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Description

L'invention est relative a une nouvelle classe de virus, ayant la capacité de provoquer des
lymphadénopathies susceptibles d'étre relayées ensuite par le syndrome d'imuno-déficence acquise
(SIDA) chez homme. Llinvention concemne également des antigénes susceptibles d'étre reconnus pa
des anticorps induits chez I'homme par cette' nouvelle classe de virus. Elle conceme également les

- anticorps induits par des antigénes obtenus & partir de ces virus.

- Cette invention concerne, en .outre, des séquences d’ADN cloné soit présentant une analogie de
séquence, soit une compiémentarité avec PARN génomique du virus précité. Elle conceme aussi des
procédés de préparation de ces séquences d’ADN cloné.

Linvention est également relative & des polypeptides contenant des séquences d’amino-acides
codées par les séquences d’ADN cloné. :

De plus, linvention concemne des applications de ces antigénes au diagnostic in' vitro chez I'homme
de potentiaiités de certaines formes du SIDA et, en ce qui conceme certains dentre eux, a la productior
de compositions immunogénes et de compositions vaccinantes contre ce rétrovirus. De méme linventior
concerme les applications aux mémes fins des susdits anticorps et, pour certains d'entre eux, lew
application & la production de principes actifs de médicaments contre ces SIDAS  humains.

Linvention concerne enfin I'application des séquences d’ADN cloné comme sondes dans des kits de
diagnostic. ‘ :

L'isolement et la caractérisation d'un premier rétrovirus, dénommé. LAV, dont avait été reconnue Iz
responsabilité dans le développement du SIDA, a fait objet d'une description dans un article de
F. BARRE-SINOUSSI et al. das 1983 (Science, vol.220, n°45-99, 20, p.868-871. L'application aL

. diagnostic de la présence d'anticorps contre le virus de certains extraits de ce dernier, et plus

particulidrement de certaines de ses protéines, a été plus spécialement décrite dans la demande de brevel

- européen .n° 138.667. Depuis, d'autres souches similaires et des variants du LAV ont été isolés. Or
~rappellera pour- mémoire ceux connus sous les désignations HTLV-Iil et ARV.

-En application des nouvelles rdgles de nomenclature -publiées dans Nature, en mai 1986, les
rétrovirus susceptibles d'induire chez I'homme Jles susdites lymphadénopathies et le SIDA, seront désignés
globalement par «HIV », abréviation de I'expression anglaise «Human immunodeficiency Virus » (ou
virus d'immunodéficience humaine). Le sous-ensemble des rétrovirus formés par LAV et de ces variants &
initialement été désigné par les expressions « LAV type|» ou «LAV-l». Le méme sous-ensemble sera
désigné ci-aprés par la désignation HIV-1, étant entendu que I'expression LAV sera encore conservée

: pour désigner celle parmi les souches de rétrovirus (notamment LAAV, IDAV-1 et IDAV-2) appartenant & la

classe des virus HIV-1 décrite dans la susdite demande de brevet européen 138.667, qui a été utilisée dans
les essais comparatifs décrits plus loin, & savoir LAVggy, qui a 6t6 déposée a la Collection des Cultures
Nationales de Microorganismes (CNCM) de Iinstitut Pasteur de Paris, France, le 15 juillet 1983, sous le
n° [-232, S S . . .

"Le nouveau rétrovirus faisant I'objet du présent brevet et les souches de virus qui en sont proches et

- -qui, comme lui sont suscepfibles de se multiplier dans des lymphocytes humains, -antérieurement

appelées «LAV typell» ou «LAVII» sont désormais appelées «HIV-2», étant entendu que les
désignations de certains isolats de HIV-2 décrits plus loin seront suivies des trois letires faisant référence

' aux malades & partir desquels ils ont été isolés.

On peut définir I'ensembie « HIV-2 » comme un ensemble de virus ayant in vitro un tropisme pour des
lymphocytes T4 humains, et qui ont un effet cytopathogéne a 'égard de ces lymphocytes, lorsqu'ils s'y
multiplient, pour alors causer soit des poly-adénopathies généralisées et persistantes, soit un SIDA. Les
rétrovirus HIV-2' se sont révélés distincts des virus de type HIV-1 dans les conditions évoquées plus loin.

- Comme ces demiers, ils sont distincts des autres rétrovirus humains déja connus (HTLV-l et HTLV-li).

Bien qu'il y ait une assez grande variabilité génétique du virus, les différentes souches HIV-1 isolées &
¢e jour; & partir des malades américains, européens, haitiens et africains ont en commun des sites

- antigéniques conservés sur leurs principales protéines : protéine du noyau (core) p25 et glycoprotéine
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d'enveloppe gp110 et protéine fransmembranaire gp41-43. Cette parenté permet par exemple & la souche
prototype LAV d'étre utilisée comme souche d'antigénes pour la détection d'anticorps contre tous les
virus de la classe HIV-1, chez toutes les personnes qui les portent, quelle que soit leur origine. Cette
souche est donc utilisée actuellement pour la détection d'anticorps anti-HIV-1 chez les donneurs de sang
et les malades par les techniques dimmunofiuorescence, notamment par les techniques dites ELISA,
« Westemn Blot » (ou immuno-empreintes) et « RIPA » abréviation anglaise de « Radio Immunoprecipita-
tion Assay » (test de radio-immunoprécipitation). .

Cependant dans une étude sérologique effectuée avec un lysat de HIV-1 sur des malades originaires
de PAfrique de I'Ouest, il a été observé que certains d'entre eux donnaient des réactions séro-négatives
ou trés faiblement positives, alors quiils présentaient les signes cliniques et immunologiques du SIDA.

C'est'a partir des lymphocytes mis en culture de l'un de ces malades, que l'on a isolé un premier
rétrovirus HIV-2, dont la structure en microscopie électronique et le profii des protéines en gel
d'clectrophorése SDS ont une similitude avec ceux de HIV-1. Mais ce nouveau rétrovirus HIV-2 ne
présente globalement qu'une faible parenté avec HIV-1, tant du point de vue de 'homologie antigénique
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de ses protéines que de Ihomologle de son matériel génétique. '

" Ce nouveau rétrovirus ou des -rétrovirus ayant des propriétés ant:gémques et immunologiques
équivdlentes, peuvent donc constituer des sources d'antigénes pour le diagnostic de rlinfection par ce
virds et des variants qui induisent un SIDA, du type de celui que I'on avait observé pour les premiéres fois
chez des malades africains ou des personnes ayant séjourné en Afrique. -

Le premier isolement de ce virus a été réalisé & partir du sang, préievé sous hepanne, d'un malade de
28 ans, hétérosexuel, qui n‘avait jamais été transfusé et qui n'était pas toxicomane. I présentait depuis
1983 une importante diarrhée chronique, un amaigrissement important (17 kg) avec de la figvre par
intermittence. Plus récemment il avait présenté des mfechons a Candida et Serratia, dont une candldose
cesophagnenne, typique du SIDA.

Ce patient présentait également une anémie, une anergie cutanée, une lymphopénie, un rapport
lymphocytes. T4/lymphocytes T8 de 0,15, avec un taux en lymphocytes T4 inférieur & 100 par mm® de
sérum. Ses lymphocytes en culture ne répondaient pas & la stimulation par la phytohémoglutinine et la
concanavaline A. On a également diagnostiqué chez ce malade des bactériémies récurrentes dues a
S. enteriditis, des cryptospondloses, des infections dues a Isospora belli et des toxoplasmoses
cérébrales.

L'ensemble de ces signes témoignait des symptémes «complexes liés au SIDA ». ou «ARC »
(abréviation anglaise de « AIDS Related Complex »), du type de ceux causés par le virus HIV-1. Ces
différentes observations étaient également conformes aux critdres appliqués par le Centre de Contrble
des Maladies (Center of Disease Control ou CDC) d'Atlanta, Etats-Unis.

La mise en culture des lymphocytes de ces malades et I'isclement du rétrovirus ont été effectués
selon la technique déja décrite pour Iisolement du HIV-1 (1) dans I'article de BARRE-SINOUSS! et Coll. et -
la demande de brevet europ'éen n° 84 401834/0 138667. On les rappelle bridvement ci-aprds. Des
lymphocytes stimulés pendant 3 jours par de la phytohémaggiutinine (PHA) ont été cultivés en milieu de
culture RPM1-16-40 additionné de 10 % de sérum de veau fmtal et .de 10—°M p-mercaptoéthanol,
d'interleukine-2 et de sérum anti-interféron o humain..

La production de virus a été suivie par son activité transcnptase inverse. Dans le surnageant de
culture, le pic d'activité virale est apparu entre le 14¢ et le 22° jour, puis a diminué. Le déclin et ia mort de
la culture celiulaire ont suivi. Comme avec le HIV-1, des coupes de lymphocytes infectés par HIV-2
révélent en microscopie électronique des virions parvenus a4 maturité et des particules virales
bourgeonnant 2 la surface des cellules infectées. Les lignées cellulaires utilisées pour réaliser les cultures
de ces virus isolés peuvent étre selon les cas, les lignées cellulaires du type HUT, CEM, MOLT ou de toute
lignée Iymphocylmre immortalisée portant des- récepteurs T4.

Le virus a ensuite été propagé sur des cultures de lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des
lignées continues d'origine leucémique, telles que HUT 78. Il a été caractérisé comme étant sensiblement
distinct du HIV-l par ses antigdnes et son acide nuciéique. Le virus a été purifié comme décrit dans les
documents antérieurs déjd mentionnés. Un premier isolat de ce virus a 16 déposé ¥ la CNCM le
19 décembre 1985, sous le n° I-502. Il a été désigné postérieurement sous le nom LAV-ll MIR. Un second
isolat a été déposé & la CNCM le 21 février 1986 sous le n°1-532. Ce second isolat a pour nom de

_référence LAV-Il ROD. Il sera quelquefois fait simplement référence plus loin, & MIR ou & ROD.

D'une fagon générale finvention concerne tout variant des virus précédents ou tout virus équivaient
(par exemple tel que HIV-2 IRMO et HIV-2 EHO déposés a4 la CNCM le 19 décembre 1986 sous les
numéros I-642 et 1-643 respectivement) contenant des protéines de structure qui présentent les mémes
propriétés. immunologiques que celles des virus HIV-2 déposés & la CNCM sous les numéros 1-502, ou |-

632, Il sera encore revenu plus loin sur les définitions critéres d'équivalence.

. En d'autres termes, l'invention concerne un rétrovirus humain ‘HIV-2 ayant la capacité d'infecter des
lymphocytes T4 humains et susceptible de provoquer un SIDA chez rhomme, ce rétrovirus étant
constitué par I'un des rétrovirus déposés & la CNCM sous les n° |-502, I-532, I-642 et I-643 et 4 'ECACC
sous les n° 87011001 et 87011002 (correspondant respectiv_ement aux n° i-502 et -532) ou un variant de -
fun de ces rétrovirus comprenant tous les antigénes qui sont reconnus par les anticorps formés contre
les antigénes. correspondants de l'un quelcunque des rétrovirus ayant fait l'objet des susdits dépdts a la
CNCM ou a 'ECACC.

L'invention conceme encore un prooedé de production du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans
les lignées cellulaires permanentes dérivées de lymphocytes T4, ou portant le phénotype T4, ¢ procédé
consistant & cultiver ces lignées préalablemem infectées avec le virus HIV-2, et notamment lorsque le
niveau d'activité de la transcriptase inverse {ou reverse-transcriptase) a atteint un seuil détermmé a.
récupérer les quantités de virus libérées dans le milieu de cuiture.

Une lignée permanente préférée en vue de la culture de- HIV-2 est, par exemple, du type -cellules
HUT 78. Une lignée de HUT 78, infectée par HIV-2, a été déposée le 6 février 1986 a la CNCM sous le n° I-

'519. La culture est, par exemple, réalisée comme suit :

Les cellules HUT 78 (10%ml) sont mises en co-cultures avec des lymphocytes humains normaux
infectés (10%/ml). Le milieu de culture est du RPMI 1640 avec 10 % de sérum de veau fostal. Au bout de 15
& 31 jours, on observe un effet cytopathogéne des cellules HUT 78. On dose la reverse transcriptase une
semaine aprés cette observation, dans le sumageant de culture. On peut alors commencer & récupérer le
virus & partir de ce surnageant.
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« Une autre lignée préférée pour la culture appartient aux lignées des cellules connues sous la
désugnat:on CEM.
L'infection, puns la culture des cellules CEM mfectees peuvent notamment étre réalisées comme suit.
On procéde a la co-culture de -lymphocytes T4 préalablement infectés avec le virus HIV-Il et de
cellules non infectées de la lignée CEM pendant le temps nécessaire a l'infection des CEM. On poursunt
d'ailleurs ensuite les conditions de-cilture dans un milieu approprié, par exemple celui décrit ci-aprés et,

- lorsque lactivité transcriptase inverse des cellules infectées a a:temt un niveau suffisant, on récupére le

virus produit & partir du milieu de culture.

On a notamment réalisé une co-culture dans les conditions précisées cn-apres de lymphocytes T4
humains qui avaient été infectés cinq jours auparavant avec une souche de virus HIV-ll provenant d'un
patient désigné ci-aprés « ROD », d'une part, et de CEM, d'autre part.

Les lymphocytes T4 mfectés préalablement ‘activés par la phylohémaglunmn_e. se sont révélés
posséder une activité de transcriptase inverse de 5 000 com/108 lymphocytes T normaux trois jours aprés
le début de linfection. La culture a été poursuivie jusqu'a ce que l'activité transcriptase inverse mesurée
ait atteint 100 000 cpm dans le sumageant. Ces lymphocytes T4 ont alors été mis en contact avec les
cellules CEM (3.10° lymphocytes T normaux infectés) et incubées dans le milieu de culture suivant:
RPMI 1640 contenant 2,92 mg/m! de L glutamine, 10 % de sérum de veaux foetal décomplémenté, 2 ng/mi
de polybréne, 0,05 % de sérum antl-mtarféron-alpha. 100 000 pg/mi de pénicilline, 10 pglml de streptomy-
cine et 10 000 pg/mi de néomycine.

Le milieu de culture est changé deux fois par semaine.

Les mesures d'activité transcriptase inverse mesurée dans le surnageant ont été les suivantes :

—aujour 0 _ _ 1 000 (bruit de fond)
— au jour 15 ' 20 000
— au jour 21 . ' 200 000
— aujour35 : o 1000 000

Une culture CEM infectée par le virus HIV-2 a été déposée a la Collection Nationale de Cuiture de -
Micro-organismes de I'Institut Pasteur (CNCM) sous le n° I-537 le 24 mars 1986.

Quelques mraclénsthues des antigénes et des acides nucléiques, entrant dans la constitution de
HIV-2, résultent des essais réalisés dans les conditions indiquées ci-aprés. Elles seront souvent mieux
appréciées par comparaison avec des caractéristiques du méme type se rapportant & d'autres types de
rétrovirus, notamment HIV-1 et SIV. :

Il sera fait référence dans ce qui suit aux dessins dans lesYuels :

— les figures 1a, 1b et 1c se rapportent 4 des essais dimmunoprécipitation croisée entre des sérums
Tespectivement de patients infectés par HIV-1 et HIV-2, et de macaques rhésus infectés avec STLV-III
d'une part, et des extraits viraux de HIV-1, d’autre part ;

— les figures 2a et .2b présentent des résultats eomparatlfs quant aux mobilités électrophorétiques
des protéines de HiV-1, HIV-2 et STLV-lil respectivement, dans des gels de polyacrylamide-SDS ;

— la figure 3 présente des résultats d'hybridation croisée entre des séquences génomiques de HIV-1,
HIV-2 et STLV-lll, d'une part, et des sondes contenant différentes séquences subgénomnques du virus
HIV-1, d'autre part ;

— la figure 4 est une carte de restnchon de 'ADNc dérivé de I'ARN de HIV-2 ROD ;

— la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment E2 de 'ADNc dérivé de HIV-2 ce fragment
contenant une région correspondant & la région LTR 3’ de HIV-2;

— la figure 6 est la séquence nucléotidique d'une partie de E2, ceite séquenoe correspondant & la
région U3/R de HIV-2;

— la figure 7 fait appara‘l‘tre

— d'une part et schémathuement, des éléments de structure de HIV-1 (figure 5A) et, alignée avec
une région contenant le LTR 3’ de HIV-1, la séquence dérivée de la région E2 de 'ADNc de HIV-2 et,

— d'autre part, les mises en alugnémem au prix d'un certain nombre de délétions et d'insertions, des
nucléotides communs, contenus respectivement dans la séquence dénvee de la région E2 de HIV-2, et
dans la séquence correspondante de HIV-1 (fig. 5B) ;

- la ﬂgure 8 montre schématuqueme_nt Ies structures de plusieurs clones d'un phage A modifié par
divers insérats issus de I'ADNc dérivé d'HIV-2 (clones ROD4, ROD27 et ROD35); on y a également
représenté schématiquement des séquences dérivées a leur tour de ROD4, ROD27 et ROD3S5, sous-
clonées dans un plasmide PUC18, ces demiéres séquences étant placées en correspondance avec les
régions de ROD4, ROD27 et ROD35 dont elles sont respectivement issues ;

— la figure 9 fait apparafire les intensités relatives d’hybridation entre

a) onze fragments prélevés a partir de différentes réglons du ‘génome complet de HIV-1 (schémati-
quement représentés dans la partie inférieure de la figure d'une part, et 'ADNc de HIV-2 contenu dans
ROD4 d'autre part, et ]
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l;) des fragments issus de HIV-Il avec le méme ADNc.

D’un'e'faqon générale, les aﬁtigénés de. HIV-2 utilisés dans les tests comparatifs dont la description
suit sont issus de la souche de HIV-2 MIR déposée & la CNCM sous le n° I-502, et les séquences d’ADN
. .dérivés de I'ADN génomique dé HIV-2 sont issus de la souche HIV-2 ROD déposée & ia CNCM sous le n° |-
532, .

I — Antigénés, ﬁotamment pro_téines et glycoprotéines

Le virus initialement cultivé dans HUT78 a été marqué métaboliquement par la 3S-cystéine et la
38S-méthionine, les celiules infectées étant incubées en présence de ces acides aminés radioactifs en
milieu de culture dépourvu de l'acide aminé non marqué comespondant, pour une période de 14 a
16 heures, en particulier selon la technique décrite dans l'article répertorié en-(21). dans Ia bibliographie
présentée a la fin de la description, pour ce qui est du marquage & la 35S-cystéine. Le surnageant est
- ensuite clarifié, puis le virus ultracentrifugé une heure & 100 000 g sur un coussin de 20 % de saccharose.
Les principaux antigbnes du virus sont séparés par électrophorése dans un gel de polyacrylamide
(125 %), dans des conditions dénaturantes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 %) + bis-
acrylamide (0,13 %) avec SDS (0,1 % en concentration finale). On utilise comme poids moléculaire de
référence les marqueurs colorés suivants : |

BRL :
myosine o : 200 Kd
phosphorylase B : . 97,4 Kd
BSA o : 68 Kd
ovalbumine = . . 43 Kd
a chymotrypsine : . ' 25,7 Kd
B lactoglobuline . - 18,4 Kd
lysozyme : . 14,3Kd

) . :
. D'autres marqueurs de poids moléculaires ont été utilisés dans d'autres essais. Il est en particulier
fait référence aux figures 1a, 1b et 1c qui renvoient & d'autres marqueurs de poids moléculaires connus
(sous la lettre M. dans ces figures). Les antigénes sont encore mieux distingués aprés immunoprécipita-
tion (RIPA) ou par immunoempreintes (Western blot) en utilisant les anticorps présents dans le sérum du
malade : leurs poids moléculaires apparents déterminés par leurs migrations apparentes sont trés

. proches de ceux des antigénes du HIV-1. :

D'une fagon générale il est précisé que dans ce qui suit les nombres qui suivaient les indications «p »
etou «gp» comespondent. aux poids moléculaires approximatifs des protéines etiou glycoprotéines
.correspondantes divisés par 1 000. Par exemple la p36 a un poids moléculaire de l'ordre de 36 000. Il est

- cependant entendu que ces valeurs de poids moléculaires peuvent varier dans un intervalle pouvant
atteindre. 5 %, voire 10 % ou méme plus, selon les techniques utilisées pour les déterminations de ces
poids moléculaires. — . _

. La répétition des essais a permis de mieux cemer les poids moléculaires apparents des antigénes de
HIV-2. Ainsi on a constaté que les poids moléculaires des frois protéines du noyau (core), auxquelles on
avait initialement attribué des poids moléculaires de Fordre de 13 000, 18 000 et 25 000 respectivement,
avaient en fait des poids. moléculaires apparents plus proches des valeurs suivantes: 12 000, 16 000 et
26 000, respectivement. Ces protéines sont ci-aprés respectivement désignées par les abréviations p12,
p16 et p26. L : - :

: De méme l'existence de bandes protéine ou glycoprotéine dont les poids moléculaires apparents ont
été appréciés a des valeurs qui pouvaient s’étager de 32 000-a 42 000-45 000. La répétition des mesures a
finalement permis. de préciser une bande correspondant & un poids moléculaire apparent de 36 000. Dans
ce qui suit, cette bande est désignée par I'abréviation p36. Une autre bande & 42 000-45 000 (p42) est
constamment observée aussi. L'une ou lautre des p36 ou p42 constitue vraisemblablement une
glycoprotéine transmembranaire du virus. . : C : '

Une glycoprotéine majeure d'enveloppe ayant un poids moléculaire de l'ordre de 130-140 Kd est
constamment observée : cette glycoprotéine est ci-aprds désignée par l'expression gp140. Il convient de
noter que, d'une fagon générale, les poids moléculaires. sont appréciés avec une précision de plus ou
‘moins 5 %, cette précision pouvant méme devenir un peu moindre pour les antigénes de haut poids
moléculaire, comme on I'a constaté pour la gp140 (poids moléculaire de 140 Kd = 10 %). L'ensemble de
ces antigénes sont peu ou pas reconnus (lorsqu'ils sont marqués par la 3S-cystéine) par des sérums de
malades contenant des anticorps anti-HIV-1 dans les systémes de détection utilisés au laboratoire ou par
utilisation des tests mettant en ceuvre. des lysats de HIV-1, tels que ceux commercialisés par
DIAGNOSTICS PASTEUR sous la marque « ELAVIA ». Seule la protéine p26 a été faiblement immunopré-
cieitée par de tels sérums. La protéine d’enveloppe ne I'a pas-6té. Le sérum du malade infecté par le

6
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nouveau virus (HIV-2) - reconnait faiblement une protéine p34 du HIV-1. Dans le systéme de détection
utilisé, les autres protéines du HIV-1 n'ont pas été reconnues. _ e T
En revanche le HIV-2 possade certaines protéines présentant une certaine parenté immunologique
avec des protéines ou glycoprotéines structurales sembiables, séparables- dang des conditions analogues,
& partir. d'un reétrovirus récemment isolé & partir. de singes macaques rhésus captifs, alors que cette -
parenté immunologique tend & s'effacer pour. d'autres protéines ou glycoprotéines. Ce dernier rétrovirus,
qui est présumé é&tre 'agent étiologique de SIDAs chez les singes, a été désigné par les chercheurs qui
Font isolé (références bibliographiques (16-18) ci-aprés) sous l'appellation « STLV-llpee ». Pour Ia
commodité dy langage, il ne sera plus désigné dans -ce qui suit que par Fexpression « STLV-II » (ou
encore par I'expression SIV, abréviation anglaise de « Simian lmmun_odefieiency Virus » (virus d'immuno-

Un autre rétrovirys, désigné « STLV-llygyy », (ou "SiVag) a 66 isolé chez des singes verts .
Sauvages. ‘Mais, contrairement au virus présent chez -ie singe macaque rhésus, Ia présence de « STLV-
lllaxgm » ne semble Pas induire une maladie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. .

Toutefois, Ia parenté immunologique - des . protéines et des glycoprotéines structurales, et par
conséquent Ia parenté de leurs séquences nucléiques, de HiV-ii d'une pant, et des rétrovirus STLV-ill g,
et STLV-llixgy d'autre part, reste limitée. Des expériences ont permis d'établir une premisre distinction
entre les rétrovirus capables d'infecter homme ou le singe, il en ressort ceci :

— le virus HIv-li ne se multiplie pas de fagon -chronique dans fes lymphocytes du singe macaque
rhésus, lorsqu'il a 616 -injects in vivo et dans des conditions Opératoires permettant le développement du
virus STLV-lllpyge telles qu'slies ont &ts décrites parN. L. Letvin et-al., Science (1 985) vol. 230, 71-75.

Cette apparente inaptitude de HIV-2 & se dévelobper chez le singe dans des conditions naturelles,
permet de différencier'biologiquement le virus HIV-ll d'une Part, et les isolats du virug STLV-Il, d'autre

En mettant en csuvre les mémes techniques que celles rappelées plus haut, il a été constaté que I'on
Pouvait également obtenir 3 partir. de STLV-HI: * s

— une protéine principale dy Noyau p27, ayant un poids moléculaire de I'ordre de 27 kilodaltons,

— Uune glycoprotéine majeure d'enveloppe, gp140, ' .

= une protéine vraisemblablement fransmembranaire P32, qui n'est pas observée en RIPA lorsque le
virus a au préalable été marqué par la %S-cystéine, mais qui peut étre observée dans les essais
d'immuncempreintes (Western biots), sous forme de bandes larges. . :

La glycoprotéine majeure d'enveloppe de Hiv-2 s'est révélée étre plus proche immunologiquement
de la glycoprotéine majeure. d'enveloppe de STLV-iI que de-la glycoprotéine majeure d'enveloppe de HIV-

"Ces constatations. s'imposent non seulement au niveay des poids molécuilaires : 130-140 kilodaitons
pour les glycoprotéines majeures de HIV-2 et de STLV-HI, contre environ 110 pour ja glycoprotéine
majeure d'enveloppe de HIV-1, mais aussi ay niveau des propriétés immunologiques, puisque des sérums
prélevés & partir de malades infectés par HIV-2, et plus particuliérement des anticorps formés contre Ia
gp140 de Hiv-2 reconnaissent la gp140 de STLV-II, alors Que dans des essajs sembiables ies mémes
sérums et les mémes anticorps de HIV-2 ne reconnaissent pas Ig gp10 de HIV-1. Mais les sérums anti-HIV-
1 qui n'ont jamais réagi avec la gp140 de HIV-2 précipitent une protéine de 26 Kdal marquée par la 35S-
cystéine, contenue dans les extraits de HIV-ii, :

La protéine Mmajeure dy noyau (core) de HIV-2 semble présenter un poids moléculaire moyen (environ

— sérum positif anti-HIV-1 .(bande 1),

— sérum obtenu dy Premier patient mentionné plus haut (bande 2),

— sérum d'un porteyr africain sain d'anticorps antj-H|V-1 (bande 3), _
— sérum obtenu a Partir d'un macaque infects avec STLV-IIl (bande 4) et

Dans Ia figure 1b, sont rapportés les résuitats d'immunobre’cipitation observés entre les antigénes de

HIV-2 obtenus 3 partir du premier patient, apres Culture préalable sur des cellules HUT-78, et différents
sé.rums. Plus particulidrement le sérum du premier patient sus-mentionné (bande 1), le sérum positif ant-

7



- EP 0 239 425 B1

HIV-1 (bande 2), le sérum du macaque infecté par STLV—III (bande 3), le sérum du second patient susdit
(bande 4).

Enfin, la ﬁgure1c illustre les résultats d'lmmunoprécapltaﬂon observés entre Ies -antigénes d'un isolat

de STLV-lIl obtenu a partir d’'un macaque présentant un SIDA de sifige. Les sérums utilisés et auxquelles
. e référent les bandes 1 & 5 sont les mémes que ceux rappelés plus haut en rapport avec la figure 1a. .

M se référe aux mérqueurs myosine (200 Kd) galactosidase (130 Kd), sérum -albumine bovine (69 Kd),
phosphorylase B (93 Kd), ovalbumine (46 Kd) et carbonate anhydrase (30 Kd).

Les figures 2a et 2b présentent les résultats comparatifs quant aux mobilités électrophorétiques des
‘protéines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III.

La figure 2a se rapporte aux essais réalisés avec des exiraits de virus marqués par la 33S-cystéine,
aprés mmunopréclpnatmn sur SDS-PAGE. Les différentes bandes se rapportent aux exiraits de virus
suivants : virus obtenu & partir du patient 1 et immunoprécipité par le sérum provenant du méme patient
{bande 1), extrait du méme virus immunoprécipité avec un sérum témoin négafif provenant d'une
personne ne portant pas d'anticorps anti-HIV-1 ou anti-HIV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-ill
immunoprécipité par un sérum provenant d'un macaque infecté par STLV-HI (bande 3), immunoprécipita-
tions observées entre des extraits du méme virus et d'un sérum témoin négatif (bande 4), extrait de HIV-1
immunoprécipité par un sérum d'un patient européen infecté par le SIDA.

La figure 1b présente les résultats obtenus dans des essais de Western-biot (lmmunoempremte) Des
lysats cellulaires provenant de cellules HUT-78 non infectées ou infectées ont été soumis a une
électrophorése sur SDS-PAGE, puis transférés électrophorétiquement sur un filtre de nitrocellulose,
avant d'étre mis & réagir avec le sérum du premier patient susmentionné (sérum dilué au 1/100e). Le filtre
de nitrocellulose a ensuite été lavé et la détectlon des anticorps fixés révélée avec des IgG antihumaines
de chavre marquées par 125

Les tachés observées dans les bandes 1, 2 et 3 se rapportent respectlvement aux essais d'agglutma-
tion entre le susdit sérum et des extraits de cellules HUT-78 non infectées (bande 1), des extraits de
cellules HUT-78 infectées avec un virus HIV-2 (bande 2) et des extraits de cellules HUT-78 infectées par
STLV-Iil (bande 3). Les nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des bandes correspondent
aux poids moléculaires approximatifs des protéines virales les plus représematlves (ponds moléculaires
en kllodaltons)

Il — Acides nucléiques -
1) les ARNs du rétrovirus HIV-2

L'ARN du virus, déposé sur filtre d'aprés la technique du « spot blot» .n'a pas hybridé, dans des
conditions stringentes avec 'ADN du HIV-1. :

Par «conditions stringentes » on entend: les - conditions dans lesquelles la réaction d’hybridation
entre 'ARN du HIV-2 et la sonde choisie marquée radioactivement au p* (ou marquée de fagon
différente), puis les lavages deila sonde sont faits. L'hybridation, sur membrane, est faite &4 42°C en
présence d'une solution aqueuse 0.1 % SDS/S x SSC, contenant 50 % de formamide (volume/volume)
pendant 18 heures. La membrane sur laquelle a 6t& faite la réaction d'hybndatlon est lavée ensunte a
- 65 °C dans un tampon contenant 0,1 % de SDS et 0,1 x SSC.

Par « conditions non stringentes », on entend- les conditions dans Iesquelles la réaction d'hybridation

et les lavages sont faits. L'hybridation est réalisée en mettant en contact avec la sonde choisie marquée
au p*2 (ou marquée autrement), & savoir & 42 °C dans un tampon 5x SSC, 0,1 % SDS contenant 30 % de
formamide pendant 18 heures. Le lavage de la membrane est réalisé & 50°C avec un tampon contenant
0,1 % de SDS et 2 x SSC.
- On a également réalisé des essais d'hybridation avec une sonde d'hybridation constituée par un
plasmide recombinant pBT1 obtenu par clonage de I'ADN du HIV-1 provenant de AJ19 (Cell 1985, vol. 40,
p. 9) dans le vecteur pUC18. En conditions non stringentes, on n'a observé qu'une trés faible hybridation
entre. 'ARN de HIV-2 et 'ADN cioné dérivé de HIV-1.

D'autres sondes oontenant ‘des séquences clonées de HIV-1 ont été utilisées :

a) Des sondes slmple brin de 'ADN du HIV-1 subgénomrque élaborées a partir de sous-clones du |

génome du HIV-1 et insérées dans le phage M13. Les régions clonées conoemalent le géne protéase ou le
géne « endonucléase ».

_ Seule une sonde de la région endonucléase de HIV-1 (séquence de nucléotldes comprise entre les
bases n° 3760 et 4130) a donné une hybridation faible en conditions non stringentes avec le HIV-2. La
sonde « protéase » (séquence de nucléotides de HIV-1 comprise entre les bases n° 1680 et 1804) n'a pas
hybridé, méme en conditions non stringentes avec le HIV-2.

~ b) Une sonde pRS3 constituée par la séquence codant pour-la région « enveloppe » du HIV-1' (sous-
clonage. dans pUC18) n'a pas donné d'hybridation en conditions non stnngentes avec HivV-2,

" La technique du « spot blot » est appelée aussi « dot blot » (transfert par taches)
Bes résuitats d’hybridation supplémentalres entre des ARNs genomzques de HIV-1, HIV-2 et STLV-iN,
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d'une part, et des sondes contenant dlfférentes séquences sub-génomiques du virus HIV-1, d'autre part,
apparaissent dans la figure 3.

Les surnageants des différents milieux de culture (a raison de 0,5 & 1 mi pour chaque tache) ont été
centrifugés pendant 5 minutes 4 45.000 tours par minute ; les culots ont été remis en suspension dans un

‘tampon NTE contenant 0,1 % de SDS et déposés sur ﬁltre de nitrocellulose. Celui-ci a été pretrempe dans

un milieu 2 x SSC (NaCl 0,3 M, citrate de sodium 0,03 M). Aprés cuisson (pendant 2 heures & 80°C), les -.
fitres ont été hybridés avec diverses sondes contenant des sous-fragments génomiques de HIV-1, dans
des conditions non stringentes (30 % de formamide, 5 x SSC, 40 °C), lavés avec une solution 2 x SSC et
contenant 0,1 % de SDS, a 50°C, puis autoradlographles pendant 48 heures & —70°C avec des écrans

'd'amplification.

Les sondes 1-4 sont des sondes & brin unique obtenues par la méthode de «coupe principale »
(prime cut methed) telle que décrite en (25). En bref des fragments mono-brins issus du virus M13 et
portant des insérats de HIV-l subgénomiques (30) ont été ligaturés A des fragments d'oligoméres (17
nucléotides) issus de M13 (BIOLABS). Le brin complémentaire a é1é ensuite synthétisé avec l'enzyme de
Klenow dans un tampon TM (Tris 10 mM, pH 7,5, MgCl,, 10 mM) en présence de dATP, dGTP, dTTP et
dCTP marqués par du %P en alpha (Amersham, 3000 Ci/mMol). L’ADN a ensuite été digéré par les
enzymes de restriction appropriés, dénaturé par la chaleur et soumis a électrophorése sur un gel
dénaturant de polyacrylamide (contenant 6 % d'acrylamide, de l'urée 8 M dans un tampon TDE). Le gel a
ensuite été autoradiographié pendant 5 minutes. La sonde a ensuite été découpée et éluée dans un

. tampon de NaCl 300 mM, SDS 0,1 %. Des activités spécifiques (AS) de ces sondes a brin unique ont été

estimées & 5.108-10° désintégrations par minute/microgramme (dpm/pg).
Les séquences caractéristiques oontenues dans les différentes sondes étaient les suivantes :

sonde 1 : nucléotides 990-1070,
sonde 2 : nucléotides 990-1260,
sonde 3 : nucléotides 2170-2240,
sonde 4 : nucléotides 3370-3640. .

Les numérotations des nucléotides qui précédent Spm celles envisagées dans l'article référencé en
(30). . :
Enfin la sondé 5 consiste en un plasmide pUC-18 portant le fragment EcoR1-Sact du HIV cloné dans
M19 (31), lequel a fait l'objet dune translauon de coupure (nick-transiation) pour obtenir un AS

d’approximativement 10% dpm/ug.

Les dispositions relatives des fragments subgénomiques contenus dans les sondes v1s-ﬁ-vns du
génome entier de HIV-1 sont schématlséas a4 la figure 3. Les différentes taches correspondent
respectivement : : ' '

— tache A : virus obtenus & partir d'une culture de cellules CEM C1.13 infectées par HIV-1,

— tache B : virus obtenus & partir dé cellules HUT-78 infectées par STLV-II,

.~ taches C et D: isolats respectivement .obtenus a partir des virus des deux patients africains
susmentionnés,

— tache E : extrait cellulaire témoin négatif obtenu A partir de cellules HUT-78 ron infectées,

— tache F: virus obtenu & partir d'un patient.du Zaire affecté par Ie SIDA et ayant été cultivé sur des
lymphocytes T normaux en présence de TCGF.

Toutes les taches ont été obtenues avec une quantité de virus correspondant & 25.000 dpm en activité
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 dpm.

Les observations faites ont été les suivantes :

Les ARNs génomiques des deux isolats de HIV-2, obtenus & partir de particules virales purifiées, n'ont
hybridé avec aucune des sondes dans les conditions stringentes sus-indiquées, bien que les particules
virales aient été isolées et purifiées & partir de sumnageants de cultures de cellules hautement mfectées
témoignant d'une activité transcriptase inverse élevée.

Dans les condmons non stringentes sus-indiquées, les observations suivantes ont été faites.

Toutes les sondes ont hybridé de fagon intense avec les ARNs génomiques obtenus des préparatxons
témoins de HIV-1 et d’un autre isolat obtenu & partir d'un patient du Zaire souffrant du SIDA.

Deux des sondes obtenues (nuciéotides 990-1070 et 990-1260, toutes deux issues de la région gag de
HIV-1) ont hybridé légérement avec les taches des. extraits des rétrovirus HIV-2 ; I'une seulement de ces
deux sondes (nucléotides 990-1260) a aussi montré une légére hybridation avec la tache de STLV-lil
(figure 3). En ce qui concerne la sonde contenant un fragment de la région pol (nucléotides 2170-2240),
on a cbservé une hybridation avec STLV-lll et, mais de fagon beaucoup plus faible, avec ARN de Hiv-2.
L'autre  sonde de la régton pol (nucléotides 3370-3640) na donné d'hybndahon avec aucune des taches
de HIV-2 et de STLV-IIL.

Enfin, la sonde mod_lﬁee par translation de coupure et contenant la totafité du géne env et le LTR
(nucléotides 5290-9130) de HIV-1 n'a hybridé ni-avec les ARNs de STLV-Ili, ni avec ceux de HIV-2.

" On remarquera encore qu'une autre sonde, qui contenait 'extrémité 5' du cadre de lecture de pol de

g'll'\l’:1 (correspondant a la région protéase) n'a hybridé ni avec les ARNS de HIV-2, ni avec les ARNs de
V-Hii.
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il ;ésulte donc encore de oequl précéde que- |e virus HIV-2 parait plus gloigné, sur le plan structural,
du virus HIV:1 qu'il ne Pest de STLV-IL HIV-2 différe néanmoins de fagqﬁ,s?gniﬁqaﬁve de STLV-II, ce qui

W  vent 3 Pappui des résultats " différents “observés guant aux capacités infectieuses des virus HIV-2

pratiquement nulles chez ies singes; comparés aux capacités infectieuses certaines des STLV-I chez les
5 mémes espaces de singes. o ' g - : ' :
; .. Les cartes de restriction et les séquences de ARN génomigue de HIV-2 ou des cADNs obtenus 3
partir de ces ARNs génomiques sont accessible 3 'omme du métier, dés lors que les souches de HiV-2 '
déposées de 18 C.N.C.M. peuvent, "aprés muttiplication appropriée, mettre en ses mains le matériel
génétique nécessaire aux déterminations de ces cartes de restriction et séquences nuciéotidiques. Les
conditions dans lesquelles la care de restriction du génome de fun- des isolats de HIV-2 de cete
invention ont ét6 établies et les conditions dans Jesquelles certaines des parties de ADNc dérivées de ces
- génomes ont 616 séauencées somt décrites ci-apres. X IR B
La carte de restriction du- génome d'un’ rétrovirus représemalii des rétrovirus Hiv-2 est représentée

dans la figure 4. L2 carte de resfriction d'un fragment important de cet ADNc apparait & la figure 5. Enfin
une partie de c@ demier fragment a &t6 séquence. ) ' o

Cette séquence et un certain nombre des sites de restriction qu'elle contient apparaissent ala
figure 6. L’ADNc entier cloné — ou des fragments clonés de cet ADNc — peuvent eux-mémes étre utilisés
comme sondes d’hybridation spécifiques. - ' o

2) ADNc gt fragments de cet ADNc, respe'gtiVement dérivés de 'ARN de HIV-2

Les conditions dans lesquelles rADNc susdit @ &té obtenu, sont décrites ci-apres-
La premidre étape de fabrication de cet ADNc @ compris 1a production d'un oligo {dT) servant
Jdamorce ou de brins d’ADNc initiateurs, pour ja réalisation d'une réaction ‘endogdne activée par un
25 détergent, utilisant la transcriptase inverse de HiV-2, sur des virions purifiés, obtenus a partr de
. sumageants de celiules CEM infectées. La lignée celiuiaire CEM était une lignée cellulaire lymphobias-
toide CD4+ décrite par G. E. Foley etal. dans Cancer 18 ; 522-529 {1965), dont le- contenu est considéré
comme faisant partie de \a présente description. Ces celiules CEM utilisées sont infectées avec un isolat
ROD, qui s'est révélé produire de fagon continue de$ quantités importantes de HIV-2.
30 Aprés la synthdse du second brin (en présence de nucléotides et d'une ADN polymérase bactérienne),
les cADNs double-brins ont &té insérés dans un vecteur de, phage bactérien M13 TG130. Une banque de
phages de 10¢ phages recombinants M13 2 16 obtenue et sournise & un tri in situ avec une sonde HiV-i.
. Celle-ci contient un frggment'de 1.5 kb issu de raxtrémité 3’ de 'ADNc dérivée de .lARN de Fisolat LAV
- {montré dans la figure 7 A). Environ 50 plaques positives ont &6 détecées, purifiées et caractérisées par

procédure a permis isolement de différents clones contenant des séquences approximative—
ment complémentaires de Pextrémité '3 de PARN polyadénylé de la région de « répétition longue
_ terminale » LTR {(abréviation - anglaise de « long terminal repeat » de HiV-1, décrite par S. Wain Hobson
et al. dans Ceil 4073 9-17 (1985)) dont le content est considéré ici comme faisant partie de ia description.
40 - Le plus important des insérats du groupe concerné de clones de M13 hybridant avec la région LTR3
- de HIV-, est-un clone désigné par g2, denviron 2 kb, Comme 12 région LTR3' de HIV-1, le clone E2
- contient un signal ';AATAAA-s;iNé & environ 20 nucléotides en amont d'une partie terminale poly A, et une
région LTR3 correspondant 3 celie de HIV-2. Aprés séquencage partiel, cette région LTRY de HIv-2 s'est

8 du fragment de E2 (zone rectangulaire allongée) incorporé
dans le plasmide pSPE2 qui'le contient. U comprend une partie de & région R, la région U3 de HIV-2. Le
dessin ne fait pas apparaitre tes limites des régions R et us.
La séquence d'une-partie de B2 apparait & a figure 6. Les positions de sites de restriction spécifiques
y sont indiquées. ‘Le faible degré de parenté entre les. régions LTRY de HIV-1 et HIV-2 est illustré par la
- §0 figure 7. En effet, & peu prés B0 % seulement des nucléotides des deux LTR peuvent atre mis en
) alignemem--(homologie de séquence drenviron 50 %) au prix d'une ‘cantaine dlinsertions ou de délétions.
En comparaison, homologie - de .géquence des “régions correspondantes des isolats américains et
africains différents. variants de HIV-1 est supérieure ‘4 95 %, sans insertion ni délétion. :
: Le clone E2 a 6t (tillsé comme sonde 'spédﬁque-d'HN-z, pour ridentification sur fitre d’hybridation
55 des séquences issues de HIV-2, contenues dans d'autres clones. ' - S
Cette sonde détecte ‘également FARN génomique de HIV-2 dens des conditions - stringentes. Elle
permet, de méme, 1a détection par ia méthode dite de- « Southemn blot » sur FADN de celiules CEM ou
analogues infectées avec un isolat ROD ou d'autres isolats de HIV-2. Aucun signal n'est détecté dans les
_mémes conditions de stringence. dans des essais d'hybridation de cette sonde avec des ADNc issus de
60 cellules non infectées ou de cellules infectées par ‘HIV-1. Ces rasultats ont confirmé la nawre exogéne de
HIV-2 vis-a-vis de HIV-1. Une espéce drenviron 10 kb.'correspondant- probablement 3 PADN viral non
intégré, a été détecté & titre principal dans I'ADN non digéré de cellules infectées par HiV-2. Un autré ADN
ayant une taille apparente de 6 kb correspondant peut éire a une forme circulaire de VADN viral, 8 éé
détecté aussi. . : - N S
65 , Les autres parties du génome de Hiv-2 ont éte identifiées’ également. A cet effet, une banque
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génomique a été construite dans le phage lambda L47. Le phage lambda L47.1 a été décrit par W. A. M.

Loenen etal. dans Géne 10 :249-259 (1980), publication dont le contenu est consndéré comme faisant
partie de la présente description. -

La banque génomique est construite avec des fragments obtenus par digestion de 'ADN provenant
de la lignée cellulaire CEM infectée avec HIV-2a0p, aprés digestion avec P'enzyme Sau3A.

Environ 2 x 108 plaques de recombinants ont été triées in situ avec un clone contenant linsérat E2
marqué de 'ADNec de HIV-2. Dix phages recombinants ont été détectés sur plaques et purifiés. Les cartes
de restriction de trois de ces phages, caractérisés par leur capacité d’hybridation en « Southern blot »
avec linsérat E2 dans des conditions strmgentes, ainsi qu'avec des sondes subgénomiques de HIV-1

. dans des conditions non-stringentes.

Un clone portant un insérat de 9.5 kb et dérivant de 'ADN viral circulaire entier, contenant le génome
complet de HIV-2, a été identifié. Il a été désigné « Lambda ROD 4 ». Les deux autres clones, Lambda
ROD 27 et Lambda ROD 35 dérivant de provirus intégrés, portant des séquences LTR des séquences
codantes virales et des séquences LTR des séquences codantes virales et des séquences adjacentes

d'ADN cellulaire. Les différentes séquences découlent de la figure 8.

Des fragments des clones Lambda ont &6 sous-clonés dans le vecteur plasmidique pUC 18. Les
fragments issus de A ROD 4, A ROD 27 et A ROD 35 et respectivement sous-clonés dans le susdit vecteur
plasmide apparaissant également & la figure 8. Les sous-clones suivants ont été obtenus.

— pROD 27-6 dérive de Lambda ROD 27, contient une région de 5,2 kb du génome de HIV-Il et des
séquences cellulaires adjacentes (5'LTR et séquence virale codante 5’ autour d’'un site ECo RI).

— pROD 4.8 dérivé de Lambda ROD 4, contient un fragment Hind 1l d'environ Skb Ce fragment
correspond & la partie centrale du génome HIV-2,

— pROD 27-8' et pROD 4.8 contiennent des insérats de HIV-2 qui se chevauchent mutuellement.

— pROD 4.7 contient un fragment HIND {ll de 1.8 kb de Lambda ROD 4 ; ce fragment est placé dans
la direction 3 vis-a-vis du fragment sous-cloné dans p ROD 4.8 et contient environ 0.8 kb de séquences
virales codantes et une partie située entre les sites de clonage Bam H1 et Hind lll du bras gauche du
phage Lambda (Lambda L 47.1).

— pROD 35 contient toutes les séquences HIV-2 codantes dans la direction 3, vis-a-vis du site
Eco R1, l'extrémité 3' LTR et environ 4 kb de séquences nucléiques adjacentes d'ongme cellulaire.

- pROD 27-5' et pROD 35 contenus dans E. Coh HB 101, ont été déposés a4 la CNCM sous les
ruméros respectifs -626 et |-633.

pROD 4.7 et pROD 4.8, contenus dans E. Coli TG1, ont été déposés a la CNCM respectivement sous

les numéros 1-627 et 1-628.

Le génome complet de HIV-2 ROD, dont la carte de restriction apparait & la figure 4, a été reconstitué

4 partir de pROD 35, linéarisé au préalable avec Eco R1, et de pROD 27-5". L'insérat Eco R1 de pROD 27-5
a été ligaturé dans 'orientation correcte dans le site EcoR! de pROD 35.
- Le degré de parenté entre HIV-2 et les autres rétrovirus humains ou simiens a été apprécié par des
expériences dhybridation mutuglle. L’homologie relative entre les différentes régions de génomes de
HiV-1 et de HIV-2 a été déterminée par des essais d'hybridation de fragments respectivement issus de
génome de HIV-1 cloné et de Lambda ROD 4 marqué radioactivement. Les positions relatives de ces
fragments (numérotés de 1 & 11) vis-a-vis du génome de HIV-1 apparaissant au bas de la figure 9.

Méme dans des conditions de trds faible stringence (TM-42°C) les génomes de HIV-1 et HiV-2
nhybrident qu'aux niveaux de leurs génes respectifs gag (taches1 et 2), des régions reverse
transcriptase dans pol (tache 3), des régions d'extrémités de pol, des génes Q (ou __) (tache 5) et des
génes F (ou 3’ orf) et 3‘ LTR (tache 11). Le fragment HIV-1 utilisé pour détecter les premiers clones ADNc
de HIV-2 correspond au sous-clone -de la tache 11, qui hybride relativement bien avec HIV-2 dans des
conditions non stringentes. Un signal provenant de la tache5 est le seul persistant aprés un lavage
stringent. Le géne d'enveloppe, la région du géne tat et une partie de pol apparaissent trés divergents.
Ces données, ainsi que la séquence obtenue avec LTR (figure 3) demontrent que HIV-2 n'est pas (en tous
les cas au niveau de son enveloppe) un variant de HIV-1. -

On observe que HIV-2 est plus proche de SIV (décrit par M. D. Daniel et al. dans Science 228 : 1201-
1204 (1985), dont le contenu doit étre considéré comme faisant partie de la présente description) qu'il ne
l'est de HIV-1." .

Toutes les protéines de SIV, y compris ia protéine .de I'enveloppe, sont immuno-précipitées par des
sérums de patients infectés par HIV-2, tandis que la réactivité séroiogique croisée de HIV-1 et HIV-2 est
limitde aux protéines du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent éire distingués par les différences

_ mentionnées plus haut au niveau des poids moléculaires de leurs protéines.

S En ce qui concerne les séquences nucléotidiques, on remarque aussi que HIV-2 a une parenté avec
V. ' :

De plus, la caractérisation de HIV-2 permet aussi de délimiter le domaine de la glycoprotéine
d’enveloppe qui est responsable de la fixation du virus 4 la surface des cellules cibles et de
I'internalisation ultérieure du virus. L'interaction se fait par lintermédiaire de la molécule CD4 elle-méme
et il semble que HIV-1 et HIV-2 utilisent le méme récepteur. Aussi, bien qu'il existe de grandes différences
entre les génes env de HIV-1 et HIV-2, les domaines homologues restreints des enveloppes des deux HIV
peuvent-ils éire considérés comme constituants de fixation & un récepteur commun des lymphocytes T4.

