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Beschreibung

[0001] Das technische Problem, welches der vorlie-
genden Erfindung zu Grunde liegt, ist die Bereitstel-
lung von DNA-Sequenzen, die modifizierte retrovirale
p55-gag Polypeptide kodieren, die fir die Immunisie-
rung von Saugetieren gegen retrovirale Krankheiten
verwendet werden konnen. Die Erfindung bezieht
sich insbesondere auf einen neu entwickelten rekom-
binanten HIV-Untereinheiten-Impfstoff, der in ent-
sprechenden Expressionssystemen, wie z.B. rekom-
binante Bakulo- bzw. Vakziniaviren in Insekten- bzw.
Saugerzellen, hergestellt wird. Die Erfindung basiert
auf dem  HIV-1-gruppen-spezifischen  Antigen
p55-gag, welches die virale Kernstruktur (core) aus-
bildet und im Falle der Produktion aus eukaryonti-
schen Zellen fir die Ausbildung partikularer Struktu-
ren verantwortlich ist. Die Immunogenitat dieser un-
reifen 90-110 nm grolRen p55-core Partikel kann
durch den Einbau gut charakterisierter Epitope aus
anderen HIV-1-, HIV-2- oder SIV-Leserahmen (z.B.
env, nef, pol) in drei unterschiedliche Bereiche der
gag-kodierenden Sequenz erhéht werden, wobei die
Auswahl dieser Bereiche durch Computer-unterstitz-
te Analysen der p55-Sekundarstruktur erfolgte. Um
das universale Prinzip, das der stabilen Expression
und der erhéhten Immunogenitat von rekombinanten
p55/gp120-Partikeln zu Grunde liegt, aufzuzeigen,
wurden beispielhaft die gp120-CD4-bindende Regi-
on, eine Konsensussequenz des gp120 hauptneutra-
lisierenden Epitiopes V3 und eine Sequenz aus gp41
(die ,fusogene Region") in die kodierende Sequenz
des p55-Tragerproteins inseriert und die resultieren-
den Konstrukte durch rekombinante Vakzinia- und
Bakuloviren exprimiert. Rekombinante
p55/gp120-Vakziniaviren koénnen direkt als Leben-
dimpfstoff verabreicht werden oder direkt als Quelle
fur das Protein-Antigen dienen. Rekombinante Baku-
loviren kénnen jedoch nur fir die effiziente Produkti-
on und Reinigung der partikularen und chimaren
p55/gp120-Untereinheit-Impfstoffe verwendet wer-
den.

[0002] Auf Grund der Tatsache, dal® HIV in infizier-
ten Zellen latent zu persistieren vermag, kommt der
Eliminierung von freiem Virus durch neutralisierende
Antikérper und die Zerstdrung infizierter Zellen durch
Antikorper vermittelte Zellzytolyse (,antibody depen-
dent cell cytolysis" — ADCC) und zytotoxischer T-Zel-
len, eine entscheidende Bedeutung beim weiteren
Verlauf der Krankheit zu. Zur Verbesserung des Ver-
stéandnisses vom Umgang des Immunsystem mit frei-
em Virus oder HIV-infizierten Zellen, haben sich viele
Arbeitsgruppen auf die Identifizierung und Charakte-
risierung von B- und T-Zell Epitopen, einschlieflich
aller Leserahmen konzentriert. Die Rolle der humora-
len Immunantwort ist dabei entscheidend fur den
Ausgang einer HIV-Infektion. Mit Ausnahme der fina-
len AIDS-Stadien kdnnen im gesamten Verlauf der
Erkrankung Antikdrper gegen nahezu alle HIV-Prote-

ine nachgewiesen werden (Vornhagen et al., 1989).
Neutralisierende Epitope, die gegen die aufleren
Strukturproteine gp120 (Goudsmit et al., 1988; Pal-
ker et al., 1988) und gp41 (Chan et al., 1986) sowie
gegen die inneren Strukturproteine p17 (Papsidero et
al., 1989) und p24 (Wolf et al. 19990) gerichtet sind,
und eine Rolle bei der Eliminierung von freiem Virus
spielen konnten, sind bereits beschrieben. Die Anti-
korper-vermittelte Zellzytolyse (ADCC; Lyverly et al.,
1987, 1988) kdnnte ebenfalls wichtig fir die Eliminie-
rung von HIV-infizierten Zellen sein. Eines dieser AD-
CC-Epitope scheint am C-terminalen Teil des gp120
lokalisiert zu sein. Gleichwohl kénnen sich diese An-
tikdrper jedoch negativ auf den Verlauf der Krankheit
auswirken (Fc und/oder Komplement vermittelte In-
fektionsverstarkung durch Antikérper; Takeda et. al.,
1989, Homsey et al., 1989, Robinson et al., 1989).
Eine Proliferation von T4 Zellen kann gruppen-spezi-
fisch geschehen und konnte durch die Verwendung
synthetischer Peptide bestimmten Epitopen aus den
env-, gag- und pol-Leserahmen zugeordnet werden
(Schrier et al., 1989). Eine T-Zell Kartierung durch re-
kombinante gp120-Vakziniaviren erlaubte zudem die
Lokalisierung von vier T-Helfer-Epitopen in gp120
(Berzofsky et al., 1988, Krohn et al., 1988). Dartber
hinaus konnten drei p24-spezifische, CD4 positive
T-Zellinien etabliert werden. MHC Klasse I-restrin-
gierte CTL-Epitope wurden fiir env- (Takahashi et al.,
1988, Silciliano et al., 1988), gag- (Nixonet al., 1988)
und pol-Proteine (Walker et al., 1988, 1989) be-
schrieben. Die CTL -vermittelte Zellyse ist von tber-
ragender Wichtigkeit bei der Eliminierung von infizier-
ten Zellen. Aus anderen Virussystemen (Influenza-,
Tollwut-, Cytomegalovirus) wufte man, dal}
Nichtstrukturproteine fahig sind, eine Immunogenitat
durch Induktion von zytotoxischen T-Zellen aufzu-
bauen, und daR® dadurch eine initiale Stimulierung
des Immunsystems erreicht werden kann, welche
nach Belastung mit dem infektiésem Agens eine ef-
fektivere Immunantwort, die sogar andere virale Pro-
teine mit einschlieft, zur Folge hat (Milich et al.,
1988).

[0003] Eine Verwendung von vollstadndigen HI-Viren
oder von intakten HIV-kodierenden Genen kann nach
Immunisierung adverse Effekte nicht ausschlief3en.
Solche negative Effekte sind unter anderem infekti-
onsverstarkende Antikérper, Autoimmunreaktionen,
die Induktion von Toleranz oder allergene Nebenwir-
kungen.

