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g the recombinant HBHA. The invention finally concerns immunogenic compositions comprising methylated, native or recombinant
HBHA, such compositions being useful for preparing vaccines against mycobacterial infections.
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par modification post-traductionnelle. L’invention concerne en outre des outils, vecteurs et hotes cellulaires recombinants, pour la
o mise en oeuvre des procédés enzymatiques de méthylation post-traductionnelle de la HBHA recombinante. L’invention concerne
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ANTIGENE MYCOBACTERIEN RECOMBINANT DE TYPE
HEMAGGLUTININE DE LIAISON A L’HEPARINE METHYLEE,
PROCEDES DE PREPARATION ET COMPOSITIONS IMMUNOGENES
COMPRENANT UN TEL ANTIGENE

l.a presente invention s’inscrit dans le cadre de la recherche et de la
mise au point de nouveaux vaccins pour le traitement des infections
mycobacteriennes, notamment la tuberculose.

L'invention concerne une seéquence peptidigue recombinante
immunogene methylée, correspondant a 'héeémagglutinine de liaison a
I'heparine (HBHA) identifiee chez des\ souches mycobactériennes telles
que Mycobacterium tuberculosis et M. bovis.BCG (Menozzi et coll. 1996. J.
Exp. Med. 184 : 993-1001).

| 'invention concerne egalement des procédeés de préparation d’'une
séguence peptidigue immunogene comprenant la HBHA recombinante,
ladite sequence étant methylée par modification post-traductionnelle.
L'invention concerne en particulier des procedés de méthylation chimique
ou enzymatique d'une sequence peptidique comprenant la HBHA et
prealablement produite sous une forme recombinante non méthylée.

L'invention concerne en outre des outils, vecteurs et hétes cellulaires
recombinants, pour |la mise en osuvre des procédés chimiques ou
enzymatiqgues de methylation post-traductionnelle de la HBHA
recombinante.

L'invention concerne enfin des compositions immunogénes
comprenant la HBHA methylee, native ou recombinante, de telles
compositions étant utiles pour la préparation de vaccins contre les
infections mycobactériennes.

Les mycobacteries sont des bacilles dont I'habitat est trés diversifié.
Selon les especes, ces bactéries peuvent coloniser le sol, I'eau, les
plantes, les animaux et/ou 'homme. Certaines especes, telles que M.

smegmatis, sont des saprophytes non pathogénes. D’'autres espéces, en
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revanche, sont des pathogénes plus ou moins séveres des animaux et/ou
de 'homme. Ainsi, M. avium provoque des infections chez l'oiseau. M.
bovis est responsable de la tuberculose bovine, bien gu'elle ait été
également mise en cause dans des cas de tuberculose humaine. Chez
'homme, la tuberculose est principalement causee par 'espece hautement
pathogene M. fuberculosis. M. leprae est quant a elle responsable de la
lepre, une autre pathologie de Fhomme qui sevit essentiellement dans les
pays en vole de développerﬁent.

La tuberculose demeure a l'heure actuelle un probléme de santé
publique preoccupant, dans la mesure ou elle représente la premiere cause
de mortalité liee a un agent infectieux unique. L'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) a recensé 8,8 millions de cas de tuberculose en 1995
(Dolin et coll. 1994. Bull. WHO 72 : 213-220). ’Plus recemment, 'OMS a
publie des chiffres alarmants, avec 10 millions de nouveaux cas de
tuberculose par an et une mortalité frappant 3 millions de personnes par an
(Dye et coll. 1999. J. Am. Med. Assoc. 282 . 677-686). On estime qu’un
tiers de la population mondiale est infecte par M. fuberculosis. Cependant,
toutes les personnes infectées ne développent pas la maladie.

Le probleme poseé par la tuberculose s’est aggravé dans les années
80, avec l'emergence et le deéveloppement de la pandémie due au
syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA). Ainsi, le nombre de cas de
tuberculose associée a Iimmunodépression provoquée par le rétrovirus
VIH, responsable du SIDA, n'a cesseé d’augmenter.

Pour étre efficace, le traitement médicamenieux de la tuberculose
exige genéralement d'étre prolonge, surtout chez les patients également
infectés par le virus VIH. Dans le passé, les infections a M. tuberculosis
étaient efficacement enrayees par certains antibiotiques, parmi lesquels la
rifampicine, l'isoniazide et le pyrazinamide. Cependant, les antibiothérapies
ont rapidement montré des limites dans le ftraitement curatif de |a
tuberculose du fait, d'une part, de I'émergence de souches de M.

tuberculosis résistantes aux antibiotiques, en particulier a l'isoniazide, et
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d'autre part, de la toxicité de certaines molécules anti-tuberculeuses, dont
le pyrazinamide.

Un seul vaccin est autorisé et couramment utilisé depuis plus de 75
ans pour prevenir l'infection tuberculeuse. Il s'agit du bacille de Calmette et
Guérin, dit vaccin BCG. Ce vaccin consiste en une forme vivante d'une
souche de M. bovis, isolée en 1908 chez une vache, et rendue avirulente in
vitro afin d’en permettre 'administration par voie parentérale chez 'lhomme.
Cependant, ce vaccin est actuellement sujet a controverse en ce qu'il
présente des limites, notamment en terme d'efficacité. En effet, selon de
nombreux essais clinigues effectuées de par le monde, lefficacité de
protection obtenue grace au vaccin BCG varie de 0 a 85 % (Fine, P.E.
1989. Rev. Infect. Dis. 11 Suppl. 2: S353-S359). Une meéta-analyse
suggere que l'efficacité moyenne du BCG n’excederait pas 50 % de
protection vis-a-vis de la tuberculose pulmonaire (Colditz et coll. 1994.
Jama 271 : 698-702). De plus, le vaccin BCG s’avere relativement efficace
chez l'enfant, tandis que son effet protecteur est quasiment nul chez
'adulte. En outre, dans la mesure ou le vaccin BCG consiste en une
souche mycobacterienne vivante, son administration n'est pas dénuée
d'effets secondaires sur ['organisme humain, et ce, bien qu’il s'agisse d’'une
souche attenuee. De tels effets secondaires se manifestant a fortiori chez
les personnes immunodeéeprimees, la vaccination de ces patients par le
BCG est en conséquence a proscrire. Ce probleme ne peut étre contourné
en tuant et inactivant les BCG etant donne qu’en pareil cas, ils perdent
toute activite protectrice (Orme, [.M. 1988. Infect. Immun. 56 : 3310-3312).

La presente invention a donc pour but de remédier aux
inconvenients du vaccin BCG, en proposant une nouvelle composition
immunogene susceptible d’étre utilisée comme vaccin contre la
tuberculose. Cette composition immunogene peut également étre utilisée

de maniere plus genérale, dans le cadre de la prévention des infections
mycobacteriennes.




