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& [N IMMUNOASSAYS

vt (57) Abstract: The invention relates to the use of Jarl
ical binding partners in immunoassays, to immunological testing methods for

ey linked reverse of HIV as i

Jinked proteins, to the use of covalently cross-

~ determlmng an analyte in a sample, in which i

ss-linked proteins are used as binding partners, to

Tinked reverse i Of HITV, and to a method for producing these severse transcriptasss.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindong berrifft die Verws endung]nn‘amo]e).u[ax kovalent vernetzter Proteme dle Verwi andung kova-
lent vernetzter Reverser ki von HIV als i Jogi in T

zum Nachweis eines Analyten in giner Probe, in dem intramolekular kovalent vemetzie Proteine als Bmdeparlnex eingesetzt werden,
intramolekular kovalent vernetzte Reverse Transkriptase von HIV, sowie win ein Verfahren zur Herstellung dieser Reversen Trans-

kriptase.
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(15)

WO 02/44731 PCT/EP01/13780

Verwendung intramolekular kovalent vernetzter Proteine als Bindepartner in

Tmmunoassays

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung intramolekular kovalent vernetzter
Proteine und insbesondere die Verwendung kovalent vernetzter Reverser Transkriptase
vor HIV als immunologische Bindepartner in Immunoassays, immunologische Testverfah-
ren zum Nachweis eines Analyten iu einer Probe, in dem intramolekular kovalent vernetzte
Proteine als Bindepartuer eingesetzt werden, intramolekular kovalent vernetzte Reverse
Transkriptase von HIV, sowie ein Verfahren zur Herstellung dieser Reversen Transkrip-
tase.

Die Verwendung von Proteinen als Bindepartner fitr den Nachweis von Analyten in im-
mundiagnostischen Testverfahren ist seit langem bekannt. In allen géngigen Immunoassays
wird die Probe mit einem oder mehreren, fiir den. Analyten spezifischen Bindepartnern
inkubiert. Der oder die Bindepartner binden spezifisch an den nachzuweisenden Analyten.
Im Falle eines Antikdrper-Nachweises — beispielsweise bei einer HCV-Infektion - wird die
zu untersuchende Probe beispielsweise mit einem HCV-Antigen in Kontakt gebracht, das
den nachzuweisenden Anti-HCV-Antikérper spezifisch bindet. Bei einem Antigen-Nach-
weis wie beispielsweise beim Nachweis des Tumormarkers prostataspezifisches Antigen
(PSA) wird die Probe mit Antikdrpern in Kontakt gebracht, die spezifisch das PSA in der

Probe binden.

Anschliefend findet in allen Immunoassays der Nachweis des Apalyten statt, Dies kann
beispielsweise durch die Bindung und anschlieBende Deteltion eines weiteren, mit einer
nachweisbaren Markierung versehenen Bindepartners erfolgen, der an den Komplex aus

Analyt und immunologischem Bindepartner bindet.

Im allgemeinen werden die Immunoassays im heterogenen oder homogenen Testformat
durchgefiihrt. Die heterogenen Testformate werden hanfig als Sandwich- oder Briickentest
durchgefithrt. Auch kompetitive Verfahren, bei denen entweder der Analyt oder der spezi-
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fische Bindepartner aus dem Komplex aus Analyt und spezifischem Bindepartner bei-
spielsweise durch Zugabe eines markierten Analyt-Analogons verdringt werden, sind all-
gemein bekannt.

Wichtig ist bei allen immunologischen Testverfahren, dass die als spezifische immunelogi-
sche Bindepartner eingesetzten Reaktanten in stabiler Form vorliegen und dass diese bei-
spielsweise aufgrund ungiinstiger Lagerbedingungen nicht zerstért werden. Diese Gefahr
besteht insbesondere dann, wenn die als spezifische Bindepartner eingesetzten Proteine aus
mehreren Untereinheiten zusammengesetzt sind. Die Untereinheiten konnen kovalent wie
zum Beispiel itber Disulfidbriicken oder nicht kovalent, beispielsweise tiber Wasserstoff-
britcken, entgegengesetzte Ladungen und/oder hydrophobe Wechselwitkungen zusammen-

gehalten werden.

In einigen Fallen kommt es unter den Lagerbedingungen der fiir den immunologischen
Test bendtigten Einsatzstoffe (beispielsweise als Fliissigreagenz), in den fiir den Test her-
gestellten Arbeitslésungen oder im Umfeld der immunologischen Reaktion selbst zu Insta-
bilitiiten und Denaturierungen. Diese fiihren dazu, dass sowohl die Tertidr- als auch die
Quartiirstruktur des Proteins in einer Weise verandert wird, dass der Einsatzstoff nicht

mehr fiir den Einsatz im Immunoassay verwendet werden kann.

Unter ungfinstigen Bedingungen trennen sich die zusammengehérenden Untereinheiten der
als spezifische Bindepartner eingesetzten Proteine voneinander. Diese Dissoziation von
Untereinheiten kann im Falle von natiitlicherweise kovalenten Verbriickungen beispiels-
weise durch Reduktion von Disulfidbriicken durch iibliche Pufferzusétze wie DTT verur-

sacht werden.

Noch grdBer ist allerdings die Gefahr der Dissoziation von nicht kovalent verbundenen
Untereinheiten eines Proteins, die iiber Ladungen oder hydrophobe Wechselwirkungen
zusammengehalten werden. Bei solchen Proteinen kann die Dissoziation der Untereinhei-
ten bereits sehr leicht durch géingige Pufferzusitze wie Salze oder Detergenzien oder un-
giinstige pH- und Temperaturschwankungen ausgelost werden. Eine einzelne, quasi unge-
schiitzte Untereinheit ist damit auch der Denaturierung ausgesetzt. Dadurch kann die Ter-
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tifirstruktur des Proteins bzw. der einzelnen Untereinheit stark verdndert werden, Dies be-
deutet, dass auch die immunologischen Eigenschaften wie beispielsweise die Zugsnglich-
keit von wichiigen Epitopen so stark verdndert werden, dass das als Bindepartner im. Im-
munoassay eingesetzte Protein immunologisch nicht mehr erkannt, das heifit nicht mehr

spezifisch gebunden wird.

Eine weitere Gefahr der Dissoziation von Untereinheiten besteht darin, dass aufgrund der
Einstellung des chemischen Gleichgewichts mit verschiedenen Markierungsgruppen ver-
sehene Untereinheiten wieder reassoziieren. Wird im konkreten Fall ein aus zwei Unter-
einheiten bestehendes Protein fiir den Einsatz in einem Antikdrper-Nachweis im Briicken-~
testformat einerseits fiir den Einsatz an einer universellen Festphase derivatisiert, anderer-
seits das gleiche Protein aber auch als signalgebende Komponente eingesetzt und fiir die-
sen Zweck an einen Marker (z.B. ein Enzym, Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzmar-
ker) gekoppelt, so kann folgendes geschehen: Eine anfanglich mit Positivproben (Proben,
die den Analyten enthalten) erzeugte Eichkurve wird iiber den Zeitverlauf zimehmend fla-
cher. Die Signale fiir negative Proben (Leerwerte) steigen und nithern sich den Werten ftir
die oberen Positivproben mehr und mehr an, so dass keine Differenzierung mehr zwischen
analytfreien und analythaltigen Proben mehr mdglich ist.

In der deutschen Patentanmeldung DE 26 15 349 wird ein Verfahren zur chemischen Mo-
difikation von Enzymen durch Umsetzung mit Chinonen beschrieben. Diese Modifikatio-
nen bewirken einen Stabilitdtsgewinn, der eine verbesserte Enzymaktivitat zur Folge hat.
Es wird darauf hingewiesen, dass die Vernetzung der Enzymmolekiile untereinander, das
heifit intermolekular, aber auch intramolekular erfolgen kann. Der Erhalt immunreaktiver
Epitope spielt hierbei keine Rolle. Der Einsatz der mit Chinonen modifizierten Enzyme in
immundiagnostischen Verfahren wird nicht beschrieben.