[0004] Trotz anfanglich vielversprechender in vit-
ro-Ergebnisse scheint eine Immunisierung mit kom-
pletten gp160 oder Untereinheiten davon nicht aus-
reichend zur Induktion einer schitzenden Immunitat
zu sein. Die Fahigkeit der induzierten Immunantwort
zur Neutralisation war immer auf das gleiche, fir die
Immunisierung verwendete Isolat beschrankt (Ty-
pen-, nicht gruppen-spezifisch; Nara et al., 1988). Zu-
dem konnte gezeigt werden, dal3 sich nach Belas-

2/29



DE 691 31 513 T3 2005.05.25

tung mit dein infektidsem Virus, HIV immer noch in
den gp160-immunisierten Tieren vermehren konnte
(Hu et al., 1987). Verschiedenste Grinde kénnen auf-
geflhrt werden, um das Ausbleiben einer schitzen-
den Immunitat zu erklaren:
1. Die entscheidenden Epitope von gp120 veran-
dern sich schneller als das Virus durch Antikérper
eliminiert werden kann,
2. Die virale Streuung zu Beginn der Infektion ge-
schieht durch direkte Zell — Zell Kontakte. Eine hu-
morale Immunantwort ist nicht ausreichend und
eine zellulare Immunantwort gegen gp120 ist
eventuell nicht ausreichend.
3. Infektionsverstarkende Antikérper konnten den
Krankheitsverlauf negativ beeinflussen. Eine
Komplement-abhangige sowie Fc-vermittelte HIV
Infektionsverstarkung ist in verschiedenen in vit-
ro-Studien beschrieben worden (Takeda et al.,
1988, Homsey et al., 1989, Golding et al., 1988,
1989).
4. Epitope, die normale zelluldare Genprodukte
nachahmen, kénnen eine Immunantwort auslé-
sen, die gegen normale, Zellen gerichtet ist (Rei-
her et al., 1986, Golding et al., 1988, 1989).
5. Die immunsuppressiven Effekte des HIV-Hull-
proteins: freies gp120 bindet hochaffin an das
CD4-Rezeptor-Molekil von Zielzellen und mar-
kiert sie somit in vitro fiur ADCC-(Lyerly et a.,
1988) und CTL-Attacken (Siliciano et al., 1988,
Lancavecchia et al., 1988). Darliber hinaus gibt es
Befunde, die zeigen; dal® die Bindung von gp120
an das CD4-Molekul mit der Region interferiert,
die fir eine Interaktion mit MHC Klasse II-Moleki-
len notwendig ist (Weinhold et al, 1989, Clayton et
al., 1989). Ferner ist bekannt, daf} bestimmte Be-
reiche innerhalb von gp120, die Homologien zu
Transmembranglykoproteinen von humanen Typ
C-Retroviren aufweisen und sich suppressiv auf
die Funktion von Makrophagen auswirken, eben-
falls im HIV gp41 vorhanden sind (Claniciola et.
al., 1988).

[0005] Somit besteht also das technische Problem,
das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegt, in
der Bereitstellung von DNA-Sequenzen, die fur ein
modifiziertes retrovirales p55-gag-Polypeptid kodie-
ren, welches zur Immunisierung von Saugetieren ge-
gen retrovirale Krankheiten verwendet werden kann.

[0006] Die Losung des oben beschriebenen techni-
schen Problems wird erreicht durch die Bereitstellung
der Ausfuhrungsformen, die in den Patentanspru-
chen naher charakterisiert werden, Demgeman be-
zieht sich die vorliegende Erfindung auf eine
DNA-Sequenz, die wie in den Patenanspriichen na-
her beschrieben fiir ein modifiziertes retrovirales
gag-Polypeptid kodiert, wobei das gag-Polypeptid
mindestens eine Aminosauresequenz enthalt, die
eine nicht-gag-Polypeptid-antigene Determinante
darstellt, wobei die DNA-Sequenz abgeleitet ist vom

Retrovirus HIV-1,

wobei das gag-Polypeptid p55 ist, wobei die Amino-
sauresequenz (einen) Bereiche) des gag-Polypep-
tids ersetzt, der (die) die eingefligte Aminosaurese-
quenz dem Immunsystem prasentieren kann/kon-
nen, so dal® eine Immunantwort hervorgerufen wird
und wobei der oben beschriebene Bereich in den
Aminosaurepositionen 99 bis 154, 211 bis 241 oder
436 bis 471 oder jeder Kombination davon liegt.

[0007] Eine solche Immunantwort kann entweder
humoral oder zellvermittelt sein. Solche Immunant-
worten involvieren B-Zell- und/oder T-Zell-Komparti-
mente.

[0008] Die Bezeichnung ,prasentieren" bezieht sich
auf die Fahigkeit des Antigens auf Erkennung durch
das Immunsystem durch Initiation einer primaren
und/oder wiedererkennenden Immunantwort.

[0009] Die Auswahl der Regionen, in welche die er-
wahnten Aminosauresequenzen substituiert werden,
erfolgt durch nachfolgende Kriterien:

(a) Hydrophilie

(b) Flexibilitat und

(c) Oberflachenwahrscheinlichkeit der deletierten

Region.

[0010] Die oben beschriebene Aminosauresequenz
ersetzt gag-Polypeptid-Sequenzpositionen.

[0011] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung ist die DNA-Sequenz, die fur
die zusatzliche Aminosauresequenz kodiert,

durch einen Linker eingefiigt. In Ubereinstimmung
mit konventionellen Methoden enthalten solche kon-
ventionelle Linker verschiedenste Restriktionsen-
zym-Schnittstellen zur Inkorporation der DNA-Se-
quenz, welche fur oben genannte Aminosaurese-
quenzen kodiert.

[0012] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der
vorliegenden Erfindung ist die nicht-gag Polypep-
tid-antigene Determinante
(a) mindestens ein Teil der CD4-bindenden Do-
mane von gp120
(b) mindestens ein Teil des variables Bereichs 3
von gp120; oder
(c) mindestens ein Teil des konservierten Be-
reichs von gp41

[0013] Besonders bevorzugte Teile der CD4-bin-
denden Domaéane von gp120 leiten sich von der
V3-Region ab und beinhalten Unterregionen sowie
Derivate der bezeichneten V3-Region, welche detail-
liert in der Europaischen Patentanmeldung unter In-
anspruchnahme der Prioritat von EP 9010 5313.2 be-
schrieben ist.