10

15

20

25

30

WO 03/044048

CA 02466937 2004-05-13
PCT/FR02/03942

4

La tuberculose est une maladie de contact, qui se transmet par voie
aérienne. Une fois inhalés, les germes de M. fuberculosis parviennent
jusqu'aux poumons, qui constituent le foyer infectieux initial. A partir des
poumons, les germes sont rapidement disseminés par voie sanguine ou
lymphatique vers d’autres régions de 'organisme. '

La séquence entiere du genome de la souche de M. fuberculosis la
mieux caractérisée a ce jour, a savoir H37Rv, a été déterminee et analysee
afin d’approfondir les connaissances relatives a la biologie de ce
pathogene, et d’'identifier de nouvelles cibles permettant de mettre au point
de nouveaux traitements thérapeutiques, c'est-a-dire prophylactiques ou
curatifs (Cole et coll. 1998. Nature 393 : 537-544). Ainsi, I'approche actuelle
consiste a créer des banques génomiques a partir de 'ADN de M.
tuberculosis et a cribler lesdites banques pour identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. De maniere intéressante, il a eté observe que
les souches de M. tuberculosis présentent entre elles une grande
homogeéneéité génétique, les changements de nucleotides d'une sequence
génomique a l'autre étant tres rares. Aussi, la plupart des proteines sont
identiques a travers toutes les souches de cette espece. Ceci s’avere
particulierement important au niveau de I'immunite et du developpement de
vaccins, dans la mesure ou les marqueurs antigeniques a cibler sont
quasiment ubiquitaires.

En dépit de I'importante incidence des infections mycobactériennes,
'on connait encore peu de choses sur les mecanismes moléculaires
primaires impliqgues dans leur pathogénéese.

| ’'un des evénements majeurs de la pathogéenese de la tuberculose
est 'adhérence des microorganismes aux cellules cibles. Les macrophages
alvéolaires ont longtemps été considérés comme la porte d'entrée de M.
tuberculosis, et sont supposes transporter les bactéries des poumons vers
les autres organes. Cependant, il a réecemment été montré que M.
tuberculosis était également capable d’interagir avec les cellules

épithéliales, parmi lesquelles les cellules M, ce qui pourrait permettre aux
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bacilles de traverser directement la barriére épithéliale (Teitelbaum et coll.
1999. Immunity 10 : 641-650). La contribution relative de chacun de ces
mécanismes, ainsi que les facteurs bactériens Impliquées dans la
dissémination extra-pulmonaire de M. {tuberculosis restent a ce jour

inconnus.
Les souches de M. tuberculosis produisent a leur surface une

adhésine appelée HBHA pour heparin-binding hemagglutinin adhesin
(Menozzi et coll. 1996. J. Exp. Med. 184 : 993-1001). Cette proteine est
également produite par dautres mycobactéfies pathogeénes, telles que M.
leprae et M. avium (Reddy et coll. 2000. J. Infect. Dis. 181 : 1189-1193). En
revanche, la HBHA n'est pas produite par l'espece saprophyte non
pathogéne M. smegmatis (Pethe et coll. 2001. Mol. Microbiol. 39 : 89-99).

L a liaison de M. tuberculosis aux cellules épithéliales est inhibee par
des anticorps anti-HBHA ou par compétition avec I'héparine. Ceci n'etant
pas le cas avec les macrophages, cette observation suggere que
'adhérence conférée par la HBHA est spécifique des cellules non
phagocytaires. Le mécanisme de cette adhérence repose sur Ia
reconnaissance par le domaine carboxy-terminal riche en résidus lysines
de la HBHA (Pethe et coll. 2000. J. Biol. Chem. 275 : 14273-14280), de
récepteurs contenant des glycosaminoglycanes sulfates portés par les
cellules épitheliales.

Plus récemment, des travaux ont montré que la HBHA ne jouait pas
de réle prépondérant dans les étapes initiales de l'infection tuberculeuse,
pas plus que dans la persistance des mycobacteries au niveau des
poumons (Pethe et coll. 2001. Nature 412 : 190-194). Ces chercheurs ont
également montré que la HBHA n’était pas requise pour la colonisation et
la survie dans la rate. En revanche, la HBHA joue un role crucial dans la
dissémination extra-pulmonaire des mycobactéries. Cette adhésine est en
consequence un facteur de virulence dont la liaison aux cellules non-
phagocytaires représente une étape essentielle du processus de

dissemination des mycobactéries des poumons vers la rate et

PCT/FR02/03942
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potentiellement d’autres organes tels que le foie, les os, les reins ou, éventuellement, le
cerveau.
La présente invention a pour but d’utiliser, dans le cadre d’'un traitement
essentiellement prophylactique, le pouvoir antigénique de la HBHA, dont le role est
primordial dans la dissemination des microorganismes chez les sujets infectés.

Le clonage du gene codant la HBHA et son expression chez Escherichia coli ont

suggere que la proteine subit une modification post-traductionnelle (Menozzi et coll. 1998.
Proc. Natl. Sci. USA 95 : 12625-12630). Dans cette publication, les auteurs avaient émis
'hypothese que la HBHA native pouvait étre glycosylée, hypothese qui s’est par la suite
revelee Inexacte. Les travaux les plus récents montrent en effet que la seule modification

post-traductionnelle covalente que subit la HBHA produite par M. tuberculosis est une

methylation complexe des résidus lysines contenus dans le domaine carboxy-terminal de
la proteine.

Dans le cadre de la présente invention, les inventeurs révélent la nature de la
modification post-traductionnelle portée par la HBHA native, a savoir une meéthylation
covalente complexe, ladite modification lui conférant un pouvoir antigénique protecteur
contre des Infections a mycobactéries. La séquence peptidique de la HBHA recombinante,
produite apres expression de son géne dans E. coli par exemple, ne présente aucune
activite protectrice, et ce, tant qu'elle ne subit pas de modification post-traductionnelle a

I'instar de la HBHA native.

L'invention concerne donc une sequence peptidigue recombinante immunogéne

comprenant un antigene methylé correspondant a la HBHA native ou a la partie C-

terminale de celle-ci.
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L'invention a pour objet une composition immunogéne pour son utilisation en tant
quagent Induisant ou stimulant la production lymphocytaire d'INF-y spécifique de
I'neémagglutinine de liaison a héparine (HBHA) dans un traitement de protection contre la

tuberculose, la composition comprenant dans une formulation pharmaceutiquement

acceptable : une proteine HBHA native, purifiée a partir de M. tuberculosis ou de M. bovis
BCG, dont tout ou partie des résidus lysine situés dans son domaine de liaison a

I'neparine, de sequence KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK, sont
methyles ; et un ou plusieurs adjuvants ; la composition immunogéne comprenant entre 0,1
et 20 ug de protéine HBHA native purifiée par dose.

L'invention a aussi pour objet l'utilisation de la composition telle que définie plus
haut et plus bas pour induire ou stimuler la production lymphocytaire d’IFN-y HBHA-
spécifigue dans un traitement de protection contre la tuberculose.

L'invention a aussi pour objet l'utilisation de la composition telle que définie plus
haut et plus bas dans la fabrication d'un médicament pour protéger contre la tuberculose
par production lymphocytaire d’'IFN-y HBHA-spécifique.

Au sens de la présente invention, le terme « séquence peptidique » désigne tout ou
partie de la sequence de la proteine HBHA, des lors que ladite « séquence peptidique »

contient au moins le domaine carboxy-terminal riche en résidus lysines qui assure la

iaison a I'heparine. La sequence dudit domaine carboxy-terminal est la suivante :
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KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK

Cette séquence a été divuiguée dans la demande internationale
publiee sous le numéro WO 97/44463.

L'on entend par « protéine », « protéine HBHA » ou « HBHA » au
sens de la presente invention, tout ou partie de la séquence peptidique de
la HBHA, a la condition toutefois d’y inclure au moins le domaine C-terminal
de ladite HBHA. Lorsque la séquence considérée comprend au plus le
domaine C-terminal de la HBHA, on parle avantageusement de « peptide ».
On designe notamment par « peptides » les produits issus d’'une digestion
enzymatique de la HBHA. Cependant, l'utilisation du terme « peptide »
n'est pas limitée a ce cas d'espece, « peptide » pouvant €galement étre
synonyme de « proteine » dans le cadre de l'invention.