"
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.. Ces sites sont appelés & constituer des épitopes porteurs de 'immunogénicité-de peptides qui pourraient
} étre utilisés pour susciter chez 'homme une réponse immunitaire protectrice contre les virus HIV.

Des séquences avantageuses pour la constitution de sondes dans des réactions d’hybridation avec le

matériel génétique de patients porteurs de virus ou de -provirus, notamment pour détecter la présence
d'ARN de virus HIV-2 dans leurs lymphocyles contiennent une séquence nuciéotidique résultant de
combinaison des fragments de 5 kb de Hindlll de ROD 4 et de I'ADNc E2. Les essais peuvent étre réalises
selon toutes méthodes notamment selon les techniques de « Northem biot », « Southern blot » et «dot
blot ». : : :
Des caractéristiques suppiémentaires de l'invention ‘apparaitront encore de fagon non limitative au
cours de-la description qui suit d'exemples d'identification de certaines parties du génome rétroviral et de
la production d'un certain nombre d'ADNs recombinants mettant en jeu diverses parties d'un ADNc dérivé
du génome rétroviral de HIV-2. - | _

Exemples
- Exemple |
' Sonde ADN, pouf I'utilisation dans les kits de diagnostic de HIV-2.

Un ADNc complémentaire de 'ARN du génome obtenu & partir de virions purifiés, a été prépéfé selon

" la méthode suivante : -

Le surriageant obtenu aprés 48 heures de culture de celiules CEM infectées par un isolat HIV-2 ROD

" de HIV-2 a été ultracentrifugé. Le culot de-centrifugation contenant le virion a été centrigué sur gradient

de sucrose pour former un nouveau culot de centrifugation substantiellement par la méme méthode que
celle décrite dans la demande de brevet européen EP-A-0.138.667 déja mentionnée. '
La préparation de HIV-2 purifié a été utilisée pour la synthése d'ADNc en mettant en ceuvre une
réaction endogéne, activée par un détergent. : o

En résumé, la préparation du virion a été ajoutée a un mélange de réaction contenant 50 mM Tris-
HCI; 5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0.025 % du détergent commercialisé sous la marque TRITON® | et 50 uM
de chacun des 4 déoxynucleoside-triphosphates et un initiateur oligo (dT). La réaction a 6té conduite
pendant 90 minutes & 37 °C. . :

Aprés P'extraction au phénol des protéines présentes dans le premier milieu de réaction, la seconde

. chaine de F'ADNc a été ‘synthétisée en présence de RNAse, ADN polymerase 1 de E.coli et des 4
- déoxynucléotides, pendant 1 heure & 15°C et 1 heure 3 229C. Des extrémités franches ont été créées sur

cette double chaine ADNc, par l'action de la T4 ADN polymérase. Tous les réactifs de ce procédé sont
disponibles dans le commerce (kit ADNc -de la Société AMERSHAM) et ont été utilisés comme
recommandé par le fournisseur. ' . . )

Aprds (1) ligation d'adaptateurs (finkers) contenant un site- EcoR1 (commercialisés par Pharmacia)
aux extrémités franches de 'ADNc en présence d'une ligase ADN T4 (commercialisée par BIOLABS) (2),
digestion de ces «linkers » par P'endonuciéase de restriction EcoR1, et (3) élimination des fragments de

" «linker » par iune fitration ‘sur gel (colonne du gel commercialisé sous la marque ULTROGEL ® ) AcA 34

(LKB-IBF), 'ADNc est inséré dans un vecteur M 13 TG 130 clivé par-EcoR1. Une banque d’ADNcs a été '

' . obtenué aprds transformation de la- souche de E. coli TG1. On a obtenu approximativement 10* plaque de

recombinants M13. , _

" Pour sélectionner dans la banque d’ADNcs des clones M13 recombinants contenant 'ADNc de HIV-2,
la technique d'hybridation sur plaque. a &6 utilisée. LUADN des plagques M13 a été transféré sur des filtres
de- nitroceliulose, et hybridé & des sondes de HIV-1 subgénomiques dérivées du clone « lambda J19 » d'un
virus LAV (ou HIV) décrit dans la demande de brevet suropéen. Cette sonde comprenait un insérat
constitué par une partie ayant une longueur approximative de 1500 paires de bases (pb) de 'ADN de HIV-
1. Cet insérat était délimité par deux sites de restriction Hindlll respectivement & lintérieur du cadre de
lecture ouverte du géne « env » et dans le segment R de Pextrémité 3’ LTR de HIV-1. Cette sonde contenait

- Pextrémité 3' du géne env, la totalité du géne F, le segment U3 et une partie du segment R de LTR, d'une

- 60

65

longueur approximative de 1500 paires de bases (pb). . .

La sonde contenant linsérat Hindlll de 1,5kb a été marquée avec du 3P dCTP et dTTP (3000 Ci x 10"
3 mole) par incubation de la sonde en présence dlinitiateurs et 'ADN polymerase | de Klenow, pendant
4 heures & 15°C (en utilisant un kit do AMERSHAM). Les essais d'hybridation des clones d’ADNc de la
banque ont été conduits pendant toute la nuit dans des conditions de faible stringence, au sein d'une
solution d'un milieu d'hybridation contenant 5X SSC, 5X Denhart, 25 % de formamide, 100 pg/mi dADN
de sperme de saumon dénaturé et la sonde marquée (2 X 107 cpm avec une spécificité de 10° cpm/ug) a
379C. Les filtres ont 616 soumis & trois étapes de lavage, successivement en présence des trois solutions
dont les compositions sont indiquées ci-aprés: Lavage n°1 :5XSSC, 0.1% SDS, & 25°C pendant
4 x 15 minutes. Lavage n° 2 :2XSSC, 0.1 % SDS, a 42°C pendant 2 x 30 minutes. Lavage n° 3 :0.1XSSC,
0.1 % SDS, & 65 °C pendant 2 x 30 minutes. Chaque lavage est suivi par une autoradiographie des filtres.

. Plusieurs clones positifs ont été détectés aprés le lavage n®1 et 'ont encore 6té aprés le lavage n°2.
Cependant, tous les signaux disparaissaient aprés le lavage n° 3. Ceci indique que les clones positifs

12
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n'avaient avec le génome de HIV-1 qu'une faible parenté, néanmoins suffisante pour effectuer la susdite
sélection. Les clones positifs ont été repiqués, redéposés sur des plaques et de nouveau hybridés avec la
méme sonde dans les conditions: de stringence correspondant au lavage n°1. La majorité d'entre-eux
. étaient encore positifs,, S : g o o

Les clones ont dussi -é6té sélectionnés en mettant en ceuvre une sonde d’ADN humain total dans des
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 5X SSC, 5X Denhart, et 40 % de formamide,
suivie d'un lavage dans 1XSSC, 0.1 % SDS, & 50°C. Aucun des clones préalablement positifs n'a été
détects, par conséquent ne correspondait pas 3 PADN répétitif spécifique ou a I'ADNc de I'ARN
ribosomal. - . o T :

Les clones recombinants M13 positifs ont été cultivés dans un milieu liquide et caractérisés :

(1) Taille de leur insertion :

Un ADN type simple brin de M13 a été obtenu a partir de chaque clone individue!, et la synthése du
second brin a été conduite avec une séquence initiatrice 17-mer M13 et 'enzyme de Kienow. Les insérats
ont été excisés a laide d'EcoR1 (BOEHRINGER) et analysés par électrophorése sur gel d'agarose. La
plupart des iisérats contenaient de 200 a 600 et 200 pb, & I'exception du clone dénommé E2.1, qui avait
approximativement une longueur de 2 Kpb. .

20 (2) Analyse de la séqu_enee nucléotididue : |

P Plusieurs clones ont été partiellement séquencés, en utilisant la méthode dideoxy de Sanger etal.
HERRE décrite dans Proc. Natl. Acad. Sci. 74 :5463-7 (1977), faisant partie de la présente description. Différents
clones indépendants contenaient des. séquences nucléotidiques similaires, & I'exception des chaines
25 poly-A & leurs extrémités 3" dont les longueurs étaient différentes. Ces résultats démontrent que ces
. clones ADNc étaient dérivés dans la matrice d'ARN. L'analyse de séquence détailiée de ces clones ADNc,
comprenant I'extrémité 3’ du génome de HIV-2, a montré une parenté limitée avec HIV-1. .

(3) Hybridation avec 'ARN et PADN génomique-de HIV-2.

(a) Obtention de .'ARN génomique de HIV-2: Un surnageant infecté a été centrifugé (50.000
rotations, 30 minutes). Le culot du dépdt 3 été resuspendt dans 10 mM Tris pH7.5, 1 mM EDTA, 0.1 %
SDS. L'un des clones d'insertion F1.1 a été marqué et utilisé comme sonde pour I'hybridation avec I'ARN

- génomique de différents isolats viraux, conformément A la technique de « dot-blot ».
35 La technique « dot-blot » comprenait les étapes suivantes : ' '

(i) déposer I'échantillon (lysat HIV-2) en taches sur une membrane de nitroceliulose préalablement
trempée dans 20X SSC (3M NaCl, 0.3M de citrate de sodium) et séchée a I'air, (ii) faire cuire la membrane
pendant 2 heures & 80 °C, et (jii) effectuer hybridation. '

~ Cefte hybridation a été conduite dans des conditions de haute stringence (5X SSC, 5X Denhart, 50 %
40 formamide a 42 °C). Elle a été suivie d'un lavage dans 0.1X SSC, 0.1 % SDS a 65 °C. Dans ces conditions,
" la sonde hybride fortement aux taches provenant de deux isolats indépendants de HIV-2, incluant le LAV-

)l ROD, dont 'ADNc cloné était issu. Un faible signal d'hybridation a été détecté avec la tache formée par

STLV-llimac (Virus T-Lymiphotropique de Singe (également connu comme « SIV ») de type lll, macaque),

et aucune hybridation n'a été détectée avec les isolats de HIV-1. '

5 Les expériences de « Southem Blot », mettant en jeu de clone E-2.1 contenant linserat de 2 Kb en
’ tant que sonde marquée au *P, ne manifestérent aucune hybridation avec des ADNs de celiules non
infectées, mais détectaient des bandes dans des cellules détachées infectées par HIV-2 dans des
conditions de forte stringence. HIV-2 montre un polymorphisme & deux niveaux de sa carte de restriction
 équivalents & ceux des cartes de restriction de HIV-1. Avec de 'ADN cellulaire complet de cellules
. 50 infectées, deux sortes de signaux sont détectés par la méthode de « Southern Blot»: (1) dans des
' fractions d’ADN ayant des poids moléculaires PM d'environ 20 kb et plus dans le cas de formes intégrées
" du virus, et (2) dans les fractions de PM plus faibles (9, 10 kb), dans le cas de virus non intégré au génome.
o Ces' caractéristiques sont hautement spécifiques. d'un rétrovirus.

~ Certaines expériences effectuées avec STLV-Ill (SIV-3) de cellules infectées ont permis de constater
55 que le rétrovirus simien est relativement distant de HIV-2 (le signal est uniquement détecté dans des
conditions de faible stringence). Ces expériences montrent que les susdites sondes permettent la

détection spécifique de HIV-2.

(4) Sous-cionage de 'ADNc de HIV-2 dans un vecteur plasmide bactérien :
60 ' ‘

Le clone M13 positif, E2-1 a été sélectionné et sous-cloné dans un vecteur plasmidique. L’ADN du
phage M13 (TG 130) recombinant E-2 a été purifié sous forme d'un ADN simple brin (M-13-ROD-E2)
contenant lnserat de 2 Kb, contenant la portion 3' du génome de HIV-2 (obtenu & partir de HIV-2 ROD).

" Cet inserat a 6té transféré dans le plasmide pSP65, décrit par Meiton, D. A. dans 357 Nucleic Acid Res.
6 12 :035-7056 (1984). : : ' :
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Une seconde chaine 'a" eté construne in vitro en présence de la séquende dinitiateur 17 mer

(AMERSHAM), des quatre nucléotides A, C, T, G, et de 'ADN polymerase | (Klenow). L'inserat EcoR1 a été
excisé par digestion -EcoR1 -et-purifiée sur gel d'agarose, puis ligué a pSP65, jui-méme préalablement

- digéré avec EcoR1. Le mélange de ligation a été utilisé pour -transformer la souche E.coli DHt et des

recombinants ont éé sélectionnés grace & leur capacité de résistance a I'ampicilline. Les recombinants
identifiés ont été cultivés sur milieu' LB (Luria medium) contenant 50 wml d’ampiciline. Ces plasmides
recombinants ont &té purifiés et contrélés quant & la présence du fragment.inséré correct.

L'un des clones obtenus désigné par la référence pSPE2, a été déposé & la CNCM & PARIS, France,
sous le n° d'accés |-595 le 5 septembre 1986. o

Les insérats dérivés des ADNc de HIV-2 et qui se trouvaient insérés dans la sonde susdite contenaient
la séquence de nucléotides qui a-6té définie plus haut, en rapport avec une partie de E2.

Exef_nple "
Clonage d'un ADNc complémentaire & 'ADN .compiémentaire & 'ADN génomique de virions de HIV-2.

Des virions HIV-2 ont été purifiés. & partir de 5 litres d’'un surnageant d'une culture d'une lignée CEM
infectée avec un isolat ROD. Un premier brin d'ADNc a été synthétisé au contact de virus purifié
sédimenté, en présence d'un initiateur oligo (dT) et en mettant en ceuvre une réaction endogéne activée
par un détergent, selon la technique décrite par Alizon etal., Nature 312: 757-760 (1984). Les hybrides
ARN-ADNc ont été purifiés par une extraction par un mélange phénolichioroforme et par une précipitation
a Péthanol. Le second brin d’ADNc a été produit en présence d’ADN polymérase-VRNAse H selon la
méthode décrite par Gubler et Hoffman Gene 25: 263-269 (1983). La description de cet article est
considérée comme faisant partie de la présente description. - : .

L’ADNc double brin a ét¢ muni d'extrémités franches en présence d’ADN polymérase T4 en utilisant
les constituants d'un kit de synthése d'ADNc commercialisé par AMERSHAM.

Des adaptateurs (linker) Eco R1 commercialisés par PHARMACIA, ont été fixés & l'extrémité de
I'ADNc; 'ADNc ainsi modifié a &6 inséré aprds digestion en présence de EcoR1 dans un vecteur de

‘phage déphosphorilé M13tg130 lui-méme  digéré par Eco R1, également commercialisé par AMERSHAM.

Une bande d'’ADNc a été obtenu aprés transformation de la souche E.coliTG1. Des plaques de
recombinants (10%) ont 6té triés in situ sur des filtres permettant des répliques par hybridation avec le
clone J19 contenant le fragment Hind Ili de 1,5 kb déja mentionné pius haut, issu de HIV-1.

Les filtres ont 6té préhybridés en présence d'un milieu contenant 5 x SSC, 5 x solution DENHARDT,
formamide. 2 25 %, de 'ADN dénaturé de sperme de saumon (100 microgrammes/mml) & 37 °C, pendant
4 heures, puis hybridé pendant 16 heures dans le méme tampon (Tm-—42°C) en présence dun

~ supplément de sonde marquée (4 % 107.cbm), pour fournir une -solution finale de tampon d’hybridation

contenant 10°cpm/ml). Le lavage a été fait avec une solution 5 x SSC, 0,1 % SDS & 25°C pendant
2 heures. (étant entendu que zmx SSC correspond & une solution NaCl3M et de citrate de sodium 0,3M.

. Les plaques répondant positivement ont.été purifides et les ADNs mond-brins de M13 ont été préparés et

leurs extrémljtés ont étéséquencées selon la méthode de Sanger et al.
" Hybridation duh ADN de cellules infectées par HIV-1 ef HIV-2 et d'ARNs de HIV-1, HIV-2 et de virions

. SIV respectivement avec une sonde dérivée d'un ADNc cloné de HIV-2.

Les ADNs ont été extrans _&e cellules CEM infectées riroduisant de fagon continue respectivement
HIV-1 et HIV-2. Des échantillons d'ADN de ces deux rétrovirus, digérés pour certains par 20 ug de Pstl,
non digérés pour d'autres ont été soumis & une électrophordse sur gel d'agarose & 0,8 % et transféré par

" - _la méthode « Southem » sur membrane de nylon. Des petits volumes de surnageant infecté, repris dans

" un tampon NTE contenant 0,1 % de SDS ayant les mémes activités de transcriptase inverse ont été

déposés sur nitrocellulose, qui avait 6té trempé auparavant dans une solution 2 x SSC.
Une préhybridation 'a- été: faite dans une solution contenant 50 % de formamide, 5 X SSC,

* .5 x Denhardt, et 100-mg/ml d'ADN de sperme de saumon dénaturé pendant 4 heures & 42°C. Une

60

hybridation a été conduite dans le méme tampon, auquel avait 616 ajouté 10 % de sulphate de dextran, et

108 cpm/ml. - d'insérat ‘marqué E2 (activité spécifique 10° cpmiug) pendant 16heures & 42°C. Deux
lavages ont ensuite été faits avec une solution 0.1 x SSC, 0.1 % SDS pendant 30 mn chacun. Aprés .

l'exposition pendant 16 heures -avec un écran d'intensification la membrane de Southern Blot est
déshybridée dans 0.4 N NaOH, -neutralisée et réhybridée dans les mémes conditions & la sonde HIV-1
marquée avec 10° cpm/ug. . ‘
Exemple 1il
Cionage dans le Phage Lamdba de 'ADN cqmplet du provirys de HIV-2.

JL"ADN des cellules CEM infectées par HIV-IROD (figure 2, bandes a et c) est partiellement digéré
avec Sau3A. La fraction 9-15 kb a été sélectionnée sur gradient de sucrose a 5-40 % et liguée aux bras

14
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BamHI du vecteur lambda L47.1. Les plaques (2 x 105) obtenues aprés empaquetage in vitro et dépot sur
souche E.coli LA101 ont été friées in situ par hybridation avec linsérat de I'ADNc cloné E2.
Approximativement, 10 clones positifs ont été purifiés sur plaque et propagés sur E. coli C600 recBC. Les
clones lambda ROD 4, ROD 27 et ROD 35 ont été amplifiés et leurs ADN caractérisés par établissement de
leurs cartes de restriction et par hybridation par ia méthode de « Southern » avec le cione ADNc de HIV-ii
dans des conditions stringentes st avec les ondes gag-pol de HIV-1 dans des conditions non stringentes.

La figure 8 présente de fagon schématique les structures de 3 des phages recombinants obtenus
ROD 4, ROD 27 et ROD 35.

Les parties rectanguiaires allongees de ces schémas . comrespondent a4 des séquences pro-vnrales
issues des ADNs des cellules CEM initialement infectées, les parties blanches correspondant & des
séquences rétrovirales, les parties grisées & des parties des' ADNs cellulaires et les parties en noir au LTR
dans lesdites fréquences virales.

Les traits fins désignés par les lettres L et R correspondent aux bras issus du vecteur de phage
Lambda L47.1 ayant servi au clonage.

Certains des sites des resfrictions ont également été indiqués : il s'agit plus particulidrement des sites
suivants :

B:BamHl; E'EOORl‘H'HindIII'K'KpnI'PS'PstI'PV'Pvull'S‘SacI'X'Xbal

Ces séquences vnrales ont des parues en commun avec la séquence E2. Les positions relatives de ces
parties déterminées par hybridation avec E2, apparaissent également dans les figures.

ROD 4 est dérivé d'un ADN viral . clrculalre ROD 27 et ROD 35 sont dérivés de provirus intégrés dans
une structure ADN cellulaire.

Enfin, on voit apparaitre dans ces figures les insérats sous-clonés dans les conditions qui ont 6té
indiquées plus haut et’ Ieurs posutlons relatives vis-a-vis des séquences correspondantes de ROD4,
ROD 27 et ROD 35.

I s'agit plus parhcullérement des insérats des plasmides pROD 27-5°, pROD 35-3’ pROD46
pROD 4.8 et pROD 4.7.

La figure 9 est une représentatlon des’ intensités relatives des taches d’hybridation qui ont été
réalisées entre ROD-4 et des sous-fragments 1 2 11 respectivement issus des différentes parties d'un ADN
4 chaine unique issu de sous-clone de M13 contenant un acide nucléique dérivé du génome entier de
LAV. Les positions relatives de ces divers fragments vis-a-vis du génome entier de LAV (déterminé par
séquencage) sont indiquées dans la partie inférieure de la figure. Le point 12 correspond & une tache
témoin réalisé en mettant en. c2uvre un ADN témoin du phage Lambda.

Les essais d'hybridation dans la méthode de transfert par tache (dot-blot) ont été réalisés dans les
conditions de faible stringence de Pexemple ll. En utilisant A titre de sonde, le recombinant Lambda
ROD 4 contenant 'ADNc total de HIV2. Les lavages ont ensuite été faits successivement dans les
conditions suivantes: 2 x SSC, 0.1% SDS a 25°C. (Tm—42°C), 1 x SSC, 0.1% SDS é 60 °C.
(Tm—20°C), et 0.1 x SSC, 0.1 % SDS & 60 °C. (Tm—3°C).

~ Les taches représentées ont été obtenues aprés exposition radiographique pendant 1 nuit.

Exemple IV
Test de diagnostic in vitro de la pfésence du virus HIV-2 dans un milleu bioclogique
" Matériel et méthodes
Patlents

Les patients mfectés par HIV-2 ont été sélectlonnés parmi des personnes admises & I'hdpital Egas
Moniz de LISBONNE pour hospitalisation ou pour consultation, entre septembre 1985 et septembre 1986.

Pour réaliser cette sélection, tous les individus d'origine africaine ou ayant séjourné en Afique ont
subi un test sérologique & la fois pour rechercher la présence d’anficorps contre HIV-l (immuno-
fluorescence-IFA-et/ou ELISA) et contre HIV-2 (IFA). Seuls les patients pour lesquels on a prouvé
sérologiquement I'infection avec HIV-2 ont été retenus dans cette étude.

Isolation du virus

Chez 12 patients, l'isolation de HIV a été conduite comme on le rappelle brisvement. Les lymphocytes
périphériques sanguins des patients (PBL) ont &té stimulés avec PHA, cultivés en coculture avec des
PBLs normaux humains stimulés par PHA et maintenus en présence d'interleukine-2 (IL-2). Les cultures
ont été contrbiées afin. de repérer la présence éventuelie d'un effet cytopathogénique (CPE) et afin de
mesurer I'activité de transcriptase inverse (RT) dans le surnageant.

Test d'immunofiuorescence (IFA)
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Des plaques | [FA ont été préparées comme suit: des cellules MOLT-4 infectées avec HIV-2 ont été
lavées 2 fois dans PBS et étalées sur des lames de verre IFA (10* celiules par puuts), puis séchées a l'air et
fixées par de I'acétone & froid. Pour le test IFA, ces cellules ont été soumises a une réaction, le sérum de

‘test étant dilué & 1/10, pendant 45’ & 37 °C, ont été lavées, séchées et soumises a une réaction avec de la
" fluorescéine conjuguée a des 1aG, A, M anti-humaines de chévre (dilué & 1/100) pendant 30 minutes &

37°C. Aprés le lavage, les cellules ont. été colorées avec du bleu Evans, & 0,006 %, montées dans un
mélange de 90 % de glycérol, 10 % de PBS et examinées au microscope a fluorescence.

Elisa

Certains sérums de patients ont été examinés pour déterminer la. présence d'antncorpé anti-HiV-1 en
utitisant les tests sérologiques disponibles dans le. commerce sous la dénomination ELAVIA (Pasteur
Diagnostics) ou ABBOTT.

Test de radio-immunoprécipitaﬁon (RIPAY

Des cellules CEM infectées avec HIV-1 ou HIV-2 ont été cultivées en présence de 38 cystéine
(200 microCi/ml) pendant 16 heures. Le sumageant a été recueilli, les particules virales ont été
centrifugées et lysées sur un tampon RIPA (Tris-HC1 50mM pH 7.5, NaC1 150mM, EDTA 1mM, 1 % Triton
X100 ® , Sodium deoxycholate 0.1 %, SDS 0.1 %). Pour chaque réaction, 50 microlitres de lysat dilué
correspondam & 105 cpm ont ét6 mis en réaction avec 5 microlitres d'un sérum test pendant 18 heures a
4°C. Des complexes immuns ont été liés grace a une protéine A fixée sur du Sépharose ® PHARMACIA
lavés, et élués pendant une ébullition de 2minutes. Les antigbnes élués ont été analysés par
électrophorése sur gel SDS-polyacrylamide et par autographie. .

Hybridation Dot-blot. ,

Des virus isolés dans des PBLs de patients ont été centrifugés et lysés dans Tris-HC| 10OmM pH 7.5,
NaC! 10mM, EDTA 1 mM, SDS 0.5 %. Un microlitre de chaque lysat, correspondant & une activité RT de
50.000 cpm a été déposé sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un' lavage ont été réalisés
dans des conditions de forte stringence: hybtidation dans®6X SSC, 5X Denhart, 50 % de formamide,.
pendant 18 heures a 42 °C ; et lavage dans 0.1X SSC, 0.1 % SDS & 65 °C. On a utilisé des sondes HIV-1 et
HIV-2, marquées au 32p (activité spécifique de 108 cpm/microgramme). La sonde HIV-1 correspond au
g_él"nlome complet de lisolat LAVgg,, et ia sonde HIV-2 dérive d'un ADN cloné de 2 kilobases de lisolat
LA "2509.

Résultats
Population des patients _
30 patients chez lesquels on décelait une infection par HIV-2 par mise en évidence sérologique ou

virale, ont été étudiés. Parmi ces 30 patients on comptait 12 hommes et 18 femmes. La moyenne d'dge
était de 35 ans pour un intervalle de 11 & 55 ans. Tous les patients excepté 1, étaient restés plusieurs

~ années en Afrique de Ouest: 26 étaient nés et vivaient en Guinée-Bissau et 2 étaient originaires des lles
~. du Cap-Vert. 1 patient était un garcon de 11 ans de I'Angola, qui avait vécu dans les lles du Cap-Vert

pendant plusieurs anndes. Le seul européen de la population étudiée était un Portugais de 40 ans qui
avait vécu pem_iant 8 ans au Zaire, mais démentait tout séjour en Afrique de I'Ouest.

-Présentation clinique

Parmi les 30 patients, 17 avaient un SIDA, conformément aux critéres reconnus CDC. Le symptbéme
majeur chez ces patients était la diarrhée chronique, accompagnée dans la plupart des cas d’une perte de
poids de plus de 10kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrhée était associée avec la présence d'une
infection inestinale soudaine ; pour 7 cas, I'agent pathogéne était le seul Isospora belli, 1 patient était

* atteint uniquement par Cryptosporidium et 2 avaient & la fois les 2 agents pathogénes. Dans 3 cas, aucun

agent pathogéne intestinal inattendu n'a été révélé. Parmi les 17 cas de malades atteints de SIDA, on a
diagnostiqué. chez 8 des candidoses cesophagiennes. 6 patients afteints du SIDA présentaient des
symptdmes respiratoires. Une tuberculose puimonaire a été diagnostiquée chez 2 d'entre eux et une
microbactérie différente non identifiée a été décelée chez l'un d'entre eux.

2 patients souffraient d'une aspergilose pulmonaire & la suite. d'une tuberculose. 2 autres patients
atteints du SIDA présentaient des phases récurrentes de pneumonie sans identification de ['agent
pathogéne, et 1 patient avait une .pneumonie du type pneumocystis carinii, qui fut  diagnostiquée

- uniquement post-mortem. Quatre des 17 patients atteints du SIDA avaient un sarcome de Kaposis : dans

3 cas il est apparu comme limité a la peau et chez un autre patient un examen post-mortem a révélé des
lésions' disséminées au niveau viscéral. Des désordres du systéme nerveux central sont apparus chez
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2 patients atteints du SIDA: 1 avait un lymphome cérébral, et l'autre avait une encéphalite subaigué de
cause inconnue.

4 patients présentaient les symptdmes du complexe lié au SIDA (ARC):

2 avaient des lymphadénopathies diffuses avec fidvre persistante, 1 avait une diarrhée chronique

‘avec perte de poids, et 1 avait des phases récurrentes de bronchopneumome et des lymphadénopathies

multiples. -

Parmi les 9 patients restants, 6 n'avaient aucun symptdme rattachable a Finfection par HIV, 1 était
atteint uniquement d'une tuberculose pulmonaire, 1 avait uniquement des lymphadenopathles diffuses
persistantes et 1 présentait une syphillis. neurologaque Pendant la période d'étude de 12 mais, 7 patients
sont morts, tous présentant un SIDA. -

Etude sérologique

Chaque patient fait 'objet d'au moins un test sérologique pour rechercher la présence d'anticorps
contre & la fois HiV-1 et HIV-2. Tous les sérums des patients ont été testés par test IFA afin de repérer les
anticorps contre HIV-2 et tous se sont révélés positifs. Parmi eux, 21 furent aussi testés pour les anticorps
contre HIV-2 par un tfest RIPA: fous ont précipité de fagon claire la glycoprotéine de haut poids
moléculaire de I'enveloppe du virus, désignée par gp140, et 16 d'entre eux ont réagi également avec la
protéine majeure du noyau p26, alors qu'une seulement réagit avec une- autre protéine virale du noyau,
désignée par p16.

Dans ces sérums on a recherché la présence d'anticorps présentant des réactions croisées avec HiV-|
en utlisant les différents tests. Un test IFA a été utilisé pour 24 sérums: 12 sont négatifs, 10 sont
faiblement réactifs, et 2 positifs. Dans un test ELISA, 21 sérums ont été testés : 16 étalent négatifs, et 5
étaient positifs. Finalement, on a recherché dans 11 sérums la présence d'anticorps contre les protéines
de HiV-1 par la méthode RIPA.

3 dentre eux n'ont absolument pas réagi, et ceci avec aucune protéine virale, 2 seulement ont
précipité avec la protéine p34, issue du géne pol, et 5 ont réagi avec la protéine p25, protéine majeure du
noyau. 2sérums ont réagi seulement faiblement avec la glyco-protéine gp110 de l'enveloppe du virus
HIV-1. Ces deux sérums ainsi que tous les sérums positifs lors des tests IFA ou ELISA concernant les
anticorps anti HIV-1 ont réagi fortement avec la gp140 de HIV-2 dans un test RIPA, indiquant une infection
avec HIV-2 plutét qu'avec HiV-1. Seulement 1 patlent qui n‘est pas inclu dans la population étudiée, a été
reconnu sérologiquement comme étarnt infecté par HIV-1 et non par HIV-2, Ce patient était une femme de
21 ans de I'Afrique Centrale (lle Sao Tome) présentant un SIDA,

" Isolation du virus

Lisolation des virus dans les lymphocytes périphériques du sang a éié pratiquée sur 12 patients. Un
HIV a été isolé chez'11 d'entre sux, gréce a la présence d'un effet cytopathogénique, et & la mesure d’un
pic des particules associées a l'activité de transcriptase inverse dans les surnageants de culture.

* Ces 11isolats ont été identifiés commie étant des isolats de HIV-2 en utilisant la technique
d'hybridation « dot-biot ». Les taches virales obtenues A partir de 10isolats ont montré une hybridation
forte dans les conditions stringentes d’hybridation et de lavage avec une sonde HIV-2 dérivée d'un EDNc
cloné de HIV-2, alors qu'aucune d'entre-elles n'hybridait avec les sondes HIV-1 dans les mémes
conditions. Un isolat hybridait seulement faiblement avec une sonde HIV-2, mais n'hybridait pas avec une
sonde HIV-1.

Evaluahon immunologique

13 patients ont été étudiés pour évaluer le nombre de leurs lymphocytes circulant identifiés comme
étant des cellules T auxiliaires (helper) (CD4+) et le rapport de: celiules T auxiliaires/ceiiules T
suppresseur. Parmi ces patients, 11 avaient un SIDA : leurs nombres de celiules T auxiliaires était de 243 &
300 par microlitre, et leur rapport cellules T auxiliaires/cellules T suppresseur moyen é&tait de 0,25 a 0,15,
1 patient présentait des signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T helper de
240/microlitre et un ratio de 0,18. Un autre patient, présentant une syphillis neurologigue et aucun
symptdme li¢ de fagon évidente & HIV, avait un nombre de lymphaocytes T helper de 630 par microlitre et
un ratio de 0.82.

Discussion

Dans cette étude, linfection par HIV-2 a été mise en évidence chez 30 patients africains d’Afrique de .
"Ouest présentant soit un SIDA, soit des symptdmes du compiexe ARC ou n'ayant aucun signe clinique
raftaché au SIDA. Les résultats permettent néanmoins de conclure que HIV-2 doit étre considéré comme
un agent étiologique majeur du SIDA chez les patients d’Afrique de I'Ouest. Les résultats sérologiques et

viraux qui ont été observés indiquent que l'mfectlon par HIV-2 n'éfait pas souvent associée avec une
infection par HIV-1 parmi ces patients. -
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En dépit de différences antigéniques et génétiques importantes, HIV-1 et HIV-2 présentent un
tropisme similaire pour les lymphocytes T CD4+, ont des effets cytopatogénes similaires, une morpholo-

- gie similaire, et partagent des épitopes dimmunoréaction communs pour certaines de leurs protéines
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constitutives. - : . '

Dans la mesure ol fous les patients d’Afrique de I'Ouest, infectés avec HIV et étudiés ici ont été
reconnus comme étant infectés par HIV-2 alors qu'aucun n'était infecté par HIV-1, le nouveau virus HIV-2
pourrait étre la cause majeure du SIDA en Afrique de I'Ouest. ' '

Les symptdmes du SIDA liés & HIV-2 ne sont pas différents de ceux du SIDA liés & HIV-1 en Afrique
Centrale : Le symptome le plus commun consiste dans des diarrhées chroniques, avec perte importante
de poids, troubles dis la plupart du temps & Isospora belli et/ou Cryptosporidium. La fréquence d'autres
infections soudaines, telles que des candidoses, des microbactéries (inciuant M. tuberculosis) et des
toxoplamoses comparable & ce que l'on reconnaissait chez les Africains afteints d'un SIDA lié a HIV-1. La
pneumonie du type Pneumocystis carinii, considérée comme une complication trés commune chez les
malades atteints du SIDA aux USA et en Europe, a été décelée seulement une fois lors de notre étude, et
des méningites de type cryptococcal n'ont pas été détectées. :

Néanmoins, les anomalies immunologiques décelées parmi des patients atteints du SIDA lié¢ a une
infection par HIV-2 sont identiques & celies décrites lors de SIDA lié & HIV-1.

Parmi les 30 patients qui possédaient dans leur sérum des anticorps réagissant avec les antigénes
HIV-2, seuls 7 d'entre eux avaient des anticorps spécifiques contre HIV-1 détectables par des tests IFA ou
ELISA. Lors d'un test RIPA, on observe que ces 7 patients présentent des anticorps réagissant contre les
protéines majeures du noyau p25 (HIV-1) ou p26 (HIV-2), qui ont en commun des épitopes fortement
immunoréactifs. 5 patients ne présentent pas de tels anticorps : ces 5 patients ont des réponses négatives
a des tosts ELISA vis-a-vis de HIV-1. 2 d'entre eux ont des réponses négatives & des tests IFA et 3 d'entre
eux ont des réponses trés faibles. Cependant, bien que certain d'entre eux n‘aient pas été totalement
étudiés, 9 patients ont été observés qui possédaient dans leur sérum des anticorps de la protéine virale
p26 du noyau de HIV-2 et qui présentaient une réaction faible ou une réaction négative & des tests IFA ou
ELISA spécifiques de HIV-1. Ces résultats font ressortir 'importance de Fincorporation d'antigéne HIV-2
dans des tests sérologiques HIV utilisés en Afrique et peut-étre dans d'autres endroits.

Un rétrovirus a été isolé des lymphocytes périphériques. de 11 patients. Dans tous les cas la
croissance virale a &t6 obtenue en 2 semaines, carattérisée par la présence dune activité de
transcriptase inverse dans le surnageant de culture et par un effet cytopatogénique. Cependant, cet effet
cytopatogéne est apparu d'importance variable pour ies différents isolats : certains isolats présentaient
un nombre important de syncytia de grande taille accompagné d'une lyse cellulaire importante, alors que
d’autres présentaient seulement peu de syncytia de taille limitée, et affectant la viabilité de la culture.

Tous les ARNs sauf celui d’un unique isolat hybrident avec une sonde dérivée d'un ADNc cloné de
HIV-2 représentant la terminaison 3’ du génome, dans des conditions de fortes stringences. Aucun
n'hybride avec une sonde HIV-1 dans, les mémes conditions. Ceci démontre que les isolats infectant ces
patients appartiennent au méme type de virus. Un isolat seulement hybride mais rarement avec une sonde
HIV-2 2 Ia fois dans des conditions de forte et de faible stringence, et n'hybride pas avec HiV-1. Ce virus a

10 ' cependant: 6té isolé chez un patient possédant dans son sérum des anticorps capables de réagir avec
" tous les antigénes de HIV-2 lors d'un test RIPA.

D'une fagon générale, l'invention concerne, outre le virus HIV-2 et ses variants, tout virus équivalent

 infectioux pour 'homme présentant des caractéristiques immunologiques propres au HiV-2. D'une fagon

générale, Iinvention conceme tout virus qui, outre les propriétés que posséde les virus HIV-2 déposés a la
CNCM, présente encore les caractéristiques suivantes.

La cible préférentielle du rétrovirus HIV-2 est constituée par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4)
humaines et pour des cellules « immortalisées » dérivées de ces lymphocytes T4, par exemple les cellules -

- des lignées HUT-78 considérées dans le cadre de cette demande. En d'autres termes, il a un tropisme
.. spécifique pour ces cellules. !l peut étre cultivé dans des lignées permanentes du type HUT, CEM, MOLT

ou analogue exprimant la protéine T4. Il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8. Il est cytoxique
pour les lymphocytes T4 humains. Le caractdre cytopathique des virus HIV-2 a I'égard des lymphocytes T4

se manifeste notammeént par I'apparition de cellules multinuciées. 1l a une activité de transcriptase inverse
nécessitant la présence d'ions Mg?* et présentant une forte affinité pour le poly{adénylate-oligo-
déoxythymidylase) (poly(A)-oligo (dT) 12-18). I a une densité d'environ 1,16 dans un gradient de sucrose.

1l a un diamétre moyen de 140 nanométres et un noyau ayant un diamétre moyen de 41 nanométres. Les -

lysats de ce virus contiennent une protéinep26 qui- ne croise pas immunologiqguement avec Ia
protéine p24 du virus HTLV-l ou du virus HTLV-I. Ces protéines p26 présentent donc un poids
moléculaire un peu plus élevée (d’environ 1000) que les p25 correspondantes des HIV-1 et un ‘peu moins
élevée (de nouveau de P'ordre d’environ 1000) que les p27 correspondantes des SIV. Les lysats de HIV-2
contiennent en outre une protéine p16 qui n'est pas reconnue immunologiquement par la protéine p19 de
HTLV-l ou de HTLV-ll dans des essais de radioimmunoprécipitation RIPA (abréviation de - I'expression
anglaise « radioimmunoprecipitation assay »). lis contiennent en outre une glycoprotéine d'enveloppe
ayant un poids moléculaire de l'ordre de 130.000-140.000 qui ne croise pas immunologiquement avec la
gh110 du HIV-1, mais qui, par ‘contre, croise immunologiquement avec la glycoprotéine d'enveloppe
gp140 de STLV-IIl. Ces lysats contiennent encore des protéines ou glycoprotéines, marquables par la 98-
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cystéme ayant des poids molésulan'es respectivement de lordre de 36.000 et 42.000-45.000. L'ARN
genomique de HIV-2 n'hybride pas avec FARN génomnque de HIV-1 dans des conditions stringentes. Dans

~ des conditions non stringentes, il nhybnde ni avec la séquence nucléotidique dérivée de HIV-1 et

contenant le géne env et le LTR qul le jouxte. En particulier il n'hybnde pas avec la séquence de
nucléotides 5290-9130 de HIV-1, ni avec des séquences de la région pol du génome de HIV-1, en
particulier avec la séquence de nucléotides 2170-2240. Dans des conditions non stringentes, il hybride
faiblement avec des séquences de nucléotides de la région de HIV-1, notamment les séquences de
nucléotides 990-1070 et 990-1260. _ ' _

1l est & remarquer que tout rétrovirus infectieux pour Thomme susceptible d'induire un SIDA ayant les
propriéiés essentielles susdites et dont I'ARN génomique est susceptible de s'hybrider dans les
conditions stringentes avec ceux des souches virales de HIV-2 déposées & la C.N.C.M. {ou avec un cADN
ou fragment de cADN dérivés de ces ARNs génomiques doit étre considéré comme un équivalent de HiV-
2.

Llinvention concerne eneore chacun des antigénes, notamment protéines et glycoprotéines a Iétat
purifié, tels quils peuvent étre obtenus & partr de HIV-2. On parle de protéines ou glycoprotéines
« purifiées » lorsque ces protéines ou glycoprotéines ne conduisent respectivement qu'd des bandes
uniques en électrophorése sur gel de polyacrylamide, notamment dans les conditions expérimentales qui
ont été indiquées pius haut. Tout procédé approprié de séparation etiou de purification pour obtenir
chacune d'entre elles peut étre utilisé. On mentionnera a titre d'exemple de technique pouvant étre mise
en ceuvre celle décrite par R. C. MONTELARO et Coll., J. of Virology, juin 1982, pp. 1029-1038.

D'une fagon générale, . l'invention concerne tous antigénes, notamment protéines, glycoprotéines ou
polypeptides issus d'un HIV-2 et ayant des propriétés immunologiques équivalentes & ceux ou celles du
HIV-2..Deux antigénes sont dits « équivalents » dans le cadre de cet exposé, dés lors qu'ils sont reconnus
par les mémes: anticorps, notamment d'anticorps isolables & partir d'un sérum obtenu a partir d'un patient
ayant fait uneinfection avec un HIV-2, ou dés lors quiils répondent aux conditions « déqulvalence
immunologique » indiquées ci-aprés. .

Parmi les polypeptides, protéines ou glycoprotéines équivalents, doivent étre rangés des fragments
des antigdnes qui précédent (ou des peptides reconstitués par synthése chimique), dés lors qu'ils
donnent .lieu & des réactions immunologiques croisées dvec les antigénes dont ils sont dérivés. En
d'autres termes, l'invention concerrie tout polypeptide ayant, en commun avec les susdits antigénes, des
épitopes identiques ou semblables, susceptibles d'étre reconnus par les mémes anticorps. Font partie de
ce demnier type de polypeptides les produits d'expression ‘de séquences comrespondantes des ADNSs
codant pour les séquences polypephdaques correspondantes. :

Le virus HIV-2 s'est avéré utilisable comme source d'antigénes pour la détechon d'antlcorps chez

. toutes personnes ayant été mises en contact avec le virus HIV-2.

D'une fagon générale, Finvention concerne toute.composition utilisable pour le. diagnostic de la

" présence dans un sérum fluide blologlque, notamment de persorines ayant été mises au contact de HiV-2,

d'anticorps contre I'un au' moins des antigénes de HIV-2. Cette composition peut étre appliquée au
diagnostic sélectif de la variété correspondante du SIDA, en mettant en ceuvre les techniques de
diagnostic, telles que décrites dans la demande de brevet européen citée ci-dessus, si ce n'est que lon -
utilise des extraits, lysats ou encore antigénes purifiés de HIV-2 au lieu de ceux de HIV-l. A cet égard,
linvention concerne plus particulidrement des compositions contenant I'une au moins des protéines p12,
p16, p26, s'agissant des protéines intemes, ou 'une au moins des glycoprotéines p36 ou gp140. On
mentionnera 2 titre d'exemples de compositions, celles qui contiennent simultanément :

"~ la p26 et la gp36,

‘— la p26, les p36 et gp140,.
— les p12, p16 et p26,

— les p16, p26 et gp140...

il va de soi que-ces compositions n‘ont ‘que valeur d’exemples. En particulier, l'invention concemne les
extraits ou lysats viraux contenant I'ensemble de ces protéines et/ou glycoprotéines ou toutes fractions
dont auront au préalable été séparées une ou plusieurs des protéines ou glycoprotéines susdites.

Linvention conceme encore des compositions associant des protéines et/ou glycoprotéines d'un
HIV-2, avec des protéines et/ou glycoprotéines d’'un HIV-1, par exemple :

— soit des protéines du noyau (core) de HIV-1 et de HIV-2, notamment les p25 d'un HIV-1 et p26 d'un
HIV-2, ou encore soit la p18 d'un HIV-1 et la p16 d’un HIV-2,

— soit des glycoprotéines d'enveloppe d'un HiV-1, et des glycoprotéines d'enveloppe d'un HIV-2,
notamment la gp110 de HIV-1 et la gp140 de HIV-2, ou encore la p42 de HIV-1 et la p36 ou p42-45 de HIV-2,

— soit naturellement des mélanges de protéines et/ou glyooprotemes d'un HIV-1 et de protéines
et/ou glycoprotéines d'un HIV-2.

De telles compositions, utilisées pour le diagnostic, permettent par conséquent des opérations de
diagnostic du SIDA ou des symptdmes qui lui sont associés, qui s'étendent sur un plus large spectre des
agents etiologiques responsables. | va sans dire que [utilisation pour les opérations de diagnostic de
compositions qui ne contiennent que des protéines et/ou glycoprotéines de HIV-2 n'en reste pas moins
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utile pour des diagnostics plus séleclifs de la catégorie de rétrovirus qui‘peut étre tenue pour responsable
de la maladie. = “- .
Linvention conceme encore les ADNs ou fragments d'ADNs, plus particuliérement ADNs et

-fragments d’ADNs clonés obtenus & partir de 'ARN ou de cADNs dérivés de 'ARN du rétrovirus HIV-2.

Linvention conceme encore particulidrement tous ADNs équivalents, notamment tout ADN présentant
des homologies de séquences avec 'ADN du HIV-2, en particulier avec les séquences codant pour les
régions env et pol de la souche de HIV-2 déposée a la C.N.C.M., au moins égales & 50 %, de préférence a
70 %, et plus avantageusement encore 2 90 %. D'une fagon générale, on dira encore que [invention
conceme tout ADN (ou ARN) équivalent capable d'hybrider avec 'ADN ou 'ARN du HIV-2 dans la
technique du « spot blot » dans des conditions non stringentes telles que définies ci-dessus.

Linvention conceme de la méme fagon les sérums susceptibles d'étre produits chez r'animal par
inoculation 2 celui-ci de HIV-2. Linvention conceme donc pius particulidrement les anticorps polycionaux
plus spécifiquement orientés contre chacun des . antigénes, notamment protéines ou glycoprotéines du
virus. Elle conceme aussi les anticorps monoclonaux qui peuvent étre produits par des techniques
classiques, ces anticorps monocionaux étant orientés respectivement plus spécifiquement contre les
différentes protéines du HIV-2. ' o o '

Ces anticorps polycionaux ou ‘monoclonaux sont utilisables dans - différentes applications. On
mentionnera essentiellement leur utilisation pour neutraliser les protéines correspondantes, voir inhiber
Pinfectivité du virus entier. lls peuvent également étre utilisés, par exemple, pour mettre en évidence des
antigénes viraux dans les préparations biologiques ou pour réaliser des opérations de purification des
protéines et/ou glycoprotéines correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des colonnes de
chromatographie d’affinité. ' . '

Il est entendu que, d'une fagon générale, la littérature technique disponible (notamment celle dont

les références bibliographiques sont rappelées dans le cadre de la présente description) en ce qui
concerne le HIV-1 et le virus dénommé HTLV-IIl doit &tre considérée comme faisant partie de la présente
invention, dés lors que les techniques décrites par cette littérature s'appliquent dans des conditions
semblables 2 Pisolement du virus HIV-2 ou de virus équivalents, & l'obtention & partir de ces virus de leurs
différents constituants (notamment protéines, glycoprotéines, polypeptides, acides nucléiques). On peut
également faire appel aux enseignements de cette littérature technique pour ce qui est de Papplication
des différents constituants concernés, notamment & des opérations de diagnostic des formes correspon-
dantes de SLA ou de SIDA. : :
_ La présente invention conceme plus particuliérement un procédé de diagnostic invitro du SIDA, qui
comprend la mise en contact d'un sérum ou d'un autre milieu biologique provenant d'un malade faisant
I'objet du diagnostic avec une composition contenant f'une au moins des protéines ou glycoprotéines du
HIV-2, ou encore un extrait ou lysat du virus, et la détection de la réaction immunologique. Des exemples
de telles compositions ont été indiqués plus haut. - - - o '

Des méthodes préférées mettent en jeu par exemple des réactions immunoenzymatiques de type
ELISA ou d'immunofiuorescence. Les titraiges peuvent étre des mesures par immunofluorescence directe
ou indirecte ou des dosages immunoenzymatiques directs ou indirects. '

Ainsi la présente invention est également relalive & des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou

“ plusieurs HIV-2 seulement, soit d'un mélange d'extraits originaires d'un ou plusieurs HIV-2, d'une part, et
"d'un ou plusieurs HIV-1, d'autre part), ces extraits étant marqués.. On peut utiliser tout type de marqueur
‘approprié : enzymatique, fluorescent, radioactif, etc... '

- De tels titrages comprennent par exemple : -

— le dépét de quantités déterminées de I'extrait ou des compositions visées conformes a la présente
invention dans les puits d'une microplaque de titrage ; :

— lintroduction dans ces puits de dilutions croissantes du sérum contenant essentiellement les
anticorps dont la présence doit 8tre détectée invitro; -~ -

— lincubation de Ia microplaque ; S

— le lavage soigneux de la microplague avec un tampon approprié ;

— lintroduction dans les puits de la microplaque d'anticorps marqués spécifiques d'immunoglobuli-
nes humaines, le marquage étant réalisé par une enzyme choisie parmi celles qui sont capables
d'hydrolyser un substrat de telle sorte que ce dernier subit alors une modification de son absorption des
radiations, au moins dans une bande de longueurs d'ondes déterminée et -

— la détection, de préférence de fagon comparative par rapport a un témoin, de limportance de
I'hydrolyse du substrat en tant que mesure des risques potentiels ou ‘de la présence effective de la
maladie. " . S

La présente invention est également relative & des nécessaires ou «kits » pour le diagnostic ci-
dessus, lesquels comprennent : ' .

— un extrait ou une fraction plus purifiée des types de virus indiqués ci-dessus, cet extrait ou
fraction étant marqué, par exemple de fagon radioactive, enzymatique ou immunofluorescence ;

— des anti<immunoglobulines humaines ou une protéine A (fixée de fagon avantageuse sur un
support insoluble dans I'eau, tel que des billes d'agarose) ; T .