[0014] Die oben erwahnten Teile des Proteins sind
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ausgewahlte Regionen, die die Induktion einer Immu-
nantwort gegen das naturlich vorkommenden Virus
ermoglicht. Vorzugsweise sind diese in der Lage, An-
tikdrper, welche mit dein natirlich vorkommenden Vi-
rus reagieren, oder eine zell-vermittelte Immunant-
wort gegen besagtes Virus zu induzieren.

[0015] Eine Ausfihrungsform der Erfindung betrifft
rekombinante Vektoren, die etwaige DNA-Sequen-
zen beinhalten, auf die sich bislang hier bezogen
wurde.

[0016] Erwahnte rekombinante Vektoren beinhalten
konventionelle Plasmide, welche fur die Klonierung
oder Expression der DNA-Sequenz in einer Wirtszel-
le verwendet werden kénnen. Im Falle der Expressi-
onsplasmide ist die DNA-Sequenz vorzugsweise mit
einer Promotorsequenz kombiniert, die ihre Expressi-
on in einer geeigneten Wirtszelle kontrolliert.

[0017] Eine weitere Ausflihrungsform der Erfindung
bezieht sich auf rekombinante Vektoren, die hier be-
schriebene DNA-Sequenzen beinhalten. Vorzugs-
weise handelt es sich hierbei um rekombinante Viren,
die vom Vacciniavirus abgeleitet wurden.

[0018] Die Erfindung bezieht sich auch auf Wirtsor-
ganismen, welche durch die rekombinanten Vektoren
oder rekombinante Viren transformiert wurden.

[0019] Darlber hinaus, bezieht sich die vorliegende
Erfindung auf modifizierte retrovirale gag-Polypepti-
de, welche von oben erwahnten DNA-Sequenzen ko-
diert werden.

[0020] Die Erfindung bezieht sich zudem auf Aggre-
gate, welche in Form von Partikeln vorliegen.

[0021] Eine weitere Ausfiuhrungsform der vorliegen-
den Erfindung beinhaltet das Verfahren zur Produkti-
on modifizierter retroviraler gag-Polypeptide und wird
durch die hier beschriebenen Methoden charakteri-
siert, welches die Kultivierung des Wirtsorganismus
unter den oben genannten geeigneten Bedingungen,
sowie die Reinigung des Expressionsprodukts aus
dem Kulturmedium einschlief3en.

[0022] Eine weitere spezielle Ausfliihrungsform der
Erfindung ist die Produktion der beschriebenen
gag-Partikel in einem Bakulovirus-abhangigen Ex-
pressionssystem in Spodoptera frugiperda-Insekten-
zellen, sowie unter Verwendung stabil transfizierter
Zelllinien, in Drosophila Schneider-Zellen.

[0023] Letztendlich bezieht sich die Erfindung auf
Impfstoffe, die ein hier beschriebenes rekombinantes
Virus und/oder ein hier beschriebenes partikelausbil-
dendes Polypeptid beinhalten. In bevorzugten Aus-
fuhrungsformen enthalten diese Impfstoffe auch
pharmakologisch akzeptable Trager und/oder Ver-

dinnungsmittel.

[0024] Ein detailliertes Wissen um Antigenitat und
Variabilitat von Strukturen, die in die Absorption und
Penetration des Virus involviert sind, ist notwendig,
um einen rekombinant entworfenen Impfstoff zu ent-
wickeln, der in der Lage ist eine schitzende Immuni-
tat gegen eine HIV-Infektion aufzubauen. Alternativ
gibt es nur wenige Vorgehensweisen, die auf von HIV
abgeleitete depletierte gp120 oder teilweise deple-
tierte Partikel oder gereinigtem gag-Protein basieren.

[0025] Die folgenden Uberlegungen bilden die Ba-

sis fur die vorliegende Erfindung:
1. Auf Grund der bei HIV zu beobachtenden ho-
hen Variabilitdt missen grofe, immunologisch re-
levante Bereiche der viralen Genprodukte Teil der
Erfindung sein.
2. Epitope von denen bekannt ist, daf} sie infekti-
onsverstarkende Antikérper generieren, oder Epi-
tope, von denen bekannt ist, daf3 sie zellulare Pro-
teine nachahmen, sollten ausgeschlossen sein.
3. Regionen, welche eine T-Zell-Immunitat indu-
zieren sowie Ziel von ADCC sind, sollten als Be-
standteil des Impfstoffs beriicksichtigt werden.
4. Das Impfstoffprodukt sollte als partikulares An-
tigen hergestellt werden und ohne die Verabrei-
chung von zusétzlichen Adjuvantien als Immuno-
gen stabil wirken kénnen.
5. Alternativ kdnnen rekombinante Viren wie Vak-
zinia-, Herpes simplex oder Adenovirus einge-
setzt werden, um die genannten Komponenten di-
rekt in den infizierten Zellen zu exprimieren.

[0026] Die Mdoglichkeit zur Produktion der unreifen
p55-core Partikel in eukaryontischen Expressions-
systemen ermdglicht es uns, einen Untereinhei-
ten-Impfstoff zu entwerfen, der den oben aufgefihr-
ten Anspriichen gerecht wird. Autologe p55-core Par-
tikel werden von unserer Gruppe und von anderen im
Vakzinia- und Bakulo-Expressionssystem hergestellt.
Wie schon von anderen Untereinheiten-Impfstoffen
her bekannt (z.B. Hep. B 22 nm Partikel), zeigen par-
tikuldre Strukturen intrinsische adjuvante Eigen-
schaften, welche in unserer Erfindung zur Anwen-
dung kommen.

Die Produktion der rekombinanten p55/gp 120 Hyb-
ridpartikel entsprechend der Erfindung

[0027] Als Konsequenz dieser Befunde verwende-
ten wir p55-core-Partikel als autologen Trager flr ge-
eignete Epitope und zwar unabhangig vom Kontext
anderer Leserahmen:
1) p55-gag wurde in einen kommerziellen
pUC-Vektor einkloniert und im E. coli-Stamm
JM109 exprimiert. Zur Klonierung des authenti-
schen p55-Proteins ohne nichttranslatierte Se-
quenzen wurde die PCR (,Polymerase Chain Re-
aktion" — Polymerase-Kettenreaktion) angewen-
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det. Die anschlieRende Expression in eukaryonti-
schen Systemen wurde mittels rekombinanter
Vakzinia- und Bakuloviren erreicht. Die Ausbil-
dung von p55 Partikel wurde durch Sacharose-
dichtegradienten-Zentrifugation und Elektronen-
mikroskopie bestatigt.

