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Composés immunogénes & effet notamment anti-
cytokine, procédé de préparation, compositions pharmaceuti-
ques et kits les renfermant.

Nucleic Acid Reasearch, Vol 11, N° 3, Février

> 1993, Arlington, Virginia US pages 555-573 décrit des
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molécules natives d'interféron al et a2 murins. GB-A-2 157
697 decrit des molécules natives d'interférons a bovins. WO-
A-8 805 783 décrit des peptides homologues & un morceau de la
moleécule rétrovirale du virus murin MLV plSE, ces peptides
etant dotés de propriétés suppressives, de méme que l'utili-
sation de ces peptides comme agents immunisants contre une

infection rétrovirale ou au contraire pour induire une
immunosuppression.

La presente invention concerne des composés
immunogénes & effet notamment anti-cytokine, un procédé de

Ppréparation, compositions pharmaceutiques et kits les

renfermant.

La presente invention a un double objectif :

l) Des composés préparés et utilisés tout comme des agents
d'immunisation active(vaccination). Ce sont :

- des composés dérivés d'une cytokine par perte de

l'activité biologique caractéristique de 1la cytokine,
qul sont capables d'induire une réponse immunitaire in
vivo a l'encontre de la cytokine native,

- des sites peptidiques du HIV-1 sélectionnés du fait de
leur interférence éventuelle avec les processus d'acti-
vation des cellules T,

- des particules de virus HIV deplétés de 1leur ARN
génomique, ainsi que des compositionsﬁgharmaceutiques
les contenant.

2) Un traitement prophylactique ou therapeutique consistant
en une vaccination anti-cytokine et visant a réparer les
dereglements homéostatiques provoqués par la surproduction

d'une cytokine. Cette stratégie nouvelle de vaccination

pourra étre utilisée seule ou, dans le cas d'une infection

microbienne, combinée & une vaccination conventionnelle
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(ilmmunisation active dirigée contire l'agent infectieux).
Les cytokines sont des protéines modulatrices de

ltactivité ou de 1la prolifération cellulaire, dont 1la
production est ‘généralement locale et transitoire et qui
agissent de maniére paracrine ou autocrine. Dans ce quil suit,
le terme "cytokine" rassemble des familles de molécules
endogénes a dénomination variée : lymphokines, monokines,

interleukines, 1interférons, facteurs de colonisation et

facteurs de croissance, neuro peptides.

FEUILLE DE REMPLACEMENN.
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Les cytoklnes connues sont notamment l'interfé-
ron-a (IFN-a), 1l'interféron-f8 (IFN-B), l'interféron—-gamma
(IFN-gamma), 1l'interleukine-1 (IL-1) sous types a et g,
1'interleukine-2 (IL-2), 1'interleukine-3 (IL-3), l'interleu-

‘kine-4 (IL-4), l'interleukine-5 (IL-5), l'interleukine-6 (IL-

6), l'interleukine 10 (IL-10), le tumor necrosis factor (TNF)
sous types a et g, le transforming growth factor-g8 (TGF-8),
sous types g1, p2, p3, PFl1l.2, et les colony-stimulating
factors (CSF) tels que le granulocyte macrophage-stimulating
factor (GM~-CSF), le granulocyte colony-stimulating factor (G-
CSF) et le macrophage-stimulating factor (M-CSF) et 1le
facteur de crolssance épitheélial (EGF), la somatostine, les
endorphines, les divers "“releasing factors" ou "inhibitory
factors" tels que le TRF.

Certains états pathologiques dus a une infection,
tels que le SIDA ou l'Herpes, peuvent découler de dérégle-
ments homéostatiques induits par une surproduction de cytoki-
ne(s) comme l'a-IFN ou le TNF. D'autres états pathologiques
(tumeur maligne, allergie, maladie auto-immune) peuvent étre
egalement la consequence de déreglements homéostatiques.

Afin de traiter certains de ces états patholo-
giques, l'usage d'anticorps monoclonaux (MAbs) neutralisants
anti-cytokines a été proposé a des fins thérapeutiques.
Certalins d'entre eux ont déja été expérimentés avec succes.
De tels MAbs sont destinés a neutraliser l'hyperproduction
d'une cytokine. | :

A cette thérapie passive de type sérothérapique,
on propose malntenant de substituer un thérapie active de
type vaccinal quil consiste en l'administration d'une cytokine
immunogéne, inactivée ou d'un de ses analogues inactifs. Il
s'agit en fait d'induire un réponse immunitaire de 1l'orga-
nisme a l'encontre de la cytokine native qui est produite en
exceés. Cette thérapie active, tout comme l'administration de
MAbs, mettrait en ceuvre un effet "tampon," mais certainement
de maniére plus fine et plus adaptée. En outre, cette

nouvelle théraple évite la nécessité d'humaniser les MAbs
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d'origine animale (murine) cul est une étape 1longue et

délicate dans le développement des MAbs a fins thérapeuti-
ques.

D'autre part 1'IFN-a, -8 ailnsi que le TGF-§ sont
en particulier connus comme inhibiteurs de la croissance des
cellules de l'immunite (cytostase).

Le systéme immunitaire se présente sous deux
aspects fonctionnels : l'immunité non-spécifique et 1'immu-
nité spécifique, dite encore a mémoire. L'immunité non
spécifique consiste en une premiére ligne de défense, capable
d'arréter la plupart des agents pathogénes avant que ne
s'établisse une véritable infection. Les mécanismes de
l1'immunité spécifique entrent ensuite en action. Ils déclen-
chent une réaction dirigée spécifigquement contre le germe
responsable, entrainant sa destruction.

Les phénoménes de l'immunité spécifique et non-
spécifique sont le fait de cellules et de molécules réparties
dans tout l'organisme. L'immunité non-spécifique met notam-
ment en Jjeu des cellules phagocytaires et des cellules
tueuses ou NK (natural killer) ainsl que des facteurs
solubles tels que le lysosyme, le complément et une famille
d'agents antiviraux a large spectre d'action c'est a dire les
interférons.

Par la suite, on a mis en évidence que les
interférons peuvent étre prodults dans des conditions
physiologiques ou physiopathologiques qui ne  sont pas
forcément associées a des infections virales. Il existe, en
effet, un certain nombre d'inducteurs de la synthése des
interférons qui sont des substances non-virales.

Les 1interférons posséedent outre leur effet
antiviral dans 1le simple controle d'une 1infection, une
activité anti-prolifeérative (cytostatique) 1in vivo qui leur
confere des propriétés anti-tumorale, et immunorégulatrice
des réactions immunitaires spécifiques. On s'accorde toute-

fois & penser que cet effet reégulateur est extrémement

complexe.
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L'immunité spécifique acquise est quant a elle le
fait d'une coopération des macrophages, des lymphocytes B
(lmmunité a meédiation humorale) et des lymphocytes T (immu-
nité a médiation cellulaire).

D'une maniére génerale et schématique, il existe
deux grands types de réponse 1mmunitaire spécifique : 1la
réponse de type humoral qui est caractérisée par la produc-
tion d'anticorps par les lymphocytes B et la réponse immuni-
talire a médiation cellulaire qui met en jeu des cellules
effectrices, c'est a dire essentiellement les lymphocytes T,
(lymphocytes cytotoxiques). Ces reéponses sont initialement
activeées par 1les cellules présentatrices d'antigénes et
modulées par 1les cellules reéqulatrices, c'est a dire les
lymphocytes T, (lymphocytes T auxilliaires) et les lymphocy-
tes T suppresseurs.

Dans ses tres grandes lignes, la réponse immuni-
taire spécifique fonctionne comme suit
- Les cellules présentatrices d'antigéne (monocytes,

macrophages et lymphocytes B) capturent l'antigéne, le
digérent et en réexposent des fragments & leur surface,
en assoclation avec des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe I ou II.

- Quand les lymphocytes T, "voient" les fragments d'anti-
génes assoclés au complexe majeur d'histocompatibilité
de classe 1II, ils proliferent, passent sous forme
activée (synthétisent de 1'IL-2), et ce faisant stimu-
lent la proliféeration des 1lymphocytes B produci:eurs
d'anticorps et celle des lymphocytes T, (lymphocytes
cytotoxiques ou CTL). '

- Les lymphocytes B produlsent des anticorps qui vont
interaglr avec les antigeénes circulants de maniéere a les
neutraliser.

- Enfin, les lymphocytes T, détruisent 1les cellules
infectéees quand ils reconnaissent les fragments d'anti-
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génes assoclés au complexe majeur d'histocompatibiliteé

de classe 1I.

La r'éponse lmmunitaire standard a un agent
microblen quelconque peut étre schématigquement résumée comme
suit : 1'intervention de 1'immunité non-spécifique est quasi-
immédlate puls, s1 besolin est, elle est suivie dans les 48 a
72 heures de l'apparition de la réponse immunitaire spécifi-
que. Toutefols, 11 y a de notables exceptions, en particulier
lorsque l'agent microbien est un virus. Dans ce cas-la , on
observe parfols l'absence ou la difficile induction d'une
réponse immunitaire spécifique. '

L'absence d'induction pourrait s'expliquer par un
effet suppresseur 1induilt par l'agent viral dd a une surpro-
duction de cytokines telles que 1'IFN-a. Ces dernieres

pourralent empécher ou freiner la mise en place de la réponse

immunitaire.

