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Procédé d’étude de la diversité combinatoire V(D)J.

La présente invention concerne le domaine de l’immunologie. Plus
précisément, la présente invention est relative 4 une méthode d’analyse in vitro de la diversité
du répertoire des lymphocytes T et/ou B d’un individu et & ses applications, notamment dans
le suivi d'un traitement ou dans le diagnostic et/ou le pronostic de certaines pathologies.

Un lymphocyte, pour étre fonctionnel, doit avoir un systtme de
reconnaissance spécifique de I’antigéne. Ce parametre est essentiel : il définit la fonction
méme de la cellule T ou B. Au cours des étapes précoces de la différenciation de lymphocytes
T, les loci codant les chaines clonotypiques du récepteur TCR subissent des réarrangements
pour permetire 1’expression d’un récepteur fonctionnel. De méme, dans les lymphocytes B,
les loci codant les chaines des immunoglobulines (IG) subissent des réarrangements pour
permettre I’expression d’une IG fonctionnelle.

Le mécanisme de réarrangement V(D)J est spécifique aux lymphocytes T et
B. Les génes V, D et J codant pour le TCR sont répartis sur de longues portions germinales au
sein des différents loci du TCR. Pour donner une protéine, ces génes doivent &tre associ€s en
un exon par un processus de réarrangement des genes, appelé recombinaison V(D)J. Le
principe de la recombinaison est basé sur la reconnaissance de séquences RSS spécifiques des
génes V(D)J et I’excision de la région chromosomique intercalée entre les deux geénes
réarrangés. Chaque géne V et J posséde, a une de ses extrémités, une séquence signal de
recombinaison (RSS). Quant aux génes D, ils en possédent aux deux extrémités. Les RSS sont
des séquences reconnues par les enzymes spécifiques de la recombinase, RAG I et RAGII,
exprimées spécifiquement dans les lymphocytes. Ces protéines sont les actrices principales du
réarrangement. Une fois associées aux protéines HMG (High mobility group), les enzymes
RAG reconnaissent le nonamére du RSS grace a leur homéodomaine et induisent une coupure
entre le segment de géne V, D, J et ’heptamere, de facon & générer une extrémité codante et
une extrémité signal. L’achévement d’un réarrangement est obtenu aprés ligation des deux
extrémités codantes V et J. Cette étape est précédée par I’action de I'enzyme TdT et d’une
nucléase au niveau de la jonction V-J. Une fois réarrangé, le géne néoformé est transcrit puis
épissé en ARNm avant d’étre traduit en protéine membranaire.

Un TCR donné reconnait de fagon spécifique un nombre limité de peptides
antigéniques différents. De ce fait, un vaste répertoire de récepteurs est requis pour assurer la
défense de I’individu contre les multiples infections qu’il est susceptible de rencontrer dans
son environnement. Pour cela, le systtme immunitaire a développé un mécanisme
d’assemblage d’un grand nombre de segments de genes V, D, ] positionnés de fagon
discontinue dans le génome. Ce mécanisme « d’assemblage » appelé recombinaison V(D)J est
indépendant d’une cellule & I’autre et permet d’obtenir un seul « fragment » de géne codant

pour le TCR. Ce systtme permet, avec un nombre modeste de génes, de générer un grand
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nombre de récepteurs différents. Chaque cellule utilise une combinaison de segments
géniques selon des régles précises et obtient une chaine TCR potentiellement unique.

Quatre mécanismes majeurs contribuent a générer la diversité du répertoire :
1) une diversité combinatoire qui correspond 2 la premiére étape de rearrangement entre un
segment V (un segment D) et un segment T ; 2) une diversité jonctionnelle, générée au niveau
de la jonction entre les segments de geénes réarrangés ; 3) des hypermutations somatiques dans
les génes réarrangés V-J et V-D-J; 4) une diversité¢ d’appariement des hétérodimeres
protéiques TCRa x TCRp ou TCRy x TCRO.

La premiére étape de génération de diversité est basée sur le principe du
réarrangement des génes V(D)J (figure 1). Les combinaisons résultantes de I’appariement
d’un nombre fixe de génes V, D et J forment la diversité combinatoire. Le calcul de cette
diversité consiste & estimer le nombre de combinaisons mV x nD x pJ possibles. Le
mécanisme régulant la recombinaison V(D)J n’est pas aléatoire : il est régulé de fagon spatio-
temporelle au cours de ’ontogénie (Aude-Garcia et al., 2001; Jouvin-Marche et al., 1998;
Pasqual et al., 2002; Rytkonen et al., 1996). Une simple multiplication ne suffit donc pas a
estimer le nombre total de combinaisons de genes attendus. Cette premiére étape de
génération de diversité définit I’ordre de grandeur du répertoire. En effet, méme si cette étape
ne génére qu’une modeste variabilité de combinaison (de I’ordre de quelques milliers de
combinaisons possibles par rapport au répertoire maximal théorique estimé a 10" (Davis and
Bjorkman, 1988), la diversité combinatoire maximale est directement liée au nombre de génes
V, D et J initialement disponibles : les deux autres étapes de génération de la diversité
amplifient de maniére exponentielle la diversité du répertoire primaire.

La diversité de jonction permet de génerer une trés grande variabilité au
niveau de la région CDR3 du récepteur en contact avec le peptide antigénique. Deux
mécanismes contribuent & augmenter la diversité jonctionnelle : 1) le premier mécanisme est
di & I’ajout de nucléotides P (pour palindromiques), provenant de la résolution de I’épingle a
cheveux des segments réarrangés (Fugmann et al., 2000). La diversité générée n’est pas aussi
grande que celle provenant du deuxiéme mécanisme faisant intervenir I’enzyme terminal
desoxynucléotidyl transférase ; 2) la TdT produit une importante diversité, en ajoutant de
facon aléatoire des nuclétotides N & Pextrémité 3’ de chaque segment codant, sans besoin de
matrice génomique (Bogue et al., 1992). Des études sur la souris TdT -/- ont permis d’estimer
que, chez ces animaux, le répertoire TCRof ne représentait que 5 & 10% du répertoire normal
et donc que la TdT contribuait & hauteur de 90% & la génération de la diversité totale du
TCRap. De plus, ces résultats ont montré que la longueur des CDR3 dans les transcrits TCRp
&tait nettement diminuée contrairement au CDR3 des transcrits TCRo. Cette observation
vérifie, comme attendu, une contribution plus importante de la TdT sur les recombinaisons V-

D-J que sur les réarrangements V-J (Cabaniols et al., 2001).
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Le mécanisme des réarrangements secondaires contribue & « conserver » de
la diversité : la diversité jonctionnelle représente le plus grand facteur d’amplification de la
diversité du répertoire, mais si il n’y avait pas le mécanisme de réarrangement secondaire
pour sauver 2/3 des thymocytes ayant interrompu leur cadre de lecture, ce bénéfice en terme
de diversité représenterait un colit important pour ’organisme, avant méme l’étape de
sélection positive. Ces réarrangements non productifs ne peuvent donner une protéine TCR
fonctionnelle. La cellule a alors la possibilité de tenter un deuxiéme réarrangement avec les
génes V(D)J encore diéponibles sur le locus. La propriété d’ouverture concentrique du locus
TRAD favorise ce processus en laissant le plus de chances possibles 2 la cellule, puisque les
premiers réarrangements effectués par la cellule ont lieu entre un couple de géne V-J proches
’un de ’autre (Huang and Kanagawa, 2001; Pasqual et al., 2002; Wang et al., 1998). Si ces
premiers réarrangements ne sont pas productifs, la cellule a la possibilité¢ de tenter des
réarrangements sur son second chromosome, ou encore dutiliser les génes V et J disponibles
de part et d’autre du premier réarrangement. Ainsi, les réarrangements secondaires permettent
la survie d’un grand nombre de cellules qui, & I’issue d’un premier réarrangement non
productif, auraient da étre €liminées.

Les hypermutations somatiques (HMS) ont lieu pendant la différenciation
des lymphocytes B dans les ganglions lymphatiques, lors de la rencontre avec un antigéne
(Berek et al., 1985). Les HMS sont situées dans des "hot spot motifs" des génes réarrangés V-
J et V(D)J des Ig (Chaudhuri et al., 2003; Oprea and Kepler, 1999) mais aussi dans certains
cas, dans des génes réarrangés V-J et V(D)J des TCR (Kotani et al., 2005). Le TCR peut étre
la cible ’HMS au niveau des génes variables, si le lymphocyte surexprime 1’enzyme AID
(Activation-induced cytidine deaminase) qui est normalement spécifique des LB. En temps
normal le TCR ne subit pas d’HMS car le LT ne synthétise tout simplement pas PAID
Néanmoins, si le lymphocyte T se met a J’exprimer, le TCR est aussi sensible a cette enzyme
que le BCR car il posséde tous la séquence sur Jaquelle elle agit. Au total, il est décrit dans la
littérature que ce mécanisme induit une diversité supplémentaire d’un facteur 1000 dans le but
d’augmenter les chances de reconnaitre un antigene.

I’estimation de la diversité issue de I’appariement entre une chaine TCRa
et une chaine TCRp est obtenue en multipliant le nombre de combinaisons différentes d’une
chaine TCRa, par le nombre de combinaisons possibles pour la chaine TCRp. La diversité
générée par ce mécanisme est directement dépendante du nombre de combinaisons primaires
obtenu lors du réarrangement. En effet, si on examine le nombre de combinaisons primaires
TCRyS chez la souris, sans prendre en compte la diversité jonctionnelle, le résultat est
seulement de 40 TCRS (=10V#2D*2]) x 28 TCRy (=7V*4]) = 1120 combinaisons différentes,
alors que le méme calcul conduit a 5,6 10® combinaisons pour TCRaf (calculé comme suit :
102Va*60Ja*33VE*2DR*141B).



WO 2009/095567 PCT/FR2008/001640

4

Le séquengage complet du génome humain et de la souris a récemment
permis d’obtenir les cartes définitives de chacun des loci du TCR et rend dés lors possible de
nouvelles approches génétiques pour découvrir les mécanismes de régulation de la
recombinaison. Chaque cellule posséde 4 loci capables de réarranger des génes du TCR. Chez
I’homme et la souris, les chaines TCRa et TCRS sont réarrangées dans deux loci associés sur
Je méme chromosome 14. Les loci TCRy et TCRP humains sont sur les chromosomes 7 (ou

13 chez la souris) et 7 (ou 6 chez la souris), respectivement (voir tableau 1).
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Remarque #1 : les tirés (-) indiquent I’absence d’études exhaustives
permettant de dénombrer avec certitude le nombre de pseudogénes de réarrangement.

Remarque #2 : estimation des combinaisons TCRP. D’apres la structure du
locus TCRP chez ’homme, les génes réarrangés sur le segment D1 peuvent se réarranger sur
les segments J1.1-J1.6 puis sont épissés avec BC1 ou BC2. Ils peuvent également se
réarranger sur le second set de segments J2.1-J2.8 mais sont alors uniquement €pissés sur
BC2. Si c’est le segment D2 qui est utilisé, seul le set J2.1 4 J2.8 peut étre utilisé et I’épissage
se fera sur la chaine BC2. 1l en découle une combinatoire fractionnée en fonction du segment
D1 ou D2 choisi lors du réarrangement D-J: (67V¥1D1*6] 1#2BC)*+H(67*1D1*#(8]2-
2PR)*1BCl1 +67*1D2%(812-2PR)*1BC2= 1608 combinaisons possibles.

Ia nomenclature des génes V(D)J a changé a plusieurs reprises pendant ces
dernicres années. Tout d’abord attribué selon leur ordre de découverte, le nom des génes est
maintenant défini en fonction de leur position dans le locus. La derniére nomenclature en date
est celle ’IMGT (http:/imgt.cines.fr), qui ordonne logiquement les familles V les unes par
rapport aux autres et classe de maniére intuitive les membres d’une famille sur le locus. Cette
nomenclature IMGT sous entend que tous les génes V soient connus. Le géne TRAV1 est le
plus loin des segments AJ. C’est le géne le plus en amont (du coté 5%) de la région V. Plus on
se rapproche de la région J et plus le chiffre des familles V augmente: ainsi la famille
TRAV41 humaine est la plus proche de la région AJ. Les membres d’une méme famille ont
un nom composé par le numéro de la famille, puis le numéro du membre. Par exemple
TRAVS.1 est le membre le plus en amont (5°) de la famille TRAVS alors que le membre
TRAVS.6 est le plus en aval (3°) sur la région V. Dans ce qui suit, la nomenclature IMGT est
utilisée.

La diversit¢ du répertoire des immunoglobulines produites par les
lymphocytes B résulte des mémes mécanismes que ceux décrits ci-dessus pour les
lymphocytes T.

La mesure de la diversité immunologique permet entre autres d’étudier les
mécanismes de mise en place du répertoire immunitaire, ’homéostasie, les lymphocytes T ou
B impliqués dans une reponse immunitaire, dans une leucémie ou encore d’évaluer
’immunodéficience induite par un traitement ou a I’inverse I’activation du systeme
immunitaire spécifique. Cette liste n’est pas exhaustive.

I'¢tude du répertoire immunitaire d’une population lymphocytaire a conduit
au développement de plusieurs approches multiparamétriques, permettant  la fois de mesurer
le niveau de diversité et d’identifier la présence de certains clones T ou B spécifiques.
Certaines approches mises au point par les immunologistes pour évaluer ces différents
niveaux de diversité sont listées ci-dessous selon le principe et le « niveau» de diversité

mesurée.
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- Mesure de la diversité V

- Par cytométrie (Van den Beemd, van Dongen et al. 2000)

- Par Q-PCR au niveau génomique et transcriptomique (Fuschiotti et al,,
2007; Lang et al., 1997; Pasqual et al., 2002).

- Mesure de la diversité jonctionnelle CDR3 :

- Par Immunoscope® (Cochet et al., 1992; Pannetier et al., 1995).

- Q-PCR couplé & I'immunoscope (TcLandscape®)

- Par séquengage

- Par la méthode Amplicot au niveau génomique (Baum and McCune,
2006).

- Par puce 2 ADN (Bonarius et al., 20006).

- Etude des hypermutations somatiques (HMS) :

- PCR / séquengage (Hamblin et al., 1999).

- Mesure indirecte via la décroissance des cercles d’excisions TREC’s

- Par PCR (Douek et al., 1998).

- Par Q-PCR (Pham et al., 2003).

Si certaines de ces approches ont déja fait eurs preuves en recherche
fondamentale, notamment ’Immunoscope® (Pannetier, C., J. Even, et al., 1995) ou la
cytométrie en flux (Van den Beemd, van Dongen et al., 2000), il reste encore un certain
nombre de validations scientifiques et techniques & apporter pour évaluer la pertinence de son
utilisation comme bio-marqueur médical. Face a la complexité du systéme immunitaire, le
scientifique aurait besoin de coupler des approches technologiques complémentaires pour
décrypter ’ensemble des informations contenues dans le répertoire immunitaire et relevantes
d’une pathologie donnée.

Dautres méthodes, basées sur [Dutilisation de PCR amplifiant
spécifiquement des segments d’acides nucléiques caractéristiques de certains réarrangements,
ont été décrites.

Par exemple, les brevets US 5,296,351 et US 5,418,134 présentent une
méthode de détection des leucémies lymphoides ou des lymphomes B ou T, basée sur
Pamplifications de séquences codant pour des immunoglobuline et/ou des récepteurs T,
utilisant des amorces "consensus” pour amplifier simultanément plusieurs réarrangements V-
J.

La demande W02005/056828 décrit une méthode basée sur 1’utilisation de
PCR multiplexes, qui sont des réactions d’amplification en chaine par polymérase (ACP, ou
Polymerase Chain Reaction, PCR) dans lesquelles plusieurs fragments différents,
correspondant 4 des réarrangements différents, sont amplifiés avec un méme couple

d’amorces, a partir I’ ADN génomique.
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Toutefois, aucune des méthodes décrites ci-dessus ne permet d’obtenir dans
un temps raisonnable la résolution des réarrangements, V(D)J  du répertoire immunitaire, ni
méme sur ensemble des réarrangements intervenus dans un locus donné. En effet, le nombre
de PCR multiplexes a effectuer pour cela serait trop élevé pour qu’une utilisation en routine
de ces méthodes soit envisageable.

La présente invention est basée sur plusieurs perfectionnements de la
méthode décrite dans la demande W02005/056828, pour permettre ]’analyse d’un plus grand
nombre de réarrangements V(D)J de fagon fiable, facile et rapide. De ce fait, les méthodes de
la présente invention constituent des outils de choix pour analyser la diversité du répertoire
des lymphocytes B et/ou T dans un &chantillon dans de nombreuses applications, telles que le
suivi immunitaire (immunomonitoring) en phases précliniques ou cliniques, pour étudier
Ieffet d’un traitement sur la (re)constitution du systéme immunitaire, le diagnostic
personnalisé, le pronostic notamment en onco-hématologie, efc.

La présente invention porte donc en premier lieu sur une méthode d’analyse
in vitro de la diversité du répertoire des lymphocytes T et/ou B d’un individu humain ou
animal, & partir d’ADN génomique provenant d’un échantillon biologique dudit individu,
comprenant les étapes suivantes :

A) amplification de fragments dudit ADN génomique par des PCR
multiplexes, dont I'une au moins est une PCR multi-n-plexe avec n>2, effectuée avec une
combinaison d’au moins 3 amorces, constituant au moins 2 couples d’amorces présentant les
caractéristiques suivantes :

(i) chaque couple d’amorces est constitué d’une amorce s’hybridant
spécifiquement en amont et/ou dans un géne V ou D donné et d’une amorce s’hybridant
spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donné, de fagon a permetire I’amplification, avec
chaque couple d’amorces, d’au moins deux fragments caractéristiques de deux
réarrangements V-J ou D-J distincts;

(i) les amorces (i.e., toutes les amorces utilisées dans une méme réaction
d’amplification) sont thermodynamiquement compatibles ;

(iii) les amorces sont choisies de telle facon que les fragments amplifi€s
avec le premier couple d’amorces peuvent stre distingués des fragments amplifiés avec le
second couple d’amorces ;

B) détection des produits d’amplification obtenus a I’étape A ;

C) interprétation des résultats.

Pour la mise en ceuvre de cette méthode, ’ADN génomique est de
préférence purifié. Toutefois, "homme du métier peut, en fonction de I’évolution des
technologies, choisir de travailler sur des échantillons bruts. Tout échantillon biologique

susceptible de contenir des lymphocytes peut 8tre utilisé ; & titre d’exemples non limitatifs



10

15

20

25

30

35

WO 2009/095567 PCT/FR2008/001640

9

d’échantillons utilisables, on peut citer des échantillons de sang, thymus, ganglion, rate,
PBMC, foie, peau, urine...

La mise en ceuvre de la méthode ci-dessus nécessite une enzyme Taq
polymérase de haute performance. 1l est notamment préférable d’utiliser une enzyme ayant la
capacité d’amplifier des fragments de haute taille 2 une vitesse élevée et pouvant "passer” sur
des zones riches en GC. De fagon encore préférée, ’homme du métier choisira, pour effectuer
des réactions de PCR multi-n-plexes dans le cadre de la présente invention, une polymérase
présentant les caractéristiques suivantes :

(i) elle est capable d’amplifier des fragments de plusieurs dizaines de kb ;

(ii) sa vitesse d’élongation est d’au moins 1 kb/minute ;

(iii) sa robustesse est telle qu’elle n’introduit pas plus d’une erreur par kb,
en moyenne. A titre d’exemples non limitatifs d’enzymes utilisables pour mettre en ceuvre
cette méthode, on peut citer les polymérases Herculasell de Stratagéne et ou Iproof de Biorad.

Dans le présent texte, on appelle "PCR multi-n-plexe" une réaction
d’amplification en chaine par polymérase présentant n degrés de multiplexage, ¢’est-a-dire
mettant en ceuvre, dans une méme réaction, n couples d’amorces différents, permettant chacun
’amplification d’au moins deux fragments d’ADN, caractéristiques d’an moins deux
réarrangements chromosomiques différents. Par exemple, dans le locus TRA, une réaction de
PCR multi-2-plexe peut &tre réalisée en utilisant une amorce "sens" s’hybridant
spécifiquement en amont et/ou dans un géne Vy donné et deux amorces "antisens" s’hybridant
spécifiquement en aval et/ou dans deux génes Jy et J, distincts, permettant au moins
’amplification, en une seule réaction, de fragments caractéristiques des réarrangements Vily,
ViJyr1, Vidz et V,J,+1. Bien entendu, une réaction de PCR multi-n-plexe n’est possible que si
les amorces des n couples utilisés sont thermodynamiquement compatibles. La compatibilité
thermodynamique des amorces est une notion bien connue de I’homme du métier, qui dispose
d’algorithmes pour la vérifier. Elle implique notamment que les différentes amorces aient des
températures de fusion (Tm) identiques ou proches. En outre, les différentes amorces ne
doivent pas shybrider entre elles, ni former des épingles a cheveux. Dans la suite de ce texte,
les contraintes liées & la compatibilité des amorces pour leur utilisation simultanée dans une
PCR multi-n-plexe ne seront pas systématiquement rappelées, étant donné qu’elles font partie
des connaissances générales de tout biologiste moléculaire.

Dans le présent texte, une "amorce s’hybridant spécifiquement en aval et/ou
dans un géne J donné" pourra étre appelée, par abus de langage, "amorce spécifique du géne
J". De méme, une "amorce s hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne V donné"
pourra étre appelée "amorce spécifique du géne V". S’agissant des génes V, il est important
de noter qu’ils sont, pour la plupart des loci, regroupés en familles, suivant leur degré
d’homologie. Dans ce cas, une "amorce spécifique d’un géne V domné" peut en réalii¢

désigner une amorce reconnaissant spécifiquement tous les membres ou certains membres
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d’une famille de génes V. Des exemples d’amorces spécifiques d’une famille de génes V sont
présentés ci-aprés. Par ailleurs, lorsqu'un couple d’amorces permet de détecter les
réarrangements de tous les membres ou de certains membres d’une méme famille, ces
réarrangements pourront étre appelés par abus de langage "le réarrangement”, "1’amplicon”,
ou "le produit de PCR".

La méthode ci-dessus peut en particulier étre appliquée a I’analyse de la
diversité combinatoire des réarrangements V-J d’au moins un locus génétique choisi parmi les
loci TRA, TRB, TRG, TRD, IGH, IGK, IGL ...

Dans une mise en ceuvre particuliére de la méthode selon I’invention, au
moins une amorce de chaque couple d’amorces est marquée. Lorsqu’une amorce est
commune 2 plusieurs couples d’amorces utilisés dans une méme PCR multi-n-plexe, 1’autre
amorce de chaque couple sera préférentiellement marquée. Des marquages différents,
permettant de distinguer les produits d’amplification par chacun des couples, peuvent Etre
avantageusement utilisés. L’homme du métier dispose d’une grande variété de marqueurs
utilisables pour marquer les amorces, parmi lesquels on peut citer les marqueurs
colorimétriques, fluorescents, enzymatiques, radioactifs, la biotine, la streptavidine, etc.

Selon une mise en ceuvre particulire de la méthode décrite ci-dessus,
I’étape B) comporte une étape de mesure en temps réel de ’amplification des fragments
d’ADN ; I’interprétation des courbes d’amplification obtenues est alors effectuée de la fagon
suivante :

(i) si une ou quelques courbes, en nombre inférieur a la moitié des courbes
et en particulier en nombre égal 4 1, 2 ou 3, présentent un décalage par rapport aux autres
courbes, tel que les autres courbes présentent un point d’inflexion au moins 2 cycles apres le
point d’inflexion de la premiére courbe, de préférence au moins 3 ou 4 cycles, ou ne montrent
aucune amplification, le résultat indique la présence d’une lymphoprolifération clonale ou
oligoclonale ;

(ii) si, au contraire, toutes les courbes présentent un point d’inflexion au
méme cycle, ou dans un décalage maximum de 2 ou 3 cycles d’amplification, le résultat
permet d’écarter 1’hypothese d’une lymphoprolifération d’un clone résultant d’un des
réarrangements correspondant aux fragments amplifiés.

