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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft die Antigene, die durch Expression der Nucleotidsequenzen oder durch chemi-
sche Synthese beispielsweise unter Verwendung von Synthesegeraten der Marke Applied Biosystems erhal-
ten werden, die in den Varianten der HIV-1 Gruppe (oder Untergruppe) O vorliegen, und insbesondere die
Antigene, die denjenigen entsprechen, die aus Viruspartikeln isolierbar sind. Als Beispiel eines HIV-1 Virus der
Untergruppe O kann man das Isolat HIV-1ay, sowie das Isolat HIV-1 g, nennen.

[0002] Wir weisen darauf hin, dass die in diesem Text verwendete Bezeichnung HIV der ebenfalls verwende-
ten Bezeichnung VIH entspricht.

[0003] Die Erfindung betrifft auch die durch diese Antigene induzierten monclonalen oder polyclonalen Anti-
kérper.

[0004] Die Erfindung betrifft auch clonierte DNA-Sequenzen, die entweder ein Analog der Sequenzen darstel-
len oder zur genomischen RNA des vorstehend genannten Virus komplementar sind. Sie betrifft auch Herstel-
lungsverfahren dieser clonierten DNA-Sequenzen. Die Erfindung betrifft auch die Palypeptide, die Aminosau-
resequenzen enthalten, die von den clonierten DNA-Sequenzen codiert werden.

[0005] Ferner betrifft die Erfindung Verwendungen der vorstehend erwahnten Antigene zum in-vitro-Nach-
weis beim Menschen auf die Méglichkeit bestimmter AIDS-Formen und, was Bestimmte von ihnen anbelangt,
zur Herstellung immunogener Zusammensetzungen und Impfstoffzusammensetzung gegen dieses Retrovirus.
Die Erfindung betrifft ebenso dieselben Verwendungszwecke der vorstehend genannten Antikérper und fir
Bestimmte unter ihnen ihre Verwendung zur Herstellung von Medikamentenwirkstoffen gegen dieses mensch-
liche AIDS.

[0006] Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der clonierten DNA-Sequenzen und der ausgehend von
diesen Sequenzen erhaltenen Polypeptide als Sonden oder Startermolekiile zur Genamplifizierung in diagnos-
tischen Kits.

[0007] Die Erfindung betrifft auch Antigen-Zusammensetzungen, die durch chemische Synthese oder durch
Expression in einem zelluldren rekombinanten Wirt erhalten werden kénnen und die die Diagnose einer Infek-
tion aufgrund eines menschlichen Retrovirus vom Typ HIV unabhéngig vom Subtyp HIV-1 oder HIV-2 ermb&g-
lichen. Derartige Zusammensetzungen umfassen mindestens ein Peptid, ausgewahlt aus den antigenen Pep-
tiden, die den Viren HIV-1, HIV-2, HIV-1 g, und HIV-1 4, gemeinsam sind, oder Varianten dieser antigenen
Peptide, die dhnliche immunogene Merkmale besitzen.

[0008] Die Erfindung zielt auch auf Zusammensetzungen ab, die die spezifische Diagnose einer Infektion
aufgrund eines menschlichen Retrovirus vom Typ HIV-1, genauer gesagt HIV-1 Gruppe M, HIV-2 oder HIV-
1 Gruppe (oder Untergruppe) O erméglichen und mindestens ein fiir das Virus HIV-1 spezifisches, antigenes
Peptid, ein fur das Virus HIV-2 spezifisches, antigenes Peptid, und ein fir das Virus HIV-1 Gruppe (oder Un-
tergruppe) O spezifisches, antigenes Peptid, oder Varianten dieser antigenen Peptide umfassen, die dhnliche
immunogene Merkmale besitzen. Genauer gesagt stammen diese antigenen Peptide vom Hyillprotein der Vi-
ren HIV-1 Gruppe M, HIV-2 und HIV-1 Gruppe (oder Untergruppe) O.

[0009] Die Erfindung beschreibt auRerdem ein Peptid, das einen Nachweis eines anti-HIV-Antikérpers ermdg-
licht, den die Peptide des Standes der Technik nicht immer nachzuweisen erlaubten, insbesondere basierend
auf der Entdeckung eines neuen Stamms HIV-1: HIV DUR. Das Antiserum, das sich gegen ihn richtet, zeigt
nicht immer Reaktivitdt mit den Consensus-HIV-Peptiden wie das, welches heutzutage verwendet wird. Der
Begriff ,Consensus-HIV” bezieht sich auf Bereiche, die zwischen den Isolaten konserviert sind und deren Nach-
weis fur die Entwicklung von Impfstoffen oder diagnostischen Reagenzien wesentlich ist, und deren Mutationen
die Resistenz gegenuber antiviralen Medikamenten verleihen. Der Begriff ,Peptid”, der in dem vorliegenden
Text verwendet wird, definiert sowohl die Oligopeptide als auch Polypeptide.

Stand der Technik
[0010] Zwei Typen des menschlichen Immunschwéachevirus (HIV), die fur die Entwicklung von ALS oder AIDS

verantwortlich sind, wurden isoliert und charakterisiert. Ein erstes Virus, das als LAV-1 oder HIV-1 bezeich-
net wird, wurde isoliert und in der Patentanmeldung GB 8324.800 und in der Anmeldung EP 84401.834 vom
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14.09.1984 beschrieben. Dieses Virus wurde auch von F. Barré-Sinoussi et al. in Science (1983), 220, 868-
871 beschrieben.

[0011] Das HIV-Retrovirus vom Typ 2 gehért zu einer unterschiedlichen Klasse und weist nur eine geringe
immunologische Verwandtschaft mit den HIV-Retroviren vom Typ 1 auf. Die HIV-2-Retroviren wurden in der
europaischen Patentanmeldung Nr. 87.400.151.4, veréffentlicht unter der Nummer 239.425, beschrieben.

[0012] Das Retrovirus HIV-1 ist das gangigste und es tritt in mehreren Regionen der Welt vorherrschend auf.
Was das HIV-2-Retrovirus anbelangt, findet man es am haufigsten in Westafrika, obwohl seine Verbreitung
aulderhalb dieser Region kirzlich von Grez et al., (1994), J. Virol. 68, 2161-2168, dokumentiert wurde.

[0013] Die Gesamtheit der Inmunschwache-Lentiviren der Primaten, die die menschlichen Immunschwache-
Viren vom Typ 1 und Typ 2 umfasst, sowie mehrere Typen der nicht-menschlichen Primatenviren, nimmt an
Grolke und Komplexitat zu. Das gangigste dieser Viren, HIV-1, breitet sich derzeit pandemieartig aus und ist
fur ein wesentliches Problem der Volksgesundheit verantwortlich. Kurz nach der Identifizierung und molekula-
ren Charakterisierung dieses Virus wurde erkannt, dass es sehr variabel ist, und es umfasst derzeit mehrere
Subtypen (Myers, 1994, Louwagie et al., 1993, Louwagie et al., 1992, Myers, G. (1994) HIV-1 subtypes and
phylogenetics trees. In: Human Retrovirus and AIDS 1994; Myers, G., Korber, B., Wain-Hobson, S., Smith, R.
F. und Pavlakis, G. N., Herausg. Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, NM. IlI-2-1I-9.). Diese Unter-
scheidung der Subtypen basiert vor allem auf der Divergenz der Gene gag und env. Es wurden mindestens 6
Subtypen identifiziert, die als A bis F bezeichnet wurden, aber vermutlich werden noch mehrere bei der welt-
weiten Erhebung auftauchen, die zurzeit Gber die Isolate von HIV-1 vorangetrieben wird. Man hat herausge-
funden, dass diese unterschiedlichen Subtypen zueinander aquidistant sind in einem phylogenetischen Profil,
das als sternférmige Phylogenie bezeichnet wird, was nahelegt, dass sich die verschiedenen Subtypen von
HIV-1 ausgehend von einem gemeinsamen Vorfahren synchron entwickelt haben und divergiert sind.

[0014] Kirzlich wurden zwei unterschiedliche Viren dieser HIV-1-Virus-Gruppe isoliert und charakterisiert.
Diese beiden Viren wurden aus Patienten erhalten, die in Kamerun, in Zentralwestafrika leben (Glrtler, et al.
1994, Vanden Heasevelde, et al. 1994). lhre Sequenz, genauer gesagt die Sequenz ihres env-Gens (Hdlle),
zeigt deutlich, dass diese Viren zu einer distinkten Kategorie der Viren gehoren, die HIV-1 &hneln, die als HIV-
1 Gruppe O bezeichnet wird (NKENGASONG et al., 1993).

[0015] Jedoch ist die Diversitat der Isolate innerhalb dieser Gruppe der Viren, die zu HIV-1 gehdren, nicht
bekannt und seine Verbreitung auf3erhalb Afrikas wurde nicht dokumentiert.

[0016] Eine allgemeine Anforderung bei der Entwicklung von serologischen HIV-Tests besteht deshalb darin,
die falsch positiven — oder falsch negativen — Reaktionen zu vermeiden, wobei gleichzeitig die Sensitivitat
bewahrt oder verbessert wird, die die bisherigen Tests zum Nachweis der Seropositivitat ermdéglichen.

[0017] Die Tests, die auf der Verwendung von Consensus-Peptid(en) basieren, die im Wesentlichen vom
.env’-Gen stammen, wurden als fast ideale Lésung betrachtet, bis die Entdeckung der Variante HIV-1-O die
Méoglichkeit von falsch negativen Ergebnissen erahnen liely (Genomic cloning and complete sequence analysis
of a highly divergent African human immuno-deficiency virus isolate. J. Virol. 1994; 68: 1586-96; a new subtype
of human immuno-deficiency virus type 1 (MPV-5180) from Cameroon. J. Virol. 1994; 68: 1581-85).

[0018] Die fehlende Reaktivitdt bestimmter Tests auf das Antigen-Peptid ,env” bei Patienten, die trotzdem
bestimmte klinische Syndrome zeigen, die fur AIDS oder lymphadenopathische Syndrome charakteristisch
sind und die ihnen manchmal vorausgehen, wird bis heute mitunter einer Infektion der Gruppe HIV-1-O zuge-
schrieben (HIV-1/HIV-2 seronegativity in HIV-1 subtype O infected patients, Lancet 1994; 343 1393-94; New
HIV-1 subtype in Switzerland. Lancet 1994; 344: 270-71).

Beschreibung der Erfindung

[0019] Die vorliegende Erfindung hat als Ziel, Diagnoselaboren Mittel zur Verfigung zu stellen, insbesondere
spezifische Peptide, die einen Nachweis der anti-HIV-Antikbrper erméglichen, die bis heute nicht nachgewie-
sen werden kénnen. Die vorliegende Anmeldung beschreibt auch Gemische aus Peptiden, die von HIV-1 DUR
stammen, und aus Peptiden, die anderen HIV entsprechen, so dass potenzielle ,falsch negative” Ergebnisse
vermieden werden.
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[0020] Sie betrifft auBerdem ein Verfahren zum Nachweis und zur Unterscheidung in einer biologischen Probe
zwischen Antikdrpern, die fir ein Retrovirus vom Typ HIV-1-M charakteristisch sind, und Antikérpern, die fur
ein HIV-1-Retrovirus der Gruppe (oder Untergruppe) O charakteristisch sind.

[0021] Die Erfindung rihrt von Beobachtungen her, die bei einer seropositiven Frau gemacht wurden, die sich
in Kamerun aufgehalten hatte und im Verlauf von mehreren Tests zur Erkennung der Infektion mit HIV eine
atypische serologische Reaktivitdt gezeigt hatte, wobei diese Tests durch ,Western-Blot"-Verfahren bestatigt
worden waren.

[0022] Aufgrund dieser atypischen serologischen Reaktivitat, insbesondere des Fehlens der Reaktivitat bei
bestimmten Tests der dritten Generation, die sogar fir den Typ O modifiziert wurden, fanden die Erfinder es
interessant, eine Sequenzierung bestimmter Teile des Genoms dieses Stamms HIV-1-DUR, genauer gesagt
der Gene GAG und ENV durchzufiihren.

[0023] Jedoch blieben die Genamplifizierungen durch PCR mit Hilfe von Startermolekiilen, die von der Gruppe
M stammen, und Startermolekiilen, die aus der Gruppe O bekannt sind, fiir die Teile, die die V3-Schleife von
gp120 codieren, und fur die immundominante Region von gp41 ohne Ergebnis. Nur die GAG-Region war mit
Hilfe von im Stand der Technik bekannten Startermolekilen amplifizierbar (Loussert-Ajaka |, Lancet 1994; 343:
1393). Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung besteht somit in der Bestimmung von Startermolekdilen,
die geeignet sind, dieses Problem zu l6sen. Diese Startermolekile kdnnen nachstehend auch als ,Primer”
bezeichnet werden.

