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Population of cells carrying the phenotype T4 of T4 lymphocytes, characterized in that the population is essentially
comprised of T4X lymphocytes having a fixation site specific of LAV virus and in that it is free of T4Y lymphocytes and
apparently has no receiver for said virus. The invention also relates to a process for obtaining said T4X cells by separation
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affected by para-AIDS or AIDS and, in the case of positive response, the process of the invention makes it possible to fol-
low the evolution of the infection produced by LAV virus. The populations of T4X lymphocytes, and more particularly
those belonging to permanent cell lines, are applicable to the production of LAV virus.

(57) Abrégé

Population de cellules portant le phénotype T4 des lymphocytes T4, caractérisée en ce qu'elle est constituée essen-
tiellement par des lymphocytes T4X possédant un site de fixation spécifique du virus LAV et en ce qu'elle est exempte de
lymphocytes T4Y et ne possédant apparemment pas de récepteur pour ce virus. L’invention concerne aussi un procédé
d’obtention de ces cellules T4X par séparation de ces derniéres du reste des cellules T4Y. En outre Iinvention concerne un
diagnostic in vitro permettant la discrimination entre porteurs asymptomatiques d'anticorps anti-LAV et personnes présen-
tant des syndromes de lymphadénopathies (SLA) ou atteintes de para-SIDA ou de SIDA et, en cas de réponse positive, le
procédeé de I'invention permet le suivi de I'évolution de Iinfection produite par le virus LAV. Enfin les populations de

lymphocytes T4X, et plus particuliérement celles appartenant 4 des lignées permanentes, sont applicables a la production
du virus LAV.
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Population de lvmphocvtes T4 spécifigues du virus LAV,

leur procédé d'obtention et leur application & la pro-

L'invention concerne des populations de lympho-
cytes T4 spécifiques du virus LAV, des procédés d'obten-
tion de «ces populations et leur utilisation pour la pro-
duction de ce virus.

L'invention concerne également une méthode de
diagnostic in vitro permettant 1'étude de 1'évolution de
la maladie due & 1l'infection par le virus LAV et/ou la
discrimination entre porteurs asymptomatigues d‘'anticorps
anti-LAV et des personnes présentant des syndromes de
lymphadénopaties (SLA) ou atteintes de para-SIDA ou de
SIDA proprement dit, c'est-a-dire la maladie connue sous
le nom complet de "syndrome d'immunodéficience acgquise".

Pour la commodité du langage, il sera fait réfé-
rence dans ce qui suit aux cellules T4, étant entendu que
la désignation T4 s'étend & toutes les cellules portant le
phénotype T4. D'une facon générale, l'expression "cellules
T4" sera considérée dans le cadre de la présente demande
comme s'étendant aussi bien aux lymphocytes humains non
permanents, qu'aux cellules appartenant & des lignées per-
manentes portant 1le susdit phénotype T4, telles que des
lignées connues sous les désignations CEM, HY9, HUT, MOLT,
etc..

Le virus LAV, agent étiologique des susdites af-
fections, et divers variants de ce virus ont été complé-
tement identifiés dans la demande de brevet européen dé-
posée le 14 septembre 1984 au nom de 1'INSTITUT PASTEUR et
sous le titre "Antigénes, moyens et méthode pour le diag-

nostic de lymphadénopathie et du syndrome d'immunodépres-

sion acquise", sous la priorité de la demande de brevet
britannique n® 83 24800 déposée le 15 septembre 1983. A
titre d'exemple, on peut citer les souches de virus LAV

~

déposées & la Collection Nationale des Cultures de Micro-
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organismes de 1l'Institut Pasteur de Paris sous les numéros
I-232, I-240, I-241 ou I-502. On sait par ailleurs que des
virus similaires ont été isolés aux Etats-Unis d'Amérique.
Ils ont été dénommés ARV (Jay LEVY et al., Science, 1984,
225, p. B840-884) et HTLV-III (Science, 1984, vol. 224,
497-500). Quoi qu'il en soit, il sera fait référence dans
ce qui suit au virus LAV, également dénommé HIV (abrévia-
tion anglaise de “Human Immunodeficiency Virus" (virus

d'immunodéficience humaine)) selon les régles de nomen-

clature récemment adoptées pour désigner des virus LAV et

tous les virus doués de propriétés équivalentes.