2) Die Identifizierung geeigneter Positionen zur In-
sertion von Epitopen aus anderen Leserahmen in
das p55-core-Protein wurde mittels Computer-un-
terstitzter Analyse der p55-Sekundarstruktur er-
reicht (Wolf et al., 1988). Durch diese Vorgehens-
weise konnten wir die Oberflachenexposition von
vier Regionen auf dein p55-core-Protein vorher-
sagen.

3) Zur Entwicklung der rekombinanten p55-co-
re/gp120-env-Sequenzen wurde ein Polylinker
synthetisiert. Diese Linkersequenz enthalt alle
Restriktionsschnittstellen, welche fiir die Entwick-
lung und anschlieRende Expression der drei dis-
tinkten p55-Deletionskonstrukte, denen jeweils
der kodierende Bereich fir 30-45 Aminosauren
fehlt, notwendig sind. Diese Kompatibilitat aller
Deletionskonstrukte zur Insertion fremder Se-
quenzen ermdoglichte die darauffolgende Expres-
sion in eukaryontischen Vektorsysteme.

4) In einem ersten Anlauf wurden fir die Insertion
in die p55-Deletionskonstrukte drei Epitope aus
dein HIV-1 gp120-env-Leserahmen ausgesucht:

Die CD4-bindende Region

[0028] Die Adsorption von freiem Virus und HIV-infi-
zierten Zellen an CD4-Zielzellen wird dirigiert durch
die Bindung des viralen externen Membranproteins
gp120 an das zellulare Membranprotein CD4. Das
CD4-Rezeptormolekil  wird  hauptsachlich  auf
T4-Lymphozyten und Zellen der Monozyten- und Ma-
krophagen-Linie exprimiert. Eine C-terminale Region
des gp120 (AS 413-451), welche fur die Interaktion
mit dein CD4 Rezeptor verantwortlich ist, liegt in ver-
schiedensten HIV-Isolaten hoch-konserviert vor (Ko-
walski et al., 1987, Lasky et al., 1987). Obwohl diese
CD4-bindende Region im Verlauf der Infektion beim
Menschen nicht immunogen zu sein scheint, konnte
gezeigt werden, daf} die Insertion dieser Region in
das VP1-Oberflachen-Strukturprotein von Poliovirus
neutralisierende Antikdrper in infizierten Tieren zu in-
duzieren vermag. Zusatzlich besitzen monoklonale
Antikorper, die gegen diese Sequenz gerichtet sind,
neutralisierende Eigenschaften und verhindern in vit-
ro die Synzytienbildung durch Blockierung der
CD4-abhangigen Anheftung von freiem Virus oder
HIV-infizierter Zellen an die Zielzelle (Sun et al.,
1989).

Die GPGR-V3-Schleife von gp120
[0029] Die hypervariable V3-Schleife des gp120

wirde von unserer Gruppe als die einzige hypervari-
able Region ohne Konsensussequenz fir N-Glykosy-

lierungen beschrieben und hinsichtlich ihrer immuno-
logischen Bedeutung diskutiert (Modrow et al., 1987).
Diese Region konnte als HIV-1 hauptneutralisieren-
des Epitop identifiziert werden und wirde einer 24
Aminosauren (AS) langen Sequenz (AS 302-326)
zugeordnet. Ein 6 AS langes Peptid ist ausreichend
zur Induktion von neutralisierenden Antikérpern. Die-
se Sequenz beinhaltet ein 4 AS langes betg-Schlei-
fen-GPGR-Motiv, welches in verschiedensten Isola-
ten hochkonserviert vorliegt (Palker et al., 1988,
Goudsmit et al., 1988). Die flankierenden Aminosau-
ren scheinen wichtig fur die Generierung von Antikor-
per und der Fahigkeit zur Typ-spezifischen Virusneu-
tralisation zu sein. Eine 14-AS Sequenz (315-329)
konnte als eine ADCC-Zielregion identifiziert werden.
Uberdies konnte im Mausmodell gezeigt werden, daR
MHC Klasse | -restringierte cytotoxische T-Zellen ein
18 AS-Peptid innerhalb der V3-Region erkennen
kdénnen (Takahashi et al., 1988). Wie die anti-V3 neu-
tralisierenden Antikorper in vitro die Infektion sowie
die Synzytienbildung verhindern, ist jedoch bislang
noch unklar. Hinweise geben neuste Befunde, die
zeigen, dald gp120 unter bestimmten Reaktionsbe-
dingungen moglicherweise in 2 Polypeptide (50 KD,
70 KD) gespalten wird. Die Schnittstelle lie3 sich di-
rekt der konservierten GPGRA-Sequenz innerhalb
der V3-Schleife zuordnen. Die prozessierte Form des
gp120 kann zwar immer noch an das CD4-Molekul
binden, wird aber nicht mehr von anti-V3 neutralisie-
renden Antikdrpern erkannt. Trypstatin, ein neuer
Proteaseinhibitor vom Kunitz-Typ, der eine hohe Se-
quenzhomologie zur gp120-V3 Region aufweist, inhi-
biert die beschriebene Proteaseaktivitdt und unter-
bindet die darauffolgende Synzytiumbildung. Diese
V3-abhangigen, Postbindungs- und Prozessierungs-
ereignisse scheinen eine Voraussetzung fir die
Membranfusion der duReren viralen Membran bzw.
HIV-1 infizierter Zellen mit den CD4-Zielzellen zu sein
(Hattori et al., 1989). Im Wesentlichen kdnnte dies
den inhibitorischen Effekt der anti-V3-neutralisieren-
den Antikorper erklaren. Kurzlich bekannt gewordene
Ergebnisse zeigen, dal} die Deletion dieser Schleife
in einem infektidsen Klon die Infektdsitat des Virus
zerstort.