[0024] Man hat Teilsequenzen der Glycoproteine gp41 und gp120 sowie der Kapsidproteine (GAG-Gen) aus-
gehend von Lymphocyten-DNA und Viruskulturen bestimmt, was zeigt, dass dieser Stamm HIV-1 DUR zu
einem Teil der Gruppe HIV-1-O angehért und dass er sich erheblich von Gruppe M unterscheidet, genauer
gesagt bei gp41 und gp120.

[0025] So konnte man, insbesondere hinsichtlich der GAG-Sequenz von HIV-1pyg), das Vorhandensein von
Consensus-Sequenzen in der Gruppe O in mehreren Bereichen nachweisen, die sich von den Consensus-
Sequenzen der Gruppe M in denselben Bereichen unterscheiden.

[0026] Die Clonierung der Sequenzen, die die Fragmente GAG, gp41 und gp120 von HIV-1Ry codieren,
erfolgte in einem Bluescript®-Plasmid, das eine Pstl-Schnittstelle enthalt. Die Amplifizierungsprodukte wurden
entweder nach den klassischen Verfahren unter Verwendung der Universalprimer T3 und T7 cloniert oder
direkt unter Verwendung der Primer der vorhergehenden Amplifizierung sequenziert. Die Sequenzen wurden
dann durch das automatische Sequenziergerat Applied Biosystems 373A (ESGS Montigny le Bretonneux,
Frankreich) bestimmt.

[0027] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung haben die Erfinder das env-Gen eines Isolats der
Gruppe O, HIV-1ay), isoliert und sequenziert, das aus einer franzGsischen Patientin erhalten wurde, die nie-
mals aulerhalb Europas reiste und die 1992 an AIDS starb. Nach seiner Hullsequenz, ist HIV-1y, auf zwei
kamerunische Viren HIV-1y170 und HIV-1yps180 Zurtickzuflhren, die kirzlich charakterisiert wurden. Die phy-
logenetische Analyse der env-Sequenzen offenbart, dass die drei Viren eine distinkte Gruppe auszumachen
scheinen, die hier als HIV-1 Gruppe O bezeichnet wird. Die Isolierung von HIV-1,, dieser Patientin zeigt
auch, dass sich eine bestimmte Verbreitung von HIV-1 der Gruppe O bereits auf3erhalb Afrikas zeigt.

Isolierung des HIV-1yay)-Virus

[0028] HIV-1yayy wurde 1992 aus einer 41 Jahre alten franzGsischen Patientin isoliert, die an AIDS erkrankte.
Diese Patientin zeigte 1986 eine schwere Leukopenie, die mit einem Gebarmutterhalskarzinom assoziiert war.
Gleichwohl zeigte sie fortschreitend Zeichen von opportunistischen Infektionen zusammen mit einer verringer-
ten Anzahl zirkulierender CD4*-T-Zellen, und sie starb 1992 an AIDS. Anti-HIV-1-Antikbrper wurden zuerst
1990 durch ELISA (Elavia, SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, und Test ABBOTT) nachgewiesen.

[0029] Die Patientin ist niemals au3erhalb Europas verreist, hat niemals Medikamente Uliber den intravendsen
Weg erhalten und wurde keiner bekannten Bluttransfusion unterzogen. Es wurde kein Sexualpartner identifi-
ziert, der aus Afrika stammt. Sie hat 1971 ein gesundes Kind geboren, aber ein Sohn, geboren 1980, starb
im Alter von einem Jahr nach einer klinischen Episode, die neonatales AIDS sehr nahelegt. Ihr drittes Kind,
geboren 1983, und ihr Ehemann sind derzeit bei guter Gesundheit und nicht infiziert.
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[0030] Die Isolierung des Virus wurde folgendermalfien durchgefiihrt: die CD8+-Zellen, die in den PBMC (pe-
ripheren Blut-Lymphocyten) der Patientin vorhanden waren, wurden mit Hilfe von Kugelchen entfernt, die mit
IOT8-Antikérpern (Immunotech) beschichtet waren. Die verbleibenden PBMC wurden mit PHA stimuliert, dann
gemeinsam mit PMBC gezlichtet, die arm an CD8 waren, von einem gesunden Spender stammten und mit PHA
stimuliert wurden. Das Viruswachstum in der gemeinsamen Kultur wurde durch Bestimmung der Reversen
Transkriptase (RT)-Aktivitat des Uberstandes und durch einen ELISA-Test von p24 von HIV-1 (Diagnosekit,
vertrieben von DuPont, Nemours) verfolgt. Das aus der gemeinsamen Ausgangskultur erhaltene Virus wurde
mehreren Passagen in PBMC-Kulturen unterzogen, die arm an CD8 waren und mit PHA stimuliert wurden.
Mehrere Versuche wurden durchgeflhrt, um verschiedene transformierte Zelllinien mit HIV-1yay) zu infizieren,
darunter MT4-Zellen (Harada, et al. 1985) und CEM-Zellen (Rey, et al. 1989), sowie die Zelllinie P4-2 der Hela-
CD4-LTR LacZ-Zellen (Clavel und Charneau 1994).

Biologische Charakterisierung von HIV-1ya,

[0031] Zwei Wochen nach der gemeinsamen Kultur der PBMC der Patientin, die arm an CD8 waren und mit
PHA stimuliert wurden, mit &hnlichen Zellen eines gesunden Spenders, wurde die Produktion des Virus in Form
eines RT-Aktivitdtspeaks im Kulturiberstand nachgewiesen. Dieses Virus konnte dann Reihenpassagen auf
normalen PBMC, die arm an CD8 waren und mit PHA stimuliert wurden, unterzogen werden. In Fig. 1 stellt
die Abbildung A die Produktion von HIV-1,y, in Kulturiberstanden von infizierten PBMC-Kulturen dar, die
durch die RT-Bestimmung (gefiillte Kreise) und ELISA zum Nachweis des HIV-1-p24-Antigens (leere Kreise)
kontrolliert werden. Die Konzentration von HIV-1-p24 wird in ng/ml und die RT-Aktivitat in cpm/pl ausgedrickt.
In Abbildung B wurde derselbe Versuch mit einem primaren Standardisolat von HIV-1 eines an AIDS erkrankten
Patienten durchgefuhrt.

[0032] Obwohl das Wachstum von HIV-1,,) mit Hilfe der RT-Bestimmung leicht nachgewiesen wurde, war
der Nachweis des Virus in den Kulturiberstdnden mit Hilfe von ELISA p24 HIV-1 (DuPont) deutlich weniger
sensitiv. Fig. 1 zeigt den Vergleich zwischen den produktiven PMBC-Infektionsprofilen entweder mit HIV-1 4,
oder mit einem primaren Isolat von HIV-1 eines an AIDS erkrankten Patienten, getestet auf RT oder p24. Fir
gleiche Partikelmengen, die durch Bestimmung der RT-Aktivitat in den getesteten Uberstéanden bestimmt wur-
den, wurde etwa 25-mal weniger p24 fur HIV-1y,,, als fur das andere HIV-1-Isolat nachgewiesen. Der Unter-
schied kann darauf beruhen, dass der spezifische monoclonale Antikérper von p24 von HIV-1, der verwendet
wurde, um die ELISA-Plaques zu binden, nur eine schwache Affinitat fr die gag-Produkte von HIV-1 5y, hat.

[0033] Mehrere negative Versuche wurden durchgefihrt, um HIV-1,, in transformierten menschlichen T-
Zelllinien, die gegenuber HIV-1 sensitiv sind, zu vermehren. Insbesondere die gemeinsamen Kulturen der
mit HIV-1ya, infizierten PMBC entweder mit MT4-Zellen oder mit CEM-Zellen fuhrten nicht zur Vermehrung
des Virus. Man hat auch herausgefunden, dass dieses Virus nicht in der Lage ist, HeLa-CD4"-Zellen (P4-2)
(Clavel und Charneau 1994) zu infizieren, die ein durch das tat-Gen induzierbares lacZ-Gen tragen. Ebenso
konnte keine Replikation von HIV-1y,, in aktiven peripheren Blutlymphocyten von mehreren Schimpansen
nachgewiesen werden.

[0034] Die Analyse der HIV-1,y)-HuUllsequenzen, die nachstehend detailliert beschrieben wird, und deren
Vergleich mit denjenigen der beiden kurzlich beschriebenen kamerunischen Isolate zeigt, dass alle drei Viren
zu derselben Gruppe von Viren gehéren, die HIV-1 dhneln. AulRerdem zeigt dieser Vergleich, dass diese drei
Varianten des Virus phylogenetisch etwa den gleichen Abstand zueinander haben. Folglich stellt jede der drei
Varianten des Virus an sich einen distinkten Subtyp ihrer Gruppe dar, die nun als HIV-1 Gruppe O bezeichnet
wird. Diese Gruppe unterscheidet sich von der Gruppe der anderen bisher identifizierten HIV-1-Isolate, die die
Erfinder hier als HIV-1 Gruppe M bezeichnen.

[0035] Das Auftreten dieser neuen Gruppe stellt die Frage nach ihrem Ursprung: Hat sich die Gruppe O aus-
gehend von Viren der Gruppe M (oder umgekehrt) entwickelt oder hat jede Gruppe eine unterschiedliche Ver-
gangenheit? Die Erfinder glauben, dass es in dem Mal3e, in dem die Gruppe M und die Gruppe O gleichzeitig
ein dhnliches Profil der internen Divergenz zeigen, wahrscheinlich ist, dass sie jeweils einer Diversifizierung
verschiedener Vorfahren des Virus in unterschiedlichen menschlichen Populationen entsprechen. Man kann
ausgehend von den derzeit verfigbaren phylogenetischen und virologischen Daten nicht abschatzen, ob der
Vorfahre der einen oder der anderen der beiden Gruppen die Menschen auf natlrliche Weise infizierte oder
durch andere Arten bei den Menschen eingefiihrt wurde. Das einzige Virus, das HIV-1 nahesteht, das bei ei-
nem nicht-menschlichen Primaten vorhanden ist, ist das Isolat SIVCPZGAB (Huet et al. 1990), das aus einem
Schimpansen isoliert wurde, der offensichtlich auf nattirliche Weise infiziert wurde, und das sich deutlich von
Gruppe M und Gruppe O unterscheidet und fiir das kein menschliches Aquivalent gefunden wurde. Es ist wenig
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wahrscheinlich, dass sich die Viren der Gruppe O ausgehend von einem Schimpansen-Virus jingst in dem
Male entwickelt haben, dass es HIV-1,,y, nicht gelang, sich in Schimpansen-Lymphocyten zu entwickeln.

[0036] Warum trat die Epidemie der Gruppe O erst jetzt, 15 bis 20 Jahre spéter, als die Gruppe M auf. Es gibt
drei mogliche Erklarungen: erstens, die Einfihrung des Vorfahren der Viren der Gruppe O in den Menschen
ware kurzlicher erfolgt als diejenige der Gruppe M; zweitens wére es mdglich, dass sich die Gruppe M friher
als die Gruppe O aufgrund der unterschiedlichen sozialen Bedingungen in ihrer Ursprungsregion vermehren
konnte; und drittens die Viren der Gruppe O hétten eine verringerte Ubertragungskapazitat verglichen mit der-
jenigen der Viren der Gruppe M. Man hat vorgeschlagen, dass eine derartige Eigenschaft das Fehlen der signi-
fikanten weltweiten Verbreitung von HIV-2 erklart, bei dem eine schwéchere Virusbelastung bei den infizierten
Patienten mit einer verringerten Ubertragbarkeit verbunden ist (De Cock et al. 1993). In dieser Hinsicht scheint
sich das Pathogenitatsvermdgen dieser Viren nicht von demjenigen von HIV-1 zu unterscheiden, obwohl wir
keine Daten Uber die Virusbelastung bei den mit einem HIV-1 der Gruppe O infizierten Patienten besitzen. Die
Patientin, bei der HIV-1y, isoliert wurde, starb an AIDS, ebenso wie der Patient, von dem das Isolat HIV-
1mpvsiso der Gruppe O erhalten wurde.

[0037] Jedoch ist die naturliche Vorgeschichte der Infektion der HIV-1ay)-Patientin immer noch nicht ganz
klar, aber es gibt mehrere Hinweise, dass diese Patientin vor 1980 infiziert wurde, wie der Tod ihres zweiten
Kindes zu diesem Zeitpunkt nahelegt, welches an einem Syndrom litt, dass AIDS &hnelte.

[0038] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Zusammensetzungen, die entweder erfindungsgemafie Antige-
ne oder ein erfindungsgemales Antigengemisch enthalten, die/das mit urspringlichen Extrakten von einerseits
einem oder mehreren HIV-1 Gruppe O oder anderen Virusvarianten und von andererseits einem oder mehre-
ren HIV-2 und/oder HIV-1 assoziiert sind/ist, wobei diese Zusammensetzungen gegebenenfalls markiert sind.
Man kann alle Arten geeigneter Markierungen verwenden: enzymatische, fluoreszierende, radioaktive etc.