Une sequence peplidigue « recombinante » selon [linvention
correspond a une sequence peptidique obtenue par expression, chez un
hote cellulaire heterologue, d'une sequence nucléotidique codant ladite
sequence peptidique. En particulier, ledit hote cellulaire hétérologue peut
étre une bactérie n'appartenant pas au genre Mycobacterium, par exemple
E. coli, ou bien d'autres organismes tels que les levures et les cellules
animales et vegetales.

L'expression « sequence nucléotidique » désigne toute séquence
d'ADN codant une séquence peptidique telle que définie dans le cadre de
la présente invention.

Conformément a 'acception usuelle, un « antigene » désigne toute
sequence peptidigue selon la présente invention ayant un pouvoir
immunogene. En particulier, un antigéne conforme a l'invention pourra étre
restreint au domaine de liaison a 'héparine carboxy-terminal de la HBHA.

Dans le contexte de l'invention, les expressions « domaine de liaison
a I'heparine carboxy-terminal », « domaine de liaison a [I'héparine »,
« domaine carboxy-terminal » et « domaine C-terminal » de la HBHA
designent la méme région de ladite HBHA, région dont la séquence est

fournie supra. Ces expressions sont donc équivalentes.

PCT/FR02/03942
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De facon préférée, la sequence peptidigue recombinante
immunogéne selon la présente invention est méthylée au niveau du
domaine de liaison a l'héparine de la HBHA. En particulier, les
groupements méthyles sont portés par des résidus lysines présents dans
ledit domaine de liaison a I'héparine.

Dans un mode de réalisation encore préféeré de la présente
iInvention, les groupements meéthyles sont portés par tous ou partie
seulement des résidus lysines présents dans le domaine C-terminal de la
HBHA, sous réserve que la séquence peptidique ainsi méthylée présente
une activité immunogene.

Avantageusement, au moins treize résidus lysines sur les quinze
presents dans le domaine C-terminal sont méthyiés. Les deux résidus
lysines non methylées sont notamment les acides aminés distaux de la
sequence indiquée supra du domaine C-terminal de la HBHA.

Les residus lysines méthylés sont préférentiellement mono- ou
dimethylés.

Dans larticle de Menozzi et coll., 1998, subra, il 2 egalement été
montre que Ila HBHA native était reconnue par deux anticorps
monoclonaux, a savoir 3921E4 et 4057D2 (Rouse et coll. 1991. Infect.
Immun. 59 : 2595-2600), tandis que la forme recombinante de la HBHA non
modifiee de maniere post-traductionnelle n’était pas reconnue par
I'anticorps 4057D2, indiquant gu'un des épitopes de la HBHA native était
absent de la HBHA recombinante.

La sequence peptidique recombinante immunogéne selon la
présente invention, a savoir la forme recombinante de la HBHA methylée
de fagon post-traductionnelle, est reconnue par fanticorps monoclonal
4057D2, et ce, contrairement a la forme recombinante non méthylée de
ladite HBHA, comme décrit dans les exemples qui suivent.

L'invention concerne également des procédés de préparation d'une
sequence peptidique immunogéne comprenant la HBHA recombinante,

ladite sequence étant méthylée par modification post-traductionnelle.
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En particulier, un procede de preparation selon la présente invention
comprend au moins les étapes suivantes :

a) la production de la protéine HBHA recombinante chez

un héte cellulaire hétérologue - cette forme de ila HBHA
5 etant non méthylée -

b) la purification de ladite protéine par des méthodes

conventionnelles : et

C) la methylation post-traductionnelle de la HBHA

recombinante purifiée.

10 Il est entendu que, dans le cadre de linvention, l'étape de
purification de la protéine HBHA peut étre réalisée avant ou, selon un autre
mode de realisation, aprés I'étape de méthylation de ladite protéine.

Le procede de préparation selon I'invention permet d’obtenir la
proteine HBHA recombinante méthylée ou, alternativement, tout peptide

15 methyle comprenant au moins le domaine de liaison a I'héparine de ladite
protéine. En particulier, ledit peptide méthylé obtenu par le procédé selon
I'invention correspond au dit domaine de liaison a I'héparine de la HBHA.

Avantageusement, 'hdte cellulaire hétérologue utilisé dans le cadre
du proceéde de préparation selon l'invention est une bactérie, notamment E.

20 coli ou M. smegmatis. En particulier, 'hote utilisé est M. smegmatis.

L es methodes de purification de protéine sont connues de 'homme
du metier et ne font pas, en tant que telles, 'objet de la présente invention.
Par exemple, les propriétés de liaison a I'héparine conférées par le
domaine C-terminal de la HBHA peuvent étre mises a profit en pratiquant

25 une purification de ladite HBHA par affinité sur colonne héparine-sépharose
(Pethe et coll., 2000, supra).

L'invention concerne en particulier des procédés de methylation
chimique et enzymatique d’'une séquence peptidique comprenant la HBHA
préalablement produite sous une forme recombinante non methylée.

30 Par « production sous une forme recombinante », I'on entend la

production du peptide par expression dans un hote hétérologue procaryote
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ou eucaryote quel qu’il soit. La production peut étre obtenue a partir d’'une
culture cellulaire ou in vivo comme, par exemple, dans le lait ou dans une
plante.

La methylation chimique selon l'invention est inspirée de la littérature
(Means, G.E. 1977. Meth. Enzymol. 47 : 469-478). En particulier, la
réaction de methylation chimique est effectuée dans une solution
comprenant du formaldéhyde et du NaBHa..

Les procedes de methylation enzymatique selon I'invention peuvent
étre mis en oeuvre a laide d'une ou plusieurs methyliranférases
mycobactériennes. Lesdites methyltranferases catalysent le transfert de
groupements methyles d'un donneur vers un accepteur, en l'espéece la
seguence peptidique de la HBHA recombinante préalablement purifiée. Le
donneur de radical methyle peut étre notamment la S-adénosylméthionine
(AdoMet), bien connue de 'homme du métier.

Plus particulierement, la ou les méthyltransférases sont présentes et
actives dans les extraits de proteines totales de mycobactéries telles que
M. bovis BCG et M. smegmalis.

Dans un autre mode de réalisation de la présente invention, la ou les
methyltranferases mycobactériennes sont purifiees a partir des extraits
protéiques totaux de souches de mycobactéries, avant d'étre placées dans
le milieu reactionnel afin de catalyser la ou les réactions de
transmethylation du donneur vers 'accepteur.

|'invention concerne en outre des outils, vecteurs et hotes cellulaires
recombinants, pour la mise en osuvre des procédés enzymatiques de
methylation post-traductionnelle de la HBHA recombinante.

En particulier, I'invention concerne un hoéte cellulaire recombinant
capable de coexprimer les séquences nucléotidiques codant la HBHA et la
ou les methyltranferases mycobactériennes. Ledit hote cellulaire est de

préférence une bacteérie, et en particulier une souche de E. coli.
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Le terme « coexprimer » definit, dans le contexte de l'invention, la
faculté, pour un héte cellulaire donne, d'exprimer au moins deux sequences
nucléotidiques distinctes.