I1 avait déja été reconnu que les lymphocytes T4
(aussi connus sous la désignation "cellules 3Leu") for-
maient la principale cible du virus. Ces lymphocytes sont
reconnaissables par des anticorps monoclonaux, par exemple
ceux commercialisés par la firme Ortho Pharmaceutical Cor-
poration sous la désignation OKT4. Ces anticorps monoclo-
naux ont été décrits plus particuliérement dans la demande
de brevet européen n' 18.794 déposée le 25 avril 1980. Il
a également été établi que ces anticorps monoclonaux re-
connaissaient plus particuliérement une protéine de poids
moléculaire de 62.000 daltons (C. Terhorst et coll.Science
(1980), 209, 520-521). Cette protéine a été dénommée “an-
tigéne T4" par les susdits auteurs. Elle sera ci-apreés
encore désignée comme "protéine T4". Dans ce gui suit les
anticorps monoclonaux spécifiques de cette protéine seront
appelés "anticorps anti-T4".

Cette propriété de reconnaissance spécifique des
lymphocytes T4 par le virus LAV a été utilisée pour la
mise au point d'un procédé et de compositions-é base d'an-
ticorps anti-T4, visant & bloquer la pénétration des virus
LAV dans les lymphocytes T, donc le développement du pro-
cessus infectieux (demande de brevet francais n® 84 14172

déposée le 14 septembre 1984 au nom de 1'INSTITUT
PASTEUR) .

o
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On sait, d'autre part, que le rapport du nombre
des lymphocytes T4 au nombre des lymphocytes T8 (qui ne
sont affectés qu'a un moindre degré par lé virus LAV) tend
& diminuer chez certains patients atteints du para-SIDA
(lymphadénopathies, etc.) et chez les malades atteints du
SIDA. Au dernier stade de la maladie, les lymphocytes T4
ont presque disparu du sang circulant. On peut faire 1'hy-
pothése qu'il s'ensuit une réduction, sinon une dispari-
tion des autres fonctions des lymphocytes T4, notamment
celles 1liées & la production par eux d'un médiateur so-
luble ou lymphokine, 1l'interleukine-2 (IL-2). Il en résul-
te alors une perturbation des fonctions immunoprotectrices
attribuables aux autres lymphocytes, notamment des lympho-
cytes T8 cytotoxiques, et de leur capacité i se multi-
plier,

On a rappelé dans ce qui précéde un certain nombre
de phénoménes qui peuvent é&tre observés, au niveau des
lymphocytes, chez des personnes déja sujettes & un proces-
sus infectieux. Or l'expérience montre que ces malades ne
constituent vraisemblablement qu'une proportion minoritai-
re de l'ensemble des personnes qui ont été en contact avec
le virus LAV. Il est en effet bien connu que de nombreuses
personnes porteuses d'anticorps anti-LAV, ne présentent
heureusement pas les signes cliniques des SLA ou du SIDA,
et sont apparemment en bonne santé. Mais il est difficile
de distinguer parmi ces personnes celles qui vont rester
en bonne santé et celles chez lesquelles la maladie évo-
lue. En effet des rapports lymphocytes T4/lymphocytes T8
qui peuvent conserver l'apparence de la normale chez des
personnes déja atteintes, ne permettent pas la discrimi-
nation entre personnes porteuses d'anticorps anti-LAV
réellement en bonne santé et personnes entrant dans la
rhase précoce de la maladie. On congoit que ces observa-
tions soient génératrices d'angoisse chez les premiéres et

rendent difficiles 1le suivi de l'évolution de la maladie
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Un des buts de la présente invention est de four-
nir les moyens qul permettent cette discrimination entre
personnes porteuses d'anticorps anti-LAV, mais en fait
toujours encore asymptomatigques et personnes déja malades.

En effet, il a déja été montré que seulement une
certaine proportion des lymphocytes T4 est infectable par
le wvirus LAV (Science, 1984, 225, p. 59-63, Klatzmann et
al). Mais Jjusqu'a ce jour il n'était pas établi que les
lymphocytes T4 non infectés par un HIV (LAV) dans les
essais du type de ceux qui avaient été réalisés par
KLAZMANN et al ou d'autres chercheurs présentaient des

éléments de structure, & tout le moins des phénotypes

permettant de 1les distinguer de ceux qui avaient été-

infectés.

L'invention repose sur la découverte qu'en fait
les lymphocytes T4 susceptibles d'étre infectés par un HIV
avaient effectivement des caractéristiques distinctes des
lymphocytes T4 qui ne l'étaient pas. Celles des cellules
gui sont infectables seront appelées cellules T4X dans ce
qui suit, alors que les cellules également porteuses du
phénotype T4, mais qui ne sont pas infectables et m&me ne
sont pas reconnues par le virus susdit, seront appelées
cellules T4Y. L'invention a en outre permis de montrer que
les cellules T4X et les cellules T4Y semblent se différen-
cier au niveau méme du récepteur pour le virus. En effet,
comme il sera vu dans la suite de cet exposé, les cellules
T4X, une fois séparées des cellules T4Y, forment des
populations infectables "a& 100 %" par le virus.