Nucleinsauren

[0039] Die Erfindung betrifft DNAs oder DNA-Fragmente, genauer gesagt clonierte DNAs und DNA-Fragmen-
te, die ausgehend von RNA, cDNA oder von in der PCR oder anderen Verfahren der Genamplifizierung ver-
wendbaren Primern erhalten werden, die von der RNA oder DNA des HIV-1s)-Retrovirus stammen. Die
Anmeldung beschreibt auch DNA-Aquivalente, die insbesondere Sequenzhomologien mit der DNA von HIV-
1vau) Zeigen, insbesondere mit der Sequenz, die die env-Region des Stamms HIV-1y,, codiert, umfassend
die Sequenz, die in Fig. 6 dargestellt ist und als ,vau” bezeichnet wird. Die Homologie mit der HIV-1 Gruppe
M ist mindestens gleich 50%, vorzugsweise 70% und weiter am vorteilhaftesten etwa 90%. Die Anmeldung
offenbart allgemein jede aquivalente DNA (oder RNA), die mit der DNA oder der RNA eines HIV-1-Retrovirus
der Gruppe O hybridisieren kann.

[0040] Die Erfindung betrifft auch die RNA-Sequenzen, die den vorstehend definierten DNA-Sequenzen ent-
sprechen.

[0041] Die Erfindung betrifft auch Zusammensetzungen, die die Peptide oder Polypeptide enthalten, die von
den vorstehend beschriebenen DNAs oder DNA-Fragmenten codiert werden.

[0042] Oligonucleotide, die von der Sequenz VAU abgeleitet sind, insbesondere Oligonucleotide, die mindes-
tens 9 Nucleotide umfassen, kénnen fiir den Nachweis von DNA- oder RNA-Sequenzen der HIV-1-Viren der
Gruppe O in biologischen Proben, Zellkulturen oder Zellextrakten durch das PCR-Verfahren oder alle anderen
Verfahren zur Genamplifizierung verwendet werden. Diese Sequenzen kénnten entweder als Starter zur Gen-
amplifizierung oder als Sonden im Hinblick auf den spezifischen Nachweis von Genamplifizierungsprodukten
verwendet werden. Die Amplifizierungsprodukte oder ihre entsprechende synthetische Sequenz, die durch
chemische Synthese erhalten wird (Applied Biosystems), sind auch als Hybridisierungssonde verwendbar.

[0043] Die Erfindung umfasst auch jedes Fragment von mindestens 100 Nucleotiden, das als Sonde in Hybri-

disierungsreaktionen verwendbar ist und in der Lage ist, eine Reaktion mit einem Teil des Genoms einer HIV-
1vauy-Variante bei Hybridisierungsbedingungen mit hoher Stringenz zu erlauben.
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Clonierung und Sequenzierung des env-HIV-1y,,y-Gens

[0044] Fur die erste Amplifizierung der HIV-1y-DNA durch PCR wurde die Gesamt-DNA aus mit HIV-1ya,
infizierten PBMC extrahiert und ein Abschnitt des pol-Gens (Integrase-Region) wurde mit Hilfe von degene-
rierten Primern amplifiziert:

Primer 4506 ; SAGTGGAT(AT)(TIC)ATAGAAGCAGAAGTS' SEQ ID NO 1;
Primer 5011 : SACTGC{G/MCCTTC(AC/T)CCTTTCCAS, SEQ ID NO 2,

[0045] Das Reaktionsmedium umfasst 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,9), 1,5 mM MgCl,, 0,1 mg/ml Gela-
tine, 0,2 mM dNTP, 1 U Tag-Polymerase (Amersham). Die PCR erfolgte Uiber 43 Temperaturzyklen mit 92°C
fir 10 Sekunden, 50°C flr 1 Minute, 72°C fir 40 Sekunden.

[0046] Das sich ergebende Amplifizierungsprodukt wurde in einen pBluescript-Vektor cloniert, so dass sich
der Clon ph4 ergibt, der bei der CNCM am 20. Oktober 1994 unter der Hinterlegungsnummer [-1486 hinterlegt
wurde, der spater als Sonde verwendet wurde, um eine Lambda-DNA-Genbank mit geringem Molekularge-
wicht zu durchmustern, die mit EcoRI gespalten wurde und von mit HIV-1y,y infizierten Zellen stammte. Kurz
gesagt, wurden die mit HIV-1y5, infizierten PBMC fur 24 Stunden gemeinsam mit neuen PBMC geziichtet,
die mit PHA stimuliert wurden und arm an CD8*-Zellen waren, woraufhin ein cytopathogener Effekt (ECP)
sichtbar war. Die DNA mit geringem Molekulargewicht wurde dann nach dem Verfahren von Hirt (Hirt 1967)
extrahiert und mit dem Enzym EcoRI gespalten. Eine vorausgehende Southern-Blot-Analyse dieser DNA hatte
gut gezeigt, dass das HIV-1,-Genom eine einzige EcoRI-Restriktionsschnittstelle enthielt, die die Clonie-
rung zirkuldrer, nicht-integrierter DNA-Arten ermdglicht, die die Gesamtheit des Virusgenoms reprasentieren.
Das sich ergebende Spaltungsprodukt wurde einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen, und die Popula-
tion der DNA-Fragmente mit einer Grof3e von etwa 8-12 kb wurde gereinigt und mit der mit EcoRI (Strata-
gene) gespaltenen Zap-Lambda-DNA ligiert. Nach der Verpackung, dem Ausplattieren und der Durchmuste-
rung durch Hybridisierung mit der mit *2P markierten ph4-DNA wurde ein Clon, AH34, als positiv identifiziert
und amplifiziert. Die EcoRlI-Insertion wurde gereinigt, mit Ultraschall behandelt und mit ,Shotgun”-Clonierung
in den mit Phosphatase behandelten, mit dem Enzym Smal gespaltenen M13mp18-Vektor cloniert. 150 der
erhaltenen Clone wurden mit einem DNA-Sequenziergerat 373A (Applied Biosystems) sequenziert und die
sich ergebenden Sequenzen wurden mit Hilfe des GCG-Wisconsin-Softwarepakets zur DNA-Analyse zu einer
einzigen Sequenz zusammengefigt.

[0047] Die Analyse dieser Sequenz offenbarte zahlreiche Unsinn-Codons in allen Leserahmen, was ein hy-
permutiertes Genom sehr nahelegt (Vartanian, et al. 1991). Da diese Sequenz unbrauchbar ist, wurde folglich
entschieden, das env-Gen von HIV-1yay, mit Hilfe der Gesamt-DNA der mit HIV-15y, infizierten PMBC durch
PCR und Oligonucleotidprimern zu amplifizieren, die von der Sequenz AH34 stammen:

Primer TH2 5'GCTCTAGATGGGGATCTCCCATGGCAGG3' SEQID NO 3;
Primer UH2 5'GCTCTAGATCAGGGAAGAATCCCTGAGTGTI. SEQID
NO 4;

[0048] Die Amplifizierung durch PCR erfolgte tiber 35 Temperaturzyklen mit 92°C fiir 15 Sekunden, 52°C fir
1 Minute, 60°C fiir 2 Minuten und 72°C fir 2 Minuten. Das sich ergebende Amplifizierungsprodukt mit einer
GréRe von 3,5 kb wurde in den M13mp18-Vektor cloniert und durch sukzessive Reaktionen sequenziert, wobei
zuerst der Universalsequenzierprimer M13 verwendet wurde, dann die Primer, die von den stromaufwartslie-
genden Sequenzen abgeleitet sind. Die Analyse der Nucleotid- und Peptidsequenzen erfolgte mit Hilfe des
GCG-Wisconsin-Softwarepakets zur DNA-Analyse. Das HIV-1,)-env-Gen codiert insgesamt 877 Aminoséau-
ren, einschliellich des Signalpeptids. Die Nucleotidsequenz des HIV-1,5y-env-Gens entspricht der SEQ ID
NO 5 (vgl. Fig. 3).

Verwendung der Nucleinsauren als Sonden
[0049] Die Erfindung betrifft natirlich auch die Verwendung von DNA, cDNA oder deren Fragmente oder der
rekombinanten Plasmide oder anderer aquivalenter Vektoren, die diese Fragmente enthalten, als Sonden zum

Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit des HIV-1ya)-Virus in Serumproben oder anderen biologischen
FlUssigkeiten oder Geweben, die von Patienten, die vermutliche Trager des HIV-1ay)-Virus sind, erhalten
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wurden. Diese Sonden sind gegebenenfalls markiert (radioaktive, enzymatische und Fluoreszenzmarker etc.).
Sonden, die besonders interessant fur die Durchflihrung des Nachweisverfahrens des HIV-1y)-Virus oder
einer HIV-1a)-Variante sind, konnen dadurch gekennzeichnet sein, dass sie die Gesamtheit oder einen Teil
der komplementaren DNA des Genoms des HIV-1y5)-Virus oder auch insbesondere die in den verschiedenen
Clonen enthalten Fragmente umfassen. Sonden, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie einen Teil der cD-
NA von HIV-1,ay) umfassen, der die gesamte oder einen Teil der env-Region enthalt, sind Teil der Erfindung.

[0050] Die Sonden, die in diesem Nachweisverfahren fur das HIV-1,y)-Virus oder in diagnostischen Kits
eingesetzt werden, sind in keiner Weise auf die vorstehend beschriebenen Sonden begrenzt. Sie umfassen
alle Nucleotidsequenzen, die abgeleitet sind vom HIV-1 ya)-Virusgenom, einer HIV-1)-Variante oder einem
durch seine Struktur nahestehenden Virus, da sie ausgehend von biologischen Flissigkeiten von Personen,
die vermutlich an AIDS erkrankt sind, den Nachweis eines HIV-1-Virus der Gruppe O, insbesondere HIV-1ya,
durch Hybridisierung mit der DNA oder der RNA des HIV-1y)-Virus erméglichen.

[0051] Besonders vorteilhaft sind die Sonden, die bei der Hybridisierung mit HIV-1 eine starke Reaktion mit
den HIV, die zur Gruppe O gehéren, und eine schwache Reaktion mit HIV, die zur Gruppe M gehéren, ergeben.

[0052] Der Nachweis kann nach jeder an sich bekannten Art und Weise erfolgen, insbesondere:

durch Inkontaktbringen dieser Sonden entweder mit Nucleinsduren, die aus in biologischen Flissigkeiten (bei-
spielsweise Gehirn-Rickenmarkflissigkeit, Speichel etc.) enthaltenen Zellen gewonnen wurden, oder mit den
Flussigkeiten selbst, nachdem ihre Nucleinsduren fir die Hybridisierung mit Hilfe dieser Sonde verfligbar ge-
macht wurden, und dies bei Bedingungen, die die Hybridisierung zwischen diesen Sonden und diesen Nu-
cleinsauren erlauben,

und durch einen Nachweis der mdglicherweise herbeigefuhrten Hybridisierung.

[0053] Das vorstehend genannte Diagnoseverfahren, das Hybridisierungsreaktionen ins Spiel bringt, kann
auch mit Hilfe von Sondengemischen durchgeflhrt werden, die von HIV-1ay), HIV-1 bzw. HIV-2 stammen,
so dass es infolgedessen nicht notwendig ist, einen Unterschied zwischen den gesuchten HIV-Virus-Typen
zu machen.

[0054] Die Anmeldung beschreibt auch Expressionsvektoren, die die Sequenz enthalten, die die Huill-Proteine
von HIV-1 codiert.

[0055] Die Erfindung umfasst Zusammensetzungen fur den Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit des
HIV-1yau)-Virus in Serumproben oder anderen biologischen Flussigkeiten oder biologischen Geweben, die
von Patienten erhalten wurden, die vermutliche Trager des HIV-15y)-Virus sind. Diese Zusammensetzungen
sind dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens eine Sonde umfassen, die ausgehend von einer Nucleo-
tidsequenz erhalten wird, die vom Genom des HIV-1y,)-Virus stammt oder abgeleitet ist, insbesondere ein
HIV-1au-DNA-Fragment, das die Region oder einen Teil der Region enthalt, die das env-Protein des HIV-
1vauy-Virus oder einer HIV-1 5 -Variante codiert.

[0056] Vorteilhafterweise umfasst die vorstehend beschriebene Zusammensetzung eine Sonde, die ausge-
hend von einer Nucleotidsequenz erhalten wird, die von HIV-1 oder HIV-2 stammt.

[0057] Andere diagnostische Zusammensetzungen umfassen erfindungsgemaiie Primer, die zur Genamplifi-
zierung der Retroviren der Untergruppe O oder Varianten dieser Retroviren verwendbar sind.