Dans cette mise en ceuvre, et suivant la technologie utilisée pour réaliser la
PCR quantitative (TagMan®, mesure de 1’incorporation d’un intercalant fluorescent tel que le
SYBR-green®, ...), ’amplification mesurée est soit la somme des amplifications réalisées
avec tous les couples d’amorces utilisés dans une méme réaction (cas de I'utilisation du
SYBR-green®), soit, au contraire, 1’amplification par chacun des couples d’amorces,
séparément (cas de la technologie TagMan®, en utilisant des amorces marquées différemment
pour chacun des couples). Quoi qu’il en soit, les inventeurs ont observé que lorsqu’une

population lymphocytaire donnée est sur-représentée dans un échantillon, ’amplification du
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fragment correspondant au réarrangement intervenu dans ces lymphocytes est efficace, alors
que ’amplification des fragments correspondant aux autres réarrangements conduit a une
courbe décalée, voire & un défaut d’amplification (courbe plate).

Lorsque la mesure de I’amplification est effectuée avec un intercalant
fluorescent, la méthode décrite ci-dessus peut également comporter, une étape (optionnelle)
de confirmation d’une lymphoprolifération, par la mesure continue de la fluorescence dans
chaque tube au cours d’une montée en température entre 40°C et 95°C, I’observation d’un pic
majoritaire étant indicative de la présence d’un amplicon majoritaire et donc d’une
lymphoprolifération, alors que 1’observation de plusieurs pics de tailles similaires indique au
contraire une diversité lymphocytaire.

Cette méthode permet également d’effectuer une étape de mesure de la
diversité moléculaire des réarrangements observés au niveau de I’ADN génomique, par
mesure de la diversité moléculaire des amplicons. Cette étape optionnelle ajoute un degré
d’information supplémentaire, car la "diversité moléculaire" résulte de la combinaison de la
diversité de jonction (CDR3), la diversité combinatoire (V-J) et la diversité issue des
hypermutations somatiques. Elle est mesurée, selon I’invention, de la fagon suivante :

(i) aprés déshybridation des amplicons a 95°C, la température des produits
d’amplification est rapidement ramenée en dessous de 40°C, de préférence a 30°C ou en
dessous ; cette baisse de température peut étre effectuée dans le thermocycleur, ou en mettant
le tube dans la glace pendant quelques minutes ; la chute de température doit étre effectuée en
un temps réduit, de préférence inférieur & 2 minutes, de facon encore préférée inférieur a 30
secondes.

(ii) la fluorescence est mesurée régulierement et de préférence en continu au
cours de la réhybridation ;

(iii) une réhybridation rapide (de 1’ordre de la seconde) est indicative de la
présence d’un amplicon majoritaire, et donc d’une lymphoprolifération clonale, alors qu’une
réhybridation plus lente (de ’ordre de plusieurs dizaines de secondes, voire minutes) est
indicative d’une bonne diversité moléculaire (au moins plusieurs dizaines de molécules, voire
plusieurs milliers).

Selon une autre mise en ceuvre préférée de la méthode de I’invention,
I’étape B) de détection des produits d’amplification comprend une étape de séparation desdits
produits suivant leur taille. L’homme du métier dispose de plusieurs techniques permettant la
séparation des amplicons suivant leur taille. A titre d’exemples non limitatifs, on peut citer
I’électrophorése sur gel d’agarose ou de polyacrylamide, ou I’électrophorése capillaire, qui
présente ’avantage d’étre plus facilement automatisable. Les amplicons séparés suivant leur
taille peuvent étre détectés par tout moyen connu de ’homme du métier, notamment grice a
des marqueurs liés aux amorces, ou en utilisant des intercalants fluorescents tels que le
bromure d’éthydium, le SYBR-green®, efc. La résolution des amplicons et leur détection
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permettent d’identifier les différents réarrangements chromosomiques ayant donné lieu a
amplification. L utilisation d’une technique d’amplification semi-quantitative ou quantitative
permet en outre de déterminer la fréquence, dans 1’échantillon teste, des lymphocytes ayant
subi le réarrangement V(D)J correspondant a chacun des amplicons observés. Cette mise en
ceuvre de 'invention permet donc d’évaluer finement la diversité combinatoire d’une partie
du répertoire immunitaire, cette partie ctant d’autant plus grande que le nombre de
réarrangements susceptibles de donner lieu a amplification est important, ce dernier parameétre
dépendant du nombre de PCR multiplexes réalisées, de leur degré de multiplexage, et du
choix des amorces.

L’homme du métier pourra décider de mettre en ccuvre la méthode de
1’invention en effectuant une premiére évaluation de la diversité du répertoire lymphocytaire
par simple mesure en temps réel de ’amplification des fragments d’ADN, comme mentionné
plus haut, et d’effectuer ensuite une séparation des amplicons suivant leur taille pour obtenir
davantage d’informations sur la distribution des différents réarrangements dans la population
lymphocytaire. Dans le cas ot une lymphoprolifération est détectée par PCR multi-n-plexe
quantitative, la deuxiéme étape de détection, par séparation des amplicons suivant leur taille,
permettrait en particulier d’identifier le réarrangement V(D)J présent dans le clone ou les
quelques clones prolifératif(s). Il est important de noter que cette démarche ne nécessite pas
d’effectuer des PCR supplémentaires, puisqu’il suffit alors d’utiliser les produits des PCR
déja effectuées, pour en séparer les amplicons suivant leur taille. Alternativement, I’homme
du métier peut choisir de ne pas effectuer la premiére étape de recherche d’une
lymphoprolifération par PCR en temps réel, et d’effectuer directement la séparation des
produits d’amplification. Il obtiendra alors directement le nom et la fréquence (intensité) des
différents réarrangements V(D)J ayant eu lieu dans la population lymphocytaire testee.

Dans cette mise en ceuvre de 1’invention, les couples d’amorces utilisés en
combinaison dans chaque réaction de PCR multi-n-plexe avec n>2 sont de préférence choisis
de fagon & ce que la majorité des amplicons obtenus puissent étre résolus suivant leur taille.
Par "résolus”, on entend ici que chacun des amplicons puisse étre observé de fagon univoque,
suite & leur séparation par la taille par une méthode d’électrophorése ou toute autre méthode.
Lorsque des tailles d’amplicons sont trop proches, il n’est pas toujours possible de les
discerner distinctement avec des conditions de séparation compatibles avec les conditions
permettant de "résoudre” I’ensemble des autres tailles d’amplicons. Les différents amplicons
obtenus avec un couple d’amorces donné correspondent a des réarrangements différents et
sont done de tailles significativement différentes. I faut donc veiller a ce qu’au moins certains
des produits de I’amplification par un couple d’amorces présentent des tailles différentes des
produits de ’amplification par ’autre ou les autres couple(s) d’amorces. Bien entendu, les
différences de tailles pour obtenir une bomne résolution des bandes dépendent de la

technologie utilisée. A titre indicatif, des différences de taille de 10% permettent en général
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d’obtenir une bonne résolution. Idéalement, les amorces sont choisies pour permettre la
résolution de tous les amplicons. Toutefois, si certaines bandes, correspondant a des
amplicons obtenus avec différents couples d’amorces dans une méme PCR multi-n-plexe,
sont trop proches ou se chevauchent, d’autres moyens peuvent étre mis en ceuvre pour
identifier et quantifier les réarrangements correspondant. Par exemple, des marqueurs
distincts peuvent &tre liés aux amorces correspondantes (au moins & une amorce de chaque
couple concerné).

Dans une mise en ceuvre particuliere de I’invention, au moins une PCR
multi-n-plexe (avec n>2) est effectuée en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces
constituant au moins 2 couples d’amorces comportant une amorce "sens" commune spécifique
d’un géne V donné, chaque couple d’amorces comportant en outre une amorce "antisens"
spécifique d’un géne J donné. Plus particuliérement, cette méthode peut &tre avantageusement
mise en ceuvre en effectuant plusieurs PCR multi-2-plexes avec des triplets d’amorces
constitués chacun d’une amorce sens s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un gene
vV donné et de deux amorces antisens s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans deux
génes J distincts.

Une maniére alternative de combiner les amorces pour effectuer les PCR
multi-n-plexes selon I’invention est de combiner au moins 3 amorces constituant au moins 2
couples d’amorces comportant une amorce antisens commune spécifique d’un géne J donne,
chaque couple d’amorces comportant en outre une amorce Sens spécifique d’un géne V
donné.

Le locus TRB présente une configuration particulicre, puisque les génes J
sont disposés en deux groupes (ou clusters) €loignés I’un de "autre, le premier groupe (dans
le sens 5° > 3”) comportant les génes BJ1.1 4 BJ1.6, et le second groupe comportant les génes
BJ2.1 4 BJ2.7. Tirant parti de cette configuration particuliére, les inventeurs ont déterminé des
paramétres de choix des amorces pour obtenir une excellente résolution des amplicons
correspondant aux réarrangement d’un géne V donné avec ’ensemble ou une partie des genes
J. Selon cette mise en ceuvre particuliére de I’invention, au moins une réaction de PCR multi-
n-plexe avec n>2 est effectuée pour analyser certains réarrangements du locus TRB, en
utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces constituant au moins 2 couples d’amorces
présentant les caractéristiques suivantes :

(i) les deux couples d’amorces comportent une amorce sens commune
s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne V donné et comportent chacun une
amorce antisens s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans un geéne J donné ;

(ii) les deux amorces antisens s’hybrident spécifiquement en aval et/ou dans
deux genes Jy et J, appartenant & deux groupes distincts de génes J du locus TRB ; et

(iif) la distance entre la région d’hybridation de ’amorce antisens spécifique

du geéne Jy et le début dudit géne Jy est supérieure 2 la distance entre la région d’hybridation
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de 1’amorce antisens spécifique du géne J, et le début du premier géne J du groupe de geénes
dudit géne J,.

Dans ce qui précede, la "distance entre la région d’hybridation de I’amorce
antisens spécifique du géne Jy et le début dudit gene J," désigne la distance entre I’extrémité
3° de ladite région d’hybridation (correspondant donc, dans I’amplicon, & I'extrémité 5° de
’amorce antisens spécifique du géne Jy) et la premiére base codante du géne J, (située
immédiatement aprés la séquence de recombinaison RSS).

Dans une mise en ceuvre préférée de cet aspect de 1’invention, Jy=J1¢ et
J=J»7. Si V= V4, on verra donc, dans ’ordre croissant de taille, les bandes caractéristiques
des réarrangements VyJ27, Vylas, ViJas, Vxlaa, Vil2s, Vida2, V21, Vidies Vidis, Vi,
ViJis, Vidia et ViJii. Le cas échéant, si la polymérase utilisée est particuliérement
performante, on observera également une bande de haut poids moléculaire correspondant aux
réarrangements VyJiq amplifiés avec 1’amorce s’hybridant en aval du géne Jy7.
Alternativement, la méthode peut &tre mise en ceuvre avec Jy=J27 et J:=116 cE qui conduira a
observer, dans 1’ordre croissant, les bandes caractéristiques des réarrangements Vidis, Vxdis,
ViJ14, Vidia, Vadi2, Vidit, Vidaa, Vidae, Vidas, Vo, ViJa3, Vidao et Vida .

Selon une mise en ceuvre préférée de la méthode décrite ci-dessus pour
analyser certains réarrangements du locus TRB, au moins une réaction de PCR multi-n-plexe
avec n>2 est effectuée en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces comprenant les
amorces hTRBJ1.6 et hTRIB2.7 définies de la fagon suivante :

- hTRBJ1.6 (CTTGGTGCATGGCTATGTAATCCTG, SEQ ID No: 1) est
un oligonucléotide antisens de 25 nucléotides s’hybridant entre les nucléotides 2341 et 2365
du géne J1.6 du locus TCRB ; et

- hTRBI2.7 (CTCGCCCTCTGCTCAGCTTTCC, SEQ ID No: 2) est un
oligonucléotide antisens de 22 nucléotides s’hybridant entre les nucléotides 214 et 235 du
géne J2.7 du locus TCRB.

Une méthode pour déterminer la position des différentes amorces décrites
dans le présent texte par rapport & différents geénes des loci TCR ou IgH est expliquée dans
I’exemple 1 ci-aprés. Les séquences génomiques divulguées dans la base de données
"Ensembl Genome Browser" peuvent étre utilisées pour identifier des amorces utilisables dans
le cadre de la présente invention.

Les inventeurs ont identifié, dans le locus TRB, 24 familles de génes V
fonctionnels. Ils ont également montré qu’en effectuant au moins 23 PCR multi-2-plexes, il
est possible d’analyser au moins 75% des réarrangements V(D)J du locus TRB, impliquant
plus de 85% des familles V. I’invention concerne donc plus particuliérement une méthode
permettant ’analyse d’au moins 7 5%, de préférence au moins 80% des réarrangements V(D)J
du locus TRB en effectuant 23 ou 24 PCR multi-n-plexes avec n>2 a I’aide de combinaisons

d’au moins 3 amorces, chaque combinaison d’amorces comprenant les amorces hTRBJ1.6,
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ssus et au moins une amorce hTRBV choisie parmi les amorces

Nom du gene Nom de I’'amorce | Taille Distance enire Séquence SEQID
() | Pextrémité 5 de Ne
I’amorce et la fin
du géne V (pb)
TRBV2 hTRBV2up2 26 255 Cﬁgﬁiﬁ%@gﬁ%gﬁc 3
TRBV4 hTRBVAup_ex | 23 100 GCTTGngégfggAAT 4
TRBV56',1§3’ 4,5 | WTRBVSup_ex1/2 | 25 256 Cngfgﬁé‘éfféG 5
TRBVS.7 RTRBVSup ex2/2 | 25 256 CnggggﬁggfggG 6
TRBV6.4 hTRBV6up_ex2/2 | 23 279 GATS:ESIS?STGCCAC 7
TRBV7.2 WTRBV7up_ex2/3 | 25 301 CAGG(’:*TTSQES‘TC?TGCGA 8
TRBV7.9 WTRBV7up_ex33 | 27 303 Cﬁf}fg{ggﬁgf&f‘ 9
TRBVY hTRBVOup ex | 23 92 CGCATCC‘:\&CT%%TCTCCC 10
TRBV11 hTRBVIiup ex | 27 120 TTézéngxgg;\r%chgéxA 11
TRBVI2.1 hTRBVI2.1upl | 27 196 Tnggggﬂ?g?géc 12
TRBV12.2 hTRBVI22upl | 27 196 TTEgggﬁég{}ggG 13
TRBV13 hTRBV13upl 25 356 GTTAGEgTG?%%TC%TCA 14
TRBV14 RTRBVI4up ex | 24 271 Tcggiﬁgigﬁgf’c 15
TRBV15 hTRBVISup ex | 24 163 CCC%@QS%STCTGT 16
TRBV16 hTRBV16upl 22 205 CTC%I;%%EGC’?JQGAA 17
TRBV18 hTRBV18upl 22 46 TAG}Eggéigé‘GAT 18
TRBV19 hTRBVIOup?2 | 24 217 CTGSTG(?ST%AGAG%TGA 19
TRBV20 hTRBV20-lup_ex | 24 91 TCAE%%’}%%’%TC(T}CAA 20
TRBV24 hTRBV24up ex | 24 96 AGngggiTGCGGC’f}CAG 21
TRBV25 BTRBV2Sup_int | 23 273 CCT%ErfgggggGTT 2
TRBV27 hTRBV27up2 | 22 312 GTCCECC}EE%%ETTAC 23
TRBV29 hTRBV29up G | 21 91 CCATE:CGCCSS:CCA 2
TRBV30 RTRBV3Oupl | 26 148 TGgggg_{?ggCCCG 25
Tableau 2

Cette mise en ceuvre de Iinvention permet une analyse d’au moins 80% des

5  réarrangements V(D)J du locus TRB, ¢’est-a-dire, pour plus de 85% des familles de génes V
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fonctionnels, la détermination de la fréquence d’utilisation des génes de chaque famille V
fonctionnelle avec chaque famille J fonctionnelle de ce locus (sans information sur la nature
du géne D utilisé dans ces réarrangements, ni sur I’utilisation de chaque membre d’une
famille V donnée, ni sur la diversité jonctionnelle des réarrangements, etc.). Le couplage avec
une mesure en temps réel de 1’amplificationpar PCR multi-n-plexe permet en outre d’estimer
la diversité moléculaire.

Selon une autre mise en ceuvre particulidre de la méthode de I’invention,
cette méthode permet la détection in vitro de réarrangements incomplets D-J dans un locus
génétique choisi parmi les loci TRB, et IGH. La détection des réarrangements incomplets est
importante, car méme s’ils sont non fonctionnels, ils constituent dans certains cas la seule
signature d’une population lymphoproliférative.

Cette méthode peut en particulier étre adaptee pour analyser des
réarrangements incomplets DJ du locus TRB humain, en effectuant au moins une réaction de
PCR multi-n-plexe avec n>2 avec une combinaison d’au moins 3 amorces constituant au
moins 2 couples d’amorces présentant les caractéristiques suivantes :

(i) les deux couples d’amorces comportent une amorce Sens commune
s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne D donné et comportent chacun une
amorce antisens s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donne€ ;

(i) les deux amorces antisens s’hybrident spécifiquement en aval et/ou dans
deux génes Jy et J, appartenant a deux groupes distincts de génes J du locus TRB ; et

(iii) la distance entre la région d’hybridation de I’amorce antisens spécifique
du geéne J, et le début dudit gene Jy est supérieure & la distance entre la région d’hybridation
de I’amorce antisens spécifique du géne J; et le début du premier géne J du groupe de genes
dudit géne J,.

En particulier, les amorces hTRBJ 1.6 et hTRJB2.7 définies plus haut
peuvent étre combinées a une amorce sens s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un
géne D donné pour effectuer une réaction de PCR multi-n-plexe avec n=>2.

Du fait de la configuration du locus TRB, il est possible d’analyser tous les
réarrangements incomplets DJ de ce locus avec seulement 2 PCR multi-2-plexes.

Ainsi, il est possible d’analyser tous les réarrangements incomplets du locus
TRB humain en effectuant (i) une PCR multi-2-plexe a ’aide d’un triplet d’amorces constitué
des amorces hTRBJ1.6, hTRIB2.7 et d’une amorce hTRDBI, et (ii) une PCR multiplexe
simple a l’aide du couple d’amorces constitué des amorces hTRIB2.7 et d’une amorce
KTRDB2, en choisissant par exemple les amorces hTRDB1 et hTRDB2 parmi les amorces

définies dans le tableau ci-dessous :
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. .. | Distance entre
-‘>‘oligonuo}éqtideﬁ; Y] e g

lafin du gone

TRBD1| hTRBDlupl 25 325 TTCTCTATAAGGACATGCCCCAACG

TRBD1| hTRBDlup2 23 289 TTGGAGAGGGGTGGGTACTGGAG

TRBD2| hTRBDZupl 26 322 CTCCCACCCACTTCACTATAAATGCC 28

TRBD2| hTRBD2up2 21 290 GAGCAGGTGGGCACAGTGAGC 29
Tableau 3

Lorsque 1’analyse des réarrangements incomplets du locus TRB est couplée
3 l’analyse d’autres réarrangements, les PCR multiplexes décrites ci-dessus, en particulier la
PCR multiplexe simple, peuvent &tre combinées 4 d’autres réactions d’amplification,
effectuées dans un méme tube (augmentant ainsi le degré de multiplexage et diminuant le
nombre de réactions nécessaires pour analyser un nombre de réarrangements donneé).

Selon une mise en ceuvre préférée de Iinvention, la méthode combine
1’analyse des réarrangements V(D)J du locus TRB et celle des réarrangements incomplets de
ce locus, par la mise en ceuvre des variantes appropriées décrites plus haut. Les amorces
décrites plus haut pour cette analyse sont adaptées a I’analyse des réarrangements de ce locus
chez ’humain, mais cette méthode peut étre transposée, sans aucune difficulté, chez I’animal,
par exemple chez la souris. Des amorces utilisables chez la souris sont décrites, a titre
d’exemple, dans la partie expérimentale qui suit.

Selon un autre aspect de Pinvention, la méthode permet ’analyse des
réarrangements de 95% des génes J du locus TRA humain avec un géne V donné du méme
locus, en effectuant, & 1’étape A), entre 3 et 6 PCR multi-n-plexes avec n>2, avec des
combinaisons d’amorces constituées chacune d’une amorce s’hybridant en amont et/ou dans
ledit géne V et d’un ou deux couple(s) d’amorces antisens choisi(s) parmi les couples
(hTRAJ56, hTRAJ41), (hTRAJ37, hTRAJ33), (hTRAJ4S, hTRAJ29), (hnTRAJ24, hTRAJ18),
(hTRAJS53, hTRAJ 11) et (WTRAJ7, hTRAJ3), lesdites amorces etant définies dans le tableau

ci-dessous :
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4 e .| distance. :
: . P 3 avecle | : R . e o
nom d nom ta%lilef«‘début'du;g; Séquence.. oo NQ ‘
gneJen | . ool el e i

o gene. ‘oligonucléotide (nt)

T L 1 L B I
TIRAJS6 | BTRAJ56do | 24 | 883 | TCCCCCAAGTATTGCATTTGGATT 30
L TRAJ41 | hTRAJA1do | 25 | 443 | AACTCAACAGGGTCCTTGCCACTTA | 31

hTRAJ37 hTRAJ37do 08 351 CCACCCACATTT??TGTTTTTATTTC 32
hTRAJ33 hTRAJ33do 24 98 TAGTGTCTCCTCTCCCGTGCAGTC 33

hTRAJ48 hTRAJ48do -8 43 GTTCCAGTCCCéﬁ?GGTTAATTTCT 34

hTRAJ29 hTRAJ29do 24 300 AGAACAAGCTGGAGGCAACTAGGC 35
AACACCAGTCTGATCTCTCATTTTTG 36

hTRAJ24 | hTRAJ24do | g | 227 i
hTRAJ1S8 hTRAJ18do 20 147 CAAGACTAAA%C(-}:?ESTTAATTCATCT 37

hTRAJ53 | hTRAJS53do 24 200 | AATCCCTCTGATGGGCACCATATC 38

hTRAJ11 hTRAJ11ldo 20 88 ACATGGGTGGGATGGGGTCA 39
hTRAJ7 hTRAJ7do 20 478 TGGGAGTAAAGGGCTGGGGC 40
hTRAIJ3 hTRAJ3do 25 329 AACCTCAATTCCAGGCAGCAGTATC 41

Tableau 4

Cette analyse peut en particulier étre réalisée a partir de 6 PCR multi-2-
plexes. Alternativement, elle peut &tre réalisée & partir de 3 PCR multi-4-plexes effectuces
avec des combinaisons d’amorces comportant chacune une amorce sens spécifique d’un gene
V et un quadruplet d’amorces choisi parmi les quadruplets suivants : ("TRAJ56, hTRAJ41,
hTRAJ37, hTRAJ33), (hTRAJ48, hTRAJ29, hTRAJ24, hTRAJ 18) et (hTRAJ53, hTRAJII1,
hTRAJ7, hTRAJ3). Bien entendu, les situations intermédiaires (4 PCR multi-2-plexes et 1
PCR multi-4-plexe ; 2 PCR multi-2-plexes et 2 PCR multi-4-plexes) sont également
envisagees.