Selon un mode de réalisation de la présente invention, I'h6te
cellulaire est caractérisé par le fait qu’il heéberge simultanément au moins
deux vecteurs recombinants, vecteurs parmi lesquels F'un code la HBHA
tandis que le ou les autres codent la ou les methyltranferases
mycobacteriennes.

En particulier, I'néte cellulaire selon l'invention héberge autant de
vecteurs recombinants que de protéines differentes a produire, chaque
vecteur codant alors une proteine mycobactérienne recombinante distincte.

Les termes « vecteur », « vecteur d’'expression » et « plasmide »
sont utilisés dans le contexte de la présente invention pour designer de
maniére indifférente le méme outll de clonage et d'expression de
séquences nucléotiques, classique pour 'homme du méetier.

Selon un autre mode de réalisation de linvention, toutes les
protéines mycobactériennes recombinantes, ou seulement partie d’entre
elles, sont codées par le méme vecteur d'expression.

En particulier, I'n6te cellulaire héberge un seul vecteur d’expression
a partir duguel sont produites toutes les protéines mycobactériennes, a
savoir la HBHA et la ou les méthyltransférases.

Lorsque I'héte cellulaire héberge un seul vecteur, la production de
chaque protéine mycobactérienne, HBHA ou méthyltranférase, est
contrblée par des séquences de regulation distinctes ou, selon un autre
mode de réalisation, par les mémes séquences de régulation.

En particulier, la production de tout ou partie des protéines
recombinantes est controlee par les mémes séquences de régulation.

Un vecteur d'expression selon la présente invention code
avantageusement la HBHA et au moins une méthyltransférase

mycobacterienne.
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Alternativement, un vecteur d’expression selon l'invention code une
seule protéine mycobactérienne recombinante choisie parmi la HBHA et la
ou les méthyltransferases.

La présente invention concerne non seulement les hétes cellulaires
et les vecteurs d'expression, tels que définis supra, consideres en tant que
tels, mais également pour la mise en ceuvre des procédés de methylation
enzymatique selon l'invention.

La présente invention porte en outre sur un procede dobtention
d'une séquence peptidique immunogéne comprenant Ila HBHA
recombinante, ladite séquence étant méthylée par modification post-
traductionnelle, ledit procédé comprenant au moins les etapes suivantes :

a) la co-production de la protéine HBHA et de la ou des

mé'thyltransférases mycobactériennes par un héte cellulaire tel
que défini préecedemment ;

b) la méthylation post-traductionnelle de la HBHA recombinante par

la ou les méthyltranferases recombinantes ; et

c) la purification de la HBHA recombinante meéthylee par des

méthodes conventionnelles.

'invention concerne en outre des séguences peptidiques
recombinantes immunogénes méthylées susceptibles d'étre obtenues in
vivo par un procédé enzymatique, ou in vifro par un proceéde chimique ou
enzymatique.

L'invention concerne enfin des compositions Immunogenes
comprenant la HBHA méthylée, native ou recombinante, de fielles
compositions étant utiles pour la préparation de vaccins contre les
infections mycobactériennes.

En particulier, une composition immunogene selon la présente
invention comprend, dans une formulation pharmaceutiquement
acceptable, un principe actif qui est une sequence peptidiqgue meéthylée
choisie parmi la sequence peptidique de la HBHA native et la sequence
peptidique de la HBHA recombinante.

PCT/FR02/03942
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Une « formulation pharmaceutiquement acceptable » correspond, au
sens de linvention, a une formulation médicamenteuse susceptible d’étre

utilisee chez 'homme, a des doses acceptables in vivo ey egard a la
toxicité et la pharmacologie des composes concernés, tout en étant

> efficaces sur le plan thérapeutique, et en particulier du point de vue
Immunogene.

Dans un mode de réalisation préferé de linvention, Ia sequence
peptidique méthylée servant de principe actif est associée 3 un ou plusieurs
adjuvants.

10 Par « adjuvant » ou « composé adjuvant », I'on entend au sens de Ia
présente invention, un composé apte a induire ou 2 augmenter la réponse
immunitaire spécifique vis-a-vis d’un antigene ou immunogéne, ladite
reponse consistant indifféremment en une reponse humorale et/ou
cellulaire. Cette réponse immunitaire passe generalement par une

15  stimulation de la synthése d'immunoglobulines spécifiqgues d’un antigene
donne, en particulier des IgG, IgA et IgM, ou de cytokines.

Le principe actif, séquence peptidique méthylée de la HBHA, ainsi
que le ou les adjuvants, sont généralement melanges a des excipients
pharmaceutiquement compatibles, tels que l'eau, un tampon salin. du

20 dextrose, du glycérol, de I'éthanol. ou des melanges de ceux-ci.

prealablement a I'injection.

25 Une composition Immunogéne selon la présente Invention est
formulée de maniére a permettre une administration par des voies aussi
diverses que la voie nasale, orale, sous-cutanée, Intradermique,
Intramusculaire, vaginale, rectale, oculaire, ou auriculaire. En particulier, le
choix des composés auxiliaires est dicta par le mode d’administration

30

choisl. De tels composés auxiliaires peuvent étre notamment des agents
mouillants, émulsifiants oy tampons.
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Avantageusement, une composition immunogéne selon l'invention
comprend, par dose, de 0,1 a 20 pg, et de préférence 5 pg, de protéine
HBHA purifiée.

La présente invention est illustrée, sans pour autant étre limitée, par

5 les figures suivantes :

- Figure 1 : détermination de la masse du peptide correspondant au
domaine de liaison a I'héparine des HBHA native et recombinante. Lesdites
HBHA ont été soumises a une digestion par 'Endoprotéinase Glu-C (Endo-
Glu ; EC3.4.24.33) sur la nuit. Les fragments correspondant au domaine de

10 liaison a I'héparine ont été purifiés par HPLC. Les masses des fragments
provenant de la HBHA recombinante (A) et de la HBHA native (B) ont
ensuite eté analysées par spectrométrie de masse.

- Figure 2 : représentation du domaine de liaison a I'lheéparine de la
HBHA produite par M. bovis BCG ou M. smegmatis (HBHA recombinante

15 methylee). Les lysines modifiées en mono- ou en dimeéthyllysines ont été
identifiées selon la technique de dégradation d’Edman.

- Figure 3 : détermination de la masse du peptide correspondant au
domaine de liaison a I'héparine de la HBHA recombinante non methylée et
de la HBHA recombinante méthylée par voie chimique. Les différentes

20  formes de la HBHA ont été soumises a une digestion par 'Endo-Glu sur la
nuit. Les fragments correspondant au domaine de liaison a I'héparine ont
ete purifieés par HPLC. Les masses des fragments provenant de la HBHA
recombinante non méthylée (A), de la HBHA recombinante méthylée
chimiquement pendant 6 min (B), 31 min (C) et 120 min (D) ont été

25  analysées par spectrométrie de masse.