Antigene, insbesondere Proteine und Glycoproteine

[0058] Die Erfindung betrifft ein Protein des HIV-1-Retrovirus Gruppe (oder Untergruppe) O, oder ein nattr-
liches oder synthetisches Polypeptid oder Peptid, das mindestens einen Teil des Proteins umfasst, welches
durch Antikorper erkannt werden kann, die ausgehend von Serum isoliert werden kénnen, das nach einer In-
fektion mit einem HIV-1-Stamm Gruppe O VAU erhalten wurde.

[0059] Die Erfindung betrifft ein aueres Hullprotein des HIV-1y5-Retrovirus, das von dem Gen codiert wird,
das die in Fig. 6 dargestellte Sequenz umfasst. GemaR einer bevorzugten erfindungsgemaflen Ausfiihrungs-
form ist dieses Protein aulRerdem dadurch gekennzeichnet, dass es die Aminosauresequenz enthalt, die in
Fig. 3 dargestellt ist und die Aminosaurereste 1 bis 526 umfasst. Die Erfindung betrifft auch alle Polypeptide
oder Varianten, die von dieser Sequenz abgeleitet sind, die ein Epitop besitzen, das von durch das HIV-1yay)-
Virus induzierten Antikérpern erkannt werden kann.
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[0060] Das vorstehend genannte Protein kann in glycosylierter oder nicht-glycosylierter Form erhalten werden.

[0061] Die Erfindung betrifft auch ein transmembranes Hiillprotein, das die Aminosauresequenz, die in Fig. 3
zwischen den Aminosaureresten 527 und 877 dargestellt ist, umfasst. Dieses transmembrane Protein liegt im
Rahmen der Erfindung in glycosylierter oder nicht-glycosylierter Form vor.

[0062] Die Erfindung betrifft auch alle Antigene, insbesondere Proteine, Glycoproteine, Polypeptide oder Pep-
tide, die durch Expression codierender Sequenzen des HIV-1,y-Genoms erhalten werden und die immuno-
logische Eigenschaften besitzen, die denjenigen von HIV-1,., quivalent sind. Die Antigene werden im Rah-
men der vorliegenden Erfindung als aquivalent bezeichnet, wenn sie von denselben Antikdrpern erkannt wer-
den koénnen, insbesondere Antikdrpern, die ausgehend von Serum eines Patienten erhalten werden kénnen,
der durch ein HIV-1yy, infiziert wurde.

[0063] Die Erfindung betrifft insbesondere die chemisch synthetisierten Peptide oder Polypeptide, deren Ami-
nosauresequenz in derjenigen der HIV-1,,,-Hullproteine enthalten ist, die in Fig. 3 dargestellt ist, oder die
aquivalenten Peptide oder Polypeptide.

[0064] Man muss bei den &quivalenten Peptiden, Polypeptiden, Proteinen oder Glycoproteinen auch die Frag-
mente der vorangehenden Antigene einschlieen und die durch chemische oder durch gentechnische Verfah-
ren hergestellten Peptide, wenn sie immunologische Kreuzreaktionen mit den Antigenen auslésen, von denen
sie stammen. Mit anderen Worten betrifft die Erfindung alle Peptide oder Polypeptide, die Epitope besitzen, die
zu den Epitopen der vorstehend beschriebenen Antigene identisch sind oder ahnlich sind, und die von den-
selben Antikdrpern erkannt werden kénnen. Zu dieser letzten Polypeptidart gehéren die Expressionsprodukte
der DNA-Sequenzen, die den DNA-Sequenzen entsprechen, die die vorstehend beschriebenen Polypeptide
oder Antigene codieren.

[0065] Genauer gesagt sind die Antigene, die ausgehend vom HIV-1,,y)-Virus oder durch gentechnische
Verfahren oder klassische chemische Synthese erhalten werden und die das gréfite Interesse im Zusammen-
hang mit der vorliegenden Erfindung darstellen, die Antigene, die die Etablierung einer deutlichen Unterschei-
dung zwischen den erfindungsgemafen HIV-1,.)-Viren und den Viren der Gruppen HIV-1 und HIV-2 ermog-
lichen. In dieser Hinsicht wurden betréachtliche Unterschiede auf der Ebene des Hullproteins des HIV-1au)-
Virus sowie auf der Ebene des immundominanten Epitops des auf3eren Anteils des PM-Proteins beobachtet.
Es scheint, dass die gag- und pol-Proteine mehr Ahnlichkeit mit dem HIV-1-Virus aufweisen als das Hiillprotein.

[0066] Die Erfindung betrifft auch Peptide oder Polypeptide, die mit der immundominanten Region des trans-
membranen Glycoproteins der Hulle von HIV-1y, identisch sind. Diese Region ist in Fig. 3 dargestellt.

[0067] Bevorzugte Polypeptide dieser Region sind beispielsweise diejenigen, die die Sequenz CKNRLIC ent-
halten oder dieser Sequenz entsprechen. Es kann sich auch um Polypeptide oder Peptide handeln, die der
Sequenz RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC entsprechen oder diese Sequenz umfassen.

[0068] Ein anderes bevorzugtes Peptid, das hier nachstehend als ,VAU-Peptid” bezeichnet wird, entspricht
der folgenden Sequenz, RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT, oder umfasst diese Sequenz
oder den Teil dieser Sequenz, der von Antikérpern erkannt werden kann, die gegen das HIV-15,-Retrovirus
gerichtet sind.

[0069] Polypeptidvarianten dieser Sequenz sind beispielsweise die in Fig. 4 dargestellten Polypeptide fir die
Isolate HIV-1 yyps1g0) Und HIV-1an770)- Diese Polypeptide konnen auch von den Vorstehenden durch Insertion
und/oder Deletion und/oder Substitution stammen, beispielsweise konservative Substitution durch Aminosau-
rereste.

Synthese der VAU-Peptide

[0070] Ein VAU-Peptid wurde mit dem klassischen Peptidsynthese-Festphasenverfahren, dem Fmoc-Verfah-
ren, im ,kontinuierlichen Fluss” hergestellt. Das Peptid wurde mit Hilfe eines Milligen 9050 PEP-Synthesege-
rats unter Verwendung des ,Millipore” PEG PAL-Harzes hergestellt, das mit dem ersten C-terminalen Amino-
saurerest substituiert ist. Die Seitenketten der Aminosauren werden durch die folgenden Gruppen geschutzt:
Pro fir Arginin; Trt fir Asparagin, Glutamin und Cystein; Boc fir Lysin; tBu-Ester fir Glutaminsaure; tBu-Ether
fur Serin, Threonin und Tyrosin. Die temporaren Fmoc-Gruppierungen werden durch eine 20%-ige Piperidin-
DMF-Lésung entfernt. Die Kopplungsreaktionen jeder Aminosdure werden mit 6 Aquivalenten DIPCDI und
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HOBT durchgefiihrt. Bestimmte Reste bendtigen eine doppelte Kopplung, insbesondere die Arginine 1 und
23, die Cysteine 19 und 26, Asparagin 11, die Glutamine 10, 12 und 13, Alanin 4, Isoleucin 9, die Leucine
2,3, 14 und 15.

[0071] Nach der Kopplung wird das Herz vakuumgetrocknet. Das Peptid wird mit Hilfe des Reagenz K fiir 4
Stunden bei Raumtemperatur von dem Trager abgespalten. Das Rohpeptid wird prazipitiert und mit Ethylether
gewaschen. Das Produkt wird durch Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) auf einem WATERS LC
PREP 4000-Gerat mit WATERS Delta Pak C18-40 x 100 mm-Patronen, Durchfluss 30 ml/mn, 0,1%-iger Ace-
tonitril/ TFA-Gradient gereinigt.

[0072] Die Fraktionen, die das Peptid enthalten, werden gesammelt, im Rotationsverdampfer konzentriert und
anschlieend lyophilisiert.

Zyklisierung

[0073] Das Peptid (0,025 mM) wird in einer 10 mM Ammaniumacetat-Lésung geldst. Der pH-Wert wird mit
einer 1 M Ammoniaklésung auf 8,5 gebracht. Der pH-Wert wird nach 3 oder 4 Stunden erneut eingestellt. Die
Zyklisierung wird durch HPLC bei 214 nm und 280 nm, WATERS Delta Pak C18 5 p-Saule, 0,1%-iger Aceto-
nitril/ TFA-Gradient verfolgt. Die Zyklisierung ist nach 15 Stunden abgeschlossen. Der pH-Wert wird mit Hilfe
von 97-100%-iger Essigsaure auf 6 gebracht, die Lé6sung wird lyophilisiert, dann bei denselben Bedingungen
wie beim Rohpeptid gereinigt.

[0074] Das Peptid wird durch HPLC und durch Massenspektroskopie nach dem Elektrosprayverfahren (FISON
VG Trio 2000-Spektrophotometer) iberwacht.

Fmoc: Fluoroenyl-9-methyloxycarbonyl

Pro: Pentanmethyl-8-chromansulfonyl-6

Trt: Tritryl

Boc: Tertbutyloxycarbonyl

tBU: tert Butyl

DMF: Dimethylformamid

DIPCDI: Diisopropylcarbodiimid

HOBT: Hydroxy-1-benzotriazol

TFA: Trifluoressigsaure

Reagenz K: Phenol/Wasser/Thioanisol/Ethandithiol/ TFA;
2,5 ml/2,5 ml/2,5 mi/1,5 mi/41 ml

[0075] Vergleich der Aminosauresequenzen der HIV-1y-Hulle mit der entsprechenden Sequenz von ande-
ren HIV-Viren.

[0076] Die Western-Blot-Analyse von einer Reihe von Serienproben, die von einer mit HIV-1,, infizierten
Patientin stammen, ist in Fig. 2 dargestellt. Nitrozellulosestreifer, die die durch Elektrophorese aufgetrennten
und von gereinigten HIV-Partikeln stammenden Proteine tragen (LAV BLOT, SANOFI DIAGNOSTICS PAS-
TEUR), wurden mit Serumproben inkubiert und ihre Reaktivitdt wurde nach den vom Hersteller empfohlenen
Vorschriften bewertet. Die erhaltenen Ergebnisse sind die Folgenden:

Streifen 1: spezifische VIH-2-Proteine, die man mit einer im Februar 1992 erhaltenen Serumprobe der HIV-
1vau)-Patientin reagieren lief3.

Streifen 2-7: HIV-1-positive Seren; Seren der HIV-1,,5y-Patientin: 2: erhalten im November 1990; 3: im De-
zember 1990; 4: im Februar 1991; 5: im Februar 1992; 6: Negativkontrolle; 7: Positivkontrolle (Serum eines
mit HIV-1 infizierten Individuums). Die Namen und die GréRe der Proteine (in kD) sind am Rand angegeben.

[0077] Fig. 3 zeigt einen Sequenzvergleich der Aminosauresequenz des HIV-1ay)-Hullproteins mit der ent-
sprechenden Sequenz des Referenzisolats HIV-1-LAl (Wain-Hobson, et al. 1985). Die Signalpeptide, die V3-
Schleife und das immundomminante gp41-Epitop sind durch schraffierte Rechtecke hervorgehoben. Die Spal-
tungsstelle zwischen dem externen Glycoprotein der Hulle gp120 und dem transmembranen gp41 ist durch
Pfeile angegeben. Die vertikalen Linien zwischen dem Buchstabencodes der Aminosauren geben eine voll-
standige Identitat an, die Doppelpunkte (:) geben eine starke Homologie an und die Punkte (.) geben eine
begrenzte Homologie zwischen den einzelnen Aminosauren an. Der Vergleich wurde unter Verwendung des
GAP-Programms des GCG-Wisconsin-Softwarepakets durchgefuhrt.

10/53



DE 695 35601 T3 2012.04.05

[0078] Die Orginalversion (1.0) der GAP- und BESTFIT-Programme wurde von Paul Haeberli ausgehend von
einer detaillierten Studie der Verdffentlichungen von Needleman und Vunsch (J. Mol. Biol. 48, 443-453 (1970)
) sowie Smith und Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)) geschrieben. Die limitierten Vergleiche
wurden von Paul Haeberli entwickelt und dem Softwarepaket hinzugefiigt, um die Version 3.0 zu erstellen.
Sie wurden dann in einem einzigen Programm von Philip Marquess zusammengefasst, um die Version 4.0
zu erstellen. Die Strafwerte (Penalities) beim Fehlen des Abstands in dem Vergleich der Proteine wurden
modifiziert, so wie von Rechid, Vingron und Argos (CABIOS 5; 107-113 (1989)) vorgeschlagen.