Le procédé selon 1l'invention de séparation des
cellules T4X et T4Y qui met & profit cette découverte est
caractérisé en ce qu'il comprend une étape d'incubation
d'une population initiale de cellules T4 en présence de
virus LAV inactivé, qui s'est avéré pouvoir former un com-

plexe avec les cellules T4X. Une seconde étape du procédé

v,
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consiste & séparer les cellules T4X sur lesquelles le Vi-
rus inactivé est fixé, des cellules T4Y qui se sont avé-
rées ne pas former de complexe avec le virus inactivé. De
préférence, si 1l'on veut récupérer des cellules T4X in-
fectables par le virus, une étape supplémentaire d'incu-
bation en 1'absence de virus inactivé est nécessaire.

En effet le procédé selon l'invention met a profit
deux propriétés supplémentaires des lymphocytes T4X. Ils
sont reconnaissables aussi bien par le virus LAV virulent
que par les formes inactivées de ce virus. En outre, lors-
que les cellules T4X, sur lesquelles avait au préalable
éteé fixé le virus LAV inactivé (notamment par un virus
inactivé a la chaleur, par exemple par traitement a une
température de 56°C * 3°C), sont maintenues en incubation
en 1'absence de virus, une internalisation semble se pro-
duire, puisqu'au bout d'un certain temps, les cellules T4X
retrouvent leur aptitude & fixer, de nouveau, un virus
inactivé ou virulent.

Ces diverses constatations sont a l'origine de
plusieurs types d'applications possibles. Un premier type
d'application s'intéresse au diagnostic in wvitro de
1'absence ou au contraire de la présence de 1l'infection,
en particulier lorsque celle-ci ne s'est pas manifestée
par des symptdmes cliniques apparents. Dans ce dernier
cas, l'invention a encore pour but de permettre le suivi
de 1'évolution de 1'infection en cours. Un second type
d'application s'intéresse & 1'obtention de populations de
cellules T4X sensiblement homogénes, utilisables notamment
pour la production de quantités importantes de virus ou
comme culture celluélaire - test particuliérement sensible
pour l'étude de la cytopathogénicité - de nouveaux isolats
de HIV ou, pour le cas ou cette cytopathogénicité a été
reconnue, pour 1'étude de la capacité de substances pré-
sumées avoir -un effet antiviral d'inhiber la capacité du

virus infectieux & infecter ces cultures cellulaires-
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tests. Elles permettent également -~ cas dans lequel on
peut se trouver ramener & des essais de diagnostic in
vitro - 1'étude du caractére infectieux de compositions
contenant des antigénes de HIV (notamment de prélévements
biologiqués, par exemple de sérums humains) par mise en
contact dJde ces prélévements avec ces cultures cellu-
laires-tests et la détection, aprés incubation du mélange
formé pendant et dans les conditions propres & permettre
l'infection, d'une éventuelle activité infectieuse au sein
de la culture-test.

Dans le premier type d'application envisagé ci-
dessus, il peut n'étre pas nécessaire de procéderré 1'éta-
pe d'incubation terminale des lymphocytes T4X en l'absence
de virus inactivé. Tel est en particulier le cas si, pour
fixer le virus sur son récepteur cellulaire, on utilise un
virus & la fois inactivé et marqué. Grice au marquage, il
devient alors possible de compter au sein d'une population
initiale de 1lymphocytes T4, les proportions relatives de
cellules T4X et de cellules T4Y que contenait la popula-
tion 1initiale, au moyen de tout dispositif de détection
approprié ou adapté au type de marquage utilisé. Un dispo-~
sitif approprié consiste par exemple en un trieur de cel-
lules si on veut séparer les T4X des T4Y.

Un mode préféré de réalisation de ce procédé con-
siste & utiliser du virus LAV marqué & la fluorescéine et
un microscope & fluorescence.

Une variante du procédé consiste & utiliser du LAV
couplé & une enzyme (peroxydase, B-galactosidase, phospha-
tase alcaline, etc.) par un agent bifonctionnel ne modi-
fiant pas la reconnaissance du récepteur cellulaire par
l'antigéne viral (glutaraldéhyde ou la diaminobenzidine
par exemple) et a révélé le complexe "LAV-T4X" par les
techniques immunoenzymatiques bien connues telles que
1'Elisa, mettant & profit la modification des propriétés

d'absorption de radiations d'un substrat aprés hydrolyse

i3
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de ce dernier par l'enzyme couplée au virus LAV.