Ce qul précede explique 1l'échec de certaines
tentatives de vaccination. En effet, des éléments fortement
immunogénes, candidats potentiels au titre de vaccin (virus
ou bactérie 1nactiveé ou atténué ; protéines d'origine virale,
bactérienne ou parasitaire) se révelent parfois insuffisants
lors des essails 1in vivo, comme dans le SIDA ou l‘'Herpes.

Les 1nfections a HIV (virus de 1l'immunodéficience
humaine) constituent un cas typique de ce qui vient d'étre
evoqué. De maniere toute particuliéere, on a constaté 1la
présence d'IFN-a, et de néoptérine et de B, microglobuline
marqueurs de la production d'IFN-a, en quantité significative
dans le sang de patients présentant une infection a HIV
(human 1mmunodefficlency virus) tandis que 1le sang des
individus sains est exempt d'IFN-a en quantité détectable :;
on a egalement constate la présence de corpuscules associlés
a la secrétion d'IFN-a dans les ganglions d'individus
infectés par HIV.

De plus, en culture in vitro de PBL (peripheral
blood lymphocytes : lymphocytes <+ macrophages) issus de
patients au stade ARC ou SIDA, la production d4d'IL-2 est
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sensiblement améliorée lorsque les PBL ont été traites par un
sérum anti-IFN-a.

Une infection a HIV est détecteée dans son tout
premier stade par une séropositivité du patient qui persiste
par la suite. De maniére typique, cette infection évolue au
cours des années, du stade asymptomatique au stade fulminant
du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) en passant par
une lymphadénopathie généralisée et persistante (PGL) et un
stade pré-SIDA ou SIDA-related complex (ARC). En parallele a
cette infection, se développent assez couramment des manifes-
tations cliniques associées (ou infections opportunistes) tel
les pneumonies a Pneumocystis carinii, des infections a
cytomégalovirus, et des tumeurs tels que le sarcome de
Kaposi. En résumé, une infection a HIV neutralise les
défenses d'un individu en mettant en complete deroute son
systéme immunitaire.

Le virus HIV a pour cible les cellules du systeme
immunitaire exprimant le marqueur membranaire CD,, essentiel-
lement les cellules T, et les macrophages. Lors d'une
infection, le nombre de lymphocytes T, circulants décroit
progressivement aux stades PGL et ARC et chute brutalement au
stade SIDA. Ainsi la perte sélective des lymphocytes T, et
des macrophages résultant de l'activité cytostatique du HIV
est directement le reflet du phénoméne d'immunodéficience. Ce
mécanisme peut reconnaitre différentes étiologlies dont

l'apparition de facteurs de suppression.

I1 serait également souhaitable disposer de
dérivés anticytostatiques permettant de bloquer l'activité de
ces facteurs de suppression.

On a maintenant trouvé que notamment un IFN-c,
sous une forme immunogéne et inactiveée, ou un fragment ou un
analogue inactif, eétait capable de stimuler 1la reponse
immunitaire dfun individu et donc d'induire dans 1l'organisme
une propriété antisuppressive a l'encontre des cellules de
1'immunité (propriété deéenommee anticytostatique).

C'est pourquoi la présente invention a pour objet
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une cytokilne immunogéne, inactivée ou un analogue inactif ou
un fragment de cytokine.

Par "cytokline immunogéne" on entend une cytokine
capable d'induilre une réponse immunitaire méme dans 1l'espeéce
dont elle est issue, sachant que la cytokine native corres-
pondante (cytokine substantiellement telle que trouvée dans
une espeéce) en est 1ncapable ou trés faiblement capable. Par
exemple, une cytokine d'origine humaine administrée sous
forme lmmunogéne (forme différente de la forme native) a une
humain, induit une réponse anti-cytokine qui se concrétise
habituellement au moins par la production d'anticori:s qui
reconnalissent a la fois la cytokine administrée et 1la
cytokine native. Parmi ces derniers, les anticorps neutrali-
sants sont en particulier capables d'inhiber 1l'activité
blologique de la cytokine native. Plus particuliérement, on
considére qu'une cytokine immunogéne est capable d'induire
une reéponse 1immunitaire humorale ou cellulaire chez une
majorité d'individus de la méme espéce.

Par '"cytokine inactivée ou un analogue inactif™"
on entend une cytokine ou fragment de cytokine qui a perdu ou

qui n'a pas d'activite biologique ; c'est a dire qui n'est

pas capable d'agir en tant que régulateur de l'activiteé de la
prolifération cellulaire.

Par "cytokine inactive", on entend un analogue
d'une cytokine telle que trouvée dans une autre espeéece, qui
n'a pas d'activité biologique dans l'espéce a 1a§uelle elle
est administreée et dont la séquence en acides aminés diffeéere
de la sequence naturelle par au moins un résidu acide amineé
; le degre d'homologie n'etant toutefois pas inférieur a 50%
et de préeférence pas inférieur a 80 % -

Par "cytoklne inactivée" on entend une cytokine ou cytokine
inactive qui a perdu son activité bioclogique et qui a été
obtenue a partir d'une cytokine native (les cytokines natives
dont on dispose sont le plus souvent produites par les
techniques de génie génétique ayant subi notamment un
traitement chimique, physique ou immunologique ou encore
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apres encapsulation dans une émulsion dans des protéosomes ou
des liposomes pour les inactiver).

Par "fragment inactif de cytokine", on entend un.,
fragment d'une cytokine telle que trouvée dans une espéce,
qul n'a pas d'activité biologique dans 1l'espéce a laquelle
elle est administrée, notamment chez l1'homme et dont 1la
sequence ne acldes aminés différe de la séquence naturelle
par au moins un résidu acide aminé ; le degré d'homologie
n'etant toutefois pas inférieur a 50% et de préférence pas
inférieur a 80%. Un tel fragment peut avoir de 4 & 100 acides
aminés par exemple et de préférence de 6 a 60 acides aminés
et notamment de 6 a 20. Il peut étre fabriqué par synthese
peptidique ou par génie génétique (notamment bactéries ou
cellules eucaryotes recombinantes).

De maniére avantageuse, une cytokine selon
l'invention est d'origine murine ou de préférence humaine.

Par "cytokine %nactivée d'origine humaine" on
entend une cytokine inactivée obtenue a partir d'une cytokine
humaine. '

De maniére préférée, une cytokine selon 1'inven-
tion est une cytokine immunogéne et inactivée.

Une cytokine selon l'invention est de préférence
sélectionnée parmi un IFN-a, un IFN-F, un IFN-gamma, une
interleukine (IL), notamment une IL-2, une IL-4, une IL-5,
une IL-6, un TNF a ou f et un TGF-8 et notamment un interfé-
ron-gamma, une 1interleukine-l1, une interleukine-2, une
interleukine-4, une interleukine-5, une interleukine-6, une
interleukine-10 (IL-10) et un transforming growth factor-£ ou
un fragment 1inactif ou inactivé desdites cytokines. On
prefere plus particuliérement un TGF-8, un IFN-8 et un IFN-a
selon l'invention ; ce dernier étant tout particuliérement
prefere.

L'invention a aussi pour objet un procédé de
préparation d'une cytokine immunogéne et inactivée ou d'un
fragment inactif de cytokine, qui comprend l'acte d'inactiver

et de rendre immunogéne une cytokine en la soumettant a un
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traitement immunologique, physique ou chimigue. On notera
gqu'un seul et méme traitement peut 1lui falt perdre son
activiteée biologique et la rendre immunogeéne.

Un traitement physique approprié peut eétre un

5 traitement par la chaleur ou des irradiations, une encapsula-
tion (émulsion eau dans huile ou inclusion dans des vésicules
tels 1les liposomes et les protéosomes). Un traitement
chimique adapté peut étre un traitement par un aldeéhyde tel
que le formaldéhyde ou un polyaldéhyde ou d'autres composes

10 (B-propiolactone ou le polyéthyléeneglycol par exemple). Un
traitement au formaldéhyde est particuliérement préfére.

De maniére typique, on traite 100 pug a 10 mg de
cytokine/ml par du formaldéhyde ayant une concentratilon
finale de 10mM & 100mM, a une tempeérature de 10 a 60°C,

15 pendant 2 a 15 jours. Ces données sont uniquement fournies a
titre indicatifs. Bien entendu chacun des paramétres varile en
fonction des autres ; par exemple lorsque la concentration en
formaldéhyde augmente, la durée de la reaction peut eétre
réduite sans prejudice.

20 L'invention a aussi pour objet les cytokines ou
fragments de cytokines sous forme inactivée et 1mmunogeéne
obtenus par la mise en oceuvre des procédés ci-dessus deécrits,
de préférence d'origine humaine notamment ceux ci-dessus
décrits.

25 | Comme on l'a wvu, les cytokines, fragments ou
analogues selon 1l'invention présentent de rémarquables
propriétés : 1ils sont notamment capables d'indulre une
réponse immunitaire de l'individu auquel 11 sont administreés
(réaction de type humoral et cellulaire) a la maniere d'un

30 vaccin, mais agissant dans les cas d'hyperproduction de
cytokines déréglant 1l'homéostasie, pour corriger ces deregle-
ments. Les produits selon l'invention présentent l'avantage
de ne faire sentir leurs effets que lors de ces dereglements.