[0079] Der Vergleich in Fig. 3 zeigt zahlreiche Bereiche mit starker Divergenz mit einigen vereinzelten kon-
servierten Doménen. Diese konservierten Regionen entsprechen gréfitenteils zwei Doméanen, die ebenfalls
in den klassischen HIV-1-Isolaten konserviert sind (Alizon, et al. 1986, Benn, et al. 1985). Unter den divergie-
renden Doméanen ist die V3-Schleife, die auch als Neutralisationshauptdeterminante (Javaherian, et al. 1990,
Javaherian, et al. 1989, Matsushita, et al. 1988) bezeichnet wird, deutlich eine der am meisten divergiergen-
den, obwohl die beiden Cysteine, die die Schleife definieren, konserviert sind. Die Sequenz an der Spitze der
Schleife, GPGRAF bei HIV-1-LAl, ist bei HIV-1,,y) GPMAWY. Dieses Motiv der Spitze ist mit demjenigen des
kamerunischen Isolats HIV-1a\r70) der Gruppe O identisch (Van den Heasevelde, et al. 1994), unterscheidet
sich aber von demjenigen des anderen Isolats HIV-1yps1g0) der Gruppe O (Gurtler, et al. 1994), fur welches
das Motiv GPMRWR iist.

[0080] In der ganzen Hille wurden insgesamt 29 potenzielle N-Glycosylierungsstellen identifiziert, von denen
13 im Vergleich zu anderen HIV-1-Hillproteinen konserviert sind. Man hat insgesamt auch 19 konservierte
Cysteine gefunden, was zeigt, das die globale Faltungsarchitektur des Proteins konserviert ist, aber man hat
5 nicht-konservierte Cysteine gefunden.

[0081] Fig. 4 zeigt den Mehrfachvergleich der immundominanten Peptide im extrazelluldren Abschnitt des
transmembranen Hiill-Glycoproteins verschiedener HIV-1-Isolate. Alle Sequenzen werden mit der HIV-1-LAI-
Referenzsequenz verglichen. Bindestriche zeigen eine Identitdt mit HIV-1-LAI an. Der Vergleich erfolgte mit
Hilfe des PILEUP-Programms des GCG-Wisconsin-Softwarepakets.

[0082] Im PILEUP-Programm wird die Ahnlichkeitstrategie, die durch das Dendrogramm dargestellt ist, als
UPGMA bezeichnet, was auf Englisch ,Unweighted pair-group method using arithmetic averages” bedeutet
(Smith, P. H. A Sokal, R. R. (1973) in Numerical Taxonomy (S. 230-234), W. H. Freeman and Company, San
Francisco, Kalifornien, USA). Jeder paarweise Vergleich von PILEUP nutzt das Verfahren von Needleman und
Wunsch (Journal of Molecular Biology 48; 443453 (1970)).

[0083] Wie Fig. 4 zeigt, unterscheidet sich die Aminosauresequenz des immundominanten Epitops des exter-
nen Teils des TM-Proteins (Gnann, et al. 1987) deutlich von derjenigen der anderen HIV-1- und HIV-2-Isolate.
Dennoch hat sie die meisten Aminosauren beibehalten, von denen sich herausstellte, dass sie zwischen den
HIV-1- und HIV-2-Viren konserviert sind.

[0084] Man fand heraus, das bestimmte besondere Aminosauren ausschlie3lich unter den Viren der Gruppe O
konserviert waren: Dies ist der Fall beim Lysin in Position 21 in einem Peptid mit 26 Aminosauren, beim Threo-
nin an Position 7 und beim Asparagin an Position 11. Diese Unterschiede kdnnten das Fehlen des Nachweises
der klassischen HIV-1-Hullantigene durch eines der Seren der HIV-1,,,)-Patientin und auch wahrscheinlich
von denjenigen Patienten, die von anderen Viren der Gruppe O infiziert wurden, erklaren. Im Grof3en und
Ganzen zeigte der Vergleich zwischen den HTV-1-LAl- und HIV-1ay)-Hullsequenzen eine 50%-ige Identitét.
Die HIV-1yay-Hullsequenz wurde auch mit derjenigen von anderen HIV-Vertretern verglichen, deren beide
Mitglieder der Gruppe O von HIV-1 beschrieben und sequenziert wurden: HIV-1,y77¢ und HIV-1yyps51g0 Und
SIV. Die Ergebnisse dieser Analyse, die in Tabelle 1 dargestellt sind, beweisen, dass HIV-1ya, zur Gruppe O
gehort. Die HIV-1yay-Hulle ist zu 70% mit der HIV-1,yr7o-Hille und zu 71% mit der HIV-1ypy5450-Hulle iden-
tisch. Unter den gangigsten HIV-1-Subtypen ist die Identitat auf der Ebene der Hiille vergleichbar, die zwischen
74% und 80% liegt.
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[0085] Das Verhaltnis zwischen HIV-1,y), anderen Mitgliedern der Phylogenie von HIV-1,, und den beiden
kirzlich beschriebenen Viren der Gruppe O wurde mit Hilfe der Nucleotidsequenz der transmembranen env-
Region durch Konstruktion eines phylogenetischen Parsimony-Baums ohne Gewichtung beschrieben. Das Er-
gebnis dieser Analyse ist in Fig. 5 dargestellt, wobei die Zahlen die Anzahl der Nucleotidaustausche angeben.
Fig. 5 zeigt, dass HIV-1yay) ungeféhr den gleichen Abstand zu den beiden anderen Viren der Gruppe O hat und
dass diese drei Viren im Allgemeinen etwa gleichen Abstand zueinander haben. Tatsachlich betragt die Anzahl
der Nucleotidaustausche zwischen HIV-1ypys1g90 Und HIV-1(yy) 218 im analysierten Abschnitt des Genoms,
wahrend die Entfernung zwischen HIV-1ypy5150 Und HIV-1,577¢ 183 betrégt und 213 zwischen HIV-1 5770 und
HIV-1yay)- Dieses Divergenzprofil ahnelt sehr demjenigen, das man bei allen anderen HIV-1-Subtypen findet,
bei denen die Anzahl der einzigartigen Nucleotidaustausche, die man zwischen zwei verschiedenen Subtypen
findet, zwischen 157 (Subtyp E bis Subtyp F) und 219 (Subtyp A bis Subtyp D) liegt.
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[0086] Tabelle 1 zeigt den Vergleich der Hillsequenzen verschiedener Viren, die HIV-1 dhneln. Die Zahlen
geben die prozentuale Aminosaureidentitat zwischen den Hiillsequenzen an, wie sie mit Hilfe des GAP-Wis-
consin-Softwarepakets berechnet wurde. *: flr HIV-1 5170 Wurde nur das externe Hullprotein im Vergleich ver-
wendet.

Zusammensetzungen, die HIV-1,,y-Antigene umfassen

[0087] Im Allgemeinen betrifft die Erfindung jede Zusammensetzung, die zum in-vitro-Nachweis der Anwesen-
heit in einer biologischen Flussigkeit verwendbar ist, insbesondere von Personen, die mit HIV-1y 5, in Kontakt
gebracht wurden, oder Antikorper gegen mindestens eines der HIV-14-Antigene. Diese Zusammensetzung
kann bei der selektiven Diagnose der Infektion durch HIV-1 der Gruppe O anwendbar sein, wobei Diagnose-
verfahren eingesetzt werden, wie in den Patentanmeldungen EP 84401.834 und EP 87400.151.4 beschrieben.
im Zusammenhang der vorliegenden Erfindung werden alle Bestandteile verwendet, die antigene Determinan-
ten enthalten, die von gegen HIV-1ay, produzierten Antikrpern erkannt werden kénnen, beispielsweise An-
tigene oder rekombinante Peptide oder chemisch synthetisierte Peptide, die ausgehend von der HIV-1 -
Huillsequenz bestimmt werden. In dieser Hinsicht betrifft die Erfindung insbesondere Zusammensetzungen, die
ein oder mehrere Hullproteine des HIV-1y,)-Virus enthalten. Als Beispiele fir Zusammensetzungen sind die-
jenigen zu erwahnen, die Proteine, Glycoproteine oder Peptide des Hullproteins enthalten, die der gesamten
Region 590-620 des gp41-Proteins von HIV-1 ) oder spezifischen Teilen dieser Regionen von HIV-1yy,
entsprechen, wie die Peptide -TFIQN- oder -WGCKNR-.

[0088] Die Erfindung betrifft auch Zusammensetzungen, die assoziiert sind mit rekombinanten oder synthe-
tischen HIV-1 y5y)-Proteinen und/oder -Glycoproteinen und/oder -Peptiden, mit Proteinen und/oder Glycopro-
teinen und/oder Peptiden von HIV-1 und/oder HIV-2 und/oder eines anderen HIV-1 Gruppe O, die durch Ex-
traktion oder in Lysaten oder durch Rekombination oder durch chemische Synthese erhalten werden, und/
oder Peptiden, die von diesen Proteinen oder Glycoproteinen stammen und von Antikérpern erkannt werden
kénnen, die durch das HIV-1 und oder HIV-2 und/oder HIV-1-Virus Gruppe O induziert werden.

[0089] Die diagnostischen Zusammensetzungen, die antigene Determinanten enthalten, die von Antikérpern
erkannt werden konnen, die gegen HIV-1,, gerichtet sind, insbesondere die Peptidzusammensetzungen,
kénnen in die bereits zur Verfligung stehenden Zusammensetzungen oder Kits zum Nachweis der Infektion
durch HIV-1- und/oder HIV-2-Retroviren eingeschlossen oder damit assoziiert werden, so dass das Spektrum
des Nachweises der Kits auf den Nachweis von HIV-1-Retroviren der Gruppe O ausgeweitet wird.

[0090] Als nicht-begrenzende Beispiele:
— entweder Kern(Core)-Proteine, insbesondere die HIV-1- und HIV-2-Proteine gag, pol, oder Peptide von
diesen, und HIV-1,,,y-Hullproteine oder Hullpeptide,
— oder HIV-1-Hullglycoproteine, HIV-2-Hullglycoproteine und HIV-1ay)-Hullglycoproteine,
— oder Gemische aus HIV-1-Proteinen und/oder Glycoproteinen und/oder aus HIV-2-Proteinen und/oder
Glycoproteinen und aus HIV-1y,,y-Hullproteinen und/oder Hullglycoproteinen.

[0091] Es ist wichtig anzumerken, dass, obwohl die Antikérper der mit HIV-1 Gruppe O infizierten Patienten
stark mit gag- und pol-Antigenen des HIV-1-Virus Gruppe M reagieren, ihre Reaktivitdt mit den Antigenen
der Hulle des Virus von Gruppe M praktisch null ist. Es ist daher wichtig, dass die Zusammensetzung der
vorliegenden Erfindung mindestens ein HIV-1,)-Hullprotein oder Hullpeptid umfasst, so dass dieses Virus
mit Sicherheit nachgewiesen werden kann.

[0092] Derartige Zusammensetzungen, die in der Diagnose verwendet werden, unterstitzen folglich die Dia-
gnostik von AIDS oder damit assoziierten Symptomen, die sich Uber ein gréReres Spektrum der verantwortli-
chen atiologischen Agenzien erstrecken. Es versteht sich von selbst, dass die Verwendung der diagnostischen
Zusammensetzungen, die nur HIV-1)-Hullproteine und/oder Glycoproteine enthalten, nicht weniger nitz-
lich fur den selektiveren Nachweis der Retroviruskategorie sind, die fur die Krankheit verantwortlich gehalten
werden kann.

Verfahren und Kits zur Diagnose von Infektionen, die insbesondere vom HIV-1,)-Virus verursacht werden
[0093] Die vorliegende Erfindung betrifft ein in-vitro-Diagnoseverfahren der Infektion durch HIV, dem é&tiolo-
gischen Agens von AIDS, und den damit assoziierten Syndromen, umfassend das Inkontaktbringen eines

Serums oder eines anderen biologischen Mediums, das von einem Patienten oder Probanden stammt, der Ge-
genstand der Diagnose ist, mit einer Zusammensetzung, die mindestens ein HIV-1,,,-Protein, -Glycoprotein
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oder -Peptid gemal den Anspriichen enthalt, und den Nachweis einer etwaigen immunologischen Reaktion.
Beispiele derartiger Zusammensetzungen wurden weiter oben beschrieben.

[0094] Bevorzugte Verfahren setzen beispielsweise immunenzymatische Reaktionen vom Typ ELISA oder
Immunfluoreszenz ein. Die Nachweise kénnen durch direkte oder indirekte Immunfluoreszenz oder durch di-
rekte oder indirekte immunenzymatische Tests erfolgen.