Cette méthode a permis de constater de facon re-
productible gque les lymphocytes T4X représentent chez un
sujet sain environ de 10 & 15 % de la population initiale
des lymphocytes T4. Au contraire, et c'est 1lid un résultat
nouveau essentiel auquel 1l'invention a permis d'aboutir,
l'expérience montre que la proportion relative des cellu-
les T4X vis-a-vis des cellules T4Y est modifiée chez des
personnes témoignant de signes cliniques caractéristiques
des SLA ou du SIDA. Naturellement, on peut avoir recours a
tout autre mode de séparation des lymphocytes T4X retenant
le wvirus inactivé, par exemple lorsque celui-ci n'est pas
lui-méme marqué. Par exemple les lymphocytes sur lesquels
le virus inactivé est fixé peuvent é&tre détectés par des
anticorps anti-LAV. La détection de ces anticorps peut
€tre directe, notamment s'ils sont margqués par un marqueur
fluorescent, radioactif ou enzymatique, ou indirecte, par
exemple & l'aide d'anti-immunoglobulines margquées.

L'invention fournit donc une méthode de mesure in
vitro du rapport lymphocytes T4X/T4Y & partir de tout
échantillon biologique, notamment de sang provenant d'une
personne soumise au diagnostic. La détermination d'un tel
rapport permet, méme chez des personnes porteuses d'anti-
corps anti-LAV, de s'assurer qu'en principe ces personnes
porteuses d'anticorps ne sont pas menacées i bréve échéan-
Cce par la maladie, en d'autres termes ne sont pas attein-
tes de SLA ou de SIDA. Au contraire, si le rapport est
modifié, on peut présumer de ce que la maladie est en
train de se développer. Dans un tel cas, l'invention per-
met encore la détermination du stade de développement de
la maladie et, si les mesures sont répétées dans le temps,
de son évolution, notamment en corrélation avec les varia-
tions de ce rapport dans le sens d'une diminution.

Pour la premiére fois, l'invention fournit donc

des moyens permettant la discrimination réelle souhaitée
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entre les personnes asymptomatiques et les personnes déja
malades. L'invention fournit donc encore de nouveaux pa-
ramétres efficacement substituables aux anciens, pour ce
qui est de la reconnaissance de l'installation de la ma-
ladie. Alors gqu'antérieurement le rapport lymphocytes
T4/lymphocytes T8 ne pouvait guére étre utilisé pour faire
ce dépistage, en raison de sa faible variation relative,
au moins Jjusqu'd@ un stade trés avancé de la maladie, la
surveillance du rapport T4X/T4Y permet maintenant une sur-
veillance étroite de 1'évolution de la maladie, par consé-
quent le choix de la thérapeutique la plus efficace.

Un autre mode de mesure encore comprend par exem-
ple 1'étude de la variation des proportions des lympho-
cytes qui, au sein d'une population initiale de lymphocy-
tes T4 mis en contact préalablement avec du virus inacti-
vé, sont reconnus par les anticorps anti-T4. Ce test met &
profit la perturbation de la propriété de reconnaissance
que 'possédent les anticorps anti-T4 pour les lymphocytes
T4, lorsque ces derniers ont auparavant été mis en pré-
sence de virus LAV. Il a en effet été constaté gque, si
l'on incube une population de lymphocytes T4 en présence
d'anticorps anti-T4, ceux-ci tendent a se fixer sur toutes
les cellules T4. La fixation des anticorps anti-T4 est di-
minuée lorsque des lymphocytes T4 sont préalablement incu-
bés en présence de virus LAV. On peut donc, par comptages
respectifs des lymphocytes T4X et des lymphocytes T4Y dé-
terminer le rapport T4X/T4Y sus-indiqué. En variante, on
peut, aprés séparation des lymphocytes T4¥, notamment dans
les conditions indiguées plus loin et internalisation du
virus inactivé dans les lymphocytes T4X, évaluer leur pro-
portion relative par leur mise en contact avec une prépa-
ration de virus LAV inactivé et marqué, par exemple i la
fluorescéine, puis mesurer 1l'intensité de fluorescence
émise que 1l'on corréle au nombre de lymphocyﬁes T4X pré-

sents.

L3
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Ces tests soutiennent 1l'hypothése (en méme temps
qu'il confirme ce qui a été montré plus haut, en ce qui
concerne la proportion des lymphocytes T4X au sein d'une
population de lymphocytes T4 chez un sujet sain) qu'il
existe & la surface d'environ 10 % des lymphocytes T4 un
récepteur qui reconnait spécifiquement le LAV et que,
lorsque ce dernier y est fixé, il masque le site de recon-
naissance des lymphocytes T4 par les anticorps anti-T4.
Cette constatation semble attribuable au fait que l'anti-
corps anti-T4 masque ce qui pourrait dtre le récepteur
spécifique du LAV sur les lymphocytes T4X infectables{
constatation qui trouve sa confirmation dans le fait que,
a l'inverse, la fixation des anticorps anti-T4 sur les
lymphocytes T4 empéche toute fixation du virus LAV sur les
lymphocytes T4X.