Il n'induisent pas d'effets secondaires cliniques

35 ou biologiques notables.

Au cours de l'évolution de l'infection a HIV, les
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individus produisent anormalement de 1'IFN-a, contribuant a

un effet cytostatique sur les cellules de l!'immunité. Des

doses 1nfimes d'IFN-a bloquent en effet la prolifération des

cellules normales (telles que des LT de sang d'individus
normaux) ; de plus des anticorps anti IFN-a ont partiellement
restauré la prolifération et la production d'IL-2 par des LT
de malades atteints du SIDA.

De méme, la surproduction des autres cytokines
contribue & induire d'autres états pathologiques :

- C'est le cas notamment de 1'IL-4 qui est un cofacteur de
stimulation des Lymphocytes B (LB) induisant la product-
ion A'IgE par lesdits LB. Ces IgE, par leur pouvoir de
dégranulation des basophiles et des mastocytes, contri-
buent aux manifestations pathologiques liées & l'aller-
glie.

- C'est le cas aussli par exemple de 1'IL-6 qui contribue

a la sécrétion d'Ig (immunoglobulines) par les cellules
cancereuses de myeélome.

L'administration de cytokines, fragments ou
analogues selon l'invention produit une réaction immunitaire
de l'organisme restaurant l'équilibre compromis grace a la
réaction immunitaire humorale et cellulaire (anticorps ou
cellules tueuses anti-cytokine concernée). |

Les cytokines, fragments ou analogues selon l'invention
trouvent de ce fait des applications selon 1la cytokine
concernée, tant curatives que préventives notamment dans le
traitement du SIDA pour 1'IFN-a, dans le traitement de
l'allergie pour 1'IL-4 et 1'IL-5, dans le traitement de
certaines affections auto-immunes (Lupus Erythémateux,
Polyarthrite rhumatolde, Sclérodermie ...), le traitement de
certailnes maladles cancéreuses telles que le mélanome
multiple pour 1'IL-6, et plus généralement 1les autres
maladies sous-tendues par le déreglement en excés de cytoki-

nes (incluant comme on l'a vu les neuropeptides comme 1la



10 92/22577

10

15

20

25

30

2111580

somatostatine)

L.es dérives selon l'invention ont une trées faible
toxicité tant chez 1l'animal que chez 1l'homme. Des doses de 20
mg administrées a la souris aux jours 0, +21, +41 n'ont
produit aucune toxicité. Une dose de 200 a 400 mg injecteée a
1l 'homme par voie intramusculaire de dérivé de l'exemple 1 par
exemple n'a produit aucun effet toxique décelable.

Ces propriétés Jjustifient 1l'application des
cytokines, fragments ou analogues selon l'invention a titre
de médicaments.

C'est pourquol la présente invention a aussi pour
objet : '

a) Une composition pharmaceutique comprenant a titre
d'agent thérapeutique, une cytokine ou fragment ou
analogue de cytokine selon l'invention.

b) Une composition pharmaceutique destinée au traitement
d'une tumeur maligne telle gqu'un myélome multiple dont
la sécrétion d'Ig est liée a 1'IL-6, d'une affection
auto-immune ou d'une allergie (urticaire, rhinites
allergiques) associées a l'hyperproduction d'Ig, liée a
la surproduction d'IL-4 ou IL-5 qui comprend a titre
d'agent thérapeutique une cytokine, fragment ou analogue
selon l'invention sélectionnée parmi une IL-6, une TGF-
g, une IL-1, une IL-2, une IFN-gamma, une IL-5 et une
I1L-4.

C) Une composition pharmaceutique destinée & la stimulation
des défenses immunitaires d'un individu, qui comprend a
titre d'agent thérapeutique une cytokine, fragment ou
analogue selon l'invention sélectionnée parmi un TGF-q,
une IFN-8, un TNF et un IFN-a selon l'invention.

d) Une composition pharmaceutique destinée au traitement
d'une infection a HIV de préeférence a HIV-1l, dqui
comprend a titre d'agent thérapeutique un IFN-a,
fragment ou analogue d'IFN-a selon l'invention.

5 <od (Lo TR . EPURT . - - Y .
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Ces composilitions pharmaceutiques comprennent

12

habituellement un excipient pharmaceutique acceptable en plus
d'une quantité therapeutiquement efficace du principe actif.

Une composition pharmaceutique telle que réperto-
riee sous d) est d'un intérét tout particulier lorsqu'il
s'aglt de traiter une infection a HIV de maniére prophylacti-
que thérapeutique au stade ARC ou SIDA ou des manifestations

cliniques assoclées. En effet, un IFN-a selon l'invention a

une activité anti-cytostatique a l'encontre des lymphocytes

T, des patients et ainsi favorise le maintien, sinon la

crolissance du nombre des lymphocytes T,, avec pour -consé-

quence directe le maintien ou la reprise de l'activité des
lymphocytes T cytotoxiques. Ceci peut étre mis en évidence
dans un test CMI (immunité a meédiation cellulaire) tel que
décrit dans l'exemple 4 ci-apres.

Une composition pharmaceutique répertoriée sous

c) ou d) peut en outre contenir un agent vaccinal convention-

nel. Par "agent vaccinal conventionnel" on signifie

(1) Un agent pathogéne traité ou modifié pour le rendre non-
infectieux ; ceci peut étre par exemple une bactérie ou
un virus entier qui a perdu son caractére infectieux
grace a un traitement chimique (agent vaccinal inactivé)
ou dont la virulence a été atténuée par mutagénése ou
par passage dans un milieu qui provogque des mutations
(agent vaccinal tué) ;

(11) Un déterminant antigénique caractéristique d'un agent
pathogene, sous forme 1isolée dudit agent pathogéne
(agent vaccilnal sous-unité) ; ceci peut étre par exemple
une toxine bactérienne ou un fragment de celle-ci, un
antigéne spécifique d'un agent infectieux tel qu'un
polyoside capsulaire ou un fragment de celui-ci, une
protéine virale par exemple d'enveloppe ou de capside ou
un fragment de celle-cil et un antigéne parasitaire ou un
fragment de celui-ci, cette liste étant toutefois non
limitative ; ou

(111) Un déterminant antigénique caractéristique d'une
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tumeur.

En outre, l'invention propose également un kit
comprenant :

a) Une composition pharmaceutique destinée a la stimulation
des défenses 1mmunitaires d'un individu, qui comprend a
titre d'agent thérapeutique une cytokine, fragment ou
analogue selon l'invention sélectionnée parmi un TGF-3,

un IFN-8 et un IFN-a selon l'invention ou encore un TNF

-
!

b) Une composition pharmaceutique vaccinale conventionnel -
le, et
C) Des instructions pour l'administration concomitante ou

consécutive des compositions a) et b).

Par "“composition vaccinale conventionnelle" on
entend une composition qui comprend un agent vaccinal
conventionnel, c'est a dire au moins un antigéne spécifique
de l'agent pathogene contre lequel 1la vaccination est
dirigée.

Une composition pharmaceutique selon l'invention
peut en outre comprendre un adjuvant. D'une maniére générale,
la présence d'adjuvant permet de diminuer la dose de 1l'agent
therapeutique par rapport a une composition qui n'en contien-
dralt pas.

Enfin, une composition pharmaceutique selon
l'invention peut étre fabriquée sous une forme galénique
conventionnelle. En particulier on associe une cytokine selon
l'invention en quantité suffisante pour étre efficace. d'un
point de vue thérapeutique, avec un diluant ou un support
acceptable d'un point de vus pharmaceutique. Une composition
selon l'invention peut étre administrée par n'importe quelle
vole conventionnelle en usage dans le domaine des vaccins, en
particulier par vole sous-cutaneée, par voie intramusculaire
ou par vole 1ntravelneuse , par exemple sous forme de
suspension injectable.

L'administration peut avoir lieu en dose unique

ou répétée une ou plusieurs fols aprés un certain intervalle.

PCT/FR92/00544
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Le dosage approprié varie en fonction de divers parametres,
par exemple, de l'individu traite ou du mode d'administra-
tion. A titre d'exemple, on indique toutefois que, chez des
patients présentant une infection a HIV, on obtient des
5 reésultats satisfaisants avec une dose d'IFN-a selon l'inven-
tion de 1 a 50 ug/kg de mammifére, de maniére avantageuse de
3 a 20 pg/kg de mammifére, de préférence de 3 a 8 ug/kg de
mammifere. Les doses les plus faibles sont avantageusement
administrées en présence d'adjuvants et/ou a 1intervalles
10 répeétes tandis que les doses les plus fortes peuvent étre
administrées une seule fois et/ou en absence d'adjuvant.
De méme, l'invention a pour objet :
e) I.'usage d'une cytokine fragment ou analogue selon
1'invention a des fins theérapeutiques ; en particulier,
15 l'usage d'une IL-6, d'un TGF-8, d'une IL-1, d'une 1IL-2,
d'un IFN-gamma, d'une IL-4 ou d'une IL-5 selon l'inven-
tion pour le traitement d'une tumeur, d'une affection
auto-immune ou d'une allergie ; de maniére toute
particuliére, l'usage d'un TGF-S, d'un IFN-8 ou d'un
20 IFN-a selon L'invention pour stimuler les defenses
immunitaires d'un individu par exemple pour renforcer le
pouvoir vaccinal d'un agent vaccinal conventionnel ; de
maniere préférée, l'usage d'un IFN-a selon l'invention
pour traiter une infection virale par virus a enveloppe,
25 notamment a HIV.

f) Une méthode de traitement thérapeutique qul comprend
1'acte d'administrer une cytokine, fragment ou analogue
selon 1l'invention en quantité suffisante pour‘ étre
efficace d'un point de wvue thérapeutique, a un sujet

30 ayant besoin d'un tel traitement. '

g) L'utilisation d'une cytokine, fragment ou analogue selon
1'invention pour préparer une composition pharmaceutique
destinée au traitement d'une tumeur maligne et/ou d'une
maladie auto-immune et/ou d'une allergie et/ou a la

35 stimulation des défenses immunitaires et/ou traitement

d'une infection par virus a enveloppe particullerement
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a HIV, notamment obtenus par le procédé de préparation
defini plus haut.

