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The invention discloses the use of (1) peptide compounds in which at least one and advantageously all of the -CO-NE- bonds in the
peptide chain of the corresponding parent peptide (comprising no -NH-CO- bond in its peptide chain) is (are) replaced with one or more
-NH-CO- bonds, the chirality of every aminoacy! residue, whether or not it contributes to the one or more above-mentioned -NH-CO- bonds,
being either maintained or reversed relative to the corresponding aminoacyl residues constituting said parent peptide, said peptide compounds
also being known as immunoretroids; or (2) antibodies to said immunoretroids (anti-immunoretroid antibodies); said immunoretroids being
capable of forming a complex with said anti-immunoretroid antibodies as well as with antibodies to the parent proteins or peptides (known
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for treating or preventing diseases related to the presence in the body of an individual of an exogenous or endogenous protein capable of
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(57) Abrégé

L’invention a pour objet 1’utilisation: de composés du type peptidique, dont I'une au moins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement
toutes les liaisons -CO-NH-, de la chaine peptidique du peptide parent correspondant, (ne comportant pas de liaison -NH-CO- dans sa chaine
peptidique), est (sont) remplacée(s) par une (des) liaison(s) -NH-CO-, la chiralité de chaque résidu aminoacyle, qu’il soit impliqué ou non dans
une ou plusieurs liaisons -NH-CO- susmentionnées, €tant soit conservée, soit inversée par rapport aux résidus aminoacyles correspondants
constituant ledit peptide parent, ces composés du type peptidique étant encore désignés immunorétroides; ou d’anticorps dirigés contre les
susdits immunorétroides (anticorps anti-immunorétroides), lesdits immunorétroides étant susceptibles de former un complexe avec les susdits
anticorps anti-immunorétroides ainsi qu’avec les anticorps dirigés contre les peptides ou protéines parents (désignés anticorps anti-parents),
et/ou contre les énantiomeres de ces peptides ou protéines parents; pour la préparation: d’un médicament notamment destiné a la prévention
ou au traitement de pathologies associées 2 la présence, dans I’organisme d’un individu, d’une protéine exogene ou endogene, susceptible
d’étre reconnue par les anticorps anti-immunorétroides ou anti-parents susmentionnés.
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RETROPEPTIDES, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES DERNIERS, ET

LEURS UTILISATIONS POUR LA VACCINATION ET LE DIAGNOSTIC
IN VITRO

La présente invention a pour objet des rétropeptides, ainsi que des anticorps
dirigés contre ces derniers, et leurs utilisations, principalement dans le domaine
de la préparation de compositions pharmaceutiques, notamment de vaccins, et
pour le diagnostic in vitro de diverses pathologies.

Le développement des neuropeptides, des hormones peptidiques et des
antibiotiques a base de peptides, ou des vaccins synthétiques & base de peptides,
est fortement perturbé par la grande sensibilité des peptides vis & vis de la
protéolyse qui limite, entre autres, 1'administration orale et parentérale.

Pendant de nombreuses années, on s'est attaché a la synthése d'analogues
peptidiques, afin de rechercher des peptides mimant les peptides ou protéines
naturels et présentant une activité et une demie vie biologique accrues par rapport
a ces derniers. A titre d'exemple, des analogues peptidiques ont été obtenus par
remplacement des acides aminés L du peptide naturel par les acides aminés D
correspondants, ou par des résidus non naturels (par exemple sarcosine et f-
alanine), ou encore par modification des liaisons peptidiques du peptide naturel
(Chorev, M. & Goodman, M. (1993), Acc. Chem. Res. 26, 266-273; Marraud et
al., (1993), Biopolymers, 33, 1135-1148).

Ces modifications donnent des pseudopeptides ou des peptides mimant les
peptides ou protéines naturels (on parlera encore de peptidomimétiques) avec une
stabilité métabolique supérieure a celle de ces derniers, puisque la plupart des
protéases naturelles ne peuvent pas cliver les aminoacides D, et les liaisons non
peptidiques.

Le probleme majeur que l'on rencontre avec de tels pseudopeptides, est
celui de la conservation de leur activité biologique par rapport a celle du peptide
naturel, ou de Ia protéine naturelle, qu'ils sont supposés mimer.

Récemment, la forme D de la protéase HIV-1 a été synthétisée (De L.
Milton et al., (1992), Science, 256, 1445-1448). Comme on pouvait s'y attendre,
la protéine énantiomére montrait une spécificité chirale réciproque de sorte que
l'enzyme était incapable de cliver le substrat normal L, mais hydrolysait son
énantiomere D.

Au contraire, Wen et Laursen (Wen, D. & Laursen, R.A., (1993), FEBS
Lett., 317, 31-34) ont montré qu'a la fois la forme D et L d'un polypeptide anti-
givrant o-hélicoidal se lient aussi bien au méme substrat de glace achirale, tandis
que Wade et al. (Wade et al., (1990), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 87, 4761-
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4765) ont trouvé que les énantioméres L et D de plusieurs antibiotiques formant
des canaux étaient tout aussi actifs 1'un que 1'autre.

Les peptides modifiés pourraient étre utiles comme vaccins potentiels
synthétiques s'ils pouvaient induire la formation d'anticorps qui reconnaissent les
structures antigéniques non modifiées du pathogéne correspondant et neutralisent
son caractere infectieux.

Toutefois, en comparaison avec le travail considérable effectué jusqu'a ce
jour dans le domaine de la production d'anticorps dirigés contre des protéines
naturelles, ou contre des peptides synthétiques issus de ces derniéres, et de
I'étude des réactions croisées entre de tels anticorps et ces protéines ou peptides
naturels, on en connait peu sur la réponse immunitaire contre des analogues
peptidiques, en particulier contre les peptides D et les peptides contenant des
liaisons modifiées.

Plusieurs auteurs ont affirmé que les pseudopeptides possédent
probablement trés peu ou pas d'immunogénicité, puisqu'ils ne pouvaient pas étre
transformés et présentés aux molécules du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) pour €tre reconnus par les cellules T auxiliaires ou par les lymphocytes T
cytotoxiques. C'est ainsi que Dintzis et al. (8) ont récemment décrit que
I'énantiomére L de la rubrexodine induit une forte réponse immunitaire par
production d'immunoglobulines d'isotype G (IgG), tandis que la protéine
correspondante constituée d'acides aminés tous de configuration D, n'induit pas
de réponse immunitaire.

La présente invention a pour but de fournir des compositions
pharmaceutiques, et plus particuliérement des vaccins, comprenant des analogues
peptidiques présentant une demi vie nettement supérieure a celle des protéines
naturelles, ou a celle des peptides de synthése issus ou non de ces protéines
naturelles (ces protéines naturelles, ou peptides issus ou non de ces derniéres,
etant encore désignés dans ce qui suit par l'expression "protéines ou peptides
parents"), dont ils sont les analogues, tout en présentant une activité biologique,
et plus particuliérement immunologique, comparable, voire méme supérieure, 2
celle des protéines ou peptides parents susmentionnés.

La présente invention a également pour but de fournir des méthodes de
diagnostic in vitro de pathologies associées a la présence dans 1'organisme d'un
individu de protéines endogénes ou exogénes, ces méthodes étant réalisées i
I'aide d'analogues peptidiques tels que définis ci-dessus, et présentant 1'avantage
d'étre plus performants que les méthodes de diagnostic actuelies réalisées a 1'aide
des peptides ou protéines parents. La présente invention a donc notamment pour

but de fournir de nouveaux kits pour la mise en oeuvre de telles méthodes de
diagnostic.