- Un extrait de lymphocytes obtenus & partir d'une personne en bonne santé ;

— des tampons et, le cas échéant, des substrats pour la visualisation du marquage.
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LeuLysKiSIleValrrpAIaAla&snIysLeuAspA gPheGly
CIAAAACATAIIGIGTGGGCAGCGAATAAATTGGACAGAI;CGGA
100 : .
LeuLlaGluSe:LeuLeuGluSerLysGlnGIyCysGInLysIle
TTAGCAGAGAGCCTGTTCGAGTCAAAAGAGGGTTGTCAAAAAATT

LeuthrValLeuAsp!roHet&alP:oIhrGlySerGluAsnLeu
CTITACAGTITTAGATCCAATGGTACCGACAGGTITCAGAAAATTTA -
LysSerLeuPheAsn;hrValesValIleTrprsIleEzsAla
AAAAGTCTIITTAATACIGTCIGCGTCATIIGGIGCATACACch
GluGIuLysValLysAspIhrGluGIyAlaLysclnlleVaIArg
GAAGAGAAAGTGAAAGATACTGAAGGAGCAAAACAAAIAGIGCGG
. .*300 -
ArngsLeuValAlaGIuThrGlyThrAlaGIuLysHe:’roSer
AGACATCTAGTIGGCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAATGCCAAGC

ThrSerArgProThrAlaProSerSerGlulysGlyGlyAsnTyr
ACAAGTAGACCAACAGCACCAICTAGCGAGAAGGGAGGAAAITAC
. 400
ProValclnﬂstalclyclyAsnIythrﬂzsIIeP.oLeuSe.
CCAGIGCAACATGTAGGCGGCAACTACACCCATATACCGCTGAGT

?roArgThrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValclucluLysLys
cCCCGAACCCIAAAIGCcIGGGTAAAATTAGTAGAGGAAAAAAAG

: PheGlyAlaGIuVaIValProGIyPheGlnAlaLeuSerGIucly
ILCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGAIITCAGGCACTCTCAGAAGGC
500
CysThr?roTyrAspIleAsnGanetLeuAanysValGlyAsp
TGCACGCCCIATGnTATCAACCAAATGCTIAAITGLGTGGGCGAC
BL:GInAIaAIaHe:G1n11e1IeAr;GluIIeIIeAsnGIuGIu
CAICAAGCAGCCATGCAGATAAICAGGGAGAILATCAATGAGGAA
- 600
AIaAlaGInTEp&spValclnHLsProIleProGlyProLeuPro"
GCAGCAGALIGGGATGIGCAACATCCAATACCAGGCCCCIIACCA
AliGlyGlnLenArvcluProArgG1ySerAspIleAIaGItht
GCGGGGCAGCTIAGAGAGCCAAGGGGATCTGACATaGCAGGGACA
. - 700 .
ThtSe:Thr?aIGIuGIuGlnlleclnrrpnetrheA:gProGln
ACAAGCACAGCTAGAAGAACAGATCCAGTGGATGTTITAGGCCACAA

Asn?ro?a1?réValclyAsnIler:AtgA:gtrpIIeGlnile
AAIccIGTLCCAGTAGGAAACAICIATAGAAGAIGGAICCAGAIL
. 800
GlyLeuGlnLysCysValArOHetTyrAsnProIhrAsnIleLeu
GGATIGCAGAAGTGTGTCAGGATGTACAACCCGACCAACATCCIA

. X ® L * . .
AspIlelLysGlnGlyProLysGluProPheGlunSerTyrValasp
GACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGIICCAAAGCIATGTAGAI

) . 900
AtcPherrLysSerLeuA:oAlacluGlnThrAspProAIaVal
AGAITCTACAAAAGCITGAGGGCAGAACAAACAGAICCAGCAGTG

LysAsnTrpHe:ThrGlnThrLeuLeu?alGlnAsnAlaAsnPro
AAGAATTGGATGACCCAAACACtGCTAGTACAAAAIGCCAACCCL

AsprsLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyHe:Asn?roIhrLeu
"GACTGTAAAITAGIGCTAAAAGGACIAGGGAIGAACCCTACCIrA
1000 .
GluGluHetLeuThrAlaCysGlnGIyVaIGchlyPtoGlyGIn
GAAGAGATGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAG
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-LysAlaArgLeuletAlaGluAlaLeulysGluValIleGlyPro
'AAAGCIAGAITAAIGGCAGLGGCCCTGAAAGAGGICATAGGACCI
e. ~ 1ll00 .
AlaBroIleProPheAlaAlaAlaGlnGInArgLysAlaPheLyn
GcccctATCCCAIICGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCAITIAAA

CystryAanysclyLysGIuG1yn1sSerAlaArgGlnCysA:g

TGCTGGAACIGTGGAAAGGAAGGGCACTCGGCAAGACAATGCCGA
. 1200 '

Ala?roArgA:eclnGlyCysTtpLysCysGlyLysProGlnys

" GCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTGGTAAGCCAGGACAC

IleMetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheleuGlyLeu
ATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTTTTTTAGGAGTG
. 1300
GlyProIrpGlyLysLysProArvAsnPheProValAlaGanal
GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGTGGCCCAAGTT

ProG1nGIyLenThrProThrAla?to?ro?alAsp?roAlaVal
CCGCAGGGGCTCACACCAACAGCACCCCCAGTGGATCCAGCAGTG

AspleuLeuGluLysTyrietGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu
GATCTACTGGAGAAAIAIATGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGAGAG
1400
GlnArgGluAr*PronrLysGluVaIThrcluAspLeuLeuﬂxs
CAGAGAGAGAGACCAIACAAGGAAGIGACAGAGGACTTACTGCAC

LeuGluGlnGlycluthr?roTyrAroclu?roProThrGluAsp
CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC
. 1500 .
LeuLeuHxsLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln
TTGCTGCACCTCAATTICTCTCTITGGAAAAGACCAG

ERVYR2

He:HetAsnGlnleuLeuIIeAlaIleLeuLeuAlaSerAlaCys
LtGATGAAICAGCIGCTTAITGCCAITIIAITAGCTAGIGcrrcc

Leu?alty:ﬁysrhtclnIeralrhrVaIPheTyrGlyVal?ro )
IIAGIAtAIIGCAGCCAAIATGIAACIGIIIICTATGGCGIAccc

IhrtrpLysAsnAlth:Ile?:oLeuPheCysAlthrArgAsn
ACGTGGAAAAATGCAACCATICCCCICTTTIGTGCAACCAGAAAI

‘. ‘100

L:gAspIhrT:pclthrIleclnCysLeuProAspAsnAspAsp
AGGGAIACIIGGGGAACCAIACAGIGCITGccTGLCAAIGATGAI

!yrGlnGluIleIhrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaIrp
IATCAGGAAAIAACTTIGAATGTAACAGAGGCTIITGAIGCATGG
. 200
AsnAsnThrValIhrGluGlnAlaIIeGluAspValTrpEsten
AAIAAIACAGTAACAGAACAAGCAAIAGAAGATGTCIGGCATCIA

PhecluthrSerrleLys?roCysVaILysLethrProLeuCys
TTCGAGACAICAATAAAACCAIGTGTCAAACTAACACCITTAIGT
. 300
ValAlaMe:LysCysSerSethrGluSerSerThrGlyAsnAsn
GIAGCAAIGAAAIGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC.

ThrThrSerLysSerThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp
ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC
. 400
GlnGluGInGluIIeSerGIuAspTh:ProCysAlaArgAlaAsp
CAGGAGCAAGAGAIAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC

- [ L] L] -
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AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrIleAsnCysGlnPhe
AACTGCTCAGG#:TGGGAGAGGAAGAAACGATCAATTGCCAGTTC

Aane:IhrGleeucluArgAsyLysLysLySGInTyrAsnGlu
AATATGACAGGATTAGAAAGAGATAAGAAAAAACAGTATAATGAA

500 - ._ . . .. : .
ThrTrpTyrSerLysAspValValCysGluThrAsnAsnSerThr
ACATGGTACTCAAAAGATGTGGTTTGTGAGACAAATAATAGCACA

AsnGloThrClnCysTyrMetAsnEisCysAsnThrSerVallle
AATCAGACCCAGTGTTACATGAACCATTGCAACACATCAGTCATC

< - 600 . , . © e
ThrGluSerCysAspLysZisTyrTrpAspAlalleArgPhearg
ACAGAATCATGTGACAAGCACTATIGGGATGCTATAAGGTTTAGA

TerysAlaPéoProGlnyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspThr
TACTGTGCACCACCGGGTTATGCCCTATTAAGATGTAATGATACC

- - 700 . .’
AsaTyrSerClyPheAlsProAsnCysSerlysValValAlaSer
AATTATTCAGGCTIIGCACCCAACTGTTCTAAAGTAGTAGCTTCT

Ih:CythrLrguetKe:Glth:GInIhrSethiIerheGly-

ACATGCACCAGGATGATGGAAACGCAAACTTCCACATGGTTTGGC

. 800 . -

PheAsnGIthrArgAlaGluAsnArgIhrIyrIléTytTrpEis
III@ATGGCACtAGAGCAGAGAAIAGAACAIATATCIAIIGGCAI

GlyArgAspAsnArgThrIIeIIeSegLeuAsnLystrIyrAsn

GGCAGAGAIAAIAGAACIATCAICAGCITAAACAAAIATTATAAI".

. 900

LeuSerLeuEigCthysAtgPrgGlyAsnLysThrValLysGIn”

CTCAGTTTGCATTGTAAGAGGCCAGGGAATAAGACAGTGAAACAA

"IleMetLeuMetSerGlyEisValPheHisSerHisTyzGlaPro
ATAAIGCIIATGIGAGGAQATGTGTTTC&CTCCCACTACCAGCCG'

i e .

11eAsnL}sArg2roArgGlnAlaIrprsTrtheLysGlyLys

ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGGTGCTGGTTCAAAGGCAAA

-1000 . .

'T;pfysAspAlaHetGInGIuValLysThrLeuAlaLysBisPro

IGGAAAGACGCCAIGCAGGAGGIGAAG&CCCTTGCAAAACATCCC

KrgTyrArgGlyThrAsnAspThrArgAsnIleSerPheAlaAla

_AGGIATAGAGGAACCAATGACACAAGGAAIATIAGCTITGCAGCG

'?roGlyLysGlySerAspProGIuValAlaIyrHetIrpThrAsh

;CAGGAAAAGGCTCAGACCCAGAAGTAGCAIACATGTGGACTAAC

CysArgcleluPheLéuTerysAsnMe:TtherheLeuAsn
IGC%GAGGAGAGTTTCTCTACTGCAACAIGACITGGTTCCICAAT
. . 00 -
TrplleGluAsnLysThrEisArgAsnTyrAlaProCysEisIle
TGGATAGAGAATAAGACACACCGCAATTATGCACCGTGCCATLTA

LysGlnIleilelsnthrtrpnisLys?aiGlyArgAanaIIyr
AAGCAAATAATTAACACATGGCATAAGGTAGGGAGAAATGTATAT
) - - . o 1300 .
LeuProProArgGluGlyGluLleuSerCysAsaSerThrValThr

'TTGCCTCCCAGGGAAGGGGAGCTGTCCTGCAACTCAACAGTAACC'

SerIlelleAlaAsnIleAspTrpGlnAsnAsnAsnGlaThrAsa
AGCATAATTGCTAACATTGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC
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IleThrPheSerAlaGlaValAlaGluLeuTyrArgleuGluLeu
ATTACCTITAGTGCAGAGGTGGCAGAACTA;ACAG ITGGAGT;G
- 1400 -

GlyAspIerysLeuValGluIleanProIleG1y°heAlaPro
GGAGATTATAAATTGGTAGAAATAACACCAATTGGCTTCGCACCT

ThtLyQClutysArvtyrSe:SerAlaHisGIyArgEisIh:Arg

ACAAAAG»AAAAAGAIACTCCTCTGCICACGGGAGACAIACAAGA
. 1500 i

Gly?alPheValLeuGIyPheLeuGIyPheLeuAlaThrAlacly

,GGIGTGTTCGTGCTAGGGTTCTTGGGTTTTCICGCAACAGCAGGT

SerAlahe:GlyAlaArgAlaSerLeuThrVa1SerA1aclnSer
ICIGCAAIGGGCGCTCGAGCGICCC”GACCGTGICGGCTCAGICC
. " 1600
LthhtLeuLeuAlaGlyIIeValclnGlnGInGInGInLeuLeu
€GGACTTITACTGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTCTITG

bspValVallysArgGlnGlnGluLeuleuArgLleuThrValTrp
GACGTGGTCAAGAGACAACAAGAACTGITGCGACIGACCGICTGG
1700
GlyThrLysAsnLeuGlnAlaArgValThrAlaIlecluLysTyr
CGAACGAAAAACCTCCAGGCAAGAGTCACTGCTATAGAGAAGTAC

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsuSerTrpGlyCysAlaPheArg
CIACAGGACCAGGCGCGGCTAAATICATGGGGATGIGCGITTAGA

. 1800
Gana1CysExsThrThrValiroTrpVaIAsnAspSerLeuAla
CAAGICIGCCACACTACIGTACCAIGGGTIAATGATICCTIAGCA

!roAspTrpAspAane:ThrIrpGthIuTrpGluLysGInVal
CCTGACIGGGACAATATGACGTGGCAGGAAIGGGAAAAACAAGTC

ArzTereuGluAlaAsnIleSerLysSerLeuG1uGlnAlacln—
CGCTACCTGGAGGCAAATATCAGTAAAAGTTTAGAACAGGCACAA
1900

tleGlnGlnGluLysAsnMe:TyrGluLeuGInLysLeuAsnSer
AITCAGCAAGAGAAAAATATGTATGAACIACAAAAA TAAATAGC

‘szAspIItheGlyAsnItpPheAspLeuThrSerTrpValLys

TCGGATATTTTTGGCAATTGGTTTGACTTAACCTCCTGGGTCAAG
. 2000

'IyrIleGlnTy'GlyValLeuIIeIIeValAlaValileAlaLeu

TATATTCAATATGGAGTGCTTATAATAGTAGCAGTAATAGCTTTA

brgIléVallleTeraIValclnﬂe:LeuSerArgLéuArgLya
AGAATAGTGATATATGTAGTACAAATGTTAAGTAGGCTTAGAAAG
. 2100
GlxtyrArgProValPheSerSerProProGlyTyrIleGlnGln
GGCTATAGGCCTGTTTTICTCTTCCCCCCCCGGITATATCCAALAG

IleEisIleEisLysAspArzGlyGlnProAladsnGluGluThr
ATCCAIATCCAC ALGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA
. 2200
GluGIuAspGIyGIySerAs»GlyclyAspAroryrIerroTrp
GAAGnAGaCGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGAIACTGGCCCTGG

P:oI1eAlaTyrIleEisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLeu
CCGATAGCAIAIAIACATIICCIGAICCGCCAGCTGAITCGCCTC

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAsplLeuleuSerdrgSer
ITGACCAGACTAIACAGCAICTGCAGGGACIIACIAICCAGGAGC
2300
PheLeuThrLeuGlnLeuIIeTy:G1nAsnLequ°AspIrpLgu
TTCCTGACCCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTGGCTG
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.ArgLeuArgfhrAlaPheLéuGlnIyrGlyCysGluIrleeGln
AGACTTAGAACAGCCTTCTTGCAATATGGGTGCGAGTGGATCCAA
. . 2400 T . .
GluAlaPhéGlnAlaAl;A1aArgAlthrArngthrLeuAla
GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAGAGACTCTITIGCG

GlyAlaCysA:gGlyLeuIrpArgVaILeuGluA:gIleGlyArg

GGCGLGTGCAGGGGCTIGTGGAGGGTATTIGGAACGAATCGGGAGE
‘e” o - 2500 - »

GlylleLeuAlaValProArgArzlleArgGlnGlyAlaGlulle

GGAAIACTCGCGGTTCCAAGAAGGAICAGACAGGGAGCAGAAAIC

Alaleuleu

GCCCTCCTG

Comme déja indiqué plus haut, Invention conceme naturellement tous les HIV-2 dont les ARNs
présentent des caractéristiques semblables, en particulier des régions gag et env comportant des
séquences ayant des homologies de séquence nucléotidique d’au moins 50 %, de préférence 70 % et plus
avantageusement encore 90 % avec les séquences gag et env de HIV-2 ROD.

L'invention conceme plus particulidrement les fragments d"ADNc qui codent respectivement pour les
protéines p16, p26 et p12 et qui sont également inclues dans GAGRODN. En particulier elle concerne les
séquences s'étendant : ' o ' . '

— & partir du nucléotide 1 jusqu'au nucléotide 405 (codant pour p16)

— & partir du nucléotide 406 jusqu'au nucléotide 1155 (codant pour p26) et,

— & partir du nucléotide 1156 jusqu'au nucléotide 1566 (codant pour p12).

Elle concerne aussi plus particulidrement le fragment d'ADNc codant pour la gp140 inclue dans
ENVRN et s'étendant a partir du nucléotide 1 jusqu'au nucléotide 2574. :

Elle concerne également les séquences de nucléotides qui se distinguent des précédentes par des
substitutions de nucléotides mettant & profit la dégénérescdnce du code génétique, dés lors que ces
substitutions n'entrainent pas une modification des séquences en acides aminés que codent lesdites
séquences de nucléotides. - .

~ De méme linvention conceme les protéines ou glycoprotéines dont les séquences en acides aminés
correspondent & celles qui découlent des pages précédentes, ainsi que les peptides équivalents & savoir
des peptides se distinguant de ceux qui découlent des pages précédentes par addition, substitution ou
délétion d’acides aminés qui n'affectent pas les propriétés immunologiques globales desdits peptides.

Linvention conceme tout particulidrement la glycoprotéine d'enveloppe présentant la séquence en

" acides aminés qui découle de ENVRN.

. Linvention conceme également une composition immunogéne caractérisée en ce qu'elle est dosée
en antigéne, tel que la gp 140 du virus HIV-2, de fagon & permetire I'administration de doses unitaires de
10 & 500, notamment du 50 & 100 mg par kg de corps. '

‘A titre indicatif, les poids moléculaires théoriques (PM) des protéines de HIV-2 sont indiqués, en
comparaison avec ceux de HIV-1. ' S '

PM des protéines-dé HIV-2 PM des protéines pour HIV-1
en kd en kd -
gag complet 58,3 ' . gag complet 55,8
p 16 . 15 p 18 14,9
P 26 . 27,6 ' '
p 12 15,8
' env 98,6 env 97,4
env externe 57,4
env transmem- 41,2
bra.nairg

HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont également été déposés & la « National Collection of Animal Cell C
ulturesy» (ECACC) & SALISBURY . (Grande-Bretagne) le 9 janvier 1987 sous les numéros d'accés
87.01.1001 et 87.01.1002 respectivement.
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De plus, les plasmldes pROD35 et pRODZ?S ont été déposés a la « National Collection of Industrial
Bacteria » (NCIB) & ABERDEEN (Grande-Bretagne) le 9 janwer 1987 sous les numéros d’accés respectifs
12.398 et 12.399.

Toutes les publications auxquelles il a été fait référenoe dans cette description doivent étre
considérées comme faisant partie de cette description.
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nev.naeations (pour les Etats contractants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE)

1. Rétrovirus humain HIv-2 ayant ia capacité d’infecter ‘des lymphocytes T4 humains et susceptible
de provoquer un SIDA chez 'homme, ce rétrovirus étant constitué par Pun des rétrovirus déposés a la
CNCM sous les n°[|-502, 1-532, 1-642 et |-643 et & PECACC sous les n°87011001 et 87011002
(correspondant respectivement aux n° I-502 et 1-632) ou un variant de l'un de ces rétrovirus comprenant
tous les antigdnes qui sont reconnus par les anticorps formés contre les antigénes correspondants de -
I'un quelconque des rétrovirus ayant fait lobjet des susdits dépdts a la CNCM ou a 'ECACC.

2. Rétrovirus humain selon la revendication 1 caractérisé en ce que son ARN génomique est
susceptible de s'hybrider dans des conditions stringentes avec la chaine complémentaire d'un cADN ou
fragment de cADN dérivé de 'ARN génomique de I'un quelconque des rétrovirus déposés a la CNCM sous
les n°l-502, 1-532, I-642 et |-643 et & 'ECACC sous les n° 87011001 et 87011002 (correspondant
respectlvement aux n° |-502 et 1-532).

3. Rétrovirus humain selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'l comprend un ensemble
d’antigénes formés par des protéines du noyau {(core) ayant des poids moléculaires de l'ordre de 12.000,
16.000 et 26.000 daltons respectivement, des protéines ou glycoprotéines ayant des poids moléculaires
respectlvement de Pordre de 36.000 daltons et de l'ordre de 42.000-45.000 daltons et une glycoprotéme
majeure d'enveloppe ayant un poids moléculaire de I'ordre de 130.000-140.000 daitons.

4. Rétrovirus humain purifié selon la revendication 1, pathogdne pour 'homme et susceptible de
provoquer un SIDA, caractérisé par 'ensemble des propnetés suivantes :

— la cible préférentielle du rétrovirus HIV-2 est constituée par les cellules Leli3 (ou lymphocytes T4)
humaines et pour des lignées cellulaires permanentes dérivées de ces lymphocytes T4 ;

. — il est susceptible d’avoir un effet cytopathogéne pour les lymphocytes T4 humains qu'il infecte ;
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De plus, les plasmides pROD35 et pROD27,5 ont été déposés a la « National Collection of lndustrial
Bacteria » (NCIB) 2 ABERDEEN (Grande-Bretagne) le 9 janvier 1987 sous les numéros d'accés respectifs
12.398 et 12.399. _ ' - N

Toutes les publications auxquelles il a été fait référence dans cette description doivent étre
considérées comme faisant partie de cette description.
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Revendications (pour les Etats contractants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE)

1. Rétrovirus humain HIV-2 ayant la capacité d'infecter des lymphocytes T4 humains et susceptible
de provoquer un SIDA chez I'homme, ce rétrovirus étant constitué par l'un des rétrovirus déposés 2 la
CNCM sous les n°|-502, I-532, 1-642 et 1-643 et &4 I'ECACC sous les n°87011001 et 87011002
(correspondant respectivement aux n° I-502 et 1-532) ou un variant de I'un de ces rétrovirus comprenant
tous les antigdnes qui sont reconnus par les anticorps formés contre les antigénes correspondants de
I'un quelconque des rétrovirus ayant fait I'objet des susdits dépdts a la CNCM ou a 'ECACC. _

2. Rétrovirus humain selon la revendication 1 caractérisé en ce que son ARN génomique est
susceptible de s’hybrider dans des conditions stringentes avec la chaine complémentaire d'un cADN ou
fragment de cADN dérivé de 'ARN génomique de 'un quelconque des rétrovirus déposés a la CNCM sous
les n°|-502, 1-632, 1-642 et 1-643 et & 'ECACC sous les n° 87011001 et 87011002 (correspondant
respectivement aux n° I-502 et I-532).

3. Retrovirus humain selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'i comprend un ensemble
d'antigénes formés par des protéines du noyau (core) ayant des poids moléculaires de I'ordre de 12.000,
16.000 et 26.000 daltons respectivement, des protéines ou glycoprotéines ayant des poids moléculaires
respectivement de l'ordre de 36.000 daltons et de l'ordre de 42.000-45.000 daltons et une glycoprotéine
majeure d’enveloppe ayant un poids moléculaire de I'ordre de 130.000-140.000 daltons.

4. Rétrovirus humain purifié selon la revendication 1, pathogéne pour I'homme et susceptible de
provoquer un SIDA, caractérisé par I'ensemble des propriétés suivantes :

— la cible préférentielle du rétrovirus HIV-2 est constituée par les ceilules Led3 (ou lymphocytes T4)
humaines et pour des lignées cellulaires permanentes dérivées de ces lymphocytes T4 ;

— il est susceptible d"avoir un effet cytopathogéne pour les lymphocytes T4 humains qu'il infecte ;
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— il a une activité de transcriptase inverse nécessitant la présence d'ions Mg?+ et présentant une
forte activité pour le poly(adényiate-cligodéoxythymidylate) (poly(A)-oligo(DT) 12-18);
" — il a une densité d'environ 1,16 dans un gradient de sucrose ; _
. — il a un diamétre ‘moyen de 140 nanomatres et un noyau ayant un diametre moyen de 41 :
5 nanométres ; : !
— il peut étre cuitivé dans des lignées permanentes exprimant la protéine T4 ;
— il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8; . .
— les lysats de ce virus contiennent une protéine p26 qui ne croise pas immunologiquement avec la
protéine p24 du virus HTLV-1 ou du virus HTLV-2; -
10 — ces lysats contiennent en. outre une protéine p16 qui ne croise pas immunologiquement avec la
protéine p19 de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radicimmuno-précipitation ;
_ — ils contiennent en outre une glycoprotéine d'enveloppe ayant un poids moléculaire de I'ordre de
130.000-140.000 daltons qui ne croise pas immunologiquement avec la glycoprotéine d'enveloppe gp110
du rétrovirus HIV-1; :

15 ces lysats contiennent encore une protéine ou glycoprotéine, marquable par la 3S-cystéine, ayant
: un poids moléculaire de I'ordre de 36.000 daltons ; _ .

— 'ARN génomique de HIV-2 n’hybride pas, dans des conditions stringentes, avec 'ARN génomique

de HIV-1 et n'hybride pas, dans des conditions non stringentes, soit avec le géne env, soit avec les LTR de ,

HIV-1; _ : _ i

20 — PARN génomique de HIV-2 - hybride faiblement dans des conditions non stringentes avec les

séquences de nucléotides comprenant d'une part les nucléotides ©90-1070, d'autre part les nucléotides

990-1260 de la région gag du génome de HiV-1. . :

5. Rétrovirus selon Pune queiconque des revendications 1 a 4, caractérisé en ce qu'il ne se multiplie
pas de fagon chronique dans les lymphocytes de singe macaque thésus, lorsquil a 6té injecté in vivo et
dans des conditions opératoires permettant le développement du virus STLV-lllp, telles qu'elles ont été
décrites par Letvin et al., Science (1985) vol. 230, 71-75. ' _ L

6. Rétrovirus selon l'une quelconque des revandications 1 a 5, caractérisé en ce que la séquence
comprenant la région R et la région U3 de la séquence comprenant son ARN génomique contient une
séquence nucléotidique correspondant & la séquence de nucléotides suivante :

mucsmacgcmmsmcmm'rmmmammm' CA
cgmcagcmmcﬂmcmmuaugrudcmdccmm
mmummmnmmMmmamumﬁgmxaumm¢\

ErSCTGGTGGGIAACGCCTCATATICTCIGTATAATATACCCGE TGCT TG

CXTTGTACTTCAGTCGETCIGCGGAGAGGCTGGCAGAT TGAGCCCTGGAG
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' EATETCTCCAGCACTAGACGGATGAGCCTGGGTGCCCTGCTAGACTCTCA

| ECCAGCACTTGGCCGGTGCTGGCAGACGGCCCCACGCTTGCCTGCTTAAAK

"ACCTTCCTTAATAAAGCTGCAGTAGAAGCA
7. Rétrovirus' Seldn fune queléonqué des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que son ARN
- génomique contient une séquence gag. correspondant & la séquence de nucléotides :

CAGRODE . .
.- . - ) P - N ) . - ) - . 'R
ATCGGCG GAGAAACTCLOGTUIT GQGAGG'GLMAAAG CAGAI'G:‘L'

v . i e - * -,

' ETACAAAGAATCAGGTTACGGCCCGGTGTALACAAAAAGTACAGS
e . °* T oes Tt e . e .

- . — -

C‘IAAA'A CATATTGTGIGGGCAGCGAATAAAIT GGACAGCATTCGGA

60 . 100 - * : ° ..
f:AccacacAcccrcirccacrca;aac;cccircrcAAAAAArx
e [ . - [ . *
P ¢TTACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAATTTA
. 200 e e
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'Ai;Atxcrrtr:AAracrc:créccrcxr:rcsrccar@cacccaf

. . N ) . [

B GAAGAGAAAGTGAAAGLIACTGAAGGAGCAAAACAAAIAGTGCGG
| o .. . 300 .
S | AGiCATCILGIGGCAGALACAGGAACTGétGAGAAAATGCCAAGc

10
ACLAGTLGACCAACAGCLCCLICIAGCGAGLAGGGAGGAAAIIAC

! [ ] . L3 . 500

«f .

CCAGTGCAACATGILGGCGGULACTLCACCCAIATACCGCTGAG;
15 . . e ' Lo s - . - .

CCCCGRLCCCIAAATGCCTGGGTAAAATTAG?AGAGGAAAAAAAG

20 YTCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGATITCACGCACTCTCAGAAGGC
500 - [ [ ] e .

TGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAAITGTGTGGGCGA&

| . . - .
.

CATCAAGC&GCCATGCAGAIAAICAGGGAG&?TATCAAIGAGGLA
. 600 . . . B

GCAGCAGAATGCGAIGTGCAACAICCAATACCACGCCCCTTACC&
30 - [ L3 [ ] o

GCGGGGCAGCTIAGAGAGCCkAGGGuATCTGACA;AGCAGCGACL
L ] Y 700 [ ] .

£ .
i - -
. . -

” 35 ' Acucc;c;ct’.&cucucxcnccmrccnct‘rnc&ccu:u

AA?CCTGIACCAGTAGGAAACLICILtAGAAGchcLTCCAGAIA
. e . . 800 . .

40 GciffGCAGAAGTGTGTCLG?LTGT&CAACCCGACCLACATCCI‘

[ ] . . ® [ 2 ..
ug;vz GACATAAAACAGuGlCCALAGJAGCCGITCCLLAGCTATGIAC‘r
. z . . - * . * 9°°

LGAITCLACAALAGCITGAGGGCAGAACAAACAGLT CAGCAG?GI

* o °° ° . *
’ .

AIGAATTGGATQ}CCCAAACACTGCIAGTACAALATSCCAACCC&

S0 [ 4 ' L ] ) . N e’ ®

A e g 43 e e

GACTCTAAATTAGTGCTAAAAGGACTAGGGATGAAZCCTACCTTA
2 . . ' 1000 e [ . L] '
%5 GAAGAGATGCIGLCCGCCIGTCAGGGGG;AGGTGGGCCAG»CCAG-

t' 5; AAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGCTCATAGSACCT
L _ . 1100 . .

: 60 . . . .

GccccIAICCCATTCGCAGCAECCCAGCAGAGAAAGGCAIIIAAA

g

t. : ® . . )] . [ o
65 IGCTGGAACTGTSGAAAGGAAGGGCLCTCGUGAAGACAATGCCCA_
. . . . 1200 . o ’
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- GCACC TAGMGGCAGGGC TCCTGGAACTCTCCGTAAGCCAGSACAC
3 ‘ . .

ATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTITTTTAGCACTE
. . . . 1300
CGeCCTTCECCAAAGAACCCCCGCAACTTCCCCETCECCCAAGTT

CCGCAGGGGCTGACACCAACAG CACCCCCAGTGGLT&CAGCAGTG.

CATCTACTCGAGAAATATATGCAGCAAGGCALAAGACAGAGACAG
1400 . . . . .

CAGAGAGAGAGACCATACAAGCAAGTGACACACCACTTACTGCAC

CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGGAG
' . . 1500 [ T [ 2 o

TTCCTGCACCTCAATICTCTCTT TCCAAAACACCAG

. - - . - - .

8. Rétrovirus selon ['une quelcbnque des revéndieations 1 & 6, caractérisé en ce que son ARN
génomique contient une séquence env correspondant & la séquence de nuciéotides :

Z¥VRE - ' .

AIGAT GAAT&AGCIGCTIATTGC CATTTTATTAGCTAGTGCTTGE

L] - > ) * L]
. - - -

TIA Gi'AT.AIT GCACCCAATAT GTAACTGITTICTATCGCGTACCE

-ACG-FIG.GA_AAAAIGCMCCATTCC CCTCTTTTGIGCAACCAGAAAT
100 . -. [ ] L]

AGGCATACTTGEGCALCCATACAGTGCTTGCCTCACAATGATGAT

':IA‘I CAG GMATAACITTGMTG TAACAGAGGCTITIGATGCATGE
' . 200 . | e .

AATAATACAGTAA CAGAACAAGCAATAGAAGATCTCTGGCATCTA
‘o ‘- > . .

TTCGAGACATCAATAAAACCATGTCTCAALCTAACACCTTTATCY
' . .- Yoo - e

GTAGCAATGAAATGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGCAACAAC

ACAACC TCMAGLGCACMGCACLLCCA'C.AACCLC;ACCCACAGA.C
) 400

CAGCGAGCAAGA GATAAGTGA&GATAéi'CCA‘IGCG CACGCGCAGAC

L L L ] = R . L]

.LAC TIGCTCAGGAIT GGGAGAGGMGAAAC.GATCMITGCCAGTTC
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AATATGACAGGATTAGAAAGAGATAAGAAAAAACAGTATAATGA&
500 e - . L ] . L ]

ACATGGTACTCAAAAGATGTGGTTTCTCAGACAAATAATAGCACA

AATCAGACCCAGTGTTACKTGAACCATIGCAACACATCAGTCATC
. 600 - . .

ACAGAATCATGTGAC&ACCACTATTGGCATGCIATAAC&TTTAGA

TACTGT GCACCACuGGG:TAsGCCCTA AAG}TGT ATG ; ot o4
’ . - - 7°° - . . .

ATTATTCACCCTTICCACCOAACTSTICTAAACTAGTAGSTICT

ACATGCACCAGGAIGAIGGALACGCAAACTICCLCATGGTITGGC

‘e ) [ ] - . 800 ] ..-

TTTAATGGCACTAGAGCAGACAATAGAACATATATCTATTGGCAT

GGCAGAGATAAIAGAACTATCAICAGCITAAACAAATATTATLAI'

. . 900

crcAcrrrcéxrrcrA4cA¢CCcacccaarxicACAcrcAAACAL'

LtAArccrrAtc:cAécacxrcrcztrcacrccc;crkccAcccs

ATCAATAAAAGACCCAGACLAGCATGGTGCIGGITCAAAGGCAAA

1000 . e o3 .

_:céAAAcAcsccArccaccAccrcAic;ccc1tccAAlAcarccc

AGGIATIGAGGAACCLAIGACACAAGGLAIAITAGCTITGCAGCG
e 1100 e .

CCAcclexcccrcaqaccc4cAAciaccarAcarcrccxcrAAc

IGCAGAGGAGAGTTICTC!ACTGCAACAIGACTIGGITCCTCLLT
. .« - 1200 .

IGGATAGAGAATAAGACAQACCGCAAITATGCACCGTGCCAIAIA

-

AAGCAA&TAATTAACACAfccCAIAAGGIAGGGAGLAATGTATAT
. . . 1300

TIGCCICCCACGGAAGG&GAGCTGTCCTGCAACTCAACAGTAACC

AGCATAATTGCTAACATTGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC

ATTACCTTTAGTGCACAGGTGGCAGAACTATACAGATTGGAGTTG
1400 ’ . .a . .

cGAGAITATAAAITGGTAGALAIAACACCAATTGGCTTCGCACCT

__’/

’ LT
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LCAAAAGAAAAAAGAIAGTCCTCTGCICACGGuAGACATACLAGL
] 1500. . . L ] B L)

GGIGTGTTCGIGCI&GGGTICTTGGGTTTTCTCGCAACAGCACG!

TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACCGTCTCGGCIC&GICC

o . * ) 1600 » .
ccéActrracrcccccccarAcrcCAGCAAcAccxacaccrcrrc ;
- ) [ ] L] L ] .
GACGTGGTCAAGAGACAACAAGAACAGTTGCGACTGACCGTCTGG
* [ L J 1700 : Iy

GGAACGAAAAACCICCAGGCAAGAGTCACTGCTATAGAGAAGTAC

L . L L] [ g

CTACAGGACCAGCuGCGGCIAAAITCATGGGG&TCTGCGTITAGA
. . . .. 1800

CAAGTCTGCCACACTLCTGTACCATGGGTTAATGATTCCTTAGCA

* [ ] ® B J

CCTGACTGGGA&A@?ATGACGTGGCAGGAAIGGGLAAAACAAGIC

CGCTACCIGGAGGCAAATATCAGTAAAAGIITAGAACAGGCACAA
1900 . . . .

AITCAGCAAGAGAAAAATAIGTlfGAACTACAALAATTAAATAGC

o e TR S et s g o o S

TGGGAIATTTTTGGCAATTGGTTTGACTTAACCTCCTGGGTCAAG
. 2000 . .

TATATTCAATATGGAGTGCTTATAATAGTAGCAGIAATAGCTTTA
AGAATAGTGATAiiIGTAGTACAAATGTTAACTAGGCTTA&&AAG
. . 2100 , .

GGCI}TAGGCCTGTTTTCTCTTCCCCCCCCGGTIITATCC&AC&G

ATCCAIAICCACAAGGACCGGGGnCAGCCLGCCAACGAAGAAACA _ :
2200 i

GAAGAAGACGGtGGKAGCAACGGTGGAGAC&GATACTGGCCCIGG

cccAilecnrktxrxcarrrccrcarcccécAccrcarrccccrc

TTGACCAGACTAIACA(.CAICTGCAGGGACTTAC"‘ATCCAGGAGC
2300 0 . . . L.

TTCCTGACUUICCAACTCATCTlCCAGAATCTCAGAGACTG&CTG

[ . i
g

3 AGACTIAGAACAGCCTTCITGCAATATGGGTGCCAGTG«ATCQAA :
3 . 2400 e . .

- . N

3 65 cuccarrcc;cccccccccc;ccccucuc.\uucrcrrccc
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GGCGCGTGCAGGGGC'I‘IGTGGAGGGTAITGGAA cG \AICGGGAGG

. . 2500 - . . .
e GGAAIACICGCGGIICCAAGAAGGAICAGACAGGGAGCAGAAAIC
F 5 . s A [} . - .
7 ccccrccxc
v L

9. Rétrovirus selon l'une quelconque des revendications 1 & 8, caractérisé en ce que son ARN

n‘hybride pas dans des conditions stringentes avec I'ARN génomique de HIV-1 et n'hybride pas, dans des

10 conditions non stringentes, avec le géne env et le LTR qui le jouxte, plus particulierement avec la

séquence de nucléotides 5290-9130, de HIV-1, et n'hybride pas, dans des conditions non stringentes, avec

des séquenoes de la région pol du génome de HIV-1, en particulier avec la séquence de nucléotides 2170-
2240,

10. Antigéne purifié du rétrovirus HIV-2 ayant les earactensthues :mmunolagcques de la protéine p12

15 de HIV-2, reconnu .immunologiquement par des anticorps formés contre un rétrovirus selon [l'une

} quelconque des revendications 1 & 9, et ayant un poids moléculaire de I'ordre de 12.000 daltons.

: 11. Antigéne purifié du rétrovirus HIV-2 ayant les caractéristiques immunologiques de la protéine p16
de HIV-2, reconnu immunologiquement par des anticorps formés contre un rétrovirus selon ['une
quelconque des revendications. 1 4 9 et ayant un poids moléculaire de I'ordre de 16.000 daitons.

20 12. Antigdne purifié du rétrovirus HIV-2, ayant les caractéristiques .immunologiques de la protéine

: p26 de HIV-2, reconnu immunologiquement par des anticorps formés contre un rétrovirus selon l'une

! quelconque des revendications 1 & 9 et ayant un poids moléculaire de I'ordre de 26.000 daltons.
: 13. Antigéne purifié, du - réfrovirus HIV-2 ayant les caractéristiques immunologiques de la glyprotéine
! . gp36 de HIV-2, reconnu immunologiquement par des anticorps formé contre un rétrovirus selon fune
: 25 quelconque des revendications 1 & 9 et ayant un poids moléculaire de I'ordre de 36.000 daltons.
14. Antigéne purifié, du rétrovirus HIV-2 ayant les caractéristiques immunologiques de la protéine
p42 de HIV-2, reconnu immunologiquement par des anticorps formés contre un rétrovirus selon lune
queiconque des revendications 1 & 9 et ayant un poids moléculaire de 'ordre de 42.000-45.000 daltons.
: 15. Antigéne purifié, du rétrovirus HIV-2 ayant les caractéristiques immunologiques de la glycopro-
30 téine gp140 de HIV-2, reconnu mmunologuquement par des anticorps formés contre un rétrovirus seion
[. Fune queiconque des revendications 1 a 9 et aygnt un poids moléculaire de fordre de 130.000-
o 140.000 daltons.
16. Antigéne ayant a séquence d’aminoacides ci-aprés ou partie de cette séquence dés lors qu'elle
4 donne fieu & une réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2, seion
E« 35 lune quelcongque des revendications 1 a 9, notamment lorsque cet antigéne est mis en contact avec un
B sérum d'un patient infecté avec HIV-2:

M lz;!yslidhehyl
40 ' . .
B ' cy:tr;&-nbysﬂyiysﬂudl’ykx:SerLlaLrgGlnCnAtg
= .. 1200
- 4 . LllProLr;LrgclnGI;C;stpL:sCy.sGlylys!roclyxxl
' 2 45 .
,'-_j"- . . . [ ] [ : ]
= Ile!-!et!ht.tsntys!rol'splt;clnLIzclyrheheuclylen
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17. Antigéne ayant la séquence d
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raminoacides ci-aprés ou une partie de cette séquence,

dés lors

3 une réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIv-

jconque des revendications 1 & 9, notamment lorsque

avec un sérum d'un patient infecté avec HIV-2:
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cet antigéne est mis en contact

18. Antigéne ayaﬁt la séquence d'aminoacides ci-aprés ou une partie de cette séquence, dés lors

qu'elle donne lieu a une réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-
2, selon 'une quelconque des revendications 1 a4 9, notamment lorsque cet antigéne est mis en contact
avec un sérum d'un patient infecté avec HIV-2: :
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30 19. Antigéne ayant la séquence d'aminoacides ci-aprés, ou partie de cette séquence, des lors -qu'elie
donne lieu & une réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2, selon
fune quelconque des revendications 1 4 9, notamment lgrsque cet antigéne est mis en contact avec un
sérum d'un patient infecté avec HIV-2 ;
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20. Composition pour le diagnostic in vitro de la présence dans un prélévement biologique humain, . -
d’anticorps contre un virus HIV-2 humain susceptible davoir un effet cytopathogéne pour les lymphocytes
T4, caractérisée en ce qu'elle contient "au moins un antigéne, notamment une protéine ou une
glycoprotéine du rétrovirus HIV-2 selon l'une quelconque des revendications 1 4 9, ou au moins un
antigéne selon I'une quelcongue des revendications 10 & 19. _ :

21. Composition selon la revendication 20, caractérisée en ce qu'elie consiste en un extrait total ou
en un lysat du susdit rétrovirus. :

22. Composition selon la revendication 20, caractérisée en ce que Iantigéne consiste en au moins
l'une des protéines internes du noyau (core) du susdit virus, choisies parmi les protéines ou
glycoprotéines p12, p16 et p26, ayant respectivement des poids moléculaires de I'ordre de 12.000, 16.000
et 26.000 daltons. . .

23, Composition selon la revendication 20 ou la revendication 21, caractérisée en ce qu'elle contient
une glycoprotéine gp140 ayant un poids moléculaire de I'ordre de 130.000 a 140.000 daltons.

24. Composition selon la revendication 20 ou la revendication 21, caractérisée en ce qu'elle contient
" une glycoprotéine gp36 ayant un poids moléculaire de l'ordre de 36.000 daltons.

L
:
%
1
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3
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25. Composition pour le diagnostic in vitro dans un prélévement biologique humain, d'anticorps

contre un rétrovirus humain susceptible d'avoir un effet cytopathogdne pour les lymphocytes T4

humains, comprenant au moins un antigéne de HIV-1, caractérisée en ce qu'elle comprend également au

‘moins un antigéne de HIV-2, selon f'une .quelconque des revendications 1 & 9, notamment une protéine ou

une glycoprotéine de ce rétrovirus HIV-2' ou au moins un antigéne selon fune queiconque des

" revendications 10 2.19. - :

. 26. Composition selon la revendication 25, caractérisée en ce qu'elle contient des protéines du
noyau (core) de HIV-1 et de HIV-2. : :

27. Composition selon la revendication 26, caractérisée en ce qu'elle contient les p25 dun HIV-1 et
p26 dun HIV-2. _ -

28. Composition selon la revendication 26, ou la revendication 26, caractérisée en ce quelle contient

la p18.d'un HiV-1 et la p16 d'un HIV-2. o

29. Composition selon la revendication 25, caractérisée en ce qu'elle contient des glycoprotéines

d’enveloppe d'un HIV-1 et des glycoprotéines d'enveloppe d'un HIV-2. .

30. Composition selon’ la. revendication 29, caractérisée en ce qu'elle contient la gp110 de HIV-1 et la

gp140 de HIV-2. N

- 31. Composition selon la revendication 29 ou la revendication 30, caractérisée en ce qu'elle contient

la gp42 de HIV-1 et la p36 de HIV-2. - '

: 32. Composition seion la revendication 26, caractérisée en ce qu'elle contient des mélanges d'une’
part, d’antigénes de protéines ou de glycoprotéines de HIV-1 ou de I'ensemble, d'autre part, des mélanges
de protéines ou de glycoprotéines de HIV-2 ou des deux & la fois.

33. Méthode pour la détection in vitro de la présence d'anticorps induits chez 'homme infecté par un

rétrovirus humain HIV-2 dans un échantillon biclogique humain, tel qu'un sérum et, plus particuliérement

pour le diagnostic in vitro d'un SLA ou SIDA potentiel ou existant d0 a un tel rétrovirus et provenant de la
personne faisant I'objet du diagnostic, caractérisée en ce que Fon met en contact cet échantilion
biologique avec un antigéne reconnu par un anticorps induit chez 'homme infecté par un rétrovirus
humain HIV-2 tel que défini dans Pune quelconque des revendications 1 & 9, dans des conditions
autorisant la formation d'un composé immunologique entre cet antigéne et ledit anticorps et en ce que
'on détecte le conjugué immunologique. éventueliement formé entre cet anticorps et l'antigéne mis en
ceuvre. .

4. Méthode selon la revendication 33, caractérisée en ce que I'échantilion biologique est mis en

= C L M - *
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; contact avec un antigéne selon I'une queiconque des revendications 10 & 19 ou une composition selon

O "fune quelconque des revendications 20 & 24 dans des conditions autorisant la formation d'un composé

A immunologique entre cet antigéne et lesdits anticorps et en ce que fon détecte le conjugué
immunologique éventuellement formé entre ces anticorps anti-HIV-2 et 'antigéne mis en ceuvre.

5 35. Méthode selon 'la revendication 34, caractérisée .en-ce que lon réalise la détection dudit
conjugué immunologique en faisant réagir le conjugué immunologique éventuellement formé avec un
réactif marqué formé -soit par des anticorps anti-immunoglobulines humaines, soit par une protéine A

o8 . bactérienne et en ce que I'on défecte ie complexe formé entre le réactif et le susdit conjugué
: immunologique. : I T -
10 36. Méthode pour la détection in vitro de la présence d'anticorps reconnaissant des antigénes d'un

rétrovirus humain susceptible d'avoir un effet cytopathogéne pour les lymphocytes T4 humains, dans un

échantilion biologique humain, tel qu'un sérum, et plus particuliérement pour le diagnostic in vitro d'un

SLA ou SIDA potentiel ou existant di & un rétrovirus humain caractérisée en ce que I'on met en contact

cet échantillon biologique provenant de la personne faisant lobjet du diagnostic avec un mélange

1§ dantigénes capables de donner .une réaction immunologique spécifique avec les anticorps contre d'une

part un rétrovirus humain HIV-2 susceptible d'avoir un effet cytopathogéne tel que défini dans I'une

quelconque des revendications 1 & 9, d'autre part un rétrovirus humain HIV-1 et, en ce que I'on détecte le
conjugué immunologique. éventuellement formé entre I'un au moins de ces antigénes et lesdits anticorps.

37. Méthode selon la revendication 36, caractérisée en ce que I'échantillon biologique provenant de

20 la personne faisant I'objet du diagnostic est mis en contact avec un mélange d'antigénes issus a la fois de

ain, - HIV-1 et d'un HIV-2, selon I'une quelconque des revendications 1 2 9, notamment avec une composition
135 selon I'une quelconque des revendications 26 & 32 et en ce que 'on détecte le conjugué immunologique
ine éventuellement formé entre I'un au moins de ces antigénes et lesdits anticorps.

un 38. Nécessaire ou kit pour la détection d'anticorps contre un rétrovirus susceptible d'avoir un effet

. 25 cytopathogéne pour 'homme, du type HIV-2 dans un échantillon biologique, notamment d’'un porteur
éventuel de ces anticorps, caractérisé en ce qu'il comprend :

— au moins un antigéne selon l'urie quelconque des revendications 10 & 19 ou une composition telle
que définie dans I'une quelconque des revendications 20 & 32, et 34 .
— des ‘moyens pour détecter le conjugué immunologique résultant de la réaction immunologique

30 entre l'antigéne et ledit échantillon biologique. - - i

39. Nécessaire ou kit selon la revendication 38, caractérisé en ce que les moyens pour détecter le
conjugué immunologique formé comprennent des anti-immunoglobulines humaines ou une protéine A et
des moyens pour détecter le complexe formé entre les anticorps anti-HIV-2 contenus dans le conjugué
immunologique détecté. '

35 40. Nécessaire ou kit pour le diagnostic in vitro de la présence d'anticorps contre un rétrovirus
cytopathogéne pour des lymphocytes T4 humains, notamment d'un porteur éventuel de ces anticorps,
caractérisé en ce qu'il comprend : . ' _

— un mélange d'au moins un antigéne de HIV-1 et d'au moins un antigéne de HIV-2, notamment une
composition telie que définie dans l'une quelconque des revendications 25 & 32,

40 — des moyens pour détecter le conjugué immunologique résultant de la réaction immunologique
entre les antigénes et les anticorps du fiuide biologique. '

: 41. Composition immunogéne contenant une glycoprotéine d'enveloppe du rétrovirus humain HIV-2,

tel que défini dans I'une quelconque des revendications 1 & 9, telle que la gp140 de ce rétrovirus, ou une
partie de ceite glycoprotéine capable dinduire des anticorps contre HIV-2 en association avec un

i 45 véhicule pharmaceutiquement acceptable, approprié 4 la constitution de vaccins contre HIV-2.