Die konservierte gp41-Region

[0030] Das gp41-Molekil vermittelt sowohl die Fusi-
on von membrangebundenem HIV mit der CD4-Ziel-
zelle, als auch die Ausbildung von Synzytien von infi-
zierten mit nicht-infizierten Zellen (Kowalski et al.,
1987, Mc Clure et al., 1988). Monoklonale Antikdrper
gegen das gp41 gruppen-spezifische Antigen neutra-
lisieren in vitro eine Reihe von verschiedenen
HIV-1-Isolaten. Die Insertion des gp41-neutralisie-
renden Epitops in das Poliovirus VP1 und die Immu-
nisierung von Versuchstieren resultierte in der Induk-
tion von anti-gp41-neutralisierenden Antikérpern,
welche eine Synzytienbildung verhindern konnten
(Evans et al., 1989).
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[0031] Die CD4-bindende, sowie die fusogene Re-
gion in gp41 konnten mittels PCR vervielfaltigt und in
die p55-Deletionskonstrukte subkloniert werden. Die
Konsensussequenz des gp120-hauptneutralisieren-
den Epitops V3 wurde chemisch synthetisiert und
ebenso in die p55-Deletionsklone integriert. Um die
korrekte  Expression der neu  gestalteten
p55/gp120-Fusionsproteine zu Uberprifen, wurden
die rekombinanten Proteine in E. coli produziert und
durch Western-Blot-Analyse verifiziert. Nachdem die
endgultigen rekombinanten p55/gp120-Konstrukte in
einen eukaryontischen Transfervektor subkloniert
waren, wurden diese Hybridgene im Vakzinia- und
Bakulovirus- Expressionssystem exprimiert. Die kor-
rekte Expression wurde mittels Western-Blot-Analy-
se und Immunfluoreszenz tberprift. Durch Elektro-
nenmikroskopie konnte die Partikelbildung einge-
hend studiert werden.

Kurzbeschreibung der Figuren

[0032] Fig. 1: Schematische Darstellung der Klonie-
rungsstrategie des E. coli-Expressionsklones
pUC8p55

[0033] Fig. 2: Expression von p55 (v-p55) alleine
und p55 in Kombination mit der HIV-Protease
(v-p55prt) mittels rekombinanter Vakziniaviren.
CV1-Zellen wurden mit 10 pfu von p55-rekombinan-
tem Vacciniavirus infiziert. 36 Stunden nach Infektion
(v-p55) sowie nach unterschiedlichen Zeitintervallen
wurden die Zellen geerntet und in Probenpuffer auf-
genommen. Die infizierten Zellen wurden wie folgt ei-
ner konventionellen Western-Blot-Analyse unterzo-
gen:

[0034] Zellysate wurden in einer 17,5% PAGE auf-
getrennt und auf Nylonmembranen (Schleicher und
Schuell) transferiert. Die rekombinanten 55KD- und
41KD-Proteine wurden durch monoklonale Antikor-
per detektiert, welche spezifisch p24 (mAk 13/5) und
p17 erkennen. Es konnte zudem experimentell belegt
werden, daf} die HIV-1 Protease keinen EinfluR auf
die Expression von p55 im Vakzinia-Expressionssys-
tem hat. Durch die Bindung des anti-p17-monoklona-
len Antikdrpers an das verkirzte 41 KD-Produkt
konnte gezeigt werden, dal} wenigstens Teile des
verklrzten Produkts identisch mit der N-terminalen
Sequenz des kompletten 55KD-Proteins sind.

[0035] Fig. 3: Expression von p55 mittels rekombi-
nanter Bakuloviren (b-p55). Spodoptera frugiper-
da-Zellen wurden mit 10 PFU des beschriebenen Vi-
rus infiziert. Bis zum 5. Tag nach der Infektion wurden
die infizierten Zellen taglich geerntet. Zellen von Tag
1 bis 5 und Zellkulturiberstand von Tag 5 wurden in
Auftragspuffer aufgenommen und einer konventio-
nellen Western-Blot-Analyse unterzogen. Rekombi-
nante Proteine wurden mit Hilfe monoklonaler Anti-
korper gegen p24 spezifisch detektiert.

[0036] Fig.4: 5 Tage nach Infektion wurden 2 mi
Zellkulturiberstand einer Saccharosedichtegradien-
ten-Zentrifugation (2,5 Stunden; TST 41.14; 28000
UPM) unterworfen und analysiert. 19 Fraktionen
(600ul) wurden gesammelt und jeweils 20 ul davon
einer konventionellen Western-Blot-Analyse unter
Verwendung monoklonaler p24 spezifischer Antikor-
per zur Detektion des rekombinanten Proteins unter-
zogen. Die unreifen p55-Partikel akkumulierten, wie
die darauffolgende Negativkontrastierung zeigte, in
Fraktion 17 bei einer Saccharosedichte von 45%.

[0037] Fig. 5: Mit 10 PFU b-p55 infizierte Spodopte-
ra frugiperda-Zellen wurden 5 Tage nach Infektion in
2% Glutaraldehyd fixiert und auf Partikelbildung hin
an Ultradinnschnitten im Elektronenmikroskop un-
tersucht. Unreife 90-110 nm p55-Partikel wurden
beim Ausknospen aus der Zytoplasmamembran
nachgewiesen.

[0038] Fig. 6: Mit Hilfe von Computer-unterstutzten
Analysen der p55 Sekundarstruktur konnte die Ober-
flachenexposition von 4 Regionen sowie darin be-
findlicher Epitope auf dem core-Protein vorhergesagt
werden. Diese Regionen wurden deletiert und durch
kleine, fir die einfache Integration von Fremdepito-
pen ausgesuchte, Polylinker ersetzt.

[0039] Fig. 7: Dargestellt sind. die in der PCR-Re-
aktion verwendeten synthetische Startersequenzen.
Kleine synthetische Linker-Fragmente wurden ver-
wendet, die die p55-Deletionskonstrukte untereinan-
der kompatibel machen sollten und zwar unter be-
sonderer Berlcksichtigung des Leserahmens der in-
serierten Fremdepitope, sowie eines synthetisch her-
gestellten HIV-1 gp120-Epitopes.

a) synthetischer Polylinker fiir die Konstruktion

des von pUC8 abgeleiteten plin8-Vektors.

b) synthetische Startersequenzen, welche fir die

Vervielfaltigung des 3'-Teils des p55-Deletions-

konstruktes-4 verwendet wurden.

c) synthetische Startersequenzen, welche fir die

Vervielfaltigung der HIV-1 abgeleiteten CD4-bin-

denden Region gp120 notwendig sind.

d) synthetische Startersequenzen, welche fiir die

Vervielfaltigung der HIV-1 abgeleiteten fusogenen

Region gp41 verwendet wurden.

e) Sequenz einer chemisch synthetisierten Kon-

sensusregion des HIV-1 hauptneutralisierenden

Epitopes V3.