WO 95/24916

15

20

25

30

35

PCT/FR95/00292

-3-
La présente invention a principalement pour objet 1'utilisation
* de composés du type peptidique (encore désignés analogues
peptidiques, ou pseudopeptides, ou peptidomimétiques),

dont I'une au moins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement

toutes les liaisons -CO-NH-, de la chaine peptidique du peptide

parent correspondant, (ne comportant pas de liaison -NH-CO-
dans sa chaine peptidique), est (sont) remplacée(s) par une (des)
liaison(s) -NH-CO-,

la chiralité de chaque résidu aminoacyle, qu'il soit impliqué ou

non dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO- susmentionnées,

étant soit conservée, soit inversée par rapport aux résidus
aminoacyles correspondants constituant ledit peptide parent,

ces composés du type peptidique étant encore désignés

immunorétroides, ou

* d'anticorps dirigés contre les susdits immunorétroides (anticorps anti-
immunorétroides),
lesdits immunorétroides étant susceptibles de former un complexe avec les
susdits anticorps anti-immunorétroides ainsi qu'avec les anticorps dirigés contre
les peptides ou protéines parents (désignés anticorps anti-parents), et/ou contre
les énantiomeéres de ces peptides ou protéines parents,
pour la préparation:

- d'un médicament destiné & la prévention ou au traitement de
pathologies associées a la présence, dans l'organisme d'un individu, d'une
protéine exogéne ou endogéne, susceptible d'étre reconnue par les anticorps anti-
immunorétroides ou anti-parents susmentionnés, ou

- d'un médicament destiné & la prévention ou au traitement de
pathologies impliquant les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité
et/ou les récepteurs des cellules T,

- d'un médicament destiné a la prévention ou au traitement de
pathologies associées a la présence dans l'organisme d'un individu d'un
anticorps, dirigé contre une protéine endogéne ou exogéne, susceptible d'étre
reconnu par un susdit immunorétroide,

ou pour la mise en oeuvre d'une méthode de diagnostic in vitro des
pathologies susmentionnées.

Comme nous I'avons déja vu précédemment, il faut entendre par
1'expression "peptide parent" susmentionnée,

- soit un peptide existant tel quel a 1'état naturel, notamment dans un micro-

organisme ou dans un organisme supérieur (notamment dans l'organisme
humain),
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- soit tout peptide d'intérét immunologique obtenu par synthése peptidique,

- soit un peptide issu d'une protéine telle qu'elle existe a 1'état naturel dans
les organismes susmentionnés, notamment par fragmentation de ladite protéine
(notamment & 1'aide de protéases appropriées, puis purification du peptide en
question), ou par synthése peptidique (selon les méthodes classiquement utilisées
dans ce domaine)

- soit un peptide issu d'une protéine telle qu'elle existe & 1'état naturel mais
dont I'activité immunologique a été modifiée, conservée ou optimisée par
remplacement de certains amino acides de la séquence naturelle, par exemple i la
suite d'un criblage d'une librairie de peptides analogues obtenue par synthése
peptidique.

Il va de soi que les liaisons -CO-NH- et -NH-CO- doivent étre prises en
compte dans ce qui précede et ce qui suit, dans le sens de la chaine peptidique
parente allant de l'extrémité aminoterminale (N-terminale) vers 1'extrémité
carboxyterminale (C-terminale).

Les immunorétroides utilisés dans !'invention peuvent étre linéaires ou
cycliques ou branchés.

Les immunorétroides utilisés dans le cadre de la présente invention sont des

‘composés constitués d'une chaine peptidique dans laquelle 1'un au moins des

résidus, ce résidu étant, le cas échéant, de chiralité opposée a celle du résidu
aminoacyle lui correspondant dans la chaine peptidique du peptide parent, est lié.
4 au moins un de ses résidus voisins par une liaison -NH-CO-, ladite chaine
peptidique comportant, le cas échéant, un ou plusieurs aminoacyles de chiralité
opposée a celle du résidu aminoacyle lui correspondant dans la chaine peptidique
du peptide parent, les extrémités amino et carboxyterminales pouvant étre,
indépendamment 1'une de l'autre, soit identiques aux extrémités N et C-
terminales du peptide parent correspondant, soit différentes de ces derniéres
extrémités.

Par résidu, on entend un groupe de formule -X-CH(R)-Y-, dans laquelle X
et Y sont identiques ou différents 1'un de 1'autre et sont choisis parmi -NH- ou
CO-. Par résidu, on désigne donc soit un résidu aminoacyle, soit un dérivé
d'aminoacyle dans lequel les extrémités terminales ne sont pas celles d'un résidu
aminoacyle.

A titre d'illustration, les immunorétroides utilisés dans le cadre de la
présente invention sont ceux dérivant des peptides parents qui répondent i la
formule (I) suivante:

X-AAl-(AA2-—AAn-1)j-AAn-Y @O
dans laquelle:
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- AA1 représente un résidu aminoacyle pouvant étre désaminé et dont la
fonction amine en a, si elle existe, peut étre protégée par un groupement X, X
représentant P-, R- ou RCO-

-i=0o0ul,

- n représente 2 lorsque i = 0, et n représente un nombre entier allant de 3
a 1000, et de préférence de 5 a 100, lorsque i = 1, étant entendu que lorsque
n = 3, I'immunorétroide correspondant répond a la formule AA1-AA2-AA3,

- AAn représente un résidu aminoacyle pouvant étre décarboxylé dont la
fonction acide en «, si elle existe, est protégée éventuellement par un groupement
Y, Y étant de type ester: -OR ou amide -NH,, ou -NRR',

les groupements R, R' pouvant représenter des atomes d'hydrogéne, des
radicaux alkyle de 1 2 25 atomes de carbone, des radicaux contenant un groupe
allyle et ayant de 3 & 25 atomes de carbone ou des radicaux contenant un groupe
aryle et ayant de 6 a 25 atomes de carbone, et notamment -CH3 (méthyl), -
CH)CH3 (éthyl), -CH(CH3); (isopropyl), -C(CH3)3 (tertio-butyl), -& (phényl),
-CHy® (benzyl), -CH-CHy® (2-phényl-éthyl), -CHoCHCHy (allyl), méthyl-
fluorényl, -CHpCONH) (glycolamide), -CHpCON®, (benzhydrylglycolamide),
cette liste n'étant pas limitative,

le groupement P étant de type uréthane (Boc (tertbutyloxycarbonyl), Fmoc
(fluorénylméthyloxycarbonyl), Z (benzyloxycarbonyl), CHpCHCH,OCO-
(allyloxycarbonyl) ou autre),

et dans ces peptides parents de formule (I), 'une au moins des liaisons
entre deux résidus aminoacyles de la formule I étant une liaison -NH-CO-, et le
cas échéant, 1'un au moins des résidus aminoacyles AA1 2 AAn étant de chiralité
opposée a celle du résidu aminoacyle correspondant dans le peptide parent.

Dans les peptides utilisés dans le cadre de la présente invention, les liaisons
-NH-CO- qui remplacent les liaisons -CO-NH- du peptide parent correspondant
peuvent €tre a n'importe quel endroit du peptide, et peuvent remplacer soit un -
CO-NH- correspondant 2 un site de coupure aux protéases, soit un -CO-NH- ne
correspondant pas a un tel site.

Les liaisons -NH-CO- qui remplacent les liaisons -CO-NH- sont
avantageusement celles qui interagissent avec le récepteur du peptide (anticorps,
MHC, récepteur T).

Selon un mode de réalisation avantageux de [l'invention, les
immunorétroides répondent de préférence a la formule (II) suivante:

A-CH(R;)-NH-[CO-CH(Ry)-NH];.i-CO-CHR; +)-B ()
dans laquelle:

- Rj, Rk, Rj+1 représentent les chaines latérales des résidus impliqués dans
une ou plusieurs liaisons -NH-CO,
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- le nombre total de résidus de la séquence est fixé & n ol n est un nombre

entier supérieur a 1, et de préférence de 3 a 1000, de préférence de 3 a 100,

et B:

- 1, j, k, sont des paramétres entiers définis de la fagon suivante:
I1<i<j<n
k =0sii = jetkprend les valeurs i+1 & j,

quatre cas de figure pouvant se présenter concernant la nature des blocs A

1/ i=letj+l =n:
A = H-, H)N-, P-HN-, RR'N-, H,NCO-, RR'NCO-, RCO-
B = H-, -COOH, -COOR, -CONH,, -CONRR', -NHCOR.

