2.

En outre, les auteurs de l'invention ont remarqué que dans la
région 600-612 de gp4l, les trois lysines (K) en position 606 sur
les trois chaines de trimére de gp4l sont susceptibles de former
un épitope conformationnel, ces lysines de gp4l pouvant
correspondre, dans l'espace, aux lysines 52, 96 et 55 de 1'IL-Z2.

Ils ont également observé des réactivites immunologiques
croisées entre les protéines gp4l et IL-2. En particulier, en
utilisant les techniques ELISA et PEPSCAN, avec des anticorps
provenant de seéerums HIV+ purifiés par immunopurification sur une
colonne contenant de 1'IL-2 humaine immobilisée, ils ont constate
que certains de ces anticorps reconnaissent des zones de 1'IL-2

impliquées dans la fixation de 1'IL-2 sur les chaines alpha, Dbéta
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et gamma de son récepteur, et notamment des zones appartenant a
l1'hélice A (KTQLQLEHLLLTLQ), l'hélice E (RPRDLISNINVIVLELK) ’
l1'hélice F (TIVEFLNRWITFCQSIISTLT), la boucle AB et le début de
l'hélice B (NNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK) .

5 En utilisant les techniques de dépbét ponctuel sur filtre (ou
"dot") et les techniques d'immunotransfert du type western blot,
il a également été montré que des anticorps polyclonaux provenant
de sérums de malades HIV+, et immunopurifiés sur de 1'IL-2
humaine, reconnaissent des oligoméres de la proteéine gp4l.

10 Les études effectuées ont également montré que des anticorps
monoclonaux anti-gp4l murins et humains dirigés contre des zones
conservees immunodominantes de la protéine gp4l de HIV
reconnaissent des zones de 1'IL-2 qui participent a la fixation de
cette derniére sur les chaines alpha, béta et gamma du récepteur

15 de 1'IL-2.

On peut donc obtenir des vaccins contre le virus HIV,
conformément a l1'invention, notamment en préparant des
polypeptides contenant au moins l'une des zones de gpd4l décrites
dans le Tableau 3bis, lesdits polypeptides étant sous forme

20 modifiée, c'est-a-dire contenant au moins une mutation, comme
indiqué précédemment. Il faut bien comprendre que ces découpages
de la région 545-682 en zones peuvent présenter un certain
caractére arbitraire, et c'est pourquoi certaines zones 1ndiquées
peuvent étre chevauchantes.

25 EXEMPLE 2 = Mutations sur gp4l de HIV1

On prépare selon les méthodes connues des glycoprotéines
d'enveloppe gp4l mutées. Ces mutations sont décrites dans le
Tableau 5 annexé qui représente la séquence concernée de gp4l et,

- alignees sous cette derniére, les séquences mutées. Le niveau des

30 mutations est signalé en soulignant les acides aminés concernes.

On prépare des compositions vaccinales comprenant chacune, en
solution saline aqueuse, stérile et apyrogene, l'une des protéines
gp4l mutées obtenues ci-dessus.

On immunise des lapins ou des souris avec les protéines

35 mutées obtenues, et on recherche si les anticorps développés par
ces animaux reconnaissent ou ne reconnaissent pas l'interleukine-2
humaine, par exemple par la technique ELISA ou PEPSCAN. On

sélectionne les protéines mutées qui induisent la formation
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d'anticorps ne reconnaissant pas 1'IL-2, mais reconnaissant 1la
protéine gp4l.
lL.a technique PEPSCAN est décrite par J. WORTHINGTON et K.
MORGAN, "Epitope mapping using synthetic peptides”, in "PEPTIDE
5 ANTIGENS-A practical approach” (G.B. WISDOW Ed.), Oxford
University Press (1994).
EXEMPLE 3 = Mutations sur gp36 de FIV

La séquence de la protéine gp36 de FIV est connue (référence
ENV FIVPE).