Debyser und De Clercq (Protein Science 1996, 5, S. 278-286) beschreiben die Vernetzung
der beiden Untereinheiten der HIV-1 Reversen Transkriptase (RT) mittels Dimethylsuber-
imidat, wodurch Lysin-Seitenketten miteinander verkniipft werden. Zweck der Vernetzung
ist die Untersuchung der Dimerisierung der beiden RT-Untereinheiten. Nur die dimere RT
ist enzymatisch aktiv. Die kovalente Vernetzung der beiden Untereinheiten findet in Ge-
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genwart verschiedener Inhibitoren statt. Je nach Effektivitit des Inhibitors sind nach der
chemischen Vernetzungsreaktion mehr oder weniger stark vernetzte RT-Molekiile bzw.
Multimere entstanden. Die Auswirkung der Vernetzung auf immunologisch relevante Epi-
tope oder die Verwendung der vernetzten Molekiile in Immunoassays spielt keine Rolle.

In der EP-A-0 331 068 wird die Verwendung von intermolekular vernetzten Immunglobu-~
linen in Immunoassays offenbart. Das beift mehrere Immunglobulin-Molekile bzw. deren
Fragmente werden miteinander kovalent verkniipft. Die Multimere von Antikérpern bzw.
ihren Fragmenten werden als Entstdrreagenz eingesetzt. Die vernetzten Immunglobuline
bzw. ihre Fragmente sollen auf Immunglobuline gerichtete Storfaktoren in Humanseren

beseitigen.

Die im Stand der Technik beschriebenen vernetzten Proteine, die unter nattitlichen Bedin-
gungen aus mehreren Untereinheiten bestehen, sind fiir den Einsatz als Antigene bzw. im-~
munologische Bindepartner nicht oder nur bedingt geeignet, da im allgemeinen intermole-
kulare Multimere aus mehreren Proteinmolekiilen entstehen. Diese Multimere sind fiir den
Einsatz in Immunoassays nur bedingt geeignet, da ihre Grofle zumeist nicht genau definiert
ist. Die Multimere existieren somit lediglich in statistischer Groflenverteilung, das heifit es
gibt Mono,- Di, Tri-, Tetramere etc nebeneinander in einem Ansatz. Durch die undefinierte
Vernetzung kann es zur Verdeckung von Epitopen kommen. Dies kann dazu fithren, dass
beispielsweise ein nachzuweisender Proben-Antikérper nicht an die verdeckten Epitope

des Antigens binden kann und somit ein falsch negatives Ergebnis erhalten wird.

Ein weiteres Problem bei der Verwendung von Multimeren als immunologische Binde~
partner ist die Tatsache, dass das Risiko vnspezifischer Bindung von Storfaktoren an die
multimeren Proteine steigt, die in der Probe vorhanden sind. Stdrfaktoren wie beispiels-
weise Rheumafakioren haben oftmals mehrere schwach affine Bindungsstellen. Werden
nun multimere Proteine als immunologische Bindepartner eingesetzt, kann dies dazu fith-
ren, dass insbesondere die Storfaktoren viele Angriffspunkte, das heifit Bindungsstellen bei
den multimeren Proteinen finden. Als Folge davon kénnen falsch-positive Testergebnisse

erhalten werden, und die Spezifitit des Immunoassays wird insgesamt stark verringert.
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Aufgabe war es daber, hinsichtlich ihrer Stabilitét verbesserte Proteine bereitzustellen, die
in Immunoassays als Bindepartner eingesetzt werden konnen. Die so verbesserten Proteine
sollten eine gute Epitopzuginglichkeit besitzen, und es sollte die Spezifitdt des
immunologischen Nachweisverfahren, in dem die Proteine eingesetzt werden, gewahrt
bleiben.

Die Aufgabe wird gel6st durch die in den unabhéngigen Anspriichen beschriebene Erfin-
dung. Die abhéingigen Anspriiche stellen bevorzugte Ausfiihrungsformen dar.

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt; dass sich praktisch ausschlieBlich intramolekutar
vernetzte Proteine ohne Verlust ibrer immunologischen Eigenschaften hexstellen lassen
und diese in vorteilhafter Weise in immunologischen Testverfahren als immunologische
Bindepartner eingesetzt werden konnen. Die ohne Vernetzung aufiretenden Stabilitétspro-
bleme der Proteine werden somit weitgehend verhindert. Die Erfindung betrifft daber die
Verwendung intramolekular kovalent vernetzter Proteine als immunologische Bindepartner

in immunologischen Testverfahren.

Als Proteine kdnnen alle dem Fachmann geléufigen, fiir immunelogische Testverfahren
erforderliche Proteine verwendet werden. Es konnen alle Polypeptide eingesetzt werden,
die aufgrund ilwer Faltung, das heift ihrer Tertidr- oder Quartirstruktur dazn neigen kon-
nen, unter den Bedingungen eines Immunoassays ihre Faltung zu verlieren, zu denaturieren
oder in ihre verschiedenen Untereinheiten zu dissoziieren. Bei einer solchen strukturellen
Anderung besteht die Gefahr, dass immunolegisch wichtige Epitope so verdndert werden,
dass sie beispielsweise von Antikérpern nicht mehr spezifisch gebunden werden. Im
schlimmsten Fall bedeutet dies, dass ein immunologischer Test negativ ausfillt, das heifit
die Anwesenheit des nachzuweisenden Antikdrpers nicht anzeigt, weil die als Bindepartner
eingesetzten Proteine denaturiert sind. Diese Nachteile werden durch den erfindungsgems-

fen Einsatz der intramolekular kovalent vernetzien Proteine weitgehend vermieden.

Insbesondere werden solche intramolekular kovalent vernetzten Proteine eingesetzt, die

natiirlicherweise aus mehreren Untereinheiten aufgebaut sind. Bevorzugt werden DNA-

JP 2004-514908 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(20)

WO 02/44731 PCT/EP01/13780

-6~

oder RNA-Polymerasen, besonders bevorzugt Reverse Transkriptase von HIV, ganz be-

sonders bevorzugt Reverse Transkriptase von HIV-1 eingesetzt.

Die Herkunft der Proteine kann beliebiger Natur sein. Die zu vernetzenden Proteine kon-
nen aus ihrer natiirlichen Quelle, also beispielsweise einem Organismus oder Virus isoliert
werden. Bevorzugt ist jedoch die Verwendung mittels gentechnologischer Methoden re-
kombinant hergestellter Proteine. Ganz besonders bevorzugt wird eine rekombinant herge-
stellte aufgereinigte RT verwendet, die von einem Expressionsklon wie er beispiclsweise
bei Miiller et al. in J. Biol. Chem. 264/24: 13975-13978 (1989) beschrieben ist, exprimiert

wird.

Bei den intramolekular kovalent vernetzten Proteinen ist es wichtig, dass die fiir die immu-
nologische Erkennung entscheidenden Epitope durch die Vernetzung nicht oder nur so
geringfiigig verandert werden, dass der andere immunologische Bindepartner im Test das
vernetzie Protein genauso gut erkennt und spezifisch bindet wie das unvernetzte Protein.
Durch die Vernetzung diirfen also keine immunologisch relevanten Artefakte erzengt wer-
den, die das Testergebnis verfilschen koénnen.