2/ i=1letj+1=n:

A = H-, H)N-, P-HN-, RR'N-, H,NCO-, RR'NCO-, RCO-
B = -CO-NH-CH(R;+2)-CO-...-NH-CH(Rp)-CO-Y

avec Y = -OH, -OR, -NH,, -NRR'".

3/ jzletj+l =

A = X-HN-CH(R1)-CO-...-NH-CH(R;.1)CO-NH-

avec X = H-, P-, R-, RCO-

B = H-, -COOH, -COOR, -CONH,, -CONRR', -NHCOR.

4/ jzletj+1=n:
A = X-HN-CH(R})-CO-...-NH-CH(R;.1)CO-NH-
avec X = H-, P-, R-, RCO-

= -CO-NH-CH(R; 4.2)-CO-...-NH-CH(Rp)-CO-Y
avec Y = -OH, -OR, -NHz, -NRR',

les groupements R, R' pouvant représenter des atomes d'hydrogéne, des

radicaux alkyle de 1 & 25 atomes de carbone, des radicaux contenant un groupe
allyle et ayant de 3 a 25 atomes de carbone ou des radicaux contenant un groupe
aryle et ayant 6 & 25 atomes de carbone, et notamment -CH3 (méthyl), -CHpCH3
(éthyl), -CH(CH3); (isopropyl), -C(CH3)3 (tertio-butyl), -® (phényl), -CHr®
(benzyl), -CHp-CH® (2-phényl-éthyl), -CHoCHCH> (allyl), méthyl-fluorényl, -
CH,CONHj (glycolamide), -CHpCON®, (benzhydrylglycolamide), cette liste
n'étant pas limitative,

le groupement P étant de type uréthane (Boc (tertbutyloxycarbonyl), Fmoc

(fluorényiméthyloxycarbonyl), Z (benzyloxycarbonyl), CH,CHCH,OCO-
(allyloxycarbonyl) ou autre),
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la chiralit¢ de chaque résidu, qu'il soit impliqué ou non dans une ou
plusieurs liaisons -NH-CO-, étant soit conservée, soit inversée par rapport aux
résidus aminoacyles correspondants constituant le peptide parent.

Lorsque i = 1 et j+1 = n, toutes les liaisons sont des liaisons -NH-CO-.

Lorsque i = 1 et j+1 = n, les liaisons -NH-CO- sont du cdté N-terminal.

Lorsque i # 1 et j+1 # n, les liaisons -NH-CO- sont du coté C-terminal.

Lorsque i # 1 et j+1 # n, les liaisons -NH-CO- ne sont ni du coté N-
terminal, ni du c6té C-terminal.

Le nombre de liaisons -NH-CO- est égal a j-i+1.

De fagon avantageuse, le nombre de liaisons -NH-CO- est au moins égal a

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnée a
titre d'immunorétroides, de peptides rétro-inverso.

Par peptides rétro-inverso, il faut entendre tout peptide et analogue
peptidique répondant & la définition donnée ci-dessus des immunorétroides
utilisés dans le cadre de la présente invention, ledit peptide étant plus
particulierement constitué d'une chaine peptidique dans laquelle I'un au moins
des résidus d'une part est lié & au moins un résidu voisin par une liaison -NH-
CO-, et d'autre part s'il s'agit d'un résidu aminoacyle, est de chiralité opposée a
celle de ce méme résidu aminoacyle dans la chaine peptidique du peptide parent.

Les peptides rétro-inverso utilisés dans le cadre de la présente invention
sont plus particuliérement ceux tels que définis ci-dessus, et répondant i la
formule (II) susmentionnée, dans laquelle 1'un au moins des résidus est lié¢ 4 au
moins un de ses résidus voisins par une laison -NH-CO-, et s'il s'agit d'un
résidu aminoacyle est de chiralité opposée i celle du résidu aminoacyle
correspondant dans le peptide parent.

Ces peptides rétro-inverso susmentionnés sont:

* soit des peptides partiellement rétro-inverso, a savoir:

a) soit des peptides partiellement rétro-totalement inverso, c'est-a-dire
dont seulement une ou plusieurs, mais non la totalité, des liaisons entre les
résidus, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-CO-, et dont la totalité des résidus
aminoacyles lié(s) & au moins un résidu voisin par une liaison -NH-CO- est (sont)
de chiralité opposée a celle du résidu aminoacyle correspondant dans le peptide
parent,

b) soit des peptides partiellement rétro-partiellement inverso, c'est-a-dire
dont seulement une ou plusieurs, mais non la totalité, des liaisons entre les
résidus, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-CO-, et dont au moins un, mais non la
totalité, des résidus aminoacyles 1ié(s) & au moins un résidu voisin par une liaison
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-NH-CO- est (sont) de chiralit¢ opposée & celle du résidu aminoacyle
correspondant dans le peptide parent,

ces deux types de peptides partiellement rétro-inverso étant représentés par la
formule (II) et plus particuliérement décrits par les cas de figure 2, 3, 4 qui s'y
rapportent,

* soit des peptides totalement rétro-partiellement inverso, c'est-a-dire
dont la totalité des liaisons entre les résidus, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-
CO-, et dont au moins un, mais pas la totalité des résidus aminoacyles 1ié(s) a au
moins un résidu voisin par une liaison -NH-CO- est (sont) de chiralité opposée a
celle du résidu aminoacyle correspondant dans le peptide parent,

* soit des peptides totalement rétro-inverso, c'est-a-dire dont la totalité
des liaisons entre les résidus, sont des liaisons -NH-CO-, et dont la totalité des
résidus aminoacyles de la chaine peptidique de ces peptides rétro-inverso, sont de
chiralité opposée a celle de leurs résidus aminoacyles correspondants dans le
peptide parent.

Ces deux derniers types de peptides rétro-inverso sont représentés par la
formule (IT) et sont plus particuliérement décrits par le cas de figure 1 qui s'y
rapporte.

Avantageusement, les peptides rétro-inverso utilisés dans le cadre de la
présente invention sont totalement rétro-inverso.

Une autre classe avantageuse de peptides rétro-inverso utilisés dans le cadre
de I'invention ont au moins deux liaisons "rétro-inverso" consécutives.

L'invention a plus particuliérement pour objet 1'utilisation susmentionnée a
titre d'immunorétroides, de peptides rétro.

Par peptide rétro, il faut entendre tout peptide répondant 2 la définition
donnée ci-dessus des immunorétroides utilisés dans le cadre de la présente
invention, ledit peptide étant plus particuliérement constitué d'une chaine
peptidique dans laquelle 1'un au moins des résidus, est lié 4 au moins un résidu
voisin par une liaison -NH-CO-, la chiralité de la totalité des résidus aminoacyles
impliqués dans au moins une liaison -NH-CO- étant conservée par rapport au
résidu correspondant de la chaine peptidique du peptide parent.

Les peptides rétro utilisés dans le cadre de la présente invention sont plus
particuliérement ceux tels que définis ci-dessus, et répondant a la formule (II)
susmentionnée, dans laquelle I'un au moins des résidus, est 1ié 4 au moins un
résidu voisin par une liaison -NH-CO-.

Les peptides rétro susmentionnés sont:

- soit des peptides partiellement rétro, représentés par la formule (II) et plus
particulierement décrits par les cas de figure 2, 3, 4 qui s'y rapportent, c'est-a-
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dire dont seulement une ou plusieurs, mais non la totalité, des liaisons entre les
résidus aminoacyles, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-CO-,

- soit des peptides totalement rétro, représentés par la formule (II) et plus
particulierement décrits par le cas de figure 1 qui s'y rapporte, c'est-a-dire dont
la totalité des liaisons entre les résidus aminoacyles, sont des liaisons -NH-CO-.

Avantageusement, les peptides totalement rétro utilisés dans le cadre de la
présente invention sont totalement rétro.

Une autre classe appropriée de peptides rétro utilisés dans 1'invention ont
deux liaisons "rétro" consécutives.

Les pathologies susceptibles d'étre diagnostiquées ou traitées a 1'aide de
compositions pharmaceutiques & base d'immunorétroides dans le cadre de la
présente invention, sont principalement des pathologies d'origine virale ou
bactérienne, ou sont des pathologies auto-immunes, ou encore des maladies
neurodégénératives.