De 1l'ensemble des constatations qui précédent, il
semble découler que les lymphocytes T4X "commandent" éga-
lement les manifestations de certaines fonctions des lym~
phocytes T4Y, si 1l'on en juge par l'inhibition observée
de 1l'expression du phénotype T4 et du récepteur pour
1'IL-2 (appelé “TAC"), de 1'ensemble des lymphocytes T4
chez des personnes déja & un stade avancé du SIDA.

L'invention s'applique également i la séparation
des lymphocytes T4X et T4Y, comme indiqué plus haut.

Un tel procédé est plus particulieérement intéres-
sant a mettre en oeuvre sur des populations de cellules T4
appartenant & des lignées permanentes (CEM, HY9, etc.) afin
d'obtenir des cellules T4X permanentes toutes infectables
par le wvirus LAV, de sorte que les rendements de produc-
tion du virus peuvent étre amplifiés.

Divers modes de réalisations de ce procédé peuvent
€tre mis en oeuvre. )

Un mode de réalisation préféré de ce procédé 4'ob-
tention de cellules T4X comprend la mise en contact d'une

population de 1lymphocytes T4 avec un virus inactivé fixé
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sur un support solide. Cette mise en contact est alors ré-
alisée en milieu hétérogéne constitué d'une phase fluide
contenant la " population initiale de cellules T4 et d'une
phase solide retenant le virus inactivé. Les cellules T4X
sont tout d'abord fixées sur le support solide par 1l'in-
termédiaire du virus, ce quli permet la séparation des deux
phases. Aprés internalisation du virus inactivé, on obser-
ve alors un "décrochage" au moins partiel des lymphocytes
T4X du support solide. Ces lymphocytes T4X peuvent alors
étre recueillis. Le support solide de ce procédé est de
préférence constitué de billes de latex magnétiques ou de
billes de polyacrylamide agarose du type de celles décri-
tes dans la demande de brevet frangais n® 75 36889 publiée
sous le n* 2 334 106 au nom de 1'INSTITUT PASTEUR. Dans le
cas de billes de latex magnétiques, la séparation est
aisément réalisée & l'aide d'un aimant.

Dans un mode de réalisation du procédé selon 1'in-
vention, on réalise une incubation préalable de la popula-
tion initiale de cellules T4 en présence de virus inacti-
vé, puis on met en contact ces lymphocytes T4 avec des an-
ticorps anti-T4, ou analogues, fixés sur un support inso-
luble adéquat. Les cellules T4Y, dont les récepteurs aux
anticorps anti-T4 ne sont pas masqués par le virus LAV
inactivé, se fixent par conséquent sur le support solide
par l'intermédiaire des anticorps anti-T4, tandis que les
cellules T4X fixées au virus LAV inactivé restent en sus-
pension dans le fluide. Aprés séparation des deux phases,
notamment par simple décantation et internalisation du
virus inactivé par les cellules T4X, on obtient ainsi une
population de cellules T4X, toutes infectables par le
virus LAV. Cette population de cellules T4X présente
encore la caractéristique qu'essentiellement la totalité
de ses lymphocytes portent un récepteur pour le LAV vi-
rulent ou inactivé, récepteur qui parait distinct des

récepteurs pour les anticorps monoclonaux OKT4, puisque

i
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ceux-ci ne distinguent pas les lymphocytes T4X et TA4Y
entre eux.

L'invention concerne également un procédé de pro-
duction du virus LAV par infection de populations essen-
tiellement constituées de cellules T4X maintenues en cul-
ture et par récupération des virus produits par ces cel-
lules.

Elle concerne aussi un procédé sensible de dé-
tection du caractére infectieux ou non d'une préparation
biologique présumée contenir des antigénes de LAV ou HIV,
par exemple d'un prélevement d'un fluide biologique (par
exemple de sérum) provenant d'un porteur d'anticorps anti-
LAV, <ce procédé consistant 4 mettre en contact ce prélé-
vement avec ladite population de T4X, & réaliser 1‘'incu-
bation du mélange pendant le temps et dans des conditions
permettant 1'infection éventuelle de ces lymphocytes T4X
par un virus LAV ou HIV, et & détecter l'infection
possible des lymphocytes T4X, par exemple grace & la
manifestation d‘'une activité reverse transcriptase en cas
de réponse positive et, 1le cas échéant, la destruction
compléte & terme de cette population de T4X.

A l'inverse, comme déjd dit plus haut, ce procédé
peut €tre mis en oeuvre dans des conditions semblables
soit avec une préparation virale dont le caractére infec-
tieux vis-a-vis de lymphocytes humains doit étre déter-
miné, soit avec une préparation de rétrovirus dont le
caracteére infectieux pour 1'homme avait déja été reconnu,
mais ce en présence de principes actifs de médicaments
éventuels, dont doit étre testée 1'éventuelle capacité &
inhiber l'action infectieuse de ce rétrovirus. Dans un cas
particulier de cette derniére application, la préparation
virale peut étre celle qui avait été obtenue & par;ir d'un
patient affecté (ou susceptible d'étre affecté) par un
SIDA, afin de déterminer celui des médicaments gqui pour-

rait étre 1le plus efficace en vue d'obtenir au moins une
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rémission du développement de la maladie chez le malade
concerné.