[0040] Fig. 8: Klonierungsstrategie fir die Entwick-
lung des plin8p55 1-Konstruktes

[0041] Fig. 9: Klonierungsstrategie fir die Entwick-
lung des plin8p55 2-Konstruktes

[0042] Fig. 10: Klonierungsstrategie fur die Ent-
wicklung des plin8p55 3-Konstruktes
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[0043] Fig. 11: Klonierungsstrategie fur die Entwick-
lung des plin8p55 4-Konstruktes

[0044] Fig. 12a: Expression von drei verschiedenen
plin8p55-Deletionskonstrukten (plin8p55 2, 3, 4) ne-
ben den entsprechenden Klonen mit der inserierten
Konsensussequenz des HIV-1-hauptneutralisieren-
den Epitopes V3 (plin8p55V3-2,-3-4). Rekombinante
Bakterien wurden bis auf eine optische Dichte von
0,6 kultiviert, dann mit 2mM IPTG fiir 2 Stunden indu-
ziert, mit Auftragspuffer lysiert und durch konventio-
nelle Western-Blot-Analyse charakterisiert. Die re-
kombinanten p55V3-Fusionsproteine wurden spezi-
fisch durch einen monoklonalen Antikdrper gegen
das p24 (a) sowie durch ein humanes Serumgemisch
(b) detektiert.

[0045] Fig. 12b: Expression von vier unterschiedli-
chen plin8p55-Deletionskonstrukten (plin8p55 1, 2,
3, 4) neben den entsprechenden Klonen mit der inse-
rierten CD4-bindenden Region innerhalb von HIV-1
gp 120 C3 (plin8p55CD4-1,-2,-3-4). Rekombinante
Bakterien wurden bis auf eine optische Dichte von
0,6 kultiviert, dann mit 2mM IPTG fiir 2 Stunden indu-
ziert, mit Auftragspuffer lysiert und durch konventio-
nelle Western-Blot-Analyse charakterisiert. Die re-
kombinanten p55CD4-Fusionsproteine wurden spe-
zifisch durch einen monoklonalen Antikdrper gegen
das p24 detektiert.

[0046] Fig.13: Expression dreier verschiedener
p55/V3-Fusionsproteine (p55/V3-2,3,4) in E. coli,
nach Induktion mit 2mM IPTG fir 2 Stunden und bei
einer O.D von 0.6. Die rekombinanten p55V3-Fusi-
onsproteine wurden spezifisch durch einen monoklo-
nalen Antikdrper gegen das p24 (a) sowie gegen das
V3-Epitop (c) eines fremden Isolats (IlIb) nachgewie-
sen. Ein polyklonales Serum gegen ein die V3-Kon-
sensussequenz reprasentierendes, synthetisches
Peptid erkannte das p55/V3 sogar besser als der von
[lIb-Peptiden abgeleitete Antikérper. Die Tatsache,
dafd weder der monoklonale Antikdrper, noch das po-
lyklonale V3-spezifische Serum, das p55V3-2-Prote-
in erkennen konnte, legt nahe, daf’ der antigene Kon-
text der V3-Region wichtig fur die immunologische
Detektion ist.

[0047] Fig.14: CV-1 Zellen wurden mit 10 PFU
v-p55V3-3 infziert, nach 2 Tagen geerntet und mittels
konventioneller Western-Blot-Analyse, unter Verwen-
dung monoklonaler Antikdrper gegen das p24, sowie
der lllb abgeleiteten V3-Region, charakterisiert.

Beispiele zur Veranschaulichung der Erfindung

Beispiel 1: Expression von p55 in E. coli (Standard-
verfahren: Sambook et al., 1989)

[0048] Vor der Produktion von p55 in eukaryonti-
schen Expressionsystemen war es notwendig, das

Gen in E. coli zu klonieren und zu exprimieren. Fur
eine vorlaufige Expression wurde das pUC-Vektor-
system verwendet. Um die 5'-Sequenz des vollstan-
digen Proteins exakt und ohne gréRere nicht-transla-
tierte Bereiche klonieren zu kénnen, inserierten wir
ein synthetisches 62 bp-Oligonukleotid, welches die
15 N-terminalen AS von p55 kodiert und im gleichen
Leserahmen wie das lacZ alpha-Fragment liegt, in
die BamHI/Hindlll-Schnittstellen des pUC 8-Vektors.
Zwei im 3'-Bereich des Oligonukleotides gelegene
Restriktionschnittstellen, Clal und Sall, ermdglichten
uns die Insertion eines 1694 bp p55-Clal/Hincll-Frag-
ments (Fig. 1). Nach Induktion mit2 mM IPTG konnte
die Expression des rekombinanten Proteins in E. coli
mittels konventioneller Western-Blot-Analyse unter
Verwendung von anti-p24-Antikérpern gezeigt wer-
den.

Beispiel 2: Expression von p55 mittels rekombinanter
Vakziniaviren

[0049] Das BamHI/Sall-Fragment umfaf3t den voll-
standigen p55-Leserahmen und konnte direkt in den
pAvB-Transfervektor subkloniert und in Vakziniaviren
einrekombiniert werden. Die Expressionsprodukte
wurden mittels Western-Blot unter Verwendung von
anti-p24-Antikérpern analysiert (Eig. 2).

Beispiel 3: Expression von p55 mittels rekombinanter
Bakuloviren

[0050] Um das Protein mit Hilfe rekombinanter Ba-
kuloviren exprimieren zu kénnen, mulRte es zweimal
subkloniert werden: Das BamHI/Sall-Fragment muf3-
te zunachst in die BamHI/Sall-Schnittstellen des pUC
19 inseriert werden. Dann wurde das fiir p55 kodie-
rende Sacl/Sall-Fragment weiter in, die Sacl/Sa-
[I-Schnittstellen eines kommerziellen plC19R-Vek-
tors einkloniert. Nach dieser Prozedur konnte die
p55-kodierende Region in eine singulare Schnittstel-
le des Bakulotransfervektors pVL941 (Summers et
al., 1988) einkloniert werden. Nach einem Rekombi-
nationsereignis wurde das core-Protein mit Hilfe
p55-rekombinanter Bakuloviren in Spodoptera frugi-
perda-Insektenzellen exprimiert. Die Expression wur-
de mittels Western-Blot nachgewiesen (Fig. 3).