Parmi les maladies d'origine virale susceptibles d'étre diagnostiquées ou
traitées dans le cadre de la présente invention, on peut citer:

- le SIDA provoqué par le virus de 1'immuno-déficience humaine HIV1 et
HIV2,

- la paraplégie associée 8 HTVL-1, ou la leucémie & cellules T de 1'adulte,
provoquée par le virus de la leucémie humaine a cellules T (virus HTLV),

- infections provoquées par le virus respiratoire syncitial,

- infections provoquées par le virus coxsakie, par exemple méningites
aigués lymphocytaires,

- infections provoquées par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la
mononucléose infectieuse,

- infections provoquées par le cytomégalovirus, par exemple maladie des
inclusions cytomégaliques,

- herpés provoqué par le virus de 1'herpés humain,

- herpeés provoqué par le virus 6 de I'herpés simplex,

- infections provoquées par le parvovirus B19 humain, par exemple gastro-
entérites infectieuses,

- I'hépatite B provoquée par le virus de I'hépatite B,

- I'hépatite C provoquée par le virus de 1'hépatite C,

- la grippe provoquée par le virus influenza,

- la rubéole provoquée par le virus de la rubéole,

- infections provoquées par le virus de la Dengue, par exemple arboviroses,

- rhumes, rhinites, coryza provoqués par les rhinovirus

- la fievre aphteuse provoquée par le virus de la fievre aphteuse.
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Parmi les principales maladies autoimmunes susceptibles d'étre traitées dans
le cadre de la présente invention, on peut citer celles rassemblées dans le Tableau
A qui suit.

Tableau A

Principales maladies autoimmunes (en allant de haut en bas, des maladies
autoimmunes spécifiques d'organes aux maladies autoimmunes non spécifiques
d'organes).

Maladies Autoantigénes cibles
Thyroidite de Hashimoto Thyroglobuline, microsomes
Maladie de Basedow Récepteur TSH

Maladie d'Addison Corticosurrénale
Insuffisance hypophysaire Hypophyse

Gastrite de Biermer

Certaines stérilités
Diabéte juvénile de type 1
Syndrome de Goodpasture

Myasthénie

Rhumatisme articulaire aigu
Pemphigus

Pemphigoide bulleuse
Dermatite herpétiforme
Vitiligo

Pelade

Psoriasis

Ophtalmie sympathique
Uvéite

Syndrome de Guillain-Baré
Sclérose en plaques
Anémie hémolytique
Purpura thrombopénique
idiopathique

Leucopénie idiopathique
Cirrhose biliaire primitive

Cellule pariétale de
1'estomac

Facteur intrinséque
Spermatozoides, ovaires
Ilots Langerhans, insuline
Membrane basale
glomérulaire

Muscle strié, récepteur
acétyl-choline

Myocarde (streptocoques)
Ponts intercellaires épiderme
Membrane basale cutanée
Gliadine, réticuline
Mélanocytes

Follicule pileux

Uvée
Chambre antérieure de 1'oeil

Myéline
Hématies

Plaquettes
Granulocytes
Mitochondries
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Hépatite chronique active Muscle lisse, noyaux
Rectocolite hémorragique

Iléite de Crohn Colon (E. coli)

Syndrome de Gougerot-Sj6gren Noyaux: SS-A, SS-B
Polyarthrite rhumatoide IgG, noyaux
Dermatopolymyosite Noyaux: Jol, muscles
Sclérodermie Noyaux: Scl-70
Connectivite mixte Noyaux: RNP

Lupus érythémateux discoide Noyaux:

Lupus érythémateux disséminé Noyaux: ADN, antigéne Sm

Facteurs de coagulation
Cardiolipine, etc...

L'invention a également pour objet les anticorps dirigés contre les
immunorétroides  selon I'invention, encore désignés anticorps anti-
immunorétroides.

Les anticorps anti-immunorétroides selon 1'invention sont des anticorps
polyclonaux ou monoclonaux.

Les anticorps polyclonaux susmentionnés sont obtenus par immunisation
d'un animal avec au moins un immunorétroide selon I'invention, suivie de la
récupération des anticorps recherchés sous forme purifiée, par prélévement du
sérum dudit animal, et séparation desdits anticorps des autres constituants du
sérum, notamment par chromatographie d'affinité sur une colonne sur laquelle est
fixée un antigéne spécifiquement reconnu par les anticorps, notamment un
immunorétroide selon I'invention.

Les anticorps monoclonaux selon I'invention peuvent étre obtenus par la
technique des hybridomes dont le principe général est rappelé ci-apres.

Dans un premier temps, on immunise un animal, généralement une souris,
(ou des cellules en culture dans le cadre d'immunisations in vitro) avec un
immunorétroide selon 1'invention, dont les lymphocytes B sont alors capables de
produire des anticorps contre 1'immunorétroide et/ou contre cette protéine et/ou
contre le peptide parent. Ces lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite
fusionnés avec des cellules myélomateuses "immortelles" (murines dans
I'exemple) pour donner lieu & des hybridomes. A partir du mélange hétérogéne
des cellules ainsi obtenu, on effectue alors une sélection des cellules capables de
produire un anticorps particulier et de se multiplier indéfiniment. Chaque
hybridome est multiplié sous la forme de clone, chacun conduisant a la
production d'un anticorps monoclonal dont les propriétés de reconnaissance vis-a-
vis de l'immunorétroide de 1'invention pourront étre testées par exemple en
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ELISA, par immunotransfert en wune ou deux dimensions, en
immunofluorescence, ou a l'aide d'un biocapteur. Les aniicorps monoclonaux
ainsi sélectionnés, sont par la suite purifiés notamment selon la technique de
chromatographie d'affinité décrite ci-dessus.

Les anticorps selon 1'invention, sont plus particuliérement caractérisés en ce
qu'ils sont susceptibles de former un complexe avec des immunorétroides, et/ou
avec les peptides ou protéines parents correspondant a ces derniers.

A ce titre, l'invention vise plus particuliérement les anticorps tels que
définis ci-dessus, et caractérisés en ce qu'ils reconnaissent les peptides rétro-
inverso, et/ou les peptides ou protéines parents correspondants, notamment les
peptides ou protéines parents de configuration L.

L'invention a également plus particulierement pour objet les anticorps tels
que définis ci-dessus, et caractérisés en ce qu'ils reconnaissent les peptides rétro,
et/ou les énantiomeres des peptides ou protéines parents correspondants,
notamment les énantiomeres des peptides ou protéines parents de configuration L.

Les anticorps selon l'invention sont plus particuliérement caractérisés
encore, en ce qu'ils sont des anticorps protecteurs, i savoir des anticorps
capables, lorsqu'ils sont administrés dans 1'organisme d'un individu porteur
d'une protéine endogéne ou exogéne pathogéne, ou lorsque leur formation est
induite par administration dans 1'organisme de 1'individu d'un immunorétroide
selon 1'invention susceptible d'étre reconnu par de tels anticorps, de se lier a
ladite protéine endogéne ou exogéne dans des conditions telles que le caractére
pathogene associé a cette protéine soit ainsi neutralisé.

Les anticorps anti-immunorétroides de 1'invention reconnaissent le peptide
parent ou la protéine parente avec une affinité au moins égale a celle présentée
par les anticorps anti-peptide parent ou anti-protéine parente vis 4 vis du peptide
parent ou de la protéine parente.

Les anticorps anti-peptides ou anti-protéines parentes reconnaissent les
immunorétroides utilisés dans le cadre de 1'invention avec une affinité au moins
égale 4 celle présentée par ces mémes susdits anticorps vis 4 vis des peptides
parents ou protéines parents correspondant a ces susdits immunorétroides.

L'affinité dont il est question ci-dessus peut se mesurer par la constante
d'affinité a 1'équilibre Ka des complexes impliquant 1'un des sus-dits anticorps
avec 1'un des sus-dits antigénes.