Afin d’avoir une information plus globale sur les réarrangements du locus
TRA, il est proposé d’effectuer la méthode décrite ci-dessus avec au moins trois, mais de
préférence 4, 5, 6 ou davantage d’amorces s hybridant en amont et/ou dans des geénes v
distincts, situés chacun dans une région distincte du locus. Il est important que les génes
TRAV visés par ces amorces soient bien répartis dans le locus, afin que la diversité
combinatoire observée soit effectivement représentative de I’ensemble des réarrangements de

ce locus. Des amorces utilisables pour cela sont définies dans le tableau ci-dessous :
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o I (S ST distance | -
o e | om e Plgomutdoide | G | Gany |
FREY Tow | o |
GGTCGTTTTITCTTCATTCCTT 42
TRAVI hTRAV1up ex 26 104 AGTCG
TCCCCTTCCCATTTTCCACTC 43
TRAV3 hTRAV3 22 377 G
CCCTGTTTATCCCTGCCGAC 44
TRAV4 hTRAV4up ex_testAnl 23 96 AGA
CTGGATGCAGACACAAAGC 45
TRAV10 hTRAV10 up n3 24 85 AAAGC
AATGAAGATGGAAGGTTTA 46
TRAV12.23 hTRAV12.2,3upl 27 114 CAGCACAG
ACAAAGAAGATGGAAGGTT 47
TRAVI2.1 hTRAV12.1upl 28 112 TACAGCACA
69 CGCCAACCTTGTCATCTCCG 48
TRAV14 hTRAV14 up n2 22 CT
CTAGAGAGAGCATCAAAGG 49
TRAV16 hTRAV16 up ns 27 118 CTTCACTG
CGGGCAGCAGACACTGCTTC 50
TRAV17 hTRAV17 up n2 22 40 TT
TCGTCGGAACTCTITTTGATG 51
TRAV19 hTRAV19 up 24 144 AGCA
TGCCTCGCTGGATAAATCAT 52
TRAV21 hTRAV21 up 24 91 CAGG
CCCAGACCACAGACTCAGG 53
TRAV22 hTRAV22 up 21 42 CcG
130 CGTCCAGATGTGAGTGAAA 54
TRAV23 hTRAV23 up n2 28 AGAAAGAAG
TGGACATCCCGTTITTTTTGA 55
TRAV2S hTRAV25 up n3 27 154 TACAGTT
TGGTGACAGTAGTTACGGGT 56
TRAV27 hTRAV27 up 27 138 GGAGAAG
267 AGCAAAATTCACCATCCCTG 57
TRAV29 hTRAV29 up 24 AGCG
TGAAGGGTGGAGAACAGAA 58
TRAV30 hTRAV30 up n2 24 139 GGGTC
GGCTGGGAAGTTTGGTGATA 59
TRAV3S hTRAV35 int up 27 377 TAGTGTC
ACATTTTTCTACACAGGGGT 60
TRAV36 hTRAV36 intup n2 27 304 GAGCAGT
GCCCTCCTGAAAATGTGTAA 61
TRAV41 hTRAV41 intup 28 368 AGAAATGT
Tableau 5

La mise en ccuvre de la méthode en effectuant, pour chacune des 20
amorces TRAV décrites dans ce tableau, 6 PCR multi-2-plexes (ou 3 PCR multi-4-plexes
etc.) avec les combinaisons décrites plus haut pour observer les réarrangements de 95% des
génes TRAJ avec un geéne V, permet d’observer entre 50 et 75% de la totalité des

réarrangements VJ du locus TRA.
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Bien entendu, I’homme du métier peut transposer cette méthode & I’analyse
du locus TRA d’un animal, par exemple au locus TRA murin.

Selon un autre aspect, I’invention concerne une méthode permettant
P’analyse des réarrangements de tous les génes J du locus TRG humain avec au moins 2 génes
V et Vy donnés du méme locus, en effectuant, & 1’étape A), au moins une PCR multi-2-plexe
avec un triplet d’amorces constitué de 2 amorces sens s’hybridant en amont et/ou dans lesdits
genes Vi et Vy et de I’amorce antisens hTRGJdo2
(ACATATGAGCCCTTTATGGAAGTCCG, SEQ ID No : 62) de 26 nucléotides s’hybridant
dans le géne J2 du locus TRG humain.

A titre d’exemples d’amorces s’hybridant en amont et/ou dans un géne V du
locus TRG humain utilisables pour la mise en ceuvre de cet aspect de I’invention, on peut citer

les amorces définies dans le tableau ci-dessous :

TRGV12 hTRGVl'zulk;lh 30 99 S TTATACTTACGCAAGCACAAGGAACAAC | 63

TRGV1.4| hTRGV1.4upl 28 158 TGTACTATGACTCCTACACCTCCAGCGT 64

TRGV1.5| hTRGV1.5upl 23 287 AAGGGGGAACGAAGTCAGTCACG 65

TRGV1.8| hTRGV1.8upl 26 129 GTGTTGGAATCAGGAATCAGTCGAGA 66
Tableau 6

Cette analyse peut notamment étre effectuée en ne faisant que des PCR
multiplexes simples, ou des PCR multi-n-plexes avec n>2 avec, dans une méme réaction, un
couple d’amorces spécifiques du locus TRG et un couple d’amorces spécifiques d’un autre
locus.

La diversité des réarrangements intervenus dans le locus TRD peut
également étre étudiée par une méthode selon 1’invention, en effectuant, & ’étape A), une
PCR multi-2-plexe avec un triplet d’amorces constitué¢ d’une amorce s hybridant en amont
et/ou dans un géne V de ce locus et des amorces antisens hTRDJ1do5 et hTRDJ3do2, définies
comme suit :

_ hTRDJ1do5 (TGCCTCCTTAGATGGAGGATGCC, SEQ ID No : 67) est
un oligonucléotide antisens de 23 nucléotides s’hybridant entre les nucléotides 90 et 112 du
géne J1 du locus TRD ; et

- hTRDJ3do2 (GCAAGGAGGCACGCATACTAGTTAGC, SEQ ID No:
68) est un oligonucléotide antisens de 26 nucléotides s’hybridant entre les nucléotides 448 et
473 du géne J3 du locus TRD.

Avec cette combinaison d’amorces, il est possible d’analyser, & partir d’une
seule PCR multi-2-plexe, les réarrangements de tous les génes J du locus TRD humain avec

un géne V donné. L’analyse compléte de tous les réarrangements VJ du locus TRD peut donc
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stre obtenue en faisant une PCR multi-n-plexe avec n>2 par famille TRDV. A titre
d’exemples d’amorces sépcifiques de génes TRDV utilisables avec les amorces antisens
WTRDJ1do5 et hTRDJ3do2 pour mettre en ceuvre cet aspect de 1’invention, on peut citer les

amorces définies dans le tableau ci-dessous :

AR R M e ] Distancgentre | L L e
S [ i T e | B
B e 7 dugemevipd) | oo oo T

TRAVI21 | KTRAVIZIupl | 28 12 ACA./}?qqﬁéj(jégggﬁAGG 69
(T"rl}z?)\s :) hTRAVi4upn2 | 22 69 CGCCAAngngCATCTC 70
TRAV16 | hTRAVI6upnS | 27 118 CTAGCA}gé*TG{%iCC"}rgCAAA 7
TRAV17 | BTRAVITupn2 | 22 40 CGGGCA({_%&?%ACACTGC 7
TRAV21 | HTRAV2Iup | 24 91 TGCCTCi%gigéTAAATC 73
TRAV22 | hTRAV22up2 | 21 232 CAGGAG%(ZZ%CCAATTC 74
(TTI;‘?)‘?% NTRAV23upn2 | 28 130 CGTC&igizigii%TGAA 75
TRAV25 | BhTRAV2Supn3 | 27 154 TGGA%‘;‘S&%&%ETTTTTTT 76
g}g)\g; hTRAV29 up 24 267 AGCAAA?gggégCATCCC 77
TRAV30 | hTRAV30upn2 | 24 139 TGAAGiiTG(é((}%gAACAG 78
TRAV35 | WTRAV3S intup | 27 377 GGCTG;‘:&@%C{%?CGGTGA 79
(2?3)?76) hTRAV36upl 26 280 AGTGﬁ/éiﬁiézéggTGGT 80
TRAV39 | hTRAV39upl 26 352 GGGA?SQQSTAEEéTTAT 81
TRAV41 | hTRAV4l intup | 28 368 GCCCiiigiA;ﬁ?%gGTGT 82
TRDV1 hTRDV1upl 25 259 CAGTA?;?EESSAGTGA 83
TRDV3 RTRDV3upl 24 287 GACAA??géég((;CAGAG 84

5 Tableau 7

Selon une autre variante, l’invention permet également I’analyse des
réarrangements de tous les génes J du Jocus IgH humain avec au moins 2 génes Vy et Vy
donnés du méme locus, en effectuant au moins une PCR multi-n-plexe avec n>2 (et en
particulier avec n=2), avec une combinaison d’amorces comprenant 2 amorces Sens

10 s’hybridant en amont et/ou dans lesdits génes Vy et Vy et une amorce antisens s’hybridant en.
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aval et/ou dans le géne IgHJ6, par exemple D’amorce  higHJ6do2
(GATCTTGCAGTCCTACAGACACCGC, SEQ ID No : 85) s’hybridant entre la 3681 et la
3921m hase 4 compter du début du geéne IgHI6.

A titre d’amorces s hybridant en amont et/ou dans un gene V du locus IgH

humain utilisables selon cet aspect de 1’invention, on peut citer les amorces définies dans le

tableau ci-dessous :

o |- distance |- e
SRR fi.inorn . taiilc‘ aveclaj; , - T - |'SEQID
momdugine | o onciéotide | () | RN Cual o Beawenes. o ) iNozs
SETHRRECI R S 1 - e pb- T s R R R
IGHV12, 8,18 | piGHV1A GACAAGGGCTTGAGTGGATGGG
46, 9 1Aupl | 25 172 ACAAGGGCTTGA %6

IGHV2 hIGHV2upl 22 44 CATGGACCCTGTGGACACAGCC 87
IGHV3.7, 13,

15,20,21,23, | \1opyaaupl | 24 | 2129 | TGTTTGCAGGTGTCCAGTGTGAGG | 88

48, 53, 64, 66, V3.7
72,73, 74
IGHV4 hIGHV4upl 25 69 GAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGC| 39
IGHV5 hIGHV 5up1 21 55 TGCAGTGGAGCAGCCTGAAGG 90
IGHV6 hIGHV6up! 23 371 AGCAGCATTCACAGACTGAGGGG 91

Tableau 8

Selon une mise en ceuvre particulitre de cette méthode, les amorces
spécifiques des genes Vi et Vy du locus IgH sont choisies de telle sorte que la somme de la
distance entre ’extrémité 5° de la zone d’hybridation de I’amorce spécifique de Vy et la fin
dudit géne Vy et de la distance entre Pextrémité 5° de la séquence codante du géne IgHJ1 et
Pextrémité 3° de la zone d’hybridation de I’amorce antisens hIgHJ soit supérieure a la somme
de la distance entre ’extrémité 5° de la zone d’hybridation de ’amorce spécifique de Vy et la
fin dudit géne Vy et de la distance entre Pextrémité 5° de la séquence codante du géne IgHJ6
et extrémité 3’ de la zone d’hybridation de I’amorce antisens hlgHJ6. Ceci permet que
’amplicon correspondant & V,J6 soit plus grand que celui correspondant a V,J1, pour avoir
une résolution des amplicons dans I’ordre V16, VyJ5,..., Vyll, V,J6, ..., ViJl.

Toutefois, étant donné la taille du cluster de genes IgHJ, les amorces
spécifiques des génes Vy et Vy du locus IgH seront de préférence choisies de fagon a obtenir
une disposition "enchéssée" des amplicons, ¢’est-a-dire telle qu’au moins un amplicon obtenu
avec un premier couple d’amorces soit encadré par 2 amplicons obtenus avec un deuxieme
couple d’amorces.

La méthode de 1’invention permet également I’analyse des réarrangements
incomplets du locus IgH humain, en effectuant au moins une réaction de PCR multi-n-plexe
avec n>2 avec une combinaison d’au moins 3 amorces constituant au moins 2 couples
d’amorces comportant une amorce antisens commune s’hybridant spécifiquement en aval

et/ou dans un géne J donné telle que, par exemple, I’amorce higHJ6do2 décrite plus haut,
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chaque couple d’amorces comportant en outre une amorce sens s hybridant spécifiquement en
amont et/ou dans un géne D donné.

A titre d’exemples d’amorces s hybridant en amont et/ou dans un géne D du
locus IgH humain utilisables selon cet aspect de I’invention, on peu citer les amorces définies

dans le tableau ci-dessous :

¢ 4| Distance |
N : o~ entre

v SR Yo | Pextrémité . : s o
‘nom du {- - pom taille | =05 ST Lo i1 SEQ
B Cooe o bsgneDeb) L e
hIGHD1{ hIGHDIlupl 23 A4 GATTCTGAACAGCCCCGAGTCAC 92
hIGHD2 | hIGHDZ2upl 22 67 GGACAGGAGGATTTTGTGGGGG 93
hIGHD3 | hIGHD3upl 20 102 AGGTCAGCCCTGGACATCCC 94
hIGHD4 | p1GHDA4upl 19 132 ATCCCCAGGACGCAGCACC 95
hIGHDS | L 1GHDS5up2 20 35 AGCTCCTCCTGACAGCCCCG 96
hIGHD6 | h1GHD6upl 21 160 ACACCAGACAGAGGGGCAGGC 97
hIGHD7 | h1GHD7up2 20 90 AGACCGCAGCCACATCAGCC 98

Tableau 9

Cette analyse peut notamment &tre effectuée en ne faisant que des PCR
multiplexes simples, ou des PCR multi-n-plexes avec n>2 avec, dans une méme réaction, un
couple d’amorces spécifiques du locus IgH et un couple d’amorces spécifiques d’un autre
locus.

Selon une mise en ceuvre préférée de Iinvention, la méthode combine
I’analyse des réarrangements V(D)J du locus IgH et celle des réarrangements incomplets de
ce locus, par la mise en ceuvre des variantes appropriées décrites ci-dessus. Les amorces
décrites plus haut pour cette analyse sont adaptées & 1’analyse des réarrangements de ce locus
chez I’humain, mais cette méthode peut &tre transposée, sans aucune difficulté, chez I’animal,
par exemple chez la souris.

Selon une autre mise en ceuvre de ’invention, la méthode est adaptée pour
analyser la diversité combinatoire des réarrangements V(D)J d’au moins deux locus
génétiques choisis parmi les loci TRA, TRB, TRG, TRD, IGH, IGK et IGL, en combinant les
variantes appropriées décrites ci-dessus. L’analyse des différents loci peut se faire de fagon
simultanée ou séquentielle, en faisant le cas échéant des PCR multi-n-plexes avec, dans la
méme réaction, au moins un couple spécifique d’un locus et un autre couple spécifique d’un
autre locus.

En particulier, 1’analyse combinée de la diversité combinatoire des

réarrangements V(D)J du locus TRB et de la diversité combinatoire des réarrangements VJ du
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locus TRG ou du locus TRD permet d’avoir une vision représentative du répertoire de
Jymphocytes T. En ajoutant I’analyse de la diversité combinatoire des réarrangements V(D)J
du locus IgH, on obtient une information sur 1’ensemble des lymphocytes (B et T).

Un aspect important de I’invention, illustré dans les exemples ci-apres, est la
possibilité d’identifier par leur nom les différents réarrangements observés. Selon une mise en
ceuvre préférée, 1’étape C) de la méthode comporte une étape de traitement des données
obtenues par la séparation des amplicons suivant leur taille, ledit traitement étant effectué par
un ordinateur et permettant d’attribuer a chaque amplicon observé le nom du réarrangement
V(D)J correspondant. De maniére encore préférée, le traitement des données integre
également Dintensité du signal de chacun des amplicons observés, pour quantifier la
fréquence relative du réarrangement V(D)J correspondant.

Ceci permet de décrire une signature d’une diversité immunitaire en classant
les réarrangements VDJ par ordre d’intensit¢ ou par ordre de contribution au sein du
répertoire immunitaire observé. Ce classement des réarrangements correspond a une signature
du répertoire immunitaire 4 un instant "t" dans un échantillon.

En particulier, la méthode de ’invention peut étre telle que I’étape B)
comprend I’acquisition des données concernant la taille des amplicons et, pour chacun,
I’intensité du signal, et I’étape C) comprend les ¢tapes suivantes :

(i) identification de chaque amplicon, en déterminant a quel réarrangement
V(D)J il correspond, en fonction de sa taille ;

(ii) & partir de I’intensité du signal de chaque amplicon, détermination de la
proportion de I’ADN génomique de départ présentant le réarrangement V(D)J correspondant ;

(iii) présentation des résultats sous forme d’un graphique tridimensionnel
présentant les génes ou les familles de génes V, suivant un axe, les genes Jy suivant un autre
axe, et la fréquence des réarrangements V,Jy suivant le troisiéme axe.

Si on mesure en outre la diversité moléculaire, par exemple en effectuant
une mesure en temps réel des amplifications par PCR multi-n-plexe, la méthode permet de
mesurer une diversité immunitaire globale par la prise en compte de la mesure de la diversité
combinatoire et de la diversité moléculaire.

La présente invention porte également sur une méthode pour déterminer in
vitro le niveau d’immunodéficience d’un individu, comportant les étapes suivantes :

A)  partir d’un échantillon biologique dudit individu, faire une numération
lymphocytaire ;

B) 4 partir du méme échantillon ou d’un autre échantillon provenant du
méme individu au méme moment, déterminer le niveau de diversité combinatoire du
répertoire des lymphocytes dudit individu, par la mise en ceuvre d’une méthode telle que
décrite plus haut ;

C) combiner les données obtenues aux ctapes A) et B).
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Cette méthode peut comporter une étape additionnelle d’interprétation de la
combinaison obtenue & 1’étape C), au regard d’un graphique attribuant un niveau de risque au
moins aux zones (i) & (iv), et de préférence aux zones (i) a (vi) ci-apres :

(i) numération faible (<1000 Ly/uL) et diversité combinatoire V-J faible
(<40%) : risque infectieux élevé, associé 4 un risque élevé de mortalité ;

(i) numération faible (<1000 Ly/uL) mais diversité combinatoire V-J
normale (>65%) : risque infectieux faible ;

(iii) numération normale (1000-3200 Ly/pL) et diversité combinatoire V-J
faible (<40%) : risque infectieux moyen ;

(iv) numération normale (1000-3200 Ly/uL) et diversité combinatoire V-J
normale (>65%) : le répertoire immunitaire est sain.

(v) numération au dessus de la normale (> 3200Ly/pL), et diversité
combinatoire V-J faible (<40%) : risque lymphoproliphératif élevé

(vi) numération au dessus de la normale (> 3200Ly/uL), et diversité
combinatoire V-J normale (>65%) : risque lymphoprolifératif moyen.

Cette détermination du niveau d’immunodéficience d’un individu (basce
non seulement sur la numération mais également sur la mesure de la diversité lymphocytaire)
est cruciale pour mettre en ceuvre une médecine personnalisée, car un patient présentant une
diversité immunitaire inférieure & 40% est considéré comme présentant un déficit de diversité
qui implique un risque accru de mortalité par infection. Cette méthode permet donc de
déterminer, pour un patient, son risque de mortalité par infection.

De fagon avantageuse, le clinicien pourra faire un suivi immunologique de
son patient, permettant notamment d’identifier si le traitement administré a des conséquences
trop sévéres sur la diversite immunitaire du patient, induisant un risque de mortalité par
infection. Dans ce cas, le clinicien pourra adapter le traitement (changement de molécule, de
dose, de fréquence, adjonction de traitements supplémentaires d’antibiotiques,
d’immunostimulation par interleukine IL7, IL2 ou autres.. .) pour réduire ce risque.

L’invention porte donc également sur 1’utilisation de la méthode ci-dessus,
pour aider un clinicien dans ses choix thérapeutiques, par le choix d’un traitement adapté au
niveau de risque d’infectiosité et de mortalité d’un patient. Ainsi, un patient situé dans la zone
(iv) définie plus haut peut a priori supporter un traitement immunosuppresseur (par exemple,
chimiothérapie + anticorps monoclonaux puissants), tandis qu’a P’inverse, un patient situé
dans la zone (i) a un « bouclier immunitaire » trés fragile (donc un grand risque de mortalité
par infection), et doit donc &tre traité par des médicaments MOins iMMUNOSUPPIESSEULS. Les
patients des zones (ii) et (iii) sont dans une situation intermédiaire.

Dans une mise en ceuvre préférée d’une méthode pour déterminer in vitro le
niveau d’immunodéficience d’un individu telle que décrite ci-dessus, ’étape B) comprend la

détermination du niveau de diversité combinatoire du répertoire des lymphocytes T et des
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lymphocytes B dudit individu. Dans ce cas de figure, on peut avantageusement examiner les
données obtenues a ’aide d’un graphique tridimensionnel présentant le niveau de diversité
des immunoglobulines sur un axe, le niveau de diversité des TCR sur un autre axe, et la
numération lymphocytaire sur un troisieme axe.

Un autre aspect de I’invention concerne une méthode de suivi de 1’évolution
de 1a diversité du répertoire des lymphocytes T et/ou B d’un individu, comportant les étapes
suivantes :

A) Mesure de la diversité du répertoire des lymphocytes dudit individu, par
la mise en ceuvre d’une méthode telle que décrite ci-dessus, 4 partir de deux échantillons dudit
individu prélevés & deux dates différentes ;

B) comparaison des deux échantillons en évaluant :

(i) le nombre S de réarrangements observés dans les deux échantillons ;

(ii) le nombre A de réarrangements observés dans 1’échantillon le plus
récent mais pas dans le plus ancien ;

(iii) le nombre D de réarrangements observés dans 1’échantillon le plus
ancien mais pas dans le plus récent ;

(iv) le nombre Z de réarrangements qui ne sont observés dans aucun des
échantillons.

Un exemple d’interprétation de ce graphique est présenté a I’exemple 11 ci-
aprés. Cette méthode peut également servir aussi & comparer 2 échantillons d’individus
différents, par exemple pour comparer un donneur et un receveur en cas de greffe.

La présente invention porte également sur une trousse, ou "kit", pour la mise
en ceuvre d’une des méthodes décrites plus haut, comprenant au moins une combinaison
d’amorces telles que définies dans ce texte, et des réactifs pour effectuer des PCR.

Parmi les réactifs pour effectuer des PCR, une trousse selon I’invention
comprendra de préférence une polymérase présentant les caractéristiques suivantes :

(i) elle est capable d’amplifier des fragments de plusieurs dizaines de kb ;

(ii) sa vitesse d’élongation est d’au moins 1 kb/minute ;

(iii) sa robustesse est telle qu’elle n’introduit pas plus d’une erreur par kb,
en moyenne.

De fagon avantageuse, une trousse de I’invention comprendra une plaque
multipuits dans laquelle chaque puit contient une combinaison différente d’amorces, sous
forme lyophilisée ou en phase liquide. De préférence, cette plaque multipuits comprend toutes
les combinaisons d’amorces nécessaires a ’amplification d’au moins 50, 60, 70, 80 voire 95%
des réarrangements V-J d’au moins un locus choisi parmi les loci TRA, TRB, TRG, TRD et
IGH.

Un autre aspect de ’invention concerne I’utilisation d’une méthode ou

d’une trousse telle que décrites plus haut, pour étudier la mise en place et/ou la qualité du
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répertoire TCR et/ou IgH d’un animal transgénique humanisé et/ou d’une culture de
lymphocytes. Ceci permet notamment de vérifier la qualité d’un répertoire immunitaire suite a
une culture cellulaire, par exemple pour vérifier que la culture cellulaire reste appropriée pour
tester des molécules ou pour étudier des mécanismes biologiques. Dans le cas de lignées T ou
B monoclonales ou oligoclonales, cela permet de vérifier qu’il s’agisse bien du ou des clones
préalablement identifiés, et ainsi de détecter toute contamination ou erreur d’étiquetage sur un
tube avec de lancer une expérience. Une autre application importante est de contrdler la
qualité lors de la production de cultures de Lymphocytes (T régulateurs par exemple.. .) avant
réinjection (2 visée thérapeutique).

La présente invention porte également sur J’utilisation d’une méthode ou
d’une trousse telle que décrite plus haut, pour cribler des molécules thérapeutiques in vitro.
Des exemples d’applications sont décrits ci-apres.

En particulier, les méthodes et les trousses de P’invention peuvent &tre
utilisées pour métre en ceuvre un procédé d’évaluation de I’efficacité d’un protocole vaccinal,
comprenant les étapes de

A) mesure de la quantité et de la diversite des lymphocytes avant et aprés
ledit protocole vaccinal ;

B) comparaison des mesures faites a I’étape A ; et

C) interprétation des résultats, une baisse de la diversité lymphocytaire d’au
moins 10%, de préférence au moins 15% apres vaccination indiquant que le protocole de
vaccination a été efficace.

