Office de la Propriete Canadian CA 2350185 A1 2001/03/15

Intellectuelle Intellectual Property
du Canada Office (21) 2 350 1 85
v organisime An agency of 12 DEMANDE DE BREVET CANADIEN
d'Industrie Canada Industry Canada CANADIAN PATENT APPLICATION
(13) A1
(86) Date de depot PCT/PCT Filing Date: 2000/09/05 (51) CL.Int.//Int.CI." CO7K 14/705, C12N 5/08, GO1N 33/68

(87) Date publication PCT/PCT Publication Date: 2001/03/15| (71) Demandeur/Applicant:
(85) Entree phase nationale/National Entry: 2001/05/07 INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA

RECHERCHE MEDICALE (INSERM), FR
(86) N° demande PCT/PCT Application No.: FR 00/02443
(72) Inventeurs/Inventors:

(87) N° publication PCT/PCT Publication No.: WO 01/18053 BONNEVILLE, MARC, FR:

(30) Priorité/Priority: 1999/09/06 (99/11133) FR DAVODEAU, FRANCOIS, FR;
BODINIER, MARIE, FR;

LANG, FRANCOIS, FR
(74) Agent: SWABEY OGILVY RENAULT

(54) Titre : MOYENS DE DETECTION ET DE PURIFICATION DE POPULATIONS LYMPHOCY TAIRES TCD8+,
SPECIFIQUES DE PEPTIDES PRESENTES DANS LE CONTEXTE HLA

54) Title: METHOD FOR DETECTING AND PURIFYING TCD8+ LYMPHOCY TE POPULATIONS, SPECIFIC OF
PEPTIDES PRESENT IN THE CONTEXT OF HLA

(57) Abrége/Abstract:

L'invention vise des multimeres elabores a partir de proteines recombinantes analogues de CMH de classe |, caractérisés en ce
que les proteines comportent au moins une alteration dans la zone dinteraction d'une chaine lourde avec le co-recepteur CD3S
des lymphocytes T conduisant a une réeduction, voire a la suppression de ['affinité de l'interaction entre la chaine lourde et le
CD8. Applications de ces multimeres complexes a des peptides antigeniques a des fins diagnostigues et therapeutiques.

,
L
X
e
e . ViNENEE
L S S \
ity K
.' : - h.l‘s_‘.}:{\: .&. - A L~
.
A

A7 /7]
o~

C an a dg http:vopic.ge.ca - Ottawa-Hull K1A 0C9 - atp.//cipo.ge.ca OPIC

OPIC - CIPO 191




CA 02350185 2001-05-07

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale de la Propriété
Intellectuelle
Bureau international

(43) Date de la publication internationale
15 mars 2001 (15.03.2001)

(51) Classification internationale des brevets’:
CO07K 14/708, GOIN 33/68, C12N 5/08

(21) Numéro de la demande internationale:

PCT/FR00/02443

(22) Date de dépot international:
5 septembre 2000 (05.09.2000)
(25) Langue de dépaot: francais
(26) Langue de publication: francais

(30) Données relatives a la prioriteé:

96/11133 6 septembre 1999 (06.09.1999) FR

(71) Dépeosant (pour tous les Etats désignés sauf US): IN-
STITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (I.N.S.E.R.M.) [FR/FR];
101, rue de Tolbiac, F-75654 Paris Cedex 13 (FR).

{72) Inventeurs; et

(75) Inventeurs/Déposants (pour US seulement): LANG,
Francois [FR/FR]}; 9, rue Magnane, F-44000 Nantes (FR).
BODINIER, Marie [FR/FR]; 53, rue Fauré, F-44000
Nantes (FR). DAVODEAU, Francois [FR/FR}; 9, rue

A0 O A

(10) Numéro de publication internationale

WO 01/18053 Al

des Capitaines Clerville, F-44000 Nantes (FR). BON-
NEVILLE, Marc [FR/FR]; 60, rue Massonniere, F-44120

Vertou (FR).

(74) Mandataire: PEAUCELLE, Chantal; Cabinet Armen-
gaud Ainé, 3, avenue Bugeaud, F-75116 Paris (FR).

(81) Etats désignés (national): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ,
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE,
DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU,
ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ,LC, LK, LR, LS,
LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO,
NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, T™M, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW.
(84) Ktats désignés (régional): brevet ARIPO (GH, GM, KE,
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet européen
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU,
MC, NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CE, CG, CI, CM,
GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publiée:
Avec rapport de recherche internationale.

e o el

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrévia-
tions, se référer aux "Notes explicatives relatives aux codes et

abréviations” figurant au début de chaque numéro ordinaire de
la Gazette du PCT.