[0095] Derartige Nachweise umfassen beispielsweise:
— das Einbringen vorbestimmter Mengen des Extrakts oder der zu betrachtenden antigenen Zusammen-
setzungen gemal der vorliegenden Erfindung in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte;
— die Einfuhrung eines verdinnten oder unverdiinnten Serums in jede Vertiefung, das die Antikdrper ent-
halten kann, deren Vorliegen in vitro nachgewiesen werden soll;
— die Inkubation der Mikrotiterplatte;
— das sorgféltige Waschen der Mikrotiterplatte mit einem geeigneten Puffer;
— die Einfihrung von markierten Antikdrpern, die spezifisch gegen menschliche Immunglobuline gerichtet
sind, wobei die Markierung mit einem Enzym durchgefuhrt wird, das aus denjenigen ausgewahlt wird, die ein
Substrat hydrolysieren kénnen, so dass dieses Letztere dann eine Modifizierung seiner Strahlenabsorption
mindestens in einem bestimmten Wellenldngenbereich erfahrt, und
—den Nachweis, vorzugsweise im Vergleich zu einer Kontrolle, des Ausmasses der Hydrolyse des Substrats
als Mal des potenziellen Risikos oder des effektiven Vorliegens der Infektion.

[0096] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Bestecke oder Kits zur Diagnose der Infektion durch das HIV-
1vau)-Virus, die insbesondere umfassen:
— ein Extrakt, eine starker gereinigte Fraktion oder ein synthetisches Antigen, das von den vorstehend
angegebenen Virustypen stammt, wobei dieser Extrakt, diese Fraktion oder dieses Antigen markiert ist,
beispielsweise radioaktiv, enzymatisch, mittels Fluoreszenz oder anders,
— gegen menschliche Immunglobuline gerichtete Antikérper oder ein Protein A (vorteilhafterweise an einen
in Wasser unléslichen Trager gebunden, wie beispielsweise Agarosekiigelchen oder Mikrotiterplattenver-
tiefungen etc.),
— moglicherweise eine Probe biologischer Flissigkeit oder Zellen, die aus einem Probanden als Negativ-
kontrolle erhalten wurden,;
— Puffer und gegebenenfalls Substrate zur Sichtbarmachung der Markierung.

[0097] Die Erfindung betrifft auch immunogene Zusammensetzungen, die in der Lage sind, die Bildung von
Antikérpern zu induzieren, die Antigene erkennen, die durch chemische Synthese oder durch Rekombination
erhalten werden kénnen.

Serologie

[0098] Die Kapazitat der Serumantikorper der mit HIV-1,y,0y, infizierten Patientin, mit den antigenen HIV-1-
Zubereitungen zu reagieren, wurde mit Hilfe von verschiedenen im Handel erhéltlichen Kits bewertet:
SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, (GENELAVIA MIXT) ABBOTT, WELLCOME und BEHRING. Die Reakti-
vitat dieser Antikorper mit verschiedenen HIV-1-Proteinen wurde mit Hilfe des Western-Blot-Kits von SANOFI
DIAGNOSTICS PASTEUR unter Befolgung der durch den Hersteller empfohlenen Vorschriften untersucht.

[0099] Genauer gesagt wurde das Serum der Patientin mehrmals mit Hilfe von ELISA-Kits, die fir HIV-1
spezifisch sind, untersucht. Es wurde zuerst 1990 getestet und es stellte sich als positiv heraus, wobei es mit
dem SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR-Kit einen Wert von 7,33 (diese Zahl entspricht dem Verhaltnis der
gemessenen OD zu der OD des Hintergrunds), mit dem ABBOTT-Kit 3,50 und mit dem WELLCOME-Kit 2,
70 erreichte. Bei der gleichzeitigen Verwendung spezifischer Reagenzien fur HIV-1 und HIV-2, erreichte das
Serum einen Wert von 1,42 mit dem Behring-Kit und 4,40 mit dem WELLCOME-Kit.

[0100] Die Kapazitat des Serums der Patientin, zu verschiedenen Zeitpunkten mit verschiedenen HIV-1-Struk-
turproteinen zu reagieren, wurde mit Hilfe des Immunoprinting-HIV-1-LAV-BLOT-Tests untersucht, ein von SA-
NOFI DIAGNOSTICS PASTEUR vertriebener Test. Wie Fig. 5 zeigt, stellte man mit allen getesteten Serum-
proben nur eine sehr schwache Reaktivitat des Serums mit den HIV-1-env-Proteinen gp160 und gp120 fest.
Das Serum hat jedoch stark mit den gag-Proteinen von HIV-1 p55 (Vorlaufer von gag) und p24 (CA) sowie
mit den Produkten pol p66 (RT) und p34 (IN) reagiert. Beim HIV-2-Immunoprinting-Verfahren, wurde nur eine
sehr schwache Reaktivitat mit p26 gag nachgewiesen.
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[0101] Dies zeigt, dass der Nachweis von Antikérpern, die fiir Gruppe O spezifisch sind, mit im Handel erhalt-
lichen Serumdiagnose-Kits sorgfaltig kontrolliert werden muss. Obwohl Serumantikérper von mit den Viren der
Gruppe O infizierten Patienten starke Kreuzreaktionen mit den gag- und pol-Antigenen der Gruppe M zeigen,
zeigen sie wenig oder keine Reaktionen mit den Hullantigenen der Gruppe M. Man kann folglich annehmen,
dass ein signifikanter Anteil dieser Patienten bei der Verwendung bestimmter Kits, die auf antigenen Reagen-
zien der Hiille der Gruppe M beruhen, nicht entdeckt werden kénnte. Tatsachlich fand man in einer kirzlichen
Vorstudie von mehreren mit der Gruppe O infizierten Patienten, dass die Kapazitat, fur die Gruppe O spezifi-
sche Antikérper nachzuweisen, sich sehr nach dem verwendeten Nachweis-Kit unterschied (Loussert-Ajaka,
l., Ly, T. D., Chaix, M. L., Ingrand, D., Saragosti, S., Courroucé, A. M., Brun-Vézinet, F. und Simon, F. (1994).
HIV-1/HIV-2 seronegativity in HIV-1 subtype O infected patients. Lancet. 343, 1393-1394.). Dies impliziert,
dass eine sorgféltige und strenge Studie der Reaktivitat einer groRen Anzahl Seren der Gruppe O mit allen auf
dem Markt zur Verfiigung stehenden Diagnose-Kits notwendig ist.

[0102] Zusammensetzungen, die polyclonale oder monoclonale Antikérper umfassen, die ausgehend von re-
kombinanten oder synthetischen Antigenen des HIV-1,y)-Virus hergestellt werden.

[0103] Die Erfindung betrifft ein Serum, das in einem Tier hergestellt werden kann durch dessen Inokulation
mit HIV-1ay), insbesondere den antigenen Epitopen von HIV-1,,y, und genauer gesagt den antigenen Epi-
topen des Hullproteins des HIV-1yay)-Virus. Die Erfindung betrifft weiterhin die polyclonalen Antikorper, die
spezifischer gegen jedes der Antigene gerichtet sind, insbesondere Proteine oder Glycoproteine gemaf den
Ansprichen. Sie betrifft auch monoclonale Antikérper, die durch verschiedene Verfahren hergestellt werden,
wobei diese monoclonalen Antikorper jeweils spezifischer gegen die Hullproteine von HIV-1 4, gerichtet sind.

[0104] Diese polyclonalen oder monoclonalen Antikdrper sind in verschiedenen Anwendungen einsetzbar.
Im Wesentlichen ist ihre Verwendung zur Neutralisierung der entsprechenden Proteine zu erwédhnen, sogar
um die Infektiositat des ganzen Virus zu hemmen. Sie kdnnen auch beispielsweise verwendet werden, um
die viralen Antigene in den biologischen Zubereitungen nachzuweisen oder um Verfahren zur Reinigung der
entsprechenden Proteine und/oder Glycoproteine durchzufiihren, beispielsweise bei der Verwendung in Affi-
nitdtschromatographie-Saulen.

[0105] Als Beispiel sind anti-Hull-Antikbrper verwendbare Reagenzien bei der Diagnose, insbesondere flir den
Nachweis von Partikeln von HIV-1-Gruppe O durch ELISA zum Einfangen des Antigens.

[0106] Die Erfindung betrifft Antikorper, die gegen ein oder mehrere Antigene des HIV-1y,)-Virus gerichtet
sind, die ausgehend von Aminosauresequenzen von HIV-1,y gemal den Ansprichen produziert werden.
Verfahren zum Erhalten der Antikérper ausgehend von antigenen Epitopen, die den antigenen Epitopen des
HIV-1yau)-Virus der vorliegenden Erfindung ahneln, wurden vorstehend beschrieben.

[0107] Das in der Veroffentlichung von ULMER et al., 1993, beschriebene Antikérper-Herstellungsverfahren
kann vom Fachmann zur Herstellung der Antikérper der vorliegenden Erfindung verwendet werden, wobei die
Modifizierungen, die die Anpassung dieses Verfahrens an die Antigene der vorliegenden Erfindung ermdgli-
chen, zum Fachwissen des Fachmanns gehéren.

Studie zur Immunreaktivitat des vau-Peptids

[0108] Die Immunreaktivitat des vau-Peptids wurde, nachdem experimentelle ELISA-Plaques hergestellt wur-
den, nach einer etablierten Vorschrift fiir einen Durchmusterungstest fir anti-HIV-Antikdrper Uberprift. Dieser
Test beruht auf dem Nachweis einer Festphase, die mit dem Peptid hergestellt wurde, das das immundomi-
nante Epitop des Hull-Glycoproteins des HIV-1a)-Virus Gruppe (oder Untergruppe) O, Isolat VAU, nachahmt.
Die Durchfiihrung des Tests erfolgte nach der Vorschrift, die fir den GENELAVIA® MIXT-Kit vorgeschlagen
wurde, mit den Reagenzien dieses Kits.

[0109] Die Versuchsdaten, die in den beiden Tabellen der Fig. 21 und Fig. 22 zusammengefasst wurden,
zeigen, dass
a) die vier Seren, die mit dem HIV-1-Virus Gruppe (oder Untergruppe) O infizierten Patienten entnommen
wurden, gegenlber dem vau-Peptid sehr reaktiv sind;
b) von den 19 Seren, die vom Pasteur-Institut von Yacoundé Gberlassen wurden, die zehn Seren, die den
mit dem HIV-1-Virus (Gruppe oder Untergruppe) O infizierten Patienten enthommen werden konnten, ge-
genuber demselben Peptid ebenfalls sehr reaktiv sind;
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c) die Seren (4 Proben), die mit dem HIV-1-Virus Subtyp B (in der Hochphase) infizierten Probanden ent-
nommen wurden, dem vau-Peptid gegenlber nicht reaktiv sind;

d) die Seren, die asymptomatischen Blutspendern (48 getestete Proben) entnommen wurden, dem vau-
Peptid gegentber nicht reaktiv sind; Diese Versuchsdaten bescheinigen, auch wenn sie begrenzt sind (in
Anbetracht der wenigen positiven HIV-1 Gruppe (oder Subgruppe) O Antikdrperproben), die Sensibilitat
und Spezifitdt des ausgewahlten Peptids.

[0110] Aus dem Vorstehenden ergibt sich, dass die Anmeldung auch den Nachweis des HIV-1a)-Virus oder
einer Variante dank des Einsatzes der vorstehend beschriebenen Antikorper in einem Verfahren offenbart, das
sich verschiedener Schritte bedient, wobei diese Schritte spezifisch geplant werden, damit die charakteristi-
schen Eigenschaften des HIV-1)-Virus zu Tage treten.

[0111] Die Erfindung betrifft auch den Nachweis des HIV-1y)-Virus durch molekulare Hybridisierung.

[0112] Im Allgemeinen umfasst dieses Nachweisverfahren des HIV-1,.)-Virus oder einer Variante in Ser-
umproben oder anderen biologischen Flissigkeiten oder Geweben, die aus Patienten erhalten werden, die
vermutliche Trager des HIV-15y)-Virus sind, die folgenden Schritte.
— die Herstellung von mindestens einer Sonde, die gegebenenfalls markiert ist;
— mindestens einen Hybridisierungsschritt, der unter Bedingungen durchgefiihrt wird, die die Hybridisierung
erlauben, durch Inkontaktbringen der Nucleinsaure der Probe des im Verdacht stehenden Patienten mit der
markierten Sonde und gegebenenfalls die Immobilisierung des gebildeten Komplexes auf einem geeigneten
festen Trager,
— gegebenenfalls Waschen des festen Tragers mit einer geeigneten Waschldsung,
— den Nachweis des Komplexes und somit die Anwesenheit oder Abwesenheit des HIV-15y)-Virus durch
ein geeignetes, dem Fachmann bekanntes Nachweisverfahren.

[0113] In einer anderen bevorzugten Ausflihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens, wird die vorste-
hend erwahnte Hybridisierung unter nicht-stringenten Bedingungen durchgefihrt und das Waschen des Tra-
gers (Membran) erfolgt unter Bedingungen, die an diejenigen der Hybridisierung angepasst sind.