On a aussl trouvé que dans le cas d'une infection a
virus a enveloppe, notamment & rétrovirus, l'effet immuno-
suppresseur pourralt étre non seulement attribué a une
hyperproduction de cytokines telles que 1'IFN-a dans le cas
de l'infection a HIV-1l par les cellules infectées mais aussi
au blocage de l'activation des LT (phénoméne d'anergie) par
des composants peptidiques du rétrovirus 1lui-méme. Ces
composants agissent soit directement, soit par homologie avec
le site d'une substance immunorégulatrice (mimétisme ou
inhibition) c'est le cas pour le peptide identifieé par
l'identificateur de séquence (ci-aprés IS) N° 6 ci-apreés.

Plus particuliérement, certains sites responsa-
bles de cette activité inhibitrice ont été localisés notam-
ment sur les sous-unités de protéines env, (gp 120 et gp 41)
et gag des virus a enveloppe.

En consequence, l'invention propose un peptide
ayant une activite cytostatique a l'encontre des cellules du
systéme immunitaire comprenant une séquence d'acides aminés
substantiellement identique a la séquence d'une région d'une
des sous-unités de la protéine gag ou env d'un virus a
enveloppe ; ladite seéquence d'une région d'une des sous-
unités de la protéine ci-dessus conten%lrlmt?E%ngegggggegg;gné au
moins 50%, de maniére avantageuse au moins 70%, de maniere
preferee au molns 80%, de maniére tout a fait préférée au
moins 90% d'homologie avec la séquence d'un segment actif
d'une protéine humaine ayant une activité immunorégulatrice,
notamment cytostatique.

Par "segment actif", on entend le site portant
l'activité, ou bien ledit site ainsi que les sites qui 1lui
sont adjacents, ou encore les sites adjacents dans la mesure
ou les anticorps dirigés contre ces sites adjacents bloquent
fonctionnellement le site portant l'activite.

| Par "sequence substantiellement identique a une

autre sequence", on signifie une séquence qui présente un
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degré d'homologie d'au moins 50%, avantageusement d'au moins
90%, de préférence d'au moins 95% avec l'autre séquence.

Les peptides selon 1l'invention sont présentés sous
forme. immunogéne, et dénués d'activité immunosuppressive.

Un peptide préféré selon l'invention comprend :
(1) Une séquence d'acides aminés substantiellement identique

a la séquence d'une région d'une des sous-unités de la
protéine gag ou de la protéine env d'un reétrovirus
notamment les virus HIV-2 et HIV-1l, particuliérement ce
dernier, cette séquence contenant elle-méme un peptide
ayant une homologlie de préférence d'au moins 50%; ou
(ii1) une séquence d'acides aminés substantiellement identique
a la séquence d'une région d'une des sous-unités de la
protéine gag ou de la protéine env d'un virus HIV.

Un peptide selon l'invention contient de maniere
avantageuse au moins 5 acides aminés et au plus 50 acides
aminés, de préférence au plus 30 acides amlnés.

On retient notamment un peptide selon 1l'invention,
qui comprend une seéquence d'acides aminés substantiellement
telle que montrée dans l1l'identificateur de seéquence (IS)
N°la, 2a, 3a ou 4. On retient egalement ceux montrés dans les
IS N° 7, 8, 11, 12 et notamment 5, 6, 9 et 10.

Les peptides peuvent étre utilisés directement dans
des émulsions eau dans huile ou enchassés au sein d'adjuvants
aqueux de phosphate de calcium ou encore adsorbés dans un
phosphate d'alumine. Les peptides peuvent aussl étre présen-
tés conjugués a des protéines. porteuses, comme le tétanos
toxolde ou encofe le KLH. Enfin, 1les peptides peuvent
également étre présentés au sein de bactéries dans des
constructions de recombinaison génetique, apreés l'insertion
de séquences nucléotidiques appropriées dans des plasmides.

Certains peptides non immunogénes et 1mmunosup-
presseurs sont nouveaux, notamment ceux montres dans les IS
6 a 12, notamment IS 6 et 7. Ces peptides font aussi 1l'objet

de l'invention.
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Une composition pharmaceutique selon 1l'invention
est avantageusement destinée a la prévention ou au traitement
d'une infection a HIV, plus particuliérement destinée au
traitement d'une infection a HIV au stade ARC ou SIDA.

5 L'immunogénicité d'un peptide selon l'invention
peut étre conférée par la préparation de proteosomes ou par
l1'utilisation d'un composé lipidique acceptable d'un point de
vue pharmaceutique qui a de préférence les proprietés d'un
adjuvant.

10 Par exemple, on peut preéeparer une composition selon
1'invention en diluant un peptide selon l'invention dans une
suspension eau/huile. D'autre part, des proteosomes appro-
priés sont tels que décrits et obtenus dans Lowell et al,
J.Exp.Med., (1988) 167 : 658. Lorsqu'un peptide selon

15 1l'invention est associé a des protéosomes, 11 est de prefe-
rence préparé sous forme de conjugué, c'est a dire qu'il est
lié par liaison covalente & un groupement hydrophobe tel
qu'un radical acide gras, par exemple un radical lauryl ou
lauryl-Cys, ou bien il comprend outre la séquence caractéris-

20 ante, une séquence-pied composée d'acides aminés hydrophobes
par exemple le pied Phe-Leu-Leu-Ala-Val-Phe-Cys ; la se-
quence-pied est de préférence liée par liaison peptidique a
l'extrémité NH,-terminale de la sequence caractérisante.

Les produits ci-dessus sont dotés de remarquables

25 propriétés qui justifient leur utilisation comme médicament.

! .

- Les peptides natifs (isclés ou obtenus par synthese ou
génie génétique) peuvent étre utilisés pour induire une
immunosuppression ; une telle propriété est 1illustree
cl—-apres dansla‘partieEXPérimentale pour les IS N° 5,

30 6, 7 et 10.

Inactivés et rendus immunogénes 1ils peuvent etre
utilisés pour provoquer dans l'organisme consldere une
réaction immunitaire, cellulaire et humorale neutrali-

sant les effets biologiques de ces peptides.
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- Les peptides sous forme inactivée mails immunogenes

pourront étre utilisés comme cil-dessus.

C'est pourquoi la présente demande a aussl pour
objet les médicaments caractérisés en ce qu'lls sont consti-
tués par les peptides natifs ou modifiés définis ci-dessus,
ainsi que les compositions pharmaceutiques les renfermant.
ILes médicaments ci-dessus peuvent étre utilisés, pour ce qul
concerne les peptides immunogénes, a titre de traitement pour
créer une immunisation active vis a vis d'agents pathogenes
les renfermant : par exemple vis a vis des glycoprotéines gp
160, 120 ou 41 de HIV-1l qui contient par exemple le site
ILAVERY homologue au site actif de 1'IFN-a, ou le site LERILL

correspondant au site de liaison de 1'IL-2 avec son recepteur
(IL-2R) .

De méme :

- le peptide SLWDQ est totalement identique entre le HIV-1
enveloppe (résidus 110 a 114) et le CD4 (résidus 60 a
64). Voir IS N° 6

- le peptide CTASQK de la molécule CD4 (résidus 16-21)
partage une forte homologie avec enveloppe du HIV-l
(CSATEK, résidus 28 a 33). Voir IS N° 7

- Le peptide EPTAPP est commun entre le CD5 et la protéine
gag du HIV-1l, et unique a ces deux molecules parmil
toutes les protéines connues. Il correspond*éu résidus
454-459 du HIV-1 gag et aux résidus 153-158 du recepteur
CDS. Voir IS N° 8 |

- Le peptide TTLFCA (résidus 20 a 25) de l'enveloppe du
HIV—-1 a une trés forte homologie avec le peptide TTLFCL
du TNF alpha (résidus 45 a 50). Voir IS N° 9

- Le peptide LLLNGSLA de l'enveloppe du HIV-1 (résidus
259-267) posséde une similitude importante avec les
molécules reégulatrices suivantes : HLA de classe 1
(résidus 11-18), chaine g du recepteur des cellules T
(résidus 14 a 21), et G-CSF (résidus 17 a 24). Voir IS

PCT/FR92/0054*
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N° 10.