10 Dans le Tableau 6 annexé, on a représenté certaines séquences

de cette protéine, homologues des zones conservées de gp4l

décrites au Tableau 3bis, avec des exemples de mutations.
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TABLEAU 1

LENTIVIRUS HOTE - PRINCIPALE
CELLULE
CIBLE

EIAV Macrophage Anémie hémolytique

VISNA VIRUS |[Mouton Macrophage Visna maedi :
' encéphalite-pneumconie
CAEV Chévre Macrophage Immunodéficience -
encéphalopathie -
‘ arthrite

BIV Bovin Lymphocyte T |Immunodéficience -
lymphocytose bovine
Chat+félidés |Lymphocyte T |Immunodéficience (SIDA)

SIV Primates Lymphocyte T |Immunodéficience (SIDA)
NV [Home |Gymhecyve | mmmodericionce ST

EIAV désigne le virus de l'anémie infectieuse équine

CAEV désigne le virus de l'encéphalite caprine
FIV signifie : virus de l'immunodéficience feline
SIV signifie : virus de l'immunodéficience simienne

HIV signifie : Virus de l’immunodéficience humaine.
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GP41 HV1Z2
GP41_HV1Z6

GP41 HV1EL
GP41 HVIND
GP41 HV1MA

GP41 HV1Z8
GP41 HV1CA4
GP41 HV1S1

GP41 HV1BN
GP41 HV1JR

GP41 HV1J3

GP41 HV1SC
GP41 HV1KB

GP41 HV1Y2
GP41_ HV1MN
GP41 HV1A2

GP41 HV10Y

GP41 HV1RH
GP41 HV1S3
GP41 HV1H2
GP41 HV1H3
GP41 HVi1Bl

GP41 HV1PV

GP41 HV1BS

GP41 HV1MF
GP41 HV1BR.