[0114] Unter Verwendung einer Serologie oder eines genetischen Amplifizierungsverfahrens wie der spezifi-
schen Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde das Ausmass der Epidemie von HIV-1 der Gruppe O genau
bewertet. Man hat herausgefunden, dass 5 bis 10% der mit einem HIV-1 infizierten Patienten aus Kamerun in
Wirklichkeit mit Viren der Gruppe O infiziert sind. Allerdings wurde, abgesehen von dem hier beschriebenen
Virusisolat, die Verbreitung der Viren der Gruppe O aul3erhalb von Zentralwestafrika nicht dokumentiert. Die
Patientin, bei der HIV-1yay, isoliert wurde, hat immer in Frankreich gelebt und ist niemals nach Afrika gereist.
Bisher haben wir keinen genauen Beweis, was den Ursprung ihrer Infektion anbelangt, aber dieser Fall zeigt,
dass eine bestimmte Verbreitung der Viren der Gruppe O in Europa bereits stattgefunden hat.

[0115] Die biologische Probe kann insbesondere aus Blut, Plasma, Serum oder allen anderen biologischen
Extrakten bestehen. Die vorstehend beschriebenen Zusammensetzungen sind fur den Nachweis von Antikor-
pern in einer der vorstehend genannten biologischen Proben verwendbar.

[0116] Die Anmeldung offenbart auch ein Verfahren zur in-vitro-Diagnose einer Infektion, die spezifisch auf
ein Retrovirus des HIV-Typs zuriickzufiihren Ist, gekennzeichnet durch die Schritte:
— des Inkontaktbringens einer biologischen Probe, die vermutlich Antikérper enthalt, die infolge einer Infek-
tion durch ein HIV-Retrovirus Gruppe (oder Untergruppe) O produziert wurden, mit einem wie vorstehend
definierten Peptid oder mit einer Peptidzusammensetzung, wie vorstehend definiert, bei geeigneten Bedin-
gungen, die die Bildung eines Immunkomplexes vorn Typ Antigen/Antikdrper zulassen,
— des Nachweises des moglichen Vorliegens des Komplexes.

[0117] Zudem wird eine immunogene Zusammensetzung beschrieben, die dadurch gekennzeichnet ist, dass
sie mindestens ein Peptid in Assoziation mit einem pharmazeutischen Trager umfasst, der fir die Herstellung
von Impfstoffen akzeptabel ist.

[0118] Die Erfindung bezieht sich auch auf ein Verfahren zur Herstellung von Kapsidproteinen und von gp

41- und gp120-Glycoproteinen eines retroviralen Stamms gemaf der Erfindung, wobei das Verfahren durch
folgende Schritte gekennzeichnet ist:
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— Lyse der mit einem HIV-1-Retrovirus gemé&R der Erfindung infizierten Zellen und Trennung des Uberstands
und der infizierten Zellen oder Lyse der durch Zentrifugation hergestellten Viruspellets,

— Aufbringen des Zellextrakts und/oder des Virusextrakts auf ein Immunadsorbens, das gereinigte Antikor-
per enthélt, die ausgehend von einem Serum eines mit einem Retrovirus gemaf der Erfindung infizierten
Probanden erhalten werden, und vorteilhaft auf einem angepassten Trager fixiert sind, wobei das Serum
des infizierten Probanden die Kapazitat besitzt, mit Hillproteinen des erfindungsgemafRen Virus stark zu
reagieren,

— Inkubation in Gegenwart eines Puffers und lber einen Zeitraum, der lang genug ist, um die Bildung eines
Antigen/Antikérper-Immunkomplexes zu erreichen,

— Waschen des Immunadorbens mit einem Puffer zur Entfernung der Molekdle, die nicht auf dem Trager
zurtckgehalten werden,

— Gewinnung der gesuchten antigenen Proteine.

[0119] Nach einer ersten Ausfihrungsform dieses Herstellungsverfahrens erfolgt die Trennung und die Ge-
winnung der Kapsidproteine und der gp41- und gp120-Glycoproteine von HIV-1 DUR durch Elektrophorese
und Elektroreduktion der Proteine.

[0120] Nach einer anderen Ausfihrungsform dieses Herstellungsverfahrens werden die Proteine gewonnen
durch:
— Eluierung der auf dem vorstehend genannten Immunadsorbens fixierten Proteine,
—Reinigung der so eluierten Produkte tiber eine Chromatographiesaule, die fixiert auf dem Trennungstrager
Antikdrper enthalt, die die Kapsidproteine und die gp41- und gp120-Glycoproteine der HIV-1 Gruppe (oder
Untergruppe) O DUR erkennen.

[0121] Im Rahmen der Erfindung liegt ebenfalls ein Herstellungsverfahren fir ein erfindungsgeméles Poly-
peptid oder Peptid, wobei dieses Polypeptid oder Peptid erhalten wird
— entweder durch Expression einer erfindungsgemafien Nucleinsaure,
— oder durch chemische Synthese, durch Addition von Aminoséauren, bis dieses Polypeptid oder Peptid
erhalten wird.

[0122] Die klassischen Prinzipien und genetischen Verfahren kénnen hier genutzt werden (,Molecular Clon-
ing”, Sambrook, Fritsch, Maniatis, CSH 1989).

[0123] Die Anmeldung beschreibt ein Herstellungsverfahren fiir eine vorstehend definierte Nucleinsaure, die
entweder durch Isolierung aus einem erfindungsgemalfen Virus oder durch chemische Synthese hergestellt
werden kann, oder unter Verwendung von in-vitro-Amplifizierungsverfahren flr Nucleinsduren ausgehend von
spezifischen Primern.

Bestimmung der fir die Gruppe O spezifischen Oligonucleotide

[0124] Mit Hilfe der Sequenz VAU und ihrer Korrelation mit den Sequenzen MVP5180 und ANT70 hat man die
Oligonucleotidprimer definiert, die sich als spezifisch fiir die gesamte Untergruppe O fir die V3-Region und die
gp41-Region erwiesen. Diese ermdglichten die Amplifizierung des Stamms DUR und I8sen folglich das Ampli-
fizierungsproblem, auf das man gestofRen ist. Die Position sowie die Sequenz dieser HIV Untergruppe O-Pri-
mer sind in Fig. 13 dargestellt. Mit diesen Primern kann mit einem einzigen Schritt mit 30 PCR-Zyklen eine bei
Ethidiumbromid-Farbung sichtbare Amplifizierungsbande erhalten werden. Teilsequenzen wurden erhalten:

— GAG: 513 Basenpaare (171 Aminosauren) = SEQ ID NO 9

—gp 120 V3-Schleife: 525 Basenpaare (175 Aminosauren) = SEQ ID NO 10

— immundominante gp41-Region: 312 Basenpaare (104 Aminosauren) = SEQ ID NO 11.

[0125] Die Nucleotid- (Fig. 15) und Proteinvergleiche (Fig. 16) der DUR-Sequenzen mit den Sequenzen MVP
5180, ANT und VAU fir die Untergruppe O, LAI fir das Cosensus-HIV-1, die reprasentative afrikanische HIV-
1-MAL-Sequenz und CPZ fir CIV des gabunischen Schimpansen, zeigen, dass DUR genauso weit von den
anderen verdffentlichten HIV-1 Gruppe (oder Untergruppe) O entfernt ist, wie diese untereinander.

[0126] Die Unterschiede sind in der GAG-Region geringer und in der V3-Schleifenregion von gp120 maximal,
bei der der Proteinvergleich 40% Unterschied erreicht (Fig. 16). Die phylogenetischen Badume bestétigen ei-
nerseits, dass der Stamm DUR zu der Untergruppe O gehdrt, und andererseits das Ausmass der Unterschiede
zwischen den verschiedenen beschriebenen O-Stdmmen, sofern sich die Verzweigungen der Subtypen nicht
deutlich hervorheben (Fig. 17).
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Vergleich der GAG-Seguenzen

[0127] Beim Vergleich der erhaltenen GAG-Sequenz mit den beiden anderen verdffentlichten O-Stdmmen
ANT70 und MVP5180, sowie mit den fir die Gruppe M reprasentativen Sequenzen (Fig. 8) kann man fest-
stellen, dass ein O-Consensus in mehreren Bereichen existiert, der sich vom M-Consensus in denselben Be-
reichen unterscheidet. Man kann auch zwei hypervariable Bereiche, die fur O variabler als fir M sind, und
einige punktuelle Unterschiede fir den einen oder anderen Stamm feststellen. Dennoch scheinen die Regio-
nen SPRT...SEGA, MLNAI...KEVIN, GPLPP...QQEQI, VGD...SPV den O-Consensus vom M-Consensus zu
unterscheiden.

[0128] Die Regionen QQA und LWTTRAGNP sind hypervariable Regionen. Der HIV-1 Stamm Gruppe (oder
Untergruppe) O DUR hebt sich in drei Positionen gegeniber dem M und O-Consensus ab (1 fir | und 2-mal
fur E) und nimmt eine spezifische Aminosaure in drei isolierten hypervariablen Positionen V Position 19; A
Position A77; L Position 110 auf.

[0129] Zudem ist es moglich, in der GAG-Region Abschnitte zu definieren, die der Gruppe O und der Gruppe
M gemeinsam sind, wie SPRTLNAWVK, GSDIAGTTST und QGPKEPFRDYVDREF.

Vergleich der Sequenzen der V3-Schleife

[0130] Diese Vergleichsstudie hat betrachtliche Unterschiede offenbart, die 56% Abweichungen auf Protein-
ebene zu dem Consensus HIV-1 Untergruppe M und 35 bis 42% zu den anderen HIV-1 Gruppe (oder Unter-
gruppe) O erreichen.

[0131] Die Alignments der Peptidsequenzen der V3-Schleifenregionen von gp120 und der immundominanten
Region von gp41 sind in Fig. 9 angegeben. Die Sequenz des Inneren der V3-Schleife des DUR-Stamms un-
terscheidet sich wesentlich von derjenigen des Consensus-HIV-1 Untergruppe M. Sie teilt das Motiv GPMA-
WYSM mit den Stdmmen VAU und ANT70, jedoch nicht mit dem Stamm MVP, der zwei Substitutionen zeigt:
R fur Aund RfirY.

[0132] Die linken und rechten Teile der V3-Schleife unterscheiden sich deutlich von allen anderen bekannten
HIV und lassen keine anderen Kreuzreaktivitdten annehmen. Auflerdem ist die V3-Schleife von DUR um eine
Aminoséure langer als die anderen O-Sequenzen, die selbst um eine andere Aminosaure langer sind als die
Sequenzen der Gruppe HIV-1 M.

Vergleich der Alignments hinsichtlich der immundominaten Region von gp41

[0133] Die ,Minischleife” des DUR-Stamms der Sequenz CRGKAIC stellte sich als sehr spezifisch fur diesen
Stamm heraus: sie macht ein Epitop aus (vgl. Fig. 9). Zudem sollte diese Sequenz geeignet sein, bei der
Modifizierung der Faltungsbedingungen des gp41-Glycoproteins und folglich bei der Infektiositat des Stamm
einzugreifen.

[0134] Eine lange Sequenz mit 11 Aminosauren, die diese Schleife links flankiert, ist mit der Sequenz VAU
identisch. Man kann einen Polymorphismus des DUR-Stamms fir eine Position S oder T nach den analysierten
Clonen feststellen.

[0135] Ebenfalls in Fig. 9 sind entsprechende Peptide dargestellt, die von anderen bekannten Retrovirus-
Stdmmen stammen.

[0136] Der Stamm DUR erlaubt auch die Definition eines Consensus HIV Untergruppe O der gp41-Region, von
der mehrere homologe ausreichend lange Regionen verwendet werden kénnten. Diese homologen Regionen
sind unter anderem: RL*ALET,QNQQ,LWGC,CYTV (*stellt eine variable Aminosaure dar).

Serologische Korrelationen:

[0137] Das anti-DUR-Antiserunm reagiert nicht mit den Peptiden der V3-Schleife des Consensus von HIV-1-
M, HIV-MAL, HIV-1 CPZ oder HIV-1 Gruppe (oder Untergruppe) O MVP5180, reagiert jedoch allerdings mit
dem Peptid der V3-Schleife von HIV-1-O ANT70. Was die immundominante gp41-Region anbelangt, reagiert
es nicht mit dem ,klassischen” Consensus von HIV-1 Untergruppe M, reagiert jedoch, schwach aber tiberra-
schenderweise, mit dem Consensus von HIV-1 Untergruppe M, der sich nach rechts erstreckt.
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Patentanspriiche

1. Nucleinsdure, die den Nachweis des HIV-1,,,,-Virus ermdglicht, und die die Sequenz wie in Fig. 6 dar-
gestellt, umfasst.

2. Als Sonde verwendbare Nucleinsdure, die aus einem Fragment von mindestens 100 Basenpaaren der
Sequenz wie in Fig. 6 dargestellt besteht.