5 42. Composition selon la revendication 41, caractérisée en ce qu'elle contient au moins une partie

; immunogene d'une glycoprotéine contenant une ossature protéique ayant la séquence suivante, cette

partie immunogéne étant capable d'induire des anticorps contre .un rétrovirus humain HIV-2 tel que défini
dans I'une quelconque des revendications 1 2 9:
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IleclnclnclclyslsnnetfyrcluLenclnLysLen&snSGr
60 'Trpksﬁtle?heclyLsaTrp?thspLeurhrserI:;ValLy:
. 2000
Ty:IleGInIyrGlyYalLeuIIeIIeVAIAlaVaIIIeAlaLeu
65 L] L J L [ ] ’ . [ ]
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h:slie?:l!1:1"3:?;17;161:!& :LéuSe rArgleud=glys

-

. . o : . 21°° °
] ly‘tyt-htg!rovu_u’hcsetSet! roProblyTyrl 1eGlaGin

Iteii:tleﬂistys&sp\_rgc;LyG 1u2ro.\lalsn€1ucluth:
° ' . . . . - 2‘200
clucluAspcinIySerAsuG l_yclylsp.Ar_;Ty_t-‘I:pProTrp

L ] . L J L] L ]
rrone'l_.la‘ryrn eBisPheleull eAr_gGlnLenIleLrgLeg

[ 4 . * [ ] .
Leul‘hr&r;ieufyrSe:Il eCysA:gAspleuLeu_SerLr;Se:

2300 - . _ . .
Pheteu‘rhr!-euc‘lnl.eull eTyz6 lnL:nLeu_At:A spIzples

[ ] e L] *
Arglesds gThrAl aPbeleut 1aTyr6 1yCysC 1aTrplleCls

Y . 2‘06 » [ ] L ]
clpuarbec 1mAlaAdladlaAr gAl a‘tbzhgcln‘rhﬂ.e‘ula

25

toe . . e .-
G1yAIaCyu\r;Gl'yLen‘IrpA:g?a 1LéuCluAzrzlleGlyATs
e . - - .. be ' .-

* L . asoo . ] [
ciyll eleuAlata 1!:9&:;5:;1 1 eLtgcinG%yllaclntlc.

. *
A.l. aleuleu

35 43. Composition jmmunogéne selon 1a revendication 41 ou 1a revendication 42, caractérisée en ce
- qgu'elle est dosée en antigéne de facon & permetire radministration d'une dose unitaire de 10 a 500,
notamment de 50 & 100 microgrammes: par kilogramme de corps.
44. Anticorps reconnaissant spécifiquement un antigéne dun rétrovirus HIV-2, selon lune queicon-
. que des revendications 1289 ‘
40 45. Anticorps selon ia revendication 44, caraciérisé en ce qu'il est monocional.
48. Acide nucléique, le cas échéant marqué, dérivé d'une partie au moins de PARN du virus HIV-2 ou
- de I'un de ses variants, tel que défini dans fune guelconque des revendications 1 2 9, caractérisé par sa
capacité d'hybridation avec ARN . dudit virus HIV-2 et par l'absence d'hybridation dans les conditions
stringentes avec les sondes 1 & 4 comprenant respectivement les nucléotides 990-1070, 990-1260, 2170-
45 2240, 3370-3640 de 'ADN dérivé du génome de HIV-1. :
~ 47. Acide nucidique selon la revendication 46, contenant une partie au moins d'une séquence
~ d'ADNc capable de s'hybrider -avec 'ARN génomique entier d'un rétrovirus HIV-2 selon une guelconque
_des revendications 1 a 9, et ne s’hybridant pas dans les conditions stringentes avec les sondes dont les

- fragments d’ADN dérivés du génome de HIV-1 respectivemenf constitués de fragments délimités par les
50 nucléotides 990-1070, 990-1260, 21 70-2240, 3370-3640 de ADN dérivé du génome de HIV-1.

. 48. Acide nucléique selon la revendication 46, caractérisé en ce qu'il contient ja séquence de
nucléotides : o :

mmﬁmcsacammwmmmrmmmxmw

vt e

é c;mcsspccccmanm-rcﬁnm:grmqqccmc&'é
' dﬁérhmmcscrcrscocgqmccmwcmmcc;crm Ag

‘GATCTCTC! sé.»;c'rmacse;rémdc;scmjscgcr?cnmcrcica_ .
:'CCAGQAchGGCCGGF.G;T_GGC?AG.};GGCFCCACGCTrG:.’TGCnM..

65 » .
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‘99.. {\cide nucléique selon la revendication 46, caractérisé en ce quil contient une séquence
nucleotIQIque codant pour tout ou partie de la séquence d'aminioacides indiquée ci-aprés, cette séquence
ou partle de séquence d'aminoacides ayant la capacité de donner une réaction immunologique
specaﬁc_;ue. avec des anticorps contre un rétrovirus. HIV-2 tel que défini dans l'une queiconque des
revendications 1 & 9, lorsque cette séquence d’aminoacides est mise en contact avec un sérum d'un
patient infecté avec un rétrovirus HIV-2 :

" gACRODN .

xe:GIyA].a_AxxAsnSerVaIL'euA:gGIy-LylLysAh.AspG1_--'
L . . e " e o . . -
LanIuArzI'IeA_tgL‘edA:;ProGl;G_lylysL_ysLysi‘yrtr: :

LeulysHEisIleValIrpAlaAlaisnlysleuds pAt;Pt;eG ly
100 . iee e
LeuvdlaGleSerleuleuGluSerlysCloGlyCysGlaLysIle

. ® L. - K Y

LeuThrValleuAspProMetValProTkrGlySerGluAsnleun
. . 200 S e ¢

LysSerLewPheAsnIhrValCysVallleTrpCysIlelisAla

L 4 LIS - -« [ ] »
CluGlulys VallysispThrGluCGlyAlalysGlalleValAzg
- . . [ ." X 300 e
ArgHisLe=ValAlaGluThzGlyThrAlaGluLlysMetProSer

. - . LI -

[ ] L] . :0 . L4 e . ® ¢
ThrSerArgProThrAlaProSerSerGlalysClyGlyAsaTyr

. . . 400
2roValGlmEisValGlyGlyAsnTyzrThrEisIleProLeuSer

. . e T e . .
ProArgThsleaAsnAlaTrpVallysleuValGluGluLysLlys

- Iy 2ean. @

- - . ® L]
PheClyAlaGlu¥alValProGlyPheCladlaleuSerGluGly
T se0 . . . .
CysThrPrc TyrAsplieAsnGlaMetleudsaCysValGlyAsp
EisGlnAlazAlaletClnIleIleArgGlullelleAsnGiuGlu
3 . 600 * L L}
A12A123G1lcTrpAspValGlaBisProlleProClyProleuPro

A1aGlyGiz=LeuArgCluProdrgGlySerdsplleAlaGlyThr
. ' . 708 . .
ThrSerTh=ValCluCluClallellaTIrpHetPheArgProGla

AsnProValProVa lclyAliIIctyrltgl'rg‘rtplleclnl le

- S

- e * . ! 800 ..

43

[ VW T
* [ L M S *



EP 0 239 425 B1 ;
GlyLeu&lnL;sC:aVa1A:gﬂé:?yr&sn?rofhr&in1leLeu '

LspIleLy:Glncly?roLysGIu?roPheGInSe:Ty:ValAsp

) . "900
A:;PhgterysSerLeuAr-AlacluGlnTh:A:p?roAltval

LyslsgrrpﬁetrhgglntirléuheqVaiclnAsnﬁlaisn?rb

A S L JRT IO P e

L ] [ . L] L
AsprsLynLeuVaILeuLysGlyLeuGlyHe:AsnProrhrLeu

1000
GluGluH::LethrAlaCysGlnclyValclycly?roG1yGla

LysAlaArgLeuKe;LlaGluAlaLeuLysGluVaIllecly?:o

- 1100
Ala!roIIeProPheAlaAlaAlaclnGInArzLysAla?heLya

c,:‘!rpAanysG 1,1.::61\;61:!1: SetAIaArgG lnCysA:;

. - 1200
Ala?roArgAr-GlnGlycystrpLysCysGlyLysProGlnys

. . ) - . . o
Ileﬂe:IhrAsnCprroAspAr:G{nAlaclytheLeuGlchn

' . 1300
clyrtotrpclyhyszysrtoArgksn!he!ro?alAlaGInVal

' ProGlaGlyLeuThzrProThrAlaProProValAspProdlaVal

. L 3 : . L ] L
AgpLeuLguGluLysTy:HetGchlnGIyLysAggclnArgclu

1400
Gln&rgclukrgrro‘ryrl.ysc luh lrhrclmu pLeuLeua u

Leucluclncchlurhr?rotyrArgGlu?roProthtGluAsp

. - rsoo . .
LeuLeu!LsLeuAsuS-rLeuPb eGlyLysAspGln

§0. Acide nucléique selon la revendication 46, caractérisé en ce qulil contient une séquence
nucléotidique codant pour une partie au moins de la séquence d'aminoacides indiquée ci-aprés, cette
séquence d'aminoacides étant capable de donner une réaction immunologique spécifique avec des
anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans Fune quelconque des revendications 1 a §,
lorsque cette séquence d’aminoacides est mise en contact avec un sérum d'un patient infecté avec un

rétrovirus HIV-2.
Arxlj:‘llrhebyl"

CystrpAanysclyLyscluG1ynx:s;:A11A:zClnCysA:g

' °T . 1200 C e

TN O 4 R
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AlaProArgArgGlnClyCysTrplysCysGlyLysProGlydis

N I1e!-letThrAsnCysProAs-pA:;'GinAIaGlyrheteucly!.n
‘ _ . . . 1300

GlyProTrpGlylyslysProArgAsnPheProValdlaGlaVal
10 ProGloGlyLeuThzProThrAlaProProValAspProAlaVal

Iy . . . .
AspleuleuGlulysTyrKetGlnGlnGlyLlysArgGlnArsGls

° 1400 -
GlaArgGluArgProTyrlysGlu¥a lrhtGIuAspLenLeu_Kis
2 !..euc1nGlnGlyclurht_rroty:hgclluI.’:oP_ro'rhrclulsp
- al® ‘e . . -

P rsoo0 . .
LeulesEisLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGla

25 . - . [ .

51. Acide nucléique selon la revendication 46, caractérisé en ce qu'il contient une séquence
nucléotidique codant pour tout ou partie de la séquence d'aminoacides indiquée ci-aprés, la séquence
codée d'aminoacides ayant la capacité de donner une réaction immunologique spécifique avec des
anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans l'une quelconque des revendications 1 a9,
30 lorsqu'elle est mise en contact avec un sérum d'un patient infecté avec un rétrovirus HIV-2 :

He :GlyllalrzilaSe:Ya 1leudrgGlylLyslysdlaispCla

« T, . P 3 LT dete . e o
35 . LeuGluArgIlleArgleuArgPro&lyClyLlyslyslysTyrizyg

s ° P B . e . .
LeulysEisIleValTrpAlaAlaAsnlysleudspArgPheGly
40 - - 100 . Te .
LcuLlaGIuSeﬂ,enLeucluSe:!._vsclnclyCysalnLysIh.

. ¢ . - . .
LeuThrValleuAspProMetValProThrG.ySerCluAsales
c . . . . -

. L] « 100 S L] L ]
LysSerlLeuPheAsnThrValCysVallleIrpCysllelisdla

] ] - - - »

50 GluGluLysVallysispThrGluClyAlalysClnolleValArg
. . . o _3°° e

ArgHisleuValAlaGluThrGlyThrAlaClulysletProSer

55 .
- * LA . - . L
ThrSerArgProThrAlaProSerSexClulysé 1yGl yAsaTyr
| . . 400
60 §2. Acide nucléique selon la revendication 46, caractérisé en ce quil contient une séquence

nucléotidique codant pour tout ou partie de la séquence d’aminoacides indiquée ci-aprés, la séquence
codée d'aminoacides ayant la capacité de donner une réaction immunologique spécifique avec des
anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans l'une:queiconque des revendications 1 & 9,
o Izo::rsqu;elie est mise en contact avec un sérum d'un patient infecté spécifiquement avec un rétrovirus HIV-

: L
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!:o'nIGiiﬁiiVt;Glyclylnn!yrfh:lislle?cheuSgr

s C.e . e e . T
ProArgThrleuAsnAlalrpVallysLeuV21GluClulyslys® "
- . o, . . . .

PheGIJLIaG uVal?ll‘roclyrheclnllateuSercluGly

500 ;
CysrhrrrotyrAspIIeLsnGlnHe:Leu&anysValclyAsp ;

lisclnAlaAIanetclnIIeIleAr-cluIIeIIeAsnclucls

I

. 600 .
Lla&lnGlnIrpLspValcInlxsronIeIroCI7?:01eu?ro ’

LlaGlyGlnLeuArgGlu?:pAtgGIySe:LsgIIeAIaquIh:

-8
. - 708 : .
thtSe:Ih:V;lclncluclnlleclntrynetrheLr;!roGla'

AsnPro¥s. ;zr,ov-.xclyxuz 1&:;:&:;1:;::1,x’xecxnz}c'-

. - 800 . ..
GlyLeuGln‘ysCyvVallr He:?y:&snrrorhrAsaIleLel

[ 4

LspIIeLysclaGInyoL,aGln!ro?heﬂlnSe:IeralLsp .

: " 900
Lr'PheTer,sSe:LenArvllacluCI:IhrAspProklafal

L;sisntrpnetThtGlnThrLeuLenValclnAsnEIaAsnrro.

AspraLysLeanlLeuLysGlyLeuclyﬁe:AsnP:orhrLeu
1000 .. |
GluGlnHe:LenthrllaC,sclnc1yvalclyciy2roGchll

Ly:&ltlrgLeuHetLlaGluLlnLeuL;sCluV:lIleGIyPro

L 1100 ) L L]
AlaProlleProPheAladladlaGlnCla

. N ) e .

53. Acide nucléique selon ia revendication 46, caractérisé en ce quil contient une séquence

' . nucléotidique codant pour tout ou partie de la séquence d'aminoacides indiquée ci-aprés, la séquence
codée d'acide aminée ayant la capacité de donner une réaction immunologique spécifique avec des

anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans l'une quelconque des revendications 1 & 9,
lorsqu'elle est mise_en contact avec un sérum d'un patient infecté avec un rétrovirus HIV-2:

L Y

gAvE - -
60 ' Ee:Hg:AsnGlnLeuLeuIleAlaIleLeuLeaLlaSerklaCys

LeuValTyrCysThrGlaTyrValThrValPhelyrClyValPro -

65 ¢ - - . . . ®
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ThrItpLjsABnAl;ThrI1eProLeuPheCfsAlgThrAt:Afn

;
i
N2 | 100

ArgAsp‘hrIrpclthrI1eclnCysLeuProAspAsnAspAsp

5
. TyrGlnGlnIleThrLe&AsnVaIrhrGIuAlaPheAspAlaIrp
10 200 T '
Asn&snthr?alrhrcluclnAIaIleclnAspValrrprsLeu
!heGluTb:SerIleLgs?beysValiysLeurh:P:oLeuCyl
" 300 -
'nlAlaHe:LysCysSerSezthrcluSe:SetIhrGlyhsnAsa
' L) . . _ . e o
20 'rirrhrSe:LyuSeth:SerThrrh:rh:Ih:ThtrroIh:Asp
o . 400
GlnGluGlnGlnIleSerGluAspThrProCysLIalrng:AsD
25 '
AanysSerGlyLeuGlyGluGluGluThtIleAanvsclnPhe
: - o .. [ ‘ . .. .
A & _ Lane:ThrGIyLeuGiuArgkspLysLysLysGlnIyrAsnGlu
_ 20 ] . :
S . 500 -
;- : ' 7ht!rptyr$ethys&spVaIVaICystlth-AsnAsnSethr
* ., 3 . . ° )
i a5 LlnGlnIhrGlnCysTyrﬁe:k:nEisCysAsnTh:SerValIlc
600
ThrGluSerCysAspLys!xsTerrpAspAl IleA gPheAr;
40 ' e
.TerysAlaProProGIyTyrAIzLeuLeuArgCysAsnAspThr
Asn?y—SerGly?heAllProA:nCysSe:-ysVal?xlAlaSer
45
th:c;:th:&:;ﬁitﬁezc1urhz61uth:$etrh:1:prhecly-
' A
. " . 300
f 50 rheAsnclth:ArngacluAsnAr-IhrTyrI1e.y:;rp!xl
4 -
¢1yLr:AspAsnAr;Ih:IleIleSetLeuAsnLystrTersa
b 55 | . . . " %00
i LteuSerleuBisCyslysArgProGlyAsolysThrVallysGla
; 60 IleHe:Leuﬁe:SérclyﬂisVal?heBisSerEistrGln?ro
3 . o )
? .. L] L . L [ J
4 I1leAsnlysArgProArgGlnAlaTrpCysTrpPhelysGlylys
1§ e - S :
i 65 looo L] :. [ ]
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TrplysAspAlaMetCinGluVallysThrleuAlalysBisPro

:
&
¢
i
¢

L:gfyrAr:GlyrhrA:nAspThrAngsnIleSetheAIsA}i

. 1100 .
rroclyLysGlySerLsptroc1n7:1A1aIy:he:TrpTh1Asn

c,sA:;c1yc1§rhaLeunyCysAsAue:rh:r:prheLeuA;n

. 1200
'TrpIleGluAsnLysThrHzzArgAsnTyrAlaProCysz;:Ilc

- . . ° L e . . L L 3
LysclnllelieAsnIh:Irp!isLysValclyArgAanalIyr ' i

Ce 1300 i
Leurro?roAt;G1uclyCIuLeuSetCysAsnSerThr?alrht P

S¢rIleIIeAIaAsnIIeAspIrpGlnAtnAinAsnclnrhrAst

"IleThrPheSerAlaGluValalaGluleuTyrArgleuGlules

4600 - | ' | i
GlyAspTytLysLeuValGlnIleIhr!roIleGlyPheAIa?ro 3

IhtLysGluLylAr;TyrSetSertla!;sclylrg!xnThrL:g

. 1500 :
Gly?sl?heVaILeuGIy?heLeuGly?heLeuAlaThrAlacly

SerAlaHe:GlyLlaAr;A!aSerLeuTthalSerAIaanSe:

’ . 1600
' ArgthrLenLeuLlaGlyIleValclnclnclnclnCIDLeuLeu

A:pValValesAtgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrVaIIrp

* . 1700
clth:Ly:LsnLeuGlnAlaArgValrhrblaIlecluhysTy:

LeuclnAspclnAIaArgLeuAs:Ser?rpclystA1arheirg

| . 1800
Gana1Cys!xsrhrrh:731?rot pValAsnAspSerLeuLla i

!roAspTrpA;pLane:Ih:r:pclnclutrpcluhyscanaI

ArgTyrleuGludlaAsaIleSerlysSerleuGiuGlndlacias ™

1900
IleGlnGlnClnLy:AanetTyrGluLeuClnLysLeuA:nSer

L . . © e . .

. | L
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TrpAspIlePheGlyAsnIrpPheAspleuThrSerIrpVallys

. . 2000 . .
TyrIleClnTyrGlyVallenIlelleValAlaValileAlales

ArgIleVallleTyrValVilGlniletleuSerArgLeuArglys

» e 2100 .
ClyTyrArgProValPheSerSexrProProGlyTyrIleClaGin

I1eEisIleEislysAspArgGlyClolroAladsnCluClulhy
. . . . 2200 i
CluGludspGlyGlySerAsaGlyC lydspArzTyrTzoProTlerp ;

L] L J L ] ® ) [ )
ProlleklaTyrIleBisPheleulleArgGlnleulledrglen

. . . .
LeuThrArgleuTyrSerIleCysArgAsplenleuSerdrgSer

2300 L L] L J L
PhelecThrleuGlunlenlleTyrCladsnlendrzdspIrples

L J * e [ ]
LrgLeuAtg?htAla?beLeuGInTyrGI_yCysclu‘rrleech
. 2600 . . .
CluAlaPheClnAlaAdladlaAzgAlaThzdzrgCluThrleudls
LT T t

e sl LT e S e e e i i

: .« . ’ . .-
GlyAlaCysArgGlyleuTrpArgValleuGludrzileClydrg

. e, -

. . 2500 . .
GlyIleleuAlaValProArgArglledrgClaGiyAlaClulle

Alaleulein

54. Acide nucléique recombinant comprenant’ un ADNc ou une partie de- cet ADNc selon l'une
quelconque des revendications 46 & 53, et/ou un ARN ou une partie d'un ARN correspondant & cet ADNc,
inséré dans un acide nucléique provenant d'un vecteur. .

55. Acide nucléique recombinant selon Ia revendication 52, caractérisé en ce qu'il est marqué.

56. Procédé de détection d'un rétrovirus susceptible d'avoir un effet cytopathogdne pour 'homme
du type HIV-2 ou de son ARN dans un liquide ou tissu biologique, notamment en vue du diagnostic in vitro

. chez 'homme de la potentialité ou de l'existence d'un SLA ou d'un SIDA, caractérisé par la mise en
contact des acides nucléiques contenus dans ce liquide ou fissu biologique avec une sonde contenant un
acide nucléique selon l'une quelconque des revendications 49 a 53 dans des conditions d'hybridation
stringentes, ou contenant un ADN présentant une homologie de séquence au moins égale a 70 %, de
préférence au moins égale & 90 % avec I'ARN d'un rétrovirus selon l'une queiconque des revendications 1
4 9 et capable de s'hybrider avec celui-ci, dans des conditions non stringentes, dans la technique du
« spot blot » la mise en comact ci-dessus étant réalisée pendant le temps nécessaire a la réalisation de

cette hybridation et étant suivie du lavage de 'hybride formé, avec une solution assurant la conservation

R de ces conditions stringentes, et la détection de I'hybride formé.

i 57. Procédé de production d'un rétrovirus susceptible d'avoir un effet cytopathogéne pour I'homme

1 &

)

du type HIV-2, caractérisé par la culture dans des lymphocytes T4 humains ou dans des lignées celiulaires
60 permanentes dérivées de lymphocytes T4 et portant le phénotype T4, ces lymphocytes ou ces lignées
ayant préalablement ét¢ infectés avec un isolat de virus HIV-2, tel que défini dans l'une quelconque des
revendications 1 & 9, et notamment lorsque le niveau d'activité de la transcriptase inverse (ou reverse-
_ - transcriptase} a atteint un seuil déterminé, par la récupération et la purification de quantités de virus
t libérées dans le milieu de culture de ces lymphocyles ou lignées, notamment par centrifugation
: 3 65 différentielle dans un gradient de sucrose ou de métrizamide. -
[ 4

49 e

L



EP 0239 425 B1

. 58. Procédé pour.la product:on d’antigdne spéclflques du rétrovirus HIV-2, caractérisé par la lyse,
notamment a l'aide de détergents, tels que le:Sodium dodécyisulfate (par exemple SDS a 0,1 % dans un

tampon RiPA), du virus purifié obtenu au terme du procédé selon la revendication 57, et la récupération 4
du lysat contenant lesdits antigénes.

59. Procédé de production d'une sonde d'hybndatlon pour. la détection d'un ARN de rétrovirus HIV-2,
caractérisé par linsertion d'une séquence I'ADN, notamment selon I'une queiconque des revendications ]
46 a 53 dans un vecteur de clonags, par recombinaison in vitro, par le clonage du vecteur modme obtenu i
" dans un hote cellulaire compétent et par la récupération des ADN-recombinants obtenus.

60. Les hybridomes secréteurs de I'anticorps monoclonal selon la revendication 45.

61. Application des anticorps polyclonaux selon la revendication 44, ou monoclonaux selon la
revendication 45, 4 la détection du rétrovirus HIV-2 tel que défini dans I'une quelconque des
revendications 1 & 9 dans une préparation biologique.

62. Application des anticorps polyclonaux selon la revendication 44 ou des anticorps monoclonaux
selon la revendication 45 a la détection d'antigénes du rétrovirus HIV-2 tel que défini dans Il'une
quelconque des revendications 1 & © dans une préparation biologique.

63. Application des anticorps polyclonaux selon la revendication 44, ou monoclonaux selon la
revendication 45, & la purification d'antigénes viraux d'un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans [une
quelconque des revendications 1 & 9.

Revendications (pour les Etats contractants : AT, ES, GR)

1. Rétrovirus humain HIV-2 ayant la capacité d'infecter des lymphocytes T4 humains et susceptible
de provoquer un SIDA chez 'homme, ce rétrovirus étant constitué par I'un des rétrovirus déposés a la
CNCM sous les n° 1502, 1-532, 1642 et 1-643 et & I'ECACC sous les n°87011001 et 87011002
(correspondant respectlvement aux n° I-502 et I-532) ou un variant de l'un de ces réfrovirus comprenant
tous les antigdnes qui sont reconnus par les anticorps formés contre les anugénes correspondants de
I'un quelconque des rétrovirus ayant fait 'objet des susdits dép6ts & la CNCM ou & 'ECACC. '

2. Rétrovirus humain selon la revendication 1 mracténse en ce que son ARN génomique est :
susceptible de s’hybrider dans des conditions stringentes avec' la chaine complémentaire d'un cADN ou - 3
fragment de cADN dérivé de PARN génomique de I'un quelconque des rétrovirus déposés a la CNCM sous - ¢
~ les n° 502, 1-532, |-642 et 1-643 et & I'ECACC sous les n° 87011001 et 87011002 (correspondant

" respectivement aux n® I-502 et I-532). _

3. Rétrovirus humain selon la revendlcatlon 1, caractérisé en ce qu'l comprend un ensemble : ,
d'antigénes formés par des protéines du noyau (core) ayant des poids moléculaires de I'ordre de 12.000, ] 3
16.000 et 26.000 daltons respectivement, des protéines ou glycloprotéines ayant des poids moléculaires
respectivement de l'ordre de 36.000 daltons et de Pordre de 42.000-45.000 daltons et une giycoprotéine
majeure d’enveloppe ayant un poids moléculaire de I'ordre de 130.000-140.000 daltons.

.. 4. Rétrovirus humain purifié selon. la revendication 1, pathogéne pour 'homme et susceptible de
- provoquer un SIDA, caractérisé par I'ensemble des propriétés suivantes :

- . = la cible préférentielle du rétrovirus HIV-2 est constituée par les cellules Leu3 (ou lymphocytes T4)
humames ot pour des lignées cellulaires permanentes dérivées de ces lymphocytes T4 ;

— il est susceptible d'avoir un effet cytopathogéne pour les lymphocytes T4 humams qu'il infecte ;

. —il a une activité de transcriptase inverse nécessitant la présence d'ions Mg2+ et présentant une -
forte activité pour le poly(adénylate-oligodSoxythymidylate) (poly(A)- ohgo(DT) 12-18) ; . “

— il a une densité d'environ 1,16 dans un gradient de sucrose ; 1
. — il a un diamétre moyen de 140 nanomeétres et un noyau ayant un diamétre moyen de 41

" nanométres ;
— il peut étre cultivé dans des hgnées permanentes expnmant la protéine T4 ;
— il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8 ;

— los lysats de ce virus contiennent une protém_e P26 qui ne croise pas immunologiquement avec la
. protéme p24 du virus HTLV-1.0u du virus HTLV-2 ;

— ces lysats contiennent en outre une protéme p16 qui ne croise pas immunologiquement avec la
. protéine p19 de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radicimmunoprécipitation ;

55 — ils contiennent en outre une glycoprotéine d'enveioppe ayant un poids moléculaire de I'ordre de
- 130.000-140.000 daltons qui ne croise pas immunologiquement avec la gp110 du rétrovirus HIV-1

— ces lysats contiennent encore une protéine ou glycoprotéine, marquable par la 35S-cystéme.
ayant un poids moléculaire de l'ordre de 36.000 daltons ;

— I'ARN génomique de HIV-2 n'hybride pas, dans des conditions stringentes, avec 'ARN génomique

80 geIVH|V-1 et n’hybride pas, dans des conditions non stringentes, soit avec le géne env, soit avec les LTR de

N
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50
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60

— I'ARN génomique de HIV-2 hybride faiblement dans des conditions non smngentes avec les
séquences de nuciéotides comprenant d'une part ‘les nucléotides 990-1070, d'autre part les nucléotides
990-126Q de la région gag du génome de HIV-1.

65 5. Rétrovirus selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caractérisé en ce qu'il ne se multiplie
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pas de far;on chromque dans les lymphocytes de singe macaque rhésus, lorsqu’il a été injecté in vivo et
dans des conditions opératoires permettant le développement du virus STLV-lily,, telles qu'elles ont été
déctites par Letvin et al., Science (1985) vol. 230, 71-75.

comprenant [a re_gl'on Retla ;égu_on U3 de la séquence comprenant son ARN génomique contient une
séquence nucléotidique correspondant a la séquence de nucléotides suivante :

EP 0 239 425 B1

1

- 6. Rétrovirus selon une quelconque des revendications 1.2a 5, caractensé en ce que la séquence

I?TGGAACIKJ&NGACﬂCDUUKRjUKHN5GAAS?Kﬂ:l!TﬂﬂNIfI&AAGGALﬂM?
GAACAGCHHUHM:TTGGTCAGGGCAGuAAGTAACIAACAGAAACAGCTGAG

ACTGCAGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGTAACCAAGGGAGEGACATGGSAG,

' EAGCTGGTOOGEAACGCCTCATATTCTCIGTATANTATACCCGCTGCTTG

' CATTGTACTTCAGTCOCTCTGCGGAGAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGRAG
GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGAGOCTG3GTGCCCTGCTAGACTCTCA

. CCNGCACTTG0CCGTGC TOGCAGACGICCCCACGCTTGECTECTIANK
“ACCTTCCTTAATAMGCTGCAGTAGAAGER

7. Rétrovirus selon l'une quelconque des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que son ARN

génomique contient une séquence gag correspondant a la séquence de nucléotide :

25

30

55

60

GAGIODB . _ . - . .
LIGGGCGCGAGAAACTCOGILITGA&GG&MACCACAIGAL

e ° K] [ - - e .-

TTAGMLGMICAGGTTAC GGCCCGGCGGAMGMMAGIA CAGG

. . ".-- -t e W .
. - - -

CIMAACATA'ITGT G‘IGGGCAGCGMTMLITGGACAGLITCGGL
. 100. . - .

TTAGCACAGAGCCTGTTCCAGTCAAAAGACCCTIGTCAAALAATY

CITACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAATTTA
. 200 : .. . . -

ALMGTCHTIIMTACTGTC 'IG CcG&T CATITGGTGCAIACACGC& -

[ ] L ] . ‘ . .

GMGAGMAGTGMAGLIACTGMGGAGCMMCAAAIA GTGCGG
. . . 300 .

Acicarc:AcrcccacAsAcAcck;ctcc;ﬁ;c;AAArcccaacc

ACMGTAGACCMC&GCAC CAT C‘!AGCGLGMGGGAGGMA‘ITAC
. . . 500

S

CCAGIGCAACATGIAGGCGGGAACtiCACCCAIATACCGCIGLGI

® - e B [} ) DRI 3
H .o .

CCCCGRACCCIKAAIGCCIGGGIAAA;TIAGTAGAGGAALAAAAG
-. [ ] [ ] L ]
tTCGGGGCAGAAGIAGTGCCAGGATITCAGGCACTCTCAGAAGGC
o0 - . . . .

TGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAATTUTGTGGGCGAL

L] L] - o

~
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CAICALGCAGCCATGCAGAIAAICAGGGLGAITATCAATGAGCLL
e . 600 « . . e .

bcacCAcAArsccarcrcci;carécAArAccxccccccrraccx

GCGGGGCAGCTTAGAGAGCCAAGGGGATCTGACATAGCAGGGACA
. . 700 [ ] L ]

ACAAGCACACfACAACAACAGLTCCAGTGGATGTTTAC&CCLCLA

LLTCCIGIACCAGI‘GGA&ACAICIAIAGALGLTGGLTCCAGLIL
. - . 300 .

GG;rrGCAGLAGTGIGICAGGATGI}CAACCCGAcCLACATCCIA

GACAIAAAACAGGGLCCAAAGGAGCCGITCCAAAGCTAIGIACL!
900

-
- - - ., . .

AGAIICIACAAAAGCIIGAGGGCAGAACAAACAGLICCAGCAGTO

’

AIGAATIGGAIQAccCALACLCTGCTAGTACAAAATGCCAACCCA

[ ’ * .® ) L * L L

GACTGTAAATTAGTGCTAAAAGGACTAGGGATGAACCCTACCTTA
1000 - . . .

GAAGAGLTGCIGACCGCCIGICAGGGGGIACGTGGGCCAGGCCAG-

AAAGCILGAIIAATGGCAGAGGccCTGLAAGLGGICAIAGcAccf
. 100 . ..
cccccrxrcccarrccc;ccAcccc;ccgcacxaacccArrrAAA-
o-.‘-. ® i ) [ . [
IGCIGGAACTGTGGLAAGGLAGGGCACTCGbLAaGACALTGCCGA
. . 1200 ] .

cc;ccrhéaaécc&ccccrccrccAAcrcrccraacccAhcicxc

LTCA?GACAAACTGCCCAGATAGACAGGCLGGIIITTILGGLC!@'
. . . . 1300

GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTICCCCGTGGCCCAAGT?

© CCGCAGGGGCTCACACCAACAGCACCCCCAGTCGATCCAGCACTS
B . : . . .
GATCTACTGGAGAAATATATGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGAGAG
1400 . . . .

GAGACAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCAC.

CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGGLC
4 . 1500 . s . .

tTGCTGCACCTCLLTTCTCTCTTTGGAAAAGLCCAG

. R O A
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8 _F{étroviru_s selon l'une quelconque des revendications 1 & 6, caractérisé en ce que son ARN
genomique contient une séquence env correspondant & la séquence de nucléotides :

’ ’ : EP 0 239 425 B1

BNTRR

LIG&TGAAT&AGCIGCTIATTGCCATTITAITAGCTAGIGCTT&C

TTAGTATATT GCACCCAATATGTAACTGITTTCTATCGCCTACCS .

LCGTGGAAAAAIGCAACCATTCCCCTCIITIGIGCLACCAGLAAI
100 . . .

AGGGATACTTG&GGLACCATQCAGTGCITGCCTGLCLATGAIGAT

TATCAGGAAATAACTITCAATGTAACAGAGGCTITTCATGCATGE
. 200 . .

AAIAATACAGIAACAGLACAACCAAfAG&LGA?GTCTGGCAIC!&

. - Lo [ J 'y ®
° —'-

TTCGAGACATCAAIAAAACCATGICTCAAACIIACACCITTATG!
. .- 300 .

GTAGCAAIGA&ATGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGG&&ACAAC

ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCLCACCCACAGA»
L [ ] : [ ‘oo

CAGGAGCAAGAGATAAGTGAéGATAETCCATGCGCACGCGCAGAC

hACTGCTCAFGL!TGCGLQAGGAAGAAACGATCALIIGCCAGTTC

. e . . . .

AATATGACAGGATTAGAAAGAGLTAAGAL&AALCAGTAILATGAA
500 _ . - . . .

ACATGGTACTCAAAAGATGTGGTTT&TGAGACAAATAATAGCACA

AATCAGACCCACTGTIACAIGAACCATTGCAACACATCAGTCATC
.. ' 600 . . .

ACAGAATCATGTG&CAAGCACTA?TGGGLTGCILTAAG&ITTAGA

k. TACT G’GCACCAC» GCSTTATGCCCTATTAAGATGTAATGATACS
‘ ) ' . - 7°° . .
AATYATTCACGCITTGCLCCCAAC'.TTCTAAAC:AuTACC CT
. ”ATGCACCAGGAIGlTGGAAACGCAAACIICCACLTGGTTIGGC

60 1 ] . ] ° 300 . .

TAATGGCACTAGAGCAGAGAAIAGLACAIATLICTATTGGCL?

65 ' GGCAGAGATAATAGAAC;ATCATCAGCITAAACAAATATTATAA!’
. . . * . . 900

53
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CTCAGTITGCATTGTAACAGGCCAGGCAATAACACAGTGAAACAL

ATAATCCTTATGTCAGGACATCTGTTTCACTCCCACTACCAGCCS

- e ) Co - . [

ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGGTGCTGETTCAAAGGCAAL
1000 e ’ . L4

TGEAAAGACGCCATGCACGAGGTCAACACCCTIGCAAAACATCCE
AGCTATAGAGGAACCAATGACACAAGGAATATTAGCTTIGCAGCS
. 1100 . .

CCAGGAAAAGGCTCAGACCCAGAAGTAGCATACATGTGGACTAAC

.. . . L L] L J
TGCAGAGGACAGTTICTCIACTCCAACATGACTIGGTTCCTCAAT
. . - 1200 . .

iGéLTAGAGAATAAGACACACCCCAATTAiGCACCGiGCCATATA

AAGCAAATAATTAACACATGGCATAAGGTAGGCAGAAATGTATAT
) ) 1300

TTGCCTCCCAGGGAAGC&GAGCTGTCCTQCAACTCAACAGTAACC

AGCAIAATTGCTAACAIIGACTGGCAALACAATAATCAGAC{}AC

.ATTACCTTTAGTGCAGAGGTGGCAGAACTATACAGAITGGAGTTG
1400 . .a

GGACATTATAAATTCGTAGAAATAACACCAATIGCCTTCGCACCT

L ] L L] [ ]

ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCTGCTCACGGGAGACATACAAGL
. 1500° . . .

GGIGTGTTCGTGCTAGG&ITCTTGGGIITTCTCGCAACLGCAGGI

TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACC&TGTCGGCTCA?TCC
» LR 1600 [ [

CGGACTTTACTGCCCGGGATAGTCCAGCAACAGCAACAGCTGTTS

GACGTGGTCAAGAGAQAACAAGAACTG?TGCGACIGACC&TCIG&
[ ] .’ ’ L] 1700 L ]

GGAACGAAAAACCTCCAGGCAAGAGTCACTGCTATAGAGAAGTAC

ETACAGGACCAGGCGCGGCTAAAITCATGGGGAT&TGCGITTAG‘
’ 0 . 1800

CAAGTCTGCCACACTACTGTACCATGGGTTAATGATTCCTITAGCA

* L] e ~-

CCTGACTGGGA&AATATGACGTGGCAGGAATGGG§AAAACAAGTC

L] . Ld * [ 4
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»

CGCTACCTGGAGGCMATATCAGTAAMGIITAGAACAGGCACM
' 1900 - . o« . e

ATTCAGCAAGAGAAAAAIAI’G TA'IGAAC TA CAAMLTTAMTAGC

TGGGATAITTTIGGCAAT?GGITTGACTTAACCICCTGGGTCAAG
. . 2000 - .

IAIATTCMTATGGAGTGCTTATAATAGTA GCAGTAATAGCITTA

AGAATA GIGAIATATGTAGTA CAAATGTTAAGTAGG CTTAGMAG
. . 2100 .

CGCTATACGCCTCTTTITICTCTTICCCCCCCCCGTTATATCCAALAS

ATCCATATCCACAAGGACCCECGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA
L ] ) L] 2200

GAAGAAGACCGTGGAAGCAACGGTGCACACAGATACTCGCCCTGE -

cccaracgarArAracarrrccrcarcccécAccfcgrrcccctc

TIGACCAGACTA TACAGCATCTIG CAGGGACTIACTAICC AGGAGC
2300 . . . S

TTCCTCALUUTCCAACTCATCTACCAGHATCTCAGACACTGGCTS

AGACIIAGAACAG CCTICITGCAATATCGGGIC CGAGTGGLTCQM
. 2400 ' . . .

GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAGAGACTCITGCG

CGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATICCAA CGMICGGGAGG

. . 2500 . .
_GGAATACTCGCGGIICCLAGAAGGAICAGLCAGGGAGCAGLALIC
[ ] [ ] L ] L ]
ccccrccté

- 9. Rétrovirus selon l'une quelconque des revendications 1 & 8, caractérisé en ce gque son ARN
n'hybride pas dans des conditions stringentes avec I'ARN génomique de HIV-1 et n'hybride pas, dans des
conditions non stringentes, avec le géne env et le LTR qui le jouxte, plus particulidrement avec la
séquenoe de nucléotides 5290-9130, de HIV-1, et n'hybride pas, dans des conditions non stringentes, avec
des séquences de la région pol du génome de HIV-1, en particulier avec la séquence de nucléotldes 2170-
2240.

10. Procédé pour la production d'amlgénes spécifiques d_'un rétrovirus HIV-2, caractérisé par:

— la lyse, notamment & l'aide de détergents, tels que le Sodium dodécylsulfate (par exemple SDS a
0,1 % dans un tampon RIPA), du rétrovirus HIV-2 selon 'une quelconque des revendications 1 4 9,

— la récupération du lysat contenant lesdits antigénes. :

11. Procédé selon la revendication 10, comprenant en outre :

— fa séparation & partir du lysat et la purification de r'un des antigénes consistant en ['une des
protéines ou glycoprotéines p12, p16, p26, gp36, p42, gp140.

12. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que 'on sépare et purifie I'antigéne ayant les
caractéristiques immunologiques de ia protéine p12 de HIV-2, reconnu lmmunologlquement par des
anticorps formés contre un rétrovirus selon 'une queloonque des revendications 1 & 9, cet antigéne ayant
un posds moléculaire de l'ordre de 12.000 daltons.
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13. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que l'on sépdre et purifie I'antigéne ayant les

" caractéristiques immunologiques de la protéine p16 de HIV-2, reconnu immunologiquement par des

anticorps formés contre un rétrovirus selon Fune quelconque des revendications 1 & 9 cet antigéne ayant
un poids moléculaire de l'ordre de 16.000 daltons. ' :

14. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que l'on sépare et purifie I'antigéne ayant les 5
caractéristiques immunologiques de la .protéine .p26 de HIV-2, reconnu immunologiquement par des
. anticorps formés contre un rétrovirus selon I'une queiconque-des revendications 1 a 9, cet antigéne ayant
un poids moléculaire de l'ordre de 26.000 daltons. ' _ R
15. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que l'on sépare et purifie I'antigéne ayant les 10

caractéristiques immunoclogiques. de la glycoprotéine gp36 de HIV-2, reconnu immunologiquement par
des anticorps formés contre un rétrovirus selon l'une - quelconque des revendications 1 a 9, et antigéne
ayant un poids moléculaire de I'ordre de 36.000 daltons.

16. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que I'on sépare et purifie I'antigéne ayant les
caractéristiques immunologiques de la protéine p42 de HIV-2, reconnu immunologiquement par des
anticorps formés contre un rétrovirus selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, cet antigéne ayant _ 15
un poids moléculaire de l'ordre de 42.000-45.000 daitons. ' '

"17. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que lon sépare et purifie 'antigéne ayant les

caractéristiques immunologiques de la glygoprotéine gpi40 de HIV-2, reconnu immunologiquement par
des anticorps formés contre un rétrovirus selon Pune quelconque des revendications 1 a 9, cet antigéne

ayant un poids moléculaire de F'ordre de 130.000-140.000 daltons. - § 20
18. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que Fon récupére et l'on purifie I'antigéne
ayant la séquence d’aminoacides ci-aprés ou partie de- cette séquence, dés lors qu'elle donne lieu a une
réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 selon l'une quelconque
des revendications 1 2 9, notamment lorsque cet antigéne est mis en .contact avec un sérum d'un patient
infecté ‘avec HIV-2: : 25
lz;!-y:&larhetyu _
. B o, . e ' . .. ) - . C . 3
c'ystrpl::ﬁyiﬂytysﬁndtyﬂzfs'e'itialtg?lnCysL:g
Y .. 1200 . |
Ala?:olrglrgGlac_lxc’s!rplysCy.scIytys!raclyxia - 3
l . | . Y ' L] - - .
IleHetThris ic::r:ofsplrgclul aClyPheleuClyles
o R _- L ' 4
. ° . 1300

Giy?:otrpci,!;ys!.ys:l'roirg&:nl"hcrr oValilaGloVal

- ) . L} ’ L] o
2:9Ginﬁlyl.eu'rhzrroﬁr_AlsrnPro?a1Lsp!roL1a'hl
) [ J . .. ) [ ] [

‘As p!..enLeuGl_u—!._ys'Iy:_ﬂe_ tGlnGln_G}y!.ys_).t‘;chm_:;cln
" 3400 . . . B
G.li]\:gc1“:;?_":0‘!7:1.):3Invn‘rhrGluAsp!.enLeu!u

) - ’ o ° . e * .
LenuG luclacl7_51:11:#!:0?1:1:3@ lu‘grp_?: oThrGluAsp
. £500 : .

I.l'u.!.euli‘sheusnSe:Ledheclﬁ.ysL;pc'lgj o

19. Procédé selon ia revendication 11, caractérisé en ce que l'on récupére et I'on purifie I'antigéne
ayant la séquence d'aminoacides ci-aprés ou une partie de cetie séquence, dés lors qu'elle donne lieu a
une réaction immunologique spécifique. avec des anticorps contre un rétrovirus Hiv-2 selon lune
quelcbnque des revendications 1 & 9, notamment lorsque cet antigéne est mis en contact avec un sérum

d'un patient infecté avec HIV-2:
56 _ ;
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RetClyAlairghsaSerValleudrgGlylyslysilalspGla
. N | e - '. o.. . _ : ‘ . ..'.-. .:
LeaGluArglleArglenkrgProClyClylyslyslysTyrirg’

. o ° R - ' ' . " . .
LeulysBizIleVa ltrpllall a.h_n‘!.y:!.eu&: pArg?heCly

- 100 .
LenllaGluSe:LenLencluSexLysCln?IyCysGluLy;Ilc:

.

!.esr‘hr Va II.enA:p!ro!!e :Va lrro‘n: rcl ySerCIuLsnLeu

200 . |
LysSerLcu?heAsnTth:lesV;IIleI:prlIlen;sLll

clnclnL!s v;u;:u,rﬁ:chclnid;’;c1n~t leVa IArg )

' . 300
A:;!;sLeuValAlaGlnIhtGlthrLlaG!uLy:He:!roSer

ﬂlrSe:AtngorhrA;aPrg Se :s.:clulysclyclyh's;ﬂ'y:
a0
. .

20 Procédé selon la revendlcatlon 11 caracténsé en ce que l'on récupére et l'on punf‘e Iantlgéne
ayant la séquence d'aminoacides ci-aprds ou une partie de cette séquence, dés lors qu'elle donne lieu-a e
une réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un. rétrovirus  HIV-2 .selon l'une .-
quelconque des revendications 1 & 9, notamment lorsque cet antigéne est mls en contact avec un sérum !
d'un patient infecté avec HIV-2 :

: 2:01& 16 laliq'alclyclylsnry:ﬂ:rlnII.!:o!.euS et

i e .
. . .

Proir ;‘ﬁ:téd:ul aTrpVa 1!.7:1.31’:'1; 1C luc']_.ux.“ys!._y\'-""_ o

!heGlylhcluValv;lrroclyrheclulaheuSe Gluﬂ.y | N ™~
N 500. g B3 g cAan sValGlyLsy T
c;:rhrrroTy:AsyIle.&sncln!!eb""’ ’ .

-' leLrgclnIIeIIeAsnGIuc}i

!isclnllatla}letclnlle

. 600 K
AlalilsG lutrpAspVaIGI

: ' )
| u.cucm.eu:-chrrj

u!ro!la!roclyzr/l-eurto

!
}olr;GIySerLsy IleLlaG 1;1‘1::
l ) / -‘_

e N
Gl
ThrSe:‘rhrValclncluG a aIieclg?:pnet?hefrz?ro : ' PN
. . . : . \;;: L :
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"AsnCysSerClyLeuClyGluGluGluThrIleAsnCysGlinPhe

AsaiietThrClyLeuGluArgAspLlyslyslysGlnTyrAsnGla

500
’httrpTyrSerLysAspVa1Va1CyscluTh°AsaAsnSerThr

LlnGInIhrGlnCytTyfﬁetA:uZisCysAsnIhrSerVa1110

600
IhrcluSerCysAchysE;sfy:?rpkspAlaI1eA-g?heArg

15

Ty:CysAlaProProclyTyrAIaLeuLeuAt:CysAsnA:pThr

- 700

20 LsnryrSercly?heAIaProAanysSerLysV;IValAlaSet

ThrCleh:A:;ne:He:ClnfhrclnIhtSetIPtIrp!heG17-

‘. 800
rhelsnGIyTh:ArgAlaGluAsnArgThrIyrIIer:Trylxs

25

GlyArgAspASnlrgrhrIlgIIeSerLeuA:nLystrTyrAlt

: o 9500

» LeuSerLeuHxsCysly:AtorroGlyAsnLysThtVaILysGIB

IlenetLeuﬁétSefGlySiéVaIPheHiSSe:EisTyrGInPro
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a5 21. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que I'on récupére et Fon purifie I'antigéne
ayant la séquence d'aminoacides ci-aprés, ou partie de cette séquence, dés lors qu'elle donne lieu a une
~ réaction immunclogique spécifique. avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 selon !'une quelconque
. des revendications 1 & 9, notamment lorsque cet antigéne est mis en contact avec un sérum d'un patient
infecté avec HIV-2 : ’ _ ' '
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22. Méthode pour la détection in vitro de la présence d'anticorps induits chez '"homme infecté par un
rétrovirus humain HIV-2 dans un échantilion biologique humain, tel qu'un sérum et, plus particulisrement
pour le diagnostic in vitro d’'un SLA ou SIDA potentiel ou existant dii & un tel rétrovirus et provenant de la
personne faisant l'objet du diagnostic, caractérisée en ce que I'on met en contact cet échantillon
biclogique avec un antigéne reconnu par un anticorps induit chez 'homme infecté par un rétrovirus
humain HIV-2 tel que défini 'dans lune quelconque des revendications1 & 9, dans des conditions
autorisant la formation d'un composé immunologique entre cet antigéne et ledit anticorps et en ce que
fon détecte le conjugué lmmunologrque éventuellement formé entre cet anticorps et l'antigéne mis en
csuvre.

23. Méthade selon la revendication 22 caractérisée en ce que - Péchantilion biolagique est mis en
contact avec un antigéne obtenu par le procédé selon l'une quelconque des revendications 12 & 21 ou un
mélange de ces antigénes, dans des conditions autorisant la formation d'un composé immunologique
entre cet antigéne et lesdils anticorps - et en ce que l'on détecte le conjugué tmmunologtque
éventuellement formé entre ces anticorps anti-HiV-2 et I'antigéne mis en ceuvre.

24, Méthode selon fa revendication 23, caractérisée en ce que l'on.réalise la détection dudit
conjugué immunologique en faisant -réagir le conjugué immunologique éventuslilement formé avec un
réactif marqué formé soit par des anticorps anti-immunogiobulines humaines, soit par une protéine A
bactérienne et en ce que l'on détecte le oomplexe formé entre le réactif et le susdit conjugué
immunologique.
~ 25. Méthode pour fa détection in vitro de la présence d'anticorps reconnaissant des antigénes d'un
rétrovirus humain susceptible d'avoir un effet cytopathogéne pour les lymphocytes T4 humains, dans un
échantilion biologique humain, tel qu'un sérum, st pius particulidrement pour le diagnostic in vitro d'un
SLA ou SIDA potentiel ou existant d0.a un rétrovirus humain caractérisée en ce que I'on met en contact
cet échantilion biologique provenant de la personne faisant Pobjet du diagnostic avec un mélange
d'antigénes capables de donner une:réaction immunologique spécifique avec les anticorps contre d'une .
part un rétrovirus humain HIV-2 susceptible d'avoir un effet cytopathogéne tel que défini dans l'une
quelconque des revendications 1 & 9, d'autre part un rétrovirus humain HIV-1 et, en ce que I'on détecte le
conjugué immunologique éventueliement formé entre F'un au moins de ces antigénes et lesdits anticorps.