Selon une mise en ceuvre préférée de ce procédé, on mesure en ouire, a
]’étape A), la quantité de lymphocytes T régulateurs avant et aprés vaccination. Dans ce cas,
]’étape C d’interprétation tient compte également de I’évolution du nombre de lymphocytes T
régulateurs, une diminution d’un facteur > 2 du nombre de lymphocytes T régulateurs suite a
la vaccination indiquant que le protocole a été efficace.

I’invention porte également sur un procédé de comparaison de ’efficacité
de deux protocoles vaccinaux, comprenant les étapes de

A) mesure, sur deux groupes faisant I’objet d’une vaccination par deux
protocoles différents, de la quantité de lymphocytes T régulateurs et de la diversité
immunitaire, avant et aprés vaccination ;

B) comparaison des résultats groupe a groupe,

dans lequel le protocole le plus efficace est celui qui induit la diminution de
lymphocytes T régulateurs et/ou Ja diminution de la diversité lymphocytaire la plus
importante.

Outre les dispositions qui précedent, I’invention comprend encore d’autres

dispositions, qui ressortiront des exemples expérimentaux ci-dessous, et des figures annexees.
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Exemple 1 : Choix de la position des amorces utilisables dans le cadre

de I’invention

Criteres de sélection des oligonucléotides

Les amorces utilisables pour mettre en ceuvre le procédé de 1’invention sont
choisies en fonction 1) de leurs propriétes thermodynamiques (déterminées a partir
d’algorithmes classiquement utilisés par ’homme du métier pour identifier la capacité des
oligonucléotides a se fixer sur leur séquence cible, notamment en fonction du nombre de
liaisons hydrogénes) ; 2) de leur compatibilité avec les autres amorces utilisées dans le méme
tube, tant sur le plan thermodynamique que sur I’incapacité des différentes amorces a
s’hybrider entre elles; et 3) de leur position respective qui permet d’obtenir des tailles
d’amplicons pouvant étre résolus.

Par "résolu”, il doit &tre compris que les amplicons peuvent étre observés de
fagon univoque, suite a leur séparation par la taille par une méthode d’électrophorése ou tout
autre méthode. Lorsque les tailles de certains amplicons sont trop proches, il n’est pas
possible de les-discerner distinctement avec des conditions de séparation compatibles avec la
séparation permettant de nésoudre” I’ensemble des autres tailles d’amplicons. Ce cas est
minoritaire et identifié. Il peut &tre résolu, par exemple, par |’utilisation d’amorces marquees.

Les oligonucléotides sont définis ici en donnant, outre leur séquence, leur
position dans le locus ainsi que leur taille, en nombre de bases.

Pour les génes V, les oligonucléotides sont orientés dans le sens de
transcription, ils sont dénommes "GENS" ; ils sont complémentaires au brin d’ADN non
codant.

Pour les génes J, les oligonucléotides sont dénommés "ANTISENS" : ils
sont complémentaires au brin d’ADN codant et inversés (on dit aussi qu’ils sont dans le sens
3°>5%).

Amorces spécifiques des génes V

Pour les oligonucléotides spécifiques des génes V, la position est donnée en

fonction de la fin du géne V, cest-a-dire la derniére base avant le RSS. Cette position

correspond 2 la distance (incluant ’oligonucléotide) entre la 1% base de I’oligonucléotide et
la derniére base du géne V.

o Exemple de position de I’oligonucléotide pour la famille de géne TRBV :sila
distance est de n bases de la fin du géne V et la taille de ’oligonucléotide est
de t bases, 1’oligonucléotide débute a n bases en amont de la fin du géne (en
comptant la derniére base) et se termine a n-t+1 bases de la fin du géne V.

Les oligonucléotides ont été sélectionnes de maniére & s’hybrider au plus
grand nombre de membres possible d’une méme famille V. Deux cas de figures peuvent étre
décrits concernant le nombre d’oligonucléotidés V nécessaires pour suivre toute une famille
V:
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o Cas I : existence d’une zone d’homologie de 100% entre tous les membres

d’une méme famille. dans ce cas il est possible de trouver, en faisant un
alignement de séquences, une zone commune 4 100% pour tous les membres
de la famille V en question et répondant aux critéres de sélection des

oligonucléotides précisés précédemment. Dans ce cas, 1 seul oligonucléotide V

est nécessaire pour suivre tous les membres de la famille.
Cas 2 : zone d’homologie inférieure a 100%. Dans ce cas, la plus grande zone
(en nombre de bases) qui répond aux critéres de sélection est sélectionnée, et

tous les oligonucléotides correspondants a cette position nécessaires pour

suivre tous les membres de la famille sont dessinés. Ex : pour une famille de 5
membres présentant une zone d’homologie de 100% pour 3 membres, les 2
autres membres étant différents entre eux dans cette zone. Dans ce cas, un total
de 3 oligonucléotides différents correspondant 4 la méme position sont
dessinés pour suivre ’ensemble des membres de cette famille. Trois sous cas
sont alors possibles :

e Les oligonucléotides V choisis a cetie position sont compatibles
entre eux thermodynamiquement. Dans ce cas, les n
oligonucléotides V  (dans Iexemple  ci-dessus 3
oligonucléotides) sont regroupes dans un méme tube de PCR.
Puisque tous ces oligonucléotides, méme si ils ont quelques
bases différentes, sont dessinés a la méme position, les
amplicons seront de méme taille.

e Les oligonucléotides V ne sont pas suffisamment compatibles
thermodynamiquement ou ils ne peuvent étre mis dans la méme
réaction de PCR car cela poserait des problémes de dimeres.
Dans ce cas, 2 ou n PCR peuvent étre réalisées dans des tubes
différents, pour suivre spécifiquement les membres V pour
lesquels les amorces sont incompatibles avec les autres.

e 1l existe un cas particulier (rare) dans lequel les génes V d’une
méme famille n’ont pas la méme taille. Ceci est dd au fait que
’intron d’un ou de n membre(s) d’une famille V présente(nt)
une taille différente de celui des autres membres de ladite
famille V (rmgq : il n’y a qu’un intron par géne V). Ce cas de
figure n’est pas génant si 1’oligonucléotide V est dessiné en aval
de cette "zone de taille différente”. Si cela n’est pas possible, la
solution mise en ceuvre consiste & séparer les 2 ou n
oligonucléotides dans 2 oun PCR.
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Amorces spécifiques des genes J
La position d’une amorce spécifique d’un géne J est donnée en indiquant sa

distance par rapport au début du géne J, cest-a-dire la 1%° base du segment de géne J

(séquence codante), aprés le RSS. Cette position ce situe en aval du début du J et correspond a
Ja distance (incluant 1’oligonucléotide) entre la 1%€ base du geéne J et la premiére base de
I’oligonucléotide (c’est-a-dire la base & Pextrémité 5° de 1’amorce).
o Exemple de position de I’oligonucléotide pour la famille de géne TRBJx : la
distance est de » bases du début du J, la taille de ’oligonucléotide est de #
bases. Donc la zone d’hybridation de ’amorce (sur le brin codant) se termine 4
la 7™ base du géne J ou en aval du début du géne J et débute a n-t+1 bases du
début du J.
Récupération des séquences des loci du TCR et IG
Plusieurs méthodes sont possibles pour obtenir les séquences. Deux
possibilités sont décrites ci-apres.
1% possibilité
La 1%° possibilité nécessite d’aller sur le site internet Européen « Ensembl

Genome Browser » hitp://www.ensembl.org et de rechercher le locus d’intérét : aprés avoir

choisi I’espéce (humain, souris, efc.) il faut cliquer sur le chromosome d’intérét, exemple
chromosome 14 pour le locus TRA. 1l faut ensuite indiquer, dans la case prévue a cet effet, le
chiffre indiquant le début (start) de la région chromosomique (p. ex. :21158000) et la fin dela
région (end) (p. ex. :22125000). La base de données Ensembl fait ressortir graphiquement la
disposition des génes TCR et IG présents dans le locus et ’homme du métier peut exporter
(par un clic gauche sur le contig concerné) la séquence d’ADN au format EMBL ou
GenBANK avec toutes les annotations de génes correspondantes. Il a ainsi a sa disposition la
localisation de toutes les séquences des génes TCR et IG, y compris les séquences en amont et
aval de ces derniers.

Les régions chromosomiques pour les différents loct humains concernes par
la présente invention sont indiquées ci-apres.

Homo sapiens TRA/TRD : locus & 14q11.2:

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=14&vc_start=2
1158000&ve_end=22125000

Homo sapiens TRB : locus 4 7q34:

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=7&Vc_start=14
1640000&vc_end=142275000

Homo sapiens TRG : locus & 7pl4:

http://www.ensembl.org/ Homo_sapiens/contl gview?region=7&vc_start=38
242000&ve_end=38385000

Homo sapiens IGH: locus & 14q32.33:
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IGHV :

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=14&Vc_start=1
05476000&vc_end=106368585

IGHD et IGHJ :

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=14&vc__start=1
05400000&vc_end=105460000

IGHC:

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=14&vc_start=1
05120000&vc_end=105400000

Homo sapiens IGK : locus a 2p11.2:

IGKV (proximal cluster), IGKJ et IGKC :

http://Www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=2&vc_start=88
920000&ve_end=89480000

IGKV (duplicated distal cluster) :

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=2&vc__start=89
550000&vc_end=89950000

Homo sapiens IGL : locus a 22q11.2:

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?region=22&vc_start=2
0700000&vc_end=21650000

2&me possibilité :

La 2% possibilité présentée ci aprés nécessite de regrouper tous les
cosmides contenant les séquences d’un locus TCR ou 1G. Pour ce faire, nous avons identifié
la liste des numéros d’accession des cosmides pour les chaines des IG et des TCR, chez
I’homme et la souris en se basant sur la bibliographie (Lefrancs, The Immunoglobulin Facts
Book 2001 et Lefrancs The T cell receptor Facts Book 2001), ou encore (Baum et al., 2006;
Baum et al., 2004).

Humain :
Locus Numeéro d’accession EMBL-EBI
TRAD* AE000658 4 AE000662
TRB 136092
TRG AF159056, X08084, M12950, M12960, M16016
et M12961
IGH voir Lefranc ., The Immunoglobulin FactsBook
ISBN:012441351X
SOURIS :
Locus Numéro d’accession EMBL-EBI
TRAD* AE008683 & AE008686
TRB AE00063 2 AE00065
TRG AF037352 and AF021335
IGH voir Lefranc ., The Immunoglobulin FactsBook
ISBN:012441351X
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Tableau 10

* Rappel : le locus TRD est situé dans le locus TRA.

A partir de ces numéros il est possible de récupérer I’ensemble des
informations sur les séquences sources des loci dans le site internet de référence Européen
« EMBL-EBI » (http://www.ebi.ac.uk), en faisant une « recherche », dans la rubrique

« nucleotide sequence ». Les résultats de la « EMBL-BANK » (Europe's primary nucleotide
sequence resource) sont ensuite téléchargeables au format EMBL.

[’étude des séquences peut &tre réalisée sur des logiciels tel que NTI
Vector®. Les génes étant annotés, leur position est indiquée précisément.

Correspondance entre les différentes nomenclatures des génes des loci
TCR et IG

Il est important de noter que la nomenclature des génes a évolué au cours du
temps. Afin de se repérer entre les nomenclatures, I’homme du métier dispose de tableaux de
correspondances pour les TCR et IG que 1’on peut retrouver dans les 2 livres [1] Lefranc, M.-
P. and Lefranc, G., The Immunoglobulin FactsBook, Academic Press, 458 pages (2001)
ISBN:012441351X [2] Lefranc, M.-P. and Lefranc, G., The T cell receptor FactsBook,
Academic Press, 398 pages (2001) ISBN:0124413528. Ces informations peuvent aussi &tre
retrouvées sur le site IMGT (http:/imgt.cines.fr).

Exemple 2 : Protocole pour Putilisation d’ImmunTraCkeR Kit Exemple
sur le locus TRB.
Suivant la nature de 1’échantillon (cellules ; PBMC ; extrait de thymus ;...),

les quantités nécessaires sont optimisées. Pour un échantillon cellulaire, la quantité nécessaire
pour réaliser I’expérimentation est de 10° cellules.

La succession des différentes étapes du protocole est schématisée sur la
figure 19.

2-A. Extraction de '’ADN

Un ADN extrait d’une haute pureté est nécessaire pour la détection des
réarrangements V-J en utilisant la trousse ImmunTraCkeR Kit. L’homme du métier sait quel
procédé ou kit sont appropriés pour cela. En particulier, 'homme du métier sait que cette
extraction doit &tre réalisée sans aucun EDTA ou autre produit pouvant inhiber la PCR. Les
inventeurs recommandent d’extraire ’ADN en utilisant High Pure PCR Preparation
Template Kit de Roche®.
La concentration d’ADN recommandée est de 100 ng/pl.

2-B. Contréle de la qualité de ’ADN et détermination de la quantité

Une mesure de 1’absorbance de Déchantillon a 260 nm avec un
spectrophotométre (exemple Amersham GenQuant Pro) est réalisée. Cette mesure permet de
calculer Ia concentration de I’ ADN, le taux d’extraction et le rapport ADN/protéine qui donne

une estimation de la qualité de I’ADN.
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En outre, ’état de dégradation de I’ADN est contrdlé sur un gel d’agarose et ensuite la
concentration de I’ADN est normalisée par comparaison avec un contrdle d’actine.
2-C. Amplification par PCR
L’ InmunTraCkeR Kit contient les combinaisons d’amorces (déshydratées
ou en phase liquide) déja distribuées dans les tubes. Le mélange réactionnel est préparé et
distribué dans lesdits tubes de réaction.
a) Protocole optimisé Herculase®II Fusion

Préparation du mélange réactionnel

Composant Quantité par réaction
Eau distillée 12,89 pl
Tampon réactionnel Herculase® II 5X S5pl
Mélange de ANTP (10 mM) 0,62 ul
Matrice d’ADN (50ng/pl) 1ul
ADN polymérase Herculase® II Fusion 0.5pl
Volume final : 20 ul

Tableau 13
Le mélange réactionnel est alors distribué dans des tubes ou des puits, & raison de 20 pl dans
chacun.
La PCR est réalisée en utilisant des conditions cycliques optimisées. Des parameétres de
cyclage suggérés pour effectuer des PCR avec I’ADN polymérase Herculase® II Fusion, en
utilisant un dispositif Primus 96+ (MWG) sont indiqués ci-dessous.

Paramétres cycliques de la PCR:

Segment Nombre de Température Durée
cycles
1 1 98°C 3 minutes
30 98°C 20 secondes
62°C 20 secondes
72°C 3 minutes 30 secondes
3 1 72°C 3 minutes
Tableau 14

Durée de la PCR : env 4,5 heures.

2-D. Electrophorése sur gel d’agarose
Préparer un gel d’agarose a 0,8% (p/v) dans un tampon TBE 1X.
Charger les produits de la PCR mélangés auparavant avec un tampon de charge (0,25% du
bromophénole bleu, 0,25% du xyléne cyanol FF, 30% du Ficoll 400, dans de I’eau), a raison
d’environ 10ul de produits PCR et 2l du tampon de charge.
Déposer un marqueur de taille d’ ADN approprié sur chaque extrémité du gel.
Mettre le gel sous tension dans un tampon TBE 1X, sans recirculation du tampon, pendant 1
heure et 30 minutes & 250V et 120mA.
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Colorer le gel avec 40ul de bromure d’éthydium dilué dans 150 m! de tampon TBE 1X
pendant 30 minutes.

2-E. Acquisition et interprétation
Poser le gel sur un transilluminateur a UV et acquérir I’image, par photographie. Enregistrer
la présence ou 1’absence des produits spécifiques de la PCR.

Exemple 3: Analyse des réarrangements de tous les oénes J

fonctionnels du locus béta avec 1 oene V donné, en 1 PCR multi-2-plexe résolutive

La figure 2a, montre I’analyse du taux de GC moyen des régions TRBJ et
TRAJ humaine. La région J2 contient un taux trés élevé de GC avec 60% contre 40-45% en
moyenne.

La figure 2b montre la disposition particuliére des génes J du locus TRB (ne
2 clusters distincts).

La figure 2c illustre le principe de choix des amorces, avec 1 amorce
antisens proche d’un cluster J et deuxiéme amorce antisen loin de ’autre cluster J, permettant
de positionner I’intégralité du cluster J1 au dessus du cluster J2.

La figure 2d présente un exemple de résultat obtenu par cette méthode.

Cette configuration permet de diviser par 2 la quantité de matériel
biologique nécessaire et réduire par la méme occasion le prix de revient du test. Le temps
pour réaliser le test est également diminué. En outre, ceci permet une lecture simplifiée de la
piste du gel (ou d’un autre type de séparation) car les génes J sont dans I’ordre du locus et
sont donc facilement identifiables.

Exemple 4 : Analyse de plusieurs loci dans une méme réaction de PCR

multi-n-plexe
La figure 3 illustre la possibilité d’analyser des réarrangements de plusieurs

loci dans une méme réaction, de maniére & diminuer la quantité de matériel biologique d’un
facteur 3-4, nécessaire pour suivre I’ensemble du répertoire immunitaire. Dans cet exemple,
des réarrangements des répertoires TCRB et TCRD sont observés en 1 seule étape. Ceci
permet de suivre tous les lymphocytes T alpha/beta et Tgamma/delta.

Exemple 5 : PCR multiplexe enchéssée.

La figure 4 illustre le principe de PCR multi-n-plexe “enchdssée”, c’est-a-
dire dans laquelle les séries d’amplicons obtenues avec les différents couples d’amorces sont
telles qu’un amplicon obtenu avec un premier couple d’amorces peut &tre encadré par 2
amplicons obtenus avec un deuxiéme couple d’amorces.

La figure 4a présente un schéma du locus TRG.

La figure 4b schématise le principe de la résolution avec une famille
hTRGV.

La figure 4c montre le résultat d’une PCR multiplexe sur le locus hTRG,

visant les 2 clusters J avec une seule amorce J. Iexpérience a été réalisée sur des cellules
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HEK et CaCO comme contrdles négatifs et sur des PBMC et des cellules de thymus comme
contrdles positifs.

A noter que pour le locus TRG, il est possible de suivre 2 clusters TRGIJ
avec 1 seul oligonucléotide J, du fait de ’homologie de séquence de 100% en aval des genes
Jletl]2.

La figure 4d montre un exemple de PCR multi-2-plexe enchissée avec deux
amorces TRAJ.

La figure 4e monire un exemple de résolution de 95% de la région AJ avec
seulement 6 PCR multi-2-plexes. La position des primers est indiquée en dessous du nom du
géne J des oligonucléotides en aval du (début) du géne J. Cette position est importante. Elle
permet de s’assurer que les bandes attendues auront une taille leur permettant d’étre bien
résolues.

Exemple 6 : Résultat de la trousse ImmunTraCkeR TRBV en PCR

multi-2-plexe
Les figures 5 et 6 montrent les différentes bandes obtenues aprés la

migration sur gel d’agarose de tous les produits PCR obtenus par PCR multi-n-plexe. La
figure 5 montre une représentation schématique du résultat théorique obtenu avec la trousse
ImmunTraCkeR TRB humain (la représentation est similiaire chez d’autres espéces : le rat, la
souris, le singe...). Chaque colonne correspond a 1 famille TRBV, chaque bande correspond a
un réarrangement V-J donné. Les genes TRBV ont été étudiés dans 1’ordre suivant : BV2,
BV3, BV4, BV5, BV6, BV7, BV9, BV10, BV11, BV12, BV13, BV14, BV15, BV16, BV1S,
BV19, BV20, BV24, BV25, BV27, BV28, BV29, BV30. La figure 6 montre les résultats
expérimentaux correspondants obtenus en duplicat (déposé cote a cdte), avec trois types
d’échantillons : ADNg extrait de thymus, ADNg extrait de PBMC en condition
lymphopénique et enfin un pool &’ADN de 4 lignees T comportant chacune un ou 2
réarrangements TRBV-J.

Le fait de disposer cOte & cdte ’ensemble des PCR des 24 TRBV permet
une détection exhaustive des génes TRBV sur I’ensemble des segments BJ.

On peut également rajouter (en option) un marqueur de reproductibilité de
dépdt et/ou de PCR dans chacune des pistes (RMQ : ces 2 marqueurs de reproductibilité ne
sont pas indispensables). Avantage recherché : améliorer la normalisation du signal entre les
bandes.

Cette figure illustre le fait que I’invention permet d’évaluer la qualité¢ d’un
répertoire immunitaire, en mesurant & la fois la diversité combinatoire d’une image du
répertoire immunitaire (calcul de la somme des bandes obtenues) ainsi que Iintensité du
signal de toutes les bandes (calcul de la somme de tous les signaux des amplicons de I’image).
En outre, le nom de chaque réarrangement V(D)J présent ou absent est identifié (en fonction

de sa position dans I’image. La colonne donne le nom du V ; la taille de I’amplicon donne le
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nom du J. Llintensité du signal détect¢é donne la proportion respective de chaque
réarrangement V(D)J. Au total cela permet donc en 1 seule étape d’avoir un outil qui mesure a
la fois la diversité (utile pour mesurer le niveau &’immunodéficience précis d’un patient) et
identifie le nom des réarrangements (donc le marqueur TCR ou IG d’un lymphocyte)
impliqués dans une pathologie (leucémie, lymphome, GVHD...) ou ayant réagi a la hausse
(multiplication cellulaire) ou a la baisse suite & un traitement.

Exemple 7 : Etude des réarrangements D-J par PCR clustering

La figure 7 montre le résultat d’un test de détection des réarrangements
incomplets D-JB & la fois exhaustif et résolutif (Pistes A : réarrangements D1 avec le cluster
J1 et le cluster J2. Pistes B : réarrangements D2 avec le cluster J2). Ce test permet de
caractériser un clone en précisant le nom des genes D et J réarranggs.

En comparaison, Biomed-2 ne propose qu’un signal de type ON / OFF : la
présence d’une population monoclonale est effectivement détectée, mais cetie population
n’est pas caractérisée au niveau combinatoire. Il n’est pas possible de faire la différence entre
les génes V et J réarrangés. En effet, la taille des produits PCR de ce test ne varie que de
quelques bases, rendant impossible I’identification de la famille V en question, ni du gene J
réarrangé. La méthode de la présente invention permet donc de fournir un niveau
d’information supérieur.

Analyse des résultats :

Partie A : On observe bien le nombre de bandes attendues sur témoins
positifs (PBMC et Thymus). Les bandes correspondant aux réarrangements du géne D1 avec
les génes J1.1 et J1.2 sont fusionnées car les limites résolutives de la technologie utilisée ne
permettent pas la séparation de bandes dont la différence de taille n’excéde pas 10% de la
taille de la plus grande bande. Un séquencage de cette bande, ou 1’utilisation d’amorces
marquées, serait nécessaire a la validation de cette observation.

Deux bandes trés fortes apparaissent sur le témoin négatif. Ces bandes ne
sont pas non spécifiques, mais correspondent & 1’amplification de ’ADN germinal : les
caractéristiques du locus couplées a la capacité de la technologie a amplifier des fragments de
grande taille, font qu’un rearrangement n’est pas nécessaire pour observer un produit dans ce
cas précis. Ces deux bandes constituent un trés beau témoin interne de la présence et de la
qualité de I’ ADN testé, ainsi que de I’efficacité de ’enzyme.

Partie B : le procédé permet de caractériser trés rapidement le réarrangement
intermédiaire des lignées de lymphocytes T (voire méme B). Dans I’exemple ci-dessus, le
réarrangement incomplet D1-J1.3 pour la lignée cellulaire T appelée JURKAT, le
réarrangement incomplet D1-J2.5 pour la lignée T MOLT4, et le réarrangement incomplet
D2-12.3 pour la lignée T HUT-78 ont été caractérisés sans besoin de séquengage

supplémentaire.
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1 est important de noter que les réarrangements incomplets D-J et D1-D2
sont non fonctionnels, mais représentent dans certains cas le seul marqueur biologique pour
identifier une lymphoprolifération (leucémie ou lymphome B ou T).