(54) Title: METHOD FOR DETECTING AND PURIFYING TCD8+ LYMPHOCYTE POPULATIONS, SPECIFIC OF PEPTIDES
PRESENT IN THE CONTEXT OF HLA

e

<

% (57) Abstract: The invention concerns multimers developed from recombinant proteins analogues of MHC class 1, characterised in

& that the proteins comprise at least an alteration in the zone of interaction of a heavy chain with the T-cell co-receptor CD8 leading
— to a reduction, even the suppression of the affinity of the interaction between the heavy chain and CD8. Said multimers forming

~. complexes with antigenic peptides are useful for diagnostic and therapeutic purposes.

ey

& (57) Abrégé: L'invention vise des multiméres €laborés a partir de protéines recombinantes analogues de CMH de classe I, caracté-

O risés en ce que les protéines comportent au moins une altération dans la zone d’interaction d’une chaine lourde avec le co-récepteur
CD8 des lymphocytes T conduisant 2 une réduction, voire a la suppression de 1’affinité de I'interaction entre la chaine lourde et le
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Movens de détection et de rurification de

nopulations lvmphocovtaires TCD8+, spécifiques de peptides

présentés dans le contexte HLA

L'invention a pour objet des moyens de détection et
de purification de populations lymphocytaires TCDS8 +,

spécifiques de peptides présentés dans- -le contexte HLA.

Le lymphocyte T porte un récepteur spécifique de

l'antigéne contre lequel 11 est commis, appelé TCR. Ce TCR

est composé de plusieurs chaines, dont les chalines et qui

sont impliquées dans la reconnaissance spécifique d'un
peptide antigénique particulier présenté dans une molécule

HLLA. Cette reconnaissance se matérialise par la capacité du

oy,

TCR o/f du lymphocyte T & se fixer avec une certaine

affinité aux complexes HLA-peptide présents a la surface de
la cellule cible. Réciproquement, des complexes HLA-peptide
solubles sont capables de se fixer aux TCR présents a la

surface des lymphocytes T spécifiques du complexe HLA-peptide

considéere.

A l'heure actuelle, le systéme le mieux étudié
moléculairement est la reconnaissance par des lymphocytes T
CD8+ de peptides antigéniques présentés dans des molécules du

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I et en

particulier dans l'allele HLA-AQ0201.
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Dans ce systéme, 11 est établi que i'affinité du
TCR pour le complexe HLA-peptide est trés faible comparée a
ltaffinité d'un anticorps pour son antigéne. Pour cette
raison, la détection de lymphocytes porteurs de TCR réactifs
contre un peptide spécifique dans ce contexte HLA & l'aide de
molécules HLA-A0201 solubles chargées en peptides et marquées
est impossible. Pour pallier cette faible affinité, Altman et
al (1) ont fabriqué un réactif multivalent composé de
complexes HLA-A0201-peptide ou la chalne lourde du HLA est
biotinylée, ce qui permet une association en tétramére avec
la streptavidine. Ce tétramére HLA-peptide présente une
avidité augmentée pour les lymphocytes T porteurs des TCR
appropriés et peut donc €étre utilisé pour visuallser par

immunofluorescence les populations réactives.

Mais 1le TCR n'est pas la seule molécule du
lymphocyte T qui pulsse 1interagir avec le complexe HLA-
peptide. En effet, lors de la reconnaissance physiologique,
la fixation du TCR au complexe CMH-peptide est renforcée par
la fixation du co-récepteur CD8 & une portion constante des
molécules CMH de classe I. La participation du CD8 dans
l'interaction est variable d'un clone lymphocytaire a 1l'autre
et peut dans certains cas conduire & une augmentation tres
importante de la capacité de fixation & un complexe HLA-
peptide donné. Cette capacité du CD8 a se fixer au HLA de
classe I a pour conséquence d'entrainer un bruit de fond de
fixation des tétraméres HLA de classe I sur des lymphocytes T
CD8+ qui portent des TCR non spécifiques du complexe HLA-

peptide. Ce bruit de fond augmente avec la concentration de

tétramére utilisée et peut conduire a des faux positifs en




L)

10

CA 02350185 2001-05-07

WO 01/18053 PCT/FR00/02443

immunofluorescence. Pour essayer de diminuer ce marquage non
spécifique, la plupart des équipes réalisent leurs marquages
avec les tétraméres HLA de classe I en présence d'anticorps
anti-CD8. Mais seuls certains anticorps anti-CD8 sont
efficaces et 1les rapports optimaux de concentrations entre
l'anticorps et le tétramére doivent étre réajustés a chaque
test. Du fait de ces inconvénients, la détection de sous-
populations spécifiques peu représentées au sein d'une
population non spécifique (par exemple de 1'ordre de 0,1 a 1

%) devient difficile.

Par ailleurs, une autre application potentielle des
tétraméres HILA a été envisagée. Elle consiste a 1isoler par
tri (en cytométrie de flux ou par tri immunomagnétique) des
populations lymphocytaires réactives contre un complexe HLA-
peptide donné & des fins d'expansion in vitro, Ppuls
d'utilisation thérapeutique dans des protocoles
d'immunisation passive anti-virale ou anti-tumorale. Mais le
bruit de fond de fixation du tétramére 4dd & la participation
du CD8 peut constituer un ©obstacle sérieux a cette
application car il conduit & 1l'isolement d'une fraction

souvent importante de lymphocytes T non réactifs vis-a-vis du

complexe HLA-peptide sélectionnant.