Unter der Bezeichnung Protein werden alle Polypeptide verstanden, die aus mindestens
etwa 50 Aminosiuren, bevorzugt aus mindestens 100 Aminosiuren bestehen. Modifizierte
Proteine, die beispielsweise mit Zuckerresten, Sialinsduren oder Lipidstrukturen verkniipft

sind, werden ebenfalls unter dem Begriff Protein verstanden,

Unter dem Begriff "intramolekular kovalent vernetzt” werden Proteine verstanden, deren
Polypeptidkeite mittels chemischer Modifikation so miteinander verkniipft ist, dass diese
nicht mehr auseinanderfallen kann, das heifit ibre Tertifrstruktur und damit die Zugéng-
lichkeit wichtiger Epitope nicht verliert. Im Falle eines Proteins, das aus mehrerem Unter-
einheiten besteht, bewirkt die intramolekulare kovalente Vernetzung, dass sowohl die Ter-
tidr- als anch die Quartérstrulctur erhalten bleiﬁt. Die verschiedenen Polypeptidketten kon-
nen aufgrund der Modifikation nicht mehr auseinanderdiffundieren.
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Wesentlich ist, dass die kovalente Verkniipfung nur innerhalb eines Proteinmolekiils er~
folgt. Bei Proteinen, die unter natiirlichen Bedingungen nur ans einer Polypeptidkette und
somit nur aus einer Untereinheit bestehen, erfolgt eine Verkniipfung von mindestens zwei
Stellen innerhalb einer Polypeptidkette. Es entsteht durch die intramolekular kovalente
Vemetzung daher kein Oligomer aus mehreren Proteinen. Solche Oligomere werden im
folgenden auch als Poly- oder Multimere bezeichuet. Das Molekulargewicht der intramo-
lekular kovalent vernetzten Proteine wird also nur insofern erhoht, als die chemische Ver-
kniipfungssubstanz kovalent im Protein gekoppelt ist und damit die Gesamimasse gering-
fiigig erthoht wird.

Bei Proteinen, die aus mehreren Untereinheiten bestehen, erfolgt die Verkniipfung erfin-
dungsgemih nur zwischen denjenigen Untereinheiten, die auch natiirlicherweise ein intak-
tes Proteinmolekiil bilden, Das heiBt die GrioBe bzw. das Molekulargewicht des erfindungs-
gemih intramolekular kovalent vernetzten Proteins werden nur geringfligig durch die ver-
netzende chemische Substanz erhdht. Praktisch ausgeschlossen sind Verkniipfungen, die
innerhalb mehrerer Proteinmolekiile erfolgen, so dass sich Oligo- oder gar Polymere der

Proteine bilden.

Erfindungsgemif kénnen die vernetzten Proteine vor oder nach der Vernetzung mit wei-
teren Modifikationsgruppen versehen werden, die beispielsweise fiir den Einsatz als mar-
kierte Antigene oder fiir die Bindung der vernetzten Proteine an eine Festphase erforderlich
sind. Beispielhaft sejen hier die Verkniipfung mit Biotin oder Streptavidin oder mit signal-
gebenden Markierungsgruppen wie Enzymen, Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzgrup-
pen erwihnt. Dem Fachmann sind solche Modifikationen gelédufig. Durch diese Modifika-~
tionen diirfen sich die immunologischen Eigenschaften der erfindungsgemii intramoleku-
lar vernetzten Proteine nicht oder nur insoweit veréndern, dass eine Erkennung durch die

spezifischen Bindepartner im Imununoassay imumer noch gewihrleistet ist.

Die nahezu ausschlieBlich intramolekulare Verkniipfung der Proteine kann insbesondere

fiir Proteine mit Quartérstruktur beispielsweise mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelekiropho-
rese (SDS-PAGE) mit anschliefiender Coomassie-Blau-Fiirbung nachgewiesen werden. Es
sollen nach der erfindungsgeméBen Vernetzung des Proteins in einem SDS-PAGB-Gel mit
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dem blofien Auge keine grifieren Molekulargewichte erkennbar sein als dem natiirlichen
Molekulargewicht des Proteins entspricht. Wird beispielsweise ein miniaturisiertes, kom-
merziell exhdltliches SDS-Polyacrylamid-Gradientengel von 8 bis 25 % Polyacrylamid des
Phast™-Systems der Firma Pharmacia eingesetzt, betrégt die aufgetragene Proteinmenge
pro Spur etwa 500 ng. Bei dieser Menge lassen sich in diesem System erfindungsgemaf
mit dem blofen Auge keine grofieren Molekulargewichte exkennen als dem natiirlichen
Molekulargewicht entspricht. Bei Proteinen, die natiirlicherweise mehrere Untereinbeiten,
das heifit mehrere Polypeptidketten besitzen, darf das Molekulargewicht einer Bande nach
der Vermetzung nicht die Summe der Molekulargewichte der Untereinheiten iibersteigen.
Proteinbanden auf dem Gel, die ein Molekulargewicht aufweisen, welches der Summe des
Molekulargewichts der Untereinheiten entspricht, kdnnen als Nachweis fiir eine erfolgrei-
che intramolekulare Vernetzung eines Proteins mit Quartdrstruktur angesehen werden.
Mittels SDS-PAGE kann also einerseits die erfolgreiche intramolekulare Vernetzung eines
aus mehreren Untereinheiten bestehenden Proteins und andererseits die Abwesenheit von

Multimeren nachgewiesen werden.

Eine weitere Moglichkeit, die Abwesenbeit von Multimeren nachzuweisen, bietet die Gel-
permeationschromatographie, auch Gelausschluss-Chromatographie genannt, die beispiels-
weise mittels einer handelsfiblichen HPLC-Apparatur durchgefiihrt werden kann. Protein-
komplexe, die ein Molekulargewicht aufiveisen, das einem Multimeren des einzelnen Pro-
teins entspricht, werden deutlich frither eluiert als einzeln vorliegende Proteine. Solche
Multimere diirfen erfindungsgeméf nur zu einem niedrigen Prozentsaiz vorliegen. Gemes-
sen am Integral eines HPLC-Chromatogramms bedentet dies, dass die Multimere nur bis
zu einem Anteil von bis zu ca. 5 Prozent gemessen am eluierten Peak (Integral) des erfin-

dungsgemah nur intramolekular vernetzten Proteins betragen diirfen.

Als immunologische Bindepartner werden alle Molekiile bezeichnet, die unter den Bedin-
gungen eines Immunoassays an andere Molekiile spezifisch binden kénnen. Insbesondere
sollen immunologische Bindepartner spezifisch den Analyten oder eine an den Analyten
gebundene Substanz spezifisch binden k6nnen. Eine klassische Konstellation ist die spezi-
fische Bindung eines Antikrpers an ein Antigen, beispielsweise die Bindung eines Anti-
PSA-Antikérpers an PSA. Sowohl Antikérper als auch Antigen stellen immunologische
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Bindepartner dar. Erfindungsgemafl werden die intramolekular kovalent vernetzten Pro-
teine als immunologische Bindepartner in Immunoassays cingesetzt. Bevorzugt werden
Antigene als immunologischen Bindepartner eingesetzt, wenn der Nachweis eines gegen
diese Antigene gerichteten Antikérpers erfolgen soll. Bevorzugt sei hier der in einem unte-
sen Abschnitt erliduterte Nachweis von Anti-HIV-RT-Antikdrpern mittels erfindungsgemif
vernetzter HIV Reverser Transkriptase genannt.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein immunologisches Testverfahren zum Nachweis
eines Analyten in einer Probe. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass als immu-
pologischer Bindepartuer ein intramolekular kovalent vernetztes Protein eingesetzt wird.
Es hat sich gezeigt, dass intramolekular kovalent vernetzte Protejine, insbesondere solche,
die natiirlicherweise aus mehreren Untereinheiten bestehen, unter den Bedingungen eines

Immunoassays deutlich stabiler sind als unvernetzte Proteine.