Exemple 8: Exemples de représentation des résultats d’une

cartographie
La figure 8 illustre un procédé permettant de regrouper toutes les données

d’analyse du répertoire immunitaire sur 1 seule page, incluant notamment, la numeération,
et/ou la diversité de 1’échantillon, et/ou I’intensité du signal, et/ou une comparaison avec une
diversité de référence provenant d’un autre patient ou du méme patient, une information
permettant d’identifier que le patient a une lymphopénie en comparant le % de diversité
obtenu avec un répertoire de référence, et/ou une information sur le nombre de clones détectés
dans I’image, et/ou un graphique de représentation 2Dimensions, et/ou 3 dimensions, et/ou la
liste de tous les réarrangements V-J classés par quantité décroissante en quantité de signal
détecté, et/ou % de représentativité dans ’image. Le procédé dans ses étapes d’analyse permet
ainsi

1- de compiler I’information collectée concernant I’historique clinique du
patient et I’historique biologique de I’échantillon (résultats de numérations, cytométries,
conditions de prélévement...) ;

- de fouiller les données par des méthodes statistiques et de corréler les
résultats d’analyses du répertoire immunitaire (diversité combinatoire, ou autre approche)
avec les données cliniques et biologiques. Il est notamment possible de classer tous les
réarrangements V-D)J par ordre de fréquence de détection (intensité du signal de I’amplicon).
Cet ordre varie d’un individu & ’autre en fonction des traitements et infections rencontrés par
son répertoire de lymphocytes. Ceci permet d’avoir la signature du répertoire immunitaire
d’une personne & un instant T. Cette signature peut étre le marqueur biologique d’une
pathologie, telle que les maladies auto-immunes, les allergies, les leucémies, les lymphomes,
etc...

N.B. : il est important de noter que cette approche peut aussi €tre compatible
avec d’autres approches d’analyses du répertoire immunitaire (toutes approches d’analyse de
la diversité jonctionnelle, diversité d’appariement, diversité d’hypermutations somatiques,
cee)e

Exemple 9 : Numération Diversité Lymphocytaire (NDL)

La numération lymphocytaire effectuée lors d’une NFS ou d’un marquage
en cytométrie donne le nombre de lymphocytes dans un prélévement. Ce nombre est utilisé
pour vérifier que le patient ne présente pas d’immunodéficience. La fourchette de “normalité”
est classiquement comprise entre 1000 et 3200 lymphocytes/pL de sang. En dessous de 1000,
le patient est considéré comme légérement immunodéprimé, au dessous de 450 il s’agit d’une

immunosuppression sévére. A Pinverse, au dessus de 3200, le patient est considéré comme
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potentiellement & risque d’expansion lymphocytaire. 11 existes 2 points faibles a cette
approche : le premier est la taille de la fourchette elle-méme, qui correspond a un facteur 3
entre les valeurs minimale et maximale. Le 2e point encore plus génant est que cette
numération ne préfigure pas de la diversité réelle du répertoire immunitaire du patient (figure
9, graphe 1). La présente invention permet de coupler une numération classique avec une
mesure de la diversité combinatoire V-J (figure 9, graphe 2).

Ceci peut notamment servir pour la sélection de patients dans le cadre
d’essais cliniques, afin de tester des médicaments sur une population homogene, permettant
d’interpréter les résultats. Ceci permet également d’effectuer un pronostic du risque infectieux
d’un patient, et donc de pratiquer une médecine personnalisée, en adaptant
’immunosuppressivité d’un traitement au niveau de risque de mortalité par infection d’un
patient.

Le graphique de la figure 9 distingue notamment les populations suivantes :

1. Numération faible (<1000 Ly/uL) et diversité combinatoire faible
(<40%) : 11 s’agit d’un patient immunosupprime.

Pour action : Ne pas inclure ce patient dans I’étude clinique. Faire suivre ce
patient par un hématologue.

9. Numération faible (<1000 Ly/uL) mais diversité combinatoire V-J
normale (>65%) : le patient a un faible taux de lymphocytes circulants par rapport aux autres
populations de cellules immunitaires, mais la qualité de sa défense immunitaire spécifique
n’est pas spécialement remise en cause.

Pour action: s‘il s’agit d’une étude concernant les personnes agges, il serait
intéressant d’inclure un bras de patients ayant cette caractéristique.

3. Numération normale (1000-3200Ly/uL) et diversité combinatoire faible
(<40%) : il existe des “trous” dans le répertoire immunitaire. D’apparence normale, cette
numération lymphocytaire cache un trouble d’immunodéficience pouvant étre associée a une
ou plusieurs expansions clonales. L’efficacité vaccinale peut étre remise en cause.

Pour action: Nous recommandons de ne pas inclure ce patient dans 1’étude
clinique. Faire suivre ce patient par un onco-hématologue.

4. Numération normale (1000-3200Ly/uL) et diversité normale (>65%) :
le répertoire immunitaire est sain.

Pour action: le patient peut étre inclus dans 1’étude clinique.

5. Numération au dessus de la normale, et diversité faible : zone a fort
risque, I’échantillon ne contient qu’un ou quelques clones de lymphocytes.

Pour action: Ne pas inclure ce patient dans 1’étude clinique. Faire suivre ce
patient par un onco-hématologue.

6. Numération au dessus de la normale, mais diversité normale

lymphocytose généralisée, J’ensemble du systéme immunitaire spécifique de I’individu est
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suractivé, mais aucun élément ne laisse entendre une expansion monoclonale pouvant &tre
reliée 3 une leucémie ou un lymphome.

Pour action: Ne pas inclure ce patient dans ’étude clinique. Faire suivre ce
patient par un onco-hématologue pour suivre 1’évolution de la lymphocytose.

Cette nouvelle technique de numération, dite « Numération Diversité
Lymphocytaire », couplant I’analyse du répertoire immunitaire & la numération (quelle que
soit 1a méthode de comptage) du nombre de Jymphocytes du patient, est donc largement plus
informative que la simple numération des lymphocytes. Elle permet notamment d’éviter le
paradoxe de la numération cellulaire qui par moment donne ’impression qu’un patient a un
nombre de lymphocytes considéré comme normal, mais qui en réalité présente des clones T
ou B et donc a une diversité immunitaire faible (zone 3). A Iinverse, cela permet de s’assurer
que des patients ayant une faible numération, ont tout de méme une diversite immunitaire «
correcte » (zone 2) leur permettant de se défendre contre les infections et donc de ne pas leur
imposer un suivi médical aussi lourd que pour des patients réellement immunodéprimés, c'est-
3-dire avec une faible numération et une faible diversité (zone 1). En outre, cela permet de
faire 1a distinction entre au moins 2 catégories de patients ayant une trés grande numération de
lymphocytes. La premicre catégorie (zone 5) a une diversité faible qui s’associe a la présence.
d’un ou plusieurs clones, pouvant &tre due 3 une leucémie, un lymphome, une GVHD, une
maladie auto-immune, une allergie, une réponse a un vaccin ou tout autre thérapie et
immunothérapie. La 2e catégorie (zone 6) correspond & une lymphocytose, c'est-a-dire une
expansion de la majorité du répertoire immunitaire.

Exemple 10: stratégie de diagnostique _personnalisé _en onco-

hématologie
La figure 10 présente un arbre décisionnel en onco-hématologie par NDL.

Selon le schéma présenté, deux jeux d’amorces sont utilisés
séquentiellement (le test avec le 2%me jeu étant optionnel) pour repérer les réarrangements VJ
et DJ du TRB. Les amorces du 2°™° jeu sont décalées par rapport a celles du 1% jeu, afin
d’éviter de laisser échapper un clone a cause d’un polymorphisme apparu au niveau du site
d’hybridation de I’amorce correspondante, ou d’une hypermutation somatique, efc.

Cette procédure permet de réaliser un diagnostic du niveau de risque de
lymphoprolifération et en méme temps du niveau de risque d’immunodéficence (a associer a
un risque d’infection).

Exemple 11: comparaison de la diversité lymphocytaire de deux

échantillons

La figure 11 montre un graphique qui permet de comparer deux répertoires
immunitaires afin d’identifier les ressemblances ou différences qui peuvent exister. Voici ci-
dessous ’ordre de lecture et la description de chaque composante, ainsi qu’un exemple

concret d’interprétation des résultats.
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La région S pour « stable » représente le nombre de réarrangements
observés dans les deux échantillons. La zone A pour « apparu » représente le nombre de
réarrangements observés dans 1’échantillon 2 mais pas dans I’échantillon 1. La zone D pour «
disparu » représente le nombre de réarrangements qui sont observés dans I’échantillon 1 mais
pas dans ’échantillon 2. Enfin, la zone Z pour « Jamais vu » représente le nombre de
réarrangements qui ne sont observés ni dans I’échantillon 1 ni dans I’échantillon 2.

Interprétation : le nombre éleve de réarrangements observés en commun
(184) dans les deux échantillons indique que les deux répertoires semblent identiques.

Le fait de représenter sur 1 graphique, la somme des apparitions,
amplification A, disparition D, la non détection Z et la détection S (pour stable) de tous les
réarrangements entre 2 cartographies immunitaire permet en 1 étape et de fagon trés visuelle
de savoir si un patient est en cours de reconstitution (il aura beaucoup de A et un faible D) ou
si il s’oriente vers une phase d’immunodéficience (il aura beaucoup de D et un faible A),
enfin si le répertoire est stable entre les 2 cartographies (il y aura beaucoup de S).

Par ailleurs, le procédé décrit ici permet, en rapportant le nombre de
réarrangements apparus ou disparus au temps écoulé entre les deux prélévements
d’échantillons, d’obtenir une indication sur la vitesse de reconstitution ou de diminution d’un
répertoire. Ceci permet notamment de comparer leffet stimulant ou a P’inverse
immunosuppresseur d’un traitement.

Exemple 12 : détection précoce _d’une lvmphoprolifération

(oligo)clonale, par PCR multi-n-plexe quantitative

La figure 12 schématise un mode particulier de mise en ceuvre des procédés
de I’invention, dans lequel les PCR multi-n-plexes sont suivies en temps réel, afin de détecter
la présence d’une lymphoprolifération avant toute étape (optionnelle) de séparation des
amplicons par électrophorese.

1’amplification de PCR est effectuce dans un appareil de PCR quantitative
en temps réelle, en utilisant par exemple le protocole décrit & ’exemple 2 ci-dessus, avec en
plus une mesure de florescence a chaque cycle d’amplification.

Un mélange réactionnel spécifique, compatible & la fois avec la PCR
quantitative et avec la PCR multi-n-plexe, a été mis au point pour cela. La polymérase utilisée
est une enzyme de PCR longue telle que Herculasell ou IProof. Le probléme majeur pour la
mise au point de ce mélange réactionnel est que le SYBR green modifie la migration de
’ADNg de maniére non linéaire. Le biais de migration est en partie proportionnel a la
quantité de SYBR green utilisée, et en partie dépendant de la quantité de I’amplicon.

Dans le cas présent, le niveau de multiplexage important et les variations
d’intensité (fréquence) entre les amplicons rendent difficile la mise au point de la PCR en

temps réel.
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Les inventeurs ont déterminé la quantité de SYBR green suffisante pour
avoir assez de signal fluorescent pour la PCRq (figures 12a et 12b) : la réaction utilise comme
base le méme mélange réactionnel que celui présenté plus haut, avec en outre du SYBR green
en quantité supérieure & 0,4x final dans un volume réactionnel de 25uL, (soit 1pla 10x initial)
et inférieure a 2x final, avec une préférence pour 1x final. Cette quantité est considérée
comme un maximum, puisque si cette quantité est trop importante, le SYBR green entraine un
biais dans la migration, sans compter Pinhibition de PCR multiplexe qui a ét¢ observée si la
quantité est supérieure & 1,5x final.

Dans les cas ou les PCR multi-n-plexes sont effectuées avec 1 amorce
spécifique d’une famille V et au moins 2 amorces spécifiques des gemes J, cette étape,
représentée au graphe A de la figure 12c, permet de détecter la présence d’une famille V
majoritaire (le signal détecté correspond a la somme des tous les réarrangements V-J de la
famille V étudiée de le tube de Q-PCR en question).

11 y a plusieurs types de résultats attendus :

- REPERTOIRE IMMUNITAIRE DIVERSIFIE : dans un échantillon de
PBMC ou de thymus sain, en utilisant 50ng d’ ADNg par Q-PCR, toutes les familles V sont
généralement détectées a partir de 20 cycles et jusqu’a 27 cycles maximum.

Dans un échantillon contenant aucun lymphocyte, aucun signal n’est détecté
entre 20 et 27 cycles.

- REPERTOIRE COMPORTANT UN ou DES CLONE(S) T OU B
MAJORITAIRE(S) : Dans un échantillon contenant majoritairement 1 clone V-(D)-J, la
courbe correspondant & cette famille de géne V, sort entre 20 et 27 cycles, mais les courbes
correspondant aux aufres familles sont détectées au dela de 27 cycles. Ceci permet de
distinguer une famille V maj oritairement représentée dans un échantillon.

De la méme maniére, si n familles V sont présentes en grande quantité dans
1’échantillon, nous détectons n courbes dans la fenétre 20-27 cycles, et les autres familles V
sont détectées plus tardivement >27 cycles, voire pas du tout détectces.

Ceci permet donc d’avoir, en temps réel et en moins de 2 heures, un
diagnostic de lympho-prolifération sur 1 famille V au niveau génomique, & partir de la
technique de PCR multi-n-plexe.

Le graphe B de la figure 12¢ illustre I’étape optionnelle d’analyse de la
courbe de fusion. Cette étape permet de confirmer la présence d’un amplicon majoritaire dans
un tube de PCR en 1 phase de melting curve : montée en température de 40°C a 95°C
(température de déshybridation totale de I’ ADN). Durant cette phase, la fluorescence dans le
tube est mesurée en continu. Si la courbe contient plusieurs pics de tailles similaires, c¢’est
qu’il n’y a pas un amplicon majoritaire ; si a I’inverse 1 pic majoritaire est observe, cela vient

appuyer le fait qu'un amplicon est majoritaire dans le tube de PCR en question.
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Le graphe C de la figure 12c schématise la mesure de la diversité
moléculaire. Cette étape permet une confirmation supplémentaire de la présence d'un
amplicon majoritaire dans 1 tube de PCR par la mesure de la diversité moléculaire, produite
par la combinaision entre la diversité de jonction (CDR3), la diversité combinatoire (V-J) et la
diversité issue des hypermutations somatiques.

En bref, aprés avoir fait tomber la température trés rapidement & 30° ou en-
dessous, cette étape consiste a mesurer la vitesse de réhybridation des amplicons a
température constante dans 1 tube de PCR, en mesurant la ré-émission de fluorescence.

. Dans le cas d’une grande diversité « moléculaire », le nombre
d’amplicons différents dans 1 tube de PCR est grand et leur réhybridation est lente (de I’ordre
de plusieurs couples de secondes, voir minutes) (courbe pleine). Si a I'inverse il n’y a qu’un
amplicon majoritaire (avec 1 réarrangement V-J donné, 1 région de CDR3 donnée et des
hypermutations somatiques données), la ré-hybridation de cet amplicon est rapide (de I’ordre
de la seconde), ce qui produit alors une courbe plus verticale, comme celle représentée en
pointillés.

- En résumé, cette étape de réhybridation peut &tre informative pour
mesurer 1’ordre de grandeur de la diversité « moléculaire » d’un échantillon, sans avoir besoin
de faire migrer les produits de PCR. Plus la diversité moléculaire est grande et moins la
somme des coefficients directeurs des courbes de chaque famille V est grande.

Au total, les 3 étapes A/B/C permettent d’utiliser les propriétés de la Q-
PCR, pour identifier la présence d’une ou plusieurs familles V sur-représentés, sans faire
migrer le produit de PCR multi-n-Plexe.

Néanmoins, il n’est pas possible de savoir quel est le nom du géne J sur-
représenté, ni de mesurer la diversité combinatoire. Si le scientifique souhaite avoir ces
informations supplémentaires, il doit réaliser une séparation des produits de PCR et analyser
Jintensité des bandes correspondant & chacun des réarrangements (graphe D de la figure 12¢).

Le graphe E de la figure 12¢ montre une synthése graphique de la
numération en fonction de la diversité combinatoire et moléculaire : connaissant la
numération lymphocytaire de 1’échantillon (mesurée indépendamment de cette expérience par
comptage classique ou par cytométrie), il est possible de réaliser un graphique en 3
dimensions, avec la diversité combinatoire V-J, (en mesurant la somme des réarrangements
V-J détectés), et la diversité moléculaire (en mesurant la somme des ceefficients directeurs des
pentes des familles de génes V). Au final ce procédé permet de mieux caractériser un patient,
en fonction de la diversité de son répertoire immunitaire.

En conclusion, ce procédé permet de suivre avec un niveau de finesse
inégalé, 1’évolution de la diversité immunitaire suite a4 un traitement. Il est notamment

possible de diagnostiquer trés précocement un niveau d’immunodéficience.
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Exemple 13 : mesure de I’efficacité d’un traitement

La figure 13 présente deux exemples d’analyse des répertoires IgH et TCR a
différents temps, pour suivre I’évolution de ces répertoires chez des patients, en réponse aun
traitement.

Dans le cas d’une leucémie lymphoide chronique B (LLC-B), cette
pathologie est diagnostiquée en identifiant un signal fort pour 1 ou seulement quelques clones
B. L’approche résolutive développée par I’invention permet d’identifier le nom du gene Vet
J, sans avoir besoin de séquencer le produit de PCR. Ceci est particuliérement intéressant pour
suivre la maladie résiduelle. La figure 13 présente 2 cas de figures : un pronostique positif
(patient 1) et ’autre négatif (patient 2). En effet, si le traitement est efficace (patient
répondant), le test mesure une augmentation de la diversité combinatoire IgH, ainsi qu’une
stabilité, voire augmentation des chaines du TCRb, TCRg. A I’inverse, pour les patients non
répondant (NR), la diversité d’un, voir des 3 répertoires diminue. Le patient est plus
immunodéprimé (immunosupprimeé) aprés le traitement.

Dans le cas présent, les graphiques résultent des mesures de diversité
combinatoire des chaines IgH, TCRb et TCRg.

Ces résultats montrent comment cette approche permet d’avoir le résultat de
plusieurs tests en 1 seule étape a partir d’un seul prélévement de moins de 1ml de sang :
diagnostiquer la LLC, identifier de quelle population B ou T provient la lympho-prolifération,
identifier le ou les clones impliqué(s) grace a leur réarrangement V-J afin d’étre capable de le
suivre entre différents organes, et le cas échéant trouver ’origine de la pathologie. Par
ailleurs, la caractérisation du ou des clone(s) majoritaire(s) rend possible un suivi longitudinal
de la pathologie, permettant a terme de mesurer 4 la fois la présence et I’impact de la maladie
résiduelle sur le systéme immunitaire. En paraliéle s’ajoute la mesure fine du niveau de
reconstitution du répertoire immunitaire en fonction du traitement du patient : grace a ce type
de test il est possible d’évaluer rationnellement le niveau d’immunodéficience global du
patient et de le corréler au niveau de risque infectieux.

Cette méthode présente donc un intérét a plusieurs titres :

e Faciliter le classement des patients

e Diagnostiquer et caractériser un clone B ou T, par le nom de son
réarrangement V-J, notamment en analysant simultanément tous les
répertoires lymphocytaires T & B,

e Pronostiquer I’évolution d’une pathologie en fonction du ou des
clones V-J impliqués dans la pathologie.

e Suivre la maladie résiduelle et faire une comparaison avec la
diversité combinatoire V-J.

e Affiner le suivi de I’évolution des patients ayant une lymphocytose.
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e Comparer la pathologie entre différentes sources d’échantillon :
sang, rate, ganglion et ticher de préciser si possible «I’origine de la
pathologie» en quantifiant la présence du clone V-J entre ces
différentes populations.

e Avancer vers une corrélation du risque infectieux avec le niveau de
Numération Diversité Lymphocytaire (NDL) de chaque patient.

Exemple 14 : répartition des patients en fonction de leur diversité
TCT/IG et de leur numération
La figure 14 monire une représentation en 3 dimensions de la NDL

(Numération/Diversité Lymphocytaire). Ce graphique regroupe la mesure de diversité des
lymphocytes B et lymphocytes T, ainsi que la numération en % ou en valeur absolue du
nombre de lymphocytes présents dans le prélevement.

Le patient Répondant passe d’une zone a risque (avec une forte numération
(env. 80%), une faible diversite IgH (8%) et une diversité moyenne voire faible pour le TCR
(44%)) 4 une zone 4 moindre risque proche des prélévements de PBMC (contrdle sain), avec
une diminution de la numération (20%), une reconstitution de la diversité IgH (75%), TCRb
(75%) et TCRg (90%).

A D’inverse, un patient Non Répondant (NR) reste dans la zone a risque et
subit une immunosupression globale (diminution de la numération, qui ne résulte pas de
’efficacité du traitement, contrairement & ce que pourrait croire le clinicien s’il regardait
seulement ce marqueur), une diminution du répertoire IgH, TCRb et TCRg.

Ceci illustre le paradoxe de la numération, dont I’utilisation seule peut
aboutir 4 des erreurs d’interprétation. En effet, il est important de noter que la numération
lymphocytaire entre ces deux prélévements n’évolue pas dans le méme sens que la diversité
du répertoire combinatoire. Il est donc particuliérement intéressant de coupler les
informations de numération et de diversité du répertoire afin de juger du réel état de santé du
patient. En effet dans le cas présent, la numération leucocytaire passe de 78% & 21%, alors
que la diversité combinatoire V-J passe de 8 & 75%. Cette approche permet de vérifier en une
seule étape et 2 moindre colit que le patient en question a bénéficié d’un bon niveau de
reconstitution du répertoire immunitaire et qu’il a moins de risque de déclarer une maladie
infectieuse. Notons que ceci est cohérent avec la diminution de cellules CD19/CD5 indiquant
la présence de la LCC qui passe de 84% a 4%.

Exemple 15 : immunomonitoring dynamique du_diagnostic initial au

suivi de greffe de cellules souches.

La figure 15 présente sous forme schématique 1’application de la méthode
de Iinvention au suivi de la reconstitution du répertoire immunitaire chez un patient ayant

subi une greffe de cellules souches (moelle).
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Etape 1 : Mesure de la diversité immunitaire, diagnostic initial, détection du
ou des clones de cellules T ou B (clones plus foncés).

Etape 2 : Evaluation de Iefficacité du traitement.

Etape 3 : Suivi de la maladie résiduelle.

Etape 4 : Evaluation de la préparation du répertoire du patient receveur
(conditionnement de la greffe).

Etape 5 : Mesure de la reconstitution de la diversité V-J du patient et
diagnostic précoce en cas de GVHD (maladie du greffon contre I’hote).

Etape 6 : Evaluation de I’efficacite du traitement.

Etape 7 : Suivi de la maladie résiduelle.

I’étude longitudinale d’un patient par la méthode présentée ici permet un
traitement personnalisé, adapté a chaque situation.

Le résultat du test présenté ici permet de mesurer le niveau de sévérité de la
maladie et de s'assurer au maximum que le traitement est efficace, en évitant de traiter des
patients qui seraient non répondants au traitement. Le répertoire immunitaire est ici utilisé
comme un biomarqueur général de I’état de santé d’un individu. 11 est utilisé a 2 niveaux : 1/
pour évaluer le risque infectieux du patient, 2/ tout en suivant de maniére résolutive
d’éventuels clones de lymphocytes T ou B pouvant &tre la signature d’une pathologie. Gréce a
une étude longitudinale faite & partir de prises de sang successives chez un patient il est ainsi
possible de suivre le niveau du répertoire immunitaire durant tout le traitement afin de
s’assurer que ce dernier a bien ¢&té efficace et que le patient conserve un répertoire
immunitaire diversifié pour se défendre contre les infections bactériennes ou virales. Ce
diagnostic dynamique permet au clinicien d’adapter au mieux le traitement de son patient en
Jui proposant le médicament adéquat, a la bonne dose et au bon moment.