L'invention concerne également les anti-idiotypes susceptibles de former un
complexe avec les anticorps selon I'invention, ces anti-idiotypes étant obtenus par
immunisation d'un animal avec lesdits anticorps tels que définis ci-dessus selon
I'invention.
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L'invention a également plus particulierement pour objet les complexes
antigéne-anticorps formés entre les immunorétroides selon 1'invention, ou leur
peptide parent ou protéine parente et les anticorps tels que définis ci-dessus.

A ce titre, I'invention vise plus particulierement les complexes suivants:

5
- peptide parent - anticorps dirigé contre
un peptide rétro-inverso
correspondant au peptide parent
10 - protéine parente - anticorps dirigé contre un peptide
rétro-inverso correspondant a une
séquence du peptide parent issu
de la protéine parente
15 - protéine parente - anticorps dirigé contre un peptide
rétro correspondant a une
séquence du peptide parent issu
de la protéine parente
20 - peptide parent - anticorps dirigé contre un
peptide rétro correspondant a
I'énantiomére du peptide parent
- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre
25 correspondant a un peptide le peptide parent
parent
- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre
correspondant a une séquence la protéine parente
30 du peptide parent issu
de la protéine parente
- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre
correspondant a un peptide un peptide rétro-inverso
35 parent correspondant au peptide parent
- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre un
correspondant & un peptide peptide rétro correspondant a

parent 1'énantiomére du peptide parent
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- énantiomére d'un -

peptide parent

- énantiomeére d'un -
peptide parent

- peptide rétro correspondant

a une séquence du peptide parent
issu de la protéine parente

- peptide rétro -
correspondant a

I'énantiomere d'un peptide
parent

- peptide rétro correspondant -
a 1'énantiomeére
d'un peptide parent

- peptide rétro -
correspondant &

1'énantiomére d'un peptide
parent

PCT/FR95/00292

anticorps dirigé contre un
peptide rétro correspondant
a I'énantiomere du peptide parent

anticorps dirigé contre un peptide
rétro-inverso correspondant au
peptide parent

anticorps dirigé contre
la protéine parente

anticorps dirigé contre
I'énantiomére du peptide parent

anticorps dirigé contre un peptide
rétro-inverso correspondant au
peptide parent

anticorps dirigé contre
un peptide rétro correspondant a
1'énantiomére du peptide parent

Des complexes antigene-anticorps particuli¢rement préférés dans le cadre de

1'invention sont les suivants:

- protéine parente

- peptide parent -

- peptide rétro-inverso -
correspondant a un peptide
parent

anticorps dirigés contre un peptide
rétro-inverso correspondant a un
peptide parent issu

de la protéine parente

anticorps dirigé contre
un peptide rétro-inverso
correspondant au peptide parent

anticorps dirigé contre
le peptide parent ou la
protéine parente
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- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre
correspondant a un peptide un peptide rétro-inverso
parent correspondant au peptide parent

Par peptide parent issu de la protéine parente, on désigne une séquence de
la protéine parente.

11 faut noter que I'ensemble des complexes définis ci-dessus sont tels qu'ils
présentent une stabilité au moins égale 4 celle de ces complexes, dans lesquels,
lorsqu'intervient un immunorétroide, il est remplacé par un peptide parent ou une
protéine parente, et lorsqu'intervient un anticorps anti-immunorétroide, il est
remplacé par un anticorps anti-peptide parent ou anti-protéine parent.

En particulier, les complexes peptides parents/protéines parentes-anticorps
anti-immunorétroides sont au moins aussi stables que les complexes peptides
parents/protéines parentes-anticorps dirigés contre le peptide ou la protéine
parente correspondant a ces susdits immunorétroides.

Il faut également noter que les complexes immunorétroides-anticorps
dirigés contre le peptide parent ou la protéine parente sont au moins aussi stables
que les complexes correspondants dans lesquels les peptides immunorétroides
sont remplacés par le peptide parent ou la protéine parente.

De facon avantageuse, 1'invention a pour objet des complexes antigéne-
anticorps, dans lesquels 1'antigéne est un immunorétroide et/ou I'anticorps est
dirigé contre un immunorétroide, ayant une constante d'affinité supérieure a la

constante d'affinité présentée par les complexes antigéne parent (c'est-a-dire

peptide parent ou protéine parente)-anticorps vis a vis des antigénes parents
(c'est-a-dire anticorps dirigés contre le peptide parent ou la protéine parente).

Selon un mode de réalisation avantageux, l'invention concerne les
complexes antigéne-anticorps dans lesquels 1'antigéne est un immunorétroide (par
exemple un rétro-inverso) et 1'anticorps est dirigé contre le peptide parent ou la
protéine parente (correspondant au susdit rétro-inverso), ayant une constante
d'affinité supérieure a la constante d'affinité présentée par le complexe antigéne-
anticorps dans lequel I'antigéne est le peptide parent ou la protéine parente et
I'anticorps est dirigé contre le peptide parent ou la protéine parente.

Afin de fixer les idées, 'ordre de grandeur selon lequel "la constante
d'affinité est supérieure" peut varier d'environ 5 i environ 1000, en particulier
d'environ 7 & environ 1000, avantageusement d'environ 10 3 1000, et notamment
d'environ 10 & environ 100.

L'invention concerne également les complexes entre un immunorétroide tel
que défini ci-dessus, et une molécule du complexe majeur d'histocompatibilité
(encore désigné complexe CMH-immunorétroide).
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En effet, la réponse immunitaire met en jeu la reconnaissance d'un antigéne
endogéne ou exogeéne par des cellules spécialisées. Pour €tre reconnu, 1'antigéne
doit étre initialement présenté de facon adéquate par des cellules présentatrices
d'antigene (CPA). Alors que les lymphocytes B reconnaissent des épitopes portés
par les antigénes intacts non modifi€s, la présentation de 1'antigéne aux
lymphocytes T est plus complexe dans la mesure ou l'antigéne est d'abord
internalisé par la cellule présentatrice, protéolysé, puis éventuellement réexprimé
a sa surface sous forme de fragments peptidiques en association avec les protéines
du complexe majeur d'histocompatibilit¢é (CMH). Le lymphocyte T qui ne
reconnait pas 1'antigéne natif, reconnait un fragment peptidique associé a une
molécule CMH.

Ces molécules CMH appartiennent & deux classes: I et II.

Les molécules de classe I sont des glycoprotéines transmembranaires
constituées d'une chaine lourde o polymorphe associée de fagon non covalente a
une chaine légére non glycosylée f2m. Leur structure cristallographique a été
résolue (Bjorkman et al. (1987), Nature, 329: 506-512), et montre la présence
d'un sillon formant le site de présentation du peptide dont le fond est composé de
huit feuillets B et les bords de deux hélices a.. Ces molécules sont présentées a la
surface de la quasi totalité des cellules.

Les molécules de classe II sont également des glycoprotéines membranaires
constituées de deux chaines polymorphes o et P liées de fagcon non covalentes
pour former, comme le montre la structure cristallographique récemment élucidée
(Brown et al. (1993), Nature, 364: 33-39), une plateforme P plissée supportant
deux hélices a. Le sillon formé est le site de présentation du peptide. Ces
molécules ne sont exprimées qu'a la surface de certaines cellules parmi lesquelles
les macrophages et les cellules B.

Les lymphocytes T cytotoxiques (cellules possédant des marqueurs CDS8)
reconnaissent des fragments protéolytiques de protéines virales associées aux
molécules CMH de classe 1 et provoquent la lyse des cellules présentant
I'antigéne. '

Les lymphocytes T auxiliaires (cellules portant des marqueurs CD4)
reconnaissent des fragments de protéines exogenes capturées par endocytose
présentés en association avec les molécules CMH de classe II et induisent la
stimulation cellulaire de la réponse immunitaire.

L'invention a également pour objet les complexes entre un immunorétroide
selon 1'invention, et un récepteur de cellules T.

L'invention vise également les complexes entre une molécule du complexe
majeur d'histocompatibilité, un immunorétroide tel que défini ci-dessus, et un
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récepteur de cellules T (encore désigné complexe CMH-immunorétroide-
récepteur T).