Les techniques préférées de mise en oeuvre des
procédés et méthodes et les résultats obtenus selon 1'in-
vention sont indiquées & titre d'exemples dans la descrip-
tion détaillée qui suit :

1) Marquage du virus LAV par de la fluorescéine.

1 ml de virus LAV (concentration protéique 5 mg/-
ml) purifié par ultracentrifugation sur gradient de sac-
charose 30-60 %, a été incubé 90 minutes & 25°C & 1l'obscu-
rité en présence de 1 ml d{isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) & 2,5 mg/ml en tamponrcafbonate PH 9,2.

Le FITC non 1lié a ensuite été éliminé par gel
filtration sur tamis moléculaire de Sephadex G25 de
Pharmacia ou Biorad (qui retient l'isothiocyanate).

Le virus ainsi marqué est ensuite inactivé par un

traitement & une température de 56°C & 1°C.
2) Utilisation du virus LAV marqué & la fluorescéine pour
étudier la population de lymphocytes T4X reconnue par le
virus et pour séparer cette population & l'aide d'un
trieur de cellules ou de toute autre méthode. Dans le cas
d'un marquage du LAV par une enzyme, la séparation de
cette population T4X se fait par utilisation d'un immuno-
adsorbant.

Le marquage des cellules T4, préalablement frac-
tionnées & l'aide d'anticorps monoclonaux spécifiques, est
effectué en incubant 5.105 de ces cellules avec 25 pl de
LAV-FITC & 2,5 mg/ml pendant 60 minutes & O + 4°C. Aprés
trois lavages par du PBS froid, les cellules sont alors
observées & l'aide d'un microscope & fluorescence et uti-
lisées pour le triage.

Le tableau I résume les <résultats obtenus. On
constate que dans une population de lymphocytes T4 préa-
lablement fractionnés, seulement 10 % sont reconnus par

FITC-LAV. Par contre, moins de 0,5 % d'une population de

S
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cellules T8 fractionnées sont marquées par ce virus. De
méme, on constate que des lymphocytes B et des monocytes
ne sont pas ou sont peu reconnus paxrxr FITC-LAV,,confirmant
aussi que ces cellules présentent trés peu de récepteurs
pour le virus.

Dans les lignées continues (CEM ou Hg) utilisées
pour produire 1le virus LAV en grandes quantités, on ob-
serve la présence de 10 & 28 % de cellules possédant le
récepteur pour le virus constituant ainsi la population
T4X.

A titre d'exemple, les lignées CEM clone 11 et CEM
clone 13 ont été déposées & la Collection Nationale des
Cultures de Micro-organismes de 1'Institut Pasteur de
Paris sous les numéros I-416 et I-417 respectivement.

TABLEAU
Marquage de différentes cellules par du LAV-FITC

Cellules % cellules fluorescentes *
OKT4+ 10

OKT8 0,8
Monocytes 1

B 0,5

CEM 12

CEM clone 11 10,4

CEM clone 13 11

H9 28

* Moyenne d'au moins six expériences.

Afin de confirmer la spécificité d'un tel marqua-
ge, des expériences de blocage par différentes concen-
trations de virus froid ont été réalisées et les résultats

sont 1résumés au tableau II. Pour ces expériences, des
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cellules T4 ont été mises en contact avec des concen-
trations variables de virus purifié f£froid pendant une
heure 4 O + 4°C, puis lavées et marquées par FITC-LAV dans
les conditions préalablement décrites. Les résultats
montrent . qu'il existe une compétition pour la
reconnaissance de la cellule cible entre le virus froid et
le virus marqué, indiquant la spécificité de la fixation
de FITC-LAV sur le récepteur par le virus a la surface de
la cellule.
TABLEAU IT

Expérience de blocage par du virus froid

Concentration FITC-LAV % cellules T4
du virus LAV {5 mg/ml) fluorescentes
froid (mg/ml)

0 + 11

0,005 + 10

0,05 + 9,5
0,1 + 8,5
0,5 + 5,3
1 + 1,8
2,5 + 0,1
5 + 0,1

Enfin, avant d'envisager un triage des deux
populations cellulaires, il a été vérifié qu'il était
possible d'obtenir les mémes résultats avec un virus
FITC-LAV inactivé par chauffage pendant 30 minutes & 56°C.
Les résultats indigqués dans le tableau III montrent que
l'inactivation de FITC-LAV ne modifie en rien la spécifi-
cité du marquage. Par ailleurs, il a été également vérifié
que les cellules T4X peuvent €tre infectées par une prépa-

ration virale virulente non fluorescente dés la premiére
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heure aprés le margquage par FITC-LAV inactivé, ce dernier
étant internalisé, suivant un processus d'endocytose, par
les cellules T4X. Cette internalisation est accompagnée de

2 disparition de la fluorescence.