Salter et al (2) ont montré que la fixation d'un

HLA membrannaire exprimé par des cellules transfectées a un

co-récepteur CD8aa était altérée lorsque le HLA comportalt

une mutation dans le domaine a3l.
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L.'étude de telles mutations par les inventeurs les

a conduits a vérifier que des tétraméres mutés solubles

fixent effectivement moins le CD8, qu'il soit aa ou af,
associé ou non a4 un TCR a la surface du lymphocyte T, ce qui
se traduit par une diminution du bruit de fond.

On pouvalit alors s'attendre & ce gque 1la perte
dtaffinité résultant de la mutation conduise & une perte de
signal spécifique totale ou restreinte & certains clones
lymphocytaires T CD8 dépendants. L'article de Salter et al
montre & cet égard que certains clones alloréactifs CD8
dépendants perdent leur cytotoxicité wvis-a-vis de cellules
portant le HLA-A2 muté tandis que d'autres sont peu affectés.

Ainsi 1l aurait été possible que les tétrameres
mutés ne détectent qu'une fraction des cellules réactives
(les moins CD8 dépendantes) au sein d'une population
polyclonale.

Les nombreux marquages comparatifs de populations
polyclonales avec les tétraméres mutés et natifs réalisés par
les inventeurs en double marquage avec un anticorps anti-CDS8
démontrent gqu'au contraire, de maniére 1inattendue, le
tétramére muté reconnait le méme pourcentage de cellules
spécifiques que le tétramére natif.

De plus, la comparaison de margquage avec le
tétramére muté sur un clone trés CD8 dépendant et un clone
peu CD8 dépendant montre une efficacité comparable de

fixation du tétramére rapportée & l'intensité d'expression du

TCR.
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I1 apparalt donc que la mutation diminue de fagon
trés importante la fixation du tétramére au CD8 seul, mais
affecte beaucoup moins sa fixation au complexe TCR-CDS8.

L'invention repose donc sur la mise & profit des
propriétés mises en évidence chez les multiméres de HLA
mutés, ou, de maniére plus générale, altérés, et vise, en
tant que nouveaux produits, de tels multiméres et leurs
complexes avec des peptides antigéniques.

Elle vise également l'utilisation de ces molécules
pour la détection et/ou l'isolement de  populations
lymphocytaires TCD8+, peptide-spécifiques.

Elle vise en outre & fournir une méthode de
détection et/ou d'isolement de telles populations a l'aide de
telles molécules, chargées en peptide, en particulier pour

<+ -

des applications en diagnostic et en thérapeutique. "

Les multiméres selon l'invention sont élaborés a
partir de protéines recomblnantes analogues de CMH de classe
I et sont caractérisés en ce que les protéines comportent au
moins une altération dans la zone d'interaction d'une chailne
lourde de CMH de <classe I avec le co-récepteur CD8 des
lymphocytes T, conduisant & une réduction, voire a la
suppression de l'affinité de 1l'interaction entre 1la chalne

lourde et le CDS.

L'altération de la zone d'interaction concerne plus

spécialement le domaine a3 de la chaine lourde.

Il s'agit tout particuliérement d'une mutation dans

le domaine a3 d'au moins un acide aminé, par rapport au

domaine correspondant d'une chaine lourde native capable de

se fixer audit co-récepteur CDS.
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5 On citera par exemple la mutation d'un résidu
alanine en résidu valine en position 245 du domaine o3 de la
molécule HLA-AZ2.

L'altération peut également <consister en une
modification chimique d'au moins un acide aminé et/ou en une

10 délétion d'au moins wun aclide aminé, ce ou ces types

d'altération s'ajoutant le cas échéant a une ou plusieurs

mutations.
I.'invention vise également, en tant gque nouveaux
produits, les complexes élaborés a partir des multimeres
15 définis ci-dessus et de peptilides antigénigques.

Dans ces complexes, les multiméres se présentent

notamment sous forme de tétraméres.

Conformément a l'invention, ces complexes sont
utilisés pour la détection et/ocu l'isolement de populations

20 lymphocytaires TCD8+ reconnaissant de maniére spécifique le

peptide antigénique des complexes.

L'utilisation des complexes définis ci-dessus
permet de diminuer de fagon tres importante le bruit de fond

de fixation non spécifique sans altérer le marquage

b9
AN

spécifique et, en outre, de s'affranchir de la nécessitée

d'utiliser conjointement un anticorps anti1-CD8 lors

d'analyses en i1mmunofluorescence.

Dans une utilisation préférée, 1lesdits complexes

30 sont mis en oeuvre dans un procédé de tri cellulaire, tel que

le tri immunomagnétique.
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Une technique de tri immunomagnétique pour 1soler

t»n

des lymphocytes T spécifiques chez la souris est décrite par
Luxembourg et al. (5). .