26. Méthode selon la revendication 25, caractérisée en ce que P'échantillon blologlque provenant de
la personne faisant I'objet du diagnostic est mis en contact avec un mélange d'antigénes issus  la fois de
HiV-1 et d'un HIV-2 selon l'une quelconque des revendications 1 4 9, notamment avec des antigénes
- obtenus par le procédé selon I'une quelconque des revendications 11 & 21 et des antigénes de HIV-1
obtenu par le méme procédé, si-ce n'est qu'il est appliqué & un rétrovirus HIV-1, et en ce que I'on détecte
le conjugué immunologique éventuellement formé enire I'un au moins de ces antigénes et lesdits
anticorps. —

27. Procédé pour l’obtentlon d‘antlcorps reconnalssant specnﬁquement un antigéne un rétrovirus
. HIV-2, comprenant :

~— l'immunisation d'un ammal avec un rétrowrus HIV-2 selon l'une quelconque des revendications 1
asg,

~— la récupération des anuoorps formés.

28. Procédé de production d’'un acide nucléique ou d'un fragment d'acide nucléique dérivé de I'ARN
d’un rétrovirus HIV-2 selon f'une quelconque des revendications 1 &4 9 comprenant :

~— la ultracentrifugation du surmageant d'une culture de cellules infectées par un isolat du rétrovirus
HIV-2 selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, et récupération du culot de centrifugation,

— le cas échéant la centrifugation du -culot récupéré sur un gradient de sucrose par la méthode

" . décrite dans EP-A-0138667 et la récupération du culot sédimenté contenant 'ARN génomique,

— la synthése d'un brin d'’ADNc initiateur au- contact de I'ARN du virus purifié sédimenté, en
présence dun initiateur oligo (dT) lors d'une réaction endogéne activée par un détergent, selon la
technique décrite dans Nature 312 : 757-760 (1984),

— le cas échéant la purification des hybrides ARN-ADNc par extraction par un mélange phénol-
ghloroforme et précipitation a I'éthanol,

— la fabrication d'un second brin d’ADNc en présence d’ADN polymérase!, de RNaseH et des

61
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A

4désoxynucléoudes selon Ia méthode décrite dans Gene, 25 263-269 (1983), si besoin aprés extractlon
des protéines présentes dans le milieu de réaction, - _ _
.~ — la récupération de l'acide nucléique ainsi obtenu. '

29. Procédé selon la revendication 28, caractérisé en ce que ‘Pon récupdre un acide nuclexque le cas
échéant marqué, dérivé d'une partie au moins de FARN du virus' HIV-2 tel que défini dans l'une
quelconque des revendications1 & 9, qui hybride avec 'ARN dudit virus HIV-2 dans les conditioris
stringentes, et qui n'hybride pas, dans ces conditions stringentes, avec les sondes1 & 4 comprenant
respectivement les nucléotldes 990-1070, 990-1260, 2170-2240, 3370-3640 de I'ADN dérivé du génome de
Hiv-1.

30. Procédé selon la revendication 29, earacténsé en ce que l'on récupére un acide nucléique
contenant une partie au moins d'une. séquence. ADNc capable de s'hybrider avec 'ARN génomique
entier d'un rétrovirus HIV-2 selon une quelconque des revendications 1 a-9, et ne s’hybridant pas dans les
conditions stringentes avec les sondes dont les fragments d'’ADN dérivés du génome de HIV-1
respectivement constitués de . fragments délimités par les nuciéotides 990-1070, 990-1260, 2170-2240,
3370-3640 de I'ADN dérivé du génome de HIV-1.

31. Procédé selon la revendication 29, caractérisé en ce que l'on récupdre un acide nucléique
contenant la séquence de nucléotides :

GTGGAAGGCGAGACTGAANGCAAGAGGAATACCATITAGTTAARGGACAG
sucascrammcsmcm&ucrmcrmcasmmccmm

mmmucscsmmum&mscmur&m
cascmcrmuccccmanmmmmmnmcocscm
CATIGTACTICAGTCGCTQGCGGAGAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGGAG _
GA!CTCTCCAGCACI&GACGGATGAGCCTGGGTGCCCTGCIAGACTCTCA_
N CC%CAG‘IGGCCGG‘IGCN&AGACGGCCCCACGCTICCC’GCITM
_ - mmrnm&m
. 32. Procédé selon la revendieation 29, earactérisé en ce que l'on récupére un acide nucléique
contenant une séquence . nucléotidique codant pour tout ou partie de la séquence d'aminoacides
" indiquée ci-aprés, cette séguence ou partie de séquence d'aminoacides ayant la capacité de donner une
réaction immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans f'une

quelconque des revendications 1 & 9, lorsque cette séquence d'aminoacides est mise en contact avec un
_sarum d'un pataent infecté avec un rétrovirus HIV—2
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. ) . . . . . B 3 . .
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33. Procédé selon la revendication 29, caractérisé en-ce que l'on récupére un acide nucléique
contenant une séquence nucléotidique codant pour une partie au ‘moins de la séquence d'aminoacides
indiquée ci-aprés, cette séquence d'aminoacides étant capable de donner une réaction immunologique
spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans l'une queiconque des
revendications 1 4 9, lorsque cette séquence d’aminoacides est mise en contact avec un sérum d'un

- patient infecté avec un rétrovirus HIV-2 :

ArglysAlaPhelys *

. . .. L] . [ ]

CysTrpAsnCysGlyLlysCluGlyHzs SerAlaArgGlaCysArg
. . 1200 .
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1600 ’ . e [ :
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r . Isoo B . .
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34. Procédé selon la revendication 29, caractérisé en ce que l'on récupdre un acide nucléique
f:oqtenam une séquence nucléotidique codant pour tout ou partie de la séquence d'aminoacides
!ndlquée t_:l-aprés, la séquence codée d'aminoacides ayant la capacité de. donner une réaction
immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans lune
queftonque des revendications 1 & 9, lorsqu'elie est mise en contact avec un sérum d'un patient infecté

avec un rétrovirus HIV-2 :
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35. Procédé selon la revendication 29, caractérisé en ce que I'on récupére un acide nucléique
contenant une séquence nucléotidique codant pour tout ‘ou partie de la séquence d'aminoacides
indiquée ci-aprés, la séquence codée d'aminoacides ayant la capacité dé donner une réaction
immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans l'une
quelconque des revendications 1 & 9, lorsqu'elle est mise en contact avec un sérum d'un patient infecté
spécifiquement avec un rétrovirus HIV-2 :
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avec un rétrovirus HIV-2 :
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e « 300 .
ValAlalletlysCysSerSerThrCluSerSerThrClyAsnAsa
[ ] [ L . L J L
ThrThrSerlysSerThrSerThrThrThrThrThrProThrdsp
' . . s00

" o -_. . L [ .
AspIlelysGlnClyProlysClulroPheClnSesTyrValdsy .

. . » ) . B )
LysAlaArgleulietilaGluAlaleulysGluValIleGlyPro

36. Procédé selon la revendication 29, caractérisé en ce que l'on récupére un acide nucléique
contenant une séquence nucléotidique codant pour tout ou parie de la séquence d'aminoacides
indiquée ci-aprds, la séquence codée d'acide aminée ayant la capacité de donner une réaction
immunologique spécifique avec des anticorps contre un rétrovirus HIV-2 tel que défini dans [fune
quelconque des revendications 1 & 9, lorsqu'elle est mise en contact avec un sérum d'un patient infecté _
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€lnCluGloGlulleSerGluAspThrProCysdladrgiladsy

A:nC;sSercliheﬁclyclucluclurhttleAanvsclnPhc

*

Alnde:ThrGlyLeuGluA:gAspLysLysLysGlnTyrAsncln

s00 0 . ' -
*ﬁ:!tp?yrSezLysAspVaIVaICyscluThrlsnhsnSerTbr

A:nclnrhrclnCysTytﬁetAsnEisCysAsnIh:Ser911110

600 ' .
ThrGluSerCysA:pLysE;sT)rTrpAspAl IleA- PheArg

Tery:AlaPtoProclyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAs;Tht

- 100
Lsn?y-SerClyPheAll?roAanysSe:-ysVnXVaIAleer
Th:CysIhtLr:He:HetG1uThrC1:1hr$e:1hrtrp?hecly'

':h 300
rheLsnGIyrhrA—gAIaGLuAsnAt-rhrrytllefyrtrpﬂzl

[ ] L] [ ] *
clyArgAspAsnAthhrIlgIleSerLeuA:aLysTytTyrAsa.

. 900
LeuSerLeunstystysArorroGlyAsnLysIhrValLysc13

IleHetLeuNetSerGlyBisValPheBisSerBisTyrGlalro

. ' ° . ' .
1leAsnlysArgProArgClnAlalrpCysTrpPhelysGlylys
1000
!rpLysA:pAlanetclncluValtysrhzheullatys!;srro
gfyrAtgclyTh:AsnAspTh:A:gAsslleSe:PheAIaALa

. 1100
ProclybysGIySethy!roGluV:lAla rﬁétt:p?ht&sa

' Cylkrgc1yG1u?heLeuTerysAane:IhrIerheLeLLsa

. 1200
frpIlecIuAsnLy:Tht!strgAsnTerla?roCys!xsIlc

LysGlnI1eIleAsnThtT:yEisLys?alGlykrgAsiVaIIyt.

' ' 1300
Leu?ro?toAr-cluGlyGIuLeuSerCysAsnSerThr?a1Th:

. * .. .. . . -
‘SerllelleAlaAsnIleAspTrpGlnAsnAscAsnClaThrasa

S [T
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IleThrPheSerAlaGluValalaGluleulyrArgleuGlulen

4400 :
GlyhspterysLeuVllGlnIlethr!ro!leclyrhealarro

thrL,sCluL:er;TyraerSe:AIa!;sGlyarglxsrhrlxg

1500 e
GlstI?heVaILeuGIyPheLeuGly?heLeuAlaThrAlaGly'

SerAlahe:clyAIaAr~AIaSerLethrValSerAlaclnSer

. ' 1600
ArgThrLeuLeuLlaGlyIleValclnGInCInclnGlnLeuLeu

AspVaIValhxslrgclnclncluLeuLeuArgLeuThtValirp

’ : . 1700
GlyThrLynAsnleucIuAIaAngaIThtAIJIIeGIuLysTyr

}euGlnAspGlnAlaAtgLeuAsaSerIf}clyCysAIAPheLrg*

' : . 1800
Gln?aICysxxsTbrThrVaI?xorvpVaIAsnAspSerLeuAIa

L ] - . . [ ]
ProAsplzpAspAsnletThrTrpClnClulrpGlulysClaVal

ArgTyrleuCludlaAsalleSerlysSerleuciucinhlacia

' 1900 -
IlecluclnslulysA:nﬂe:TyrGluLeuGInLysLenAsnSer

I;pkspilefhgclyAsnTrp?beAsPLeuThrSngrpValLys

2000
) TyrIleGlnTy:GlyanLeuIleIleVaIAIaVaItlehiahen

L4

ArgIlc?ni!letyt'zlVllclnnetteuSetLrgLeuAtgLyl

- 2100
6lyryrAtg?roVa125:3::5;:!:02:0617!1:Ileclncln

!IeixsIleEstysAspAr-Glyclu?roklnlsncluﬁlurht

- 2200
GluGInAspclyulySerAsnGchlylspkr-fyrI:pProIrp

ProIleA aTyrIIeHstheLeuIleArgGlnLeuIleArgleu

Leu?brAégLeuTyrserIleCysAr:AspZegLeu§erLrgSe:

2300 d
rheLeuThrLeu61nLeuIIeTyrGlnAsnLenerAsprrpLgn
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ArgLeuAt;Ih:Ala?heLenG ln‘l’yrc lyCysGIun'leeu ia

. - 2400 "
¢ lnLhPl\eG lnAl aAla&laArgAl aThrirgé lu hr!.'eula

GlyAlaCysA: gGIyLeuIrer:?a ].I.enc laerIIeG lyArg
. L .-

.' 2500
' GlyIleLenAIa?a l?roArgAr;I 1e1r361u6 lyllaclnnn

Alaleuleu |

37. Procédé selon la revendication 28, caractérisé en ce quil comprend en outre les étapes
suivantes :
— laction de la T4 ADN polymérasa jusqu'é obtention d'extrémités franches sur la double chaine
d'ADNc,
— linsertion de I'ADNc mum d'adaptateurs et digéré par les enzymes adéquates dans [acide
nucléique d'un vecteur,
— la récupération d’'un acide nucléique recombinant comprenant un ADNc ou une partie de cet
ADNc obtenu par un procédé selon l'une quelconque des revendications 28 a 36, et/ou un ARN ou une
partie d'un ARN correspondant & cet ADNg, inséré dans un article nucléique provenant dudit vecteur.

38. Procédé selon la revendication 37, caractérisé en ce que lon marque lacide nucléique
recombinant récupéré. 3
39. Procédé de détection d'un rétrovirus susceptible d'avoir un effet cytopathogéne pour I'homme,
du type HIV-2 ou de son ARN dans un liquide ou tissu biologique, notamment en vue du diagnostic in vitro 3
chez 'homme de la potentialité ou de I'existence d'un SLA ou d'un SIDA, caractérisé par fa mise en x
contact des acides nucléiques contenus. dans ce liquide ou tissu biologique avec une sonde contenant un
acide nucléique obtenu par un procédé selon Fune quelconque des revendications 32 & 36.dans des
conditions -d’hybridation stringentes, ou contenant un ADN présentant une homologie de séquence au i
moins égale & 70 %, de préférence au moins égale 90 % avec 'ARN dun rétrovirus selon I'une . f
. quelconque des revendications1 & 9 et capable de shybrider avec celui-ci, dans des conditions non i
stringentes, dans la technique du « spot blot» la- mise en contact ci-dessus étant réalisée pendant le
temps nécessaire a la réalisation de cette hybridation et étant suivie du lavage de I'hybride formé, avec
une solution assurant la conservation de ces conditions stringentes, et la détection de 'hybride formé.

40. Procédé de production d'un rétrovirus susceptible d'avoir un effet cytopathogéne pour 'homme
du type HIV-2, caractérisé par la culture dans des lymphocytes T4 humains ou dans des lignées celiulaires
permanentes dérivées de lymphocytes T4 et portant le phénotype T4, ces lymphocytes ou ces lignées
ayant préalablement été infectés avec un isolat de virus HIV-2, tel que défini dans l'une quelconque des
revendications 1 & 9, et notamment lorsque le niveau d'activité de la transcriptase inverse (ou reverse-
transcriptase) a afteint un seuil déterminé, par la récupération et la purification de quantités de virus
libérées dans le milieu de culture de ces lymphocytes ou lignées, notamment par centrifugation
différentielie dans un gradient de sucrose ou de métrizamide.

41. Procédé de production d'une sonde dhybridation pour la détection d'un ARN de rétrovirus HIV-2,
caractérisé par linsertion d'une séguence d’ADN, notamment une sonde obtenue par un procédé selon
l'une quelconque des revendications 28 4 36 dans un vecteur de clonage, par recombinaison in vitro, par
le clonage du vecteur modifié obtenu -dans un héte celiulaire compétent et par la récupération des ADN-
recombinants obtenus.

42. Les hybridomes secréteurs d’un anticorps monocional reconnaissant spécifiquement un anti-

" géne d'un rétrovirus HIV-2 selon l'une quelconque des revendications 1 & 9.

43. Application des anticorps polyclonaux obtenus par un procédé selon la revendication 27, a la
détection du rétrovirus™ HIV-2 tel que déﬁm dans l'une queiconque des revendications 1 4 9 dans une
préparation biologique.

44, Application des anticorps polyclonaux obtenus par un procédé selon la revendication27 a Ila
.détection d’antigénes du rétrovirus HIV-2 tel que défini dans l'une quelcongue des revendications1 & 9
dans une préparation biologique.

45, Application des anticorps polyclonaux obtenus par un prooede selon la revendication 27, a la
punflcatlon d’antigénes viraux d'un rétrovurus HIV-2 tel que défini dans fune quelconque des revendica-
tions1 a9. .

Claims (for the Contracting States : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE)

12 HIV-2 human retrovirus, having the capacity of infecting human T4 lymphocytes and being capabie
of causing AIDS in man, this retrovirus being constituted of one of the retroviruses deposited with the

- R 0 '
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CNCM under n° 1-502, 1-532, 1-642 and 1-643 and with the ECACC under n° 87.011001 and 87.011002
(corresponding to n° 1-502 and 1-532 respectively), or a variant of one of these retroviruses comprising all

' the antigens which are recognized by the antibodies raised against'th'e.corresponding -antigens of anyone
of the retroviruses having been deposited with the CNCM or with the ECACC as said above.

5 2. Human retrovirus according to claim1, characterised in that its genomic RNA is capable of
hybridizating under stringent conditions with the complementary chain of a cDNA or cDNA fragment
derived from the genomic RNA of -anyone of the retroviruses deposited with the CNCM under n° |-602, -
532, 1-642 and 1643 and with the ECACC under n° 87.011001 and 87.011002 (comresponding to n° 1-502

. and I-532 respectively). . .~ - _ T : .

10 3. Human retrovirus according to claim 1, characterised in that it comprises a set of antigens formed
by core proteins having molecular weights of the order or 12000, 16000 and 26000 daltons respectively,
proteins or glycoproteins having molecular weights respectively of the order of 36000 daltons and of the
order of 42000-45000 daltons and a major envelope glycoprotein having a molecular weight of the order
of 13000-14000 daltons. :

15 4. Human purified retrovirus according to claim 1, pathogenic for man and capable of causing AIDS,
characterised by the whole following properties : ' o

— the preferred target for the HIV-2 retrovirus consists of human Leu 3 cells (or T4 lymphocytes) and
for permanent cell lines derived of said T4 lymphocytes ;
— it is capable of having a cytopathogenic effect for the human T4 lymphocytes which it infects ;

20 — it has a reverse transcriptase activity which requires the presence of Mg2* ions and has a strong

affinity for polyadenylate oligodeoxythymidylate (Lpoly(A)-oligo(dT)12-1 8);
— it has a density of approximately 1.16 in a sucrose gradient ; :
— it has a mean diameter of 140 nanometres and a core having mean diameter of 41 nanometres ;
— it can be cultivated in permanent cell lines expressing the T4 protein ;

25 — it is not infectious in T8 lymphocytes ; . :

— the lysates of this virus contain p26 protein which does not crossreact immunologically with p24
protein of the HTLV-1 virus or of the HTLV-2 ;

— said lysates further contain p16 protein which is not recognized immunologically by p19 protein of
HTLV-1 or of HTLV-2 in radicimmunoprecipitation assays; , = . - o

30 — said lysates further contain an envelope glycoprotein having a molecular weight of the order of
130,000-140,000 daltons which does not crossreact immunologically with gp110 of HTLV-1 retrovirus ;

— said lysates further contain a protein or a glycoprotein which can be labelled by 3-S-cystein,
having a molecular weight of the order of 36,000 daltons ; :
— the genomic RNA of HIV-2 does not hybridize under stringent conditions with the genomic RNA of

25 HIV-1 and does not hybridize under non-stringent conditions either with the env gene, or with the LTRs of
HIV-1; . ' ' -

— the genomic RNA of HIV-2! hybridizes weakly under non-stringent conditions with nucleoctide

. sequences comprising on the one hand nucleotides 990-1070 and on fhie other hand nucleotides 980-1260

: * of the GAG region of the HIV-1 genome. ) _

‘40 S Retrovirus -according to anyone of claims 1 to 4, characterised in that it does not multiply in
- chronic fashion in the lymphocytes of macaques rhesus monkeys, when it has been injected in vivo and in
_ working conditions which permit the development of the STLVlll,, virus, as have been described by
Letvin etal., Science (1985) vol. 230, 71-76. ' ' )
o 8. The retrovirus of any of claims 1 to 5, characterised in that the sequence comprising the R region
45 and the U3 region of the sequence comprising its genomic RNA also contains a nucleotidic sequence
- which corresponds to the following nucleotide sequence. ' : -

muomcacmmwmmmrmumammm
magqaracﬁamcmcsumngmumamm |
ACTOCAGOGACTTTCEAGANGGGGCTOTANCEAAGGGAGSGACATGGIAG,
' éaacfcmcccchcsccmnm@cﬁnmrmch_ccm@ﬁf
' CATTGTACTTCAGTCOCTCTOCGGAGAGGCTGCCAGATTGAGCCCTGaAY

-a-fé-;p&'ccawcmmcsmpcasoc;rscc'gccgcrpcncacrcrcx_j'
~CAGCACTTGGE COGTOC TGGCAGACCGCLCCACGCTTCCCTGETTAAMK

® MCTICCTIMTAMECIGRATAGRAGCK

. _
7. Retrovirus according to anyone of claims 1 to 5 characterised in that its genomic RNA contains &
65 gag sequence corresponding to the following nucleotide sequence :

o I
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€AGRODDN .

ucccccccacuucrcccnnuucccuuuccmucu-
e " 2 . -’ Lo o-.-__'

!ILGMAGM?CAGG!!‘AC cqccccccccmcmucncuc,

.
..
-

CTMJCATATTGTGTGGGC‘CCGM?MAI?GCICAGLTTCGG‘
" 100. . o .
T.TA GCAGAGLGCC 1617 GGLGTCMGAGGG*TGI’CM“MT?

] éincac:rrncu’ccurccuccucu’crrucuurru

lMAGTCITTITM?AC TCICIGCCTCATIS GG!CCATACACGCA :

| ] . . > L . .

cucmuucrc,uAunctcuccsccuucmncrccco
® . Y JO. °
: '
Acicucuczccc;c;ucmciuctcuucmucccuce
L 4 [ ] @ ® - [ 2

ACMG‘HGACCMCAGCACCAICTAGCGLCMGGGIGGMATIAG
. . - 400

«f ., [

‘CAGTGCMclfcficcccccucTiClCCCAT.IfICCGCTGl°§
. .9 . R s - .« - o
. e . ‘

€CCCCALCCCTAAATCCCTCOCTAAMATTACTACACCAALANLAG

’tCGGGGClcuCTAcrGCCIGG‘Tf!CAC‘CICTCTCIcllccc.
s60 - - ® . . .

$GCACCCCCTATCATATCAACCAAATCCTTANITGICICCCCCAS

. ® ® . - s
. Y - .

CATCMGCIGCCLTGCLGATIATCAGGGlclrflrmfcﬂch
. ’ 600 e . Py

GCAGCAGAATGGGAIGTGCMC&TCCMT‘CCJGGCCCC TTACCL

. . R - .

GCGGGGCAGCTIAGAGAGCC AAGGGCATC !GICATACCAGGCACA
[ ] [} . 70' . ® [

ACMGCICAG ﬂcucu CAGATCCAGTGCA!G!XT&GGCCACM

ur CC!GTACCAG?AGCL}AC&! CTATACALAGATCCATCCACATA

. g (1))
. : . e .
.

cclr:ccacumrcrcwcxtcr_’mucccqucucnccu

® . ® [ [ X
L]

¢ cumacaccuccmcuccccrrccmccurcncu
,0.

. A . L] - .
L

7

. ° . @ e .. LAY [ ]

L e W T T
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! 'AGAIICTACMMGCTTGLGGGCICM CMACACH’CCAGCLGT‘

S Y . . e
.. .

ucurrccnggccquclc:ccucucuurcccuccu

[ g ’ «.® [ ) * [ .

cacrcuurucrccuuaccacncccucucccuccru
1000 . . s

oo an » '

Gald GAGATGCIGACCGCC?GICAGGGGGUGG?GGGCCAGGCCA‘ -

Auccnunurcc:xc;cccccrcmcwcruncucct
® 1 o‘ B : ] ® -

15
GCCCCTATCCCATICCCACCACCCCAC cxcscuxcc'curriu

T TS AR

TCCICCAAC TCTLOALACCAAGCCCACTCOULALCACAATECCEA

: e . 1200 .
- GCACCTACAACGCAGCECTCCTCCANCTGTCETAICECACEACAE
I & ° . v . 3
. - ‘

lTClTGlCMJCT‘CCClQIIA GLCAGGCAGG‘“:TT?AGG‘ C“
e . . . 130'

cccccrr GGGGAMGLIGCCCCGCMCTICCCCS!“GC CAAGTE

| ccccx'ccccctmcaccucaccaccccucrccn&cmc'a'c'u'

CAxCTACTccbﬁu‘fltlfﬁCIGCMGCCJIMGICIGAGAGIQ
’ ‘o’ . R ®. [ ] . [ ) . L 2

qxcscscscaciccxueuccucrcaé.\caccxcrncrccxe.
- - " . Y 0 )

: crccscczcccccwacaccnacuccaccuccuczuccn
voe l’ﬂ’ o - . . e

ﬂcctccacctcuttctcrcnrccuucs_ccu R

.
L] ® - e v - e

8. Retrovirus according to anyone of claims 1 to 6 characterised in that its genomic RNA contains a
~ env sequence corresponding to the following nucleotide sequence :

Rilj 0 SR .

55
&IGIJCM‘ICAGCIGC'K‘HT‘IGCCA‘I?ITAT‘HGC“GIGCI?GC
] L% ® ®
60 . [ ] . - . ° ‘ - :“
: t!’AGTATAﬂ'GCACCCMTATGIAACTGTTTTCTATCGCG!AQCG
[ . .. | J ] [ ]
e . ACG‘I’GGAAAAATGCMCCATTCCC’!CﬂrTC!CCMCCACAAA!
100 .' [ ] L ]

R RO
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ACCCATACTTCCCCAMCCATACAGICCTICCCICACAATCATCAT

i'nc.tccuuucrrrcatrcruc;cacccfrrrcsﬁcuci
L . ” . e . R )

' ‘lf‘lrl CAGTiA CAGuCuc curlcucl“f‘rcc CAtcn

[] - » L . *

2?CC‘°A CAT CMt‘lMCCATGTGrCIMCTuCICCTrrlfcr
[ 4 ®- ’o' .- ]

_ _cn'ccu'rcunccAccAc'cAeacAcxccAcucacc'cucuc

‘cucc TCMACA GCJ CMGCACAJCCIC“CCICACC CJCJCAG
° . . A00

CAGGLG CAAGA GL!L]CTG&GGAT&CTCC!‘IGCGCACC CGCAGAC

L] e ‘® - [ L ]

'uctccrcaccnrccc;caccu.cwcu2currcccacrfrc

s [ . e . )

AATATGA CAGGA'KTAGAAACACITAAGALLAMCACTATAATCIK
’o. - . o L] L J

ACATGGIACTCMMGATGTGGT‘I-‘I.GTCACACMA?AA'IAGCACI

® . ® L 4 L]
AAT CAGA 1+ CAGTGTTA CAT GMCCAT?CCM CACAT CLGT CA?C
1Y ‘oo L ] L} L]

' AC&GM TCATGTGA CMGCACTATI_GGCLTBCTA!MG.GTTTA ca

TLCTGTCCACCICCGCG’TATGCCCT‘TTA&CATGTAATGATACC '
' A ' em 70‘ o .

AA!TA?TCAGGCIT‘XGCACCCMCTGTICTAMC!AGTAGCUC?

‘CATGC‘CC‘GC‘TG&TGC“ACGCAMCT:CCIC‘?GGT:!G“
‘e - . e - 300 . . o -
: rtf“!GGéACTAGAGCIGAGIAfA cil“f‘flf@f‘rf@&@lf

cccxc;cuuucucurcnrcAcctrmcuAurnuu .
e _ « T * 'y N ’°°
2:rta"cn‘:cc'urcm_caccc'ucccuniqacxcruucu

LTAAIGCTTA‘IGTCACGACLTGTGTTT¢ACTCCCACTACCLGCC‘

ATCALTAAAAGACCCAGACAAGCATGGIGCICETTCARAGGCARL |
1000 ‘ . . e 3 L

 2GEALACACGECATGCAGCAGETGAACACCCTICCIARACATCCE

73
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; AGGHTAG&GGMCCMTGAGLCMGCMTA!TLGCIT?GCAGC.
. 1100 . e

CCLGGMLAGGC TCAGACCCAGMG TlGCA?ACHGfGGACTAAC

:ccxcaccmurrzcrcxic:-ccucncicr-rcclr'rccrcu’:
. . . 1300

icéuaucuruncAéAécccuruiccaccciccunu

AAG CML?AAT!AACACAIGG CATAAGGTAGGHCMAIGTATA!
. 1300 :

' ttccctcccacccucccnccrcrccrccucrcuc;crucc- :
. [ e e . ) ] [ ]

' AGCA!AAT'K'GCTAACKTTGACTGGCM'MCMTMTCACACALLC

.ATTACCTTTAGTGCAGAGGTGG CAGAACTATACAGCATICCAGCTIC
HOO e . e . . .

6GAGAt?ATMAI?GG?AGAAA‘!AACLCCAAT!GGCTTcGCLCC!

o ® ¢« o s wnaes Gmeo

ACAAMAACAALAAAGATACTCCTCTCCTCACCCCACACATACAACA
B ' ) 1500. '_ [ [ ) Y

GGIGICIT CGTGC?AGG&!‘XG TTCCCITITCICCCAACAGCAGSS

‘!cTGCMTGGGCGCtCGAGCGICCCIGACCG!G!CGGCICACTCG :

'y . ‘et [ 1‘°° ) . ®

cc&urrnciécccccc;uércc;ccutciccucaccrcuc
- [ ] : [ ) .

GlCGTGGTCMGAGACMC&AGLACIG‘H’GCGACTGACCGrCI’GG

. . B UQ‘ : ) 'y

GGAACGAAMAC_CtCCACGC'AAGAGTCACTGCN?AGAGMG?LG
. T e o .

C TA CAGCLCCAGGCGCGGC ?J\AATTCATGGGGA TCICCCTTTACA
. . . . 1800

CMG?CTGCCACAC TACTG TACCATCCCTTALLCATT CCI’TAGCL

L] [ ] L L

¢C TGACTGGGA&M TATGACGTGG CA'GGAA !GGGMAALCMGTC

CGC‘HCC TCGACC CMATLI‘CAG TAAMAGTITAGA CAGGCICM
1900 . . .
ATTCAG CAAGAGL]AAATA!G?ITGAAC?ACMTTAM?AGC

L ] h J L ]
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N ! SGCGATATITIICCCAATIGGTTITGACTTAACCICCTCCGTCAAS
[ . 1000 ] S -t Y

TATATTCM?ATGGAGTGC?TATAATACTA GCAGTAA?AGCTT?A

AGMTAGTGATA?ATGTAGTACAAATGTTAAG!ACGCTX‘ACMAC
2100 .
[ 2 ]

GGCTATAGGCC!CT?I?C!CﬂCC'CCCCCC CCITATATCCALLAS

ATCCATATCCACAA GGACCGGC CACAGCCAGCCMCGM;:&AACL
. . . 2

CAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTCCACACACATACICGCCCTCE

cccAtAccarkrarAtarrtcctcntcccEcAccfcxr:cccctg

‘ITGACCAGACTATAC.WCATCTG CACGCAC !TLCTA!CCAGGLGC
2300 *« ) . e

rtccrcacccrccuactcArcrlccAcAixc:caczcacxcbcrc

AGACTT&GAACAG CCTICTICCAATATCGCETC CGAG‘!GG&TCQM
. 2 400 : . . o

cAAccA:r;cAccccccccccacgccracaicx;;cacrcrrcce

GGCGCGI‘GCLGGGGC TTGTGCAGCCTATTICCAACCAATCCGCAGE

® [ ] , 2,0' [ 3 *
ccAArAcrcccccrrccaacxaccarcxcxcaccc:ccacxa:rc
‘ .. [ 'y []
GceeTces

9. Retrovirus according to anyone of claims 1 to 8, characterised in that its RNA does not hybridize
under stringent conditions with the genomic RNA of HIV-1 and does not hybridize under non-stringent
conditions, with the env gene and the LTR close to it, more particularly with the nucleotidic
sequence 5290-9130 of HIV-1 and does not hybridize under non-stringent conditions with sequences of
the pol region of the HIV-1 genome, particularly with the nucleotide sequence 2170-2240.

50 10. Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having the immunological characteristics of the HIV-2 p12

protein, immunologically recognized by antibodies raised against a retrovirus according to anyone of

claims 1 to 9 and having a molecular weight of the order of 12000 daltons.

11. Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having the immunological characteristics of the HIV-2 p16
protein, immunologically recognized by antibodies raised against a retrovirus according to anyone of

55 claims 1 to 9 and having a molecular weight of the order of 16000 daltons.

12. Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having the immunological characteristics of the HIV-2 p26
protein, immunologically recognized by antibodies raised against a ‘retrovirus according to anyone of
claims 1 to 9 and having a molecular weight of the order of 26000 daltons.

13. Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having the immunological characteristics of the HIV-2 p36

60 protein, immunologically recognized by antibodies raised against a retrovirus according to anyone of

_claims 1 to 9 and having a molecular weight of the order of 36000 daitons.

14. Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having the lmmunologlcal characteristics of the HIV-2 p42
protein, immunologically recognized by antibodies raised against & retrovirus according to anyone of
claims 1 {p 9 and having a molecular weight of the order of 42000-45000 daltons.

65 15. Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having the immunological characteristics of the HIV-2

i O O
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glycoprotein. gp140, immunologically recognized b antibodies rai i i i
anyone of c!aims 1 tq 9 and having a molecular wei;ht of the order n:ﬁaggggjio%oae‘tmwrus aocording 1o
e 16. Antigen having the _f.ollpwing aminoacid sequence or a part of said sequence, providing that it.
raises a spep:ﬁc Immunologlcgl reaction with the antibodies against a HIV-2 retrovirus, according to-
5 anyone of claims 1 to 9, especially when this antigen is contacted with the serum of a patien:lt infected with

HIv-2.
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18 Antige_n h_aving the following aminoacid sequence or a part of said sequence, providing that it
¢ 10 raises a specific lmmt_mological reaction with antibodies against a HIV-2 retrovirus, according to anyone
of claims 1 to 9, especially when this antigen is coma_cted with the serum of a patient infected with HIV-2.
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* 19, Antigen having the following aminoacid sequence of a part of said sequence, providing that

raises a spe_ciﬁc immunological reaction with the antibodies against a HIV-2 retrovirus, according ty
anyone of claims 1 to 9, especially- when' this antigen is contacted with the serum of a patient infected with

Hiv-2,
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3 \\) 20. Composition for the in vitro diagnosis of the presence in a biological human sample of antibodies
against. a human HIV-2 virus capable of having a cytopathogenic “effect for the T4 lymphocytes,
characterised in that it contains at least onie antigen, especially a protein or a glycoprotein of the Hiv-2 -
5 retl;o;irus according to anyone of claims 1 to 9, or at least one antigen according to anyone of claims 10
io 19. . _ ! : .
: 21. Composition according to claim 20, characterised in that it consists of a total extract or of a lysate
of the abovesaid retrovirus. - : _ _ .
22. Composition according to claim 20, characterised in that the antigen consists of at least one of
 the internal core protein of the abovesaid virus, chosen among proteins: or glycoproteins p12, p16 and
10 p26, having respectively molecular weights of the order of 12000, 16000 and 26000 daitons.
23. Composition according to° claim 20 or-claim 21, characterised. in that it contains a glycoprotein
gp140, having a molecular weight of the order of 130000 to 140000 daltons. '
24, Composition according to claim 20 or claim 21, characterised in that it contains a glycoprotein
. gp36, having a molecular weight of the order of 36000 daltons. . . .

15 25. Composition for the in vitro diagnosis in a biological human sample, of antibodies against a
human retrovirus capable of having a cytopathogenic effect for the T4 human lymphocytes, comprising at
jeast one HIV-1 antigen, characterised inthat it further comprises at least one HIV-2 antigen according to
anyone of claims 1 to 9, especially a protein or -a glycoprotein of this HIV-2 retrovirus or at least one
antigen according to anyone of claims 10 to 19.

20 HIV. 26. Composition according to claim 25, characterised in that it contains core proteins of HIV-1 and of
. -2. : ' : P
3 o Hl\217. Composition according to claim 26, characterised in that it contains the p25 of a HIV-1 and p26 of
' a Hiv-2. '

28. Composition according to claim 26, characterised in that it contains the p18 of a HIV-1 and the
25 p16 of a HIV-2, : '
29. Composition according to claim 25, characterised in that it contains envelope glycoproteins of a

HIV-1 and envelope glycoproteins of a HIV-2. " - - v : .

30. Composition according to claim 29, characterised in that it contains the gp110 of HIV-1 and
gp140 of HIV-2.. . :
30 31. Composition according to claim 29, or claim 30, characterised in that it contains the gp42 of HIV-

1 and the p36 of HIV-2. ' e

32. Composition according 1o claim 26, characterised in that it contains mixtures on the one hand of
antigens proteins or glycoproteiris of HIV-1 or of the whole, on the other hand, mixtures of proteins or
glycoproteins of HiV-2 or both together. .

33. Process for the in vitro detection of the presence of antibodies, induced in man infected with a
human HIV-2 retrovirus, in a human biological sample- such as a serum and more particularly for the
in vitro diagnosis of a potential or existing. LAS or AIDS due to such a. retrovirus and obtained from the
- person being diagnosed, characterised in that this biological sample is contacted with an antigen
recognized by an antibody induced in the infected man, by a human HiV-2 retrovirus as defined. in
claims 1 to 9 in conditions authorizing the formation. of an immunological .complex between this antigen
and said antbody and in that the possibly immunological conjugate formed between this. antibody and
the antigen used is detected. E )

34. Method according to claim 33, characterised in that:the biological sample is contacted with an
antigen according to anyone of claims 10 to 19 or a composition according to anyone of claims 20 to 24 in
conditions authorizing the formation of an immunological complex between this antigen and said
antibodies and in that the immunological conjugate possibly formed between these anti-HIV-2 antibodies u
and the antigen used is detected. . - : o S
35, Method according 1o claim 34, characterised in that said immunological conjugate is detected by
" a reaction between the possibly formed immunological conjugate and a labelled reagent formed either by
anti-human immunoglobulin -antibodies either by bacterial A - protein and in that the complex formed
between the reagent and the above immunological conjugate is det R :

26. Method for the in’ vitro ion of the presence of antibodies recognizing antigens of a human
retrovirus capable of having a cytopathogenic offect for the T4 human lymphocytes in a human biological
sample like a serum and more particularly for the_ in vitro diagnosis of a potential or existing LAS or AIDS
55 caused by a human retrovirus, characterised in that this biological sample obtained from the person

being diagnosed, .is contacted with a mixture of antigens capable of giving a specific immunological

reaction with the antibodies against, on the one hand a human HIV-2 retrovirus capable of having a

cytopathogenic effect, as defined in anyone of claims 1 to 9 on the other hand a human HIV-1 retrovirus

and in that the immunological conjugate possibly formed between at least one of these antigens and said
60 antibodies is detected. ' ) _

37. Method according to claim 36, characterised in that the biological sample obtained from the:

person being diagnosed is contacted with a mixture of antigens obtained both from both a HIV-1 and HIV-

2 retrovirus according to any one of claims 1 to 9, especially with a composition according to anyone of

claims 26 to 32 and in that the immunological compiex possibly formed between at least one of these

65 antigens and said antibodies is detected.
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‘-lctHctAanlntcuLcuIchIaIIQLeuLcutlaSerAlaCyl

ATGAIGAATCAGCIGCtTATIGCCAIfTIAITAGCTLGTGCIIGC

Lchaltery:Ih:Gln!y:Valthr'cl?hetyrGlchltro ]

ITAGTATA!TGCLCCCAATAIGTAACTGITTICTATGGCGTACCG

Ihrt:pLysA:nAlarh:!leProLcuPheCysAIth:A:gAsn

ACGTGGLAAAAIGCAACCATTCCCCTCTIIIGIGCAACCAGAA&!

; 100
A:;Aspth:!tpclyrhrlleGlnCysLenPtoAspAsnAspAsp
AGGGA?ACITGGGGAACCAIACAGtGCTTGCCtcACAArGATGAt

tyrGlnGlnIlo!brLeuLsn?al?brcluAlaPheAspAlaTrp
rttCAGGAAATAAOTITGAAIGIAACLGAGGCTITTGATGCATGG
. ' 200
Asn&nnft:?a11&:6106InAlallcclulspValrtplstcn
AATLAIACAGTAACAGLACAAGCAAtAGLAGAtGTCIGGCAICrl

PheclurhrSottchgs!:oCstaILysLenrbrP:oLnuCyl
ttCGAGLCLrCAAT&AAACCAIGf@TCAAACtAACACCIIIATGT
. 300
'al&lauecLy.CyaSerSnrthrGlnSerSeth:GlyAsnAsa
GILGCAAICAAAIGCAGCAGCACACLGLGCAGCACLGGGAACAAC

ThtthrScrLyaSetthtSerthrth:fhr!b:!ht?:otthsp
ACAACCICAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC
. 400
GlnG1uGlnGluIle$e:GluAaprhrrroCysAlaA:gAlaAsp
CAGGAGCAAGAGATAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC

A3nCysSerGlyLeuvGlyGluGluGluThrIleAsnCysGlaPhe
AACTGCTC. GGATTGGGAGAGGAAGAAACGATCAATTGCCAGTTC

AsndetthrGIyLeucluArgAspLy:Ly:LysGinIyrAsnGlu
AATATGACAGGATTAGAAAGAGATAACAAAAAACAGTATAATGAA
506 :
Ib:TrpTyrSerLysAspVa1731CysGlthrAsnAsnSerTht
ACAIGGTACTCAAAAGAIGTGGTTTGTGAGACAAATAATAGCACA

AsnclnthtGInCysTyrHetAsnEzsCysAsnIhtSetValIlc
AATCAGACCCAGTGTITACATGAACCATTIGCAACACATCAGTCATC
- 600
TerIuSetcysAspLysaxsTytTrpAsyAlaIleArngeAtg
ACAGLATCAIGTGLCAAG ACIAITGGGATGCTATAAGGTITAGA

IerysLIa?roPtoGlyryrAlaLeL euAr;CysAsnAsprt
TACTGTGCACCACCGGGTTATGCCCTATTAAGATGTAATGATACC
- - 700
A:ntytSerclx?healsrtoAsnCysSe:LysV;l?alAllSer
AATIATTCACCGCTITIGCACCCAACTCTICTAAAGTAGTAGCTICT
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' !hrCyorhrAt;Bct!ccGlnthrclarh:Sctrhrtrp!thly-

ACAIGCACCLGGATGA:GGA&AOGCALAC?ICCACAfGGTtTGGC
800 .

PheksnGlyThtAr;AlaGluAanA:gthttyrI1¢Tyrtr lic

ItfﬁAIGGCACTAGLGCAGAGAATAGLLCAILTAICTATTGGCLI

. [ ] L] [ ]
GlyArgAspAsnArgIbrilelleSerLevdsalysTyrIyrAsa
GGCAGAGATAATAGAACTATCATCAGCTTAAMCAAATATTATAAT -

. 900
LeuSerLequsCyaLysL:gProGlyLsnL,sThr?altysclnf
CTCLGTTIGCATIGTAAGAGGCCAGGGAATAAGACAGTGAAACAL

'IleHe:LeuNe:SerGlyBxcVal?helszcr!iaIyrclnrto

ATAATGCTTATGTCAGGACATGTGTTICACICCCACTACCAGCCS

® ’ » [ ] L ] L ]
IleAsnlysArgProArgGloAlalrpCysTrpPhelysCGlylys

ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGGTGCTCCTTICAAAGGCAAA

1000

El

_r;pLysAspllaKetclnGluValLysThrlcnllaLyulis?ro

TGGAAAGACGCCATGCAGGAGSTGAAGACCCTIGCAALACATCCC

* N . . . L] - e
KegTyrArgGlyThrAsaAspThrArgAsnlleSerPhedladla
AGGTA?AGAGGLACCAAIGACACAAGGAATAtrAGctTrGCAGCG

. 1100
rroclyhysclySerap!roGluValllaIytnetIrpth:Asn
CCAGGAAAAGGCTCAGACCCAGAAGTAGCATACATGTIGGACTAAC

Loe. ) o - ) . . .
CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnMetThzTrpPheleudsa
IGCAGAGGAGAGIITCTCIACIGCAACAIGACITGGITCCTCLAT _

1200
Trpllec1uAsuLysTht!;sA:gLsntyrAla!roCys!x:IIc

"TGGATACAGAATAAGACACACCGCAAITLTGCACCGTGCCAIA?A

LysclntlclleAsnrhrtrynstchalclylt;Aannltyr
LAGCAAATAAITAACACATGGCATAAGGIAGGGAGAAATGTATAI
. 1300

'Lcu?ro?roA:zG1uGlyGIuLeuSerCysAsuSerThrValTht

TTGCCTCCCAGGGAAGGGGAGCTGTCCTGCAACTCAACAGTAACC

SerIleIIeAIaA&nIIeAspTrpGlnAsnAsnAlnGIaThrAsn
AGCATAATTGCTAACATIGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC

IleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGlulen

' ATTACCIITAGTGCAGAG“‘GGCAGAACTATACAGAIIGGAGITG

1400
GlyAlpTytLysLeuValcluIIcthr!rollec1y?heAlaPto

- GGAGAITA:AAAITGGTAGAAATAACACCAAI!GGCITCGCACCT
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thrLysclutylAt;tyrSc:ScrllnIXsGlytr;listh:&t;

LCAAAAGAAAAAAGATAC!CCTCTGCTCACGGG&G&CATAGA&GA
. 1500

GlyVaIPheVa1LeuGly?heLeuGlyPheL¢nA1arhrklacly

_GGTGTGTTCCTGCTAGGGTITCTIGGGTTTTCTICCCAACAGCAGGT

SerAlaHetc1yA1:Ar;A1¢SetLeuThrVa1S¢fAIaGInS¢t
TCTGCAATGGGCGCTICGAGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCAGICC
. - 1600
L:;ThrLeuLeuAlaGlyIleVaIGInGInGInGInGInLeuLeu
tGGACTTTACIGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCIGITG

jaQVaIValLysAr;GInG1nGluLeuLeuAtgLethrVaiffp
GACGTGGTCAAGAGACLACAAGAACIGTTGCGLCTGLCCGTCTGG
. 1700
Gl:ththyu&cnheuclnLIaAr;ValthrAlntleﬁluLyoryt
GGAACGL&AAACCICCAGGCAAGAGTCACTGCTATAGAGAAGTLQ

LcuGInAspGIuhlakrgheuAsnSerT:pGlyCysAIa?heAr:
CTACAGGACCAGGCGCGGCTAAATICAIGGGGATCIGCGTTTLGA

. 1800
61571ICysaxsthrthrV:1!:01:pValA:nAspSe:LeuAll
CAAGTCTGCCACACTACTGTACCATIGGGTITAATGATTICCTTAGCA

rroAsthphspAanetthr?rpﬁlncluttpcldLysGInv;l
CCTGACTGGGACAATATGACGTGGCAGGAATGGGAAAAACAAGTSC

-AE;TY*LEGGidKIiAi?If:s&iﬁj?s:iﬂ?ﬁcidcfh&ticf;-

CGCTACCTGGAGGCAAATATCAGTAAAAGTTTAGAACAGGCACAL

- 1900 :
tleGlnGIncluhysAanett rGIuLeuClnLysLeuAsnset

IITCAGCAAGAGAAAAATATGTATGAACTACAAAAATTAAATAGC

.IrpAsbIlePheGIyAsnTerheAspLeuThrSerT:pValLys

tGGGAT&TrrTIGGCAATTGGTTTGACTTAACCTCCTGGGTCAAG
. 2000

tytlleclnTy—GlyValLeuIleIIeVaIAIaValileAlaLen

SATATTCAATATGGAGTGCTTATAATAGTAGCAGTAATAGCTTTA

-srgtleValxlerera1Valc1nuecLeuS¢vA:-LeuAngys

hGAATAGTGATATATGTAGTACAAATGTTAAGTAGGCTTAGAAAG
. 2100

| GlxtyrA:;ProValPheserSer!roProGlyTyrIIeGlnGln

CGCTATAGGCCTGITTICTCTITCCCCCCCCGCITATATCCAALAG
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Ile!i:tleSisLysAspAtoclyclnrrollalancluclutbr
ATCCATATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA
. 2200
GluGIuAspGlyGIySGtAsuGlyGlyllpAt;TytTtp?toTrp
GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGATACTICGCCCTCG

L] ® ] : L J L]
ProlleAlaTyrIleBisPheLeulleArgGlnLleulleArgles
GCGATAGCATATATACATTTCCTIGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC

Leuthr&:;LcuryrSetI1eCysA.gAspLenLcuSerL:zSet
TTGACCAGACTATACAGCATCTGCAGGCACTTACTATICCAGGAGC
2300
PheLeuthrLeuclnLouIIeryrclnAsaheaArgAsptrpLJn
ttCCTGACCCTCCLACTCAICthCAGAATCtCAGAGAchGCtG

Ar;LeuAt;Th:AlaPheLeuGlatyrGIyCysGlntthlccla
AGACTTAGAACAGCCTTCTITGCAATATCCGTSCCAGTCGATCCAA
2400
GluAlaPheGlnAlaAlaLIaArgAlatht&rgcluthrteulla
GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAGAGACICTIGCS

GlyAIaC§sArzGlyLeuI:pAt;Valteuclnltzlleciylt;

GGCGCGTGCAGGGGCTIGTGGAGCGTATTGGAACGAATICGGGAGE
. 2500

GlyIleLeuAIaVaIProA:z&r;!leAr;GlnG1:&1361u11¢

GGAATACTCGCGGTTCCAAGAAGGATCAGACAGGGAGCAGAAATC

Alaleuleu
GCCCTCC TG
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As already stated above, the invention naturally
relates to all HIV-2 viruses whose RNAsS possess
characteristics resembling, in particular, the GAG and
ENV regions containing sequences having homologies of
at  least 50%, preferably 70% and still more

~advantageocusly 90%, with respect to the gag and env

HIV-2 ROD sequendes.