L'invention a également pour objet 1'utilisation des immunorétroides tels
que définis ci-dessus, pour la mise en oeuvre de méthodes de diagnostic in vitro
de pathologies, telles que celles mentionnées ci-dessus, associées & la présence
dans I'organisme d'un individu, d'une ou plusieurs protéine(s) exogéne(s) ou
endogene(s) susceptible(s), d'une part d'étre directement ou indirectement
impliquée(s) dans le processus d'apparition et/ou de développement de ces
pathologies, et, d'autre part, d'étre reconnue(s) soit par les anticorps anti-
immunorétroides selon l'invention, soit par les immunorétroides selon
I'invention, par exemple dans le cas de la détection d'anticorps chez le patient.

A ce titre, 1'invention a plus particuliérement pour objet toute méthode de
diagnostic in vitro telle que définie ci-dessus et comprenant:

- la mise en contact d'un échantillon biologique provenant d'un patient
susceptible d'étre porteur d'anticorps dirigés contre lesdites protéines endogénes
ou exogeénes, avec un immunorétroide selon l'invention dans des conditions
permettant la réaction entre les anticorps dirigés contre lesdites protéines et
susceptibles d'étre présents dans 1'échantillon biologique, et le susdit

.immunorétroide;

- la détection in vitro du complexe antigéne - anticorps tel que défini ci-
dessus selon 1'invention, susceptible d'étre formé i 1'étape précédente, ou

- la détection in vitro d'anticorps chez le patient par un test de compétition
en utilisant un anticorps anti-immunorétroide.

Avantageusement, 1'immunorétroide utilisé dans la méthode de diagnostic
in vitro susmentionnée, est un peptide rétro-inverso correspondant a tout ou
partie desdites protéines endogénes ou exogénes, ou correspondant 3 un peptide
susceptible d'étre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-mémes les
protéines exogénes ou endogénes.

Selon un autre mode préféré de réalisation de la méthode de diagnostic in
vitro susmentionnée, 1'immunorétroide utilisé est un peptide rétro correspondant
a tout ou partie desdites protéines endogénes ou exogénes, ou correspondant a un
peptide susceptible d'étre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-mémes les
protéines exogénes ou endogénes.

L'invention concerne également toute méthode de diagnostic in vitro telle
que définie ci-dessus et comprenant:

- la mise en contact d'un échantillon biologique provenant d'un individu
susceptible d'étre porteur desdites protéines endogénes ou exogénes, avec 1'un au
moins des anticorps tels que définis ci-dessus, dirigés contre un immunorétroide
selon l'invention, dans des conditions permettant la réaction entre lesdites
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protéines susceptibles d'étre présentes dans 1'échantillon biologique, et les susdits
anticorps dirigés contre le susdit immunorétroide;

- la détection in vitro du complexe antigéne - anticorps tel que défini ci-
dessus, susceptible d'étre formé a 1'étape précédente, ou

- la détection d'antigénes circulants dans des tests de compétition en |
utilisant I'un des susdits immunorétroides.

Avantageusement, les anticorps dirigés contre 1'immunorétroide, utilisés
dans la méthode de diagnostic in vitro susmentionnée, sont ceux décrits ci-dessus
selon I'invention, dirigés contre un peptide rétro-inverso correspondant a tout ou
partie desdites protéines endogénes ou exogénes.

Selon un autre mode préféré de réalisation de la méthode de diagnostic in
vitro susmentionnée, les anticorps dirigés contre 1'immunorétroide, sont ceux tels
que définis ci-dessus selon I'invention, dirigés contre un peptide rétro
correspondant a tout ou partie desdites protéines endogénes ou exogénes.

Les méthodes de diagnostic susmentionnées de I'invention sont
avantageusement réalisées de la facon suivante:

- incubation de I'échantillon biologique susceptible de contenir des
antigénes (protéine ou peptide exogéne ou endogéne), ou des anticorps dirigés
contre ces antigenes, ces antigénes ou anticorps étant associés a une pathologie ou
une famille de pathologies déterminées, notamment aux pathologies décrites ci-
dessus, avec respectivement des anticorps anti-immunorétroides selon 1'invention,
susceptibles de reconnaitre lesdits antigénes, ou des immunorétroides selon
l'invention, susceptibles d'étre reconnus par lesdits anticorps dirigés contre ces
antigenes, lesdits antigénes ou anticorps dirigés contre ces derniers étant fixés sur
un support solide, notamment a I'intérieur de puits de plaques de microtitration
de type de celles habituellement utilisées pour la mise en oeuvre de techniques de

détection ou dosage bien connues sous le nom d'ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay),

- ringage du support solide,
- incubation des éléments restés fixés sur le support solide aprés 1'étape de
ringage précédente:

. soit avec un milieu contenant des anticorps, notamment des
anticorps anti-immunorétroides selon 1'invention, marqués (notamment de
maniére radioactive, enzymatique ou fluorescente), ou susceptibles d'étre
reconnus & leur tour par un réactif marqué, les dits anticorps marqués étant
susceptibles de reconnaitre les antigénes présents dans 1'échantillon biologique,
qui sont restés liés, aprés 1'étape de ringage précédente, aux anticorps anti-
immunorétroides selon 1'invention initialement fixés sur le support solide,
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. soit avec un milieu contenant des antigénes, notamment des
immunorétroides selon 1'invention, marqués (notamment de maniére radioactive,
enzymatique ou fluorescente), ou susceptibles d'étre reconnus & leur tour par un
réactif marqué, lesdits antigénes marqués étant susceptibles de reconnaitre les
anticorps présents dans I'échantillon biologique qui sont restés liés, aprés 1'étape
de ringage précédente, aux immunorétroides selon I'invention initialement fixés
sur le support solide,

- ringage du support solide,

- détection des antigénes ou anticorps marqués restés respectivement liés
aux anticorps ou antigenes de 1'échantillon biologique lors de I'étape d'incubation
précédente.

Avantageusement, les méthodes de diagnostic in vitro de 1'invention sont
réalisées a 1'aide de peptides totalement rétro-inverso ou de peptides totalement
rétro, ou encore d'anticorps dirigés contre ces peptides totalement rétro-inverso
ou totalement rétro.

L'invention a également pour objet les nécessaires ou kits pour la mise en
ocuvre de méthodes de diagnostic in vitro telles que décrites ci-dessus,
comprenant:

- un immunorétroide selon 1'invention choisi parmi un peptide rétro-inverso
et/ou un peptide rétro correspondant a tout ou partie desdites protéines endogénes
ou exogenes, ou correspondant & un peptide susceptible d'étre reconnu par des
anticorps reconnaissant eux-mémes les protéines exogeénes ou endogénes, ou

- des anticorps anti-immunorétroides selon 1'invention, dirigés contre ce
peptide rétro-inverso et/ou ce peptide rétro;

- des réactifs pour rendre un milieu apte A la formation d'une réaction
immunologique;

- des réactifs permettant de détecter le complexe antigéne - anticorps,
appartenant  la liste des composés définie ci-dessus, qui a été produit 2 1'issue de
la réaction immunologique, lesdits réactifs contenant éventuellement un marqueur
ou etant susceptibles d'étre reconnus a leur tour par un réactif marqué, plus
particuliérement dans le cas ol 1'immunorétroide ou les anticorps anti-
immunorétroides susmentionnés ne sont pas marqués.

L'invention concerne également 1'utilisation d'au moins un immunorétroide
tel que défini ci-dessus, pour la préparation d'un médicament destiné i la
prévention ou au traitement de pathologies associées 4 la présence dans
I'organisme d'un individu, d'une ou plusieurs protéine(s) exogéne(s) ou
endogene(s) susceptible(s) d'étre directement ou indirectement impliquée(s) dans
le processus d'apparition et/ou de développement de ces pathologies.
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Les pathologies susmentionnées susceptibles d'étre traitées dans le cadre de
la présente invention, sont principalement soit des maladies d'origine virale,
bactérienne ou parasitaire, lorsqu'elles sont associées i la présence du
microorganisme lui-méme, d'une protéine ou d'un peptide exogéne provenant
d'une particule virale, bactérienne ou parasitaire, soit des maladies autoimmunes
lorsqu'elles sont associées i la présence de protéines ou peptides endogénes
perturbant le fonctionnement physiologique normal d'un organisme lorsque ces
derniers jouent directement un réle d'anticorps ou induisent la formation
d'anticorps reconnaissant et altérant des sites particuliers de 1'organisme (par
exemple en formant des dépdts de complexes anticorps-antigéne, en provoquant
des états inflammatoires etc...).