Cette technique est basée sur l'utilisation d'un

systéme de Dbilles recouvertes de complexes CMH-peptide

10 (produits dans un systéme Drosophile ; chargés en peptides et

biotinylés chimiquement) .

I.'invention vise également une méthode de détection
et/ou d'isolement de populations lymphocytaires T CD8+
peptide-spécifiques, a partir d'une population polyclonale.

15 La méthode de détection est caractérisée en ce qu'elle
comprend
- la mise en contact de la population polyclonale avec des

multiméres complexés & des peptides antigénigues tels que

définis «c¢i-dessus, dans des conditions permettant une
20 interaction entre les complexes de CMH de <classe I
altérés/peptides et les récepteurs des lymphocytes T ayant
une affinité pour lesdits complexes,
- la révélation des populations lymphocytaires qui
se sont fixées auxdits complexes.
25 La révélation est réalisée par exemple par

fluorescence en utilisant des multiméres comportant des

composés fluorescents.

La méthode d'isolement des populations
lymphocytaires peptide-spécifiques & partir de populations
30 polyclonales entre également dans le cadre de l'invention et

peut étre mise en oeuvre le cas échéant aprés l'étape de

détection ci-dessus.
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Cette méthode met en jeu la technique du tri
immunomagnétique et est caractérisée en ce que qu'elle

comprend

- la mise en contact de la population polyclonale
avec des billes magnétiques sur lesquelles sont fixées les

complexes peptide/analogues de CMH de classe I, tels que

définis ci-dessus, dans des <conditions permettant une
interaction entre 1lesdits complexes et les récepteurs des

lymphocytes T ayant une affinité pour ces complexes,

- la récupération des populations fixées,
l'opération de tri étant répétée, si souhaité, et/ou suivie,
le cas échéant, d'une étape

- d'amplification in vitro  des populations
sélectionnées.

I.'augmentation du différenciel entre bruit de fond
et marquage spécifique avec les multiméres altérés comme

défini ci-dessus permet une meilleure discrimination des

populations lymphocytaires spécifiques au seln d'une

population polyclonale, et rend ainsi trés efficace le tri

immunomagnétique avec ces multiméres.

Les molécules de CMH comprennent par exemple un
motif de biotinylation enzymatique sur la chalne lourde. Les

billes sur lesquelles sont fixées les complexes sont couplées

a la streptavidine.

Les populations polyclonales proviennent
d'échantillons prélevés sur des patients, comme des ligquides
synoviaux ou des cellules mononuclées du sang périphérique.

L'étape d'amplification des populations

sélectionnées est réalisée avantageusement par stimulation

—n g e PRRETE AP RN P HARRR AL | PTPAITR AT WA LLr ¢ . e
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5 polyclonale dans des conditions qui n'affectent pas la
représentativité des populations amplifiées. On a recours par
exemple a PHA, IL2 ou des PBL 1rradiés.

L'invention vise également les populations
lymphocytaires T sélectionnées et le cas échéant amplifiées,

10 caractérisées en ce qu'elles sont exclusivement constituées
de lymphocytes T réactifs wvis-a-vis du peptide d'un complexe
donné.

De telles populations peptide-spécifiques revétent
un grand intérét en thérapeutigque, et plus spécialement pour

15 les applications qui reposent sur leur ré-admnistration selon
1l'immunothérapie adoptive.

L'invention vise donc des compositidns
pharmaceutiques caractérisées en ce qu'elles sont élaborées a
partir d'une population lymphocytaire T peptide-spécifique

20 telle que définie ci-dessus, en association avec un véhicule

pharmaceutique.

De telles compositions sont avantageusement

"administrables par injection.

Il est ainsi possible de restaurer une 1immunité

25 antivirale ou antitumorale aprés injection de lymphocytes T
reconnaissant respectivement un complexe CMH de classe I/
peptide wviral ou tumoral défini, ou de corriger un
désiquilibre immunitaire (par exemple cas d'autoimmunité,)
par l'administration de <cellules T dirigées contre un

30 antigéne donné et présentant des propriétés activatrices ou

inhibitrices de la réponse immunitaire.

D'autres caractéristiques et avantages de

N

1'invention figurent dans les exemples qui suivent, donnés a
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titre purement 1llustratif, dans 1lesquels il est fait
référence aux figures 1 a 7, quil représentent, respectivement

- les figures 1 et 2 représentent les intensités de
fluorescence (moyennes) en fonction des concentrations en
tétraméres natifs (1A, 2A) et en tétraméres mutés
correspondants (1B, 2B) avec des tétraméres chargés en
peptide issu de BMLF1l (fig.l) ou de pp65 (fig. 2),

- la figure 3, les moyennes d'intensité de
fluorescence en fonction des concentrations en tétraméres
natifs et mutés avec des clones spécifiques,

- la figure 4A, le pourcentage de 1lyse, avec ou
sans anticorps anti-CD8 de 2 clones spécifiques d'une lignée
B HLA-A0O201 chargée avec un peptide BMLF1l et les figures 4A
et 4B, les résultats des marquages de ces clones,

- la figure 5, les résultats de simples (avec -Le
phycoérythrine, PE) et doubles (PE et anticorps anti-CDS8
marqués) marquages de tétraméres natifs et mutés avec les
lymphocytes de 2 patients, et

- les figqures 6 et 7, les résultats de tris
immunomagnétiques réalisés avec des tétraméres natifs et des

tétraméres mutés.