Die verschiedenen Formate und Ansftihrungsformen von Immunoassays sowie die ver-
schiedenen Nachweisverfahren wie beispielsweise tiber enzymatische Reaktionen, fluores-
zierende oder chemilumineszierende Substanzen sind dem Fachmann geldufig und brau-
chen daher hier nicht gesondert erldutert zu werden. Bevorzugt wird erfindungsgemiB ein
heterogenes Testformat, bei dem nach erfolgter immunologischer Reaktion die Abtrennung

der festen von der fliissigen Phase erfolgt, gewahlt.

Bevorzugt handelt es sich bei dem Verfabren um einen Immunoassay zur Diagnose von
HIV-Infektionen. Liegt bei einem Patienten eine BIV-Infektion vor, so kann diese anhand
der gegen bestimmte Antigene des Virus gebildeten Antikérper in einer Blut-, Serum- oder
Plasmaprobe nachgewiesen werden. Haufig lassen sich auch die Virus-Antigene des HIV
selbst nachweisen wie beispielsweise das p24-Antigen von HIV-1. Hierzu ist der Einsatz
spezifischer, gegen das HIV-Antigen — hier: gegen p24 gerichteter Antikérper erforderlich.

Oftmals findet der Nachweis einer HIV-Infektion in einer Probe als kombinierter Antigen-
und Antikérper-Nachweis-Test statt. Solche Tests werden auch als Kombitests bezeichnet.
In der WO 98/40744 wird ein solcher Kombitest offenbart. Hier werden sowohl HIV-Anti-
gene, das heiBt p24-Antigen von HIV-1 bzw. HIV-1 Subtyp O und das entsprechende p26-
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Antigen von HIV-2 mittels spezifischer Antikdrper detektiert als anch gegen HIV gerich~
tete Antikorper gegen Hiillproteine (env) des Erregers wie gpl160, gp120, gp41 von HIV-1
und gpl40, gpl10, gp36 von HIV-2. Weiterhin werden in dem Kombitest gemaf WO
98/40744 anch Antikorper gegen HIV-RT nachgewiesen. Als immunologischer Bindepart-
ner wird hierzu rekombinant hergestellie HIV-1 Reverse Transkriptase eingesetzt, die je-
doch nicht intramolekular kovalent verkniipft ist.

ErfindungsgemiB wird intramolekular kovalent verkniipfte RT von HIV, insbesondere RT
von HIV-1 bevorzugt in einem Kombitest zum Nachweis einer HIV-Infektion in einer
Probe eingesetzt.

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist intramoleknlar kovalent vernetzte Reverse
Transkriptase von HIV, ein Enzym, das natiitlicherweise in zwei Untereinheiten vorliegt.
Die HIV RT liegt unter natiirlichen Bedingungen als Heterodimer vor. HIV-1 RT besteht
aus einer Untereinheit von 51 kDa und einer Untereinheit von 66 kDa. Die rekombinante
Form ist beispiclsweise iiber Expressionsklone verfiigbar (beispielsweise von Miiller et al.
1989 in J. Biol. Chem. 264/24, S. 13975-13978). Aufgrund eines Homologiegrades von
etwa 60 %, abschnittweise sogar 100 % auf Aminoséureebene kaon die HIV-1 RT im all-
gemeinen dazu verwendet werden, auch gegen HIV-2 RT gerichtete Antikorper zu erken-
nen. Die Bezeichnung HIV beinhaliet HIV-1, HIV-2, sowie alle Subtypen und Untergrup-
pierungen des Virus wie beispielsweise den HIV-1 Subtyp O. Bevorzugt wird HIV-1 RT in

intramolekular kovalent vernetzter Form.

Es hat sich iiberraschender Weise gezeigt, dass durch die intramolekulare kovalente Ver-
petzung HIV RT unter den Bedingungen des Immuneassays deutlich stabiler ist als in un-
vernetzter Form. Auch Temperaturbelastungen, wie sie beispielsweise bei lingerer oder
unsachgemdBer Lagerung oder auch unter Assaybedingungen ausgesetzt ist, hélt die erfin-
dungsgeméBe RT deutlich besser stand als in unvernetzter Form. Die erfindungsgeméBe
intramolekular kovalent vernetzte RT zeichnet sich dadurch aus, dass die beiden Unterein-
heiten miteinander kovalent verkntipft sind, wobei keine intermolekularen Verkniipfungen

mehrerer Molekiile vortiegen. Der Nachweis, dass keine Oligomere mehrerer RT-Mole-
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kiile vorliegen, kann beispielsweise mit der bereits etléuterten Gelausschluss-Chromato-
graphie oder mittels SDS-PAGE erfolgen.

Als Vermetzungsreagenzien werden bevorzugt homo- und heterobifunktionelle Linker ein-
gesetzt. Insbesondere werden bevorzugt MHS (3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccin-
imidester), EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropylcarbodiimid)), DSS (Disuccinimi-
dylsuberat), HSAB (N-Hydroxysuccinimidyl-4-Azidobenzoat)), Sulfo-SANPAH (Sulfo-
succinimidyl-6(4’~Amido-2’-Nitrophenylamido)hexanoat) zur intramoleknlaren Vernet-
zung der RT eingesetzt. Wie bereits erlutert, ist es wichtig, dass durch die chemische
Realktion der vernetzenden Linker nur eine intramolekulare Vernetzung des Proteins bzw.
der beiden RT-Untereinheiten, nicht aber eine Vernetzung mehrerer RT-Molekiile unter-
einander erfolgt. Weiterhin wichtig ist es, dass durch die chemische Reaktion keine immu-

nologisch relevanten Epitope zerstort werden.

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung intramolekular
vernetzter Reverser Transkriptase von HIV. Das Verfahren umfasst die Schritte

- Bereitstellen der RT in geldster Form

- gegebenenfalls Umsetzen der RT mit einem Blockierungsreagenz fiir SH-Gruppen

- Dialyse des Ansatzes gegen wissrigen Puffer

- Umsetzen der aktivierten RT mit einem der Vernetzungsreagenzien

MHS (3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester), EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethyl~
aminopropyl)carbodiimid)), DSS (Disuccinimidylsuberat), HSAB (N-Hydroxysuccinimi-
dyl-4-Azidobenzoat)), Sulfo-SANPAH (Sulfosuccinimidyl-6(4’-Amido-2’-Nitrophenyl-
amnido)hexanoat)

- gegebenentalls Stoppen der Reaktion

- Abtrennen der tiberschiissigen Reaktanten vom Reaktionsprodukt durch Dialyse

- gegebenenfalls Belichten des dialysierten Reaktionsprodukts mit UV-Licht.

Die bevorzugte Stochiometrie von RT zu Vernetzungsreagenz betrigt etwa 1:1 bis 1:20.
Die Verhiltnisse der Reaktanten werden so gewihlt, dass keine oder nur eine vernachlis-

sigbar geringe Oligomerisierung mehrerer RT-Molekiile untereinander stattfindet.
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Figur 1 zeigt die Analyse der nach der Vernetzung erhaltenen Molekulargewichte der RT

mittels Gelpermeationschromatographie.
Die folgenden Beispiele erliutern die Exfindung weiter.

Beispiel 1
Intramolekulare Vernetzung von HIV-1 Reverser Transkriptase

a) Vernetzang mit MHS

HIV-1 Reverse Transkriptase (10 mg/ml) liegt gelost vor in 50 mM Diethanolamin, pH
8,8, 25 mM NaCl, I mM DTT, | mM EDTA. Der pH-Wert wird durch Zugabe einer I M
KH,PO4-Losung auf pH 6,4 eingestellt.