Les pathologies susmentionnées peuvent également étre des maladies
neurodégénératives lorsqu'elles sont associées a la présence dans 1'organisme de
protéines exogenes ayant pour effet de provoquer des Iésions neurologiques.

Les immunorétroides utilisés pour la préparation des compositions
pharmaceutiques ou des vaccins dans ce qui précéde et ce qui suit, sont
avantageusement des peptides totalement rétro-inverso ou des peptides totalement
rétro.

L'invention vise plus particuliérement I'utilisation d'au moins un
immunorétroide tel que défini ci-dessus, pour la préparation d'un vaccin dans le
cadre de la prévention de pathologies associées 3 la présence dans I'organisme
d'un individu, d'une ou plusieurs protéine(s) exogéne(s) ou endogéne(s)
susceptible(s) d'étre reconnue(s) par les anticorps dirigés contre les
immunorétroides ou dirigés contre les anti-idiotypes selon 1'invention.

L'invention concerne également les compositions pharmaceutiques,
notamment les vaccins, comprenant au moins un anti-idiotype tel que défini ci-
dessus, en association avec un véhicule physiologiquement acceptable.

Avantageusement, les anti-idiotypes utilisés dans les compositions
pharmaceutiques susmentionnées sont obtenus a 1'aide de peptides totalement
rétro-inverso ou totalement rétro.

L'invention vise également toute composition pharmaceutique comprenant
au moins un immunorétroide tel que défini ci-dessus, ou au moins un anti-
idiotype susmentionné, associés a une molécule porteuse protéique ou non,
pouvant induire in vivo la production d'anticorps neutralisant lesdites protéines
exogenes ou endogenes responsables de la pathologie, ou induire in vivo une
réponse immune cellulaire cytotoxique, comme décrit ci-dessus.

A titre d'illustration dans le domaine de la vaccination, 1'invention a plus
particuliérement pour objet les deux peptides totalement rétro-partiellement
inverso de formule suivante:
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HO—m(R,S)Leu-DGln-DArg—DAla-DVal-DArg-DXl-DAla-DLeu-DSer-Gly-DXZ-
DAsp-Gly—DArg-DVal-Gly-DSer-Gly-[Cys-NHz]

X1 = Ser ou Phe
X2 = Leu ou Pro

correspondant aux peptides [A] et [USA] issus du déterminant antigénique majeur
situé sur la protéine VP1 du virus de la fievre aphteuse, et répondant aux
formules suivantes:

[A] [H-Cys]-Gly-Ser-Gly-Val-Arg—Gly—Asp—Ser-Gly-Ser-Ala-Leu—
Arg-Val-Ala-Arg-Gln-Leu-OH

[USA] [H—Cys]-Gly-Ser-Gly-Val-Arg-Gly-Asp-Phe-Gly-Ser-Ala—Pro-
Arg-Val-Ala-Arg-Gln-Leu-OH

L'invention a également plus particuliérement pour objet le peptide cyclique
totalement rétro-partiellement inverso de formule suivante:

[CH3CO-Cys-Gly-Gly]-DX-DPhe—DAsp-DSer-Gly—DPro-Gly-DArg-DLys-Ser
| ]
X = acide D, a, B, diamino-propionique,
correspondant aux résidus 139-147 du site A de I'hémagglutinine du virus de la
grippe (Influenza souche X31), et répondant 2 la formule suivante:
Scr-Lys—Arg-GIy-Pro—Gly-Ser-Asp-Phe-Asp-Gly—Gly-Cys—NHz
l

L'invention a également pour objet toute composition pharmaceutique
comprenant des anticorps anti-immunorétroides selon 1'invention, en association
ou non avec un véhicule physiologiquement acceptable.

Cette derniére catégorie de composition pharmaceutique est plus
particuliérement destinée au traitement de pathologies associées 4 la présence
dans I'organisme d'un individu, de protéines exogenes ou endogénes susceptibles
d'étre reconnues par les anticorps anti-immunorétroides selon l'invention, ces
derniers agissant en tant qu'anticorps protecteurs neutralisant lesdites protéines
exogenes ou endogénes.

L'invention concerne également des compositions pharmaceutiques
contenant, a titre de substance active, un anticorps dirigé contre un peptide D
correspondant & un peptide parent L.

L'invention concerne également I'utilisation d'un anticorps dirigé contre un
peptide D correspondant 4 un peptide parent L, pour la préparation d'un
médicament immunogéne, notamment pour la préparation d'un vaccin.
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L'invention a également pour objet les immunorétroides tels que définis ci-
dessus, et correspondant & des €pitopes T cytotoxiques ou auxiliaires, ou encore a
des peptides reconnus par les molécules CMH de type I ou II pouvant étre
utilisés, soit dans la préparation de vaccins synthétiques, soit dans la prévention
ou le traitement de maladies autoimmunes.

S'agissant de leur utilisation en tant que vaccins, l'invention a plus
particuliérement pour objet les immunorétroides partiellement rétro-inverso d'un
épitope T cytotoxique (épitope minimum 56-68: M56-68) de la matrice du virus
de Ia grippe et d'un épitope T auxiliaire (séquence parente 830-844: TT830-844)
de la toxine du tétanos dont les séquences sont représentées ci-apres:

1/ Séquence de M56-68:
H-Gly-lle-Leu-Gly-Phe-Val-Phe-Thr-Leu-OH

Séquence du rétro-analogue:
HO-m(R,S)Leu(D)-Thr(D)Phe-(D) Val-(D)Phe-(D)Phe-Gly-(D)Leu-glle-Gly-H

2/ Séquence de TT830-844:
H-GIn-Tyr-Ile-Lys-Ala-Asn-Ser-Lys-Phe-Ile-Gly-Ile-Thr-Glu-Leu-OH

Séquence du rétro-analogue
HO-m(R,S)Leu-(D) Thr-Gly-(D)Ile-(D)Phe(D)Lys-(D)Ser-(D)Asn-(D)Ala-
(D)Lys-(D)Ile-gTyr-GIn-H

L'analogue rétro-inverso de M56-68 interagit avec les molécules CMH I et
est présenté aux lymphocytes T cytotoxiques afin d'induire une réponse
cytotoxique. L'analogue rétro-inverso de TT830-844 interagit avec les molécules
CMH II, et est présenté aux lymphocytes T auxiliaires afin de stimuler la
prolifération de cellules T.

S'agissant de I'utilisation des immunorétroides dans le cadre de la
préparation de médicaments destinés au traitement des maladies autoimmunes, il
convient de rappeler que la pathogénése de nombreuses maladies autoimmunes
implique la présentation d'autoantigénes (liés aux molécules CMH) au récepteur
de cellules T (TCR) autoréactives qui ont d'une fagon ou d'une autre échappé au
processus de tolérance du soi. Aussi, le développement de nouvelles stratégies
pour moduler la réponse des cellules T autoréactives pourrait conduire a des
approches thérapeutiques capables de traiter certaines maladies autoimmunes.

Certaines maladies autoimmunes sont associées  des alleles CMH I ou II
spécifiques. Ainsi, I'utilisation de peptides bloquants capables d'interagir avec
une molécule CMH donnée (par exemple une molécule CMH de classe I
associée a une maladie autoimmune particuliére) mais ne pouvant pas activer la
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réponse cellulaire T pathogénique est prometteuse. Cependant, la dégradation
rapide des peptides étudiés dans les milieux biologiques rend leur utilisation
difficile. Dans ce cas, les immunorétroides de par leur stabilité seraient trés
avantageux.