GP41 HV1W1
GP41 HV1W2
GP41 HV1ZH

GP41 HV1Z2
GP41 HV1Z6

GP41 HV1EL
GP41 HVIND
GP41 HVIMA

GP41 HV12Z8
GP41 HV1C4
GP41 HV1Sl1

GP41 HV1BN
GP41 HV1JR

GP41 HV1J3

GP41 HV1SC
GP41 HV1KB

GP41 HV1Y2

GP41 HV1MN

GP41 HV1A2

GP41 HV1OY

GP41 HV1RH

GP41 HV1S3

GP41 HV1H2
GP41 HV1H3
GP41 HV1B1

GP41 HV1PV

GP41 HV1BS

GP41 HVIMF
GP41 HV1BR

GP41 HV1Wl
GP41 HV1W2

GP41 HV1ZH
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TABLEAU 2a

QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLMSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLMSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLMSGIVHQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLQDQRLLGMWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVLAVESYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIKAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGFWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARLLLSGIVQQQNNLLMAIEAQQHMLELTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLMGIWGCS
QARLLLSGIVQQQNNLLRAIEGQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARQLLPGIVQQQNNLLRAIDAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLMGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGFWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARHLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARKLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEGQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLRAIDAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCS
QARRLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLKLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCS
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GKLICTTTVPWNSSWSNRSLNDIWQNMTWMEWEREIDNYTGLIYRLIEESQTQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNSSWSNRSLNDIWONMTWMEWEREIDNYTGLIYRLIEESQTQQEKNEQE
GKHICTTNVPWNSSWSNRSLNEIWONMTWMEWEREIDNYTGLIYSLIEESQTQQEKNEKE
GRHICTTNVPWNSSWSNRSLDEIWQNMTWMEWEREIDNYTGLIYSLIEESQIQQEKNEKE
GKHICTTFVPWNSSWSNRSLDDIWNNMTWMOWEKEISNYTGIIYNLIEESQIQQEKNEKE
GKHICTTTVPWNSSWSNKSLEEIWNNMTWIEWEREIDNYTGVIYSLIENSQIQQEKNEQD
GKLICTTAVPWNASWSNKTLDQIWNNMTWMEWDREIDNYTHLIYTLIEESQNQQEKNQQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLDOIWNNMTWMEWEREIDNYTNLIYTLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLSDIWDNMTWMEWEREIDNYTNLIYSLIEDSQIQQEKNEKE
GKLICTTAVPWNTSWSNKSLDS IWNNMTWMEWEKEIENYTNTIYTLIEESQIQQEKNEQE
GKLICTTAYVPWNASWSNKSLEEIWDNMTWMEWEREIDNYTSLIYTLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNTSWSNKSLDKIWGNMTWMEWEREIDNYTSLIYTLIEESQNQQEKNEQE
GKFICTTAVPWNTSWSNKSFNEIWDNMTWMEWEREINNYTNLIYNLIEESQNQQEKNEQD
GKLICTTTVPWNTSWSNKSLNEIWDNMTWMKWEREIDNYTHIIYSLIEQSQNQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNASWSNKSLDDIWNNMTWMOWEREIDNYTSLIYSLLEKSQTQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEDIWDNMTWMQWEREIDNYTNTIYTLLEESQNQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNASWSNKSLNE IWDNMTWMOWEREIDNYTHLIYTLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNASWSNKSLNMIWNNMTWMOWEREIDNYTGIIYNLLEESQNQOEKNEQE
GKLICTTTVPWNTSWSNKSLDKIWNNMTWMEWEREIDNYTSLIYTLLEESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE
GKLLCTTAVPWNASWSNKSLEQIWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQFWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIDESQNQQEKNEQE
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNASWSNKSMDQIWNNMTWMEWEREIDNYTSLIYNLIEESQNQQEKNEQE
GKLICTTTVPWNASWSNKSMNOIWDNLTWMEWEREIDNYTSIIYSLIEESQNQQGKNEQE
GKIICPTNVPWNSSWSNKSQSDIWDKMTWLEWDKBVSNYTQVIYNLIEESQTQQBINERD
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GP41 HV122
GP41 HV1Z6
GP41 HV1EL
GP41 HVIND
GP41 HV1MA
GP41 HV12Z8
GP41 HV1CA4
GP41 HV1S1
GP41 HV1BN
GP41 HV1JR
GP41 HV1J3
GP41 HV1SC
GP41 HV1KB
GP41 HV1Y?2
GP41 HVIMN
GP41 HV1A2
GP41 HV1OY
GP41 HV1RH
GP41 HV1S3
GP41 HV1H2
GP41 HV1H3
GP41 HV1B1
GP41 HV1PV
GP41 HV1BS
GP41 HVIMF
GP41 HV1BR
GP41 HV1W1
GP41 HV1W2
GP41 HV1ZH
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TABLEAU 2a (suite)

LLELDKWASLWNWFNITQ
LLELDKWASLWNWENITQ
LLELDKWASLWNWESITQ
LLELDKWASLWNWFSITK
LLELDKWASLWNWESISK
LLOQLDKWASLWNWESITK
LLOQLDKWASLWTWSDITK
LLELDKWASLWNWFDISK
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWASLWNWFGITK
LLGLDKWASLWNWFTITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLALDKWDSLWNWESITK
LLALDKWASLWNWFDITK
LLELDKWASLWNWFDITN
LLELDKWASLWNWESITN
LLELDKWAGLWSWESITN
LLELDKWANLWNWFDITQ
LLELDKWASLWNWFSITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWANLWNWLNITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWASLWNWENITN
LLELDKWASLWNWESITN
LLELDKWASLWNWEDITN
LLALDKWANLWNWEDIS
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GP41 HV2D1
GP41 HV2G1
GP41 HV2BE
GP41 HV2NZ
GP41 HV2CA
GP41 HV2RO
GP41 HV2S2
GP41 HV2ST
GP41 HV2SB
GP41 HV2D2

GP41 HV2D1
GP41 HV2Gl
GP41 HV2BE
GP41 HV2NZ
GP41 HV2CA
GP41 HV2RO
GP41 HV2S2
GP41 HV2ST
GP41 HV2SB
GP41 HV2D2

GP41_HV2D1
GP41 HV2Gl
GP41 HV2BE
GP41 HV2NZ
GP41 HV2CA
GP41 HV2RO
GP41 HV2S2
GP41 HV2ST
GP41 HV2SB
GP41 HV2D2
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TABLEAU 2b

QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKHQAQLNSWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKILQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA,
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLQDQARLNSWGCA.
QSRTSLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA.
QSRTLFRGIVQQQQQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLADQARLNSWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQPVDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQARVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA

* % WK de e e de I e de ke o********:********* TTREEE R X E &R & & .**:*******

FRQVCHTTVPWVNDSLTPDWNNMTWQEWEKRVHYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWVNDSLSPDWNNMTWQEWEKQVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWVNDSLSPDWKNMTWQEWEKQVRYLBANISQSLEEAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTSVPWVNDTLTPDWNNMTWQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWANESLTPDWNNMTWQEWEQKVRYLEANISQSLEEAQLQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWVNDSLAPDWDNMTWQEWEKQVRYLEANISKSLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWVNDTLTPDWNNITWQEWEQRIRNLEANISESLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWVNDTLTPDWNNMTWQEWEQRIRNLEANISESLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWVNDTLTPEWNNMTWQEWEHKIRFLBANISESLEQAQIQQEKNMYELQKL
FRQVCHTTVPWPNETLTPNWNNMTWQQWEKQVHFLDANITALLEEAQIQQEKNMYELQKI

Rk dkdo i *-a*c*o*.*:***o**oo-o e Nhhko ko odkFhhhdRkddoe
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NSWDVEGNWEDLTS
NSWDVEGNWEDLTS
NSWDILGNWFDLTS
NSWDVFTNWLDETS
NNWDVEFTNWEFDLTS
NSWDIFGNWEDLTS
NSWDVFSNWEFDLTS
NSWDVEGNWEDLTS
NSWDVEGNWEFDLTS
NSWDVEFGNWFEDLTS
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GP36 FIVPE
GP36 FIVUl
GP36_ FIVWO
GP36_FIVU2
GP36 FIVUB
GP36_ FIVSD
GP36 FIVT2

GP36_FIVPE
GP36 FIVU1
GP36 FIVWO
GP36 FIVU2
GP36_FIVUS
GP36_ FIVSD
GP36 FIVT2

GP36_ FIVPE
GP36 FIVU1
GP36_ FIVWO
GP36 FIVU2
GP36 FIVUS
GP36_ FIVSD
GP36 FIVT2
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TABLEAU 2c¢

OYHOVLATHQEAIEKVTGALKINNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN
QOYHQVLATQQEAIEKVTEALKITNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN
OYQQVLATHQEAIEKVTEALKINNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN
QYHQVLATHQETIEKITEALKVNNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAIEKFLYTAFAMQELGCN
OYHQVLATHQETIEKVTEALKINNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN
OYQQVLATHOEALDKITEALKINNLRLVTLEHOMLVIGLKVEAIEKFLYTAFAMQELGCN
OYHOVLATHQOALEKITEALKINNLRLITLEHQVLVIGLRVEAIEKFLYTAFAMQELGCN
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GP41 SIVMK
GP41 SIVML
GP41_SIVML
GP41 SIVS4
GP41_SIVSP
GP41 SIVAG
GP41 SIVAT
GP41 SIVAl
GP41 SIVAI
GP41_SIVGB
GP41_SIVCZ

GP41 SIVMK
GP41 SIVML
GP41 SIVM1
GP41 SIVS4
GP41 SIVSP
GP41 SIVAG
GP41 SIVAT
GP41 SIVAl
GP41 SIVAI
GP41 SIVGB
GP41 SIVCZ

GP41 SIVMK
GP41 SIVML
GP41 SIVM1
GP41 SIVS4
GP41 SIVSP
GP41 SIVAG
GP41 SIVAT
GP41 SIVAl
GP41 SIVAI
GP41 SIVGB
GP41 SIVCZ
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TABLEAU 2d

QSRTLLAGIVQQQQQLLGVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLBDQAQLNAWGCA
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTKVTAIEKYLKDQAQLNAWGCA.
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVSAIEKYLKDQAQLNAWGCAf
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA,
QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGAKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNSWGCA.
QSQHLLAGILQQQKNLLAAVEAQQQMLKLTIWGVKNLNARVTALEKYLEDQARLNAWGCA.-
QSRHLLAGILQQQKNLLAAVEAQQQMLKLTIWGVKNLNARVTALEKYLEDQARLNSWGCA,
QSQHLLAGILQQQKNLLAAVGAQQQMLKLTIWGVKNLNARVTALEKYLADQARLNAWGCA.
QSRHLLAGILQQQKNLLAAVEQQQQLLKLTIWGVKNLNARVTALEKYLEDQARLNSWGCA.
QSQSLVTGIVEQQKQLLKLIEQQSELLKLTIWGVKNLQTRLTSLENYIKDQALLSQWGCS
QARQLLSGIVQQQNNLLKAIEAQQHLLQLSIWGVKQLQARLLAVERYLQDQQILGLWGCS
. »

* e o o oYl ook as o« ¥ -*-*::** *:*oqoo e o Yo * % * %
* ® @ ® 2 ® @ . = o : o *« 4d 9 @ e = [ 4 ® ® a

»

FRQVCHTTVPWPNASL———=- TPDWNNDTWQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMY
FRQVCHITVPWPNASL-~——~ TPDWNNDTWQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMY
FRQVCHTTVPWPNASL-—~—- TPDWNNETWOQEWERKVDFLEANITALLEEAQIQQEKNMY
FRQVCHTTVPWPNETL——=~—~ VPNWNNMTWOQEWERQVDFLEANITQLLEEAQIQQEKNMY
FRQVCHTTVPRPNDTL—--*-TPNWNNMTWQEWEKQVNFLEANITQSLEEAQIQQEKNTY
WKQVCHTTVPWQWNNR~ ===~ TPDWNNMTWLEWERQISYLEGNITTQLEEARAQEEKNLD
WKQVCHTTVEWPWTNR~ ==~ TPDWONMTWLEWERQIADLESNITGQLVKAREQEEKNLD
WKQVCHTTVPWTWNN—-————- TPEWNNMTWLEWEKQIEGLEGNITKQLEQAREQEEKNLD
WKQVCHTTVPWKYNN—-—==—~ TPKWDNMTWLEWERQINALEGNITQLLEEAQNQESKNLD
WAQVCHTSVEWTNTSI————- TPNWTSETWKEWETRTDYLQONITEMLKQAYDREQRNTY
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ELQKLNSWDVFGNWEDLAS
KLQKLNSWDVEFGNWEFDLAS
ELQKLNSWDVEGNWFDLTS
ELQKLNSWDIFGNWFDLTS
ELQKLNSWDIFGNWEDLTS
AYQKLSSWSDFWSWFDFESK
AYQKLTSWSDFWSWEDFSK
AYQKLSDWSSEFWSWEDESK
LYQKLDDWSGFWSWESLST
ELQKLGDLTSWASWEDEFTW
DLLELDQWASLWNWEDITK
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TABLEAU 3
gpd4l (région 545-682)

545 - | OARQLLSGIVQQOQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIK
OLOARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVP
WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHS
LIEESONQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITN - 682

TABLEAU 3bis

zones de gp4dl

zone 555-577 QOOONNLLRAIEAQQHLLOQLTVWG

Zone 572-601 OLTVWGIKOLOARILAVERYLKDQQLLGIW

Zone 590-620 RYLKDOOLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS

20one 628-663 WNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQ
TABLEAU 4

Zzone 27-471
TKKTOQLQLEHLLLDLOMILNG

zone 45-69

LNGINNYKNPKLTRMLTFKEFYMPKK
Zone 99-~-121
HLRPRDLISNINVIVLELKGSET

zone 131-153
TATIVEFLNRWITFCQSIISTLT

TABLEAU 4Bis

Zone 572-601
QLTVWGIKQLQARI _]:...AVERYEKEQQLLG IW

zone 27-47
TKKTQEQLEHLELQLQMILNG
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Zone 555-577

Mutation :
Mutation :
Mutation :
Mutation :
Mutation :
Mutation :
Mutation ;

Mutation -

zone 572-601

Mutation :
Mutation :
Mutation :
Mutation :