Durch Zugabe eines entsprechenden Aliquots einer 1 M Losung NMM (N-Methyl-
maleinimid) in DMSO wird der Ansatz ad 5 mM NMM aufgestockt und anschliefend fiir
60 min bei 25 °C unter Rilhren inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine Dialyse gegen 50 mM
Diethanolamin, pH 8,8, 25 mM NaCl.

Der pH-Wert wird nun durch Zugabe einer 1 M KHPO4~Losung auf pH 7.0 korrigiert.
Vom MHS (3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester) wird eine Stammlésung in
DMSO hergestellt (5 mg/ml). Die einer Angebotsstochiometrie von 1:8 (mol Reverse
Transkriptase / mol MHS) entsprechende Menge dieser Losung wird zum Ansatz hinzuge-
geben, dieser dann wiederum fiir 60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. Die Reaktion
wird abgestoppt durch Aufstocken des Reaktionsgemisches ad 10 mM Lysin unter einer
weiteren Inkubation fiir 30 min. Die Abtrennung tiberschiissiger Reaktanten erfolgt durch
Dialyse gegen 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA.

Nach der Dialyse wird der pH-Wert durch Zugabe eines Aliquots einer 1 M K;HPO4-Lo-
sung auf pH 7.4 eingestellt.,, der Ansatz wird fir 4 h bei 25 °C unter Rithren weiterinku-
biert, bevor Cystein ad 2 mM zugeben wird. Nach weiteren 30 min Inkubation wird die

JP 2004-514908 A 2004.5.20
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Realction durch Zugabe von NMM (ad 5 mM) abgestoppt. Der Ansatz wird dialysiert ge-
gen 50 mM Diethanolamin, pH 8,8, 25 mM NaCl.

h) Vernetzung mit EDC

HIV-1 Reverse Transkriptase (10 mg/ml) liegt geldst vor in 50 mM Diethanolamin, pH
8,8,25 mM NaCl, 1 mM DTT, I mM EDTA. Der pH-Wert wird durch Zugabe einer 1 M
KH,PO4-Losung auf pH 6,4 eingestellt.

Durch Zugabe eines entsprechenden Aliquots einer 1 M Lasung NMM (N-Methyl-
maleinimid) in DMSO wird der Ansatz ad 5 mM NMM aufgestockt und anschlieBend fiir
60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine Dialyse gegen 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, 50 mM NaCl.

Vom EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid)) wird eine Stammldsung in
DMSO hergestellt (2 mg/ml). Die einer Angebotsstochiometrie von 1:10 (mol Reverse
Transkriptase / mol EDC) entsprechende Menge dieser Losung wird zum Ansatz hinzuge-
geben, dieser dann wiederum fiir 60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. Die Abtrennung
iiberschilssiger Reaktanten erfolgt durch Dialyse gegen 25 mM Kaliumphosphatpuffer, pH
7.0, 50 mM NaCl.

¢) Vernetzung mit DSS
HIV-1 Reverse Transkriptase (10 mg/ml) liegt geldst vor in 50 mM Diethanolamin, pH
8,8, 25 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA. Der pH-Wert wird durch Zugabe einer 1 M

KH,PO,-Losung auf pH 6,4 eingestellt.

Durch Zugabe eines entsprechenden Aliquots einer 1 M Losung NMM (N-Methyl-

maleinimid) in DMSO wird der Ansatz ad 5 mM NMM aufgestockt und anschliefiend fiir

JP 2004-514908 A 2004.5.20
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60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. AnschlieBend exfolgt eine Dialyse gegen 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 8,0, 25 mM NaClL.

Vom DSS (Disuccinimidylsuberat) wird eine Stammldsung in DMSO hergestellt (2
mg/ml). Die einer Angebotsstdchiometrie von 1:10 (mol Rev. Transkriptase / mol DSS)
entsprechende Menge dieser Losung wird zum Ansatz hinzugegeben, dieser dann wie-~
derum fiir 60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. Die Abtrennung tiberschiissiger Re-
aktanten erfolgt durch Dialyse gegen 25 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, 56 mM NaCl.

d) Vernetzung mit HSAB

HIV-1 Reverse Transkriptase (10 mg/ml) liegt gelsst vor in 50 mM Diethanolamin, pH
8,8, 25 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA. Der pH-Wert wird durch Zugabe einer 1 M
KH,PO4-Losung auf pH 6,4 eingesteilt.

Durch Zugabe eines entsprechenden Aliquots einer 1 M Losung NMM (N-Methyl-
maleinimid) in DMSO wird der Ansatz ad 5 mM NMM aufgestockt und anschlieBend fiir
60 min bei 25 °C unter Rilliren inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine Dialyse gegen 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 8,0, 25 mM NaCl.

Vom HSAB (N-Hydroxysuceinimidyl-4-Azidobenzoat)) wird eine Stammldsung in DMSO
hergestellt (2 mg/ml). Die einer Angebotsstochiometrie von 1:5 (mol Rev. Transkriptase /
mol HSAB) entsprechende Menge dieser Losung wird zum Ansatz hinzugegeben, dieser
dann wiederum fiir 60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. Die Abtrennung tiberschiissi-
ger Reaktanten erfolgt durch Dialyse gegen 25 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, 50 mM
NaCl.

Der Ansaiz wird anschlieflend fiir 7 min mit einer UV-Lampe belichtet.
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¢) Vernetzung mit Sulfo-SANPAE

HIV-1 Reverse Transkriptase (10 mg/ml) liegt gelost vor in 50 mM Diethanolamin, pH
8,8, 25 mM NaCl, I mM DTT, 1 mM EDTA. Der pH-Wert wird durch Zugabe ejner 1 M
KHoPO4-Losung auf pH 6,4 eingestellt.

Durch Zugabe eines entsprechenden Aliquots einer 1 M Ldsung NMM (N-Methyl-
maleinimid) in DMSO wird der Ansatz ad 5 mM NMM aufgestockt und anschliefend fiir
60 min bei 25 °C unter Rithren inkubiert. AnschlieBend erfolgt eine Dialyse gegen 10 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 8,0, 25 mM NaCl.

Vom Sulfo-SANPAH (Sulfosuccinimidyl-6(4’-Amido-2’-Nitrophenylamido)hexanoat)
wird eine Stammldsung in DMSO hergestellt (4 mg/ml). Die einex Angebotsstdchiometrie
von 1:5 (mol Rev. Transkriptase / mol Sulfo-SANPAH) entsprechende Menge dieser L~
sung wird zum Ansatz hinzugegeben, dieser dann wiederum fiir 60 min bei 25 °C unter
Rithren inkubiert. Die Abtrennung iiberschiissiger Reaktanten erfolgt durch Dialyse gegen
25 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, 50 mM NaCl.

Der Ansatz wird anschliefiend fiir 7 min mit einer UV-Lampe belichtet.

Beispiel 2

Nachweis der ansschlieBlich jntr lekularen Vernetzung von HIV-1 Reverser

Transkriptase

2) SDS-Gelelektrophorese

Aliquots der intramolekular vernetzten HIV-1 Reversen Transkriptase wurden mittels Po-
Iyacrylamid-Gelelektrophorese in Gegenwart von SDS an einer Phast-Gel-Apparatur (Fa.

Pharmacia™) nach einer Standardvorschrift des Herstellers analysiert.

Die nicht vernetzte Kontrolle weist ausschlielich Banden mit Molekulargewichten von 66
kD und 51 kD auf, die den Untereinheiten der Reversen Transkriptase entsprechen. Intra-

JP 2004-514908 A 2004.5.20
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molekular vernetzte Reverse Transkriptase l4sst Banden mit Molekulargewichten von 110-
120 XD erkennen, die eine erfolgreiche Vernetzung der Untereinheiten untereinander be-
weisen. Grofere Proteinkomplexe sind nicht nachweisbar, d.h. mit den erfindungsgeméfBen
Vernetzungsverfahren kommt es nicht zu einer intermolekularen Verbriickung mehrerer

Molekiile Reverser Transkriptase.

b) Analytische Gelper i h tographie

Ein Aliquot der intramolekular vernetzten HIV-1 Reversen Transkriptase wurden einer
Gelpermeationschromatographie an einer TSK 3000 Séule (Toso Haas™) mittels einer
handelstblichen HPLC-Apparatur nach einer Standardvorschrift des Herstellers analysiert.