- Figure 4 : analyse en SDS-PAGE et en immunobiot de |a HBHA
recombinante (1), de la HBHA recombinante methylée chimiquement
pendant 6 min (2), 31 min (3), 120 min (4), et de la HBHA native (9). Les
analyses en immunoblot ont été réalisées a l'aide des deux anticorps

30 monocionaux 3921E4 et 4057D2 (Rouse et coll., 1991, supra).
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- Figure 5 : mesure de la reponse immunitaire cellulaire induite par
'injection de différentes préparations. Les cellules spléniques de quatre
souris par groupe ont €té mises en culture dix semaines aprés la premiére

immunisation. Les cellules ont ete non stimulées (NS) ou stimulées (S)
pendant 72 h avec de la HBHA native (2 ng/ml). La concentration en IFN-y

a ensuite été dosée dans les surnageants de culture.
L.'invention sera mieux comprise a l'aide de la description détaillée

suivante, donnee a titre purement illustratif. |l est entendu que la présente

invention ne se limite en aucune facon aux exemples figurant dans ladite

description détaillée.
DESCRIPTION DETAILLEE DE L’INVENTION

| — Materiel et methodes
I-1- Souches bactériennes et conditions de culture

Les souches de M. bovis BCG 1173P2 (OMS), M. tuberculosis
MT103 et M. smegmatis MC?155 ont été cultivées en milieu Sauton
(Menozzi et coll.,, 1996, supra). La souche E. coli BL21(DE3)(pET-hbhA)

(Pethe et coll., 2000, supra) a été cultivee en milieu LB additionné de

30 ug/ml de kanamycine.
|-2- Purification de la HBHA

Les HBHA native et recombinante ont été isolées comme décrit
(Menozzi et coll., 1996, supra ; Pethe et coll.,, 2000, supra). L'étape finale
de purification a été realisee par HPLC en phase inverse (Beckman Gold
System) a l'aide d'une colonne de type nucléosyl-C18 équilibrée dans

0,05 % d'acide trifluoroacetique. L'élution a été effectuée au moyen d’un
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gradient linéaire de 0 a 80 % d'acétonitrile preparé dans de [acide

trifftuoroacétique a 0,05 %.

I-3- Analvse des peptides ou protéines par spectrometrie de masse

Les échantillons (0,1 a 10 picomoles) ont été préparés par la
méthode de la « goutte seche ».

S’agissant des peptides, un volume de solution de 0,5 pl a ete
mélangé a de lacide o-cyano-4-hydroxycinnaminique dissous
extemporanément, a raison de 10 mg/mi dans une solution contenant 50 %
de CHiCN et 0,1 % d’acide ftrifluoroacétique. Apres depoét sur la plaque
d’analyse, les échantillons ont été séches. Les analyses par spectrometrie
de masse ont été effectuées au moyen d’'un appareil de type MALDI-TOF
Voyager-DE-STR (Applied BioSystems, Foster City, CA). Les depots
contenant des peptides de moins de 3000 Da ont été analysés a 'aide des
paramétres de réglage suivants: modes positif et reflecteur, voltage
d’accélération de 20 kV, tension de grille de 61 %, temporisation
d’extraction de 90 ns, et seuil de masse inferleur de 500 Da. Pour les
peptides dont la masse est comprise entre 3000 et 10000 Da, les
paramétres de réglage sont: modes positif et reflecteur, voltage
d’accélération de 25 kV, tension de grile de 65 %, temporisation
d’extraction de 250 ns, et seuil de masse Inférieur de 1000 Da. Les
spectres ont été calibrés de maniére externe a partir des ions
monoisotopiques [M+H] de différents peptides.

S’agissant des protéines, un échantilion de 0,5 yl a été mélangé a
de l'acide sinapinique dissous extemporanement, a raison de 10 mg/mil
dans une solution contenant 50 % de CH3CN et 0,1 % d’acide
trifluoroacétique. Apres dépot et sechage, les analyses par spectrométrie
de masse ont ete effectuées en utilisant les paramétres de réglage
suivants : modes positif et linéaire, voitage d'accélération de 25 kV, tension

de grille de 92 %, temporisation d'extraction de 750 ns, et seuil de masse
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inférieur de 1000 Da. Les spectres ont été calibrés de maniere externe a

partir des masses moyennes des ions [M+H"] de la thiorédoxine de E. coli

et de 'apomyoglobine équine (Applied BioSystems).

I-4- Digestion des protéines par I'Endo-Glu et séparation des

peptides

1 nanomole de HBHA lyophilisée ou de HBHA recombinante purifiee
par chromatographie sur héparine-sépharose suivie d'une HPLC en phase
inverse, a été digérée sur la nuit en présence de 5 % d’Endo-Glu (Roche)
dans 100 mM de tampon phosphate (pH 8,0). Apres digestion
enzymatique, les peptides résultants ont eté separés par HPLC en phase
inverse a I'aide d’'une colonne de type UltraSphere ODS de Beckman (2 x
200 mm) dans un gradient d’élution linéaire de 0 a 60 % d'acétonitrile

préparé dans 0,1 % d’acide trifluoroacetique.

l-5- Analyse des acides aminés et détermination des sequences

Afin d'effectuer une analyse de la composition en acides amines
compléte, la HBHA native purifiee par HPLC a ete hydrolysée sous
chauffage constant a 110 °C dans une solution de HC| 6N pendant 14 a
16 h. La composition en acides aminés a été determinée a l'aide d’un
analyseur de type Gold System de Beckman. La sequence peptidique
amino-terminale a ete determinée grace a la methode automatisée de
dégradation d’'Edman au moyen d’'un appareil a liquide pulsé (Procise 492,
Applied BioSystems) equipe d'un analyseur d’acides aminés 120A. Pour
chaque étape de determination de séquence, les échantillons comprenaient
10 a 20 ul, ce qui correspondait a une quantité de peptide allant de 250 a

500 picomoles.
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I-6- Méthylation chimique des résidus lysines

Le procédé de méthylation chimique des résidus lysines de la HBHA
recombinante a été inspiré de la littérature (Means, 1977, supra). En
substance, la HBHA recombinante purifiée sur une colonne d’héparine-
sépharose a été dialysée pendant 1 h a 4 °C contre 250 volumes de
tampon borate a 100 mM (pH 9,0). Aprés dialyse, des échantillons de 3 ml

de solution de protéine a 1 mg/ml ont été transférés dans des tubes de
verre fermés contenant 70 ul de solution fraichement préeparee de NaBH4 a
40 mg/ml et 6 ul de solution de formaldéhyde a 37 % (formaline, Sigma, St.
Louis). Les tubes ont été maintenus dans de la glace. Des echantillons de
200 pul ont été prélevés toutes les dix minutes afin de veérifier par
immunoblotting et analyse par spectrométrie de masse la complétude de la

réaction de methylation.

|-7- Test de méthylation enzymatique de la HBHA recombinante

100 ml de cultures de M. smegmatis ou M. bovis BCG, a une densite

optique mesurée a 600 nm (DOggo) de 0,5, ont été centrifuges a 10000 x g
pendant 15 min. Le culot a été resuspendu dans 10 mi de tampon Hepes a
50 mM (pH 7,4) contenant 1 mM de AEBSF (Pefabloc Sc., Roche) et 15 %
(V/V) de glycérol (tampon A). Les cellules ont ensuite subi une sonication
continue pendant 10 min a 4 °C a l'aide d’un sonicateur de type Branson, la

puissance délivrée en sortie étant reglée sur 5. Le lysat de cellules totales a
été centrifugé a 4 °C, a 20000 x g pendant 15 min. Afin de realiser des
tests de méthylation, 300 ul de lysat total clarifié¢ a 1 mg de protéine par mi
ont été mélangés avec 40 pl de [méthyl-"*C]JAdoMet (60 mCi/mmol,
Amersham Pharmacia Biotech), 100 ul de HBHA recombinante purifiee sur

colonne héparine a 0,5 mg/ml, 5 ul de MgClg a 1M et 55 ul de tampon A.

Les tests de méthylation ont été effectués a 25 °C. Des éechantillons de
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100 ul ont éte prélevés au cours du temps afin de vérifier par

autoradiographie le niveau de methylation de la HBHA recombinante.