The invention relates more especially to the cDNA

fragments which code, respectively, for the plé6, p26

and pl2 proteins which are also comprised in GAGRODN.
In particular, it relates to the sequences stretching:
- between nucleotide 1 and nucleotide 405 (éoding for
pl6) ' '
- between nucleotide 106 aﬂd nucleotide 1155 {coding
for p26) and .
- between nucleotide 1156 and nucleotide 1166 {coding
for pl2). | |

It relates also more particularlv to the cDNA
fragment coding for the gpld40 included in ENVRN and
stretching from thé nucleotide 1 to the nucleotide
2574. | - |

It also relates to the nucleotidic sequences
which distinguish from the - preceding one by
substitutions of nucleotides taking benefit from the
degeneracy of the g¢genetic .code, as far as these
substitutions doeé not bring a modification of the
amino acid sequences which said nucleotidic sequences
encode.

The invention likewise relates to the proteins or
glvcoproteins whose amino acid seduencés correspond to
those which derive from the preceding pages as well

the equivalent peptides, namely peptides which differ

from those wich derive from the preceding pages by
addition, substitution or dele;ion of amino acids
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which do not affect the overall immunogenic pfoperties
of the said peptides.

The invention relates more especially to the
envelope glycoprotein 'possessing the amino acid
sequence which derive. from ENVRN.. o ‘

The invention alos relates to an immunogenic
composition characterized in that it gompriseé dosage
units of envelope antigen, particularlf the gp140 of
the HIV-2 virus, such as to enable the administration
of dosage units from 10 to 500, barticularly‘from 50
to 100 . mg/kg of body weight.

As an indication, molecuiar weights.(MP) of HIV-2
proteins are given in comparison with those of HIV-1.

/
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5 MP of HIV-2 proteins v+ MP of HIV-1 proteins
kd - I kd

| entire gag 58,3 entire gag 55,8

: p 16 15 p 18 14,9
o 10 p 26 27,6
~ p 12 15,8

enyv 98,6 env 97,4
external env 57.4
Transmembrane env 41,2

15
: .

HIV-2 Mir and HIV-2ROD have also been depo-

sited in the "National Collection of Animal Cell
20 Cultures" (ECACC) in Salisbury (Great-Britain) on

January 9,. 1987, under accessing numbers 87 011001 and

87 011002 respectively.

o Moreover, plasmids PpROD35 and pROD27.5 have

been deposited at the “National Collection of Industrial
25 Bacteria“ (NCIB) in Aberdeen (Great-Britain) on

January 9, 1987 under accessing numbers 12 398 and

12 399 respectively.

All the publications which are referred to in

the present disclcsure are incorporated herein by refe-

10 rence.
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C I, A I M S
1/ HIV-2 human retrovirus, having the capacity of
infecting human T4 lymphocytes and being capable of

causing AIDS in man, this retrovirus being constituted

of one of the retroviruses deposited with the CNCM
under n° I1-502, I-532, I-642 and I-643 and with the
ECACC under n°® 87.011001 and 87.011003 (corresponding
to n°® I1-502 and I-532 respeciively). or a variant of
one of these retroviruses comprising all the antigens
which are recognized by the antibodies raised against
the corresponding antigens of anyone of the
retroviruses having been deposited with the CNCM or
with the ECACC as said above. |

2/ Human retrovirus according to claim 1,
characterised in ihat its genomic RNA is capable of
hybridizating under stringent conditions with the
conplementary‘ chain of a <DNA or DNA fragment
derived from the genomic RNA of anyone of the
retroviruses deposited with the CNCM under n° I-502,
I-532, I-642 and I-643 and with the ECACC under n°
87.011001 and 87.011002 (corresponding to n° I-502 and
I-532 respectively).

3/ BRuman retrovirus according to clainm 1,
characterised in that it comprises a set of antigens
formed by core proteins having molecular weights of
the order or 12000, 16000 and 26000 daltons
respectively, protéins or glycoproteins having
molecular weights respectively of the order of 36000
daltons and of the order of 42000-45000 daltons and a
major envelope glycoprotein having a molecular weight
of the order of 130000-140000 daltons.

47/ Human purified retrovirus according to claim 1,
pathogenic for man and capable of causing AIDS,
characterised by the whole following propérties H

-_

B
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- the preferted térget for the HIV-2 retrovirus
consists of human Leu 3 cells (or T4 lymphocytes) and

- for permanent cell lines derived of said T4
lymphocytes ; '

> . it 1s capable of having a cytopathogenic effect: for
the human T4 lymphocytes which it infects ;
- it “has a reverse transcriptase activity which
requires the presence of Mg** ions and has a strong
10 affinity for polyadenylate oligodeoxythymidylate
(Lpoly{A)-oligo{dT)12-18)
- it has a density of approximatély 1.16 in a sucrose
gradient ;
- it has a mean diameter of 140 nanometres and a core
15 having mean diameter of 41 nanometres :

- 1it can be cultivated in permanent ce11 lines

expressing the T4 protein ;

- it is not infectious in T8 lymphocytes ;

- the lysates of this virus contain p26 protein which
20 does not crossreact immunologically with p24 protein

of the HTLV-1 virus or of the HTLV-2 ;

- said lysates further contaih pl6 protein which is

not recognized' immunologically by pl9 protein of

HTLV-1 or of HTLV-2 in radioimmunoprecipitation assays
25 ¢ | -

- said lysates further contain an envelope
o glycoprotein having a molecular weight of the order of

_ 130,000—149,000 daltons which does not crossreact

immunologically with the ervelope glycoprotein gpll0 of HILV-1 retrovir:s;
30 - said 1lysates further contain a protein or a

glycoprotein which can be labelled by 33g-cystein,

having a molecular weight 6f the order of 36,000

daltons ; ) '

- the genomic RNA of HIV-2 does not hybridize under

stringent conditions with the genomic RNA of HIV-1 and

AR
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does not hybridize under non—étringent conditions
either with the env gene, or with the LTRs of HIV-1 ;

- the genomic RNA of HIV-2 hybridizes weakly under
non-stringent' conditions with nucleotide sequences
comprising on the one hand nucleotides 990-1070 and on
the other ha_,.nd nucleotides 990-1260 of the GAG region
of the HIV-1 genome. '

5/ Retrovirus according to anyone of claims 1 to 4,
characterised in that it does not multiply in chronic

. fashion in the lymphocytes of macaques rhesus monkeys,

when it has been injected in vivo and in working
conditions which permit the development of the
STLVIIIase virus, as have been described by Letvm et
al, Science (1985) vol.230, 71-75.

6/ The retrovirus of anwy of claims 1 to. 5,
characterised in that the sequence comprising the R
region and the U3 region of the sequence comprising
its genomic RNA also contains a. nucleotidic sequence
which cor'responds"_ to the following nucleotide sequence

- mumcmmmmfmmamm

25

30

GAACAGCIATAMMGGGCAGUMGTMCIMCAGNCAGCM
mmcmccmummmummmmamm

mmmmuccmmmmnmn'mccocm
cimcmcncacrcccrcrecccmacccmwamcccmcaq
eammmuccacumcccammccmmcccracumcrm

mm&ccmmmmcacmmmmm
'Accrrccmmmccmcammmcx .

R
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1/ Ret_rovitus according to anyone of clains 1' to 5
characterised in thai: its genomic RNA contains a gaq
sequence cdrreéponding to the following nuci_leotide
seqhence : | |

e
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€AC20DD . e KR .
. . . . -, ~ R
.
. '- . ) - *

) e ¢ oo . ‘e - . 8.
A}GGGCGCGAGMAC'RG‘CG'IUU‘GI_HGGGMMGCAGA!G.AL'

. '.° s . Iy e. P 1 .- ° _:_ .'

(R PSS . . e R
L ] L "_. . . . " | J

- -

CTLLIACATATTGTGTGGGCAGCGMTM!IGGACAGAT?CGGI
100 o ° K ®

!TAGCAGAGAGCC TGTTGCGAGTC UMGAGGG‘ITGTCMMMT?

. . _o e - . . o .

*

’ C‘ITACAG‘KITTlGLTCCM!GGT&CCGLC“G!INGkAAA‘tt'rl
e . 200 e . e

l“tGTCIT?TIMTle TCICI6 CGICAIIIGGTGCAILCACGC& *

® . . _. .-4_- . ] ..

cucacuucrcugc;uc:cuccaccuucmuctccco
.. o 300 .

'uic-‘a_rcuc.rcccacaucmc.’uctccmcm:cccuce -

. ° Y Te T . .o 5

lCMGtAGACCMCAQC&CCA!CTLGCGACMGGGIGGMAT‘NG
. @ [ ] * . 400

cuctccucncﬁccccccuc TlCACC“TlTlCCGCTC‘Gt
@ . . . . e ° ® . [ )

' L ..
cccccuccc UMTGCC TGGGTAMATTI“IGICGAILMM‘

-

1!CGGGGCLGMGTMBTGCClGGA!!TClCGCAC!CTC‘GAL GGG
’90 . ® ® . | ] [ ]

| iccacccccr_'.ncn;r.cuccuucc-rmncrcrcccccaé ; i

. 8 L] : - [ ]
. - - hd

ei’:cuccxcccuccacuurcacccxcumcurcaccu

. . 600 R .
GCAGCIGLATCGCA?GTGCMCATCCHTICCAGGCCCCTTACG‘ |
. ® s . .

GCGGGGC&GCTIACAG&GCCMGGGGATCICICATIGCAGGGACI
" e e 70° . .

® - -

ACMGCICLG flCLlGMCAGL‘IC CAG‘IGGHGT‘I‘“GGCCACM

Hllllll IHIH ] Hlll ﬂ llll
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MTCCTGfAC CLGTAGGNCATCYATI GMGA’:CA!CCIGA,‘
. e . 80 . .

GGi!tGCAGMGTGTGfCAGGAIGTI@MCCCC&CCMCH’CC!‘ ,

. L) . [ J L [ 23
.

GACATMAACAGGGLCCAMGGLGCCG!‘tCCLMGC‘I’ATGTAGL!

® . ' [} . ) . .

]GAITCTACMMG O‘!TGLGGGCAGMCMACIGI!CC&GCAGT‘

e o.°" . . ‘s
nGMTIGGLTQ}CCCWCACTG_CTAGTACUMTGCCMCCC‘

CACTGTLAATTICTGCT‘MAGGAGTIGGCIXGMCCCT‘CC 1A
1000 .. » *

oo an o . .. ¢

CAAGAGATGCTCACCGCC ?GICAGGGGGIAGGTCGGCCM;‘GCCI' -

° ..o o' . .

AMGC‘HGLT!M?GGC&GLGGCCCTGLMGAGGTCATAGGACC'
. . e . . .

.' ) ’
GCCCCuICCCA!!CGCAGCACCCCAGCAGAGMAGGCA“TN

SGCTGGLAC TG‘I’GGAMGGHGGGCACTCCM.MGICMIGCCG‘

. . 1200 .
ccAccrkcxapccacccctcctccaxc:crcctxnccctccicac

L ¢ ..' s Y

A?CA!‘GACM&CTEC CCAGA?LGLCAGGCACG'T‘II!‘!TA:GAG?‘
. ) 130

ﬁGCCC'ﬂ’C-GGGALAGMGCCCCGCMCTTCCCCG!GGCCCMGﬂ

CCGCAG(‘GGCTGACACCIACAGCACCCCCAG!GGA'ICCAGCAG‘!C

clrc TACTCGAGMATATATGCAGC“GG clluGICAGACAGl‘
lioo . .. ° . * .

GlGAGAGA GAGAGCA!ACMGGM GTGACACAGGAC!TA CI1GCAC.

[ L] . | ]

¢!CGAGC&GGGGGIGLCLCCAIACAGGGAGCCACCMCAGAGGA'
v e . 1500 . e . e

t‘lGCTGCACCSCMItCTCTCﬂTGGMMGICCLO
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8/ Retrovirus according to anyone of claims 1 to 6
characterised in that its genomic RNA contains a env
sequence corresponding to the following nucleotide

5 sequence :

* [ L L] s *
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33728 : : *

AIGATCAAT CAGC IGCTTAT l‘GCCAi TITATIACC TAG!GCUGG

® ., . s

tuc"ruirr'cucccurircuxctcrntcrirccccuccc

ACGTCCAAAAA!GCMCCATT CCCCICTXI?G!GCMCC&G&AI'
100 .- ’ .

-ACGGA'MCTT-GEGGMCCATLCAG?GCIIGCC!GICMTGATGlf

* T e C e . - )

TATCAC cuatuc:’ttu{xc TAACAGACGCTIIICATCCATCO
L ” E : ® [

AA‘X‘AATACAGTAACAGLACMGCM!A GMGA!G!CTGGCATCTA

t’cchACAT CAATAAAACCAT GTG!O‘MCTMCICC thATG'
[ ] .v ’0. ®

G'l‘_AGCMTGWIGCAGCAGCACIGAGAGCAGCLCIGG.GMCMG

ICMCCTCMAGAGCACMGCACAACCICMCCAHCCCACAGAG _

° _ Cx . - A00

uccnccucac—uucrcaécauérccnocmcccccmat

'ALC‘IGC ?C&GGAITGGGAGAGGUGAMCH!CB!!GCCAG_T_?C

[ ] L 4 . [ *

AATATGA CaG GA‘I’TAGAAAG AGLTAAGMMCAGTA!AATGAA :

,0. .- . [ °

lCAIGG?AQTcuMGA?GTGGTI’!&TGI“CMLTMUGCACA

- . (]

AATCAGACCCAGTIGTITACAY GMCCATTGCM CAC&TCAGTCA‘IG
. 600 . . )

ACAGAAT CI.TG?GLCMGC&CTATTGGCLTCC'“TMG&TTT&G‘

. ' S . . .
TACTICIGCACCACCGGGTTIATGCCCTATITAACATGCTAATCATACE
[ 3 70‘ N [ ®

AA!!‘A'H'CAGGCTITGC‘CCCMC!&‘ITC!&AAGT&GHGCHC‘

e e
]
E

MR WA 5
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;cAtcuccsccnéuc'éauéc'c-autn’c:x:sic&n:'qcé
‘e . ' . 00 e .

5 TTTAATGCCACTACAGCAGACAATAGAACATATATCIATICECAT

GGCAGAGATAATA GAAC!A!CA! CAGCITMJCIAA!A!‘IAﬂlz .
¢ . ® 9 0

. CTCAGITT GCATTGTAAGAGCCCAGGCAATAACACAC TGAMC“
10 . . ° . ’ ) ) L . . [ ] o .
ATAATGCTTATGTCACCACATCTGTTTCACICCCACTACCAGCCS

ATCMHMAGACCCAGACMGCATGG!GC!GGITCLMGGCN
. 1000 . _ ° % ° .

15
!GGNGACGCCLTGCLG GAGGTGMGLCC mccmacnccc

‘GG!LT‘G‘GGL‘CCL&fGlClCLAGGLLTA!T&GC!!TGé&CC. !
° - 1100 . . ..

cuccfuucccrcaucccicucnccaucnctcuctuc

. .. : L] [ ] L J

20

SGCAGAGGAGAGT“CTC‘!ACTG CMC;ngCttCQ‘lrcctcu'
' . ) . | _ °

:GéATlGAGMTAAGACACACC ¢ curnrccucctccunn

25 . . ' ' .

AAGCMITAATTAACACA!GGCATAAGGTAGGGAGMA!G?ATL!
: e e . e . 1300

TIGCCICCCAC GGAAGG&GAGC IGTCC TGCMC‘!CMCAG“ACC-'

30 ' AGCATAATT.GC TAACATTCACIGGCAAAA CM!MXCAGACA.IAG

AT‘!ACCT‘H‘AGTGCAGLGGTGG CAGAAC‘“TLCAGA!?GG&GIIC

1‘0. . . . Y ] . [ ] L ]
cGAGA'HA‘I’MA!tcGtAGnAtAACACQAﬂ!GGCﬂCGCACG!
o’ ® [] .. ¢ s Bmes
-

L
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ACMAAGAMAMCATACTCC!C?GC!CACGCG“ACA'HCMCI
. 1500° . . e

GGTGICTICGTICC ‘!‘_AGG&!TC TTGGCTITITCICCCAACACCAGES

- TCTGCAATGGGCGCTCCAGCGTCCCTIGACCCICICGGCTCAGTCE

2 LI ® 16?0 ® ®
CCCACTTTACTCGCCGCCATAGTC CAGCAACAGCAACAGCTCTTO

[ [ ] [ ] [ ]

GACGIGG!‘CMGLGACAACAAGAACIGT‘IGCGAC?GLCCGTGTGB
. . . 1700 .

GCCAACGAAAAACCICCAGGCAAGAGICACTGCTATACAGAAGTAL

C‘nCAGGACCAGGCGCGGCTAA&TTCATGGGGAIC!GCGﬂ‘fAGl
. . . - ll“

CMG!‘CTGCCACAC'TL_C TETACCATCCCGTTAATCATICC ﬂ'AGCI

e [ ] [ ] h

CCTGACTGGGA&MIA!G&CGTGG CAGGAATCCCAAANACALGTE

.
3 ° ) ) . ®
- LTS * - [ 2]

CCCTACCTCCAGCCAAATATCAGTAARAG TITACGAACAGGCACAA
1900 o . .

l'ﬂCAG CAAGLGAIAAATA!GTITQ‘ACTAC“MA‘H’AM'MGC

tccclu rtrtrGGCAArrccﬂ Tclc TT&ACC!CC TGGGTC&A‘ :
. 2000 . ; .

fhfﬁ'H‘CMI"IGG&G‘IGCTTATAATAGTAGCAGTAA‘IA.GC!TTA

AGM‘I’AGIG&‘IATATG TAGTA CAAAT:}T:IGHGGCH‘AGMAC
[ ] L 4 o ]

| CGCTATAGGCCIGTITICICTTICCCCCCCCCGITATATCCAACAS

%* [ L M H *
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ATCCATATCCACAAGCACCOECCACACCCACCCAACCAACIAACA |
® ® o lzoo '
) : . ° . :
10 CAAGAAGACGGTGCALGCAACGGTCCACACACATACTCCCCCTGE ‘
o . * P ® . .
| GCCATAGCATATATACATITCC TCATCCGLCACCTCATECCCCTE :
:'- ' » | o . ’ .
$7CACCACACTATACAGCATCTCCACCCACITACTATCCACCAGE
] 15 : 1300 . . Iy S . .
$2CCTCACUCTCCAACTCATCTACCACAATCTCACACACTICECTO
[ ) [ ] * [ ] | I
ACACTTAGAACAGCCTICTITCCAATATCCCICCCACTCEATCGAL
_ ° .2‘00 ' ] . :
20 | cuccn:_Ccacccccccccuccccncdn_ucutcnccc
.! . ) [ ] ® . [ M '
CCCCCETCCAGCCCCTTCTCCAGGCTATICCAACCAATCCCCACE ©
. ¢ 3’0? . .
. CCAATACTCCCCGTTCCANGAACCATCACACICCCACCACAAATE
25 . . P PY . .
ecceIcce

30

e
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9/ Retrovirus according to anyone of claims 1 to 8,
characterised in that its RNA does not hybridize under
stringent conditions with the genomic RNA of HIV-1 and
5 does not hybridize under nén-atr’ingent conditions,
with the env gene and the LTR close to it, more
particularly with the nucleotidic sequence 52_90-9130
of HIV-1 and does not h-ybridize under non-stringent
conditions with sequences of the pol region of the .
"  b - 10 HIV-1 genome, particularly with the nucleotide
| sequence 2170-2240. | |
10/ Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having
the immunological characteristics of the HIV-2 pl2
protein, immunologically recognized by antibodies
_ ra_ised. against a retrovirus according to anyohe of
3 i ' claims 1 to 9 and having a molecular weight of the
1 order of 12000 daltons.
11/ Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having
the immunological charaétefistics of the HIV-2 plé6
20 protein, immum_ological_ly recognized by antibodies
raised against a retrovirus according to anyone of
claims 1 to 9 and having ‘a molecular weight of the
order of 16000 daltons. " |
12/ Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having
the immunologic¢al characteristics of the HIV-2 p26
protein, immunologically recognized '_'by antibodies
raised against :a retrovirus. according to anyone of
claims 1 to 9 and having a molecular weight of the
order of 26000 daltons. - '
13/ Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having
the immunological characteristics of the HIV-2 p36
protein, immunologically recognized by antibodies
I raised against a retrovirus according to anyone of
claims 1 to 9 and having a molecular weight of the
‘order of 36000 daltons. -

15

Prom - A e

25
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' 14/ Purified antigen of the retrovirus HIV-2 having
the immunological characteristics of the HIV-3 p42

protein, imunologically recognized by antibodies )
raised againat a retrovirus according to anyone of
claims 1 to 9 and having a lolecular weight of the
order of 42000-45000 daltons.

15/ Purified antigen of the retrovirus HIV-Z having
the immunological characteristics of the HIV-2
glycoprotein gp140, .imunologiéally recognized by
antibodies raised against a retrovirus according to -
anyone of claims 1 to 9 and having a molecular weight
of the order of 130000-140000. .
16/ Antigen ._having .the following aminoacid sequence
or a part of 'said sequence, providing that it raises a
specific immunological reaction with the antibodies
&ga_inst a HIV-2 re__trovirus; according to anyone of
claims 1 to 9, especially when this antigen 1is
contacté_d with the serum of a patient infected with
HIV.2.

* [ L M s *
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- ArglysAlaPhelys -
5 . .'

cystryssnCy:GIyLysﬁInGlyﬂ;sse:&ia&rzGlnCyst;

.. 1200
Ala?:oLr;At:GlnGlgCysI:pLysCysclyLysP:oclyBxs

10 11eHetIhrAinCys!rhlprrgﬁlnLlaGlyrheLeuclyLén

’”j"

. 11300
Gly?totrpclyhyshyt!:olrgLsn?he?:o‘al&lacanal

!roG1nGlquhTh:2:§Ih:L1a!:oP:oValAspProAlaVaI

15

AspLguLeuGIuLysTy:!e:GlnGInGlyLysA:gGInArgclu

1400
GlnArgGlnArgP:onrLysGIuVaIIhrGInAspLeuLenRxs

20 N ° * . * .
LeuGIuGInGIyGIth:!totxrAr;GluP:oProIhrcluAsp

«  I500
LeuLenl;sLeu&snserLen!heGlyLysAspGln

25

3
i

30
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17/ Antigen having the following aminoacid sequence
or a part of said sequence, providing that it raises a

- specific = immunological reaction ‘with - antibodies

against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of
claims. 1 to 9, especially when this antigen is

contacted with the serum of a patient infected with

uIv-z .

letGIyLlaAngsnSctYa1L¢uL:gGIyLysLysLlaLlpGIu.
. Ledﬁii&riIIeL:;LenL:;!:oclyclyxysLysLysryer;'

LenLyllisIleVa1!ryllallalliLytLeuLserg?heGl1

. 100
Lcn&laGIuSerLenLcuGIuse:LysGIuGlyCysGlnLysIlo:

: Lcnthr?zl&enhsp!rouetYal!roIh:GlySerG1annLeu
. 200
LysSe:LeuPheAsnth:VaICysValllctzyCysIienislla.'
1nGlnLysValLysAspthrGlnGlyAlnLysG1uIleValAr;'
300
A:;K;steuVaIA1aGlthtGlyth:AlaGluL,snet!rose:

-th:se:Atg!:otthlarrcSerSexciuLysclyclygcgtyt

e . .. . e b‘o

* [ L M S *




o s TO A e e e T T . L VAT A1) o AT

il a o L L)

10

15

20

25

30

35

83

18/'- Antigsn having the: fo}lowing aminoacid sequence

- or a part of said sequence, providing that it raises a

specific immunological reaction with antibodies
against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of
claims 1 to 9, especially when this antigen 1is

_contécte_d with the serum of a patient infected with

HIV-Q ]
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, Ihrse:!h:VaIGInGlnGInIIeGInIrpHe:!hel:g!:ocln’

'L1ar:ot1er:orn.AxaA1.A1.c1uc1:

84

ProvalGlaBisValGlyGlyAsaTyrThrHisIle?roleuSer

RS

o - . . .' - " . - . . . Y N . .. e -
!:oL;;IﬁrLcuLsnLlaItpYalLysLen'hIG;uGIuLythyl’

rheclyAIaciuVaIValrtoGlyPheG1nAlaLeu$erGluGly

500

_CysIhzrto!y:AspIleAsnGInuetLenAanysValclyLsp

_ lisGlnLlaAltnetG1:1131131:061u11311013n61uclc'

\

_ _AlaLlaG1ntrp£spVaiciinxsrratlerrocly!:oLeu!ro"

.. Aigqlycxnnenxrgclur:pxxgc1ysezasgz1eaxaglyra:

-

. 700

Asn?roVal!roVn1GIyAln11er:ArgA::trpII:Glnllc-*

) * 890 L ..
GlyLeuGInLysCysValAtouee!y:Asn?toth:AsalleLet

L 4

::LspllclysclnG!jProLysGlnPto?heClnSe:Ierallsi

' . 900
Ar-Phefy:LysSerLequngaGluG1nIh:Asp2toAla?al

| LgsKsntfpﬂetThrGlﬁThrLenLgnValclnlsnxlabsnlto.'

LspriLy:LenValLiuLstl713uGlyHetAsn!:oTh:Leu'

1000 .

' GIuGlnHetLeuthrLlaCynclnGI;VaIGIyGXy!toGIyGIn

.\

LysLlaLr;LculctLlaG1u&1aLeuLz:GluValIlncly!:o

- 1100 ) : . .". .
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| 19/ Antigen _having the following aminoacid sequence

10

15

20

25

30

of a part of said sequence, providing that it raises a
specific immunological reaction with the antibodies
against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of
claims 1 to 9, especially when this antigen 1is
contacted with the serum of a patient infected with
HIV-2.
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HgtﬂetAsnGinLcu?euIleAl;IleLeuLenAlaserLIaCyn
| LeuVa1ryréy¢ru:§1nz;:7g1rh:7aifhe:;:cly;a12;o" ' §
;hrt;physAsnAi;?hrIIeg?oieufheCysAithzAr:ls;

100 !
ArgAspIhrtrpGlthrIleGlnCysLeuP:oLspAsnAspLsp_

10 ) TyrGlnGInIIeIh:LeuAsnValrhtGluklaPhGAspklatrp

. 200 ;
AlnA:nThtValrhrGIuGlnAlaIleGIuAspVaITrpnsten i

PheGlthtSerIleLgs?:oCysVaILysLeurhrPtcLeuCyl
15 . 300
v;lAlanetLysCysSe:se:IhrGlnSerSe:ThrGIyAsnAsn

L

Ihth:§erLysSetthrSerthzthrthtthrrhrt:otht&sp

. . 400
20 GlnGluGInGluIleSerGluAspThrProCysAIaAr:AlaAsa

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrIleAsnCysGlnPhe

AsnifetThrGlyLeuGluArgAsplysLyslysGlnTyrAsnGlu

500 -
Th:I:pIyrSerLysAspValValesGluTh-AsnAsnSer hr

25

AsnGinIhrGlnCysTyrBetAsnEisCysAsnThrserValIle

- 600
30 ThrcluserCysAspLysE;sTytIrpAspAl-IleA*ngeA:;

[ ] . [} - . L ]
*Tthy54laProtroG13!yr&1aLeuLeuArszlAsnASPTht

700
Asnty:SQrGIyPhetia!roAanysSe:LysVaIVaILIaSCt

35
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Thrczlthzttgﬁ;tﬁticluthtclafhrse:th:t}pfhecly-

. ... 800 o
rheLsaGIy?hrLtg&laG1uAsnL:grhtIytIlety:t:pH;c

-GlyArgAspAsnA:gThrIlgIleSé:LeuAsﬁLysteryfkil

. 900
LeuSerLeuE:sCyslysArg?:oGlyAsnLysthr?alLysGln

IleMe:LequtSerGlyBisVa1Pb¢BisSerEistrGInPrc'

IleAsnLysA:gP:oAtgGlnAIaI:prsI:pPheLysGlyLya

1000 '
trpLysAspAlaHe:Glncana}LysTh:LeutlaLysE:s?ro

A:gtyrAr:GlyThrAsnAspIh:Ar:AsnIIeSerPheAlaAll

1100
ProGlyLysGlySerAsthoGluValAlaIyrHe:IrpIh:Asn

CysArgGlyGluPheLeuterysAanetThrIerheLeuAsn

. . 12v0
TrplleGluAsnlysThrHisAr Asntyr&la!roCysBstle

LysGlnIleIIeAsnThthpHisLysValclyArgAanalTyr
. 1300
LeuProPr cArOGIuGIyGIuL-uSerCysAsnSerThrVa‘Ihr
SetlleIlehlaA:nIleAspIrpGlnAinAsnAsuGInIhrAsn
IleThrPheSerAlaGluValalaGluleuTyrArgLeuGluleu

1400 '
GIyllptyrhysLeuvalcluIIe!h:rrolleclxrheklsrro

e
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rhrLysGlulyclrgrytSQ:SQttlalisclyltglxsthtttg
. 1500 '
GlyVaIPheVaILcuclyPheLQuGlyPtheu&ltThr&laGly
3¢:Alaﬁetc1yAIaLrgA1aSerLeuIbrVaISerAlaGInSet
. 1600
Argth:LeuLeuLlaGlyIleValGlnGlnGlnGInGInLeuLeu
Asp?analetLtgGInGlnGlnLeuLeuArgLeuThrValtrp-
| ©.1700
GIyThrLysLsnLenGlnAIaArgValthrAlaIIcclnLysryr
LcuclntspcInLIaAriLeuAsnSerTrpGIyCysAIaPheLrg
o - 1800
GInYulesKttThtIhtValPtoI’pVaIAsnAsvSQrLeutla

?roAspT:pAspAsnne:Ih:!thlnGluI:pGIuLysGinVaI

AfgTyrLlenCluklaAsaIleSerLysSerLeuGiuginklacia -

1900
IIeGlnGlnGluLysAanetIyrGluLeuGInLysLeuAsnSe:

I:pAsleePheGIyAsnIerheAspLethrSe:TrpValLys

2000

'Iytlleclntyrc1yVa1LeuIleIleValAlaVallleAlaLen

A:;IleValIleTxr?alVélclnﬁetLeuSe:A:gLeuA:gLys

. 2100 '
GlytyrAz:ProYcI?heSerSerProtroGIyTyrIleclunn

__——-————-—"_"""—/ -
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- v .o

IIeExsIleExaLysLser-dlycinrrotthlcnclucluth:

< ‘12200

.GluGInAspGlyGlySerAsnGlyclylsylrg!yrterroTtp

ProIleAlaIyrIleKisPheLenlleAtgciuIenIleAtzLen

'.l : [ ] - w [
Leuthr&:gLeutyrSerI1eCysA:gAspLenteuSerArgSQt

2300 ' '
PheLenThrLeuGlnLeuIlertGlnA:atcnltgAspItchn

ArgLeuA:gIhrAlaPheLeuQlnIyrGlyCyscln!:pllecln

2400
GluAlaPheGlnAlaAlaAlaAtgAla!hrAr:GlthrLeuAll

GlyAl;CysL:gGlyLeuTrpA:gVa1LeuGlnAerleGlyAtg

o 2500

'GlyIleLeuAIaVclrroAr;A:gIIeArgGlnclyAlaGIuIIQ

AlaLeuLeu***GlyThr&laVaISerAlaGIylroLeuIyrclu

' . 2600
ty:Se:HetGluGlyPtoSerSer&rgLysGIyCIuLys?heVal
GinAlth:LystyrGly |
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30/ Composition for the in_ vitro diagnosis of the
presence in a biological human sample of antibodies
against a human HIV-2 virus capable of having a
cytopathogenic effect for the T4 lymphocytes,
characterised in that it contains at least onme
antigen, especially a protein or a glycoprotein of .tho
HIV-2 retrovirus accbrding’ to anyone of claims 1 to 9,

or at least one antigen according to anyone of claims

10 to 19.

21/ Composition according to claim 20, characterised

in that it consists of a total extract or of a lysate
o the abovesaid retrovirus. '
22/ cOmposition according to claim 20, characteriaed
in that the antigen consists of at least one of the
internal core protein of tpe' abovesaid virus, _chosen
among proteins. or glycoproteins pl2, pilé -ahd pa6,
having respectively molecular weights of 'the' order of
12000, 16000 and 26000 daltons.

23/ Composition according to claim 20 or claim 21,
characterised in that it contains a glycoprotein
gp140, having a molecular weight of the order of
130000 to 140000 daltons. .

24/ Composition according  to claim 20 or claim 21,
characterised in that it contains a Qlycgprotein gp36,
having a molecular weight of the order of 36000
daltons.

25/ Composition for the in_vitro diagnos:Ls in a
biological human sample, of antibodies against a human
retrovirus capabl_e of having a cytopathogenic effect
for the T4 human lymphocytes, comprising at least one
HIV-1 antigen, characterised in that it further
comprises at least one HIV-2 antigen according to
anyone of claims 1 to 9, especially a protein or a

Hllllll mm lllll lllll il
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glycoprotein of this HIV-2 retrovirus or at least one
antigen according to anyone of claims 10 to 19.
26/ Composition according to claim 25, characteriud
in that it.contains core proteina of HIV-1 and of
HIV-2. | | |
27/ Compo_sition. according to claim 26, characterised
in that it contains the p25 of a HIV-1 and p26 of a
HIV-2. _
28/ _Comp_osition according to claim 26, characterised
in that it contains the pl8 of a HIV-1 and the pl6 of
a HIV-2. _
29/ Composition according to claim 25, characterised
in that it contains em(alope glycoproteins of a HIV-1
and envelope glycoproteins of a HIV-2.
30/ Composition according to claim 29, characterised
in that it contains the gpll0 of HIV~-1 and gpl40 of
HIV-2. o
31/ Composition acéording to claim 29, or claim 130,
characterised in that it contains the gp42 of HIV-1
and the p36 of nrv-z.
32/ Compos:.tion according to claim 26, characterised
in that it contains mixtures on the one hand of
antigens proteiné or glycoproteins of HIV-1 or of the
whole, on the other hand, mixtures of proteins or
glycoproteins of HIV-2 or both together. |
33/ Process for the in vitro detecti.on of the
presence of antibodies, induced in man infected with a
human HIV-2 retrovirus, in a human biological sample
such as a serum and more parficnlarly for the in vitro
diagnosis of a potential.or existing LAS or AIDS due
to such Fa retrovirug and obtained from the person
being diagnosed, characterised in that this bioclogical

~ sample is contacted with an antigen recognized by an
- antibody induced in the infected man, by a human HIV-2
retrovirus as defined in claims 1 to 9 in conditions

LN O A
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authorizing the formation of an immunological complex
between this antigen and said antibody and in that the
possibly i-munological conjugate formed Dbetween this
antibody and the antigen used is detected.

34/ Method according.to claim 33, characterised in

- that the Dbiological sample is contacted with an

antigen according to anyone _qt claims 10 to 19 or a
composition according to anyone of claims 20 to 24 in
conditions  authorizing the fbr:_étion of an
immunological complex between this antigen and said
antibodies and in that the immunclogical conjugate
possibly formed between these anti-BIV-2 antibodies
and the antigen used is detected.

35/ Method according to claim 34, characterised in
that said immunological conjugate is detected by a
reaction between the possibly formed immunological
conjugate and. a labelled reagent formed either by
anti-human immunoglobulin antibodies either by

‘bacterial A protein and in that the complex formed

between the reagent and the above immunological
con]ugate is detected.

36/ Method for the in vitro detection of the presence
of antibodies recognizing antigens of a human
retrovirus capable of héving a cytopathogenic effect
for the T4 human lymphocytes in a human biological
sample like a serum and more particularly for the in
vitro diagnosis of a potential o} exjsting LAS or AIDS
caused by a hnman retrovirus, characterised in that
;his biologi'cél sample obtained from the person being
diagnosed, is contacted with a mixture of antigens
capable of giving a specific immunological reaction
with the antibodies against, on the one hand a.human
HIV-2 retrovirus capable o: having a cytopathogenic
effect, as defined in anyone of claims 1 to 9 on the
other hand a human HIV-1 retrovirus and in that the

-
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immunological conjugate possibly formed between at
least one of these antigens and said antibodies is
detected. : '

37/ Method according to claim 36, characterised in
that the biological sample obtained from the person

 being diagnosed 1is contacted with a mixture of

antigens obtained both from both a HIV-1 and a HIV-2
retrovirus according to any one of claims 1 to 9,
especialiy with a composi-t_:ion according to anyone of

- claims 26 to 32 and in that the immunological complex

possibly forme'd between at least one of these antigens
and said antibodies is detected.

38/ Kit for the detection of antibodies against a
retrovirus capable of having a cytopathogenic effect
for man, of the HIV-2 type, in a biological sample,
particularly of a person possibly carrying such
antibodies, characterised in that it comprises :

- at least an antigen such as defined in any of claims

10 to 19_. or a composition these as defined in anyone.

of claims 20 to 32 and 34 and

- means for detecting the immunological conjugate
resulting from the immunological reaction bhetween the
antigen and said biological sample. |

39/ Kit according to claim 38, characterised in that
means for detecting the immunological conjugate formed
coprisés human anti-immunoglobulins or an A protein
and means for detecting the complex formed between the
anti-HIV-2 antibodies contained in the detected
immunological conjugate.

40/ Kit for the in vitro diagnosis of the presence of
antibodies against a retrovirus which is
cytopathogenic for human T4 lyhphocytes, particularly

of a person possibly carrying these antibodies,

characterised in that it comprises :

So* ¢ L M s x
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- a mixture of at least one HIV-1 antigen and at leagt
one HIV-2 antigen, particularly a composition a4
defined in anyone of claims 25 to 32,

- means for detecting an immunological conjugate
resulting from the immunological reaction between the
antigens and the antibodies of the biological tluid.
41/ Immunogenic composition containing an envelopg
glycoprotein ‘of the HIV-2 human retrovirus as defined
in anyone of claims 1 to 9 such as the gpl40 of thig
retrovirus, or part of this glycoprotein capable of
inducing antibodies against nxv-z in association with
a pharmaceutically acceptable vehicle, appropriate for
the constitution of vaccines effective against HIV-2.
42/ Composition acco_fding to claim 41 characterised

~in that it contains at least an immunogenic part of a

20

25

30

glycoprotein‘éontaining_a proteic backbone having the
following sequence this immunogenic part being capable
of inducing  antibodies against a human HIV-2
retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9.
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ERVRR o )

MetMetAsnGluleuLeulleAlalleleuleudlaSerAlaCys

5 .~ LeuValTyrCysThrGlaTyrValThrValPheTyrGlyValPro

thtI:pLysAsnAlaThtIleProLeurheCysAlth:ArgAs;

100
A:g&spIh:I:pGlthtIIeGInCysLeuPtoAspA:sLspAsp
10

IyrGlnGluIIeIhrLeuAanaIThzclnAlaPheAspllar:p

‘ 200 )
. AlnAcnthtVaIThrGIuGInAIaIIeGIuAspValTerxszeu

. : ’ - .o - . °
15 PheGIthrSe:IleL;s?xoCysValLysLeuTh:PtoLeuCyl

) . 300
ValAlauetLysCysSersethrGIuSe:SethrGIyLsnhsn

Thth:se:LysSethrserTh:Tthh:Ihth:ProThrAsp

20
400
GlnGluGlnGIuIIeSerGIuAspThrProCysLIa&rg&laAsn

AsnCysSerGlyLenClyGluGluGluThrIleAsnCysGinPhe

25 AsnifetThrGlylLeuGluArgAsplyslysLysGlaTyrAsnGlu

500
1‘h:"!:t:p'ry'::".-ie:.'l.yslsspVaI.Valcysm.utlrl: AsnAsnSer!hr

Asnclnthrc1n¢ystyrHetAsnﬁisCysAscTh:Se:ValIle

30 600

ThrGIuSerCysAspLysnsterrpAspAl.11eA-g°heA';

s . . e .
TyrCysAlaProProGlyTyrAlaleuLeuArgCysAsnAspThe

=
-
|

.

!

: 700
35 AsnIytSerGlyPheLll!roAanysSQrLysValValAlaSer

N O 0

s
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rh:c;srhiA:;higﬁeic1urh:c1u:h:se:ti::E§rhéc1,-

!heLsnGlth:AtgAlaGIuAsnAr:IhtIszlerrIrpnxn

GlyArgAspAsnA:gIh:llgIleSerLeuAsnLystrIyrAsn

. - 900
LeuSerLeuEstysLysA:o?roleAsnLysIhrValLyscln

IleHetLequtSeiGlyBis?al?heﬂisSe:EisTyrGlnP:o

. ‘e . . L] ]
IleAsnlysArgProArgGlnAlalrpCysTzpPhelysGlyLys

1000 :
!rpLysAspAlaHe:GlncIuValLysIhrLeuAlaLysﬂst:o

*

ngty:ifgclth:AsnAspThtArgAsnIIeSerPheAIaAln
. 1100 '
ProGlyLysGIySerAspP:oGIuValAlaIyrhetIrpIhrAsn
c,sA:gc1y61urheLeuryrcysA£nne:rh:r:prheLeuAsn
. 1200
TrpIleGIuhsnLysThrEzsArgAsnIyrAla”roCysH sIle
LstlaIleIIeAsnThtI:pﬁisLysVa161yArgAanaITyr
. 1300
LeuPro?’bAr'GluG1yGluLeuSerCysAsnSerThrVa‘Th:

SErIleIIeAIaAsnIIeAspTrpGlnAsnAsnAsnGlnIhrAsn

Ile;h'PheSeralaGIu?aIAIaGluLeuTy-ArgLeuG uLeu

1400
clyAspIerysLeuValclnIIethr!roIIeGIyPheAIAP:o
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5 .tﬁrhysclnny;tzityiéefSe:dlllisélylr:listhxttg

. 1500
Glthl?heVa1LeuG1y!heLeuG1y?heLeu&1:Th:A1:Gly

SQrAlaHe:GIyAlaArsAlaSerLeuTh:?aISerAIaclnSer

. 1600
LrgthrLeuLeuAlaGlyIle?alGlnGlnGlnGInGInLcuLen

Asp?al?alhzsttgclnclnGluLeuLcuAr;Leth:Valtrp

. 1700
15 Glyth:LysLsnLeuGlnAlaArgYa11h:LlaI1eG1uLyaryt

*

4 _ LeuGlnAspGlnLlaA:gLeuAsnSe:I:pGlyCysAIa?heArg

. 1800
-GanaICysﬂzsth:IhtVaIP:oI:pVaILsnAsnSe:LeuLla

20
!roAspI:pAspAsnHeth:T:pGlnGluI:pGIuLysG1:?;1

1900
25 IleGlnGlnGluIy:Lane:TyrcluLeuGInLysLeuAsnSer

t:pAsleePheGlyAsnI:p?heAspLethrSerIrdellys

2000
TytIleG1nIy:G1yVlILeuIIeIIeValAlaValileLlaLeu

30 ’
A:sIleVaIIIertVaIValclnne:LeuSe:A:gLeuA:gLys

. 2100
Glyry:A:g?toVi1?heSerSerP:o?:oGlytyrlleclnshu

A AT ST b A
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IIeELsIlcEx:LysAtpAr*élycln!:oAlaAsnGIuGIntht
. . 2200
GIuGIuAspGIyGlySerAsnclyclylspArOIyrt:pProrrp

ProIIeAlaTyrIleHisPheLeﬁIIeArgGInLeuIIeA:gLea

Leuthr&r;keuryrSetI1eCyergLspLeuLeuserA:gSet

2300 '
?heLenIhrLeuGlnLeuIleTy:GInAsnLeuAr;AspIrchu

ArgLenA:;IhrAlaPheLeuGlntyrclyCysGInrrplleGIn

2400
GIuAlarheGIaAlaAlaAlaArgAlth:ArgGlnIhrLeuAla

GlfAlaCysArgGiyLeuIrpA:gValLéuGIuArzlleGlyAr;
. 2500

GlyIIeLeuAlaVaIP:oArgArgIIeA:gGInGlyAlaGIulle

AlaieuLeg
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43/ Immunogenic composition according to claim 41 or
claim 42 characterised in that it is dosed in antigen
in order to enable the administration of a dosage-unit
of 10 to 500, particularly from 50 .to 100ug/kg of
bodyweight.

44/ Antibody speclflcally recognlzlng an antigen of a
HIV-2 retrovirus, according to anyone of claims 1 to
9.

45/ Antobody according to claim 44, characterised in
that it is monoclonal.

46/ Nucleic acid, optionally labelled, derived of
part at least of ﬁNA of the HIV-2 virus or of one of _
its variants. as defined in anyone of claims 1 to 9,
characteriséd by its hybridization capacity with the
RNA of said HIV-2 virus _ané by the absence of
hybridization in étringent conditions with probes 1 to
4 respectively comprising the nucleotides 390-1070,
990-1260, 2170-2240, 3370-3640 of the DNA derived from
the HIV-1 genome. | | | |

47/ Nucleic adcid according to claim 46 containing at
least part of a ¢DNA sequence capable of hybridizing
with the whole genomic RNA of a HIV;Z retrovirus
‘according to anyone of claims 1 to 9 and not
hyhridizinq in stringent conditions wi'r.h the pfobes
which DNA fragments derlved from ‘the HIV-1l genome are
respectlvely constltuted by fragments de11m1ted by the
nucleotides 990-1070, 990-1260, 2170-2240, 3370-3640
of the DNA derived from the HIV-1 genome.

48/ Nuclelc ac1d according to claim 46, character1sed
in that it contains the nucleotidic sequence :

———
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10

100

. - E : : 5
GTGGAAGGCGAGACTGAAAGCAAGAGGAATACCATTTAGTIAMAGG
GMCAGC?ATACTI Gu'mAGGGCAGuAAGIMCIMCAG&AACAGC

ACEGCAGGGACﬂ:ﬂrCCAGAA&KH&;CTGTAAOCAAGGGAGGGAC&TI
(3&GCTGGTIIRESAACGCCECAHS%PIC&CTGIRTA&TAIACCCGCI&)

| CQEEGTACTTCAGTCGCICTGCGGAGAGGCTGGCAGAITGAGCCC

GA!CTCTCCAGCACEAGACGGATGAGCCIGGGTGCCCTGCIAGAC
CCAGCACITGGCCGGTGCTGGCAGACGGCCCCACGCTTGCCTGC’

ACCETCCIQAAEAAAGC&GCAGTAGAAGCA

(LT

5

49/ Nuc
in that
all or

~ hereaft:

having -
reactios
defined
sequenc
infecte
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49/ Nucleic acid according to claim 46, characterised
in that it contains a nucleotidic sequence cdding'tor
all or part of the aminoacid sequence indicated
hereafter, this sequence or part of aminoacid sequence
having the capacity of giving a specific immunological
reaction with antibpdies against a HIV-2 retrovirus as
defined in anyone of claims 1 to 9 when this aminoacid
sequence is contacted with a serum of a patient
infected with a HIV-2 retrovirus :
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50/ Nucleic acid according to claim 46, characterigeq
in that it contains a nucleotidic sequence coding for
part at least of the aminoacid sequence indicated
hereafter, this aminoacid sequence being capable of
with
antibodies against a HIV-2 retr_ovirus_ as defined in
anyone of claims 1 to 9 when this aminoacid sequence

is contacted with a serum of a patient infected with a
HIV-2 retrovirus :

ArglysAlaPhelys

c,ii?;ﬂ?iﬁ??clyLthIEBI?IisSeihlaArgGInéy;A:z
o . 1200
AlaProArgA:gGlnGlyCysItpLySCysGlyLysProGIyixs
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' ‘ . 1300
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IS
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1600
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‘ » zsoo h - .-
LeuLeulxsLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln
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51/ Nucleic acid according to claim 46, characterised

in that it contains a nucleotidic sequence coding for
the totality or part of the

aminoacid sequence
indicated hereafter,

the encoded aminoacid sequence
having the capacity of giving a specific immunological
reaction with antibodies against HIV-2 xfetr'ovirua as
defined in anyone of claims 1 to 9 when it is
contacted with a serum of a pa_tient infected with a

!otGlyAlaAtgAinSe:VtILeuA:gG1;LyiLysllaLspclu
..Lenﬁlulrtile&rihcd&rk!roﬁ}yﬁi,ﬂysLinLjstyr#:é
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100 . . .
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: . B -. - - ) oo .
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o .. * 200 : L) LI
~LysSerLeuPheAsnThrValCysVallleTIrpCyslleBisAla

E3

L 4 [ ] . . . -9 * . »
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| . . " 300 . |
ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysMecProSer

Y e : - . . e
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» 38 Kit for the detection of antibodies against a retrovirus capable of having a cytopathogenic effect

for man, of the HIV-2 type, in a biological sample, particularly of a person possibly camrying such
antibodies, characterised in that it comprises: = -

— at least an antigen such as 'defined in any of claims 10 to 19, or a composition these as defined in

5§ anyone of claims 20 fo 32 and 34 and : '

— means for detecting the immunological conjugate resulting from the immunoiogical reaction
between the antigen and said biological sample.

39. Kit according to claim 38, characterised in that means for detecting the immunological conjugate
formed comprises human anti-immunoglobulins or an A protein and means for detecting the complex

10 formed between the anti-HIV-2 antibodies containied in the detected immunological conjugate. :

40. Kit for the in vitro diagnosis of the presence of antibodies against a retrovirus which is
cytopathogenic for human T4 lymphocytes, particularly of a ‘person possibly carrying these antibodies,
characterised in that it comprises : '

— a mixture of at least one HIV-1 antigen. and at'least one HIV-2 antigen, particularly a composition

15 as defined in anyone of claims 25 to 32,

— means for detecting an immunological . conjugate resulting from the immunological reaction
between the antigens and the antibodies of the biological fluid.

41. Immunogenic composition containing an envelope glycoprotein of .the HIV-2 human retrovirus as
defined in anyone of claims 1 to 9 such as the gp140 of this retrovirus, or part of this glycoprotein capable

20 of inducing antbodies against HIV-2 in association with a pharmaceutically acceptable vehicle,
appropriate for the constitution of vaccines effective against HIV-2. :

42. Composition according to claim 41 characterised in that it contains at least an immunogenic part
of a glycoprotein containing a proteic backbone having the following sequence this immunogenic part

being capable of inducing antibodies against a human HIV-2 retrovirus as defined in anyone of ‘claims 1 to

25 9.
ENViR
'30 . | . ¢ 4. .
MetMetAsnGlnleuleuIleAlalleleulendlaSerilaCys
35 " LeuVallyrCysThrGlaTysValThrVallhelysClyValPro _ ' r
-t ° . ' . - ° - ., ®
ThrTrplysAsnAlaThrIleProleuPheCysAlaThrAzrgAsa
40 T 100 S, . .
Ct ArgAspThrIrpClyThrIleGloCysleuProAspAsadspAsp
TyrClnClulleThrleuAsaValThréluAla?heAspalaTrp
45 : ) ,
. 200 e .
AsnAsoThrValThrGluClnAlalleCludsp7alTrplislen
- ) . - . ) . . .
50 ' PheGluThrSerIlelysPzroCysVallysleuThzr2roleuCys
L ® . : L] 300 [}
ValAlalietLysCysSerSerThrGluSesSerThrClyAsnasa
% ® . | . e .
ThrThrSerlysSerThrSerThrThrThrThrThrProThrisp
[ ] [ ] [ ] ‘oo
60 ClnéluCloGlulleSerGluAspThzProCysAlalrydlaAsy
A3pCysSerGlylenClyGluGluGluThrIleAsnCvysGlinPhe
65 . * ) ’ | * : [ ' L] N L]
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43, |mmunogemc composition according to claim 41 or claim 42 characterised in that it is dosed in
antigen in. order t0 enable the admnmstraﬁon of a dosage-unit of 10 to 500, particularly from 50 to
100 pg/kg of bodyweight.
20 44, Antibody specifically recogmzmg an antigen of a HIV-2 retrovirus, aoeordmg to anyone of
claims 1 to 9.