- Le peptide QLTVW est commun a l'enveloppe du HIV-1
(résidus 566-570) et & la chalne du recepteur des
cellules T (résidus 130-134). Volr IS N° 11l.

5 - Le peptide GIRPVV de l'enveloppe du HIV-1 (résidus 250-
256) a une trés forte homologie avec le peptide GIRKVV
de la chaine a du précurseur de la proteine d'adhésion
leucocytaire (résidus 230-236). Voir IS N° 12.

De maniere similaire, on peut aussli créer une

10 immunisation vis a vis de peptides issus de site actifs
d'autres virus a enveloppe induisant une immunosuppression,
notamment ceux de la famille de 1l'Herpées, HIV-2, HTLV1l et le
virus de la grippe.

En ce qui concerne les peptides actifs, ilmmuno-

15 suppresseurs non inactivés, 1ils peuvents étre utilises
notamment dans le traitement cdu rejet de greffes.

I1 peuvent étre administrés a titre curatif ou
préventif.

Les peptides immunogénes ont une trés faible

20 toxicité : administrés a la dose de 20 ug a la souris, aucune
toxiciteé n'a été observeée.

Une composition pharmaceutique selon 1l'invention
peut en outre contenir un agent conventionnel anti 1infec-
tieux, destiné a vacciner contre une infection a retrovirus,

25 notamment HIV. Pour usage a l'encontre d'une infection a HIV,
un agent vaccinal conventionnel avantageux est par exemple la
protéine env sous la forme de la protéine gplé60 non—-clivable,
la sous unité gp 120 de la protéine env, un fragment de la
gpl20 comportant la boucle V, ou des virions HIV depletes de

30 leur ARN génomique.

Enfin, une composition pharmaceutique vacclnale selon
1'invention peut étre fabriquée de maniére conventionnelle.
En particulier, on associe un peptide selon l'invention en
quantité suffisante pour étre efficace d'un point de vue

35 thérapeutique, avec un solvant ou un support acceptable d'un

point de vue pharmaceutique. Une composition selon l'inven-



WO 92/22577

10

15

20

25

30

35

PCT/FR92/00544

20 21‘\1580

tion peut étre administrée par n'importe quelle voie conven-
tionnelle en usage dans le domaline des vaccins, en particu-
lier par voie sous-cutanée, par vole intramusculaire, par
vole intraveineuse ou par vole 1intradermique, par exemple
sous forme de suspension 1injectable, ou encore par vole
orale. L'administration peut avoir lieu en dose unigue ou
répétée une ou plusieurs fols aprés une certaln intervalle.
Le dosage varie en fonction de divers paraméetres, par
exemple, de l'individu traité ou du mode d'administration. A
titre d'exemple, on indique toutefols que, chez des patients
présentant un infection a HIV, on obtient des résultats

satisfaisants avec une dose de chacun des peptides des IS N°

la, 2a, 3a, 4, 5, 6 et 7 a 20 ug/Kg de poids corporel, de
maniere avantageuse de 4 a 16 ug/kg de poids corporel, de
préféerence de 8 a 12 upg/Kg de poids corporel, tant présentes
sous forme de proteosomes que couplés a des toxoides ou
qu'émulsionneés.

Les doses les plus falbles sont avantageusement
administrées en présence d'adjuvants et/ou & 1intervalles
répétés tandis que les doses les plus fortes peuvent étre
administrées une seule fois et/ou en absence d'adjuvant.

De méme l'invention alternative propose :

(1) Un kit contenant

a) Une composition pharmaceutique selon l'invention
alternative,
b) Une composition pharmaceutique vaccinale conven-

tionnelle, et

) Des instructions pour 1l'administration concomi-
tante ou consécutives des compositions a) et b).
(ii) L‘*‘usage d'un peptide selon l'invention pour prévenir ou
traiter un infection a virus a enveloppe, particulieéere-
ment a rétrovirus, notamment a HIV.
(iii) Une méthode pour prévenir ou traiter une infection a
| virus & enveloppe, particuliérement a reétrovirus,
notamment a HIV, qui comprend l'acte d'administrer un
peptide selon l'invention en quantité suffisante pour
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étre efficace d'un point de vue thérapeutique et en
association avec un élément capable d'inhiber l'activite
potentiellement cytostatique dudit peptide, a un sujet
ayant besoin d'un tel tralitement.

5 (iv) L'utilisation d'un peptide selon l'invention pour
préparer une composition pharmaceutique destinée a la
prévention ou au traitement d'une infectilon a virus a
enveloppe, particulierement a rétrovirus, notamment a
HIV, notamment au stade ARC ou SIDA notamment par le

10 procédé de fabrication défini plus haut.

L'invention concerne également un virus dépléte
de son génome a savoir gqu'il ne contilent plus d'acide
nucléique génomique dudit virus. On prefere les virus a ARN
déplétés dudit ARN, notamment ceux a enveloppe.

15 Un virus déplété de son génome selon l'invention
dérive avantageusement d'un virus & enveloppe, notamment d'un
rétrovirus, de préférence d'un virus HIV.

De méme l'invention propose un procede de
préparation d'un virus déplete de son genome, qul comprend :

20 a) I,'acte de soumettre un virus & une hydrolyse alcaline

(pour virus a ARN) ou acide (pour virus a ADN), et
b) 1'acte de récolter un virus déplété de son génome obtenu
en a).

Sous un aspect plus particulier, un procede selon

25 1'invention, peut étre notamment mis en ceuvre selon l'alter-
native suivante. |

La premliéere comprend

a) 1'acte de soumettre un virus a une hydrolyse alcaline,

b) 1'acte de traiter un virus dépléte de son genome obtenu
30 en a) par un aldehyde et,

C) I,'acte de récolter le virus déplété de son genome obtenu

en b).
La deuxieme comprend :

a) l1'acte de traiter un virus par aldehyde,

35 b) 1 'acte de soumettre le virus obtenu en a) a une hydro-

lyse alcalline, et
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C) l'acte de récolter un virus déplété de son génome obtenu
.en b).

Il en est de méme pour l'hydrolyse acide. Un
aldehyde avantageux est le formaldéhyde ou un polyaldéhyde
comme le glutaraldéhyde ; ces deux derniers étant préférés.
L'hydrolyse alcaline destinée & dépolymériser 1'ARN peut étre
notamment mise en oeuvre en présence de n'importe quel
composé qui hydrolyse 1'ARN ; par exemple de 1'hydroxyde de
sodium ou de 1l'hydroxyde de potassium, ce dernier étant
préféré. Il en est de méme pour l'hydrolyse acide. Comne

acides on peut citer notamment l'acide acétique. Les virus

déplétés selon 1l'invention sont dotés de ‘remarquables

propriétés. Ils sont notamment immunogénes en induisant une

reponse immunitaire humorale et cellulaire : une telle

propriété est illustrée ci-aprés dans la partie expérimenta-
le. Ils. ont de plus perdu leur pouvoir infectieux. Ces
propriétés justifient leur application a titre préventif ou

curatif comme mggdicament.

Les virus déplétés selon l'invention ne présen-

tent pas de toxicité décelable chez l'homme ou chez l'animal.
| Ils peuvent étre utilisés notamment dans 1le
traitement des affections virales : notamment a HIV-1, HIV-2,

HTLV-1, FELV, FIV et les autres infections par virus a
enveloppe notamment ceux de la famille de 1l 'Herpeés.

Une composition selon l'invention destinée a la
prévention d'une infection & rétrovirus est une composition
vaccinale dans laquelle un virus déplété de son génome selon
l'invention est présent a titre d'immunogéne.

' Une composition pharmaceutique selon 1'invention
peut en outre comprendre un adjuvant. D'une maniére générale,
la présence d'adjuvant permet de diminuer la dose de l'agent

therapeutique par rapport a une composition qui n'en contien-
drait pas.

Enfin, une composition pharmaceutique selon
l'invention peut étre fabriquée de maniére conventionnelle.

En particulier, on associe un peptide selon l'invention, en
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quantité suffisante pour étre efficace d'un polint de vue
therapeutique, avec un solvant ou un support acceptable d'un
point de vue pharmaceutique.

Une composition selon 1'invention peut étre
administrée par n'importe quelle voie conventionnelle en
usage dans le domaine des vaccins, en particulier par voie
sous—-cutanee, par volie intramusculaire ou par voie intra-
velneuse, par exemple sous forme de suspension injectable.
Elle peut aussi étre administrée par voie orale. L'adminis-
tration peut avoir lieu en dose unique ou répétée une ou
Plusieurs fois aprés un certain intervalle. ILe dosage
approprié varie en fonction de divers parametres, par exemple
de l'individu traité ou du mode d'administration. A titre
d'exemple, on indique toutefois que, chez des patients
presentant une infection a HIV, on obtient des resultats

satisfaisants par exemple avec une dose de virus HIV deplété

les plus fortes peuvent étre administrées une seule fois
et/ou en absence d'adjuvant.