Mutation S :

1

2
3
4
5
6
7
8

1
2
3
4

CA 02309676 2000-05-09
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TABLEAU 5

Mutations au niveau de la zone 555~-577

QQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWG

QQONNLLAAIEAQQHLLQLTVWG
QQONNLLRAIERQQHLLQLTVWG
QOONNLLAAIERQQHLLOLTVWG
QQONNLLRAIEAQQELLQLTVWG
QQONNLLRAIEAQQQLLOLTVWG
QOONNLLRAIEAQQHLLRLTVWG
QQONNLLRAIEAQQHLLKLTVWG
QOONNLLRAIEAQQQLLKLTVWG

Mutations au niveau de la zone 572-601

OLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIW

QOLTVWGIKQLQARILAVERYLKAQQLLGIW
QLTVWGIKQLQARILAVEAYLKDQOLLGIW
OLTVWGIKQLQARILAVEAYLKAQOLLGIW
QLTVWGIKQLOARILAVEDYLKRQQLLGIW
OLTVWGIKQLQARITAVERYLKDQQLLGIW

PCT/FR98/02447
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TABLEAU 5 (suite)

Mutations au niveau de la zone 590-620

5 Zone 590-620 RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS
Mutation 1 : KYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS

RYLKDQALLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS
RYLKDQQQLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS
: RYLKDQAQLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS

Mutation 2 :
3
4
10 Mutation 5 : RYLKDQQELGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS
6
7
8
9

Mutation

Mutation

Mutation : RYLKDQQLL§§WGCSGKLICTTAVPWNASWS
Mutation 7 : RYLKDQQLLGIWGCSQKLICTTAVPWNASWS
Mutation : RYLKDQQLLGIWGCSEKLICTTAVPWNASWS
Mutation : RYLKDQQOLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASSS

15 Mutation 10 : RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNADTL
Mutation 11 : RYLKDQOLLGIWGCSGKLICTTAVPWNATNR
Mutation 12 :  RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNANTR
Mutation 13 :  RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNANTS

20 Mutations au niveau de la zone 628-663
Zone 628-663 WNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQ
Mutation 1 : WNNMTWMEWDREINNYESLIHSLIEESQNQQEKNEQ

Mutation 2 : WNNMTWMEWDRE INNYTSNIHSLIEESQNQQEKNEQ
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TABLEAU 6

Zone 651-673 EATIEKVTGALKINNLRLVTLEHQ

5 Mutation 1
Mutation 2
Mutation 3
Mutation 4

EAIEKVTRALKINNLRLVTLEHQ
EAIEKVTDALKINNLRLVTLEHQ
EAIEKVTAALKINNLRLVTLEHQ
EAIEKVTQALKINNLRLVTLEHQ

10 Zzone 668-697 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQEL

Mutation 1 VTLEHQVLVIGLKVEAMEAFLYTAFAMQEL
Mutation 2 VILEHQVLVIGLKVEAMENFLYTAFAMQEL
Mutation 3 VTLEHQVLVIGLKVEAMEYFLYTAFAMQEL

15 Mutation 4 VITLEHQVLVIGLKVEAMERFLYTAFAMQEL
Mutation 5 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLKTAFAMQEL
Mutation 6 VITLEHQVLVIGLKVEAMEKFLETAFAMQEL
Mutation 7 VILEHQVLVIGLKVEAMEKFLQTAFAMQEL
Mutation 8 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLRTAFAMQEL

20 Mutation S VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLATAFAMQEL
Mutation 10 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFQMQEL
Mutation 11 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFKMQEL
Mutation 12 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFRMQEL
Mutation 13 VITLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQIL

25 Mutation 14 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQAL
Mutation 15 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQSL
Mutation 16 VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQFL

30 Zone 686-718 KFLYTAFAMQELGCNQNQFFCKIPLELWTRYNM
Mutation 1 KFLYTAFAMQELGCNONKFFCKIPLELWTRYNM
Mutation 2 KFLYTAFAMQELGCNQNRFFCKIPLELWTRYNM
Mutation 3 KFLYTAFAMQELGCNQNGFFCKIPLELWTRYNM