45. Antibody according to claim 44, characterised. in that it is monocional.
46. Nucleic acid, optionally labelled, derived of part at least of RNA of the HIV-2 vizus or of one of its
variants, as defined in anyone of claims 1 to 9, characterised by its hybridization capacity with the RNA of
25 said HIV-2 virus and by the absence of hybridization. in stringent conditions with probes 1 to 4 respectively
comprising the nucleotides 990-1070, 990-1260, 2170-2240, 3370-3640 of the DNA derived from the HIV-1
genome.

47. Nucleic acid according to claim 46 contammg at least part of a cDNA sequence capable of
hybridizing with the whole genomic RNA of a HIV-2 retrovirus according to anyone of claims 1 to ¢ and
not hybridizing in stringent conditions with the probes which DNA fragments derived from the HIV-1
genome are respectively constituted by fragments delimited by the nucleotides 990-1070, 990-1260, 2170-
2244, 3370-3640 of the DNA derived from the HIV-1 genome.

48, Nucleic acid aceording to claim 46, characterised in that it contains the nucleotidic sequence :

G‘IGGMGGCGAGACTUW&GGA.\TACQTHAGRW
GMCAGCIATACTI&:‘I’CAGGGCAGuMGTMCIMCAMCAGCTGAG

mmmcmccmuccsscrcruccumosma\mcsm
ccmmucomnmmmnwmcccccmcrm'
' CATTGTACTICAGTCGCTCTGLGGAGAGGCTGOCAMATIGASCCCTGAAG
‘GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGAGCC TOAGTOUCTOCTAGACTCICA . -
ocaccamcccccmccncacocccocmmccmcnm
mmrummmm '

49. Nucleic acid according to claim 46, characterised in that it contains a nucleotidic sequence
coding for all or part of the aminoacid sequence indicated hereafter, this sequence or part of aminoacid
sequence having the capacity of giving a specific immunological reaction with antibodies against a HIV-2
retrovirus as defined in anyone of claims 1 10 9 when this ammoacld sequence is contacted with a serum
of a patient infected with a HIV-2 retrovirus :
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50. Nucleic acid according to claim 46, characterisad in that it contains a nucleotidic sequence
coding for part at least of the aminoacid sequence indicated hereafter, this aminoacid sequence being
capable of giving a specific immunological reaction with antibodies against a HIV-2 retrovirus as defined

45 in anyone of claims 1 to 9 when this aminoacid sequence is contacted with a serum of a patient infected
with a HiV-2 retrovirus :
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51. Nucleic acid according to claim 46, characterised in that it contains a nucleotidic sequence :

15 coding for the totality or part of the aminoacid sequence indicated hereafter, the encoded aminoacid 15
sequence having the capacity of giving a specific lmmunologrml reaction with antibodies against HIV-2 ’ '
retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 when it is contacted with a serum of a patlent infected with

3 a HIV-2 retrovirus :
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.' 50 52 Nucleic acid accordmg to clalm 46, characterised in that it contains a nucleotldlc sequence
coding for the totality or part of the aminoacid sequence indicated hereafter, the encoded aminoacid
sequence having the eapacny of giving. a specific mmunologuml reaction with antibodies against a HIV-2
; - retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 when it is contacted with a serum of a patient infected
specifically with a HIV-2 retrovirus.
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: 53. Nucleic acid according to claim 46, characterised in that it contains a nucleotidic sequence
coding for the totality or part of the aminoacid sequence indicated hereafter, the encoded aminoacid
' sequence having the capacity of giving a specific immunological reaction with antibodies against HIV-2
50 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 when this aminoacid sequence is contacted with a serum
‘of a patient infected with a HIV-2 retrovirus :
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. - 54, Reeombmant nucleic acid comprising a cDNA or part of this ¢cDNA according to anyone of
.- claims 46 10 53' and/or a RNA or part of a RNA oorrespondmg o this cDNA inserted in a nucleic acid
- coming from a vector. -
: _55. Recombinant nucleic acid meording to claim 52, characterised in that it is labelled.
.. 56. Process for the detection of a retrovirus capable of having a cytopathogemc effect for man, of the
" HIV-2 type or of its RNA, in a biological liquid or tissue especially for the in vitro diagnosis in man for the
* potentially or existence of LAS or AIDS, characterised by.contacting nucleic acids contained in this
.~ ‘biological liquid or tissue with a probe containing a nucleic acid according to anyone of claims 49 to 53-in
... stringent hybridization conditions, or containing a DNA presenting a sequence homologie of at least
. 70 %, preferably of at least 90 % with the RNA of a retrovirus according to anyone of claims 1 to 9 and
capable of hybridizing with this one, in non stringent conditions with the « spot blot» technique the
. above contacting being realised for the time necessary for said hybridization to occur and being followed
~of the washing of the hybride formed, with a solution ensunng the ‘preservation of said smngent
conditions and the detection of the hybride formed..

57. A process for the production of a retrovirus capable of having a cytopathogemc effect for man, of
the HIV-2 type characterised by culturing in human T4 lymphocytes or in permanent cell fines derived
from said T4 lymphocytes and carrying the T4 phenotype, which lymphocytes or cell lines had previously
been infected with an isolate of HIV-2 virus as defined in anyone ‘of claims1 to 9, particularly when the

level of reverse franscriptase activity has reached a determined threshold, recovering and purifying the

amounts of virus released in the culture medium of said lymphocytes or cell lines, particularly by
differential centrifugation in a gradient of sucrose or metrizamide. .

58. A process for the production of specific antigens of the HIV-2 retrovirus characterised by lysing,
particularly by means of detergent, such as sodium dodecyisulfate for instance 0.1 % SDS in a RIPA
buffer) of the purified virus obtained after reallsahon of the process according to claim 57 and recovering
the lysate containing said antigens.

58. Process for the production of a hybrldlzatlon probe for the detection of RNA of HIV-2 retrovirus
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characterised by the insertion of a DNA sequence, particularly according to anyoneé of claims 46 to 53, in a
cloning - vector, by in vitro recombination, cloning the modified vector obtained in a competent cellular
host, and recovering the DNA-recombinants obtained. o

' 60. The hybridoma secreting the monoclonal antibody according to claim 45.

61. Application of the polyclonal antibodies according to claim 44 or of the monocional antibodies
according to claim45, to the detection of HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims1 to 9 in a
biological preparation. : : : : .

62. Application of the polycional antibodies according to claim 44 or of the monocional antibodies
according to claim 45, to the detection of antigens of the HIV-2. retrovirus as defined in anyone of claims 1
to 9 in a biological preparation. .

63. Application of the polycional antibodies according to claim44 or of the monoccional antibodies
according to claim45 to the purification of viral antigens of HIV-2 retrovirus as defined in anyone of
claims 1 to 9. : :

Claims (for the Contracting States : AR, ES, GR)

1. HIV-2 human retrovirus, having the capacity of infecting human T4 lymphocytes and being capable
of causing AIDS in man, this retrovirus being. constituted of one of the retroviruses deposited with the
CNCM under n°1-502, 1532, 1-842 and I-643 and with the ECACC under n°87.011001 and 87.011002
(corresponding to n° 502 and 1-532 respectively), or a variant of one of these retroviruses comprising all
the antigens which are recognized by the antibodies raised against the corresponding antigens of anyone
of the retroviruses having been deposited with the CNCM or with the ECACC as said above.

2. Human retrovirus according. to claim 1, characterised in that its genomic RNA is capable of
hybridizating under stringent conditions with the complementary chain of a ¢cDNA or c¢cDNA fragment
derived from the genomic RNA of anyone of the retroviruses deposited with the CNCM under n° I-502, |-
532, 1-642 and 1-643 and with the ECACC under P 87.011001 and 87.011002 (corresponding to n° 1502
and |-532 respectively). o _ .

3. Human retrovirus according to claim 1, characterised in that it comprises a set of antigens formed
by core proteins having molecular weights of the order or,12000, 16000 and 26000 daltons respectively,
proteins or glycoproteins having molecular weights respectively of the order of 36000 daitons and of the
.order of 42000-45000 daltons and a major envelope glycoprotein having a molecular weight of the order
of 130000-140000 daitons. :

4. Human purified retrovirus according to claim 1, pathogenic for man and capable of causing AIDS,
characterised by the whole following properties: - '

— the preferred target for the HIV-2 retrovirus consists of human Leu 3 celis (or T4 lymphocytes) and
for permanent cell lines derived of said T4 lymphocytes ; .

— it is capable of having a cytopathogenic effect for the human T4 lymphocytes which it infects ;

— it has a reverse transcriptase activity which requires the presence of Mg+ ions and has a strong

 affinity for polyadenylate oligodeocythymidylate (Lpoly(A)-oligo(dT)12-18) ;
" — it has a density of approximately 1.16 in a sucrose gradient ;

— it has a mean diameter of 140 nanometres and a core having mean diameter of 41 nanometres ;

— it can be cultivated in permanent cell lines expressing the T4 protein ;

— it is not infectious in T8 lymphocytes ;

— the lysates of this virus contain p26 protein which does not crossreact immunologically with p24
protein of the HTLV-1 virus or of the HTLV-2;

-— said lysates further contain p16 protein which is not recognized immunologically by p19 protein of.
HTLV-1 or of HTLV-2 in radicimmunoprecipitation assays ;

— said lysates further contain an envelope glycoprotein having a molecular weight of the order of
130,000-140,000 daltons which does not crossreact immunologically with gp110 of HTLV-1 retrovirus ;

— said lysates further contain a protein or a glycoprotein which can be labelled by 3S-cystein,
having a molecular weight of the order of 36,000 daltons ; _

— the genomic RNA of HIV-2 does not hybridize under stringent conditions with the genomic RNA of
HIV-1 and does not hybridize under non-stringent conditions either with the env gene, or with the LTRs of
HIV-1 ; :

— the genomic RNA of HIV-2 hybridizes weakly under non-stringent conditions with nucleotide
‘sequences comprising on the one hand nucleotides 990-1070 and on the other hand nucleotides 990-1260
of the gag region of the HIV-1 genome. :

5. Retrovirus according to anyone of claims 1 to 4, characterised in that it does not mudtiply in
chronic fashion in the lymphocytes of macaques rhesus monkeys, when it has been injected in vivo and in
working conditions which permit the development of the STLVllly,, virus, as have been described by
Letvin et al., Science (1985) vol. 230, 71-75. .

- 8. The retrovirus of any of claims 1 to 5, characterised in-that the sequence ‘comprising the R region
and the U3 region of the sequence comprising its genomic RNA also contains a nucleotidic sequence
whith corresponds to the following nucleotide sequence : '
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GTGGAAGGCGAGA&:HEAAAGCAAGAGIHU“NM:CAITTAGTIAA&GGAﬁUKS
IEAACACK:LXTACT?KKZH:AGCIR:AC&;AA(HHLACT!A&HHSKAACAGC:HEAG

ACTGCAGGGACTTTCCAGANGGGGCTGT AACCAAGGGAGGGACATGGSAG,
Guucsmnmmnmrm\cccscm '
' CATTGT ACTTCAGTCGCTCTGCGEAGAGGC TGGCAGAT TGAGCCCTGAAG
‘GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGAGCCTGGGTGCCCTACTAGACTCTCA,
- CCAGCACTTG0CCAGTOCTGGCAGACGGCCCEACGCTTGCCTCTTARK

mcrmmumﬂccmcamm

7. Retrovirus according to anyone of claims 1 to 5 characterised in that its genomic RNA contains a

gag sequence corresponding to the following nucleotide sequence :
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8. Retrovirus according to anyone of clazms 1 to 6 characterised in that its genomic RNA contains a
env sequence corresponding to the following nuclectide sequence
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9. Retrovirus according to anyone of claums 1o 8 characterised in that its RNA does not hybridize

- under stringent conditions with the genomic: RNA of HIV-1 and does not hybridize under non-stringent

conditions, with the env gene and the LTR close to it, more particulady with - the nucleotidic
sequence 5290-8130 of HIV-1 and does not hybridize under non-stringent conditions with sequences of
the pol region of the HIV-1 genome, particularly with the nucleotide sequence 2170-2240.

10. A process for the production of specific antigens of the HIV-2 retrovirus characterised by the
lysis, particularly by means of detergent, (such as sodium dodecylsulfate for instance 0.1 % SDS in a RIPA
buffer) of the purified HIV-2 rétrovirus accordmg to claims1 t0' 9 the recovery the lysate containing said
antigens.

11. Process according to claim 10, comprising further :

— the separation from the lysate and the purification of one of the antigens conslstlng of one of the
proteins or glycoproteins p12, p16, gp36, p43, gp140.

12. Process according to claim 11, characterised in that the antigen having the immunological
characteristics of the HIV-2 p12 protein, recognized by antibodies formed against a retrovirus according
to anyone of claims 1 to 9 is separated and purified, this antigen: havmg a molecular weight of the order of
12000 daltons.

13. Process according to claim 11, characterised in that the antigen having the immunological
characteristics of the HIV-2 p16 protein, recognized by antibodies formed against a retrovirus according
to anyone of claims 1 10 9 is separated and punﬁed this antigen having a molecular welght of the order of
16000 daitons.

14. Process according to claim 11 characterlsed in that the antigen having the immunological
characteristics of the HIV-2 p26 protein, recognized by antibodies formed against a retrovirus according
to anyone of claims 1 to 9 is separated and purified, this antigen having a molecular weight of the order of
26000 daltons.
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" 15. Process according to _daim 11, characterised in that the antigen having the immunological
characteristics of the HIV-2 gp36 protein, recognized by antibodies formed against a retrovirus according
to anyone of claims 1 to 9 is separated and punfled this antigen having a molecular weight of the order of
36000 daltons. -

16. Process aocordlng to claim 11, characterised in that the antlgen havmg the lmmunologucal
chiaracteristics of the HIV-2 p42 protein, recognized by antibodies formed against a retrovirus according
to anyone of claims 1 to 9 is separated and punﬁed this antigen. having a molecular. weight of the order of
42000-45000 daltons.

17. Process according to claim 11, charactensed in that the antigen having the lmmunologlcal
characteristics of the HIV-2 gp140 protein, recognized by antibodies formed against a retrovirus

according to anyone of claims1 to 9 is separated and purified, this antigen having a molecular weight of
the order of 130000-140000 daltons.

18. Process according to claim 11, characterised in_ that the antigen separated and purified has the
following aminoacid sequence or a part of said sequence, providing that it raises a specific immunological
reaction with antibodies against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of claims 1 to 9, especially when
this antigen is contacted with the serum of a patient infected with HIV-2.
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19. Process according to clalm 11, characterised in that the antigen separated and purified has the
foliowing aminoacid sequence or a part of said sequence, providing that it raises a specific immunological
reaction with the antibodies against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of claims 1 to @, especially
when this antigen is contacted with the serum of a patient infected with HIV-2.
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20. Process according to claim 11, characterised in that the antigen separated and purified has the
following aminoacid sequence or a part of said sequence, providing that it raises a specific immunological
reaction with the antibodies against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of claims 1 to S, especially
when this antigen is contacted with the serum of a patient infect with HIV-2:
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21. Process according fo claim 11, characterised in that the antigen separated and purified has the
following aminoacid sequence or a part of said sequence, providing that it raises a specific immunological
reaction with the anibodies against a HIV-2 retrovirus, according to anyone of claims 1 to 9, especially
when this antigen is contacted with the serum of a patient infected with HIV-2
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22. Process for the in vitro detection of the presence of antibodies, induced in man infected with a
human HIV-2 retrovirus, in a human bioldgical sample such as a serum and more particularly for the .in
vitro diagnosis of a potential or existing LAS or AIDS due to such'a retrovirus and obtained from the
person being diagnosed, characterised in- that this biological sample is contacted with an antigen

: recogrlized by an antibody induced in the infected mean, by a human HIV-2 retrovirus as defined in claims
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1 to 9 in conditions authorizing the formation of an immunological complex between this antigen and saig
antibody and in that the possibly immunolégical conjugate formed between this antibody "and the antigen
used is detected. o i - . ' : :

. 23. Method according to claim 22, characterised in that the biological sample is contacted with an

antigen obtained by a process according to anyone of claims 12 to 21 in conditions authorizing the

formation of an immunological complex between ' this antigen and said antibodies and in that the
immunological conjugate possibly formed between these anti-HIV-2 antibodies and the antigen used is
detected, | ph . _

- 24. Method according to claim 23, characterised in that said immunological conjugate is detected by

a reaction between the possibly formed immunological conjugate and a labelled reagent formed either by

anti-human immunogiobulin-antibodies either by bacterial A protein and in that the complex formed

between the reagent and the above immunological conjugate is detected. ' |
28, Method for the in vitro detection of the presence of antibodies recognizing antigens of a human
retrovirus capable of having a cytopathogenic effect for the T4 human lymphocytes in a human biological
sample like a serum and more particularly for the in vitro diagnostis of a potential or existing LAS or AIDS
caused by a human retrovirus, characterised in- that this biological sample obtained -from the person
being diagnosed, is contacted with a mixture of antigens capable of giving a specific immunological

reaction with the antibodies against, on the one hand a human HIV-2 retrovirus capable of having a

Cytopathogenic effect, as defined in anyone of claims 1 to 9 on the other hand a human HIV-1 retrovirus

and in that the immunological conjugate possibly formed between at least one of these antigens and said

antibodies is detected.; I ' ' '
26. Method according to claim 25, charactérised in that the biological sample obtained from the

. person being diagnosed is contacted with-a mixture of antigens obtained both from a HIV-1 and a HIV-2,

according to anyone of claims 1 to 9, especially with antigens obtained by the process according to

anyone-of claims 11 to 21 and HIV-1 antigens obtained by the same process, except that it is applied to a

HIV-1 retrovirus and in that the immunological conjugate possibly formed between at least one of these
- antigens and said antibodies is detected. - ' '

. 27. Process for the obtention of antibodies specifically recognizing an antigen of a HIV-2 retrovirus
comprising : . - L N .

-~ — the immunization of an animal with a HIV-2 retrovirus according to anyone of claims 1 to 9,

— the recovery of the antibodies formed. - . ' ' .
. 28. Process for the production of a nudleic acid or of a nucleic acid fragment derived from the RNA of

2 'HIV-2 retrovirus according to anyone of claims 1 fo 9, comprising : -

_— the ultracentrifugation of the supemanant of a cells culture- infected with an isolate of a HIV-2
retrovirus according to anyone of claims 1 to. 9 and the recovery of the centrifugation pellet, = a
= when necessary the centrifugation of the pellet recovered on a sucrose gradient by the method
- described in EP-A-0138667 and the recovery of the sedimented pellet containing the genomic BNA,

- = the synthesis of the initiatdr cDNA chain in contact with the RNA of the virus which is purified and
. -sedimented in the presence of an oligo (dT) .initiator, in an endogen reaction which is activated by a
0 - detergent, according to the technique described in ‘Nature 312 :575-760 (1984) :
i = —=when necessary the purification of the 'RNA-cDNA hybrids by an extraction with a mixture of
“ " phenolchloroform, and precipitation with ethanol, : . B
S — the manufacture of a second cDNA chain in the presence of DNA polymerase |, RNAseH and of the
-4 desoxynuclectides, according to the method described in gene 25: 263-269 (1983), if necessary after
- extraction of the proteins present in the reaction mixture, o .' '
— thé recovery of the nucleic acid obtained. -

. 29, Process according to claim 28, characterised in that a nucleic acid is recovered being labelled if
necessary, derived of at least a part of the RNA of the HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to
.9, which hybridises with the RNA of. said ‘HIV-2 virus in stringent conditions, and not hybridizing in
~ stringent conditions with the probes 1 to 4 respectively comprising the nucleotides 990-1070, 990-1260,

2170-2240, 3370-3640 of the DNA derived from the HIV-1 genome. _ - :

" 30. Process according to claim 29 characterised in that a nucleic acid is recovered which contains at
least a part of a cDNA sequence capable of hybridising with the total genomic RNA of a HIV-2 retrovirus
according to anyone of claims 1 to 9 and not hybridising with the probes whose DNA fragments derived
from the HIV-1 genome are respectively constituted by fragments delimitated by the nucleotides 990-1070,
890-1260, 2170-2240, 3370-3640 of the DNA derived from the HIV-1 genome.

31. Process according to claim 29, characterised in that a nucleic acid is recovered which contains
the nucleotidic sequence :

mumacacmmcwcmmrwqmsmmm
- CAACAGCTATACTIGSTCAGGGCAGGAAGTAACTAACAGAAACAGETGAG
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| GAGCTOGTOGGIANCGCCTCATATTCTC I TATARTATAC CCOCTOCT TG
AT IGTACTICAGTCGCTCTGCOGAGAGGC TGGCAGATIGAGCCCTGOAG
'GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGAGCC TGGATGCCCTGCTAGACTCTCA,
ccmcamcoccccrccmcmcacccccccacccncccrccnm :
FACCTTCCTTAATAAAGCTGCAGTAGAAGCK

32. Process according to claim 29, characterised in that a nucleic acid is recovered whuch contains a
nucleotidic sequence coding for all or part of the aminoacid sequence indicated hereaiter, this sequence

.or part of aminoacid sequence having the capacity of giving a specific immunological reaction with

antibodies against a HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 when this aminoacid sequence
is contacted with a serum of a patient infected with a HIV-2 retrovirus :
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. 33.. lf’rocess according to claim 29, characterised in that a nucleic acid is recovered, which contains a
nug(eot;qsc sequence coding--for part at least of the aminoacid sequence indicated hereafter, this
aminoacid sequence being capable of giving a specific immunological reaction with antibodies against a
HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 when this aminoacid sequence is contacted with a
serum of a patient infected with a HIV-2 retrovirus :
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_ 34. Process according to claim 29, characterised in that a nucleic acid is recovered, which contains a

nucleotidic sequence coding for the totality or part of the aminoacid sequence indicated hereafter, the
encoded aminoacid sequence. having the capacity of giving a specific immunological reaction with
antibodies against HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 when it is contacted with a serum
of a patient infected with a HIV-2 retrovirus : ' ' :
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35. Process according to claim 29, characterised in that a nucleic acid is recovered, which contains a
nucleotidic sequence coding for the totality or part of the aminoacid sequence indicated hereafter, the
encoded aminoacid sequence having the capacity of giving a specific immunological reaction with
antibodies against a HIV-2 retrovirus  as defined in anyone of claims 1 to 9 when it is contacted with a
serum of a patient infected specifically with a HIV-2 retrovirus :
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-
700 . .
ﬂu‘Se:Tb:VAIGIuGInGIaIIQG Inttp!etrhelr;! roGla )

Ls_n.! 20.75.1;2:07;16151::!lc'ry:irglx:gttyfl eGlalle -
.- : -" t e
- . .« - ggo . ..

GlyLenGlnl.ysCyshIA:-He:Ty:.lsa?toﬂxrlsa!lel.el

.lsp'f.hl-ytc hGl'yr:o!.ysG ln!ro?heﬂnSetfera lisp . 1
] : o 900 '
L:-Phelyr!.ysSerLeuAttAlaGIuG h‘rh:Asp?roLh?al

L:s.&'sntrpl!e :ThrGlnThrLeu!.enVa ICIaLsnA".laA:n!ro )

Lsprn!.ysI.euhn.eu!.yscly!.eucl:Hetksn?rorhtlel

1000 .
Glucluﬂe t.I.enﬂltLhCnG 1aC 117;1617613!?:“:1731!

s M) A
* [ L M S *
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. . . ) ) e

LysAladrgleuletdlac luklaleulysCluValll eCI;r!r:
- 1100
+1APnIleProPheLla_AhLlaclnc 1a

36. Process according fo claim 29, characterised in th uclei¢ acid i .
- F C » ch at a nucleic acid is recovered, which contains a
eotidic sequence coding for the totality or part of the. ;aminoacid sequence indicated hereafter, this

0 N
_ MetMetAsnGlnLeuleuIleAlalleleuleudlaSerilaCys

[ L ] [ ] [
Len721TyrCysThrClaTyrValThrValPheTyrGlyValPro

'ThttrplysAanhIhrIle?:o!.eul’heCys!.hIhrArgAs\
100 . T e .
A:ghpth:‘!rp@lyfthr!1eclnCysLeuProAlplsnAspAs’
TyrClnClalleThrleuAsnValThrCluAlaPhedspAlalsy
. 0 . 0,
AsnlhsnThrValThrCluClnAlalleCluAspVallrpRislesn
?heclu?h:SertleLys!:bCys?altysLeufh:ProLcuCys

o o . - 300 .
ValdlalietlysCysSerSerThrGluSerSerThrilyAsnAss

ThrThrSerlys SeﬂfhtSerTh:rh:rh:rh.:rhrrzo'rhrlsp

[ ] L J ® N ‘oo
€laCluClnClulleSerGluAspThrProCysdlaArghladsy

' o . - . .
AsnCysSerClyleuClyGluGluGluThrIleAsnCrsGlnPhe

o ) * . T P ! . ®
Asnilet ThrClyLeuCluArgAsplyslysLlysGinTyrAsnGle

T 500 .' ' [y : . o . R
ThrlrpTyrSerlysAspValValCysGluThrAsnAsnSerThe

As3C1aThrGlaCysTyrhietAsnEisCysAsaThrSerVallle

© e ' 600 . . .
ThrClu SerCysAsplys2isTyrTrpAspAlalleArgPheAry

. ) . . e .
TyrCysAlaProProGlyTyrAlaleuleuArsCysAsnAspThe

» . - ) 7°° ; . ’ L]
AdsaTyrSerClyrbedlalroAsaCysSerlysValVilAlaSer
[

A
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!h:c,:!h:l::nctxetﬁlurhrc1uth:$ettb:1tp?heclys

o
- ' . - 300
“’!heLsnclyThrArgAlaGluAsnAt:Th:TyrIleTy:Trp!xo

“GIyAtgLsgAsnAr;ThrlleIIeSer&guAsnLy;TeryrAsn

o« 900
LeuSerLeulxsCysLy:Ar-?roGlyAsnLysTthalLysGIa :

IleHe:Lequ:S;rGly!isVaIPSeHisSe:RisTyrcln?ro

[ ] . L ] L ] * : [ J
1leAsnlysArgProArgCloAlaTrpCysTrpPhelysGlyLlys

1000 :
trpLysA:pAlaHe:GlnGluValLysTbrLeuLIaLysnstro

A:gryrlrgclyrhtklnASpThrAngsnlleSe:PheAlaAla

1100 :
ProclylysclySQthp?rocluVaIAIaTyrhetIrpIhrA:l
. ® . [ L N [ ] L ]
67lA:;GlyclurhelenterysLanetThrItpPheLeuAsl
. 1200 . : |
trplleGlnAsnLysIhrnx:ArgAsaTyrllaPrcCys!;nIlc B
. ) ) B . .-
LyuclullellelsnfhttrpaisLysVaIclyArgAannlTyt

Leu?rorroArgcluclyclnLeuSerCysAsnSerThrVaIThr

_ SirIleIIekl:AsuIl;AspIrpclnAsnAsnAsnclnrh:Anl

_tleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeﬁTyrAréLeuGluLel

1400
GlyAspIytLychuValGluI!th:ProlleGly?thIa?ro

thrLysClnLynArgTyrScrsetAla!x:Glyl:;!inThrLr;

1500
Gly?clrheVaILeuGIyrheLeuGlyrheLeuAlaThrAlacly

SgrAiaHe:ciyllaArgAIaSerLethrVaISerAlaanSer

60 | ' 1600
ArgthrLeuLeuLiaclyIIeValclnGlnCInGIDGInLeuLeu

A:pVaIVaILstrgGInGlnGIuLeuLeuArgLeuTthaIIrp

. I \lllll A |
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40

60
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ArtLeuAr;Ih:&laPheLeuClnrerIyCysclntrpIIecll
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. 1700
GIyThrLysLsnLeuGInAlaArgValrhtAlaIIeCIuLysTy:

LeuGlyAspclnLIaArgLeuﬁs:SetfzpclyCysAIarheLtg

. 1800
can:ICysR;sThrrhrVaIProT pValAsnAsnSerLeuAla

!roA:}frpAspAanetThrTrpGlnGluIrpGIuLysGInVal

AisTYxLEEGIiKIiAiEIIESerfysSérﬁJKGlﬁpfnﬁlaclz

1900
IleclnclncluLy:AlnHetIyrGluLeuclnLysLeuAsnSer

TrpAspIlePheGlyAsiTrp?helspLeuThrSerTrpValLys

.. 2000
TyrIleGlatthlyVnlLentlglleVa1AlaValileAIaLeu

L ] [ ] N B L] . & .. ®
Ar;I1:v:1!IeTerarvfIGInHetleuSet@rgLeuAr;Lys

. , 2100
Glytyt&r:’ro?a1!h¢$ct$e:!ro?:oclytyr!1eclncln

13eEisIleEislysAspArsGlyClaProAladsnCluclaThy

o . 2200

clnGIuAspclyclySerAsnclyclylsplr-ryrrtprtorrp_

ProlleAlaTyrIleHisPheLeull u:gcm.eunurgx.u

: [ . .. ) .
LeuTbrArgleulyrSerIleCysArgAspleuleuSerdrgSer

2300
?heLeuThrLeuGInLenIIeryxclnlsnlenlrvlspIrlet

- 2400
luAlaneclnAlaAlaAlsArgLIathrlr:clurhrtenlll

GlyllaCysAngIyLéuIrfLr:VaILéhGIaAerleCiylrz

2500

GlyIleLenAlaVa1!toArgArgIlelrzclnclylllclullt'

AlaLcuL-u

AR R
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37. Process according to claim 28, characterised in that it further comprises the following steps :

— the action of the T4 DNA polymerase until the obtention of blunt ends on the double-stranded
cDNA, :

— the insertion of the cDNA containing adaptators and digested by adapted enzymes in the nucleic
acid of a vector, L .

— the recovery of a recombinant nucleic .acid comprising a cDNA or a part of this cDNA obtained by a
process according to anyone of claims 28 to 36 and/or a RNA or a part of RNA corresponding to this
cDNA, inserted in a nucleic acid obtained from said vector. ;

38. Process according-to claim 37 characterised in that the recovered recombinant nucleic acid is
labelled. .

39. Process for the detection of a retrovirus capable of having a cytopathogenic effect for man, of the
HIV-2 type or of its RNA, in a biological liquid or tissue especially for the in vitro diagnosis in man for the
potentiality or existence of LAS or AIDS, characterised by contacting the nucleic acids contained in this
biological liquid or tissue with a probe containing a nucleic acid obtained according to a process

presenting a sequence homologie of a least 70 %, preferably of at least 90 % with the RNA of a retrovirus
according to anyone of claims 1 1o 9 and capable of hybridizing with this one, in non stringent conditions
with the «spot blot» technique the above contacting being realised for the time necessary for said
hybridization to occur and being followed by the washing of the hybride formed, with a solution ensuring
the preservation of said stringent conditions and the detection of the hybride formed.

40. A process for the production of a retrovirus capable of having a cytopathogenic effect for man, of
the HIV-2 type characterised by culturing in human T4 lymphocytes or-in permanent cell lines derived
from said T4 lymphocytes and canrying the T4 phenotype, which lymphocytes or cell lines had previously
been infected with an isolate of HIV-2 virus as defined in anyone of claims 1 to 9, particularly when the
level of reverse transcriptase activity has reached a determined threshold, recovering and purifying the
amounts of virus released in the culture medium of said lymphocytes or cell lines, particularly by
differential centrifugation in a gradient of sucrose or metrizamide. :

" 41. Process for the production of a hybridization probe for the detection of a RNA of a HIV-2

according to anyone of claims 28 to 36 in a cloning vector, by in vitro recombination, by cloning the
obtained modified vector in a competent cellular host and by the recovery of the obtained recombinant
DNA. : _

_ 42. The hybridoma secreting a monoclonal antibody specifically recognizing an antigen of a HIV-2
- . retrovirus according to anyone of claims 1 to 9.

5 43. Application of the polyclonal antibodies obtained by a process according to claim 27 to the
detection of HIV-2 retrovirus as defined in anyone of Claims 1 to 9 in a biological preparation.

) 44. Application of the .polyclonal antibbdies obtained by a process according to claim 27 to the
. detection of antigens of the HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9 in a biological
‘ preparation. - :

- 45. Application of the polyclonal’ antibodies -obtained by a process according to claim 27 to the
- purification of viral antigens of HIV-2 retrovirus as defined in anyone of claims 1 to 9.

. Patentanspriche (fr die Vertragsstaaten : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE)

. 1. Menschliches Retrovirus HIV-2, das die Fahigkeit besitzt, menschliche T4-Lymphozyten zu
~ infizieren und geeignet ist, beim Menschen Aids hervorzurufen, wobei dieses Retrovirus eines der bei’
. CNCM unter der Nummer 1-502, I-532, 1-642 und 1-643 und bei ECACC unter der Nummer 87011001 und
-87011002 (jeweils. den Nummemn [|-502 .und 1-532 entsprechend) hinterlegten Retroviren oder eine
' Variation eines dieser Retroviren darstellt und alle Antigene enthdit, die von den gegen die entsprechen-

den Antigene eines beliebigen Refrovirus, das Gegenstand der genannten Hinterlegungen bei CNCM
oder ECACC ist, gebildeten AntikBrper erkannt werden. '

2. Menschliches Retrovirus nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sich seine Genom-RNS
unter stringenten Bedingungen mit der Komplementirkette eines c-DNS oder ¢-DNS-Fragments,
gewonnen aus der Genom-RNS eines der bei CNCM unter der Nummer 1-502, I-5632, I-642 und 1-643 und
bei ECACC unter der Nummer 87011001 und 87011002 (leweils den Nummem [-502 und 1-532
entsprechend) hinterlegten Retroviren zu kreuzen vermag. - ' ' : '

3. Menschliches Retrovirus nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Gesamtheit von
Antigenen umfaBt, die durch Proteine des Kerns (Core) mit einem Molekulargewicht in der GréBenord-
hung von 12000, 16000 bzw. 26000 Dalton, durch Proteine oder Glycoproteine mit jewsils sinem
. Molekulargewicht in der GroBenordnung von 36000 Dalton und in der GrdBenordnung von 42000 bis
2 45000 Daiton, und durch &in Hauptglycoprotein der Holle mit einem Molekulargewicht in der GréBenord-
nung von 130000 bis 140000 Dalton gebildet sind.

g 4. Gereinigtes menschliches Retrovirus nach Anspruch 1, das pathogen ist fir den Menschen und
.. 65 Aids hervorrufen kann, gekennzeichnet durch folgende Gesamtheit von Eigenschaften : :

]

according to anyone of claims 32 to 36 under stringent hybridization conditions, or containing a DNA

retrovirus, characterised by the insertion of a DNA sequence, ¢specially a probe obtained by a process

e AR A L
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N ;
N _ pevorzugtes Zielobjekt des Retrovirus HIV-2 sind_menschiiche Loud-Zellen (oder T4-Lymphozy~.
: ten) und von diesen T4-Lymphozyten abgeleitete konstante Zeflinien; _

- — gs kann auf menschiiche T4-Lymphozyten, die es infiziert, einé zytopathogene Wirkung ausiben ;

— @s Ubt eine Reverse-Transkriptase- witat aus, die die Anwesenheit von M +-jonen erforderlich

; 5 macht, und zeigt starke Aktivitat gegendber _Poly(adenylat—oligodeoxwhymidyiat)-(poly(A)-oligo(DT) 12-
R B - 18)3 : ' o

E _ es hat eine Dichte von ca 1,16 in ginem Saccharosegradienten ;
o8 hat sinen durchschnittiichen Durchmesser von 140 nm und einen Kem mit einem durchschnift-
lichen Durchmesser von 41 nm; : o ’

10 — es kann in konstanten, das Protein T4 exprimierenden Linien gezichtet werden ;

— gs ist fOr die Ts-Lymphozyten nicht infeldids ; - _ . :

; — die Lysate dieses Virus enthalten ein Protein p286, das sich immunoclogisch nicht mit dem Protein

p24 des Virus HTLV-1 oder des Virus HTLV-2 kreuzt; _ . o

E — diese Lysate enthalten auBerdem ein Protein p16, das sich immunologisch nichit mit dem Protein

i 15 pl9des HTLV-1 oder des HTLV-2 in Hadioimmunausféﬂungstests kreuzt ;

3 — sie enthalten auBerdem ein Hauptglycoprotein der Hille mit einem Molekulargewicht in der
GréBenordnung von 130000 bis 1 00 Dalton, das sich immunologisch nicht mit’ dem gp110 des
Retrovirus HIV-1 kreuzt; : ' S ' :
-~ diese Lysate enthalten auBerdem gin durch 3g-Cystein markierbares Protein oder Glycoprotein

20 it einem Molekulargewicht in der GroBenordnung von 36000 Dalton ;

: — die Genom-RNS des HIV-2 hybridisiert nicht, unter. stringenten Bedingungen, mit der Genom-ANS
des HiV-1, und hybridisiert nicht, unter nicht-stringenten Bedingungen, weder mit dem env-Gen noch mit
den LTR des HIV-1; . : : : _

— die Genom-RNS des HivV-2 hybridisiert schwach, unter nichtstringenten Bedingungen, mit den
Nukleotidsequenzen, die einerseits die Nukleotide 990-1070, andererseits die Nukleotide go0-1260 der
gag-Region des Genoms des HIV-1 enthalten.

5. Refrovirus nach einem der Anspriche T bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es sich nicht
chronisch in Rhesusaﬁen-Lymphozylen vermehrt, wenn €S in vivo injiziert wurde und unter Arbeitsbedin-
gungen, welche die Entwicklung des Virus STLV-llinacr wie von Letvin etal, Science (1985), Band 230,
71-75 beschrigben, ermaglichen. _

6. Retrovirus nach einem der Anspriche { pis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz, welche
die R-Region und die U3-Region der thre Genom-RNS umfassenden Sequenz enthdlt, eine Nukleotidse-
quenz aufweist, die der nachfolgenden Nukleotidsequenz entspricht :

mumcammmrmumammm
mczccrmqnes'mcmcsnmngmucmwcmm'

-~ ] .
.. . .

mm@@u@@mu@m&a&m@gﬂ

'aaacmesomcsmnmzcﬁnwmqqmm.
'dmxmtxércccrcrcgangmac. G GATTGAGCCCTGAM,

'safém%'cc.icél\cn&m&jmmccmecmcccrccncacrcra_j

® Z'écmdcrmmmmecmwcachc_cocm&riccmw

50 7. Retrovirus nach ginem der Anspri'ld'te 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB seine Genom-RNS
eine gag-Sequenz enthalt, die der folgenden Nukleotidsequenz entspricht :

caG20D8 - oot . . S

[ . e ~

.. - - " * -. . . e v . [ N
ucccccccanucrccczc-n-cgucc_uunnccmuc,u-
_.'._.. e > o . - - . Je .
.. L * - * . i - ~ - bl
60 rn_cuucuzcsccn_uccc_cccc_cccmcwcncua
. H . .S e e .oe st

Y { Y3 . . [ ]

C'DJ.I-AC)\TLTTGT CTGGGCIGCCMTW?T GGI.CAGITICGGL
. 100 ’ .

65 . ] L [ ] e

A
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i:AGCAcAGAcccrcrrcéacrc;;xscxcccircrcLAAAAArr

L] L] . - L ] *

CITACAGITITA GATCCM?GGTACCGAC‘CCTTCAGAAAATI'TI
s 200 - e . *

IMAG?C ITTTTMTACTGTCT(ZCC?CATI?CGTCCA?ACA CGCI *
° . . ©o- * I
‘uGLGMAGTCMAG‘TACTCLAGGJGC“MCAMTAGTCCCC
. - . 300 .
Acica:ctAcrcccAcAAAcacci;ctccacAcAAxarcccAace
. . . o » - e

‘cucf‘c‘ccu CAGCACCATCTAGCCACALCS clcculfflc
. . . ° - 400

ccAcréchcarcricccccejActicacccax;rtccccrclcr
S e I .« e
H oo .

| €CCCCAACCCTAAATGCCTCCCTAAAATTACTACACCAAAAALLS

. ) . ] r's
¥3CCGCCCAGALACTAGTGCCAGCATITCAGCCACTCTICAGCAAGGE
b1+ 1' . . . o

'lGCACGCCCT.ATGATA_ICAACCMA!GCITMITGIGIGGGCGAG
. » [ ] - [ ]

circuccacccuccacnurcacccncntncurcaccu
. 600 R .
ccacc;curcccucrccucuccuucucccccctncc&

. ; . - .

GCGGGGCJGCITAGAGAGCCMGGCGATC TGACAIICCAGGGACI
.* .. 7 0o . .

Ac;xccsc;cfxc&;c;;czc;rccac:ccxrcrrtxecccaca&

urcctcr‘cc&‘:‘ccu‘c&tct‘r‘cuc&tGCATCCAclt‘
o -t [ 800 . .

| ] [ 4

_ccir:ccAcAAcrcrcrcacc;rcfkcx;ccccAchAc;rcctA

CA CATMAACAGGG‘CC‘MGGIGCCGTTccmccr‘TCTJC"
. ° - . . . . . ’0.

"ACATTCTACAAAAGCITGAGCCCACAACAAACACATCCACCACTS

ucurrccxrgcccymacrc;ncucuurcccnccu

[ 4 ' N ' - [ I [}

GACTC uurncrcc TAAAAGGACTAGGCATCAACCCTACC TTA
1000 ’ L] [ ] [ ]

se @ = . . l

" R
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GAAGAGATGCTCACCOCCTCTCACECE0TACETEECCEACECCAS -
. Lo * 'y . P

LMGC!AGAITM!GGCAGLGGCCCTGLMGAGGTCAMGGACC!
[ 1 °° . ’ .. * .

. ' _ I
GCCCCTATCCCATICGCACCACCCCAGCACACAAACCCATTITALL
. . e | e - -

SGCI’GGAACTGTGGALAGGMGGCCACTCGM.MGLCMTGCCG&
: 1200
[ 4 e . ]

10

GCACCI-AGMGGCAGGGQ‘IGCTGGMGTGTCC‘!MCCCAGG‘C&G

% * 4 '_' . - . °

ATCA?GACMJCTGCCCAGAIA Gl CAGGCAGGTTTITTACCA C!‘O
. 1300

. GGCCCI"GGGGAMG&AOCCCCGCMCTTCCCCG?GGCCCMG”
’ . e . . . ® e

CCGCAGCGGCTGACLCCLACAGCACCCCCAGIGG&!CCAGCA&IG :

GATCTACTG GAGMATArLTG‘CAGCMGGGAAM GACAGACAGAC

1&00 . . . . .
qxcacacamcicuncuccucr&lcauccacrucrcc;c.
° e ° ‘e M
CTCGLGCI.GGGGGAGACACCATACAGGGAGCClCCuCLGAGGAC
* 9 . l’a’ . . L . .
tTGCTCC.\CCICM‘ITC‘K{:T-“?GGMMG&CC“
. S o e . ® - . Y .
~ 8. Retrovirus nach einem der Ansprﬁche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet daf seine Genom-RNS
eine env-Sequenz enthalt, die der folgenden Nukleondsequenz entspncht

"'u : ] - S .- )

ucucurcaccrccruncccuuutuccncrccrm
' ., Y % '3

' 't'nc'}A'rirr_éc;cccuth_c'rucrcnncﬁrécccuccc'

* ™ . Y - e . : °

;ccrcc.«;&uuccuccurccccrcnnczccuccacun
00 . . .

AGGGATA CTTGCCCAL CCA?ACJGIGCTT"GCC?G;ICMIGA.TGAf

. _ [ * - ] [ ]

Tat caccm:ucrrrc&rcuica(ucccnncuccuci
. - 0 » .

ALTAA?A CAGTAA cacucuc CMT&CMG&!GTCTGG CATC!&

L4 -« [ 4 [ ] ®

s | [ nnm

——————
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.TTCCAGACAT CMTAAMCCATGTGTCLMCTMCACC TT‘H IG?

* [ L} ’o. ) - [ ] )
GuGCMrGLAA!GCAGCAGCACAGAHGCAGCACAGG CaA CAAC

dCaaccC TCMA GLGCICMGCACALCCICM CCACICCC‘ Clclc
° ° . e ‘ 00

ucuccuCAcuuc_:cséc;ﬂé:c'cnc-cmccc‘c‘uca'r.

'ncrccrcaccurccuuéc‘ucmcéarcu’ncccxcixc

T e [ ] . . .- . ]

' AATATGA CAGGATTA GAAAGAGLTAA OAMAMCAC TATAAT GaA

50. . - [ ] i J

Acaiccncrcuucncr’ccrn'crcmcmrunccac& |

AATCAGACCCACTGTTACATGMCCATICCAACACLTCLGTCIJC .
. 600 . . .

'ACAGMTCIJGTGACMGCACI-A?TG?CATGCTATMG‘GTITAGA

~

1A CTG‘IGCACCACCGGG“!ATGCCCT&TTAACA?GT).ATGLTA ce
e - . 7°° . ]

AL!IA'IT CAGGCRTGCACC CMCTCU’CTAAAC!LGTACCITC! '

s ACA‘!GCACCAGGA!GA?GGAAACGCAMCIICCACATGQT!TGGG

“e . e . 800 e,
j:rrutccéacncaccicacuncncn’nucurrc&cu

_ GGCLGAGL?AA!ACAACTATCATCAGC!TMCIALTATTATAAZ *
e« . " ¢ i . . 9°°

CTCLGT‘IT GCAT '!GTAAGACGCCAG GGMTAJGACJG TGAMCM

v L J . ® *
. - hd ® e

t‘l‘AA?GCﬂA!GTCAGGlCATGIGTTTCAC 2¢CCACTACCAGCCB

Amuuuumcccnacucuiccrccfccncxhc’ccm '
1000 . e .

26EALAGACCECATCCAGCAGCTCAACACCCTICEAMAACATCCE
® [ ] [ ] [ ) [ ]

LGGTATJGAGGMCCMIGAC&CMGG.LATA?TLGCTT?GCAGCC
[ l 1 o’ [ ] [ ]

. (I
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ccacchucccrcauccc.«cucuccmcucrcuctuc
.. ' . * N ']

:GC‘G&GGAC‘GT:TCTC:‘CTGCAACITSICchcffCCTCA‘r-
® . Y . lzo *

-iGéLSACAGAATAAGACACACCGCAATTA?GCACCG*GCCA!ATA-

) L] L] L ] L ]
. . -

AAGCAAATAATTAACACA?GGCATAAGG?AGGGAG&AA?:?ATA!
130 '

TTCCCTCCCAGECAAGGGGAGCTGTCCTCCALCTICLACAGTAACS
b * L [ ] ) [ ]

AGCATAA**GCTAACA!TGACIGGCAAL&CAJTAATCAGAC{}AG

_ At?ACCTTTAGTGCLGAGGTGGCAGAACTLTICAGAZTGGLGITG

“o. _ . - . . .
6CACAT?ATAAA!TCGTAGAAATALCLctljt!GGCISCGC&CC’

L) L] . e nnsea Smee

ACAAAAGAAJAAAGATAGICCTCTGC?CAQGCQLGAC&?&CL&G&
[ 2 1300' L ] ] ®

GGTG?GT?CQTGCTLGGGITGTTGGGITTTC!CCCAACAGCAGG?

-

!CTGCAAIGGGCGCTCGAGCGTCCC!GLCCGIGICGGCTCAG!CG
ce ® 1‘00 [ ®

CGGACTTTACTGGCCGGGLTAGTGC&GCAACAGCAACAGC!GTIC

 J

CACGTGGTCAAGLGACAACAAGAACTGTTGCCACTCLCCGIC?GG
[ N . . [ ] . l"‘ . . ®

GCCAACCAAAALACCICCAGGCAAGAGTCACTCCTATACAGAAGTAC

CTACAGGACCAGGCGCGGCTAAAITCATGGGGA!GIGCCT!!AGA

. . . 1800

CAAGTC!GCCACACTACTGTACCATGGGT?AA!GA!TCCT?AGCA

L} L 4 L] -

CCTGACTGGGAé‘AIATGlccfﬂéCIGCAL?GGG&AAAACLAGIC.

CCCTACCTCCAGCCAAATAT CACTAAAGTITACAACAGGCACAD
1900 . . .
ATTCAGCAACACAMAAATATGTATCAACTACAAAAATTALATAGE

[ [ L . b [

fchAritrrrrGGCAAtthTTTGACTTAACCICCTCGGTCAAG
[ . z°.°° » .t .

117

S
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TATATTCAATATCOAGTGCTTATAATACTAGCAGTAATAGCTTTA

ACAATAGTCATATATCTAGTACAAATGTTALCTACCCTTAGALAS
. e 2100 °

CGCTATAGECCIGTITTCICTTCCCCCCCCEETIATATCCACAG

ATCCA?A!CCACAAGGACCGGGG&CAGCCAGCCAACGLAGAAACA
. . . 2200
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9. Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB seine RNS unter
stringenten Bedingungen nicht mit der Genom-RNS des HIV-1 hybridisiert, und unter nicht-stringenten
Bedingungen nicht mit-dem env-Gen und dem angrenzenden LTR hybridisiert, insbesondere nicht mit der
Nukleotidsequenz 5290-9130 des HIV-1, und unter nicht-stringenten Bedingungen nicht mit den
Sequenzen der pol-Region des Genoms von HIV-1, insbesondere nicht mit der Nukleotidsequenz 2170-
2240 hybridisiert. '

10. Gereinigtes Antigen des Retrovirus HIV-2 mit den immunologischen Charakteristika des Proteins

p12 des HIV-2, das immunclogisch durch gegen ein Retrovirus nach einem der Anspriche 1 bis 9
gebildete Antikdrper erkannt’ wurde und em Molekulargewicht in der GréBenordnung von 12000 Daiton
aufweist.
.. 11. Gereinigtes Antigen des Retrovirus HIV-2 mit den immunologischen Charakteristika des Proteins
p16 des HIV-2,- das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach einem der Anspriche 1 bis 9
gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein- Molekulargewueht m der GrdBenordnung bon 16000 Dalton
aufweist.