L'invention est illustreée cCl-apres :

EXEMPLE 1 :
Inactivation d'une IFN-a en présence de formaldeéhyde.
A 8 ml d'une solution dA'IFN-a &a 1 mg de. pro-
téilne/ml (Hoffmann-Laroche), on ajoute du phosphate de sodium
70mM final et du formaldéhyde 33mM final. L'incubation est
poursuivie 3 jours a 37°C sans agitation. On ajoute de 1la
lysine 1lmg/ml final.
La preparation est ensuite dialysée contre du
tampon PBS pH 7,2 dilué 10 fois (phosphate buffer saline ; 20
mM de phosphate de sodium et 150 mM de chlorure de sodium)
pendant 3-4 heures a 4°C. Puis le dialysat est réparti en 20
doses de volume identique et chacune des doses est lyophili-
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see.

EXEMPLE 2
Formulation de peptides en protéosomes.

Les peptides ayant une séquence telle que montrée

5 dans les IS N° 1b a 3b et 5 ont &té synthétisés par Neosystem'

(Strésbourg, France) et préparés séparément sous forme de
lyophilisats.

Chacun des lyophilisats est repris dans ‘du tampon
TE (SOmM Tris pH 7,4 ; 0,5mM EDTA) & 1% de détergent Empigen*

10 BB (Albright & Wilson, Whithaven, Cumbria) pour obtem.r une
solut:.on a 2mg/ml de peptlde.-

15 de Lowell et al, J.Exp.Med. (1988) 167 : 658, dans un rapport
peptides : protéosomes de 8 : 1 (poids/poids).

Cette preéparation est dialysée contre du PBS a
4°C pendant 10 jours dans des conditions stériles. Apres
dialyse, 1la préparation contient environ 200 pg/ml de

20 proteosomes et environ 800 ug/ml de peptides fixés dans les
protéeosomes.

EXEMPLE 3

Preparation d'une composition pharmaceutique &a base
d'IFN~-a inactivé et de peptides.

25 3A) Composition N°1

400 ul d'une solution de phosphate de calcium 35mM et de
chlorure de sodium 35mM, pH 7,2 sont centrifugés. Le
surnageant est éliminé. Le dépdt de phosphate de calcium

est repris dans 400 ul de la préparation telle qu'obte-
30 nue a l'exemple 2.

Enfin ces 400ul sont utilisés pour dissoudre une dose

telle qu'obtenue a l'exemple 1 (contenant 400 ug + 200
pg dA'IFN-a inactiveé).

* (marque .de commerce)
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3B) Composition N° 2 .
Une dose telle qu'obtenue a l'exemple 1 et 500 ug du
lyophilisat de chacun des peptides ayant une seéquence
telle que montrée dans les IS N°* 1b a 3b et 5 sont
5 - mélanges ‘ensemble et repris dans 1 ml d'une suspension
eau/huile minérale ref. 1ISA 724 (Seppic, France).

EXEMPLE 4

Traitement de patients présentant une infection a HIV au

stade ARC avec de 1l'IFN-a inactivé et/ou des peptideé.

10 Quatre Patients Kll, K4l, K80 et K711 preéesentant
'~ une infection & HIV au stade ARC sont médicalement  suivis
depuis Novembre-Décembre 1986 (K11, K4l et K80) .ou depuis
Janvier 1989 (K711). Ils sont en particulier soumis a une
immunothérapie qui consiste en des injections répétées a des

15 intervalles variant de 1 & 8 mois, de PBL (peripheral blood
lymphocytes = lymphocytes + macrophages) autologues infecteés

en culture in vitro par du virus HIV-1. La derniére injection
de cellules autologues a lieu en Mai 1990.

A partir d'Octobre 1990, les patients sont soumis

20 & une nouvelle immunothérapie dont le protocole est indique
dans le tableau ci-dessous.

K11 K41 K80 K711
25 OCTOBRE 90 P B P P+1I P+I
'FEVRIER 91 P P+I P+1 ' P+1
AVRIL 91 P P+I P+I P+I

"p" représente une dose de 500 ug de chacun des

30 peptides ayant une séquence telle que montrée dans les 1S N°
lb a 3b et 5.

uI" représente une dose de 400 ug + 200 pug 4'IFN-



0 92/22577

10

15

20

25

30

35

PCT/FR92/00544

2411580
26

"P" et P+I" sont injectés sous forme d'une
composition telle qu'obtenue & l'exemple 3A ou 3B.

L'amélioration de 1l'immunité de - chacun des
patients est suivie en mesurant la quantité de lymphocytes T,
(T-auxilliaires) par mm’ de sang (pour mémoire on indique que
chez individu sain, la concentration normale en lymphocytes
T, est de l'ordre de 500 & 1000 lymphocytes par mm® de sang)

ainsi que par 1l'évaluation de la réponse immunitaire a
meédiation cellulaire in vivo et in vitro.

L'évaluation in vivo s'effectue grice a un test

intradermique & la candidine ou & la tuberculine (Pasteur-
Mérieux).

L'évaluation in vitro s'effectue par test CMI :
ce dernier étant mis en oeuvre comme suit

Le sang prélevé est dilué au 1/3 en milieu RPMI
1640. Les cellules mononucléés sont isolées par centri-
fugation en gradient de Ficoll—Hypaque*ZS minutes a 1800
tours/ min. L'interface du g_radient est reécupérée et
lavée 2 fois en milieu RPMI 1640 (centrifugation a 1500
tours / min. pendant 10 minutes). L'élimination totale
des globules rouges est contrdlée par numération
cellulaire en acide acétique 1% et on s'assure de 1la
viabilité des cellules mononuclées par une numération
bleu trypane.

, Les cellules mononuclées sont reprises en milieu
RPMI 1640 complémenté a 10% de sérum humain.

Des aliquots de cette préparation sont distribués
dans les puits a fond rond d'une plaque de micro-culture
a raison de 2.10° cellules/puits. On ajoute une quantité
optimale d'antigéne a tester c'est a dire candidine ou
tuberculine (quantité optimale & déterminer suivant les
lots). Le tout est sou un volume de 200 pl/puits.

La culture cellulaire est poursulv:.e a 37°C en
atmosphére humide chargée a4 5% de CO, pendant 6 jours.
18 heures avant la fin de l'incubation, on ajoute 0,5

* (marque de commerce)
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pCi de thymidine tritiée ayant une activité spécifique
de 2 uCi/mole.
Les cellules sont ensuite récoltées sur filtre,
lavées et séchées. La radioactiviteé B est enfin mesureée.

L'intensité de 1la réponse immunitaire est
proportionnelle a l'index de prolifération L.

radioactivité mesurée 'pour l'antigéne donné

radiocactivité mesurée pour témoin négatif

‘Dans le tableau ci-aprés, on présente 1l'ensemble
des résultats. |

K11 K41 K80 K711

1. Lymphocyte T,/mm? 240 273 187 476

29% 13% 11% 31%

2. % Lymphocytes T,

(par rapport 2 'ensem- 247 440 348 1000
ble des cellules . 22% 14% 13% 40%
mononuclées)
Test de réaction intra- Mai 90 - - - -
dermique -

1. candidine

- + + + + +
2. tuberculine Avril 91 + + + + 4+
Test CMI -

Mai 90 ND ND ND ND.
1. candidine
2. tuberculine + +

+ ¢ ++E+

Avnl 91 +++ o+ + e+
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Ces resultats révélent une augmentation sensible
de la population des lymphocytes T, entre Mal 90 et Avril 91
alnsl qu'une amélioration notable de la capacité du systéme

immunitaire des patients a réagir a l'encontre d'un antigéne.

EXEMPLE 5

Production d'une suspension de virus déplétés de leur
genome HIV-1 a partir de virions HIV-1.
5A) Préparation N°1

Le surnageant d'une culture de la lignée de
lymphocytes T4 H9/IIIB ou MN infecté par le virus HIV1,
souche de HTLV IIIB, est prélevé puis centrifugeée a
40,000 xg a 4°C pendant 2 heures. Le culot est resuspen-
du dans 1 a 2 ml de tampon PBS pH 7,2. La suspension est
centrifugée dans les mémes conditions que précédemment.
Le culot est a nouveau repris dans 100 ml de PBS. La
concentration en protéines totales de la suspension
ainsi obtenue est de l'ordre de 2 mg/ml telle que
determinée par la méthode de Lowry. La concentration en
virions de la suspension est estimée devoir correspondre
a environ 50% de la concentration en protéines totales.
Cette estimation repose sur une analyse par Western
blot.

A 10 ml de la suspension obtenue, on ajoute de
l'hydroxyde de potassium 0,3 N final. On incube 1le
melange une nuit a 37°C sans agitation. puis on neutra-
lise la préparation avec de l'acide chlorhydrique.

A cette preparation, on ajoute ensuite du
phosphate de sodium 70 mM final pH 7,2 et du formaldé-
hyde 33 mM final. A ce stade, la préparation contient
environ 1 mg/ml de protéines totales. Cette préparation
est 1ncubee 3 jours a 37°C sans agitation.

Pulis on ajoute du glutaraldéhyde 0,5 mM final et
on lailsse 1incuber 30 minutes & température ambiante.
Enfin, on ajoute de la lysine 1 mg/ml final. Le mélange
est dialyseé contre du PBS dilué dix fois, 3-4 heures a
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4°C. Le dialysat est ensuite complétement lyophilisé.