35 Mutation 4 KFLYTAFAMQELGCNONAFFCKIPLELWTRYNM
Mutation 5 KFLYTAFAMQELGCNQNQLFCKIPLELWTRYNM
Mutation 6 KFLYTAFAMQELGCNONQHFCKIPLELWTRYNM
Mutation 7 KFLYTAFAMQELGCNQONQIFCKIPLELWTRYNM
Mutation 8 KFLYTAFAMQELGCNQNQAFCKIPLELWTRYNM

40 Mutation 9 KFLYTAFAMQELGCNQONQQFCKIPLELWTRYNM
Mutation 10 KFLYTAFAMQELGCNQNQRFCKIPLELWTRYNM
zone 727-762 WNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKT

45
Mutation 1 WNHGNITLGEWYNQTKDLONKFYEIIMDIEQNNVQGKT
‘Mutation 2 WNHGNITLGEWYNQTKDLOBKFYEIIMDIEQNNVQGKT
Mutation 3 WNHGNITLGEWYNQTKDLQSKFYEIIMDIEQNNVQGKT
Mutation ¢4 WNHGNITLGEWYNQTKDLQAKFYEI IMDIEQNNVQGKT

50 Mutation 5 WNHGNITLGEWYNQTKDLQGKFYEIIMDIEQNNVQGKT

Mutation 6

WNHGNITLGEWYNQTKDLQEKFYEIIMDIEQNNVQGKT
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REVENDICATIONS

1. Procédé de recherche et d'obtention d'un vaccin contre
les effets pathogénes associés a l'infection d'un hdéte, animal ou
humain, par un rétrovirus capable de pénétrer dans une cellule
cible dudit hoéte, 1ladite cellule cible possédant un récepteur
membranalre pour une protéine de 1'hdte, dans lequel :

a) on prépare des agents vaccinaux a base d'un polypeptide
comprenant au moins une partie d'une protéine d'enveloppe d'une
souche pathogene dudit rétrovirus, 1ledit polypeptide étant
présente, dans lesdits agents vaccinaux, sous une forme modifiée,

- ladite partie de la protéine d'enveloppe étant choisie
parml celles qui comprennent au moins un fragment d'une
zone immunodominante de ladite protéine d'enveloppe,
ledit fragment contenant au moins un acide aminé qui
est un acide aminé conserveé de ladite zone
immunodominante et quli est présent dans ladite souche
pathogene,

- ledit polypeptide étant choisi parmi ceux qui, a l1l'état
non modifié, induisant une réponse immunitaire dirigée
a la fols contre ladite 2zone immunodominante et contre
la protéine de 1l'héte, et

b) on sélectionne comme ‘vaccin un tel polypeptide
modifié choisi parmi ceux qui indulsent une réponse immunitaire
dirigée contre ladite 2zone immunodominante de 1la protéine
d'enveloppe et non contre la protéine de l'héte.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel ladite
zone immunodominante est choisie

- parmi celles quli donnent une réaction croisée, de
type B et/ou de type T, avec ladite protéine de 1'hdte,
et/ou

- parmi celles pour lesquelles on a déterminé

préalablement une analogie de structure
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tridimensionnelle avec une partie de ladite protéine de
1l 'hote.
3. Procédé selon 1'une quelconque des revendications

précédentes, présentant l'une au moins des caractéristiques

suilvantes :
- ladite protéine de 1'hdte est un médiateur soluble;

- ledit médiateur soluble est choisi parmi les facteurs de
croissance, les hormones protéiques et les cytokines ;

- ladite cytokine est 1l'interleukine -2, l'interleukine-~10,
l'interleukine-15, 1l'interleukine-8, ou une chemokine.