TABLEAU TIT

Reconnaissance de la cellule cible T4 »nar FITC-LLV

inactivée par la chaleur

FITC-LAV  mmmmmmm oo
cellules T4 cellules T8

non chauffé 9 0

chauffé 30 minutes

56°C 16 1

R R e e e e — - - —— ——— - - —— " - — " - S =t = = A - . — - - - —

3) Séparation des populations T4X et T4Y & 1l'aide de
billes magnétiques.

La méthode précédente ne permettant pas d'obtenir
une gquantité importante de cellules, il a été développé
une autre méthode de séparation utilisant des billes
magnétiques de latex sur lesquelles une préparation de
virus LAV purifié et inactivé par la chaleur a été fixée
de maniére covalente.

Le contact cellules-billes de latex est réalisé en
incubant 1O7 cellules T4 avec 200 ug de latex, ayant fixé
le wvirus, pendant 15 minutes & O + 4°C dans une solution
de PBS contenant 5 % de sérum de veau foetal, 1 % d'anti-
biotiques (mélange pénicilline, streptomycine, néomycine,
commercialisé par Gibco) et 0,1 % d'azide de sodium. Puis
& l'aide d'un aimant, on sépare les bille sur les&uelles
sont fixées les <cellules T4X du surnageant contenant la
population T4Y.

Puis en marquant les deux populations cellulaires
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obtenues, & 1l'aide de FITC-LAV, il a ainsi été démontré
que moins de 0,3 %2 de la population du surnageant T4Y
pouvait étre marquée par FITC-LAV et gque la population T4X
représentait environ 10 4 15 % de la population initiale
de lymphocytes T4.

Par ailleurs, apres infection de la population T4Y
par une préparation virale virulente non margquée, il n'a
pu étre obtenu jusqu'd ce Jjour une réplication du virus
LAV, ce qui suggére bien que seule la population T4X est
infectable par le virus LAV.

4) Description du procédé de fixation des anticorps mono-
clonaux sur boite de Pétri et séparation des cellules T4X.
i) Préparation des plaques

- les boites sont incubées & température ambiante pendant
1 heure avec 6 ml d'une solution contenant 10 pg/ml d'an-
ticorps OKT4 en milieu Tris 510 % mol/l pH 9,5, stérilisé
par filtration ;

- on lave 4 fois en tampon PBS stérile ;

- on ajoute 5 ml par boite de PBS contenant 1 % de sérum
de veau foetal (FCS) et on incube pendant au moins 1 heure
a4 température ambiante.

ii) Préparation des cellules

2107 lymphocytes T4 (T4) sont centrifugés 10 minutes &
450 g et & 4°C ;

1e culot est repris dans 2 ml de PBS contenant 5 % FCS,
pour obtenir un milieu contenant 107 cellules/ml.

Les cellules sont incubées avec 0,75 mg de virus
purifié, stérilisé par filtration et inactivé au préalable
pendant 30 minutes a 56°C ; 1l'incubation a lieu & 4°C
pendant 10 minutes (cellules et virus doivent étre a 4°C
au moment du contact) ; les cellules sont ensuite centri-
fugées 2 fois & 450 g pendant 10 minutes & 4°C, et le cu-
lot est repris dans 4 ml de PBS 5 % FCS.

iii) Séparation des cellules

a

4 ml de milieu contenant 5106 cellules/ml sont

™
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répartis dans la boite ; on incube pendant 40 minutes a
4°C. La boite est remuée doucement, puls on incube encore
pendant 30 minutes & 4°C ; 1le surnageant est ensuite
décanté doucement et la boite lavée 4 fois avec du PBS
contenant

1 % FCS doucement : les cellules ne s'étant pas fixées sur
les anticorps OKT4 sont récupérées. Celles-ci forment
alors la population de cellules T4¥X. On peut également ré-
cupérer les cellules T4Y, par exemple aprés lavage 4 fois
en PBS contenant 1 % de FCS par des jets de seringue. Les
cellules fixées sur 1'OKT4 sont décrochées, ces cellules

formant alors la population recherchée de lymphocytes T4Y.
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REVENDICATIONS

1 - Population de cellules portant le phénotype T4
des lymphocytes T4, caractérisée en ce qu'elle est consti-
tuée essentiellement par des lymphocytes T4 possédant un
récepteur du virus LAV, & l'état virulent ou inactivé, ce
site étant susceptible d'étre masqué par des anticorps
anti-T4, cette population étant essentiellement exempte de
lymphocytes T4 non infectables par le LAV et ne possédant
pas de récepteur pour le virus LAV, & l'état virulent ou
inactivé.