1-8- Animaux
5
Les etudes ont été réalisées sur des souris BALB/c femelles agées
de huit semaines (Iffa Credo, France). Pour les infections par M.
tuberculosis, les souris ont été transférées dans un confinement de type
P3.
10

I-9- Immunisation

|es souris ont été immunisées trois fois a deux semaines d’intervalle

en sous-cutane a la base de la queue, avec 5 pg de HBHA native par dose,

15 emulsifiés ou non dans une solution de diméthyldioctadécylammonium
(DDA, 150 pg/dose, Sigma) et de lipide A monophosphorylé (MPL,

25 pg/dose, Sigma). Au moment de la premiére injection, un groupe de
souris a regu une injection de BCG (souche Paris, 5.10° CFU) en sous-
cutane. Les souris ont été infectées dix semaines aprés la premiére

20  iImmunisation.
La méme expérience est conduite en remplacant, dans les doses
servant a 'immunisation, la HBHA native par (i) la HBHA recombinante non

methylee, et (ii) la HBHA recombinante méthylée.

25 I-10- Infections expérimentales

Des que la DOggo atteignait 0,5, les cultures de M. tuberculosis
etaient rincees une fois dans du milieu Sauton, suspendues en Sauton
additionne de 30 % de glycérol, puis aliquotées pour étre finalement

30 congelees a — 80 °C. Préalablement aux infections, une aliquote était

décongelee, et le nombre de CFU déterminé. Les souris ont été infectées
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en intraveineux dans la veine latérale de la queue par un inoculum de
10° CFU de M. tuberculosis suspendues dans du tampon phosphate (PBS,
pH 7,4), dans un volume final de 200 ul. Quatre souris par groupe ont &té

sacrifiées aprés six semaines. Le nombre de bactéries a éte déterminé

dans la rate, le foie et les poumons de chaque souris infectée, en étalant

les dilutions des organes broyés sur du milieu 7H11.

Les organes des souris vaccinees par le BCG ont ete étales sur des

boites 7H11 contenant 2 pg/ml d’hydrazide de [l'acide 2-thiophene-

carboxylique, afin d’inhiber la croissance des BCG résiduels. Les colonies
ont été comptées apres deux semaines d’'incubation a 37 °C. L'efficacité de
protection a eété exprimée en logiy de reduction du nombre de bacteries
présentes dans les organes des souris iImmunisees en comparaison avec
'énumération relative au groupe qui avait regu I'adjuvant seul. Les résultats

ont été obtenus a partir de groupes de quatre souris.

I-11- Cultures de lymphocytes et dosage de I'IFN-y

Les lymphocytes des rates ont éte purifies comme décrit (Andersen
et coll. 1991. Infect. Immun. 59 : 1558-1563). Les lymphocytes de quatre

souris par experience ont eté mis en culture dans des plaques de 96 puits
(NUNC) contenant 2.10° cellules/puits, dans 200 ul de RPMI 1640 (Gibco,
France) supplemente par 50 uM de 2-mercaptoethanol (Merck, Allemagne),
50 pg/mi de penicilline-streptomycine (Gibco), 1 mM de glutamax (Gibco) et
10 % de serum de veau foetal (Roche).

La concanavaline A a 5 ng/ml a été utilisée comme témoin positif de

viabilite cellulaire. La HBHA native a été utilisée a une concentration finale
de 5 ug/ml. Les surnageants ont été récupérés 72 heures apres le début de
la stimulation afin de doser I'lFN-y. L'IFN-y a été détecté par un test ELISA

de type sandwich. Les anticorps monoclonaux anti-IFN-y utilisés ont été
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obtenus a partir des clones R4-6A2 (Pharmingen, USA) pour la capture, et

SMG1-2 (Pharmingen) pour la détection.

Il - Résultats et exemples

II-1- Caractérisation de la_modification post-traductionnelle de la

HBHA native

L'analyse par spectrométrie de masse a révélé que la HBHA
recombinante avait un poids moléculaire (PM) de 21340, ce qui
correspondait au PM déduit de la séquence nucléotidique codant la HBHA
mycobacterienne (géne hbhA ou encore Rv0475 chez M. tuberculosis
H37Rv) (Menozzi et coll.,, 1998, supra). En re\}anche, le PM de la HBHA
native etait de 21610, soit un PM de 270 supérieur a celui de la HBHA
recombinante. En consequence, la HBHA produite par les mycobactéries
subissait une modification, laquelle n'était pas retrouvée au niveau de Ia
proteine recombinante produite par E. coli. Afin de définir la nature exacte
de cette modification, les HBHA native et recombinante ont été soumises a
une hydrolyse par 'Endo-Glu, et la masse des peptides obtenus a été
determineée par spectrométrie de masse. La seule différence entre les
HBHA native et recombinante a été identifié¢e au niveau du domaine
carboxy-terminal desdites protéines. La masse de ce domaine était de
4342 Da pour la HBHA native, et de seulement 4076 Da pour la HBHA
recombinante. Cetie difference d’'environ 270 Da correspondait a la
différence de masse mesuree entre les protéines HBHA entiéres. Aussi, la
ou les modifications post-traductionnelles de la HBHA native ont pu étre
localisées dans le domaine C-terminal. De plus, le spectre de masse
correspondant au dit domaine était constitué d'un seul pic pour la HBHA
recombinante, alors qu’il comptait cing pics pour la HBHA native, ces pics
etant separes les uns des autres par 14 Da (Figure 1).
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I-2- Determination de la modification post-traductionnelle de la

HBHA native

En vue de lidentification précise des acides aminés modifiés. |a
sequence du domaine de liaison a 'héparine a été déterminée par la
methode de degradation d’'Edman selon les procédures classiques. Cette
etude a revélé que seules les lysines étaient modifi€ées. En outre, sur les
quinze residus lysines présents dans le domaine C-terminal de la HBHA,
seuls deux presentaient le temps de rétention du standard lysine. Les treize
autres residus avaient des temps de rétention correspondant aux standards
glutamine et/ou arginine. Dans un premier temps, puisque (i) I'analyse par
spectrometrie de masse avait révélé qu'il y avait un incrément de 14 Da
entre les differents fragments de la HBHA native, et (ii) seules les lysines
etaient modifiees, I'hypothése avait été émise que les lysines du domaine
C-terminal pouvaient étre méthylées, donnant des mono-, des di-, ou
encore des trimethyllysines. Cette hypothese ne s'est cependant révélée
quen partie exacte, dans la mesure ol aucune triméthyllysine n'a en
definitive été identifiée dans la HBHA native. Cette vérification a été
effectuee au moyen de standards de calibrage correspondant a des mono-,
di- et triméthyllysines, respectivement. Les lysines modifiées avaient des
temps de retention conformes a ceux de la mono- et de Ia dimethyllysine,
mais pas a celui de la triméthyllysine (Figure 2).

Une analyse des acides aminés, en incluant la mono-, la di- et |la

trimethyllysine a titre de standards, a confirmé ce résultat.

11-3- Méthylation chimique de la HBHA recombinante

soumise a l'analyse par spectrométrie de masse. Comme indiqué sur la

figure 3, la masse du peptide correspondant au domaine C-terminal de la




10

15

20

25

30

WO 03/044048

CA 02466937 2004-05-13
PCT/FR02/03942

23

HBHA recombinante augmentait au fur et a mesure que la méthylation
chimique progressait.