4. Procédé selon 1l'une quelconque des revendications

précédentes, présentant l'une au moins des caractéristiques

suivantes :
~ ledit virus est choisi parmi les suivants : HIV, FIV,

SIv, ALV, MULV, FELV, HTLV, STLV, BLV, virus du sarcome
de Rous, virus Visna-maedi, virus du sarcome des félins,
virus de la myelocytomatose aviaire, virus de
la myeloblastose aviaire, les rétrovirus de type D des
primates et 1les rétrovirus de type B inducteurs des
tumeurs mammaires - |

~ ladite protéine d'enveloppe est une glycoprotéine
transmembranaire dudit rétrovirus

- ladite glycoprotéine transmembranaire est celle d'un
virus HIV, FIV ou SIV :

- ladite glycoprotéine est la protéine gp4l de HIV1

- ledit agent vaccinal contient, sous forme modifiée, un
polypeptide comprenant au moins une partie de la zone
545- 682 de la protéine gp4l de HIV1 :

- ledit polypeptide modifié contient une mutation choisie
parml celles décrites au Tableau 5 ;

- ladite glycoprotéine est la protéine gp36 de FIV ;

- ledit polypeptide modifié contient une mutation choisie

parmi celles décrites au Tableau 6.
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5. Procédé selon 1l'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel ledit agent vaccinal est un oligomere d'au
moins une partie d'une glycoprotéine +transmembranaire dudit
rétrovirus sous forme modifiée.

6. Procédé selon 1l'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel lesdits polypeptides modifiés sont obtenus
par la réalisation de mimotopes.

/7. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 3
6, dans lequel ledit rétrovirus est le HIV.

8. Procédé selon 1l'une quelconque des revendications 1 &
6, dans lequel ledit rétrovirus est le FIV.

9. Vaccin pouvant étre obtenu selon le procédé de 1'une
quelconque des revendications 1 a 8.

10.Vaccin contre les effets pathogénes aSSOClés a
l'infection d'un hdéte, animal ou humain, par un rétrovirus,

ledit rétrovirus étant capable de pénétrer une cellule
cible dudit hdéte possédant un récepteur membranaire pour une
protéine dudit hoéte,

ledit reétrovirus possédant une protéine d'enveloppe
induisant une réponse immunitaire dirigée a la fois contre une zone
conserveée et immunodominante de ladite protéine d'enveloppe et
contre ladite protéine de 1'héte,

ledit vaccin contenant un agent vaccinal capable d'induire
une réponse immunitaire dirigée contre ladite 2zone de ladite
protéine d'enveloppe et non contre ladite protéine.

11. Vaccin selon la revendication 10, dans lequel ledit
rétrovirus est le HIV.

12. Vaccin selon la revendication 10, dans lequel ledit
rétrovirus est le FIV,.

13. Vaccin selon 1l'une quelconque des revendications 10 &
12, dans lequel 1l'agent vaccinal est un mimotope d'au moins une
partie de ladite zone conservée et immunodominante.

14. Anticorps pouvant é&tre obtenus par immunisation a
l'aide d'un vaccin selon l'une quelconque des revendications 9 &
13, lesdits anticorps reconnaissant ladite protéine d'enveloppe et
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non la protéine de 1'héte, et composition pharmaceutigque contenant
de tels anticorps.
15. Utilisation d'un polypeptide modifié pouvant étre
obtenu par le procédé de 1l'une quelconque des revendications 1 a 8,
5 dans la préparation d'une composition vaccinale destinée 2 prévenir
les effets pathogénes associés a 1'infection d'un héte, animal ou
humain, par un rétrovirus capable de pénétrer dans une cellule
cible dudit hdte, ladite cellule cible possédant un récepteur
membranaire pour une protéine de 1'hdte, et 1ledit rétrovirus
10 possédant une protéine d'enveloppe induisant une réponse
lmmunitaire dirigée & 1la fois contre une zone conservée et
immunodominante de ladite protéine d'enveloppe et contre 1ladite
protéine de 1'héte.
16. Utilisation d'un agent vaccinal tel que défini dans
15 l'une quelconque des revendications 9 a 13 dans 1la préparation
d'une composition vaccinale contre ledit rétrovirus.
17 .Polynucléotide codant pour un polypeptide‘ modifié tel
que défini dans 1l'une quelcongque des revendications 1 a 8, et

vecteur d'expression contenant ledit polynucléotide.
20
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