Un autre avantage du principe du test diagnostic préalable est d'éviter de
trop traiter un patient « répondant » pour qui le traitement 3 la dose minimale est efficace.

Exemple 16 : suivi d’un traitement ex yivo contre une GYHD

Les 4 cartographies de la figure 16 illustrent les étapes 5 et 6 de la figure
précédente. Les 4 cartographies représentent la diversité du répertoire immunitaire mesuré a
partir de prélévements d’un méme patient & 2 temps avant le traitement (environ 200, 250
jours), et deux temps post-traitement (environ 300 et 600 jours). Les résultats concernant ces
4 prélévements sont représentés selon 1’intensité, la numération et la diversite.

1. La diminution de la diversité du répertoire correspond bien a ’apparition
d>un clone. Le traitement ex vivo semble avoir inhibé I’expansion clonale (qui représente pres
de 10% du répertoire combinatoire suivi). L’intensité correspondant 4 ce réarrangement est
systématiquement plus forte que ’intensité moyenne des réarrangements.

2. La proportion de lymphocytes dans les PBMC (numération) atteint son

maximum vers J300, puis diminue 1égérement vers J 600.
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3. Le niveau de diversité combinatoire suit une tendance inverse.
L’augmentation de la proportion de lymphocytes T ne correspond pas & une augmentation de
la diversité. Contrairement & ce qui serait attendu, la diversité diminue entre le point 1 et le
point 2.

Le traitement ex-vivo semble avoir inversé la tendance. La reconstitution se
fait en 2 phases : le répertoire récupére rapidement un niveau de diversité de 35% vers J300,
puis la reconstitution est plus lente et atteint environ 40% vers J600.

Ces résultats montrent donc un répertoire a la périphérie initialement
restreint en comparaison des contrdles positifs sur un répertoire sain de thymus et sur 4
donneurs sains. L utilisation de la méthode de ’invention permet de mesurer qu’apres J600, le
niveau de reconstitution du répertoire TCR est proche de celui des donneurs sains. Cette
approche permet donc d’évaluer Defficacité d’un traitement et de voir son impacte sur la
cinétique de reconstitution immunitaire. Enfin, utilisation du procéde de la présente
invention a permis de vérifier que le profil du répertoire combinatoire des donneurs pouvait
stre conservé durablement chez le receveur, d’ou une attention plus systématique & accorder a
J’analyse du répertoire des donneurs pour expliquer I’évolution d’une allogreffe au cours du
temps.

La méthode présentée ici est donc un outil particuliérement intéressants
pour les cliniciens pratiquant des greffes de moelle, puisqu’elle permet, entre autres, de
décrire et suivre des expansions clonales correspondant & une Graft Versus Host (GVH) chez
le receveur. Elle permet en outre de mieux suivre la reconstitution du répertoire post-greffe de
moelle osseuse. Le clinicien sera alors en mesure d’adapter le traitement de maniére
personnalisée, en mesurant avec plus de finesse le rapport GVH/GVL grace au suivi de la
diversité combinatoire V-J.

Exemple 17 : Développement d’animaux transgéniques humanisés

(ayant un répertoire immunitaire humain).

Les résultats sont présentés sur la figure 17.

Le présent procédé permet d’évaluer avec la trousse ImmunTraCkeR TRB
humain, la qualité de reconstitution du répertoire immunitaire d’une souris transgénique
« humanisée ». Dans cet exemple I’échantillon biologique étudié est issu de la rate d’une
« souris immunodéficiente » (ne possédant pas de cellules immunitaires, ayant regue une
injection de cellules CD34+. Ces cellules ont la capacité de se diversifier et de reconstituer un
systtme immunitaire. Le procédé permet de représenter la diversité du répertoire V-J dans un
graphique 2 dimension. Chaque histogramme correspond 4 une famille V et au sein d’un
histogramme, les sous-divisions correspondent & un géne J donné. La sous-division la plus
basse de chaque histogramme correspond dans cet exemple & J2.7, et la plus haute correspond
4 J1.1. 11 est possible de cribler les souris « humanisées », ayant un répertoire immunitaire pas

totalement reconstitué (graphique de droite), des souris ayant un répertoire bien diversifié
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(graphique du centre), avec une répartition des réarrangements proche de celle observée dans
un échantillon de PBMC humain (graphique de gauche).

Exemple 18 : utilisation de la méthode comme outil de criblage in vitro

de molécules

L’étude représentée par la figure 18 montre I’évaluation de I’efficacité d’un
épitope (un antigeéne) dans le cas du développement d’un traitement (vaccin), en mesurant la
décroissance de diversité du répertoire immunitaire d’un échantillon contenant des
Jymphocytes T. 1l est montré que plus la diversité diminue, et plus la sélection des
lymphocytes spécifiques a 1’épitope est grande.

Sur cette figure, 3 cas sont représentés :

A : L’épitope testé conduit & une importante sélection lymphocytaire,
comme indiqué par la décroissance de la diversité.

B : L’épitope testé est peu sélectif comme cela peut étre observé en
comparaison avec le contrdle négatif.

C : controle négatif

Ce test de criblage d’épitopes permet d’identifier les épitopes stimulant le
répertoire immunitaire. Il est possible de corréler le nombre de pics (nb de clones T) avec
I’efficacité de sélection et d’activation du répertoire immunitaire.

La figure 18 est issue d’une étude qualitative et quantitative du répertoire
TCR Beta murin 2 partir de I’ADN génomique. En utilisant les amorces décrites & ’exemple
21 ci-dessous (trousse ImmunTraCkeR TRB souris), pour obtenir la mesure de la diversité
combinatoire mTRBV-J et de Pintensité et de ’homogénéité du répertoire, il est possible
d’évaluer sur ce modéle animal 1efficacité de différents protocoles vaccinaux

. Dans un autre cas d’évaluation de Defficacité d’un épitope, illustré par la
figure 18, le modele pour lequel le répertoire T est étudié correspond & une culture in vilro de
lymphocytes. Dans ce cas, Iétude de la diversité du répertoire T sur des échantillons
d’ADNg, provenant de culture de lymphocytes in vitro, permet de mesurer 1’expansion
clonale de certains génes TCR alpha, beta, gamma, delta et hIgH suite & une présentation
antigénique par des cellules présentatrices.

Bien siir, a la sélection de ’antigene pour induire une réponse immunitaire
sélective, s’ajoute la capacité d’identifier le meilleur mode d’injection (nombre et fréquence
d’injection, site d’injection et dose).

La figure 18 illustre une autre utilisation, de la méthode présentée ici. En
effet, la sélection d’épitope peut étre un événement non souhaité lors du développement de
nouvelles approches thérapeutiques. Dans ce cas, il est important d’évaluer I’immunotoxicité
(immunotoxicologie) pour éliminer Jes protéines induisant une activation du SI non attendue.

Ceci permet de cribler des molécules, telles que les anticorps monoclonaux ou polyclonaux a
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visée thérapeutique, pour s’assurer qu’ils n’induisent pas une activation lymphocytaire
inappropriée.

Ainsi, la méthode présentée ici est un outil particuliérement intéressant pour
la recherche pré-clinique et clinique comme outils d’évaluation de nouvelles approches
thérapeutiques et notamment vaccinales. Que ce soit sur des cellules en culture, chez 1’animal
modéle ou chez I’homme, I’outil ainsi déctit a pour objet de statuer sur la qualité de I’impact
attendu sur le systéme immunitaire, soit par une activation spécifique ou par une absence
d’activation.

Par extension, il est possible de faire le contrdle de la qualité du répertoire
immunitaire en suivant un ou des clones caractérisé(s) pour des modéles d’études ou pour des
productions de cultures de Lymphocytes avant réinjection (3 visée thérapeutique) par
exemple.

Exemple 19 : comparaison avec d’autres technologies existantes

La figure 19 montre la synthése des résultats décrivant la comparaison de
différentes techniques de suivi immunitaire (immunomonitoring) des répertoires des cellules
immunitaires. Différents échantillons ont éte étudiés par chacune des techniques. Les
échantillons cellulaires ont été traités de fagon contrdlée afin d’éviter tout biais dii & la
préparation de I’échantillon.

Deux échantillons nommés « Thymus », correspondant a des cellules issues
de thymus, ont été testés. Le Thymus est ’organe ol a lieu la maturation et la sélection de
certaines cellules immunitaires. Ces échantillons sont choisis car ils sont constitués d’un
répertoire diversifié ne représentant pas de clonalité avec une présence des nombreuses
cellules immunitaires ayant différents réarrangement (polyclonalité).

Deux autres échantillons ont été choisis pour représenter une population
cellulaire beaucoup moins diverse que pour des échantillons de Thymus : I’échantillon «
Jurkat » qui correspond a la lignée cellulaire jurkat (monoclonalité), ainsi que 1’échantillon «
Pool de Lignées T », qui correspond a un mélange dans des proportions connues de 3 lignées
cellulaires (oligoclonalité). Enfin, un échantillon nommé « T(-) » correspond & témoin
négatif, qui est un mélange cellulaire ne comportant pas de cellule immunitaire.

Ont été étudiées, en plus de la presente méthode avec la trousse
« ImmunTraCkeR » TRB humain conforme a I’invention, 2 techniques permettant d’apporter
différentes informations sur la qualité du répertoire immunitaire. D’une part, le test cellulaire
« Iotests » (société Beckmann Coulter) qui est basé sur la reconnaissance d’antigéne du
répertoire Vbeta par cytométrie en flux, gréce 4 une trousse d’anticorps spécifiques. Ce test
permet d’identifier la présence de 72% des familles et 59% des membres V. D’autre part, un
test de biologie moléculaire « Biomed-2 » (consortium européen Biomed-2), qui est basé sur
des approche de PCR multiplexées selon un principe différent de la présente invention, qui

permet d’identifier si dans un échantillon donné il y a un clone trés largement représente.
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L’analyse des résultats observés permet d’identifier que le test
« ImmunTraCkeR » permet d’identifier lors de la mesure de la PCR en temps réel si
’échantillon est clonal (« Jurkat», oligoclonal (« Pool lignées T») ou polyclonal
(« Thymus »). L’analyse montre également que P’analyse des amplicons (réarrangements
amplifiées selon la méthode « ImmunTraCkeR ») permet d’observer précisément quels clones
sont présent en terme de réarrangement Vx-Jy, sans étape de séquengage, que se soit pour
I’échantillon (« Jurkat », oligoclonal (« Pool lignees T ») ou polyclonal (« Thymus »). La
représentativité de la diversité des combinaisons observées est donnée en pourcentage (par
rapport & une diversité théorique ot 100 % des réarrangements Vx-Jy seraient observes).

Le test « Biomed-2 » permet bien d’identifier la présence trés majoritaire
dun clone dans I’échantillon. Le test « Biomed-2» ne permet pas de discerner entre la
présence d’un ou de quelques clones si le cas se présente, et ce test aura une signature
montrant que 1’échantillon est clonal méme si il y a une oligoclonalité (« Pool lignées T ») : le
test est positif (« On ») dans les deux cas.

Le test « Iotests », qui est un test effectué a partir des cellules fraiches,
permet de discerner la clonalité de P’oligoclonalité et de la polyclonalité. Cependant, a la
différence du test « ImmunTraCkeR », seulement les segments V beta sont étudiés. En outre,
I’exhaustivité des anticorps Vbeta n’étant pas atteinte dans la trousse d’anticorps de ce test, le
réarrangement V4 n’est pas observeé alors qu’il Pest avec le test « ImmunTraCkeR ».

Les résultats de cette étude présentés figure 19 montrent que le test
« ImmunTraCkeR » a une capacité technique plus grande que les deux autres test évalués
pour I’analyse des répertoires immunitaires et qu’en conséquence ce test permet une étude
plus étendue des répertoires immunitaires.

Exemple 20 : protocole de production de tests hTCRB

Pour utiliser la méthode qui est décrite dans ce document, et réaliser des

analyses avec une des trousse « ImmunTraCkeR » dans de bonnes conditions, en plus de
suivre les étapes de réalisation du test (présentés figure 20) il est préférable d’avoir produit le
test en suivant un protocole de production et selon les bonnes pratiques de production.

Pour réaliser une production contrdlée de kits permettant de réaliser des
tests hTRbeta (ou trousse « immunTraCkeR » TRbeta humain), il est nécessaire de s’assurer
que la personne qui doit effectuer une production du test pour une utilisation 4 terme dans une
étude sur des échantillons, respecte les différentes ctapes énoncées ci-aprés en fonction de
’utilisation souhaitée.

Production 12 Tests hTRBeta

Préparation du « mix oligos »

Préparation du matériel

1 plaque Greiner (support)

3 barrettes de § puits + bouchons



10

15

20

25

30

35

WO 2009/095567

PCT/FR2008/001640
50

microtubes de 0,5mL et 1,5mL
pipettes, embouts

H,0 stérile

EB

Dilution des V :

100uM a 20pM

Calcul : 20 x Vf /100 =Vi

Donc, dans microtube 0,5mL: Vi pL d’oligo & 100uM + (V£-Vi) d’EB.

20uM a 3,5uM
Calcul du volume nécessaire pour la production de 12kits + 10%:

12*1.67=20.04+10%= 22uL

Calcul : 3,5 x22/20=3,86pL
Donc, dans microtube 0.5mL: 3,85uL d’oligo a 20pM + 18,15pL ¢’H0

Dilution de beldo2 & 2S7dol :

100uM a 20pM

Calcul : 20 x Vf /100=Vi

Donc, dans microtube 0,5mL: Vi pL d’oligo a 100uM + (V{-Vi) d’EB.

20uM a 3,5uM
Calcul du volume nécessaire pour la production de 12kits + 10% :

23%12*%1,67=461+10%= 507,1pL

d’H,O

VB dilués

brievement.

Calcul : 3,5 x 507.1/20=88,74pL.
Dans tube Eppendorf de 1,5mL: 88,74pL d’oligo a 20uM + 418,36pL

Répartition des oligos Bcldo2 & 2S7dol
Pool Beldo2 & 2S7dol dilués a 3,5uM dans un tube a hémolyse stérile
Distribuer 44.1pL de ce pool dans chaque microtube 0,5mL contenant les

Mélanger par refoulement, vortexer intensément puis centrifuger

Répartition des oligos VB-Bc1do2-257dol
Distribuer 66pL du mix « VB-Bcldo2-287dol » dans les barrettes de 8 puits

en conservant I’ordre des V[ suivant :

Barrette n°1 : VB2up2, VB3up2, VP4up_ex, VBSpool, VB6pool, VB7pool,

VB9up_ex, VB10pool

Barrette n°2 : VB11lup_ex, VB12pool,

VB13upl, VB14up_ex, VB15up_ex, VB16upl, VB18upl, VB19up2
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Barrette n°3: VpB20-1up_ex, VB24up_ex,
VB25up_int, VB27up2, VB28up_G, VB29up_G, VB30upl

Préparation des kits

Préparation du matériel
3 plaque Greiner (support)
3*12 barrettes de 8 puits + bouchons

pipettes, embouts

Production de 12 tests

A I’aide de la pipette multicanal, distribuer 5uL de mix des barrettes 1 a 3
(vol/puits=64pL) dans chaque puits des 12 barrettes correspondants.
Pour un lot de n tests, au moins deux tests seront utilisés pour contrdler la qualité et la
conformité de la production. Parmi les différents controles effectués tout au long de la
production pour permettre la tracabilité et la maitrise de toutes dérives sur un lot, les contrdles
fonctionnels qui permettent de vérifier la qualité avant validation du lot sont importants. A ce
titre, la figure 21 propose des exemples sur trois échantillons de contrdle d’un test issu d’un
lot de production. Ces trois &chantillons sont ceux sur lesquels un contrdle systématique est
réalisé au cours des productions. Les résultats sont comparés systématiquement aux
précédents résultats pour identifier tout écart. Chaque nouveau résultat permet d’affiner la
tendance et les limites hautes et basses acceptables pour que le test puisse étre utilisé dans une
étude du répertoire immunitaire.
Sur la figure 21, de haut en bas, est représenté le résultat attendu pour un répertoire
immunitaire de thymus (polyclonalité), un répertoire immunitaire lorsque 1’échantillon ne
comporte qu’un clone tres majoritaire (clonalité) et enfin un répertoire immunitaire lorsque
1’échantillon comporte plusieurs clones (oligoclonalité).
Le protocole ci-dessus peut &tre adapté pour produire des tests TRB souris avec la trousse
d’oligonucléotides tels que décrits dans ’exemple 21 ci-aprés, ainsi que pour toute autre
production de test.

Exemple 21 : Application de la méthode a I’analyse du locus TRB chez

la souris
Les protocoles et méthodes décrits dans le présent texte peuvent étre adaptes

a Pétude du répertoire TRB murin, en utilisant les amorces décrites dans le tableau ci-dessous.
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T " Jtance TSEQ| oo
- gene e Ne |2
T GTGGCTGTICACICIGC | 99
TRBV1 | mTRBViupl GGAGTC
TCAAAAACTTATGGACA | 100
TRBV2 mTRBV2upl 28 135 ATCAGACTGCC SENS
CAGGACCCAAAGTCTTA | 101
TRBV3 mTRBV3upl 26 292 CAGATCCCA SENS
TTGTAAACGAAACAGTT | 102
TRBV4 | mTRBV4upl | 25 124 COAAGGCG SENS
TTGGAATGTGAGCAACA | 103
TRBVS mTRBVS5upl 24 227 TCTGGGA SENS
CCCAGCAGATTCTCAGT | 104
TRBV12 | mTRBV12upl | 25 105 COAMCAGT SENS
TGGAGGCTGCAGTCACC | 105
TRBV13 | mTRBV13upl | 22 287 CAAAG SENS
GTTATAGATAATTCACA | 106
TRBV14 | mTRBV14upl | 28 130 TTGCOCTCGG SENS
TTCCGTGTTCATAACTCC| 107
TRBV15 | mTRBV15upl | 24 362 ACAGCG SENS
CTGAAGATCCAGAGCAC | 108
TRBV16 | mTRBVI16upl | 23 62 GCAACC SENS
TTTTGAGAAGTTCCAAT | 109
TRBV17 | mTRBV17upl | 25 108  CAGTCGG SENS
CGATCTATCTGAAGGCT | 110
TRBV19 | mTRBV19upl | 27 113 ATGATGOGTC SENS
CTGTAGCTTGGTATCGT | 111
TRBV20 | mTRBV20upl 25 199 CAATCGCC SENS
AACACACCCAAATAATT | 112
TRBV23 | mTRBV23upl | 27 376 ITCCTIOOTG SENS
TGGAAATCCTATCCTCT | 113
TRBV24 | mTRBV24upl | 27 61 OAAGAAGACG SENS
TCTTTGACCTGGAGATT | 114
TRBV26 | mTRBV26upl | 24 395 SCCAACT SENS
ATACAGGGTCTCACGGA | 115
TRBV29 | mTRBV29upl | 24 99 AGAAGCE SENS
ATGGCAACTGCAAATGA | 116
TRBV30 | mTRBV30up2 | 23 155 AGGOTC SENS
ACGACCAATTCATCCTA | 117
»TRBV31 WIAnTRBV3l>up1 ‘24 73 " AGCACGG SENS
3 e ISR ] distance RSN S ame
Cpemdu | ¢ mem. | faille [ iEVEEI ) n “|. Orientation'. .
oene | oligomioléotide | “(pb) | Seburdu e | oligomucléotide
- PRI RS ) géne Ten ) OHERTERE
GCATGGCTATTTGAAAC | 118
TRBJ1.7 | mTRBJ1.7do1 | 26 2315 AGTGGCTCT ANTLSENS
119
TRBJ2.7 | mTRBJ2.7dol | 22 241 CCTTGTE%};%(;CTTGCG
L ANTI-SENS

Tableau 15
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Exemple 22 : Exemples de résultats obtenus par P’analyse en PCR

quantitative du répertoire immunitaire combinatoire sur ADN génomique

L utilisation de PCR quantitative selon Pinvention permet de classer
rapidement un patient dans une des trois catégories suivantes : sain (pour ce qui concerne
1’état de son systéme immunitaire), lymphoprolifération ou lymphopénie. La PCR en temps
réel permet d’avoir des résultats en 2-3 heures au lieu de 5 heures pour une analyse par PCR
« non en temps réel » nécessitant la migration des produits d’amplification. A terme, cette
augmentation de la vitesse de rendu permettra de faire une surveillance sanitaire sur les
patients.

Les trois cas de figure sont illustrés a la figure 22. La figure 22a présente un
schéma des 3 cas de figures séparés ; la figure 22b présente un schéma de synthése des 3 cas
de figures. N.B.: Hormis pour le géne contrdle (dans cet exemple, le géne Actine), chaque
courbe correspond & I’amplification PCR de la somme des réarrangements d’un géne V donné
avec ’ensemble des génes J suivis.

Le premier cas de figure (sample A) est celui d’un sujet « sain », ol toute
les amplifications sont détectées de maniére regroupée, dans une plage de Ct inférieur a 5
cycles. Bt ceci entre 2 et 6 cycles aprés la détection du géne de ménage (house keeping).

Le deuxidme schéma de la figure 22a est caractéristique d’une
« lymphoprolifération » (sample B), ol au moins une amplification d’un géne V est détectée
plus tdt que le groupe des autres courbes (ce qui correspond a une monoclonalité si une
courbe « sort » avant les autres, et a une oligoclonalité si ¢’est le cas de quelques courbes). En
fonction du niveau de lymphoprolifération, cette (ou ces quelques) courbe(s) sera (seront) plus
ou moins proche(s) de la courbe du gene Actine (d’autant plus proche(s) que le degré de
lymphoprolifération est important, Ja détection pourra méme étre observée avant le géne
« housekeeping ») ; & I’inverse, la détection des autres réarrangements sera plus tardive
lorsque le degré de lymphoprolifération sera plus important (les courbes sont donc décalées
vers la droite). Rmq : si la lymphoprolifération est monoclonale, 1’amplification du
réarrangement correspondant peut &tre détectée en méme temps que ’actine (dans certains
cas, notamment si les amorces correspondantes ont une efficacité d’amplification supérieure a
celle du couple d’amorces pour le gene de I’actine, cette détection pourrait étre avant
I’actine). Si la lymphoprolifération est monoclonale, les autres réarrangements seront quasi-
indétectés, ou seront détectés apres un nombre de cycle important (plus de 5 cycles apres la
détection du réarrangement majoritaire).

En cas de détection précoce d’un rearrangement non présent parmi les 10
réarrangements les plus représentcs d’habitude, il y a suspicion de clonalits, et il est
nécessaire de suivre le patient pour confirmer ou infirmer ce risque.

Les troisiéme schéma de la figure 22a représente un cas de « lymphopénie »

(sample C) : malgré une détection du geéne conirdle (exemple actine) a un nombre de cycle
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similaire aux sujets sains, démontrant une quantité d’ADNg comparable et une absence
d’inhibition de la PCR, la détection des réarrangements est trés tardive. Ceci est le signe d’une
présence trés faible de réarrangements, ce qui montre qu’il y a trés peu de lymphocytes dans
I’échantillon.

Exemple 23 : Interprétation des résultats obtenus par QPCR

Identification directe, par PCR quantitative, d’une pénurie de diversité des
lymphocytes associée G une lymphopénie

Les inventeurs ont défini deux nouveaux indices pour interpréter les
résultats obtenus par les méthodes selon I’invention, notamment pour identifier une pénurie
de diversité des lymphocytes, notamment associée a une lymphopénie.

Le premier indice, nommé ici « ratio de divpénie » (ou « divpenia ratio » en
anglais), se calcule de la fagon suivante :

« ratio de divpénie » = [cycle de sortie du contrdle qualité actine] /
[moyenne (ou médiane) des cycles de sortie des réarrangements V de I’échantillon]

Bien entendu, cet indice, qui a pour but d’identifier facilement une pénurie
de diversité, peut étre adapté par ’homme de Tart a tout autre géne de contrble que 1’actine.
Dans le cas présent, un ratio inférieur a 0,78 et plus particulierement inférieur a 0,74 (mesuré
en QPCR) est indicateur d’une diversité combinatoire immunitaire faible (situation qualifiée
ici de « divpénie »).