Beispiel 4: Identifizierung der unreifen p55 Partikel

[0051] Die Erzeugung der p55-Partikel wurde mit-
tels Saccharosedichtegradienten-Zentrifugati-
on-Analyse und Elektronenmikroskopie charakteri-
siert. Saccharosegradienten wurden bei 28000 UPM
fur 150 Minuten in einem TST 41.14 Rotor zentrifu-
giert. 19 Fraktionen wurden durch Negativ-Kontras-
tierung und Western-Blot-Analyse auf p55 Partikel
untersucht. Partikel akkumulierten in der Fraktion 17
bei einer Saccharosedichte von 1,41 (Eig. 4). Eine
Analyse der Spodoptera frugiperda-Zellen am Ultra-
dinnschnitt im Elektronenmikroskop zeigte unreife
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p55-Partikel, im Begriff aus der Zytoplasmamembran
in das Zellkulturmedium zu knospen (Fig. 5).

Beispiel 5: Computeranalyse der Sekundarstruktur
von p55

[0052] Um in einem rationalen Ansatz ausgesuchte
Epitope aus anderen Leserahmen in das p55-Protein
zu inserieren, wurden verschiedenste p55-Deletions-
konstrukte auf DNA-Ebene etabliert, denen Frag-
mente von 120 bis 180 by Lange fehlen. Basierend
auf einer Computerunterstitzten Analyse der
p55-Sekundarstruktur entschieden wir uns dafir, vier
30 bis 45 AS kodierende Sequenzen, entsprechend
ihrer Exposition auf der Oberflachen des p55-Prote-
ins, zu deletieren. (Fig. 6). Alle Deletionsmutanten
wurden vom Expressionsklon pUC8p55 abgeleitet.

Beispiel 6: Konstruktion der p55-Deletionskonstrukte

[0053] sBasis aller vier p55-Deletionskonstrukte
war ein speziell entworfener, den pUC8 erganzender
Polylinker. Das neue Linkerfragment beinhaltet alle
Rerstriktionsschnittstellen, die fir die Konstruktion
der vier verschiedenen p55-Deletionskonstrukte; de-
ren direkte Expression in E. coli, sowie deren direkte
Subklonierung in die finalen Transfervektoren fiir die
eukaryontische Genexpression, notwendig sind. Das
resultierende pUCS8-Derivat wurde plin8 genannt

(Fig. 7a)
Referenz 1: p55 Deletionskonstrukt-1 (plin8p55 1)

[0054] Die Entwicklung des p55-Deletionskonstruk-
tes-1 basierend auf dem pUC19p55-Klon wurde be-
reits oben beschrieben. Zur Entfernung zweier Ac-
cl-Schnittstellen wurde die p55-kodierende Region
um das 1100 bp 3' Pstl-Fragment verkirzt
(pPUC19p55BP). Ein 26 bp-Linkerfragment, welches
zwei zusatzliche Restriktionsschnittstellen beinhaltet,
wurde in die N-terminalen Clal/Accl-Schnittstellen
der p55-kodierenden Region eingefugt, um die Kom-
patibilitdit mit den anderen schon beschriebenen
p55-Deletionsklonen zu wahren. Anschlieend wir-
de die p55-kodierende Sequenz mit dein 3' Pstl/Sa-
lI-Fragment vervollstandigt (pUC19p551). Das resul-
tierende p55-Deletionsfragment-1 wurde in den
plin8-Vektor subkloniert (plin8p55 1) (Fig. 8).

Beispiel 7: p55-Deletionskonstrukt-2 (plin8p55 2)

[0055] Das vom pUC8 stammende 300 bp Bam-
HI/Hindlll-Fragment, welches fir den N-terminalen.
Teil von p55 kodiert, wirde in die BamHI/Hindl-
[I-Schnittstellen von plin8 kloniert (plin8p55BH). An-
schlielend wurde das 1283 bp 3' Nsil/Sall-Fragment
in die Pstl/Sall-Schnittstelle des plin8p55BH inseriert

(plin8p55 2) (Fig. 9).

Beispiel 8: Entwicklung des p55-Deletionskonst-
rukts-3 (plin8p55 3)

[0056] Ein von pUC8p55 abgeleitetes BamHI/Sa-
[I-Fragment, welches fir das komplette HIV-1
p55-core-Protein kodiert, wurde in die BamHI/Sa-
[I-Schnittstellen des beschriebenen plin8-Vektors
subkloniert (plin8p55). Um die Kompatibilitat des
Konstrukts mit den anderen Deletionsklonen zu wah-
ren, wurde ein 27 bp Xhol/Sacl-Linker-Fragment in
die Pstl/Spel-Schnittstelle von plin8p55 inseriert. Das
resultierende  p55-Deletionskonstrukt  wurde in
plin8p55 3 umbenannt (Fig. 10).

Beispiel 9: Entwicklung des p55-Deletionskonst-
rukts-4 (plin8p55 4)

[0057] Die komplette von pUCS8p55 abgeleitete
gag-kodierende Sequenz wurde in die BamHI/Sa-
[I-Schnittstellen des plin8 einkloniert (plin8p55). Der
3'-Teil der p55-kodierenden Sequenz (welcher fir AS
471-512 kodiert) wurde mittels PCR, unter Verwen-
dung eines 61 bp 5'-Starters, welcher fiinf verschie-
dene Restriktionsschnittstellen (BamHI, Bglll, Xhol,
EcoRlI, Sacl); und eines 21 bp 3'-Starters, welcher die
Hincll-Restriktionsschnittstelle enthalt, vervielfaltigt
(Eig. 7d). Das so vervielfaltigte Bglll/Sall-Fragment
wirde in die  Bglll/Sall-Schnittstelle  des
plin8p55-Konstruktes inseriert (Eig. 11). Im finalen
plin8p55 -Klon wurde eine 105 bp lange fiir 35 AS ko-
dierende Sequenz deletiert.

Beispiel 10: Kompatibilitat der vier p55-Deletionskon-
strukte

[0058] Die entwickelten p55-Deletionskonstrukte
sind kompatibel im Hinblick auf
1. die Insertion fremder Sequenzen. Eine definier-
te Sequenz kann in jede der vier Kassetten inse-
riert werden, ohne dabei den Leserahmen zu ver-
andern.
2. die Mdéglichkeit zur direkten Subklonierung der
kompletten Konstrukte in Vektoren, die eine euka-
ryontische Expression erlauben.

Beispiel 11: Expression der p55-Deletionskonstrukte
in E. coli

[0059] Alle Deletionskonstrukte wurden in E. coli
JM109 nach Induktion mit 2 mM IPTG exprimiert. Die
Expressionsprodukte wiirden mittels konventioneller
Western-Blot-Analyse unter Verwendung anti
p24-monoklonaler Antikdrper bestatigt.