Exemple 1 : Fabrication d'un tétramére HLA-A0201

muté dans la zone d'interaction avec le co-récepteur CDS8.
On a utilisé un plasmide d'expression en bactérie
contenant 1'ADNc codant pour la chaine lourde du HLAO0201,
prolongé d'une séquence codant pour un motif de biotinylation

enzymatique (construction selon Altman et al (1). La zone
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codant pour le domaine O3 a été amplifiée avec des amorces

spécifiques SEQ ID N°1

5" CCTTCCAGAAGTGGGTGGCTGTGGETGGTGCC 3

et SEQ ID N°2
S' GGCACCACCACAGCCACCCACTTCTGGAAGG 3!

On a introduit dans les fragments d'amplification
une mutation d'une base pour transformer le codon alanine en

un codon valine en utilisant le kit QuickChange Site-directed

Mutagenesis R de Stratageéne.

Le fragment muté a été réintroduit dans le plasmide
d'expression et la présence de la mutation a été contrdlée
par séquengage.

La chailne lourde HLA-A0201 mutée a été produite ‘en
corps d'inclusion bactérien et le monomére HLA chargé en
peptide, puis le tétramere muté correspondant, ont pu étre

obtenus suivant un protocole de renaturation précédemment

décrit par Garboczi et al (3).

Exemple 2 : Etude comparative de l'efficacité et de
la spécificité de marquage immunofluorescent entre un

tétramére HLA-A0201 natif et le tétramére HLA-A0201 muté

chargés avec différents Eegtides

a) Marguage de clones lymphocytaires

Des tétraméres HLA-A0201 natifs et des tétrameres

correspondants mutés ont été chargés soit avec un peptide
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issu de la protéine BMLF1l du virus de 1'EBV, soit avec un

peptide 1ssu de la protéine.ppss du CMV.

Les tétraméres natifs sont obtenus selon la
technique de l'exemple 1, mais sans la mutation.

Des clones spécifiques et non spécifigques ont é&té
marqués et utilisés a des concentrations crolssantes.

La figure 1 donne 1les moyennes d'intensité de
fluorescence (MFI) obtenues avec les tétraméres HLA-A2/BMLF1
natifs (figure 1A) et avec 1les tétraméres correspondants
mutés (figure 1B).

On constate que le tétramére HLA-A2/BM natif montre
un bruit de fond de fixation sur certains clones’® non
spécifiques qui augmente avec la dose de tétramére utilisée.

Ce bruit de fond ne semble pas exclusivement lié a
la restriction HLA du clone considéré, mals dépend aussi du
peptide chargé puisque deux clones anti-IE1l restreints HLA-
A0201 donnent un fort bruit de fond, alors que le clone anti-
melan-A également restreint HLA-A0201 donne un bruit de fond
moderé.

Avec le tétramére muté, les moyennes de

fluorescence (MFI) obtenues sur 1les clones spécifiques
-

(BM/A2) sont plus faibles que celles obtenues avec le
tétramére natif, mais le bruit de fond sur les clones non
spécifiques est quasiment nul et ceci quelle gque soit la
concentration de tétramére utilisée.

On remarquera que cette différence de bruit de fond
entre le tétramére natif et 1le tétramere muté n'est pas
particuliére au tétramére A2/BM puisqu'on 1l'observe également

avec le tétramére HLA-A2/pp65 (voir figure 2).

. . L
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Dans cette figure 2, la moyenne de fluorescence est
indiquée en échelle log afin de visualiser les faibles bruit
de fond de marquage obtenu avec le tétramére muté. On

constate que le différentiel entre le marquage spécifique et
le marquage non spécifique est de l'ordre de 2 log (10%) avec
le tétramére A2/pp6S5 muté, alors qu'il est de seulement 1 log
avec le tétramére natif. Les deux exceptions notables sont
les deux clones CD4 anti-EBV pour lesquels le bruit de fond
est trés faible avec le tétramére natif. Cette observation
renforce 1'hypothése selon 1laquelle le bruit de fond de
marquage obtenu avec le tétramére natif est dd & un certailin

pourcentage de fixation non spécifique du tétramere au CDS8.

Sur la figure 3, sont représentées les différences
de marquages obtenues avec les tétraméres mutés et natifs
chargés avec pp65 sur des clones spécifiques. La différermce
entre les courbes de saturation obtenues avec le tétramére
muté et le tétramére natif montre qu'il existe un plus grand
nombre de sites de fixation pour le tétramére natif que pour
le t:éi:ramére muté sur ces clones : 11 est donc fortement
probable gque, dans le cas du tétramére natif, certailnes
valences interagissent avec le CD8 seul, d'autant que cette

molécule est exprimée & une densité largement supérieure a

celle du TCR & la surface du lymphocyté T.