5B) Préparation 2
10 ml d'une préparation de virus HIV-1 en tampon

PBS dont la concentraticn, en protéines est de 1l'ordre

5 de 1 mg/ml est traitée par le formaldéhyde selon lé
methode reportee a l'exemple 5A. Apres addition de
lysine, on procede au traitement par 1l'hydroxyde de
potassium comme décrit a 1l'exemple 5A. Aprés neutralisa-
tion , la préparation est dialysée contre du PBS dilué

10 10 fois, 3-4 heures a 4°C. Le dialysat est finaiement
completement lyophilisé.

EXEMPLE 6

Composition pharmaceuticque a base de virus déplété de

son genomes HIV-1

15 6A) Composition N° 1
Le lyophilisat obtenu a 1l'exemple SA ou 5 B est

repris dans 400 ul d'eau distillée stérile apyrogéne,
puls meélange a 600 ul du mélange eau/huile ISA 724.

6B) Composition N° 2
20 Le lyophilisat obtenu a l'exemple 5A ou 5B, une

dose d'IFN-a telle que obtenue dans l'exemple 1, ainsi

que 500 ug du lydphilisat de chacun des pepfides ayant

une sequence montree dans les IS N° 1lb a 3b et 5 sont

repris dans 400 ul d'eau distillée stérile apyrdgéne,
25 puls melange a 600 pl du mélange eau/huile ISA 724.

EXEMPLE 7
Traitement des patients preésentant une infection a HIV
au stade ARC avec en particuliers des virus déplété de
son genomes HIV-1.
30 Deux patlients K280 et G210 présentant une
infection a HIV au stade ARC sont médicalement suivis
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5 Culture in vitro par du virus HIV-1. ILa derniére injec-
tion de cellules autologues a lieu en Mai 1990.
A partir d'Octobre 1990, les patients sont sounis

4 une nouvelle immunothérapie dont le protocole est
indiqué dans le tableau ci-dessous.

10 K280 G210

OCTOBRE 90 S S
FEVRIER 91 S+P+1 S+P+1
AVRIL S+P+1 S+P+1

"P" représente une dose de 500 kg de chacun des peptides

15 ayant une séquence telle que montrée dans les IS N° 1b
a 3b et 5.

"I" représente une dose de 400 #g + 200 pug A'IFN-a.

"S" représente une dose de 1la composition de virus deé-

pletée de son génome telle qu'obtenue a 1l'exemple 6A
20 correspondant a environ 2 mg de protéine.

"S+P+I" sont injectés sous forme d'une composition telle
qu'obtenue a l'exemple 6B. -
L'amélioraﬁion de l'immunité de chacun des
patients est suivie en mesurant la quantité de lymphocy-
25 tes T, (T-auxilliaires) par mm® de sang (pour mémoire,
on ilndique que chez un individu sain, la concentration
normale en lymphocytes T,.' est de l'ordre de 500 a 1000
lymphocytes T, par mm’ de sang) ainsi que par 1'évalua-
tion de la réponse immunitaire a mediation cellulaire in
30 vivo et in vitro.
L'evaluation in vivo s'effectue grice a un test

intradermique & 1la candidine ou 3 la tuberculine
(Pasteur-Mérieux).
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L'évaluation in vitro s'effectue par test CMI ;

ce dernier étant mis en oeuvre comme décrit a l'exemple

4.
Dans le tableau ci-dessous, on présente l'ensem-
5 ble des reéesultats.
K280 . G210
1. Lymphocyte T,/mm> 396 780
Mai 90 22% 29%
2. % Lymphocytes T,

' (par rapport & 'ensem-|{ Avrnl 91 488 1297
ble des cellules 21% 37%
manonuclées)

Test de réaction intra- Mai 90 + -
dermuique - | -
1. caqdidine
+ + -

2. tuberculine Avril 91 + + +
Test CMI

Mai 90 ND ND
1. candidine
2. tuberculine + +

Avril 91 + +
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Ces résultats révéelent une augmentation sensible
de la population des lymphocytes T, entre Mai 90 et Avril 91
ainsi qu'une amélioration notable de la capacité du systeme

immunitaire des patients a réagir a l'encontre d'un antigeéne.

5 EXEMPLE 8

Mise en évidence de l'activité immunosuppressive

de peptides.

10 (SEB, candidine etc...) et en présence ou en l'absence des
peptides a une concentration de 100 a 500 ug/ml.

les cellules sont resuspendues dans du milieu
classique de culture pour lymphocytes.

Aprés gquatre Jjours on mesure l]tactivation des

15 cellules par 1l'incorporation de thymidine marquee.

Alors que les,cellules stimulées sans peptides
ont un taux d'activation élevé, les cellules i1ncubées avec un
peptide selon l'invention presentent une baisse d'activation
selon une courbe dose-effet pour les peptides IS N° 5, 6, 7

20 et 10.
Plus la quantité de peptides ajoutée est grande,

plus on observe un abalssement de l]tactivité mesuree.

EXEMPLE 9

25 Effet des ﬁeptides immunogénes selon l'invention

oguatre lots de cing souris ont ete choisis pour
recevoir respectivement les peptides IS N°1, 2, 6, 10.
Les peptides préparés comme décrit a l'exemple 2
ont été injectés aux jours 0, 30, 60 en quantité de 15 ug par
30 injection. Au jour 70, les souris ont éteé sacrifieées, leur
cellules T ont été isolées (rate et ganglions) et leur serum
conserve.
les tests de CMI, ELISA, Western blot on ete

réalises
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par les autres peptides (mesure par test de relargage ou
chrome 21).

En Elisa (plaques cotées avec les différents
peptides) 1les sérums ont montré une positivité pour les

plaques cotées par le peptide lmmunisant, et ce, a des
dilutions treées fortes (de l'ordre de 1 pour 750).

peptides IS N° 1, 6, 10, et gpl60 et gp4l pour le peptide IS
N°® 2.

EXEMPLE 10

Immunogénicité des virus déplétés selon l'inven-
tion.

Des wvirus HIV-1 déplétés au formol ont éteé

exemples 3 et 9,

20 pul de 1la suspension ainsi prépareée sont
injectées par voie intramusculaire a cing souris au jours J
O, +30, +60. Au jour + 70 le sérum et les cellules T (rate)
des sou?is sont prélevés.

En Elisa (kit de détection Abott), on trouve une
reponse positive méme a des dilutions élevées du sérum.

En Western blot (kit de détection Abott), on

gpl2l , pS55, gpdl). ‘

En CMI, apres stinmulation par les peptides (le
segment HGP30 de gag pl7, peptide IS N° 4 de gp4l) ou par du
virus entier inactiveé a 1la chaleur, ou encore par de la gpléo
pure, on retrouve une activité cellulaire tueuse, que 1'on

n'observe pas chez des souris non immunisées.
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EXEMPLE 11 2 ‘

Perte du pouvoir infectieux de virus dépleétes
selon l'invention.

1 mg de virus HIV-1] depléte comme décrit a

5 l'exemple SA a été resuspendu dans 1 ml de RPMI 1640, FCS 10%
et le tout ajouté a un culot de 5 millions de cellules
sensibles a l'infection par le HIV-1 (cellules H9 et MT4).

Aprés deux heures d'incubation & 37°C, les
cellules sont lavées deux fois dans du RPMI et remises en

10 culture dans des conditions standard. L'ADN de ces cellules
a été preéelevée a 3 Jjours et a8 8 jours, et on réalise une
amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction ou amplifi-
cation génique) avec plusieurs amorces dans gag (SK17, SK18),
pol, env. Ces tests ( capables de repérer trols coples d'ADN

15 1intégreé) reéalisés plusieurs fols se sont toujours montreés
negatifs.

De la méme facon, un test de PCR opere apres une
étape de transcription inverse faite directement sur 1 mg de
virus déplété donne une absence de signal témoignant d'une

20 absence de génome viral dans le virus dépleté (traité par
1'hydroxyde de potassium a 0,3 N, i1ncubé deux heures a 37°C

et neutralisé par l'acide chlorhydrique, mals non formolée).



WO 92722877 PCT/FR92/00544

2111580

35

Identificateur de séquence N° l1la et 1b

la. Peptide ayant une séquence identique a celle de 1la
région de la sous-unité P7 de la protéine gag du virus
HIV-1 sous couche HXB2, allant de l'acide aminé en

5 position 377 a l'acide aminé en position 432%*.

I1ewAlawArg-Asn-Cys-Arg~Ala-Pro-Arg—Lys—Lys—Gly.

1b. Phe—Leu-LeuvAlaAVa1-Phe-Cys-Ile-Ala~Arg-Asn-Cys-A;g-A1a~
Pro-Arg-~Lys-Lys-Gly.

Identificateur de séquence N° 2a et 2b.

10 2a. Peptide ayant une séquence identique a celle de 1la
region de la sous-unité gp4l de la protéine env du virus
HIV-1 sous-souche HXB2, allant de l'acide aminé en
position 735 a l'acide aminé en position 753=*.

Asp—Arg-Pro—Glu-G1y~Ile—Glu~Glu-Glu-Gly-Gly~G1u~Arg-Asp-
15 Arg-Asp-Arg-Ser. |

2b. Phe~Leu-Leu~Ala~Val—Phe~Cys-Asp-Arg-Pro—Glu-Gly~Ile-Glu—
Glu-Glu-Gly-Gly-Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg-Ser.

Identificateur de séquence N°* 3a et 3b.