En outre, le degré de methylation influencait la réactivité des
peptides avec les anticorps monoclonaux 3921E4 et 4057D2 (Rouse et
coll.,, 1991, supra) (Figure 4). Comme précédemment décrit (Menozzi et
coll., 1998, supra), la HBHA recombinante n’'était pas reconnue par
I'anticorps 4057D2, alors qu’elle I'était faiblement par 'anticorps 3921E4.
En revanche, comme indique sur la figure 4, le degré de méthylation de la
HBHA recombinante affectait différemment son affinité pour ces deux

anticorps, montrant que la méthylation d’'une protéine pouvait jouer un réle

important dans son antigenicite.

||-4- Méthylation enzymatique de la HBHA recombinante

Afin de déterminer si la méthylation des lysines de la HBHA native
etait le fait d'une activité enzymatique, un test de méthylation in vitro
specifique de la HBHA recombinante a été mis au point a partir d’'un lysat
mycobacterien. Des cultures mycobactériennes ont été lysées par
sonication. Les lysats totaux, de méme que des fractions cytoplasmiques et
parietales, ont eté utilisés comme sources enzymatiques pour tenter de
transférer des groupements ['“Cméthyles du donneur [*C-méthylJAdoMet
vers l'accepteur représenté par la HBHA recombinante. L'incubation des
lysats totaux de M. tuberculosis, M. bovis BCG et M. smegmatis, contenant
de la ["“C-méthyl]AdoMet, avec la HBHA recombinante a résulté en
"incorporation de groupements ['“C]méthyles dans ladite HBHA (Figure 2).
En revanche, lorsque les lysats etaient chauffées a 95 °C, ils n'étaient plus
capables de catalyser la réaction de transméthylation. Aussi, la ou les
methyltransferases mycobactériennes responsables de la méthylation de Ia
HBHA éetaient thermosensibles.

L'isolement de la ou des méthyltranférases est envisagé selon

différentes approches.
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Dans un premier cas, les protéines présentes dans un lysat
mycobacterien sont séparées par chromatographie échangeuse d'ions,
HPLC ou daffinite, en suivant les fractions capables de catalyser la
réaction de transméthylation a partir de la ['*C-méthylJAdoMet sur la HBHA
recombinante. De tels enrichissements sont poursuivis jusqu'a obtenir un
echantillon dans lequel la ou les méthyltransférases sont suffisamment
pures pour en determiner la séquence. Ainsi, en se référant a la séquence
connue du genome de M. fuberculosis H37Rv (Cole et coll., 1998, supra),
le ou les genes codant la ou les méthyltranférases sont identifiés, puis
clones suivant les techniques connues de 'homme du métier.

Une seconde approche consistait a rechercher dans le génome de
M. tuberculosis H37Rv les génes candidats codant potentiellement des
methyltranferases sur la base d'une homologie de séquence avec Ia
sequence de genes de méthyltranférases connus et identifiés en tant que
tels dans les banques de données. Ainsi, ont été retenus cing genes
candidats, a savoir Rv0208c, Rv0380, Rv1405, Rv1644 et Rv3579. Ces
genes sont clonés et exprimés chez E. coli. Les produits desdits génes sont
ensuite purifies et testés pour leur capacité a méthyler la HBHA
recombinante a partir du donneur de méthyle AdoMet marquée

radioactivement.

lI-5- Production de la HBHA par M. smegmalfis

Il a ete demontré que M. smegmatis n’exprimait pas la HBHA (Pethe
et coll., 2001, supra). Pourtant, il était possible de transférer des
groupements ["“Clméthyles a partir de ["*C-méthyl]JAdoMet sur la HBHA
recombinante en utilisant un lysat de ce microorganisme (Figure 2). Aussi
etait-il suggéré que M. smegmatis possédait la machinerie enzymatique
responsable de la réaction de transméthylation de la HBHA. Dans le but de
verifier cette hypothése, la souche M. smegmatis MC?155 a é&té

transformée avec un dérivé du plasmide pRR3 contenant le géne hbhA
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(Rv0475)ccodant la HBHA chez M. bovis BCG, afin d’obtenir la souche M.
smegmatis(pRR-hbhA). La production de HBHA a été analysee par western
blot. La HBHA produite par M. smegmatis(pRR-hbhA), appelée MS-HBHA.
etait reconnue par les anticorps monoclonaux 3921E4 et 4057D2,
suggerant fortement que ladite MS-HBHA était modifiée post-
traductionnellement a l'instar de la HBHA native de M. bovis BCG. La MS-
HBHA a été purifiée et soumise a une hydrolyse par 'Endo-Glu. L'analyse
par spectrometrie de masse des produits de digestion ainsi obtenus, ainsi
que la determination de la séquence peptidiqgue du domaine C-terminal de
la MS-HBHA, ont montré qu’elle présentait effectivement le méme type de
modification post-traductionnelle que la HBHA de M. bovis. En
consequence, M. smegmatis possédait une machinerie enzymatique

capable de catalyser la méthylation de la HBHA recombinante.
En conséquence, pour réaliser les expéeriences de vaccination, la

HBHA native est alternativement purifiée a partir de la souche transformée
M. smegmatis(pRR-hbhA).

lI-6- Etude de la HBHA native comme antigene protecteur

La reponse immunitaire engendrée par la HBHA native, de méme
que son pouvoir protecteur contre une infection par M. tuberculosis, ont été

testes dans le modeéle murin.
Ces expériences sont également réalisées en utilisant |a HBHA

recombinante, sous ses formes non méthylée et methylee.

respectivement utilisés a raison de 150 ng et 25 ug par dose.

Le groupe 1 a été vacciné avec I'adjuvant seul contenu dans 200 pl
de tampon PBS. Le groupe 2 a été vacciné avec 5 ng de HBHA native
purifiee et émulsionnée dans 200 ul de melange PBS-adjuvant. Le groupe

3 a été vacciné avec 5 ug de HBHA native seule, en solution dans 200
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de PBS. Les souris ont recu trois injections des différentes préparations a
deux semaines d'intervalle. Un quatriéme groupe (témoin positif) a été
vacciné avec une dose de 5.10° CFU de BCG.

Du sang a été prélevé sur I'ensemble des souris des différents
groupes, dix jours apres la derniére injection des préparations vaccinales,
afin de tester la production d’anticorps spécifiques de la HBHA native. Pour
chaque groupe, les dosages en IgG ont été réalisés sur des melanges de
serums. Le titre en anticorps a été défini comme correspondant a la dilution
maximale des sérums donnant une valeur trois fois supérieure au blanc. Le
tableau 1 suivant fournit une mesure des titres en IgG induits par l'injection

des difféerentes préparations.

Tableau 1

TGré_upe1 | _Groupe2 - _Graupe 3 | Groupe 4

Adjuvant |HBHA+adjuvant HBHA BCG
IgG totales [<10 73000  |5000 <50
IgG1  [<10  [580000 24000  [<10 -
1gG2a <10  [17000 |800 <20
gG2b  |<10 - |8500 |90 <10
I9G3 “[<10 750 180 [<i0

Les résultats ont montré que les souris vaccinées avec |a HBHA
(groupes 2 et 3) produisaient des taux importants d’'lgG1, et produisaient
egalement des IgG2a, IgG2b, ainsi que des I9G3. Ces types d'anticorps
refletaient la génération d’'une réponse mixte TH1/TH2. La présence de

I'adjuvant (groupe 2) ne modifiait pas le profil de la reponse par rapport a la
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proteine HBHA seule (groupe 3). Toutefois, ledit adjuvant permettait de
produire environ 10 fois plus des differentes IgG (Tableau 1).