12. Gereinigtes Antigen des Retrovirus HIV-2 mit den |mmunolog|schen Charakteristika des Proteins
p26 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 9
gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein Molekulargewicht in der GréBenordnung von 26000 Daiton
aufweist.

13. Gereinigtes Antigen des Retrovnrus HIV-2 mit‘den immunologischen Charakteristika des Glyco-
proteins gp36 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis
9 gebildete Antikérper erkannt wurde und ein Molekulargemcht in der GroBenordnung von 36000 Dalton
aufweist.

. 14. Gereinigtes Antigen des Fletrowrus HIV-2 mit den |mmunolog|schen Charaktenstlka des Proteins
p42 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach einem der Anspriche 1 bis 9
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gebildete Antikdrper erkarnt wurde und ein Molekulargewicht in der GroBenordnung von 42000 bis

45000 Dalton aufweist.

. 15. Gereinigtes Antigen des Retrovirus HIV-2' mit den lmmunologlschen Charakteristika des Glyco-
proteins gp140 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach einem der Anspriche 1
bis 9 gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein Molekulargewicht in der GréBenordnung von 130000 bis
140000 aufweist Dalton aufweist.

16. Antigen, das die die nachfolgend angefﬂhrte Aminosduresequenz oder einen Teil dieser Sequenz
enthélt, von dem Zeitpunkt an, an dem sie eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikdrpen
gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 ausidst, insbesondere wenn dieses Antigen
mit einem Serum eines mit HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird :
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17. Antigen, das die nachfolgend angefﬁhrte Aminoséuresequenz oder einen Teil dieser Sequenz

enthélt, von dem Zeitpurikt an, an dem sie eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikdrpern

45 gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 ausldst, insbesondere wenn dieses Antigen
mit einem Serum eines mit HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird :
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18. Antigen, das die nachfoigend angefiihrte Aminoséduresequenz oder einen Teil dieser Sequenz
enthdlt, von dem Zeitpunkt an, an dem sie eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikdrpern
gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 auslGst, insbesondere wenn dieses Antigen

mit einem Serum eines HIV-2 inﬁzienen Patienten in Kontakt gebracht wird :
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19. Antigen, das die nachfolgend angeflihrte Aminosauresequenz oder einen Teil dieser Sequenz
enthait, von dem Zeitpunkt an, and dem sie eine. spezifische immunologische Reaktion mit Antikbrpern
gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriche 1 bis 9 ausidst, insbesondere wenn dieses Antigen

15 mit einem Serum eines HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird : .
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eine Zzytopathogene Wirkung auf T4-Lymphozyten ausiiben kann, in einer biologischen Probe vom
Menschen in vitro, dadurch gekennzeichnet, da8 sie wenigstens ein Antigen, insbesondere ein Protein _
oder ein Glycoprotein des Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 oder wenigstens ein
i 25 Antigen nach einem der Anspriiche 10 bis 19 enthait.
e 21. Zusammensetzung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus einem Gesamtex-
trakt oder einem Lysat des genannten ‘Retrovirus bestent.
22. Zusammensetzung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen wenigstens aus ?
einem der Innenproteine des Kems (Core) des Virus bgsteht, ausgewahit unter den Proteinen oder
Glycoproteinen p12, p16 und p26 mit einem Molekulargewicht in der GrdBenordnung von jewsils 12000,
.16000 und 26000 Dalton. :
23. Zusammensetzung nach Anspruch 20 oder Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein

Glycoprotein gp140 mit einem Molekulargewicht in der GréBenordnung bon 130000 bis 140000 Dalton
-enthéit, .

L e . 2500 . .

;. 15 6132l-cl.cmlh_hl?ro&uén!lcltgclacl,vlhclunc

Alalenles
= | -
o . 20. Zusammensetzung fir den Nachweis von Antikdrpern gegen ein menschliches HIV-2 Virus, das

24, Zusammensetzung nach Anspruch 20 oder Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein
Glycoprotein gp36 mit einem Molekulargewicht in der GrdBenordnung von 36000 Dalton enthait.

25. Zusammensetzung fir den Nachweis von Antik8rpern gegen ein menschliches Retrovirus, das
eine zytopathogene Wirkung auf die T4-Lymphozyten ausiben kann und wenigstens ein HIV-1-Antigen
enthélt, in einer biologischen Probe vom Menschen in vitro, dadurch gekennzeichnet, daB sie ebenfalls
wenigstens -ein HIV-2 Antigen nach einem der Anspriiche 1 bis 9, insbesondere ein Protein oder ein
Glycoprotein dieses Retrovirus HIV-2, oder wenigstens ein Antigen nach einem der Anspriiche 10 bis 19
enthait, S B

26. Zusammensetzung nach Anspruch 25, dardurch gekennzeichnet, daB sie Proteine des Kemns
(Core) von HIV-1 und HIV-2 enthalt, :

.27, Zusammensetzung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB sie die p25 eines HIV-1 und
die p26 eines HIV-2 enthait. _ o o
. a8 Zusammensetzung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB sie das p18 eines HiV-1 und
das p16 eines HIV-2 enthalt, ' :
.28, Zusammensetzung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB sie Hilliglycoproteine eines
HIV-1 und Hullglycoproteine eines HIV-2 enthait. ' :

30. Zusammensetzung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB sie das gp110 des HIV-1 und
das gp140 des HIV-2 enthsiit, . : :

31. Zusammensetzung nach Anspruch 29 oder Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB sie das
gp42 des HiV-1 und das p36 des HIV-2 enthalt. ' :

32, Zusammensetzung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB sie Mischungen, einerseits
¢ von Antigenen aus Proteinen oder Glycoproteinen von HIV-1 oder beides zusammen, und andererseits
£ Mischungen aus Proteinen und Glycoproteinen von HIV-2 oder von beiden zusammen enthat. .
 33. Methode zum Nachweis der Anwesenheit von Antikérpern in vitro, die bei einem durch ein

. menschliches Retrovirus HIV-2 infizierten Menschen induziert wurden, in einer biologischen Probe vom
60 Menschen, wie einem Serum, insbesondere zum: Nachweis in vitro von mbglicherweise oder tatsachiich

\ _ einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert .wurde, infizierten Menschen induzierten Antikérper erkannt Wurde,
3 65 unter Bedingungen, weiche die Bildung einer immunologischen Verbindung zwischen diesem Antigen
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Bakterienprotein A, reagieren 1&8t und den gebildeten Komplex zwischen dem Reagens und dem
genannten immunologischen Konjugat nachweist. : :

36. Methode zum Nachweis der ‘Anwesenheit von Antikbrpern in vitro, die Antigene eines mensch-
lichen Retrovirus erkennen, das auf menschiiche T4-Lymphozyten eine zytopathogene Wirkung auszu-
Uben vermag, in einer biologischen Probe vom Menschen, wie einem Serum, insbesondere zum
Nachweis in vitro von mdglicherweise oder tatsichlich vorhandenem SLA oder AIDS aufgrund eines
menschlichen Retrovirus, dadurch gekennzeichnet, daB man diese biologische Probs, die aus der Person
stammt, die Gegenstand des Nachweises ist, mit einer Mischung von Antigenen in Kontakt bringt, die mit
den Antikdrpern einerseits gegen ein menschliches Retrovirus HIV-2, das eine zytopathogene Wirkung
auszudben vermag, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert wird, und andererseits gegen ein
menschliches Retrovirus HIV-1 eine spezifische immunologische Reaktion einzugehen vermdgen, und
daB man das gegebenentalls zwischen diesem Antikérper und wenigstens einem dieser Antigene
gebildete immunologische Konjugat nachweist, -

37. Methode nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB die aus der Perso_n, die .Gegenstand

des Nachweises darstellt, stammende biologische Probe mit einem Gemisch von gleichzeitig aus HI_V-1

'88. Stoffkimbination (Kit) zum Nachweis in vitro' von Antik3rpem gegen ein Retrovirus, das eine
Zytopathogene ‘Wirkung auf den Menschen auszullben vermag, vom Typ HIV-2 in einer biologischen
Probe, insbesondere gegebenentfalls eines Tragers dieser Antikdrper, dadurch gekennzeichnet, daB sie
folgendes umfast : -

— wenigstens ein Antigen nach einem der Anspriiche 10 bis 19, oder eine Zusammensetzung, wie in
einem der Anspriiche 20 bis 32 und Anspruch 34 definiert,

— Mittsl zum Nachweis des aus der immunologischen Reaktion zwischen dem Antigen und der

. besagten biologischen Probe resultierenden immunologischen Konjugats.

39. Stoffkombination (Kit) nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel zum Nachweis
des gebildeten immunologischen Konjugats menschliche Antiimmunoglobuline oder ein Protein A und
Mittel zum Nachweis des zwischen -den Antikdrpern Anti-HIV-2, die im nachgewiesenen immunologischen
Konjugat enthalten sind, gebildeten Komplexes umfassen.

- -40. Stoffkombination (Kit) zum ‘Nachweis der Anwesenheit von Antikdrpem gegen ein fir menschii-
che T4-Lymphozyten Zytopathogenes Retrovirus in vitro, insbesondere gegebenenfalls eines Tragers
dieser Antikérper, dadurch gekennzeichnet, daB sie folgendes umfaBt ;

— ein Gemisch aus wenigstens einem Antigen von HIV-1 und wenigstens einem Antigen von HIV-2,

_insbesondere eine Zusammensetzung, wie sie in einem der Anspriiche 25 bis 32 definiert ist,

— Mittel zum Nachweis des aus der immunologischen Reaktion zwischen den Antigenen und den

'Antikérpem der biologischen Flissigkeit resultierenden immunologischen Konjugats.

41. Immunogene Zusammensetzung, die ein Huliglycoprotein des ‘menschlichen Retrovirus HIV-2-
enthélt, wie es in einer der Anspriiche 1 bis 9 definiert wird, wie zum Beispiel das gp140 dieses Retrovirus,
oder. einen Teil dieses Glycoproteins, der Antikdrper gegen HIV-2 in Verbindung mit einem pharmazeu-
tisch vertraglichen Trager, der for die Bildung von Impfstoffen gegen HIV-2 geeignet ist, zu induzieren
vermag.
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: 43. lmmunogene Zusammensetzung nach Anspruch 41 oder Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet,
daB sie, im Hinblick auf das Antigen so dosiert ist, daB sie die Verabreichung einer Emhensdosm von 10

bis 500, insbesondere von 50 bis 100 mglkg Korpergewicht ermbgllcht.
44. Antikdrper, der ein Antigen eines Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 spezifisch

erkennt.

45, Antikdrper nach Anspruch 44, dadurch gekennzelchnet daB er monoklonal ist.

48. Nukleinsaure, die gegebenenfalls von einem Teil wenigstens der RNS des HIV-2-Virus oder einem
seiner Variationen, wie in einem der Anspriche 1 bis 9 definiert, abgeleitet ist, gekennzeichnet durch ihre
Fahigkeit zur Hybridisierung mit der RNS des HIV-2-Virus und durch die fehlende Hybridisierung unter
stringenten Bedingungen mit den Sonden 1 bis 4, weiche die Nukleotide 990-1070, 990-1260, 2170-2240
bzw. 3370-3640 des DNS-Derivats vom Genom des HIV-1 umfaBt.

' 47. Nukleinsdure nach Anspruch 486, die einen Teil wemgstens einer c-DNS-Sequenz enthilt, der sich
mit der gesamten Genom-RNS eines Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zu kreuzen
vermag, und sich unter stringenten Bedingungen nicht mit den Sonden kreuzt, deren DNS-Fragmente
vom Genom des HIV-1 abgeleitet bzw. aus durch die Nukleotide 990-1070, 990-1260, 2170-2240 bzw. 3370-
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3640 des DNS-Derivats vom Genom des HIV-1 begrenzte Fragmente gebildet sind.

‘48. Nukleinsdure nach Anspruch ‘46, dadurch gekennzeichnet, daB sie die folgende Nukleotidse-
quenz enthalt : '

GIGGMGGCGAGACNMAGCAAGAGGMTACCATITAGTTW ,
GMCAGCTATACTI&‘ICAGGGCAG;MGTMCIMCAGMAQ\GCIGAG

mmmuwummmmc&mosm
mmmumccmmmmmnw&mccccm
cancrmmcccmcrccccamcacmmmscccmcaq.
eammmawmamosmmmmmmcrm
ccmcacm:ccfccrecmccacacscccoucmcccmcnm -
Accncanarmmmmcx '

49. Nukleinsawre nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Nukieotidsequenz
enthélt, weiche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefihrien Aminoséuresequenz kodiert,
wobei diese Ammoséuresequenz oder ein Teil davon eine spezifische immunologische Reaktion mit
Antikdrpemn gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, auszuldsen vermag,
wenn diese Aminosiuresequenz mit emem Serum eines mit einem Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten
in Kontakt gebracht wird :
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50. Nukleins@ure nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Nukieotidsequenz
enthalt, welche wenigstens einen Teil der nachfolgend angefiihrten Aminosauresequenz kodiert, wobei
diese Aminoséu_resequenz "eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikbrpern gegen ein
Retrovirus HIV-2, wie in einem der Ansprﬁche 1 bis 9 definiert, auszulésen vermag, wenn diese
Ar::;nosauresequenz mit elnem Serum eines mit Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt gebracht
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51. Nukleinsiure nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Nukleotidsequenz
enthait, weiche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefiihrten Aminoséuresequenz kodiert,
wobei die kodierte Aminosfuresequenz eine ‘spezifische immunologische Reaktion mit Antikbrpemn
gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriche 1 bis 9 definiert, auszuldsen vermag, wenn diese
Aminosauresequenz mit einem Serum eines mit Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt gebracht
wird :
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52. Nukleinsure nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Nukleotidsequenz
enthélt, welche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefilhrten Aminoséuresequenz kodiert,
wobei die kodierte Aminosauresequenz eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikdrpem

gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Ansprﬁche 1 bis 9 definiert, auszulosen vermag, wenn diese
Aminoséduresequenz mit einem Serum eines mit einem Retrowrus HIV-2 infizierten Patlenten in Kontakt

gebracht wird :
2re¥2161aX1s¥a}G1C1ydsnTy s TheklsTlal roleuSer

- o . . . .
. . . - . .

* .o " . * IR
):ol:;ﬂlﬂ.cusu!atrph‘l!.ystei'alCIa'clu!.ycL'y;’ ’

'-'."-._o e e . - e
!hcclylhcluh17:l!roclyrhe'clu!aleuhrclucly

. 500
c,:rh:!:ﬂ‘:rh’n dnch}!e cl‘.enl.sac” hlGlyAcp

lhcluhlla}h:G1:1lcllclrgchtlcueAsnGhGll

- 600
Alallac lnl‘rptha 1c h!is!rotldroﬂy?roteu!ro '

) Lisc}yc!ateurgﬁln! :.olrgclys exlsyn eliaquﬁt

.
708 .
ﬂlrSc :‘n:t'alclaGIuGh! hchft;le t?hclr;! :ocll

Asn?roh12ro'aICIJAsnIIQTy:LrgAg;rg,x1.:1,:1. - L -
‘.. " o . 1
[ ° ‘0' N . i
ny!.euﬂ:!.yac’l'allr;l!et!’yrln!toﬂrlsathhu

*t.. L e

v As)I1eLpGlacl'yrzolyscinrro?hochh :Iy:falhi .

2 A R L
. * c L M S * .



o =

- EP 0239 425 B1

o e p | o -"o. ” -o.._ _ 500-
ArgPhelyrlysSerLeudrgdlacluClaThrdss?rodlatal

. ’ . ¢ - e A . ~
s . Ly :L_s'nttp;h tThrG hrittcuLuVa lchlndhisﬂro,

. - . ° e °
AspCyslysleuVallanlysClylevClyNetAsalroThrlan

0 o 1800 e - e e
ClsGluMecleaThrAlalysClaGlyValClyClyProClyCls

»

. N : . : e : .
/5 LysAladrglesHetAlaCGludlaleulys€laVallleGlylre

. - iloo . o ., . .. _.
AlaProlleProZbedlsdladlaGladls -~ .

\./20 . e o o., : . S
53. Nukleinsdure nach Anspruch 46, dadurch gekennzéichnet, .daB sie eine Nukleoﬁdéequenz
enthalt, weiche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefihrten Aminosiuresequenz kodiert,
wobei die kodierte Aminosiuresequenz = eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikbrpern

25 gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, auszuldsen vermag, wenn. diese
Aminoséduresequenz mit einem Serum eines mit einem Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt

gebracht wird ; :
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54. Rekombinante Nukleinsaure die eine c-DNS oder einen Teil dieser c-DNS nach einem der
Anspriiche 46 bis 53, und/oder eine RNS oder einen Teil einer RNS, der dieser c-DNS entspricht, die in
eine aus einem Vekior stammende Nukleins&ure inseriert ist. -

55. Rekombinante Nukleinsaure nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, daB sie markiert ist.

56. Verfahren zum Nachweis eines Retrovirus, das auf den Menschen eine zytopathogene Wirkung
austiben kann, vom Typ HIV-2, oder seiner RNS in einer biologischen Flissigkeit oder einem biologischen
Gewebe, insbesondere im Hinblick auf den Nachweis des*mdglichen oder tatsachlichen Vorliegens von
SLA oder AIDS invitro beim Menschen, gekennzeichnet durch die Kontaktierung von in dieser
biologischen Fiissigkeit oder diesem biologischen Gewebe enthaltenen Nukleinsduren mit einer Sonde,
die eine Nukleins3ure nach einem der Anspriiche 49 bis 53 enthlt, unter stringenten Hybridisierungsbe-
dingungen, oder eine DNS enthilt, die eine Sequenzhomologie von wenigstens 70 %, vorzugsweise
wenigstens 90% mit der RNS eines Retrovirus nach einem der Anspriche 1 bis 9 aufweist, und zur
Hybridisierung mit dieser befahigt ist; unter hicht-stringenten Bedingungen, wobei die Kontaktierung
nach der « Spot-Blot-Technik » wahrend der fir die Durchflhrung der Hybridisierung erforderlichen

- Zeitdauer durchgefilhrt wird, wonach das gebildete Hybrid mit einer L8sung gewaschen wird, weiche die

Beibshaltung der stringenten Bedingungen gewdhrieistet, sowie durch den Nachweis des gebildeten

' 'Hybﬁds. - '

57.'Verfahrer'l,zur'Her'stellung eines Retrovirus, das auf den Menschen eine zytopathogene Wirkung

‘auszuiben vermag, vom Typ HIV-2, gekennzeichnet durch die Zichtung in menschlichen T4-Lymphozy-

ten oder in von T4-Lymphozyten abgeleiteten konstanten Zellinien, wobei diese den Phanotyp T4

-aufweisen, und diese Lymphozyten oder Zellinien vorgéngig mit einem Isolat des Virus HIV-2, wie in

einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, infiziert worden waren, und insbesondere wenn das Aktivitatsni-
veau der Reverse-Transkriptase eine vorgegebene Schwelle erreicht hat, und durch Abtrennung und

‘Reinigung der im Medium fiir die Ziichtung dieser Lymphozyten oder Linien freigesetzten Virenmengen,

insbesondere durch differentielle Zentrifugierung in einem Saccharose- oder Metrizamidgradienten.

58. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Antigenen- des Retrovirus HIV-2, gekennzeichnet
durch die Lyse, insbesondere mit Hilfe von Detergentien wie Natriumdodecylsulfat (z.B. 0,1 % SDS in
einem Puffer RIPA) des am Ende des Verfahrens nach Anspruch 37 erhaltenen gereinigten Virus, und die
Abtrennung des, die genannten Antigene enthaltenen Lysats. o :

59. Verfahren zur Herstellung einer Hybridisierungssonde zum Nachweis einer RNS des Retrovirus

" HIV-2, gekennzeichnet durch die inserierung einer DNS-Sequenz, insbesondere nach einem der

Anspriiche 46 bis 53, in einen Kionierungsvektor durch Rekombination in vitro, durch die Klonierung des
in einer kompetenten Wirtszelle erhaltenen modifizierten Vektors, sowie durch die Abtrennung der
erhaltenen DNS-Rekombinanten. : '

60. Die sekretorischen Hybridome des monoklonalen Antikdrpers nach Anspruch 45. )

61. Verwendung der polykionalen Antikérper nach .Anspruch 44, oder der monoklonalen Antikdrper
nach Anspruch 45, zum Nachweis des Retrovirus HIV-2, wie in. einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, in
einem biologischen Préparat. _ i

62. Verwendung der polykionalen Antikdrper nach Anspruch 44, oder der monokionalen Antikdrper
nach Anspruch 45, zum Nachweis der Antigene des Retrovirus HIV-2, wie in einern der Anspriiche 1 bis 9
definiert, in einem biologischen Praparat. ‘

63. Verwendung der polykionalen Antikbrper nach Anspruch 44, oder der monokionalen Antikorper

nach Anspruch 45, zur Reinigung der Virusantigene eines Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1
bis 9 definiert. '

PR Y.
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Patpntanspriiche (fur die Vertragsstaaten : AT, ES, GR)

1. Menschliches Retrovirus  HIV-2, das die Fahigkeit besitzt, menschliche T4—Lymphozyten 2u
infizieren und geeignet ist, beim Menschen Aids hervorzurufen, wobei dieses Retrovirus eines der bei
CNCM unter der Nummer 1-502, 1-532, 1-642 und 1-643 und bei ECACC unter der Nummer 87011001 und
87011002 (jeweils den Nummem I-502 und I-532 entsprechend) - hinterlegten Retroviren oder eine
Variation eines dieser Retroviren darstellt und alle Antigene enthdlt, die von den gegen die entsprechen-
den Antigene eines beliebigen Retrovirus, das Gegenstand der genannten Hmterlegungen bei CNCM
oder ECACC ist, gebildeten Antikbrper erkannt werden. -

" 2. Menschliches Retrovirus nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB sich seine Genom-RNS
unter stringenten Bedingungen mit der Komplementirkette eines c¢-DNS oder c-DNS-Fragments,
gewonnen aus der Genom-RNS eines der bei CNCM unter der Nummer 1-502, 1-532, |-642 und 1-643 und
bei ECACC unter der Nummer 87011001 und 87011002 (jeweils den Nummemn I-502 und I-532
entsprechend) hinterlegten Retroviren zu kreuzen vermag.

3. Menschliches Retrovirus nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Gesamtheit von
Antigenen umfaBt, die durch Proteine des Kems (Core) mit einem Molekulargewicht in der GrdBenord-
nung von 12000, 16000 bzw. 26000 Dalton, durch Proteine oder Glycoproteine mit jeweils einem
Molekulargewicht in der GroBenordnung von 36000 Dalton und in der GréBenordnung von 42000 bis

45000 Daiton, und durch ein Hauptglycoprotein der Hille mit einem Molekulargewicht in der GroBenord- -

nung von 130000 bis 140000 Dalton gebiidet sind.
: 4. Gereinigtes menschliches Retrovirus nach Anspruch 1, das pathogen ist fiir den Menschen und
Aids hervorrufen kann, gekennzeichnet durch folgende Gesamtheit von Eigenschaften :

— bevorzugtes Zielobjekt des Retrovirus HIV-2 sind menschiiche Leu3-Zellen (oder T4-Lymphozy-
ten) und von diesen T4-Lymphozyten abgeleitete konstante Zellinien;

— es kann auf menschliche T4-Lymphozyten, die es infiziert sine zytopathogene Wirkung ausiben ;

— es Ubt eine Reverse-Transkriptase-Aktivitit aus, die die Anwesenheit von Mg2+-lonen erforderlich
macht, und zeigt dann starke Aktivitit gegenlber Poly(adenylat—ollgodeoxythymldylat) -(poly(A)-oligo(DT)
12-18;

— es hat eine Dichte von ca. 1,16 in einem Saccharosegradienten ; '

— s hat einen durchschnittlichen Durchmesser von 140 nm und einen Kern mit einem durchschnm-
lichen Durchmesser von 41 nm ;

— es kann in konstanten, das Protein T4 exprimierenden Zellinien geziichtet werden ;

— es ist fur die T8-Lymphozyten nicht infektits ;

-~ die Lysate dieses Virus enthalten ein Protein p26, das sich mxmunologtsch nicht mit dem Protein
p24 des Virus HTLV-1 oder des Virus HTLV-2 kreuzt ;

~ diese Lysate enthalten auBerdem ein Protein p16, das sich immunologisch nicht mit dem Protein
p19 des HTLV-1 oder des HTLV-2 in Radioimmunausfillungstests kreuzt;

— sie enthalten auBerdem ein Haupiglycoprotein der Hille mit einem Molekulargewicht in der
GrdBenordnung von 130000 bis 140000 Dalton, das such immunologisch nicht mit dem gp110 des
Retrovirus HIV-1 kreuzt ;

— diese Lysate enthaiten auBerdem ein durch *S.Cystein markierbares Protein oder Giycoprotein
mit einem Molekulargewicht in der GréBenordnung von 36000 Daiton ;

— die Genom-RNS des . HIV-2 hybridisiert nicht, unter nichi-stringenten Bedingungen, mit der
Genom-RNS des HiV-1, und hybridisiert nicht, unter mcm-stnngenten Bedingungen, weder mit dem env-
Gen noch mit den LTR des HIV-1;

— die Genom-RNS des HIV-2 hybridisiert schwach, unter nichistringenten Bedingungen, mit den
Nuideotidsequenzen, die einerseits die Nukleotide 990-1070, anderersetls die Nukleotide 990-1260 der
gag-Region des Genom-RNS des HIV-1 enthalten.

5. Retrovirus nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es sich nicht
chronisch in Rhesusaﬁen-Lymphozyten vermehrt, wenn es in vivo injizien wurde und unter Arbeitsbedin-
gungen, weiche die Entwicklung des Virus STLV-lll,,., wie von Letvin etal., Science (1985), Band 230,
71-75 beschrieben, ermﬁgllchen :

6. Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz, welche
die R-Region und die U3-Region der ihre Genom-RNS umifassenden Sequenz enthéit, eine Nukleotidse-
guenz aufweist, die der nachfolgenden Nukiectidsequenz entspricht :

GT@MGGCGAGACTGAMGCAAGAG&ATACCATHAG‘HMW

wcaccrumcm&ncrucruumuuccmm
mmmumummm@ cncc:m

mocmmummnmmnmnrmmm i
CATIGTACTTC.\GTCGC!GGCGGAGAGGCTGGCAGA\WAGCCCI‘GGAG

* [ L M S *
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O - GAMTCTCCACCACTAGACGAATGAGOCTGGGTGCCCTOCTAGACTCTCA,

mmccmmmmmmmm :

5
7. Retrovirus nach einem der Ansprilche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB seine Genom-RNS
eine gag-Sequenz enthélt, die der folgenden Nukleotidsequenz entspricht :
10 €1620083 . e
..- - - s ) ‘e . . . ..
L.TGGGCGCCAGAAACTCCGTUT‘KCL_GAGGGMGCAGLTGM'
15 -....-. * - 2 . Py : - - - . ,.. -- -
| a tnﬁuucurc;ccrnc ccccccccccmuuucuucc
°* . e ) C e
' 20 ctuucnurcrcrccccxcccu‘mrrccacmurcccA
o/ 100. . N Y _ .
t.?AGCICAclcCCIGTTC_GAGTCMCIGGG&TGTCMM?’
L ® - - [ ] ®
25 . R . o |
CITACAGTITTTACATCCAATGGCTACCCACACCTTCAGAAAATTTA
. e 200 . . . e
20 lmGTC UTIZMTACTGI'CIGCCT CATT?GG!GCATACM. GCI *
. K - . * . .
‘uClcmGTGuACfrACTCMGC‘GCM“C“A!AGTCCCB
_ .. o 308 .
35 ! '
‘3&3&1’3nGTGGCAGAMCACGMCTGCJGLGNATGCCMGC
he e ] ‘9 [ . [
ACAICTAGACCAACAGCACCATCTACCGACAAGCCACCANATTAS
40 : ' R o . . . 400
_ CCACTCCAACATGTACGCCCCAACTACACCCATATACCCCTCAGT
B . . @ e ° < - e
N L .f..
45 ccccchc'ccnurcccrcccrwuncucucumuc
.. * ® . [
f?CGGCGClGMGTAGTGCCACGLTI"I.'CACGCACTCTCACAACGC
° ’oo - ® L [ ] [ ]
50' . . .'
TGCACCCCCTATCATATCAACCAAATGCTTAATIGTCTGGCCCAL
K . _ . - .. Te
55 C.ATCMGCIGCCATGCLGATAATCAGGGLCAT.TL.TCMTCAGGH
® . . ‘°° L R L] L]
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3 s - .
&0
CCGGGGCAGCTTAGAGAQCCMGGGGA?CTGAC&TAGCAGGCACl
.. ) 9 700 _ [ ] ®
, LCMGCIC&GI’JCMCMCLCATCCAGTCGLTC!!TLGGCClcu
65 —_—_— .
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SO AltCCIGTACCAGIAGG‘JAC&!CIAIAGAAGLtGGA!CCAcA!A
- i . . . * . 306 Y

cclrrccacAacrcrczcaccsrcrkcxacéccacexacgrcctx

LA . . [ ] : L4 ..

'GACATMCAGGGACCLMGGAGCCGITCCAMGC!ATG!ACA! '
. . 9 L] [ ,00

'AGAIICTACMMGCT!GAGGGCAGMCMACAGLTCC&GCLG!‘C -
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® ® _ ) e : .
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1000 = . ® .
. . - o R | ]
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. . 1200 .
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e X L . - ’ e
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. . o ) 1300
cccccn“Gclucucccccccucrrcccccrcccccucn
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l'W' . e o .. .
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[ ] L . .
C?CGIGCAGGGgglGLClCc&rlCACGCAGCCLCCMC‘IGACG&‘
* e 00 _ S R > . .. e

ttGCTGCACCTCALTTC?CTCTrTGGAAAAGACCAC N

8. Retrovurus nach einem ‘der Ansprﬁche 1 bis 6, dadurch gekennze:chnet daB seine Genom-RNS
eine env-Sequenz enthalt, die der folgenden Nukleotidsequenz entspricht :

! 3uT2Y : A

&IGI.TCMTCAGCIGCTIA?I‘GCCATI'ITAIU&GCIAGTGCTTQC
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TTAGTATATIGCACCCAATATGTAACTGITTICTATCCCCTACEE

ACCTCEAAAAATCCANCCATTCCCCTCTITTCTGCANCCAGAALT
100 .- ' . )
ACCCATACTTCECCAICCATACACTGCTTICCCTCACANTCATCAT

. - [ 4

TATCAGCAAATAACTITCAATCTAACACACGCTITICATECATCE
' 200 ™ .

AATAATACAGTAACACLACAAGCAATACALGATCTCTGGCATCTY
[ ] L ] [ 4 -9 [ ]
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o300 .
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e . . J
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TACTGTGCACCACCGGC:‘ILTG CCCTAT?AAG&TGT&ATGITAtC

. - 70 . .

A’AT?AITCACGC'HTCCL_CCCMCI.GIICIAAACTAGTACC!’IC!

qcarccAccAccaréArcéxxacgcAAactxccacAfc&rrrcc&'
: R 300 i

TITAATGGCACTA GAGCAGAGAATAGAACA TATATC ?AITC&C&!

ccc;cacArAArAciAc:Arcarcaccriaa1cAAArAtraraar .
. . ° '_ M . . » 900

CICAG TIT-GélTl’GTAAG'ACG CCAGC C_GMTAIG:A CACTGAAACAL :

o | | NNRR ORI RN
* [ L M s * ‘ »




EP 0 239 425 B1

ATAATGCTTATICTCACCACATGTGTITTICACTCCCACTACCACCCS

A?CAATAAAACACCCAGACLAGCA?GGTGCtGG!TCAAAGGCLLL-
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2céAAAcAéccc;rccacc;ccrcalc;cccrrccxaincafccc
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L} [ ] L4
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i
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CCTGACTCECACAATATCACGTCG CACGALTCCCAAARLCAAGTS

CCCTACCTCOACCCAAATATCAGTAAAGTTITACAACAGCCACAL
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9. Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB seine RNS unter
stringenten Bedingungen - nicht mit der Genom-RNS des HIV-1 hybridisiert, und unter nicht-stringenten
Bedingungen nicht mit dem env-Gen und dem angrenzenden LTR hybridisiert, insbesondere nicht mit der
Nukleotidsequenz 5290-9130 des HIV-1, und unter nicht-stringenten Bedingungen nicht mit den
Sequenzen der pol-Region des Genoms von HIV-1, insbesondere nicht mit der Nukleotidsequenz 2170-
2240 hybridisient.

10. Verfahren zur Herstellung von spezifischen Antigenen eines Retrovirus HIV-2, gekennzelchnet
durch die Lyse, insbesondere mit Hilfe von Detergentien wie Natriumdodecylsulfat {(z.B. 0,1 % SDS in
einem Puffer RIPA) des Retrovirus HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9, sowie durch die Abtrennung
. des Lysats, worin die genannten Antigene enthalten sind.
11.-Verfahren nach Anspruch 10, das auBerdem die Trennung vom Lysat und die Reinigung eines der
: Antigene umfaBt, weliches aus einem der Proteine oder Glycoproteine p12, p16, p26, gp36, p42, gpl40

65 bestbht.
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12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB8 das Antigen mit den immunologi-
schen Charakteristika des Proteins p12 des HIV-2, das immunoiogisch durch gegen ein Retrovirus nach
einem der Anspriche 1 bis 9 gebildete Antikiper erkannt wiirde, und ein Molekulargewicht in der
GréBenordnung ven 12000 Dalton aufweist, abgetrennt und gereinigt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen mit den immunologi-
schen Charakteristika des Proteins p16 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach
einem der Anspriiche 1 bis 9 gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein Molekulargewicht in der
GrdBenordnung von 16000 Dalton aufweist, abgetrennt und gereinigt wird.

14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen mit den immunologi-
schen Charakteristika des Proteins p26 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach
einem der Anspriiche 1 bis 9 gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein Molekulargewicht in der
GrdBenordnung von 26000 Daiton aufweist, abgetrennt und gereinigt wird.

15. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigsn mit den immunologi-
schen Charakteristika des Glycoproteins gp36 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus
nach einem der Anspriiche 1 bis 9 gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein Molekulargewicht in der
Gr&Benordnung von 36000 Dalton aufweist, abgetrennt und gereinigt wird.

16. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Anfigen mit den immunologi-
schen Charakteristika des Proteins p42 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein Retrovirus nach

- einem der Anspriche 1 bis 9 gebildete Antikdrper erkannt wurde und ein Molekulargewicht in der

GrdBenordnung von 42000 bis 45000 Dalton aufweist, abgetrennt und gereinigt wird.
17. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen mit den immunologi-
schen Charakteristka des Glycoproteins gp140 des HIV-2, das immunologisch durch gegen ein

‘Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 9 gebildete Antikbrper erkannt wurde und ein Molekularge-

wicht in der GrdBenordnung von 130000 bis 140000 Dalton aufweist, abgetrennt und gereinigt wird.

18. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen, das die nachfoigend
angeflhrte Aminos8uresequenz oder einen Teil dieser, Sequenz enthéit, von dem Zeitpunkt an, an dem sie
eine spezifische immunologische Reaktion mit den AntikGrpern gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem
der Anspriiche 1 bis 9 ausidst, insbesondere wenn dieses Antigen mit einem Serum eines mit HIV-2
infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird, abgetrennt und gereinigt wird.
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19. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen, das die nachfoigend
angeflhrte Aminosduresequenz oder einen Teil dieser Sequenz enthalt, von dem Zeitpunkt an, an dem sie
eine spezifische immunologische Reaktion mit den Antikdrpern gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem
der Anspriiche 1 bis 9 auslést, insbesondere wenn dieses Antigen mit einem Serum eines mit HIV-2
infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird, abgetrennt und gereinigt wird.
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20. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen, das die nachfolgend
angeflhrte Aminos#iuresequenz oder einen Teil dieser Sequenz enthélt, von dem Zeitpunkt an, an dem sie
eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikérpern gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem der
Anspriiche 1 bis 9 auslfst, insbesondere wenn dieses Antigen mit einem Serum eines HIV-2 infizierten

Patienten in Kontakt gebracht wird, abgetrennt und gereinigt wird.
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21. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen, das die nachfcigend

30 angefilhrte Aminosauresequenz oder einen Teil dieser Sequenz erthiit, von dem Zeitpunkt an, an dem sie

eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikdrpern gegen ein Retrovirus HIV-2 nach einem der

Anspriiche 1-bis 9 ausldst, insbesondere wenn dieses Antigen mit einem Serum eines HIV-2 infizierten
Patienten in Kontakt gebracht wird, abgetrennt und gereinigt wird.
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22. Methode zum Nachweis der Anwesenheit von Antikdrpern in vitro, die bei einem durch ein
"~ menschliches Retrovirus HIV-2 infizierten Menschen induziert wurden, in einer biologischen Probe vom
Menschen, wie einem Serum, insbesondere zum Nachweis in vitro von mdglicherweise oder tatsichlich
;- . vorhandenem SLA oder AIDS aufgrund eines solchen Retrovirus, und die von der Person stammt, die
.- 35 Gegenstand des Nachweises ist, dadurch gekennzeichnet, daB man diese biologische Probe mit einem
Antigen in Kontakt Jbringt, das durch einen bei dem durch ein menschliches Retrovirus HIV-2, wie es in
einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert wurde, infizierten Menschen induzierten Antikdrper erkannt wurde,
unter. Bedingungen, weiche die Bildung einer immunologischen Verbindung zwischen diesem Antigen
.~ und. dem besagten Antikdrpér ermdgiichen,- und daB man das gegebenenfalis zwischen diesem
.40 Antikbrper und dem eingesetzten Antigen gebildete immunologische Konjugat nachweist. :
o '23. Methode nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB man die biologische Probe mit einem,
durch dasVerfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 22 erhaltene Antigen, oder einer Mischung dieser
Antigene, unter Bedingungen in Kontakt bringt, weiche die Bildung einer immunologischen Verbindung
. Zwischen diesem Antigen und dem besagten Antikérper erméglichen, und daB man das gegebenenfalls
‘45 zwischen diesem. Antikdrper Anti-HIV-2 und dem eingesetzten Antigen gebildete immunologische
Konjugat nachweist. _ ' . '
-24.-Methode ‘nach ‘Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB man den Nachweis des immunologi-
: n Konjugats so durchfiihrt, daB man das gegebenenfalls gebildete immunologische Konjugat mit
- .einem markierten Reagens, ‘gebildet durch menschliche Antiimmunoglobulin-Antikdrper oder durch ein
~ 50 Bakterienprotein A, reagieren IaBt und den gebildeten Komplex zwischen dem Reagens und dem
- - genannten immunologischen Konjugat nachweist. '
. 25. Methode 2um. Nachweis der Anwesenheit von Antikérpern in vitro, die Antigene eines mensch-
lichen Retrovirus erkennen, das auf menschiiche T4-Lymphozyten eine zytopathogene Wirkung auszu-
- Uben vermag, in einer biologischen Probe vom Menschen, wie einem Serum, insbesondere zum
55 Nachweis invitro von méglicherweise oder tatsichlich vorhandenem SLA oder AIDS aufgrund eines
menschlichen Retrovirus, dadurch” gekennzeichnet, daB man diese biologische' Probe, die aus der Person
stammt, die Gegenstand des Nachweises ist, mit einer Mischung von Antigenen in Kontakt bringt, die mit
den Antikbrpern einerseits gegen ein menschliches Retrovirus HIV-2, das eine zytopathogene ‘Wirkung
auszulben vermag, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert wird, und andererseits gegen ein
60 menschiiches Retrovirus HIV-1 eine spezifische immunologische Reaktion einzugehen vermigen, und
daB man das gegebenenfalls zwischen diesen Antikbrpern  und  wenigstens einem dieser Antigene
gebildete immunologische Konjugat nachweist. :
26. Methode nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, ‘daB die aus der Person, die Gegenstand
-des_Nachweises darstellt, stammende biologische Probe mit einem Gemisch von - gleichzeitig aus HIV-1
65 und HIV-2 nach einem der Anspriiche 1 bis 9 stammenden Antigenen, und insbesondere mit den durch
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das Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 21 erhaltenen Antigenen, und den durch dasselbe )

Verfahren erhaltenen HIV-1-Antigenen, wenn es nur bei einem Retrovirus HIV-1 angewendet wird, in
Kontakt gebracht wird, und daB8 man das gegebenenfalls zwischen diesen Antikérpemn und wemgstens
einem dieser Antigene gebildete immunologische Konjugat nachweist.

27. Verfahren zum Erhalt von Annkﬁmem, die spezifisch ein Antigen eines HIV-2 Retrovnrus
erkennen, das

- die lmmumslerung eines Tieres mit einem HIV-2 Retrovirus nach emem der Anspriiche 1 bis 9
umfagt, sowie

. — das Abtrennen der gebildeten Antikirper.

28. Verfahren zur Hersteliung einer Nukieinsure oder eines Nuklemséurefragmems der RNS eines
HIV-2-Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 9, das

— die Ultra-Zentrifugierung des Oberstandes einer Zellkultur, die durch ein Isolat des HIV-2
Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 9 infiziert worden ist, sowie das Abtrennen des Zentrifugie-
- rungsriickstands,

— gegebenenfalls die Zentrifugierung des abgetrennten Riickstands in einem Saocharosegradlenten .

durch die in der EP-A 0 138667 beschriebenen Methode, und das Abtrennen des Riickstandsediments,
das das RNS-Genom enthalt,

— die Synthese eines c-DNS-Inmatorstranges in Kontakt mit der RNS des geremlgten, sedimentierten
Virus in Anwesenheit eines Oligo (dT)-lnmators wahrend éiner endogenen Reaktion, aktiviert durch ein
Detergents, gem&B dem Verfahren, wie es in « Nature 312 : 757-760 (1884) » beschrieben ist,

- gegebenenfalls die Reinigung der RNS-c-DNS-Hybride durch Extraktion durch eine Phenol-
Chioroformmischung und Ausféllung mit Ethanol,

— die Herstellung eines zweiten c-DNS-Stranges in Anwesenheit von DNS-Polymerase I, RNaseH
und von 4 Desoxynukleotiden, gemaB dem in '« Gene, 25 : 263-269 (1983) » beschriebener Verfahren, falls
erforderlich nach der Extraktion der Proteine die im Reaktionsmedium vorhanden sind,

— sowie das Abtrennen der so erhaltenen Nukleinsdure umtaBt.

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB man eine gegebenenfalls markierte
Nukleins3ure abtrennt, die von wenigstens einem Teil der RNS HIV-2-Virus, wie in einem der Anspriiche 1

bis 9 definiert, stammt, der sich unter stringenten Bedingungen mit der RNS des genannten HIV-2 Virus

kreuzt, und sich unter stringenten Bedingungen nicht mit den Sonden 1 bis 4 zu kreuzt, die jeweils die
Nukleotide 990-1070, 990-1260, 2170-2240 bzw. 3370-3640 der RNS des HIV-1-Genoms umfassen.

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsiure, die einen Teil

wenigstens einer c-DNS-Sequenz enthalt, der sich mit der gesamten Genom-RNS eines Retrovirus HIV-2
nach einem der Anspriiche 1. bis 9 zu kreuzen vermag, und sich unter stringenten Bedingungen nicht mit
den Sonden kreuzt, deren DNS-Fragmenter vom Genom des HIV-1 abgeleitet bzw. aus durch die

Nukleotide 990-1070, 990-1260, 2170-2240 bzw. 3370-3640 des RNS-Derivats vom Genom des HIV-1.

begrenzte Fragmente gebildet sind, abgetrennt wird.

31. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzenchnet daB man eine Nukleinsdure abtrennt, die

nachfolgend angefihrte Nukleoﬁdsequenz enthalt

mum;cammmrmumamw
GAACAGCTATACTTOG TCAGGGCAGGAAGTAMCTMCAGMMACAGCTGAG.
mmmumcmuwmmmummm

) émmmmnmmmumwmcocscm

‘mmmmxccmcmmmmccmm' |
'GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGAGCCTGGGTGCCCTGETAGACTCTCA .
mmmcccccrcmcccacmcaococacmcccrcch'

32. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Nukieinséure abtrennt, die
eine Nukleotidsequenz enthdlt, welche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefiihrten
Aminoséuresequenz kodiert, wobei diese Aminosiuresequenz oder ein Tell davon eine spezifische
immunologische Reaktion mit Antikrpern gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9
definiert, auszuldsen vermag, wenn diese Aminosiuresequenz, mit einem Serum eines mit einem
Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird :

- —r————
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33. Verfahren nach Anspruch.29, dadurch gekennzelchnet daB man eine Nukleinsdure abtrennt, die
eine Nukleotidsequenz enthdit, welche wenigstens einen Teil der nachfolgend angefiihrten Aminosdure-
sequenz kodiert, wobei diese Aminosiuresequenz eine  spezifische immunologische Reaktion = mit
AntikGrpern gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis S definiert, auszulésen vermag,
wenn diese Aminosiuresequenz mit einem Serum eines mit einem Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten

in Kontakt gebracht wird :
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34. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Nukieinsdure abtrennt, die
eine Nukleotidsequenz enthéit, welche die Gesamtheit der nachfoigend angefiihrten Aminosiuresequenz
kodiert, wobei die kodierte Ammosiuresequenz eine spezifische immunologische Reaktion mit Antikor-
pemn gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Ansprnche 1 bis 9 definiert, auszuldsen vermag, wenn
diese Aminosduresequenz mit einem Serum eines mlt einem Retrovirus HIV-2 infizierten Patienten in

Kontakt gebracht wird :
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35. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB8 man eine Nukleinsdure abtrennt, die
gine Nukleotidsequenz enthdlt, weiche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefihrien
Aminosiuresequenz kodiert, wobei die kodierte Aminosauresequenz eine spezifische immunologische
Reaktion mit Antikbrpern gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert,
auszuidsen vermag, wenn diese Aminosiuresequenz mit einem Serum eines mit einem Retrovirus HIV-2

infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird :
* c L M S *
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60 36. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Nukleinsdure abtrennt; die
eine Nukleotidsequenz enthélt, welche die Gesamtheit oder einen Teil der nachfolgend angefiihrten
Ammosauresequenz kodiert, wobei die kodierte Aminosauresequenz eine spezifische immunologische
Reaktion mit Antikérpem gegen ein Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert,
auszuldsen vermag, wenn diese Aminosiuresequenz mit einem Serum emes mit einem Retrovirus HIV-2

65 infizierten Patienten in Kontakt gebracht wird : —
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37. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB es folgende Schritte umfaBt :
60 DNS_ die Einwirkung der T4-DNS-Polymerase bis zum Erhalt der freien Enden der Doppelkette der c-
— die Insenerung der mit Adaptoren versehenen und durch dle adequaten Enzyme in einer
Nukleins@ure eines Vektors verdauten c-DNA,
~— tas Abtrennen einer rekombinanten Nukleinsiure, die eine nach einem Verfahren nach einem der
65 Anspriiche 28 bis 36 erhaltenen ¢c-DNS oder einen Teil dieser c-DNS umfaBt, und/oder eine RNS oder
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einen Teil einer RNS, der dieser c-DNS entspricht, die in eine aus einem Vektor stammende Nukleinséure
inseriert ist. :

38.' Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB die abgetrennte rekombinante
Nukleinsaure markiert ist. '

39. Verfahren zum Nachweis eines Refrovirus, das auf den Menschen eine zytopathogene Wirkung
austiben kann, vom Typ HIV-2, oder seiner RNS in einer biologischen Fldssigkeit oder einem biologischen
Gewebe, insbesondere im Hinblick auf den Nachweis des maglichen - oder tatsachlichen Vorliegens von
SLA oder AIDS invito beim Menschen, gekennzeichnet durch die Kontaktierung von in dieser
biologischen Flissgikeit oder diesem biologischen Gewebe enthaltenen Nukieinsauren _mit einer Sonde,
die eine durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 36 erhaitenen Nukleinséure enthalt, unter
stringenten Hybridisierungsbedingungen, oder eine DNS enthélt, die eine Sequenz-homologie von
wenigstens 70 %, vorzugsweise wenigstens 90 % mit der RNS eines Refrovifus nach einem der Anspriiche
1 bis 9 aufweist, und zur Hybridisierung mit dieser beféhigt ist, unter nicht-stringenten Bedingungen,
wobei die - Kontaktierung nach der « Spot-Blot-Technik » wahrend der fir die Durchfihrung der
Hybridisierung erforderlichen Zeitdauer durchgefiihrt wird, wonach das gebildete Hybrid mit einer -
Lésung gewaschen wird, weiche die Beibehaltung der stringenten Bedingungen gewéhrieistet, sowie
durch den Nachweis des gebildeten Hybrids. o

: 40. Verfahren zur Herstellung eines Retrovirus, das auf den Menschen eine zytopathogene Wirkung
auszulben vermag, vom Typ HIV-2, gekennzeichnet durch die Ziichtung in menschlichen T4-Lymphozy-
ten oder in von T4-Lymphozyten abgeleiteten konstanten Zellinien, wobei diese den Phanotyp T4
aufweisen, und diese Lymphozyten oder Zellinien vorgingig mit einem Isolat des Virus HIV-2, wie in
einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, infiziert worden waren, und insbesondere wenn das Aktivitatsni-
veau der Reverse-Transkriptase eine vorgegebene Schwelle erreicht hat, und.durch Abtrennung und
Reinigung der im Medium fir die Zichtung dieser Lymphozyten oder Linien freigesetzten Virenmengen,
insbesondere durch differentielle Zentrifugierung in einem Saccharose- oder Metrizamidgradienten.

41. Verfahren zur Herstellung einer Hybridisierungssonde zum Nachweis einer RNS des Retrovirus
HIV-2, gekennzeichnet durch die Inserierung einer DNS-Sequenz,  insbesondere eine nach einem

" Verfahren nach einem der. der Anspriiche 28 bis -36, in einen Klonierungsvektor durch Rekombination
in vitro, durch die Klonierung des in einer kompetenten Wirtszelle erhaltenen modifizierten Vektors,
sowie durch die Abtrennung der erhaltenen DNS-Rekombinanten.

42. Die sekretorischen Hybridome eines monokionaleh Antikdrpers, die spezifisch ein Antigen eines
HIV-2 Retrovirus nach einem der Anspriiche 1 bis 9 erkennen.

43. Verwendung der durch ein Verfahren nach Anspruch 27 erhaltenen polyklonalen Antikbrper zum
Nachweis des Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, in einem biologischen
Praparat. . '

44. Verwendung der durch ein Verfahren nach Anspruch 27 erhaltenen polyklionalen Antikérper, zum
Nachweis der Antigene des Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert, in einem
biologischen Praparat. , '

45. Verwendung der durch ein Verfahren nach Anspruch 27 erhaltenen polykionalen Antikérper zur
Reinigung der Virusantigene eines Retrovirus HIV-2, wie in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert.

* c L M S *
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