3Ja. Peptide ayant une séquence identique a celle de 1la

20 région de la sous-unité gp4l de la protéine env du virus

HIV-1 sous-souche HXB2, 'allant de l'acide aminé en
position 834 & l'acide aminé en position 857,

Glu-Gly-Thr-AspfArg-Val-Ile~Glu~Val—Val-GlnwArg-Ala—Phe—
Arg—Ala—Ile—Leu-His-I1e-Pro—Arg-Arg-IleéArg-Gln.
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3b. Phe-leu-leu-Ala-Val-Phe-Cys-Glu-Gly-Thr-Asp-Arg-Val-Ile-
Glu-Val-Val-Gln-Arg-Ala-Phe-Arg—-Ala-Ile-Leu-His-Ile—-Pro-
Arg-Arg-Ille-Arg-Gln.

Identificateur de ségquence N° 4

5 Peptide ayant une séquence identique a celle de la

réegion de la sous-unité pl5E de la protélne gag du virus
HIV-1.

Leu-Gln-Asn-Arg-Arg-Gly-Leu-Asp-Leu-Leu.
Identificateur de sequence N° 5

10 Peptide ayant une séquence 1l1dentique a celle de 1la
region de la sous-unité gp4l de la protéine env du virus
HIV-1 sous—-souche HXB2, allant de 1l'acide aminé en

position 560 a l'acide aminé en position 600x*.
Cys—-Gln-His-Leu-Leu-Gln-Leu-Thr-Val-Trp-Gly-Ile~Lys-Glu

15 ou Gln-Leu-Glu ou Gln-Ala-Arg-Ile-Leu-Ala-Val-Glu-Arg-
Tyr-Leu-Lys-Asp-Gln.

Identificateur de sequence N° 6

Le peptide SLWDQ issu de la protéine env du HIV-1 est
totalement identique (résidus 110 a 114) a un segment du
20 CD4 (résidus 60 a 64). |

His-Glu-Asp-Ile-Ile-Ser-Leu-Trp—-Asp-Gln-Ser-Leu-Lys.
Identificateur de sequence N° 7
Le peptide CTASQK de la molécule CD4 (résidus 16-21)

partage une forte homologie avec la protéine env du HIV-
25 1 (CSATEK, résidus 28 a 33).
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Cys-Ser-Ala-Thr-Glu-Lys-Leu-Trp-Val-Thr-Val-Tyr-Tyr.
Identificateur de sequence N°* 8

Le peptide EPTAPP est commun entre le CDS et la protéine
gag du HIV-1, et unique a ces deux molécules parmi
5 toutes les protéines connues. Il correspond au résidus

454-459 de la protéine gag du HIV-1l et aux reésidus 153-
158 du recepteur CDS.

Asn-Phe-leu-Gln-Ser-Arg-Pro-Glu-Pro-Thr-Ala-Pro-Pro-Glu-
Glu.

10 Identificateur de sequence N* 9
LLe peptide TTLFCA (résidus 20 a 25) de la protéine env

du HIV-1] a une tres forte homologie avec le peptilde
TTLFCL du TNF-a (résidus 45 a 50).

Ala-Gly-Ala-Thr-Thr-Leu-Phe-Cys-Leu-Leu-His.
15 Identificateur de sequence N° 10
Le peptide LLLNGSLA de la protéine env du HIV-1 (résidus
259-267) posséde une similitude importante avec les
molécules immunorégulatrices suivantes : HLA de classe
I (résidus 11-18), chalne B du récepteur des cellules T
20 (résidus 14 a 21), et G-CSF (résidus 17 a 24).
Gln-Leu-Leu-Leu-Asn-Gly-Ser-lLeu-Ala-Glu-Glu-Glu.

Identificateur de sequence N°* 11

Le peptide QLTVW est commun a la protéine env du HIV-1
(résidus 566-570) et a la chalne <« du reécepteur des
25 cellules T (résidus 130-134).
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Gln-His—Leu~Leu-Gln-Leu~Thr-Val-Trp—Gly—Ile-Lys.
Identificateur de séquence N°* 12

Le peptide GIRPVV de la protéine env du HIV-1 (résidus

250-256) a une tres forte homologie avec le peptide

GIRKVV de 1la chalne a du précurseur de la protéine
d'adhésion leucocytaire (résidus 230-236).

His-Gly-Ile-Arg-Pro-Val-Val-Ser-Thr-Gln.

* : Numerotation de Myers et al, retroviruses and AIDS

(1990) Theorical Biology and Biophysics, Los Alamos

Labs., Los Alamos NM 87745 USA, Ed. Myers et al ; cette

numerotation varie 1légérement selon 1la
cholsie.

souche HIV
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1. Une cytokine sous forme immunogéne chez
1l'homme, différente de sa forme native et inactivée ou un
analogue inactif et immunogéne, ou un fragment inactif ou
inactivé et immunogéne de cytokine pour son utilisation en

tant qu'agent immunisant chez 1 'homme.
2. Une cytokine, analogue ou fragment de cytokine

"selon la revendication 1, sous forme inactivée et immunogéne.

3. Une cytokine, analogue ou fragment selon la
revendication 1 ou 2, d'origine humaine.

4. Une cytokine, analogue ou fragment selon la
revendication 1, 2 ou 3, qui est sélectionnée parmi un
interféron-gamma, une interleukine-1, une interleukine-2, une
interleukine~4, une interleukine-5, une interleukine-6, un
tumor nécrosis factor et un transforming growth factor-g ou

un fragment inactif ou inactivé desdites cytokines.
5. Une cytokine, analogue ou fragment selon la

revendication 1, 2 ou 3, qui est sélectionnée parmi un
interféron-a, un interféron-f et un transforming growth

factor-g.
6. Une cytokine, analogue ou fragment selon la

revendication 5, qui est l'interféron-c.

7. Un procédé de préparation d'une cytokine,
analogue ou fragment sous forme immunogene et inactivéé, qui
comprend l'acte d'inactiver une cytokine, analogue ou
fragment en soumettant ladite cytokine, analogue ou fragment

a un traitement chimique. _
8. Un procédé selon la revendication 7, quil

comprend 1l'acte d'inactiver une cytokine, analogue ou
fragment actif en le soumettant a un traitement par un

aldéhyde ou par la fg-propiolactone.
9. Une cytokine, analogue ou fragment sous forme

inactivée et immunogene, obtenue par le procéde selon la

revendication 7 ou 8.
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10. Une cytokine, analogue ou fragment selon la
revendication 9, d'origine humaine.

11. Une cytokine, analogue ou fragment selon la
revendication 9 ou 10, qui est sélectionnée parmi un interfé-
ron-gamma, une interleukine-l, une interleukine-2, une

10 interleukine-4, une interleukine-5, une interleukiné-G, un

TNF et un transforming growth factor-g ou un de leurs frag-
ments.

12. Une cytokine, analogue ou fragment selon la
revendication 9 ou 10, quli est sélectionné parmi un interfé-
ron~a, un interféron B et un tumor growth factor-g.

13. Une cytokine, analogue ou fragment selon la
revendication 12, qui est 1l'interfeéeron-c.

20 14, Une composition pharmaceutique qui comprend

N

a titre d'agent thérapeutique, une cytokine, analogue ou

fragment selon 1l'une quelconque des revendications 1 a 6

9 a4 13, et urn excipieht pharmaceutiquement acceptable.

15, Une composition pharmaceutique selon la
revendication 14, destinée au traitement d'un cancer, d'une
affection ﬁeurologique, d'une affection auto-immune ou d'une
allergie, qui comprend a titre d'agent thérapeutique, une
cytokine, analogue ou fragment selon la revendication 4 ou

11.
30 16, Une composition pharmaceutique selon la

revendication 14 , destinée & la stimulation des défenses
ipmunitaires d'un individu, qui comprend a titre d'agent
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thérapefutiqué , une cytokine, analogue ou fraqment selon 1'une

des revgendicgtions 5, 6, 11 et 12.

. 17. Une composition pharmaceutique selon 1la
revéndiication 14, destinée au traitement d'une infection a
HIV, qu'.l comprend a titre d'agent thérapeutique, une cytoki-
-ne, anilogue‘du fragment selon la revendication 6 ou 12.

18. Une composition pharmaceutique selon la

revend:i.cation 1 4,. destinée au traitement d'une infection a

HIV auig stade ARC ou SIDA ou des manifestations cliniques

10 associées a ~l'infef:tion a HIV, guli comprend & titre
d‘agenté: thérapeutique vaccinal, une cytokine, analogue ou

. fr&gmerélt immunogéne selon la revendication 6 ou 1 2.

19. Une composition pharmaceutique selon 1 'une
quelcoxique des revendicationg 16 & 18, qui comprend en

outre un agent vaccinal conventionnel d'origine micro-

bienne.

20. Un kit contenant:
a) une cowposition pharmaceutigue selon l'une des
20 queélconque des revendications 16 a 18,
5) uneicqmpqsition vaccinale conventionnelle, et

c) des insgtructions pour l'administration concomitante ou

consécutive des compositions a) et Db).

21. Anticorps caractérisés en ce qu'ils recon-

naisserit spécifiquement une cytokine, analogue ou fragment

selon I'uﬁe quelconque des revendications 1 & 6 et 9 & 13.

TOTAL P.3a3
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