Die intramolekular vernetzte Reverse Transkriptase eluiert von der Saule mit einer Reten-
tionszeit, die globuldren Proteinen mit Molekulargewichten von 100-130 kD entspricht
(bier 7,5 min). Grofere Proteinkomplexe, die eine kiirzere Retentionszeit im Chromato-
gramm aufweisen wiirden, sind nicht nachweisbar, d.h. mit den erfindungsgeméfen Ver-
netzungsverfahren kommt es nicht zu einer intermolekularen Verbriickung mehrerer Mole-
kiile Reverser Transkriptase zu oligomeren oder polymeren Strukturen. Das Chromato-

gramm ist in Figur 1 dargestelit.

Beispiel 3
Derivatisierung von intramolekular vernetzter HIV-1 Reverser Transkriptase am

Beispiel der Biotinmarkierung

Intramolekular vernetzte HIV-1 Reverse Transkriptase (siche Beispiel 1) liegt in Dietha-
nolamin oder Kaliumphosphatpuffer vor. Die unvernetzte RT als Vergleich wird mit N-
Methylmaleimid behandelt und gegen Diethanolamin dialysiert. Sofern erforderlich wird in
allen RT-Ansitzen durch Zugabe von NaOH ein pH-Wert von pH 8,6 — 8,8 eingestellt.
Vom Biotin-DDS (Biotinyl-diaminodioxaoctan-disuccinimidylsuberat) wird eine
Stammlésung in DMSO hergesteltt (6 mg/ml). Die einer Angebotsstichiometrie von 1:4

JP 2004-514908 A 2004.5.20
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(mol Rev. Transkriptase / mol Biotin-DDS) entsprechende Menge dieser Losung wird zum
Ansatz hinzugegeben, dieser dann wiederum fiir 60 min bei 25 °C unter Riihren inkubiert.
Die Reaktion wird abgestoppt durch Aufstocken des Reaktionsgemisches ad 10 mM Lysin
unter einer weiteren Inkubation fiir 30 min. Die Abtrennung iiberschiissiger Reaktanten
etfolgt durch Dialyse gegen 50 mM Diethanolamin, pH 8.8, 25 mM NaCl.

Beispiel 4
Stabilititspriifung im Funktionstest

Zur Uberpriifung der Stabilitat der HIV-1 Reversen Transkriptase wurde ein Immunoassay
am Elecsys® der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim durchgefiihrt. Vermessen
wurden neben einer Negativkontrolle (NK), die keine Anti-RT-Antiktrper enthilt und ei-
ner Positivkontrolle (PK), die Anti-RT-Antikorper enthilt, jeweils zwei HIV positive Hu-~
manseren mit Anti-RT-Reaktivitit.

Dafiir wurden 45 pl Probe zusammen mit 55ul Reagenz 1 (biotinylierte RT) und 55 pl
Reagenz 2 (Ruthenium-markierte RT) fiir 9 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
Streptavidin-beschichtete Magnetbeads zugesetzt und die Mischung weitere 9 min inku-
biert. Danach erfolgie ein magnetisches Capturing der Beads und die quantitative Erfas-

sung des Elektrochemiluminiszenzsignals.

Um die Stabilitit der biotinylierten Reversen Transkriptase in erfindungsgemif vernetzter
und in unvemetzter Form vergleichend zu tiberpriifen, wurde vor Durchfithrung des Tests
das Reagenz 1 (biotinylierte RT) die unten angegebene Zeit 18 Stunden lang bei 42 °C

belastet. Als BezugsgroBe diente ein gleichzeitig angesetztes und bei 4 °C gelagertes Rea-

genz 1. Alle anderen Reagenzien wurden fiir die Versuche jeweils frisch angesetzt.

Die Auswertung erfolgt tiber die Signaldynamik, das heifit man ermittelt den Quotienten
aus dem erhaltenen Signal und der jeweiligen Negativkontrolle, Je grifer der Wert flir die
Signaldynamik ist, desto besser kann eine Differenzierung zwischen HIV-Antikorper-po-~
sitiven und —negativen Proben erfolgen. Eine grofie Signaldynamik ist also erstrebenswert.
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Fiir den Vergleich von belasteter RT zu unbelasteter RT wurden die jeweiligen Werte in
Relation zueinander gesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1
rekombinante HIV-1-RT-Bi(DDS);
nicht vernetzt
\ Belast 18h42°C Vergleich belastet/unbelastet
Proben Counts Signal- Counts Signal- Counts Signal-
dynamik dynamik dynamik
[Negativkontrolle 1763 1,0 1049] 1,0 60% 100%.
Positivk i 16848, 9,6 1480 1,4 9% 15%
HIV-Serum 1 6209 3.5 1054] 1,0] 17% 29%
HIV-Serum 2 5162 2.9 917 0,9] 18% 30%
HIV-Serum 3 5832 3.3 1150 1,1 20% 33%
BIV-Serum 4 111444 63,2) 6267 6,0 6%) 9%|
rekombinante HIV-1-RT(MHS)-
Bi(DDS); erfindungsgemifn
vernetzt
unbelastet Belastung 18 h 42 °C Vergleich belastet/unbelastet
Proben Counts Signal- Counts Signal- Counts Signal-
dynamik dynamik dynamik

egativkontrolle 1304] 1,0 1206 1,0 9N2%l| 100%
[Positivientrolle 73335 56,2 77611 64,4 106%)| 114%.
HIV-Serum 5 8476 6,3] 7092 5,9 84%) 96%
HIV-Serum 6 14504 11,1 10615! 8,8] 3% 9%
HIV-Serum 7 69459 533 59347, 49;2! 85% 92%,
HIV-Serum 8 168674 129,4 168304 139,6| 100% 108%

Es zeigt sich, dass auch nach mehrstiindiger Belastung bei einer erhhten Temperatur im
Vergleich zu unbelasteter RT die Signaldynamik im Immunoassay mit erfindungsgemih
vernetzter RT noch mindestens 79%, bevorzugt mindesﬁns 90 % betrigt, wihrend die Si-
gnaldynamik bezogen auf die Negativkontrolle bei unvernetzter RT nur bei hochstens etwa
30 % liegt, zum Teil bei deutlich unter 30 % oder sogar unter 20 %. Die Signale fallen bei
Verwendung unvernetzter RT auf das Nivean von Negativseren ab, wihrend die erfin-
dungsgemif vernetzte RT seine immunologische Funktion beibehilt. Die von den Proben-
antikdrpern erkannten Epitope der RT bleiben also trotz Temperaturbelastung weitgehend
erhalten. Dies bedeutet, dass die erfindungsgemiB vernetzte RT deutlich stabiler ist als die

unvernetzte.
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Anspriiche

1. Verwendung intramolekular kovalent vernetzter Proteine als immunologische Binde-

partoer in immunologischen Testverfahren.

2. Verwendung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass ein Protein eingesetzt
wird, das aus mehreren Untereinheiten aufgebaut ist.

3. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass

als Protein eine DNA- oder RNA-Polymerase eingesetzt wird.

4, Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass
als Protein Reverse Transkriptase von HIV eingesetzt wird.

5. Immunologisches Testverfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, dadurch
gekennzeichnet, dass als immunologischer Bindepartner ein intramolekular kovalent

vernetztes Protein gem#l den Anspriichen 1 bis 4 eingesetzt wird.