D'autres expériences ont été réalisées pour tester
si le marquage spécifique avec le tétramére muté était
significativement affecté par le degré de CD8 dépendance de

clones spécifiques. En effet, 1l est notoire que parml les

clones T CD8+, certains clones ont fortement besoin du CDS8

pour renforcer 1l'interaction spécifique entre leur TCR et le
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complexe HLAA-peptide, tandis que d'autres clones s'en
dispensent.

Le degré de CD8 dépendance a été estimé selon le
test' de cytotoxicité de Couedel et al (4) avec ou sans

anticorps anti-CD8 et est considéré comme 1nversement

proportionnel a 1l'affinité du TCR pour 1le complexe HLA-
peptide.

Sur la figure 4A, est représenté un test Ade
cytotoxicité contre une lignée HLA-A0201 chargée en peptide
BMLF1l (10uM) avec deux clones spécifiques. Le clone A2.10 est
trés CD8 dépendant puisque sa cytotoxicité est abrogée par
l'anticorps anti-CDS8, tandis Qque le clone A4.5 " est

relativement peu CD8 dépendant.

Un marquage avec le tétramére muté et un marquage
avec un anticorps anti-CD3 ont été réalisés pour estimer Te
nombre de TCR exprimés a la surface. Les résultats sont
donnés sur les figures 4B (marquage CD3) et 4C (marquage du

tétramére muté BMFL1/A2).

On constate que le ratio marquage
tétramére/marquage CD3 est trés comparable pour les deux
clones, ce qui indique que le marquage avec le tétrameére muté

est peu affecté par le degré de CD8 dépendance (et donc par

inférence, par l'affinité du TCR) .

Ainsi, la diminution d'affinité pour le CD8 induite

par la mutation de la molécule HLA n'atffecte pas

significativement le marquage spécifique du tétramere.
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b) Détection de cellules spécifiques au sein d'une
population polyclonale

Pour comparer la capacité de détection du tétramere
natif et muté d'un faible pourcentage de cellules spécifiques
au sein d'une population polyclonale, des lymphocytes
périphériques de deux patients HLA-A0201 (désignés par A et B
ci-aprés) ont été marqués. Il s'agit de patilents chez
lesquels une réponse anti-peptide ppé5S du CMV availt été
préalablement démontrée. Ces lymphocytes avaient eteé
préalablement amplifiés polyclonalement 1in vitro et congelés.

LLes résultats obtenus pour les patients A et B’ 'sont
reportés sur la figure 5, la figure 35A correspondant au
patient A et la figure 5B au patient B. Il s'agit des
résultats de simple marquage des tétrameéres HLA-AQ0201/pp65 -a
la phycoérythrine & 20ug/ml et des doubles marquages
correspondants (tétraméres marqués avec PE et des anticorps

anti-CD8 marqués au FITC). Cette figure donne également les

moyennes d'intensité de fluorescence (log).

On constate tout d'abord que la capacité de
discrimination du tétramére natif en simple marquage est
variable en fonction du pourcentage de cellules spécifiques
dans la population de départ. En effet, pour le patient A, le
pic de cellules positives qui représente 5,60% est alsément
identifiable tandis que pour le patient B, ce pic est
contaminé par du marquage non spécifique rendant difficile la
détermination du pourcentage de cellules positives. En accord
avec la littérature, le double marquage tétramére natif et

anti-cD8 diminue le Dbruit de fond permettant alors
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d'identifier clairement la sous-population positive et
d'estimer précisément son pourcentage (0,84% dans ce cas).
Ceci démontre donc que l'estimation précise du pourcentage de
cellules positives avec le tétramere natif 1implique le
recours au double marquage avec l'anti-CDS8.

En revanche, le simple marquage avec le tétramére
muté permet chez les deux patients d'identifier sans
ambigquité un pic de cellules positives. Les pourcentages de
cellules positives obtenus sont gquasiment identiques a ceux
obtenus en double marquage avec le tétramére natif. Ceci
démontre que toutes les cellules spécifiques détectables par
le tétramére natif le sont également avec le tétramére '‘muté
et corrobore donc les résultats obtenus avec les clones CDS8
trés dépendants et peu dépendants, a savoir que la mutation
n'affecte pas significativement la reconnaissance spécifique.