Afin de tester la réponse cellulaire, quatre souris par groupe ont été
sacrifiees dix semaines apres la premiere injection. Les lymphocytes ont
ete recuperes et stimulés in vitro par la HBHA native. Aprés stimulation, la
production d’'IFN-y a été testée. Comme indiqué sur la figure 5, seuls les
lymphocytes purifies a partir des souris du groupe 2, vaccinées avec la
HBHA native associée a l'adjuvant, produisaient de I'IFN-y spécifique de
ladite HBHA.

Enfin, des experiences ont été effectuées dans le but de tester le
pouvoir protecteur de la HBHA native contre une infection par M.
tuberculosis. Le groupe 3, vacciné par la HBHA seule, a été écarté au profit
du groupe 2 étant donné que la réponse immunitaire, tant humorale
(Tableau 1) que cellulaire (Figure 5), y était apparue de meilleure qualité a
la lumiere des résultats experimentaux. Dix semaines aprés la premiére
Injection de preparations vaccinales, les souris ont été infectées par voie
intraveineuse avec 10° CFU de M. tuberculosis. Quatre souris par groupe
ont éte sacrifiées six semaines aprées l'infection afin d’énumérer le nombre
de CFU presentes dans les différents organes des souris. La charge
bactérienne a éte determinée dans le foie, la rate et les poumons des
animaux. La resistance a eté définie comme la différence de charge
bacterienne, exprimée en logyo, entre le groupe contréle 1, vacciné par
'adjuvant seul, et les groupes 2 et 4, respectivement vaccinés par la HBHA
associee a l'adjuvant et par le BCG. Le tableau 2 suivant indique I'efficacité

de la protection induite par les différentes immunisations.
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Tableau 2
" Foie Rate |  Poumons
CFU Résistance | CFU Résistance | CFU Résistance
(log10) (log10) (l0g10)
Groupe1 | | - T
Adjuvant | 560+0,20 5.85+0,21 5 27+0,25
Groupe 2 T -1 71 1
HBHA+ 4 661+0,35 0,94 5,00+0,04 0,85 4 3413017 0,93
adjuvant
Grouped | | ¢ -
BCG 4 4110,20 1,19 4 680,25 1,17 4 451020 0,82
5 L’énumération des CFU a montré que la réponse immunitaire

engendréee par la HBHA native éetait capable de rendre la souris
partiellement résistante a une infection par M. fuberculosis. La resistance
observée était d'ailleurs du méme ordre de grandeur, qu'ill s'agisse de la
HBHA native ou du vaccin de référence de I'état de la technique, a savoir le
10 BCG. En conséquence, des injections de HBHA native protégeaient la
souris d'une infection par M. tuberculosis, dans des proportions voisines de
celles du vaccin BCG.
Cette expérience est conduite en utilisant les formes méthylée et non
methylée de la HBHA recombinante, afin de comparér le niveau et
15 Tlefficacité de la protection induite & ceux observes avec la HBHA native.
Ainsi, la HBHA recombinante méthylée, en ce qu'elle est immunogene,
engendre, chez ['animal, une résistance a une infection par M. tuberculosis
tout aussi efficace que celle induite par la HBHA native.
Aussl, I'un des objets de la présente invention est un vaccin sous-
20 unitaire destiné au fraitement des infections mycobactériennes et

comprenant, dans sa formulation, la HBHA native.
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Dans le cadre de la production de compositions vaccinales a
I'échelle industrielle, il est stratégique d'utiliser des organismes producteurs
génétiguement recombinants, souvent plus intéressants que les
organismes producteurs sauvages en ce que les premiers sont faciles a
transformer par les sequences nucléotidiques des seconds, codant la ou
les protéines d'intérét, et en ce quils sont judicieusement choisis,
notamment pour leur innocuité et leurs parametres de croissance aisement
contrblables, tels en particulier qu’il n'est pas nécessaire d’'investir dans du
matériel spécifique coliteux. C'est pourquoi, un objet préfére de 'invention
concerne un vaccin sous-unitaire destiné au traitement des infections
mycobactériennes avantageusement caracterise en ce quil comprend,
dans sa formulation, la HBHA meéthylée dans sa version recombinante,
c’est-a-dire produite par un héte cellulaire recombinant meticuleusement

choisi pour répondre aux exigences industrielles et sanitaires.
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REVENDICATIONS
1. Composition immunogene pour son utilisation en tant gu’agent induisant ou

stimulant la production lymphocytaire d’'INF-y spécifigue de 'hémagglutinine de liaison a
'héeparine (HBHA) dans un traitement de protection contre la tuberculose, la composition
comprenant dans une formulation pharmaceutiquement acceptable :
- une proteine HBHA native, purifiée a partir de M. tuberculosis ou
de M. bovis BCG, dont tout ou partie des résidus lysine situés dans
son domaine de liaison a [I'héparine, de séquence
KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK,  sont
methyles ; et
- un ou plusieurs adjuvants ;
la composition immunogene comprenant entre 0,1 et 20 ug de protéine HBHA
native purifiee par dose.
2. La composition selon la revendication 1, dans laguelle le ou les adjuvants stimulent
la reponse immunitaire cellulaire induite pas la protéine HBHA native purifiée.
3. La composition selon la revendication 1 ou 2, comprenant des excipients
pharmaceutiquement compatible.
4. La composition selon la revendication 3, les excipients étant choisis dans le groupe
constitué de 'eau, un tampon salin, du dextrose, du glycérol, de I'éthanol et des mélanges
de ceux-cl.
D. La composition selon 'une quelconque des revendications 1 a 4, dans laquelle les

residus lysine sont mono- ou dimethyles.
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0. La composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, dans laquelle au
moins treize residus lysine sur quinze présents dans le domaine de liaison a I'héparine
sont methyles.

/. La composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, dans laquelle la
proteine HBHA native purifiée est une protéine HBHA native de M. tuberculosis.

8. La composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, dans laquelle la
proteine HBHA native purifiee est une protéine HBHA native de M. bovis BCG.

9. La composition selon 'une quelconque des revendications 1 a 8, dans laquelle la
proteine HBHA native purifiée est une protéine HBHA native purifiée par un procédé
comprenant une éetape finale de purification par HPLC en phase inverse a l'aide d’une
colonne de type nucleosyl-C18 équilibrée dans 0,05% d’acide trifluoroacétique.

10. La composition selon 'une quelconque des revendications 1 a 9, formulée pour une
administration par voie nasale, orale, sous-cutanée, intradermique, intramusculaire,
vaginale, rectale, oculaire, ou auriculaire.

11.  La composition selon la revendication 10, comprenant des composés auxiliaires, les

composes auxiliaires étant des agents mouillants, des agents émulsifiants ou des

tampons.
12.  La composition selon 'une quelconque des revendications 1 a 11, comprenant 5 ug

de proteine HBHA native purifiée par dose.

13.  Utilisation de la composition selon ['une quelconque des revendications 1 a 12, pour
Induire ou stimuler la production lymphocytaire d’'IFN-y HBHA-spécifigue dans un

traitement de protection contre la tuberculose.
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14.  Utilisation de la composition selon 'une quelconque des revendications 1 a 12, dans

la fabrication d'un medicament pour protéger contre la tuberculose par production

lymphocytaire d’'IFN-y HBHA-spécifique.
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