6. Immunologisches Testverfahren nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, dass es sich
um ein Verfahren zur Diagnose von HIV-Infektionen handelt.

7. Intramolekular kovalent vernetzte Reverse Transkriptase (RT) von HIV, dadurch ge-
kennzeichnet, dass ausschlieBlich die beiden Untereinheiten der RT miteinander kova-
lent vernetzt sind, wobei keine intermolekularen Verkniipfungen mehrerer RT-Mole-

kiile miteinander vorliegen.

8. Intramolekular kovalent vernetzte Reverse Transkriptase von HIV nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet, dass als Vernetzungsreagenz MHS (3-Maleimidobenzoyl-N-
hydroxysuccinimidester), EDC (1-Ethyl-3~(3-Dimethylaminopropy!)carbodiimid)),
DSS (Disuccinimidylsuberat), HSAB (N-Hydroxysuccinimidyl-4-Azidobenzoat)),
Sulfo-SANPAH (Sulfosnccinimidyl-6(4°-Amido-2*-Nitrophenylamido)hexanoat) ein-
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gesetzt wird.

. Verfahren zur Herstellung intramolekular vernetzter Reverser Transkriptase von HIV

gemil einem der Anspriiche 7 oder 8 umfassend die Schritte

- Bereitstellen der RT in geloster Form

- gegebenenfalls Umsetzen der RT mit einem Blockierungsreagenz fiir SH-Gruppen
- Dialyse des Ansatzes gegen wissrigen Puffer

- Umsetzen der aktivierten RT mit einem der Vernetzungsreagenzien

MHS (3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester), EDC (1-Ethyl-3-(3-Dime-
thylaminopropyl)carbodiimid)), DSS (Disuccinimidylsuberat), HSAB (N-Hydroxy-
succinimidyl-4-Azidobenzoat)), Sulfo-SANPAH (Sulfosuccinimidyl-6(4°-Amido-2’-
Nitrophenylamido)hexanoat)

- gegebenenfalls Stoppen der Reaktion

- Abtrennen der iiberschiissigen Reaktanten vom Reaktionsprodukt durch Dialyse

- gegebenenfalls Belichten des dialysierten Realstionsprodukts mit UV-Licht.

JP 2004-514908 A 2004.5.20
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82393 T(Teldor( (DT). DONIE, Frederic [DIVDT]; In der
Au 10, 82377 Penzberg (DE).

Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ,BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR,

ing (Regel 4.17 Ziffer iv) nur fiir US
Erfindererklarung (Regel 4.17 Ziffer &) nur fiir US

Veriffentlicht:
mit internationalem Recherchenbericht

(88) Veriffentlichungsdatum des internationalen
Recherchenberichts: 13. Februar 2003

7ur Frkidarung der Zweibuchstaben-Codes wnd der anderen

i wird auf die i ("Guidance Notes on
C ‘odes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PC1-Gazette verwiesen.

(54) Title: USL OV INTRAMOLLCULARLY, COVALENTLY CROSS-LINKLD PROTEINS AS BINDING PARTNLRS IN IM-
MUNOASSAYS

{54) Bezeichnung: VERWENDUNG INTRAMOLEKULAR KOVALENT VERNETZTER PROTEINE ALS BINDEPARINER
IN IMMUNOASSAYS

(ag]
«
—
(gl

(57) Abstract: The invention relates to the use of inramolecularly, covalently cross-linked proteins, to the use of covalently cross-
I~ linked roverse transcriptases of HIV as immunological binding parmers in immunoassays, to immunological testing methods for
I determining an ana]yte in a sample, in which i Iy, covalently cross-linked proteins are used as binding partners, to
y linked reverse (ranscriplases ol HIV, and Lo a method for producing these reverse transcriplases.

104

(o]

(57) Zusammenfassung: Die Erlindung betrilll die Verwendung iniramolekular kovaleni vernetzter Pmleme d)e Verwendung kovd—
Jent vernetzter Reverser Transkriptase von TV als immunologische Bindepartner in ische Testverfahren
zum Nachweis cines Analyren in einer Probe, in dem intramolekular kovalent vernerzie Proteine als Bindepartner eingesetzt werden,
inttamolekular kovalent vernetzte Reverse Transkriptase von HIV, sowie win ein Verfahren zur Herstellung dieser Reversen ‘Irans-
Iriplase.
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nal Application No

PCT/EP 01/13780

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTE

According to Patent C

IPC 7  GOIN33/569 GO]N33/53 GOIN33/531  GOLN33/543

(IPC) or to both national classification and iPG

B. FIELDS

IpC

WMinimum documentation searched (classitioation system followed by classilicalion symbols)
GOIN

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data

Electronic data base consulted during the international search (name of dala base and, whete praclical, seatch terms used)

C. DOCUMENTS CC TO BE RELEVANT

Calegory * | Gitation of documant, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

5

line 5 - page 282, col. 1, line 6, fig: 1, 2, 4,

iy

X DEBYSER ZEGER ET AL: "Chemical 7-9
crosslinking of the subunits of HIV-1
reverse transcriptase.
PROTEIN SCIENCE,
vol. 5, no. 2, 1996, pages 278-286,
XP009000136
ISSN: 0961-8368
A page 279, col. 1, lines 41 - 48, page 281, col. 2, 1-6

Further documents are listed in the continuation of box C.

Patenl family members are listed in annex.

* Spacial categories of cited documents :

*A* document defining the general state of the art which is not
considered to be of parlicutar relevance

‘E* eqnierdocumanl but published on or after the international

i docu mem which may throw doubts on priority claim{s) or
hich [s cited to establish the publication date of another
Gialion o olher specil 1eason (as specified)
*Q* document referring to an oral disclosure, use, exhibllion or
other means
*P* document published prior to the International fiing date but
fater than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
‘or priorily cate and nat in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considerad novel o cannot be considered 1o
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of parliculsr relevance; the claimed invention

be considered to involve an inventive step when the

document is combined with one or more other such docu~
_m?,l‘lls,azuch combination being obvious to a person skilled
inthe

“&" document member of the same patent family

Date of the aclual completion of the intemational search

18 September 2002

Dale of malling of the international search report

24/10/2002

Name and mailing address of the ISA
European Patent ofnce, P.B, 5818 Patentiaan 2
NI - 2280 HY Rijswijic
Tel. (+31-70) 340~ 2040. Tx. 31651 eporl,

Authorized officer

Fax: (+31-70) 3403 Hoesel, H
Farm PCTASA/210 {second shest) (July 1992)
page 1 of 2
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InteriWRonal Application No

PCT/EP 01/13780

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogory ®

‘Chation of document, wilh indication, whete appropriale, of the relavant passages

Relevant to claim No.

X

MUELLER B ET AL: “"CO-EXPRESSION OF THE
SUBUNITS OF THE HETERODIMER OF HIV-1
REVERSE TRANSCRIPTASE IN ESCHERICHIA COLI"
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE,
MD, US,

vol. 264, no. 24,

25 August 1989 (1989-08-25), pages
13975-13978, XP001037290

ISSN: 0021-9258

page 13977, col.2, 2.2-5

ISHIKAWA SETSUKO ET AL: "Whole saliva
dried on filter paper for diagnosis of
HIV-1 infection by detection of antibody
Iga to HIV-1 with ultrasensitive enzyme
immunoassay using recombinant reverse
transcriptase as antigen."”