De plus, ces résultats montrent que le double
marquage avec le tétramére muté n'apporte pas d'éléments
nouveaux par rapport au simple marquage. Enfin, on peut
constater que les moyennes de fluorescence obtenues avec
l'anticorps anti-CD8 lors du double marquage avec le
tétramére natif (216 et 193) pour les patients A et B) sont
significativement plus faibles que celles obtenues en double
marquage avec le tétramére muté (366 et 370 pour les patients
A et B). Les moyennes de fluorescence obtenues aprés simple
marquage de la population totale avec l'anti-CD8 é&tailent,
respectivement, de 340 et 355 pour les patients A et B. Cela
démbntre la compétition de fixation entre l'anticorps anti-

CD8 et le tétramére natif, compétition gui ne se prodult pas

avec le tétramére muté.
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L'utilisation du tétrameére muté permet donc de se
dispenser du double marquage avec l'anti-CD8 pour estimer le

pourcentage de cellules spécifiques au sein d'une population

polyclonale.

Fxemple 3 : Etude comparative de l'efficacité et de

la sgécificité de tris i1mmunomagnétiques réalisés avec le

tétramére HLA-A0201 natif et le tétramére HLA-A0201 muté

chargés avec le peptide pé65.

Des monoméres HLA-A0201 biotinylés et chargés en
peptide pp65 ont été fixés sur des billes magnétiques
couplées a4 la streptavidine (Dynabeads M-280 Streptavidin,
DYNAL. Les populations lymphocytaires utilisées dans 1l'étude
sont issues de liguides synoviaux ou de PBL de patients
atteints de polyarthrite rhumatoide ou de PBL 1issus de
donneurs sains séropositifs pour le CMV.

Sur la fiqure 6, sont indiqués les résultats d'un
simple marquage avec le tétramére natif et le tétramere muteée
sur ces populations polyclonales. Avec le tétramére muté, 1l
est possible de mettre en évidence un faible pourcentage de
cellules positives dans les deux prélevements (0,22 % et 0,14

%), ~cellules positives qui ne sont quasiment  pas

identifiables avec le tétramere natif.

Ces populations ont été triées avec des billes
chargées soit avec le tétramére natif, soit avec le tétramere

muté, puis les populations sélectionnées ont été amplifiées

in vitro par une stimulation polyclonale (PHA, 1IL2, PBL

irradiés), stimulation qui n'affecte pas la représentativiteé

des populations amplifiées.
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Un marquage a alors é&té réalisé sur ces populations
triées et amplifiées avec les deux tétraméres.

Comme représenté sur la figure 6, les cellules
issues du ¢tri avec le tétramére natif sont positivement
marquées avec ce méme tétramére, mails en revanche un treés
faible pourcentage de ces cellules sont positives avec le
tétramére muté (0,7 % et 2,88 %).

Les résultats sont remarquablement différents apreés
un tri avec le tétramére muté puisque les populations trieées
sont fortement positives avec les deux tétraméres.

Le facteur d'enrichissement en cellules positives
obtenu avec le tétramére muté est de 421 pour le prélévement
1 (92,64 % vs 0,22 %) et de 693 pour le prélévement 2 (97,01

¥ vs 0,14 %) .

Ces résultats montrent qu'en effectuant un tri avec
le tétramére muté, il est possible d'obtenir ne population
positive pure & plus de 90 % & partir d'un échantillon dans
lequel cette population représente 0,1 a 0,2 %.

La généralité de cette observation est illustrée
par le tableau ci-aprés, qui décrit les résultats de tris
effectués avec le tétramére natif et le tétramére muté a

partir de PBL et lymphocytes synoviaux de patients et

donneurs sains.
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En effectuant des tris répétés avec le tétramere
muté, 11 est possible d'obtenir des populations spécifiques
pures & partir de sous-populations encore moins frequentes
(cf PBLS5 dans 1le tableau). En revanche, ce résultat est

10 beaucoup plus difficile & obtenir avec le tétramére natif; 1il
semble en effet que les cellules non spécifiques 1solées par
un premier tri avec le tétrameére natif aient une affinité

suffisante pour étre & nouveau sélectionnées lors des tris

ultérieurs. On aboutit donc & des facteurs d'enrichissement

15 rrés médiocres en réalisant un deuxiéeme tri (cf PBL3 et

SFL4) .

Une autre étude a porté sur la réactivité des

populations - triées pour vérifier que les cellules

.

20 sélectionnées pour leur capacité & fixer le tétramere A2

muté/pp65 étaient bien réactives vis-a-vis de ce complexe

HLA-peptide dans un contexte physiologique.

A cet effet, on a étudié 1l'activation des
populations lymphocytaires triées, objectivées par
25 1'induction a la surface de la chaine & du récepteur a 1'IL2

(CD25), aprés mise en présence de cellules T2 (A0201+)

chargées en peptide ppé6>5.

Comme le montre la figure 7, les populations triées
3 l'aide du tétramére natif n'expriment pas le CD25 apres

30 contact avec les cellules T2 chargées en peptides.
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En revanche, la majorité des cellules triées avec

le tétramére muté s'activent en présence de T2 chargées avec

le peptide pp65 et le pourcentage de cellules positives en

CD25 correspond bien avec le pourcentage de cellules qui
étaient marquées par le tétramére muté (90,63 % de cellules
activées vs 92,64 % de cellules marquées et 97,20 % vs 97,01

% pour les patients 1 et 2 respectivement).