Beispiel 12: Insertion von ausgesuchten Epitopen an-
derer Leserahmen

1. Die CD4-bindende Region des HIV-1 gp120
und die fusogene Region in gp41 wurden mittels
PCR vervielfaltigt. 5' Starter enthielten eine Xhol,
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3'-Starter enthielten eine Sacl-Schnittstelle, um
die Insertion der vervielfaltigten Xhol/Sacl-Frag-
mente in das p55-Deletionskonstrukt zu ermdgli-
chen (Fig. 7e).

2. Eine neu entworfene Konsensussequenz des
gp120-hauptneutralisierenden V3-Epitopes wur-
de chemisch synthetisiert und in die Xhol/Sa-
cl-Schnittstelle des p55-Deletionskonstruktes in-

tegriert (Fig. 7f).

Beispiel 13: Expression des kompletten
p55/gp120-Fusionsproteines in E. coli

[0060] Die unter Beispiel 15 beschriebenen p55/gp
120-Fusionsprodukte wurden in E. coli nach Indukti-
on mit 2 mM IPTG exprimert und mittels konventio-
neller Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines
anti-p24-monoklonalen Antikérpers und eines huma-
nen Serengemisches analysiert (Fig. 12A).

Beispiel 14: Verifizierung der korrekten Expression
eines inserierten Epitops

[0061] Die Expression des inserierten gp120-haupt-
neutralisierenden V3-Epitopes wurde unter Verwen-
dung eines kommerziellen monoklonalen Antikérpers
gegen die V3-Region des HTLVIlIb-Isolats durch kon-
ventionelle Western-Blot-Analyse bestatigt. Ein poly-
klonales monospezifisches Serum, welches gegen
das synthetische V3-Konsensus-Peptid hergestellt
wurde, erkannte ebenfalls die integrierten Epitope in
der Western-Blot-Analyse.

Beispiel 15: Subklonierung der kompletten
p55/gp120-Konstrukte in eukaryontische Expressi-
onsvektoren

[0062] Die p55/gp120-Konstrukte wirden (i) in die
Bglll/Sall-Schnittstellen des Vakzinia-Transfervek-
tors pAvB, (ii) in die singulare BamHI-Schnittstelle
des Bakulo-Transfervektors pVL941 und (iii) in die
Xbal/Sall-Schnittstellen des pMD-Vektors fur die Ex-
pression der chimaren Proteine in CHO-Zellen ein-
kloniert.

Beispiel 16: Expression der kompletten
p55/gp120-Konstrukte in eukaryontische Expressi-
onsvektoren

[0063] Nach Transfektion und Rekombination der
Hybridgene in die virale DNA (Vakzinia, Bakulo) wur-
den die Fusionsproteine von den rekombinanten Vak-
ziniaviren in CV-1- sowie von den rekombinanten Ba-
kuloviren in Spodoptera frugiperda-Zellen exprimiert.
Die Expressionsprodukte wurden mittels konventio-
neller Western-Blot- und Immunfluoreszenz-Analyse
unter Verwendung spezifischer anti-p24 monoklona-
ler Antikorper bestatigt (Fig. 14).

Beispiel 17: Analyse der Partikelbildung

[0064] Die Ausbildung von Partikeln wurde durch
elektronenmikroskopische Analyse von Ultradinn-
schnitten Glutaraldehyd-fixierter Zellen, welche mit
p55 gp120-rekombinantem Vakzinia- bzw. Bakulovi-
rus infiziert waren, Uberprift.
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Patentanspriiche

1. Modifiziertes retrovirales gag-Polypeptid, das
ein Partikel bildet, wobei das gag-Polypeptid mindes-
tens eine Aminosauresequenz enthalt, die eine nicht-
gag-Polypeptid-antigene Determinante darstellt, wo-
bei das gag-Polypeptid p55 von HIV-1 ist, wobei die
Aminosauresequenz (einen) Bereiche) des gag-Poly-
peptids ersetzt, der (die) die eingefligte Aminosaure-
sequenz dem Immunsystem prasentieren kann/kén-
nen, so daf® eine Immunantwort hervorgerufen wird,
und wobei der Bereich in den Aminosaurepositionen
99 bis 154, 211 bis 241 oder 436 bis 471 oder jeder
Kombination davon liegt.

2. Modifiziertes retrovirales gag-Polypeptid nach
Anspruch 1, wobei die nichtgag-Polypeptid-antigene
Determinante
(a) mindestens ein Teil der CD4-bindenden Doméane
von gp120;

(b) mindestens ein Teil des variablen Bereichs 3 von
gp120; oder

(c) mindestens ein Teil des fusogenen Bereichs von
gp41 ist.

3. DNA-Sequenz, die das modifizierte retrovirale
gag-Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2 codiert.

4. DNA-Sequenz nach Anspruch 3, wobei die
DNA-Sequenz, die die Aminosauresequenz codiert,
Uber einen Linker eingefugt ist.

5. Rekombinanter Vektor, der eine DNA-Sequenz
nach Anspruch 3 oder 4 beinhaltet.

6. Rekombinantes Virus, das eine DNA-Sequenz
nach Anspruch 3 oder 4 beinhaltet.

7. Rekombinantes Virus nach Anspruch 6, das
ein Vaccinia-Virus ist.

8. Wirtsorganismus, der mit einem rekombinan-
ten Vektor nach Anspruch 5 oder einem rekombinan-
ten Virus nach Anspruch 6 oder 7 transformiert ist.

9. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten
retroviralen gag-Polypeptids nach Anspruch 1 oder 2,
das das Zichten eines Wirtsorganismus nach An-
spruch 8 unter geeigneten Bedingungen und die Ge-
winnung des Expressionsprodukts aus dem Medium
umfalit.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei der Wirts-
organismus eine Insektenzelle ist, vorzugsweise eine
Spodoptera frugiperda-Zelle, und wobei das Virus,
mit dem die Insektenzelle transformiert ist, ein rekom-
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binantes Insektenvirus ist, vorzugsweise ein Baculo-
virus.

11. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Wirts-
zelle eine Insektenzelle ist, vorzugsweise eine Dro-
sophila Schneider-Zelle, und wobei der rekombinan-
te Vektor, mit dem die Insektenzelle transformiert ist,
in Insektenzellen stabil replizierbar ist.

12. Impfstoff, der ein rekombinantes Virus nach
Anspruch 6 oder 7 oder ein modifiziertes retrovirales
gag-Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2 beinhaltet,
gegebenenfalls in Kombination mit einem pharma-
zeutisch vertraglichen Trager und/oder Verdin-
nungsmittel.

Es folgen 17 Blatt Zeichnungen
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