Cet indice, mesuré dans les trois situations présentées a 1’exemple 22 ci-
dessus, donne les résultats suivants :

—  Echantillon A « Normal »

« ratio de divpénie » = 20 cycles (Ct Actine) / Moyenne (ou médiane)
réarrangements 25 cycles = 0.80

—  Echantillon C « Lymphopénie »

« ratio de divpénie » = 20 cycles /28 cycles = 0.71

Autre moyen d’identifier une lymphopénie en QPCR : dans le cas ou les 2
échantillons ont une détection du géne controle au méme nombre de cycles, un autre moyen
d’identifier une lymphopénie est de soustraire directement la moyenne du nombre de cycles
de détection des réarrangements d’un échantillon de sujet « sain » & la moyenne du sujet testé.
Dans cet exemple, entre 1’échantillon A (sain) et 1’échantillon C, on observe une différence
des moyennes de Ct de 28 - 25 = 3 cycles d’écart moyen, soit environ 23 = § fois moins de
signal détecté en moyenne chez le patient lymphopénique.

Identification d’une lymphoprolifération directement par QPCR.

Dans un échantillon domné, la Iymphoprolifération (d’un lymphocyte)
g’associe 4 I’augmentation de la détection du réarrangement V-J correspondant. En QPCR
ceci consiste & détecter le géne V correspondant des un faible nombre de cycles de QPCR.

Plus la lymphoprolifération de ce lymphocyte est importante et plus le lymphocyte représente
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une proportion importante dans 1’échantillon. Il en résulte que la détection du réarrangement
correspondant est réalisée 4 un nombre de cycles proche du géne Actine (voire avant, cf
remarque dans ’exemple 22). Inversement, les autres réarrangements de 1’échantillon sont
moins fréquents et leur détection nécessite un plus grand nombre de cycles de QPCR. Au final
ceci abouti 4 I’augmentation de la différence des Ct correspondants 2 la détection du 1¥ et du
dernier réarrangements détectés. Si cette différence (delta Ct) est supérieure a n cycles, ceci
indique la présence d’une lymphoprolifération, qui est d’autant plus importante que ce delta
est grand.

Cette approche permet donc de détecter la présence d’une
lymphoprolifération en QPCR et de caractériser le nom de la famille V impliquée. Pour
identifier le réarrangement V-J, il suffit par la suite de faire migrer les produits de QPCR et de
le caractériser en fonction de la taille attendue.

N.B. : comnaissant la liste des 10 réarrangements TRB majoritairement
détectés dans les PBMC, il est aussi possible dans certains cas d’avoir des suspicions de
clonalité « émergente », en détectant des familles de génes TRBV non présentes dans cette
liste.

« Indice ACt = [Ctmax] — [Ctmin] pour un échantillon.

En pratique, on considére qu’il n’y a pas de lymphoprolifération si ACt <6
cycles et qu'un indice ACt > 6 cycles indique une lymphoproliferation d’un d’un clone, qui

~ représente alors au moins 10% des lymphocytes de 1’échantillon.

—  Echantillons Aet C:

ACt=27-24 =3 cycles

— Echantillon B :

ACt = 30-23 =7 cycles, ce qui indique bien une lymphoprolifération.

N.B. : il est préférable d’utiliser un ratio pour mesurer la pénurie de diversité
et une différence de Ct pour identifier un clone, ou inversement, afin d’éviter les erreurs et de
pouvoir travailler de maniére normalisée vis-3-vis de la quantité d’ADN génomique de
I’échantillon, qui est mesurée par la détection du géne contrdle (géne de menage ou autre).

Le tableau ci-dessous décrit la détection par PCR quantitative des Cycles de
sorties (Ct) des 10 premiers génes V détectés, sur 3 échantillons de PBMC différents. Ce
tableau donne le Ctmax (dernier produit de PCR détecté), le Ct min (réarrangement détecté en
premier), Delta Ct entre CtMax et Ct Min, la médiane des Ct de I’échantillon (hors CQ actine)
la moyenne de Ct de 1’échantillon (hors Ct Actine), le «ratio de divpénie» entre Ct Actine et la

médiane ou la moyenne des Ct.



WO 20
09/095567 PCT/FR2008/001640

56

Genes . CtCyeles Indices
C Actine
BV4
BV24 CtMax 29,32
BV20 CtMin 24,18
Risque trés faible de
BV27 24,56 Delta Ct Max-Min 5,14 lymphoprolifération
BV6 24,7
BV5S 25,53 Médiane Ct 26,13
ratio de divpénie [Ct Risque faible de
BV7 25,72 actine}/[Mediane Ct] 0,842709529 divpénie
BV30 25,95 Moyenne Ct 26,29
ratio de divpénie [Ct Risque faible de
BV12 26 actine}/[Moyenne Ct] 0,837580829 divpénie
BVI15
G (GG
QC Actine 19,99
BV20 23,7
BV6 24,17 CtMax 28,5
BVS 24,26 CtMin 23,7
Risque trés faible de
BV24 24,48 Delta Ct Max-Min 4,8 lymphoprolifération
BV7 24,59
BV27 24,63 Médiane Ct 25,27
ratio de divpénie [Ct Risque faible de
BV2 24,65 actine]/[Mediane Ct] 0,791056589 divpénie
BV30 24,7 Moyenne Ct 25,54
ratio de divpénie [Ct Risque faible de
BV4 24,72 actine]/[Moyenne Ct} 0,782693814 divpénie
BV29 24,93
‘Genés” | CtCyeles - Indices “ Interprétation =
QC Actine
BV20
BV6 23,77 CtMax 27,56
BV4 23,83 CtMin 23,51
Risque trés faible de
BV5 24,54 Delta Ct Max-Min 4,05 lymphoprolifération
BV30 24,72
BV28 24,91 Meédiane Ct 25,79
ratio de divpénie [Ct Risque faible de
BV7 24,98 actine)/[Mediane Ct] ~ 0,909267158 divpénie
Moyenne Ct BV
BV27 24,98 detection 25,73
ratio de divpénie [Ct Risque faible de
BV9 25,32 actine]/[Moyenne Ct]  0,911387485 divpénie
BV24 25,45
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Le tableau suivant illustre la détection d’une lymphoprolifération et
Japparition d’une pénurie de diversité (« divpenie ») associée : chaque analyse est réalisée a
quantité d’ADNg constante (50ng d’ADNg par réaction de PCR), sur des échantillons
composés d’une répartition de PBMC dilués respectivement dans 10%, 50%, 80% et 100% de
lignées cellulaires T SUP (ayant un réarrangement TRBV9).

PBMC 90% + SUP 10%
Géne Ct Indice Valeur Interprétation
CQi 22,96
BV9 23,75
BVS5 26,2 CtMax 30,47
BV20 26,2 CtMin 23,75
Risque modéré de

BV6 26,5 Delta Ct Max-Min 6,72 lymphoprolifération
BV27 26,67
BV4 26,69 Meédiane Ct 27,85

Divpenia ratio [Ct
BV3 26,84 actine]/[Mediane Ct] 0,824416517 Risque faible de divpénie
BV19 27,07 Moyenne Ct 27,66695652

Divpenia ratio [Ct
Bv30 27,11 actine]/[Moyenne Ct] 0,829870824 Risque faible de divpénie
BvV24 27,53
BV2 27,71
BVI2 27,85
BV10 2798
BV1§ 28,04
BvV1l 28,09
BvV29 28,11
BV7 28,12
BvV14 2844
BV25 28,6
BV15S 29
BV28 29,38
BVI3 29,99
BV16 3047
PBMC 50% + SUP 50% (clone of TRBV9)
Géne Ct Indice Valeur Interprétation
CQi 23,03
BV9 22,12
BVS5 24,54 CtMax 30,77
BV20 24,55 CtMin 22,12

Risque fort de

BV19 2573 Delta Ct Max-Min 8,65 lymphoprolifération
Bv24 2584
BV7 26,05 Médiane Ct 27,22

Divpenia ratio [Ct
BV4 26,36 actine]/[Médianne Ct] 0,846069067
BV10 26,69 Moyenne Ct 27,23130435

Divpenia ratio [Ct
BV30 26,75 actine])/[Moyenne Ct] 0,845717844  Risque fajble de divpénie
BVIl 26,98
BV3 27,05
BV27 2722
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BvV18 27,39
Bvi12 2743
BV2S 27,66
BVe6 28,13
BVi4 28,16
BV29 28,56
Bv28 28,87
BV13 29,24
BV2 29,72
BVi6 30,51
BV15 30,77
PBMC 20% + SUP 80% (clone of TRBV9)
Géne Ct Indice Valeur Interprétation
CQi 23,01
BV9 21,23
BVS5 25,25 CtMax 31,1
BV20 25,9 CtMin 21,23
Risque tres fort de

BV24 26,45 Delta Ct Max~-Min 9,87 lymphoprolifération
BV4 27,31
BVé6 27,33 Médijane Ct 28,03

Divpenia ratio {Ct
BV3 27,43 actine}/[Médianne Ct] 0,820906172
BV27 2745 Moyenne Ct 27,89782609

Divpenia ratio [Ct
BV11 27,75 actine]/[Moyenne Ct} 0,825 Risque faible de divpénie
BVi2 27,79
BV30 27,89
BV29 28,03
BV19 28,09
BV7 28,19
BV1S8 28,38
BV2 28,43
BV10 28,82
BV13 29,16
BV14 2921
BV15 2936
BV25 30,27
BV28 30,83
BV16 31,1
PBMC 0% + SUP 100% (clone of TRBV9)
Géne Ct Indice Valeur Interprétation
CQi 23,62
BVY 21,03
BV5 25,35 CtMax 34,89
BV24 27,06 CtMin 21,03

Risque trés fort de

BV14 30,24 Delta Ct Max-Min 13,86 lymphoprolifération
BV18 30,53
BV20 30,91 Médiane Ct 32,38

Divpenia ratio [Ct
BV10 31,39 actine]/[Médianne Ct] 0,729462631
BVI1 31,92 Moyenne Ct 31,53913043

Divpenia ratio [Ct
BvV4 32,1 actine)/[Moyenne Ct] 0,749 Risque fort de divpénie
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BV12 32,14

BV19 32,28

BV6 32,38

BV27 32,46

BV15 32,58

BV25 32,59

BV2 32,79

BVi6 329

BV7 33,05

BV30 33,6

BV13 34,13

BV3 34,2

Bv28 34,88

BV29 34,89

Exemple 24 : Exemple de résultats en vaccinologie : association de la

mesure du nombre de lymphocytes T réoulateur et répertoire immunitaire

Cet exemple approfondit ce qui a déja été présenté a I’exemple 18 ci-dessus.

Grice a la méthode de l’invention, les inventeurs ont pu observer que
lorsqu’un individu a une diversité combinatoire initiale > 50%, le fait d’observer une baisse
de diversité combinatoire associée & une baisse de détection de cellules T régulatrices ou de
cellules CD25++ est un indicateur de Iefficacité de la vaccination.

Ceci est illustré a la figure 23, qui présente un graphique de la mesure du
nombre de lymphocytes T régulateurs en fonction de la diversité immunitaire des
lymphocytes T. Chaque point correspond & un individu (dans cet exemple ce sont des souris).
Le graphique montre 3 groupes d’individus. A/ avant vaccination ou injection de PBS =
témoin négatif), B/ aprés vaccination par protocole de vaccination n°l, C/ aprés vaccination
par protocole de vaccination n®2.

Comme déja observé a I’exemple 18, la vaccination de souris ayant une
diversité immunitaire normale (>70% de diversité combinatoire) induit une diminution de la
diversité. Cette diminution de la diversité est en outre associée a une diminution du nombre de
lymphocytes T régulateurs et cellules CD4+25++. Dans le cas de figure présents, il est
possible de distinguer des différences entre les 2 protocoles de vaccination au niveau de leur
impact sur le systéme immunitaire. D’un point de vu fonctionnel, les souris atteintes d’un
cancer et ayant recu le protocole n°2 (groupe C) ont une survie plus grande que les souris
ayant regu le protocole n°1. Ces résultats indiqueraient qu’il est possible de prédire Iefficacité
vaccinale en associant la mesure de la diversité immunitaire & la mesure du nombre de
lymphocytes T régulateurs. Ceci permet donc d’évaluer et éventuellement de comparer
’efficacité de différents protocoles vaccinauX, pour tester leffet de tous les facteurs
impliqués, tels que, par exemple, la nature de 1’adjuvant, le type de vaccin (peptides,
recombinant,...), la dose, le mode d’administration et/ou le lieu d’injection, la fréquence

d’administration, efc..



10

15

20

WO 2009/095567 PCT/FR2008/001640

60

L’observation globale des résultats monire que d’une maniére générale, le
fait de vacciner les souris permet de rendre plus homogeéne le % des populations et la diversité
des souris au sein d’un méme groupe. Sur les graphiques, cela correspond & une « surface »
plus grande pour les groupes contrdle PBS, que pour les groupes de souris vaccinées. En effet
pour les souris témoins non traitées, de grandes différences sont observées, tant au niveau des
phénotypes que de la diversite combinatoire. Aprés vaccination, la répartition du phénotype
des populations lymphocytaires étudides ainsi que la diversité combinatoire du répertoire sont
plus homogénes au sein d’un méme groupe de souris.

Un protocole vaccinal induisant une diminution d’un facteur 2 du nombre de
lymphocytes T régulateurs dans un ganglion, dans la rate ou a la périphérie, associ€e a une
diminution de la diversité immunitaire supérieure & 10% et de préférence supérieure a 15%
par rapport au groupe avant vaccination ou & un groupe contrdle sera, a priori, un protocole
efficace. N.B. : d’aprés les observations des inventeurs, plus la diminution de ces 2
biomarqueurs est importante et plus le protocole de vaccination aura un effet sur le systeme
immunitaire. La mesure de la diversité lymphocytaire, associée le cas échéant a la mesure du
nombre de lymphocytes T régulateurs, permet donc de sélectionner un protocole de
vaccination plus efficace parmi différents protocoles.

Dans cette méme idée, toute stratégie visant a diminuer de maniere
transitoire la quantité de T régulateurs dans ’organisme permettrait d’augmenter ’efficacité

vaccinale et anti-tumorale.
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REVENDICATIONS

1. Méthode d’analyse in vitro de la diversité du répertoire des lymphocytes
T et/ou B d’un individu, & partir ’ADN génomique provenant d’un échantillon biologique
dudit individu, comprenant les étapes suivantes :

A) amplification de fragments dudit ADN génomique par des réactions
d’amplification en chaine par polymérase (ACP ou PCR) multiplexes, dont ’une au moins est
une PCR multi-n-plexe avec n>2, effectuée avec une combinaison d’au moins 3 amorces,
constituant au moins 2 couples d’amorces présentant les caractéristiques suivantes :

(i) chaque couple d’amorces est constitué d’une amorce s’hybridant
spécifiquement en amont et/ou dans un géne V ou D donné et d’une amorce s’hybridant
spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donné, de fagon a permettre I’amplification d’au
moins deux fragments caractéristiques de deux réarrangements V(D)J ou D-J distincts;

(ii) les amorces sont thermodynamiquement compatibles ;

(iii) les amorces sont choisies de telle fagon que les fragments amplifiés
avec le premier couple d’amorces peuvent stre distingués des fragments amplifiés avec le
second couple d’amorces ;

B) détection des produits d’amplification obtenus & I’étape A ;

C) interprétation des résultats.

5 Méthode selon la revendication 1, pour P’analyse de la diversité
combinatoire des réarrangements V(D)J d’au moins un locus génétique choisi parmi les loci
TRA, TRB, TRG, TRD, IGH, IGK et IGL.

3. Méthode selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle au
moins une amorce de chaque couple d’amorces est marquée.

4. Méthode selon I’'une quelconque des revendications précédentes, dans
laquelle I’étape B) comporte une étape de mesure en temps réel de I’amplification des
fragments d’ADN, et dans laquelle ]’étape C) est effectuée de la fagon suivante :

(i) si une ou quelques courbes, en nombre inférieur a la moitié des courbes,
présentent un décalage par rapport aux autres courbes, tel que les autres courbes présentent un
point d’inflexion au moins 2 cycles aprés le point d’inflexion de la premiére courbe, de
préférence au moins 3 ou 4 cycles aprés le point d’inflexion de la premiére courbe, ou ne
montrent aucune amplification, le résultat indique la présence d’une lymphoprolifération
clonale ou oligoclonale ;

(ii) si, au contraire, toutes les courbes présentent un point d’inflexion au
méme cycle, ou dans un décalage maximum de 2 ou 3 cycles d’amplification, le résultat
permet d’écarter I'hypotheése d’une lymphoprolifération d’un clone résultant d’un des
réarrangements correspondant aux fragments amplifiés.

5. Méthode selon la revendication 4, comportant en outre, une étape de

confirmation d’une lymphoprolifération par la mesure continue de la fluorescence dans
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chaque tube au cours d’une montée en température entre 40°C et 95°C, I’observation d’un pic
majoritaire étant indicative de la présence d’un amplicon majoritaire et donc d’une
lymphoprolifération, alors que I’observation de plusieurs pics de tailles similaires indique au
contraire une diversité lymphocytaire.

6. Méthode selon la revendication 4 ou la revendication 5, comportant en
outre une étape de mesure de la diversite moléculaire des réarrangements observés, par
mesure de la diversité moléculaire des amplicons, de la fagon suivante :

(i) aprés déshybridation des amplicons & 95°C, la température des produits
d’amplification est rapidement ramence a 30°C ou en dessous ;

(ii) la fluorescence est mesurée réguliérement et de préférence en continu au
cours de la réhybridation ;

(iii) une réhybridation rapide est indicative de la présence d’un amplicon
majoritaire, et donc d’une lymphoprolifération clonale ou oligoclonale, alors qu’une
réhybridation plus lente est indjcative d’une plus grande diversité moléculaire.

7. Méthode selon I’une quelconque des revendications précédentes, dans
laquelle I’étape B) de détection des produits d’amplification comprend une étape de
séparation desdits produits suivant leur taille.

8. Méthode selon I’une quelconque des revendications précédentes, dans
laquelle les couples d’amorces mis en ceuvre dans chaque réaction de PCR multi-n-plexe avec
n>2 sont choisis de fagon a ce qu’au moins certains des produits de I’amplification par un
couple d’amorces présentent des tailles différentes des produits de 1’amplification par P’autre
ou les autres couple(s) d’amorces.

9. Méthode selon 1’une quelconque des revendications précédentes, dans
laquelle au moins une PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectuce en utilisant une combinaison
d’au moins 3 amorces constituant au moins 2 couples d’amorces comportant une amorce sens
commune s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne V donné, chaque couple
d’amorces comportant en outre une amorce antisens s hybridant spécifiquement en aval et/ou
dans un géne J donné.

10. Méthode selon la revendication 9, dans laquelle plusieurs PCR multi-2-
plexes sont effectuées avec des triplets d’amorces constitués chacun d’une amorce sens
s*hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne V donné et de deux amorces antisens
s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans deux génes J distincts.

11. Méthode selon 1’une quelconque des revendications 1 & 8, dans laquelle
au moins une réaction de PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectuée en utilisant une
combinaison d’au moins 3 amorces constituant au moins 2 couples d’amorces comportant une
amorce antisens commune s hybridant spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donné
chaque couple d’amorces comportant en outre une amorce Sens s’hybridant spécifiquement en

amont et/ou dans un géne V donné.
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12. Méthode selon 1’une quelconque des revendications 1 a 10, dans laquelle
au moins une réaction de PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectuée pour analyser certains
réarrangements du locus TRB, en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces constituant
au moins 2 couples d’amorces présentant les caractéristiques suivantes :

(i) les deux couples d’amorces comportent une amorce Sens commune
s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne V donné et comportent chacun une
amorce antisens s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donné ;

(ii) les deux amorces antisens s’hybrident spécifiquement en aval et/ou dans
deux geénes Jy et J, appartenant a deux groupes distincts de geénes Jdulocus TRB ; et

(iii) la distance entre la région d’hybridation de 1’amorce antisens spécifique
du géne J, et le début dudit géne Jy est supérieure a la distance entre la région d’hybridation
de I’amorce antisens spécifique du géne J; et le début du premier géne J du groupe de génes
dudit géne J,.

13. Méthode selon la revendication 12, dans laquelle au moins une réaction
de PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectué¢e pour analyser certains réarrangements du locus
TRB humain, en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces comprenant les amorces
hTRBJ1.6 (CTTGGTGCATGGCTATGTAATCCTG, SEQ ID No: 1), hTRBJ2.7
(CTCGCCCTCTGCTCAGCTTTCC, SEQ ID No: 2), et une amorce sens s’hybridant
spécifiquement en amont et/ou dans un géne V donne.

14. Méthode selon la revendication 12 et la revendication 13, permettant
I’analyse des réarrangements V(D)J du Jocus TRB humain en effectuant 24 PCR multi-n-
plexes avec n>2 a l’aide de combinaisons d’au moins 3 amorces, chaque combinaison
d’amorces comprenant les amorces hTRBJ1.6, hTRBI2.7 définies a la revendication 13 et au

moins une amorce hTRBV choisie parmi les amorces définies dans le tableau 2 ci-dessous :



WO 2009/095567

PCT/FR2008/001640
67
Nom du géne Nom de I’amorce Taille Distance entre Séquence SEQID
(nt) | Pextrémité 5’ de Ne°
I’amorce et la fin
du géne V (pb)
TRBV2 hTRBV2up2 26 255 %ﬁ%ﬁiﬁ%’%ﬁ%@‘% 3
TRBV4 hTRBV4up_ex 23 100 GC”I;I;}C(”:F ((;: é é: fgg AA 4
TRBX%}? 4 | WTRBVSup ex12 | 25 256 %Té“gféﬁgéffg 5
TRBV5.7 | hTRBVSup ex2/2 | 25 256 gfggggﬁggfgg 6
TRBV64 | HTRBV6up ex2/2 | 23 279 GAgg:fgf?gTGCCA 7
TRBV72 | hTRBV7up ex2/3 | 25 301 Cﬁ&’fggfgfgfg’ 8
TRBV7.9 | hTRBV7up_ex3/3 | 27 303 gﬁfﬁgfggﬁgfg& 9
TRBV9 hTRBV9up_ex 23 92 CGCC{,*T%AAACCT@%TCTCC 10
TRBV11 hTRBV1lup ex | 27 120 nggﬁggﬁgﬁfﬁ? 11
TRBVI2.1 RTRBVI2.1upl | 27 196 Tgfggggg?g?gé 12
TRBV12.2 hTRBV12.2up] 27 196 ng&gg?;@gﬁgg 13
TRBV13 hTRBV13up! 25 356 GTgfngGé{"CGCTC%TC 14
TRBV14 WTRBV1dup_ex | 24 271 Tcggiﬁgggcégac 15
TRBV15 hTRBViSup ex | 24 163 ccqrgrééigggggTG 16
TRBV16 hTRBV16up] 22 295 CTC%E%%E%%gGAA 17
TRBV18 hTRBV18upl 22 46 TA%?gggféig‘é‘GA 18
TRBV19 hTRBVIOup2 | 24 217 mgggggc(:}%%grm 19
TRBV20 | hTRBV20-lup ex | 24 91 TCQE%;(\:@Fg%gCA 20
TRBV24 hTRBV24up ex | 24 96 Aogggggig%%}cfa 21
TRBV25 WTRBV25up imt | 23 273 CCTT%TGngggngT 2
TRBV27 hTRBV27up2 22 312 GTCgACg(T}g(éEETTA 23
TRBV29 hTRBV29up G | 21 91 CCAT::SCCTCESCCA 24
TRBV30 hTRBV30up! 26 148 e ggiﬁgg%c 25
Tableau 2

15. Méthode selon la revendication 1, pour la détection in vilro de

réarrangements incomplets D-J dans un locus génétique choisi parmi les loci TRB, et IGH.
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16. Miéthode selon la revendication 15, dans laquelle au moins une réaction
de PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectuée pour analyser des réarrangements incomplets DJ
du locus TRB humain, en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces constituant au
moins 2 couples d’amorces présentant les caractéristiques suivantes :

(i) les deux couples d’amorces comportent une amorce sens commune
s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne D donné et comportent chacun une
amorce antisens s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donné ;

(ii) les deux amorces antisens s’hybrident spécifiquement en aval et/ou dans
deux geénes Jy et J, appartenant & deux groupes distincts de génes J du locus TRB ; et

(iii) la distance entre la région d’hybridation de I’amorce antisens spécifique
du geéne Jy et le début dudit gene J, est supérieure 2 la distance entre la région d’hybridation
de ’amorce antisens spécifique du géne J, et le début du premier géne J du groupe de genes
dudit géne J,.