Ces résultats démontrent que les cellules marquées
et triédes avec le tétramére muté sont exclusivement des

cellules réactives, tandis que les cellules triées avec le

tétramére natif sont non réactives.

Le fait qu'on ne retrouve aucune cellule réactive
aprés tri avec le tétrameére natif alors qu'on parvenait a
distinguer quelques cellules positives dans cette population
est vraisemblablement dd au pourcentage trop faible de ces

cellules pour étre détectables dans un test fonctionnel.

LL'ensemble de ces résultats démontre la supérioritée
manifeste du tétramére muté par rapport au tétramére natit
pour sélectionner par tri immunomagnétique des populations
faiblement représentées dans la population de départ.

Lorsque les populations spécifiques sont plus
nombreuses dans le prélévement de départ, il devient alors
possible d'isoler des cellules réactives avec le tétramére
natif, mais les degrés de pureté des populations obtenues

sont trés inférieurs & ceux obtenus en paralléle avec le

tétramére muté (tableau).
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REVENDICATIONS

1/ Multiméres élaborés a partir de protéines
recombinantes analogques de CMH de classe I, caractérisés en
ce que les protéines comportent au molns une altération dans
la zone d'interaction d'une chaline 1lourde avec le Co-
récepteur CD8 des lymphocytes T conduisant & une réduction,

voire & la suppression de l'affinité de 1l'interaction entre

la chaine lourde et le CDS8.

2/ Multiméres selon la revendication 1,

caractérisés en ce que l'altération concerne le domaine a3

de la chaline lourde.

3/ Multiméres selon la revendication 1 ou 2,
caractérisés en ce que l'altération correspond & une mutation

dans le domaine a3 d'au moins un aclde aminé, par rapport au

domaine correspondant, d'une chaine lourde native capable de

se fixer audit co-récepteur CDS8.

4/ Multiméres selon la revendication 1 ou 2,
caractérisés en ce que l'altération correspond a la
modification chimique d'au moins un acide aminé du domaine
a3 d'une chaine lourde, par rapport au domaine correspondant

d'une chiine 1lourde native capable de se fixer audit co-

récepteur CDS8.

5/ Multiméres selon la revendication 1 ou 2,
caractérisés en ce que l'altération correspond a la délétion
d'au moins un acide aminé du domaine a3 d'une chalne lourde,
par rapport au domaine correspondant d'une chaine lourde

native capable de se fixer audit co-récepteur CDS8.
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6/ Multiméres selon 1'une quelconque des
revendications 1 & 5, caractérisés en ce qu'ills se présentent
sous forme de complexes avec des peptldes antigéniques.

7/ Multiméres selon la revendication 6,
caractérisés en ce Qgqu'ils se présentent sous forme de
tétrameres.

8/ Utilisation des multiméres selon la
revendication 6 Ou 7 & des fins de détection et/ou
d'isolement de populations lymphocytaires T CD8+ peptides-
spécifiques.

9/ Utilisation selon la revendication 8 dans un
procédé de tri cellulaire, tel que le tri immunomagnétique.

10/ Méthode de détection de populations
lymphocytaires T CD8+ peptide-spécifiques, a partir d'une
population polyclonale, caractérisée en ce qu'elle comprend °:
- la mise en contact de la population polyclonale avec des
multiméres complexés & des peptides antigéniques selon la
revendication 6 ou 7, dans des conditions permettant une
interaction entre les complexes de CMH de <classe I
altérés/peptides et les récepteurs des lymphocytes T ayant
une affinité pour lesdits complexes,

- la révélation des populations lymphocytaires qui
se sont fixées auxdits complexes.

11/ Méthode d'isolement de populations
lymphocytaires T CD8+ peptide-spécifiques, a partir d'une
population polyclonale, caractérisée en ce qu'elle comprend

- la mise en contact de la population polyclonale
avec des billes magnétiques sur lesquelles sont fixées les

complexes peptide/analogues de CMH de classe I selon la
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revendication 6 ou 7, dans des conditlons permettant une
interaction entre lesdits complexes et les récepteurs des

lymphocytes T ayant une affinité pour lesdlts complexes,

~ la récupération des populations fixées,
l'opération de tri étant répétée, si souhaité, et/ou suivie,
le cas échéant, d'une étape

- d'amplification in vitro  des populations
sélectionneées.

12/ Populations lymphocytaires sélectionnées, et le
cas échéant amplifiées, caractérisées en ce qu'elles sont
exclusivement constituées de lymphocytes T réactifs vis-a-vis

du peptide d'un complexe avec des multiméres selon la

revendication 6 ou 7.

13/ Compositions pharmaceutiques, utilisables

notamment en immunothérapie, caractérisées en ce qu'elles

sont élaborées a partir d'une population lymphocytaire selon

la revendication 12 en associliation avec un véhicule

pharmaceutiquement inerte.
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FIGURE 2
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" FIGURE 7
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