2 - Population de cellules selon la revendication
1, caractérisée en ce gque ces cellules sont constituées
par des lymphocytes T4 normaux.

3 - Population selon la revendication 1 caracté-
risée en ce que les cellules appartiennent a des lignées
de cellules permanentes portant le phénétype T4 susdit.

4 - Procédé d'obtention de lymphocytes portant le
phénotype T4 infectables par le virus LAV, essentiellement
& l'exclusion de cellules portant le méme phénotype mais
non infectables par le LAV, caractérisé en ce que, partant
d'une population de cellules portant ledit phénotype T4 et
contenant a la fois des cellules infectables par le LAV
(T4X) et des cellules a phénotype T4 non infectables par
le LAV _(T4Y), on met en contact cette population avec du
virus LAV et l'on sépare les unes des autres les cellules
gqui ont fixé le virus LAV de celles qui ne l'ont pas fixé.

5 - Procédé selon la revendication 4, caractérisé
en ce que le virus de préférence inéctivé est fixé sur un
support insoluble, et en ce que la population initiale de
cellules en suspension dans un fluide est amenée au con-
tact du virus inactivé f£ixé, et en ce que l'on sépare en-
suite la phase solide retenant les lymphocytes T4X fixés
de la phase fluide contenant les cellules T4Y non fixées
et, aprés une incubation des lymphocytes T4X pendant un

temps nécessaire & l'internalisation du virus inactivé, on

~
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récupére les lymphocytes T4X.

6 - Procédé selon la revendication 4, caractérisé
en ce que le wvirus inactivé est & 1'état de suspension
dans un milieu fluide, en ce que l'on met en contact la
population de cellules & séparer avec cette suspension de
virus, et en ce que, pour opérer la séparation susdite, on
met en contact la population de cellules avec des anti-
corps anti-T4 eux-mémes fixés sur un support solide, et on
récupére les cellules qui ne sont pas retenues par les
anticorps anti-T4 fixés sur le support solide.

7 - Application du procédé selon l'une quelconque
des revendications 1 a4 6 & la détermination de la propor-
tion de lymphocytes T4X au sein d'une population de lym-
phocytes T4 contenus dans un fluide biologique provenant
d'une personne porteuse d'anticorps anti-LAV, en vue du
diagnostic des SLA ou du SIDA chez ces personnes, un diag-
nostic positif étant corrélé & une diminution de la popu-
lation T4X ou du rapport du nombre des lymphocytes T4X au
nombre des lymphocytes T4Y, lesquels se comportent comme
s'ils étaient dépourvus de récepteurs pour le virus LAV.

8 - Procédé de diagnostic in vitro des lymphadé-
nopathies SLA ou du SIDA chez une personne dont le sérum
contient des anticorps anti-LAV, ce procédé comprenant la
mise en contact d'une population.de lymphocytes T4 conte-
nue dans un fluide biologique provenant de ladite per-
sonne, avec le virus LAV inactivé, la détection de la
proportion des cellules retenant le virus inactivé et la
détermination du rapport du nombre des lymphocytes (T4X)
ayant fixé le virus au nombre des lymphocytes (T4Y) qui ne
l'ont pas fixé, un diagnostic d'évolution de la maladie
étant corrélé a4 une diminution de la propcrtion de lympho-
cytes T4X au sein de ladite population de lymphocytes T4
ou & une diminution du rapport T4X/T4Y vis-d-vis de la
normale.



WO 87/04457 PCT/FR87/00016

10

15

20

25

30

35

20
9 - Procédé selon la revendication 8, caractéri-
sé en ce que le virus LAV inactivé est marqué et en ce que
la mesure du rapport T4X/T4Y nécessaire au diagnostic in

vitro est appréciée par la proportion de marqueur retenue.

10 - Procédé selon la revendication 9, caractérisé
en ce gque le marqueur est immunofluorescent et en ce que
l'on apprécie la valeur du rapport T4X/T4Y par l'intensité
d'immunofluorescence du marqueur au sein de la population
de lymphocytes T4X.

11 - Procédé selon la revendication 9, caractérisé
en ce que le margueur est immunoenzymatique et en ce que
l'on apprécie la valeur du rapport T4X/T4Y par la modifi-
cation des ©propriétés d'absorption des radiations d'un
substrat lorsque ce dernier est hydrolysé par le margueur,

12 - Procédé de production de virus LAV caractéri-
sé par l'infection d'une population de lymphocytes T4X
selon la revendication 3, de culture de cette population
dans un milieu approprié et récupération du virus LAV pro-
duit.
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