JOURNAL OF CLINICAL LABORATORY ANALYSIS,
vol. 10, no. 1, 1996, pages 35-41,
XP009000109

ISSN: 0887-8013

page 36, fig. 1and 2

JANIS KUBY: "IMMUNOLOGY"

1994 , W.H. FREEMAN & COMPANY , NEW YORK
XP002213873

ISBN: 0-7167-2643-2

page 113, fig.5-4

KUO K-W ET AL: "IMMUNOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF ALPHA BUNGAROTOXIN
DETOXIFIED WITH GLUTARALDEHYDE"
KAOHSIUNG JOURNAL OF MEDICAL SCIENCES,
vol. 6, no. 8, 1990, pages 408-417,
XP009000124

ISSN: 0257-5655

page 409, col.1, paragr. 2, page 413, col 1, line
4 - page 14, col. 1, lines 1-18, fig. 5and 6

US 5 258 501 A (KOZULIC BRANKO ET AL)
2 November 1993 (1993-11-02)
col.1, lines 10-44, example 1 and 5

DE 26 15 349 A (SNAMPROGETTI)
14 Qctober 1976 (1976-10-14)
the whole document

7-9

1-6
1,2,5.,6

3,4,7-9

1,2,5,6

1,2,5

3,4,6-9

1-9

Fom PCT/ISA210 (continuation of second sheet) (July 1992)

page 2 of 2
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IntcMfbnal Application No

PCT/EP 01/13780

Patent document Publication Patent family ’ Publication

cited in search repart member(s) date

US 5258501 A 02-11-1993 6B 2225324 A 30-05-1990

DE 2615349 A 14-10-1976 IT 1034957 B 10-10-1979
AU 508947 B2 17-04-1980
AU 1255176 A 06-10-1977
BE 840450 Al 07-10-1976
CH 626402 A5 13-11-1981
CS 194238 B2 30-11-1979
DD 123608 AS 05-01-1977
DE 2615349 Al 14-10-1976
DK 145676 A 10-10-1976
FR 2366303 Al 28-04-1978
GB 1546237 A 23-05-1979
HU 175295 B 28-06-1980
IL 49356 A 31-03-1980
JP 51123884 A 28-10-1976
LU 74712 Al 11-11-1976
NL 7603740 A 12-10-1976
NO 761187 A ,B, 12-10-1976
SE 7604136 A 24-10-1976
TR 18669 A 23-06~1977
Yu 90576 Al 30-04-1983
ZA 7601886 A 30-03-1977

Fom PCTASA/210 (palent family annex) (July 1992)
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ales Aktenzeichen

PCT/EP 01/13780

A. KLASSIFIZERUNG DI ANMELDU GSGEG JSTANDES
IPK 7 GOIN33/569 01N33/53 GOIN33/531  GO1N33/543
Nach der i fikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK
B, RECHERCHIERTE GEBIETE
und Klassi )
IPK 7 GOIN
ber nicht zum Mi fifstoff gehorende ‘soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

‘Whrend der i i Recherche Datenbank (Nama der Datenbank und evil. verwendele Suchbegrifie)

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Versitentlichung, soweit etfordariich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X * DEBYSER ZEGER ET AL: "Chemical 7-9
crosslinking of the subunits of HIV-1
reverse transcriptase.”

PROTEIN SCIENCE,

Bd. 5, Nr. 2, 1996, Seiten 278-286,

XP009000136
ISSN: 0961-8368

A S. 279, Sp. 1, Z. 41 - 48, S. 281, Sp. 2, 1-6
7. 5-'S. 282, Sp. 1, 7. 6, Fig: 1, 2, 4.

5

Siehe Anhang Patentfamilie

Weitare Veroﬂentl ichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
eninehint

* Besonders Kalegnnen von angegebenen Verbfentichungen T Spatere Verdfeatichung, de nach dom ntrmallonlen Areldscalum
Stand der Tooh oder dem Prioritalsdalam verdffentichi worden ist und
ortitentichung. cfo don algemeinn Stand der Te pe g nlht e, sonern nur zum Veratinanis dos der
i 1ps oc

*E* alterss Dokument, das jedoch erst am oder nach dem i i o o der ihr
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist B'd sond Erfindung

*L* Verdffentlichung, die geeignet ist, einen F'nematsar\spyuch zweﬂelhaﬂ er— kﬁnﬂ allein aufgrund dlesar Veroﬂen!lmhung nlchl als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder ﬂUlCh die das Verdffent
anderen im Rechevchenbar!uhl genannten Veld"enm!:hllng helagl werden
solloder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie
‘ausgefihrt)

o Verdffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,

- €ine Benutzung, SIT\S Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

e Verorfenlﬁchung voﬂ besonderer Bedeutung; die beanspruch!e Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachte
werden, wenn dig Verbffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Vem!fenﬂlchum;el’\ dieser Kalegorie in Vetbindung gebramt wird und
dlese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist

abernach Lo, -
o beanspihten Prortatscatum varafionthent worden ot & de st
Datum des Abschlusses der Internationalen Recherche: des
18. September 2002 24/10/2002

Name und F ift dler
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswilk

Bevelimichtigter Bediensteter

Tel. (+31-70) 3402040, Tx. 31 651 epo n,
Fax: (+31-70) 340-3016 ’ Hoesel : H

Fommblatl PCTASA10 (Blatt 2) (Juli 1992)
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Inter nales Aktenzelchen

PCT/EP 01/13780

C{Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kalegorie™

der i sowelt lich unter Angabe der in Batracht kommenden Teile Befr. Anspruch Nr.

X

MUELLER B ET AL: "CO-EXPRESSION OF THE
SUBUNITS OF THE HETERODIMER OF HIV-1
REVERSE TRANSCRIPTASE IN ESCHERICHIA COLI"
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE,
MD, US,

Bd. 264, Nr. 24,

25. August 1989 (1989-08-25), Seiten
13975-13978, XP001037290

ISSN: 0021-9258

S. 13977, Sp. 2, Z. 2 -5

ISHIKAWA SETSUKO ET AL: "Whole saliva
dried on filter paper for diagnosis of
HIV-1 infection by detection of antibody
Ig6 to HIV-1 with ultrasensitive enzyme
immunoassay using recombinant reverse
transcriptase as antigen.”

JOURNAL OF CLINICAL LABORATORY ANALYSIS,
Bd. 10, Nr. 1, 1996, Seiten 35-41,
XP009000109

ISSN: 0887-8013

S. 36, Fig. 1 und 2

JANIS KUBY: "IMMUNOLOGY"

1994 , W.H. FREEMAN & COMPANY , NEW YORK
XP002213873

ISBN: 0-7167-2643-2

S. 113, Fig. 5-4

KUO K-W ET AL: “"IMMUNOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF ALPHA BUNGAROTOXIN
DETOXIFIED WITH GLUTARALDEHYDE"

KAOHSIUNG JOURNAL OF MEDICAL SCIENCES,
Bd. 6, Nr. 8, 1990, Seiten 408-417,
XP009000124

ISSN: 0257-5655

S. 409, Sp.1, 2. Absatz, S. 413, Sp. 1, Z.
4-S.14,Sp. 1, Z. 1 - 18, Fig. 5 und 6

US 5 258 501 A (KOZULIC BRANKO ET AL)
2. November 1993 (1993-11-02)
Sp. 1, Z. 10 - 44, Beispiele 1 und 5

DE 26 15 349 A (SNAMPROGETTI)
14. Oktober 1976 (1976-10-14)
das ganze Dokument

7-9

1-6
1,2,5,6

3,4,7-9

1,2,5,6

1,2,5

3,4,6-9

1-9

Fommbielt PCTASAZ210 (Fortsstzung von Blatt 2) (Juli 1662)
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DD 123608 A5 05-01-1977
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DK 145676 A 10-10-1976
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Lu 74712 Al 11-11-1976
NL 7603740 A 12-10-1976
NO 761187 A ,B, 12-10-1976
SE 7604136 A 24-10~1976
TR 18669 A 23-06-1977
Yu 90576 AL | 30-04-1983
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