3. Als Sonde verwendbare Nucleinsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, dass es sich um DNA handelt und
dass es aus einem Fragment einer Nucleinsdure nach Anspruch 1 besteht und dass es ein Polypeptid des
Hullproteins codiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Sequenzen, die enthalten oder entsprechen:
(i) Sequenz CKNRLIC;

(i) Sequenz RLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLIC;

(iii) Sequenz RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT;
(iv) Schleife V3 der Sequenz
CERPGNQTIQKIMAGPMAWYSMALSNTKGDTRAAYC;

(v) Sequenz TFIQN;

(vi) Sequenz WGCKNR;

(vii) Aminosauren 1 bis 526 der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt;
und

(viil) Aminosduren 527 bis 877 der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt.

4. Als Sonde verwendbare Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
es sich um markierte DNA oder RNA handelt, insbesondere mittels radioaktiver, enzymatischer oder fluores-
zierender Marker.

5. Nucleinsaure nach Anspruch 1, die dadurch gekennzeichnet ist, dass es sich um RNA handelt.

6. Zusammensetzung zum Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit eines HIV-1y,5,-Retrovirus in Ser-
umproben oder anderen biologischen Flissigkeiten oder Geweben, die von Patienten erhalten wurden, die
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mogliche Trager eines HIV-1,,,-Rettrovirus sind, wobei die Zusammensetzung dadurch gekennzeichnet ist,
dass sie mindestens eine Sonde nach einem der Anspriiche 2 bis 4 umfasst.

7. Peptid oder Polypeptid, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:
— einem Polypeptid, das aus der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt, besteht und von einer Nucleinséure codiert
wird, die aus der Sequenz wie in Fig. 6 dargestellt, besteht,
— einem Teit des env-Proteins der Sequenz der von einer Nucleinsdure codiert wird, die aus einem Fragment
von mindestens 100 Basenpaaren der Sequenz wie in Fig. 6 dargestellt, besteht, und
— einem Polypeptid (i) der Sequenz CKNRLIC, (ii) der Sequenz RLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLIC, (iii) der
Sequenz RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT, (iv) der Sequenz CERPGNQKIMAGPMA-
WYSMALSNTKGDTRAAYC, (v) der Sequenz TFIQN, (vi) der Sequenz WGCKNR, (vii) bestehend aus den
Aminosauren 1 bis 526 der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt, oder (viii) bestehend aus den Aminosauren 527
bis 877 der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt.

8. Hullprotein des HIV-1,,,,-Retrovirus, dadurch gekennzeichnet, dass es erhéltlich ist durch die Expression
einer Nucleinsaure, die die Sequenz wie in Fig. 6 dargestellt, entspricht, in einer Wirtszelle und dadurch, dass
das Protein entweder die zwischen den Resten 1 und 526 der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt, enthaltene
Aminosauresequenz oder die zwischen den Resten 527 bis 877 der Sequenz wie in Fig. 3 dargestellt, enthal-
tene Aminosauresequenz umfasst.

9. Polypeptid oder Peptid, dessen Sequenz in der Sequenz der HIV-1,,5-Hullproteine nach Anspruch 8 ent-
halten ist, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Epitop umfasst, das von durch das HIV-1,,,-Virus induzierten
Antikdrpern erkannt werden kann.

10. Polypeptid oder Peptid nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz umfasst, die
aus den folgenden Sequenzen ausgewahlt ist:
(i) Sequenz CKNRLIC;
(if) Sequenz RLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLIC; oder
(iii) Sequenz RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT.

11. Polypeptid abgeleitet aus dem Polypeptid nach Anspruch 10 (ii) durch konservative Substitution von
Aminosauren, wobei das Polypeptid dieselben antigenen Eigenschaften bewahrt, ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus:

(i) der Sequenz RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC; und
(i) der Sequenz RLLALETLLQNQQLLSLWGCKGKLVC.

12. Peptid oder Polypeptid nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um
ein synthetisches Peptid handelt.

13. Zusammensetzung, die fur den In-vitro-Nachweis flr die Anwesenheit von anti-HIV-1,,,,-Antikérpern in
einer biologischen Probe, die vom Menschen stammt, geeignet ist, wobei die Zusammensetzung mindestens
ein Antigen umfasst, das ein Polypeptid oder ein Peptid des Hullproteins eines HIV-1y,5,-Retrovirus umfasst,
wie in einem der Anspruche 7 bis 12 definiert.

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, das sie zusatzlich ein Antigen umfasst
wie ein Protein, ein Glycoprotein, ein Polypeptid oder ein Peptid eines nicht zur Gruppe O gehorigen HIV-1-
Virus und/oder eines HIV-2 Virus oder ein Peptid abgeleitet von einem nicht zur Gruppe O gehérigen HIV-
1-Virus und/oder von einem HIV-2-Virus mit einem Epitop, das von den Antikérpern, die durch das nicht zur
Gruppe O gehorige HIV-1-Virus und/oder das HIV-2-Virus induziert werden, erkannt werden kann.

15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Proteine und/oder Glycopro-
teine des nicht zur Gruppe O gehdrigen HIV-1 und/oder des HIV-2 GAG- oder POL-Proteine oder Fragmente
von GAG- oder POL-Proteinen sind.

16. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Proteine und/oder Glycopro-
teine des nicht zur Gruppe O gehdrigen HIV-1 und/oder des HIV-2 Hilllglycoproteine sind.

17. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 13 bis 16, die fir den In-vitro-Nachweis der Anwesenheit
von anti-HIV-1y,,-Antikérpern in einer biologischen Probe, die vom Menschen stammt, geeignet ist, dadurch
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gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung eine Peptidsequenz umfasst, die der Gesamtheit oder einem
Teil der Region 590-620 des Proteins gp41 von HIV-1y,,, entspricht.

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Peptidsequenz die Sequenz
TFIQN, CKNRLIC oder WGCKNR ist.

19. Antikérper, der geeignet ist, ein Protein, ein Peptid oder ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 7
bis 12 zu erkennen.

20. In-vitro-Diagnoseverfahren fur eine durch das HIV-1y5,-Virus ausgeldste Infektion, wobei das Verfahren
umfasst:
— Inkontaktbringen eines Serums oder eines anderen biologischen Mediums, das von einem Kranken stammt,
der Gegenstand der Diagnose ist, mit mindestens einem Protein, einem Peptid oder einem Polypeptid nach
einem der Anspriche 7 bis 12 oder einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 13 bis 18, und
— Nachweis einer Immunreaktion.

21. Fur die Western-Blot-Analyse oder ELISA-Analyse erforderliches Reagenz, das ein Protein, ein Peptid
oder ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 7 bis 12 oder eine Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 13 bis 18 enthalt.

22. Nucleotidsequenz nach Anspruch 1 zur Verwendung der In-vivo-Induktion der Synthese von Antikérpern,
die gegen das von der Sequenz codierte Antigen gerichtet sind.

23. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 13 bis 18, die fahig ist, bei einem Tier Antikérper zu
induzieren.

24. Kit fir den In-vitro-Nachweis eines HIV-1,,,,-Retrovirus in einer biologischen Probe, dadurch gekenn-
zeichnet, dass er als optional markierte Sonde mindestens eine Nucleotidsequenz nach einem der Anspriche
1 bis 4, umfasst.

25. Kit nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass er des Weiteren Reagenzien enthalt, die fir die
Durchflhrung einer Hybridisierung erforderlich sind.

26. Verfahren fir den Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit des HIV-1,,,-Virus in Serumproben
oder anderen biologischen Flissigkeiten oder Geweben, die von Patienten erhalten wurden, die vermutliche
Trager des HIV-1,5,-Virus sind, umfassend:

— Inkontaktbringen einer Sonde nach einem der Anspriche 2 bis 4 entweder mit Nucleinsduren, die ausgehend
von in biologischen Flissigkeiten enthaltenen Zellen gewonnen wurden, oder mit den Flissigkeiten selbst,
nachdem ihre Nucleinsduren fir die Hybridisierung mithilfe der Sonde verfiigbar gemacht wurden, und dies
unter Bedingungen, die die Hybridisierung zwischen der Sonde und den Nucleinsauren erlauben, und

— Nachweis der méglicherweise herbeigefihrten Hybridisierung.

27. Verfahren zur Herstellung eines Antigens, Polypeptids oder Peptids durch Expression einer Nucleinsdure
nach einem der Anspriiche 1 bis 4.

Es folgen 31 Blatt Zeichnungen
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FEFTID YAU

REF : F Vau 0994 C 710
NZ : NOQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT
SEQUENZ :RLLALETFIQNQQ |
LANGE :35
MOLEKULARGEWICHT : 4210

ANALYTISCHE KONTROLLEN : > 95% durch HPLC und Massenspektrometrie

FIGUR 20
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STUDIE ZUR IMMUNREAKTIVITAT DES PEPTIDS, DAS DAS

IMMUNDOMINANTE EPITOP DER GP160-VAU-SEQUENZ
__{SUBTYP O) NACHAHMT ___

FIGURE 21A
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o Verdacht auf Subtyp 0 ;

e, ,.‘

ot |
,,-*.. asteur-Zentrum Yao i

G

N
-

Vorschrift indirekter EiA-Test ; 3 X 30min Typ Genelavia Mixt

. . [negative Seren j

| N=48
 Mittelwert 0,022
DS - 8,007
Mittelwert
+12DS | 0,107
VS 0,100
FIGUR 218
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ZUSAMMENFASSUNG DER ERHALTENEN ERGEBNISSE BE! DEN AFRIKANISCHEN SEREN

ERGEBNISSE WB1
~[GP |GF P P 6P [P IF [P |IF
J1so {120 Je8 |B5 ja1 [0 34 |25 |18
33681 | +- * + + + | POS
160{ + e ' - | + | P08
| ;262@' *- - -+ + + -+ ++ | POS
'Siﬁi § + + L + ~ | + [ PODS
.33?2“ ++ 4+ | + - + 4 ++ + PDS
5453:- -5 *- +* + . + + POS
586_3: I + | * + *-. P * POS |
5969 | - + § + + o+ | » | IND
) mr s * + 1 - +- +- IND

6re2 =+ + + +* + +* + POS

950 *e *a - e + IND
}- 1060 | - o « | + fmp
| 5522 ; o | | | ?
| 55’09:_ | + . | ) T IND
6661 § + - ‘ o+ - IND
W20=] | ) I iND
SEMT | |

4783= + | , —w |+ ] D
5322

3826 ' . +- | IND
MAD | ++ + -+ * + + + + § + POS
DUR
| MAA

LOB | + s +a -+ ++ IND
HAM N | r ]+ IND |

=Verhalt.>2
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DURCHMUSTERUNGSTESTS (Verhiltnis: DO/VS)

Cioniert | GEM Abbott Murex Murex
ind Ind sdw sdw comp
- HIVi$2 HIV142 HIV1+2 HIVi42 HIV4
361 [ 5 | 2 T
1507 1425 3.03 5,35 0,58
2628 18,00 4,84 1,71 1,34
3167 18,30 11,85 >8 o8
332 18,80 11,63 376 0,47
5453 >20 1,70
5863 >20 1,90
5969 15,20 225
6487 18,70 1,80
6782 1340 - 2,05
850 §00 l 5.76 > 0.68
1060 18,00 m 1,25 0,6
5527 2,40 ' . )
6509 >16 2,94
6664 10,10 1,54
20205 630 1,03 2,68 a2
SEMNT
. 4783 8,10 0,41 0
5322 10,80 ‘ 0
3826 3,83 64 0
MAD . * +
PUR »8 2‘00 080
MAA
LOB >19 2,00 2,70 1,50
HAM >19 1,80 7,80 2,70
EIGUR! 228
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EIA PEPTIDE
Clonatec | 35D6 | FER | .35A. | VAU | MVPP | BNR | PEPTI-
rap __— - ) s8] 19 |Lave2
Hrve | #vas | HivaB | wivee } wvao | Hivio | Hivio:
2361 + 28,8 | 2580 | NT
1607 | Zweifelhatt a4 28,7 |.2880 | 1,7
2628 38 | o2s {1830 | 12
3167 * >30 >30 >30 . 1,6
3372 + ‘28 >30 | 2400 | ‘49
5453 . ‘436 | 137 | 38 | 23 BT -
5863 - 142 KT 14 | 25 0 .
5969 . XYRl 180 | 194 | >30 1 .
6487 . 2575 | &76.] >3 | >3 . 0
6782 - 0,64 ¥ [ >30 103. -
850 1K 0,4
1060 |{ zweifelhaft 1,9 D 0,40 5
5527 - I - . .
€509 - 16,9 [ D
6681 +* 2B D 0.4
4020= | 7Ag- 1,5 b
SEMT 1,2 : 0,9
a783= %5 i )
5322 4 [, 4 0
3826 16 1.5 -
MAD 1 2,72 2@1 ¥ .;SN; -
DUR >30 >30 | >30 | 128 0
MAA 30 NT
LOB >30. '>30'f’
HAM >30° 0
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