17. Méthode selon la revendication 16, dans laquelle au moins une réaction
de PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectuée pour analyser des réarrangements incomplets du
locus TRB, en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces comprenant une amorce sens
s’hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne D donné et les amorces hTRBJ1.6 et
hTRJIB2.7 définies a la revendication 13.

18. Méthode selon la revendication 16 et la revendication 17, permettant
I’analyse de tous les réarrangements incomplets du locus TRB humain en effectuant (i) une
PCR multi-2-plexe & I’aide d’un triplet d’amorces constitué des amorces hTRBIJ1.6,
hTRIB2.7 et hTRDBI, et (ii) une PCR multiplexe simple a I’aide du couple d’amorces
constitué des amorces hTRIB2.7 et hTRDB2, les amorces hTRDBI1 et hTRDB2 étant choisies
parmi les amorces définies dans le tableau 3 ci-dessous :

w7 | Distance entre | 7 ‘
nom- | taille | Pextrémité 5 de | 1 igenone
oligonucléotide | -(nt) | Vamoreeetla fin | = 5 Sequence .
o L dugemeD(b) e D 0 e
TTCTCTATAAGGACATG
D] | DTRBDIup! 25 325 CCCCAACG
3 239 TTGGAGAGGGGTGGGTA 27
TRBD1 | hTRBDlup2 CTGGAG
CTCCCACCCACTTCACT 28
TreDz | NIRBD2upl | 26 322 ATAAATGCC
1 290 GAGCAGGTGGGCACAGT 29
TRBD2 | hTRBD2up2 GAGC
Tableau 3

19. Méthode d’analyse de la diversité combinatoire des réarrangements du
locus TRB chez un individu, combinant I’analyse des réarrangements V(D)J de ce locus par
une méthode selon Pune quelconque des revendications 12 a 14 et Danalyse des
réarrangements incomplets de ce locus par une méthode selon 'une quelconque des

revendications 16 a 18.
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20. Méthode selon ’une quelconque des revendications 1 & 10, permettant
I’analyse des réarrangements de 95% des génes J du locus TRA humain avec un géne V
donné du méme locus, dans laquelle, a I’étape A), 6 PCR multi-2-plexes ou 3 PCR multi-4-
plexes sont effectuées avec des combinaisons d’amorces constituées chacune d’une amorce
s’hybridant en amont et/ou dans ledit gene V et d’un ou deux couple(s) d’amorces antisens
choisi(s) parmi les couples (hTRAJ56, hTRAJ41), (hTRAJ37, hTRAJ33), (hTRAJ4S,
hTRAJ29), (hTRAJ24, hTRAJ18), (hTRAJS3, hTRAJ11) et (hTRAJ7, hTRAJ3), lesdites

amorces étant définies dans le tableau 4 ci-dessous :

.| distance |

383 | TCCOCCAAGTATIGCATITGGATT
AACTCAACAGGGTCCTTGCCACTT | 31

L TRAJS6 | hTRAJ56do

hTRAJ41 hTRAJ41do 25 443 A
hTRAJ37 hTRAJ37do 28 351 CCACCCACATT;I:"??TGTTTTTATTT 32

hTRAJ33 hTRAIJ33do 24 98 TAGTGTCTCCTCTCCCGTGCAGTC 33
GTTCCAGTCCCAAAGGTTAATTTC 34

hTRAJ48 | hTRAJ48do | og 43 TCAT

HTRAJ29 HTRAJ29do y 300 AGAACAAGCTGSAGGCAACTAGG 35
AACACCAGTCTGATCTCTCATTTT 36

hTRAJ24 | hTRAI24do | og | 227 TGCT
CAAGACTAAAGGAGTTAATTCAT 37

hTRAJ18 | hTRAJI8do | o9 | 147 cTeCCe

hTRAJ53 hTRAJ53do 24 200 AATCCCTCTGATGGGCACCATATC 38

hTRAJ11 hTRAJ11do 20 88 ACATGGGTGGGATGGGGTCA 39
hTRAJ7 hTRAJ7do 20 478 TGGGAGTAAAGGGCTGGGGC 40
hTRAJ3 hTRAJ3do 25 329 AACCTCAATTCCCJ:AGGCAGCAGTAT 41

Tableau 4

21. Méthode permettant une analyse de la diversité des réarrangements VJ
du locus TRA, dans laquelle la méthode selon la revendication 20 est mise en ceuvre avec au
moins trois amorces s’hybridant en amont et/ou dans trois génes V distinets, situés chacun
dans une région distincte du locus.

72, Méthode selon la revendication 20 ou la revendication 21, dans laquelle
au moins une amorce s’hybridant en amont et/ou dans un gene V du locus TRA est choisie

parmi les amorces définies dans le tableau 5 ci-dessous :
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RN i Lo | L distance
som do togometeoits | G| ey
e T by | |
GGTCGTTTTTCTTCATTCCTT
TRAVI1 hTRAVi1up ex 26 104 AGTCG
TCCCCTTCCCATTTTCCACTC | 43
TRAV3 hTRAV3 22 377 G
CCCTGTTTATCCCTGCCGAC 44
TRAV4 hTRAV4up ex_testAnl 23 96 AGA
CTGGATGCAGACACAAAGC 45
TRAV10 hTRAV10 up n3 24 &5 AAAGC
AATGAAGATGGAAGGTTTA 46
TRAV12.2,3 hTRAV12.2,3upl 27 114 CAGCACAG
ACAAAGAAGATGGAAGGTT 47
TRAVI12.1 hTRAV12.1upl 28 112 TACAGCACA
69 CGCCAACCTTGTCATCTCCG 48
TRAV14 hTRAV14 up n2 22 CT
CTAGAGAGAGCATCAAAGG 49
TRAV16 hTRAV16 up n5 27 118 CTTCACTG
CGGGCAGCAGACACTGCTTC| 50
TRAV17 hTRAV17 up n2 22 40 TT
TCGTCGGAACTCTTTTGATG 51
TRAV19 hTRAV19 up 24 144 AGCA
TGCCTCGCTGGATAAATCAT 52
TRAV21 hTRAV21 up 24 91 CAGG
CCCAGACCACAGACTCAGG 53
TRAV22 hTRAV22 up 21 42 CG
130 CGTCCAGATGTGAGTGAAA 54
TRAV23 hTRAV23 up n2 28 AGAAAGAAG
TGGACATCCCGTTTTTTTGA 55
TRAV25 hTRAV2S up n3 27 154 TACAGTT
TGGTGACAGTAGTTACGGGT 56
TRAV27 hTRAV27 up 27 138 GGAGAAG
267 AGCAAAATTCACCATCCCTG 57
TRAV29 hTRAV29 up 24 AGCG
TGAAGGGTGGAGAACAGAA 58
TRAV30 hTRAV30 up n2 24 139 GGGTC
GGCTGGGAAGTTTGGTGATA 59
TRAV3S5 hTRAV3S5_int up 27 377 TAGTGTC
ACATTTTTCTACACAGGGGT 60
TRAV36 hTRAV36 int up n2 27 304 GAGCAGT
GCCCTCCTGAAAATGTGTAA 61
TRAV41 hTRAV41 intup 28 368 AGAAATGT

Tableau 5

23. Méthode selon I'une quelconque des revendications 1 a 8 et 11,
permettant 1’analyse des réarrangements de tous les génes J du locus TRG humain avec au
moins 2 génes Vi et Vy donnés du méme locus, dans laquelle, & I’étape A), au moins une PCR
multi-2-plexe est effectuée avec un triplet d’amorces constitué de 2 amorces sens s’hybridant

en amont et/ou dans lesdits génes Vx et Vy et de l'amorce antisens hTRGJdo2
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(ACATATGAGCCCTTTATGGAAGTCCG, SEQ ID No : 62) s’hybridant dans le géne J2 du

locus TRG humain.

24. Méthode selon la revendication 23, dans laquelle au moins une amorce

s’hybridant en amont et/ou dans un géne V du locus TRG humain est choisie parmi les

5  amorces définies dans le tableau 6 ci-dessous :

R IO | distance f . o
pomdu | mom . | tailles javeclafin| . oguiianie SEQID
- ogéne’ oligonucléotide | (nt) ~ |dugeneV ek q T Nes
RERCR RIS I T e = 0 R I T A N
TATTATACTTACGCAAGCACAAG 63
TRGV1.2 | hTRGV]1.2upl 30 99 GAACAAC
TGTACTATGACTCCTACACCTCCA 64
TRGV14 | pTRGVI4upl | 28 158 GCGT
TRGV1.5 | hTRGV1.5upl 23 287 AAGGGGGAACGAAGTCAGTCACG 65
GTGTTGGAATCAGGAATCAGTCG 66
TRGV1.8 | yTRGV1.8upl | 26 129 AGA

Tableau 6

75 Méthode selon 1’une quelconque des revendications 1 a 10, permettant

I’analyse des réarrangements de tous les génes J du locus TRD humain avec un géne V donné

du méme locus, dans laquelle, & I’étape A), une PCR multi-2-plexe est effectuée avec un

10  triplet d’amorces constitué d’une amorce s’hybridant en amont et/ou dans ledit géne V et des
amorces antisens hTRDJ1do5 (TGCCTCCTTAGATGGAGGATGCC, SEQ ID No: 67) et

hTRDJ3do2 (GCAAGGAGGCACGCATACTAGTTAGC, SEQ ID No : 68).

76. Méthode selon la revendication 25, permettant I’analyse des

réarrangements VJ du locus TRD en effectuant 24 PCR multi-n-plexes avec n>2 a ’aide de

15  combinaisons d’au moins 3 amorces, chaque combinaison d’amorces comprenant les amorces
antisens hTRDJ1do5 et hTRDJ3do2 et au moins une amorce hTRDV ou hTRAV choisie

parmi les amorces définies dans le tableau 7 ci-dessous :
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- | Distance entre |
ille | Pextrémité 5° de.
(nt) .} ramorce et la fin |

‘ i dugene Vpb) i T
TRAVI2.1 | hTRAVIZIupl | 28 112 A%%%?gﬁggggggﬁp‘ 69
(TTI;‘;‘)‘G:) hTRAVI4upn2 | 22 69 CGCCA?S g gggTCATC 70
TRAV16 | hTRAVI6upnS | 27 118 CTAgggCATGI%i%%TGCAA 71
TRAV17 | hTRAVI7upn2 | 22 40 CGGGC‘%%},(T:‘((;‘??CACTG 72
TRAV21 | hTRAV21up 24 9 TGCCl{(éi%gigéTAAA 73
TRAV22 | hTRAVZ22up2 | 21 232 CAGGA%GCCXA&%CCAATT 74
g;%‘(,zg’) hTRAV23upn2 | 28 130 CGgggﬁgﬁiigii%TG 75
o Tomevmmm |3 | s [TOOACATCCCOTITITT| g
?T%‘?; RTRAV29 up 2 267 AGCAQCA?GTXSQSCATC 77
TRAV30 | hTRAV30upn2 | 24 139 TGAAgiiTGCC}}%‘i“ngACA 78
TRAV35 | hTRAV3S intup | 27 377 GGCngG&‘AA%C;TGTT%GGT 79
(1;,1;‘;‘)‘(,376) hTRAV36upl 26 280 AGT%iéiﬁgééggTGG 80
TRAV39 | hTRAV39upl 26 352 GGGéggéégﬁfchTTA 81
TRAV4l | hTRAVAL intup | 28 368 Gcggggigiii‘%é}?rr 82

TRDVI RTRDVup] 25 259 CAGE‘:%CGCAA‘ESSSAGT 83

TRDV3 BHTRDV3upl 24 287 GACA%??g‘é‘é‘g g CAGA| 4

Tableau 7

77 Méthode selon I’'une quelconque des revendications 1 a 8 et 11,
permettant ’analyse des réarrangements de tous les génes J du locus IgH humain avec au
moins 2 génes Vy et Vy donnés du méme locus, dans laquelle, & 1’étape A), au moins une PCR
multi-2-plexe est effectuée avec un triplet d’amorces constitué de 2 amorces sens s’hybridant
en amont et/ou dans lesdits génes Vi et Vy et d’une amorce antisens s’hybridant en aval et/ou
dans le géne IgHJ6.

28 Méthode selon la revendication 27, dans laquelle I’amorce antisens est
1’amorce higHJ6do2 (GATCTTGCAGTCCTACAGACACCGC, SEQ ID No : 85).
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29. Méthode selon la revendication 27 ou la revendication 28, dans laquelle
au moins une amorce s’ hybridant en amont et/ou dans un géne V du locus IgH humain est

choisie parmi les amorces définies dans le tableau 8 ci-dessous :

distance | |
oigne | mom e ] TR
e ST ,ohgpngcleonqe' (nt)génev e
el Lol L - enpb '
IGHV1.2, 8, 18,

46, €9 hIGHV1Aupl | 25 172 GACAAGGGCTTGAGTGGATGGG 86
IGHV2 hIGHV2up1 22 44 CATGGACCCTGTGGACACAGCC 87

1GHV3.7, 13,
15,20, 21, 23, 3154 TGTTTGCAGGTGTCCAGTGTGAG
45,53, 64,66, | MGHV3AuI 24 V3.7C G 88
72,73, 74
— hIGHV4up] ’s 6 GAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA %9

GC
IGHV5 hIGHV 5upl 21 55 TGCAGTGGAGCAGCCTGAAGG 90
IGHV6 hIGHV6upl 23 371 | AGCAGCATTCACAGACTGAGGGG 91

Tableau 8

30. Méthode selon la revendication 15, dans laquelle au moins une réaction

de PCR multi-n-plexe avec n>2 est effectuée pour analyser certains réarrangements
incomplets du locus IgH humain, en utilisant une combinaison d’au moins 3 amorces
constituant au moins 2 couples d’amorces comportant une amorce antisens commune
s’hybridant spécifiquement en aval et/ou dans un géne J donné et comportant chacun une
amorce sens s hybridant spécifiquement en amont et/ou dans un géne D donne.

31. Méthode selon la revendication 30, dans laquelle I’amorce antisens
commune est I’amorce higHJ6do2 définie a la revendication 28.

39, Méthode selon la revendication 30 ou la revendication 31, dans laquelle
au moins une amorce s hybridant en amont et/ou dans un géne D du locus IgH humain est

choisie parmi les amorces définies dans le tableau 9 ci-dessous :
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nomdu : nom

~géne. - (‘qli‘go‘nug}’é:ot’ide

GiD1| mGHDIw! | 23 | 4a GATTCTGAACAGCCCCGAGICAC
hIGHD2 | hIGHD2upl 22 67 GGACAGGAGGATTTTGTGGGGG 93
hIGHD3 | hIGHD3up! 20 102 AGGTCAGCCCTGGACATCCC %4
hIGHD4 | L1GHDA4upl 19 132 ATCCCCAGGACGCAGCACC 95
hIGHDS | LIGHD5up2 20 85 AGCTCCTCCTGACAGCCCCG 96
hIGHD6 | L1GHD6upl 21 160 ACACCAGACAGAGGGGCAGGC 97
hIGHD7 | L1GHD7up2 20 9 AGACCGCAGCCACATCAGCC 98

Tableau 9

33. Méthode d’analyse de la diversité combinatoire des réarrangements du
locus IgH chez un individu, combinant ’analyse des réarrangements V(D)J de ce locus par
une méthode selon I'une quelconque des revendications 27 4 29 et l'analyse des
réarrangements incomplets de ce locus par une méthode selon I'une quelconque des
revendications 30 a 32.

34. Méthode selon 1’une quelconque des revendications précédentes, pour
analyser la diversité combinatoire des réarrangements V(D)J d’au moins deux locus
génétiques choisis parmi les loci TRA, TRB, TRG, TRD, IGH, IGK et IGL.

35 Méthode selon la revendication 34, pour analyser la diversité
combinatoire des réarrangements V(D) du locus TRB et la diversité combinatoire des
réarrangements VJ du Jocus TRG ou du locus TRD.

36. Méthode selon la revendication 34 ou la revendication 35, pour analyser
en outre la diversité combinatoire des réarrangements V(D)J du locus IgH.

37. Méthode selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans
laquelle les réactions de PCR multi-n-plexes sont effectucées avec une polymérase présentant
les caractéristiques suivantes :

(i) elle est capable d’amplifier des fragments de plusieurs dizaines de kb;

(ii) sa vitesse d’élongation est d’au moins 1 kb/minute ;

(iii) sa robustesse est telle qu’elle n’introduit pas plus d’une erreur par kb,
en moyenne.

38. Méthode selon 1’une quelconque des revendications 7 a 36, dans laquelle

’étape C) comporte une étape de traitement des données obtenues par la séparation des
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amplicons suivant leur taille, ledit traitement étant effectué par un ordinateur et permettant
d’attribuer & chaque amplicon observé le nom du réarrangement V(D)J correspondant.

39. Méthode selon la revendication 38, dans laquelle le traitement des
données intégre également l'intensité du signal de chacun des amplicons observés, pour
quantifier la fréquence relative du réarrangement V(D)J correspondant.

40. Méthode selon la revendication 38 ou la revendication 39, dans laquelle
’étape B) comprend I’acquisition des données concernant la taille des amplicons et pour
chacun, I’intensité du signal, et I’étape C) comprend les étapes suivantes :

(i) identification de chaque amplicon, en déterminant a quel réarrangement
V(D)J il correspond, en fonction de sa taille ;

(ii) & partir de I’intensité du signal de chaque amplicon, détermination de la
proportion de I’ADN génomique de départ présentant le réarrangement V(D)J correspondant ;

(iii) présentation des résultats sous forme d’un graphique tridimensionnel
présentant les génes ou les familles de génes Vy suivant un axe, les genes Jy suivant un autre
axe, et la fréquence des réarrangements VyJy suivant le troisieme axe.

41. Méthode pour déterminer in viiro le niveau d’immunodéficience d’un
individu, comportant les étapes suivantes :

A) a partir d’un échantillon biologique dudit individu, faire une numération
lymphocytaire ;

B) & partir du méme échantillon ou d’un autre échantillon provenant du
méme individu au méme moment, déterminer le niveau de diversité combinatoire du
répertoire des lymphocytes dudit individu, par la mise en ceuvre d’une méthode selon 'une
quelconque des revendications précédentes ;

C) combiner les données obtenues aux étapes A) et B).

42. Méthode selon la revendication 41, comportant en outre une étape
d’interprétation de la combinaison obtenue a ’étape C), au regard d’un graphique attribuant
un niveau de risque au moins aux 4 zones suivantes :

(i) numération faible (<1000 Ly/uL) et diversité combinatoire V-J faible
(<40%) : risque infectieux élevé et risque de mortalité par infection élevé ;

(ii) numération faible (<1000 Ly/uL) mais diversité combinatoire V-J
normale (>65%) : risque infectieux faible ;

(iii) numération normale (1000-3200 Ly/uL) et diversité combinatoire V-J
faible (<40%) : risque infectieux moyen ;

(iv) numération normale (1000-3200 Ly/uL) et diversité combinatoire V-J
normale (>65%) : le répertoire immunitaire est sain.

43. Méthode selon la revendication 42, dans laquelle le graphique comprend

en outre les deux zones suivantes :
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(v) numération au dessus de la normale (> 3200Ly/pL), et diversité
combinatoire V-J faible (<40%) : risque lymphoproliphératif leve

(vi) numération au dessus de la normale (> 3200Ly/pL), et diversité
combinatoire V-J normale (>65%) : risque lymphoprolifératif moyen.

44. Méthode selon I'une quelconque des revendications 41 & 43 dans
laquelle 1’étape B) comprend la détermination du niveau de diversité combinatoire du
répertoire des lymphocytes T et des lymphocytes B dudit individu.

45. Méthode selon la revendication 44 dans Jaquelle, & D’étape C), les
données sont examindes & I’aide d’un graphique tridimensionnel présentant le niveau de
diversité des immunoglobulines sur un axe, le niveau de diversité des TCR sur un autre axe, et
]a numération lymphocytaire sur un troisiéme axe.

46. Méthode de suivi de 1’évolution de la diversité du répertoire des
lymphocytes T et/ou B d’un individu, comportant les étapes suivantes :

A) Mesure de la diversité du répertoire des lymphocytes dudit individu, par
la mise en ceuvre d’une méthode selon une quelconque des revendications 38 & 45, a partir
de deux échantillons dudit individu prélevés a deux dates différentes ;

B) comparer les deux échantillons en évaluant :

(i) le nombre S de réarrangements observés dans les deux échantillons ;

(ii) le nombre A de réarrangements observés dans 1’échantillon le plus
récent mais pas dans le plus ancien ;

(iii) le nombre D de réarrangements observés dans 1’échantillon le plus
ancien mais pas dans le plus recent ;

(iv) le nombre Z de réarrangements qui ne sont observés dans aucun des
échantillons.

47. Trousse pour la mise en ceuvre d’une méthode selon 'une quelconque
des revendications précédentes, comprenant une combinaison d’amorces telle que définie a
’une quelconque des revendications précédentes, et des réactifs pour effectuer des PCR.

48. Trousse selon la revendication 47, comprenant une polymérase
présentant les caractéristiques suivantes :

(i) elle est capable &’ amplifier des fragments de plusieurs dizaines de kb ;

(ii) sa vitesse d’élongation est d’au moins 1 kb/minute ;

(iii) sa robustesse est telle qu’elle n’introduit pas plus d’une erreur par kb,
en moyenne.

49. Trousse selon la revendication 47 ou la revendication 48, comprenant
une plaque multipuits dans laquelle chaque puit comprend une combinaison différente
d’amorces.

50. Trousse selon la revendication 49, dans Jaquelle une plaque multipuits

comprend toutes les combinaisons d’amorces nécessaires a I’amplification d’au moins 50%
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des réarrangements V-J d’au moins un locus choisi parmi les loci TRA, TRB, TRG, TRD et
IGH.

51. Utilisation d’une méthode ou d’une trousse selon ’une quelconque des
revendications précédentes, pour étudier la mise en place et la qualité du répertoire TCR et/ou
IgH d’un animal transgénique humanisé et/ou d’une culture de lymphocytes

52 Utilisation d’une méthode ou d’une trousse selon I’une quelconque des
revendications 1 a 48, pour cribler des molécules thérapeutiques in vitro.

53. Procédé d’évaluation de I’efficacité d’un protocole vaccinal, comprenant
les étapes de

A) mesure de la quantité et de la diversité des lymphocytes avant et aprés le
protocole, par l’utilisation d’une méthode ou d’une trousse selon l'une quelconque des
revendications 1 248 ;

B) comparaison des mesures faites a 1’étape A ; et

C) interprétation des résultats, une baisse de la diversité lymphocytaire d’au
moins 10%, de préférence au moins 15% aprés vaccination indiquant que le protocole de
vaccination a été efficace.

54. Procédé selon la revendication 53, dans lequel on mesure en outre, a
I’étape A), la quantité de lymphocytes T régulateurs avant et aprés vaccination, et dans lequel,
3 I’étape C), une diminution d’un facteur > 2 du nombre de lymphocytes T régulateurs suite a
la vaccination indique que le protocole a été efficace.

55 Procédé de comparaison de D’efficacité de deux protocoles vaccinaux,
comprenant les étapes de

A) mesure, sur deux groupes, de la quantité de lymphocytes T régulateurs et
de la diversité immunitaire, avant et apreés vaccination ;

B) comparaison des résultats groupe a groupe,

dans lequel le protocole le plus efficace est celui qui induit la diminution de
lymphocytes T régulateurs et/ou la diminution de la diversité lymphocytaire la plus

importante.
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