Récemment, le phénomene d'antagonisme TCR par des peptides analogues
a des épitopes T a été montré et 1'utilisation d'antagonistes spécifiques du TCR a
été décrite (De Magistris, M.T., Alexander, J., Coggeshall, M., Altmon, A.,
Gaeta F.C.A., Grey, H.M. and Sette, A. (1992), Cell 68: 625). Ces peptides
sont capables d'inhiber la prolifération des cellules T induites par un antigéne. De
tels peptides antagonistes sont obtenus par substitution d'un acide aminé parmi les
résidus du peptide antigéne en contact avec la cellule T, ou bien par incorporation
de résidus en contact avec le TCR dans une séquence de poly-alanines. La
présente invention a précisément pour objet 1'utilisation d'immunorétroides
correspondant a des peptides antagonistes des TCR, pour 1'obtention de
médicaments destinés au traitement de maladies autoimmunes telles que celles
décrites ci-dessus.

Les immunorétroides peuvent étre préparés comme indiqué ci-aprés:

A titre d'illustration, des méthodes générales de synthése de peptides
totalement ou partiellement rétro-inverso ou rétro, avec modification ou non des
extrémités N- et C- terminales par rapport aux extrémités des peptides parents,
sont indiquées ci-apres.

Le procédé de synthése de peptides dont la totalité des liaisons -CO-NH-
sont remplacées par des liaisons -NH-CO-, en comparaison aux peptides parents,
sans modification des extrémités, est réalisé en reliant entre eux les différents
résidus aminoacyles constituant le peptide parent, dans le sens inverse de celui

indiqué pour le peptide parent. Ainsi, si le peptide parent est représenté par une
séquence du type

H-AA1-AA2-........ -AAn-1AAn-OH,
le rétro analogue correspondant, synthétisé selon les techniques classiques de
synthése peptidique en phase liquide ou solide, aura la formule suivante:

H-AAn-AAn-1.......... -AA2-AA1-OH

A titre d'illustration, la méthode de synthése en phase liquide consiste &
condenser successivement deux a deux les aminoacyles dans 1'ordre requis ou a
condenser des aminoacyles et des fragments préalablement formés et contenant
déja plusieurs aminoacyles dans 1'ordre approprié, ou encore plusieurs fragments
préalablement ainsi préparés, étant entendu que 1'on aura eu soin de protéger au
préalable toutes les fonctions réactives portées par ces aminoacyles ou fragments,
a I'exception des fonctions amines de 1'un et carboxyles de 1'autre ou vice-versa,
qui doivent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques,
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notamment aprés activation de la fonction carboxyle, selon les méthodes bien
connues dans la synthése des peptides.

On pourra par exemple utiliser des groupements protecteurs de type
uréthane (Boc, Fmoc benzyloxycarbonyl ou allyloxycarbonyl) pour protéger les
extrémités N-terminales des acides aminés et des groupements de type ester
(méthylique, éthylique, benzylique, tertio-butylique, allylique ou encore
benzhydrilglycolamidique) pour protéger les extrémités C-terminales des acides
aminés.

Une telle synthése peut étre effectuée en condensant tout d'abord le résidu
aminoacyle AA1 dont la fonction COOH est protégée avec le résidu aminoacyle
AA2 dont la fonction NH, est protégée. La fonction amine du résidu AA2 dans le
fragment AA2-AA1 ainsi obtenu, est alors déprotégée, pour condenser par la
suite ledit fragment avec le résidu aminoacyle AA3 dont la fonction amine est
protégée. Les étapes précédentes sont répétées autant de fois qu'il y a de résidus
aminoacyles a introduire dans la chaine des rétro analogues a synthétiser.

Selon une autre technique préférée de ['invention, on a recours a celle
décrite par R.D. Merrifield dans 1'article intitulé "Solid phase peptide synthesis"
(J. Am. Chem. Soc. (1963), 85, 2149-2154).

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le procédé de Merrifield, on a
recours a une résine polymere trés poreuse, sur laquelle on fixe le premier acide
aminé C-terminal (en l'occurrence AA1-OH) de la chaine. Cet acide aminé est
fixé sur la résine par 1'intermédiaire de son groupe carboxylique et sa fonction
amine est protégée, par exemple par le groupe t-butyloxycarbonyle.

Lorsque le premier acide aminé C-terminal est ainsi fixé sur la résine, on
enléve le groupe protecteur de la fonction amine en lavant la résine avec un
acide.

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les acides aminés qui vont constituer
la chaine peptidique sur le groupe amine chaque fois déprotégé au préalable de la
portion de la chaine peptidique déja formée, et qui est rattachée a la résine.

Lorsque la totalité de la chaine peptidique désirée est formée, on élimine les
groupes protecteurs des différents acides aminés constituant la chaine peptidique
et on détache le peptide de la résine par exemple  1'aide d'acide fluorhydrique.

L'obtention de rétropeptides cycliques est avantageusement réalisée selon
A. Kates et al., Tetrabedron Lett., 34, 4709, (1993).

Si I'ensemble des résidus aminoacyles AA1 3 AAn de départ, utilisés pour
la synthése de rétro analogues, sont de méme chiralité que ces mémes résidus
aminoacyles constituant le peptide parent, alors le rétro analogue obtenu sera un
peptide totalement rétro.
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A l'inverse, si l'ensemble de ces résidus AAl1 & AAn sont de chiralité
opposée a celle de ces mémes résidus dans le peptide parent, alors le rétro
analogue obtenu sera un peptide rétro-inverso.

Si un ou plusieurs, mais pas la totalité de ces résidus, sont de chiralité
opposée a celle de ces mémes résidus dans le peptide parent, alors le rétro
analogue obtenu sera un peptide totalement rétro-partiellement inverso.

L'obtention de peptides partiellement rétro, ou partiellement rétro-inverso,
mais aussi de peptides totalement rétro ou rétro-inverso avec modification des
extrémités est avantageusement réalisée a 1'aide de la technique classique utilisant
les résidus gem-diaminoalkyle et les dérivés C-2 substitués de 1'acide malonique,
décrite notamment dans l'article de Pallai et Goodman (Pallai, P.V., et
Goodman, M., (1982), J. Chem. Soc. Chem. Commun., 280-281), et dans le
chapitre de Cope et al. ((1957), Org. React., 9, 107), respectivement.

Dans cette derniere référence, la préparation de dérivés C-2 substitués de
I'acide malonique est réalisée par I'alkylation d'un diester de 1'acide malonique.

Le monoester C-2 substitué de 1'acide malonique peut aussi étre obtenu par
alcoolyse de dérivés de 1'acide de Meldrum (Junek et al., (1976), Synthesis, 333-
334; Chorev et al., (1983); J. Méd. Chem. 26, 129-135), ces dérivés étant eux-
mémes obtenus par alkylation réductive de I'acide de Meldrum conformément a
la méthode décrite par Hrubowchak, D.M., et Smith, F.X. (1983), Tetrahedron
Lett., (24), 4951-4954).

S'agissant de la synthése des dérivés gem-diaminoalkyl décrite par Pallai et
Goodman, les résidus gem-diaminoalkyl mono-N-acylés optiquement purs sont
obtenus a partir de peptides amides N-protégés, ou de dérivés aminoacyles
carboxamides, via un réarrangement d'Hoffman en utilisant un réactif
moyennement oxydant: iodobenzéne bis(trifluoroacétate) appelé IBTFA ou TIB.
Par ailleurs, cette méthode est utilisable en phase solide selon la technique décrite
par Pessi et al. (1983), J. Chem. Commun., 195-197.

A titre d'illustration, 1'obtention d'un rétropeptide de formule:

...-NH-CH(R1)-CO-NH-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-CO-
NH-CH(RS)-CO-NH-CH(R6)-CO-...
peut étre réalisé par condensation du dérivé d'acide aminé P-HN-CH(R2)-COOH,
P représentant un groupement protecteur de type uréthane, avec le dérivé
carboxamide HpN-CH(R3)-CO-NHp, suivie d'un traitement du dipeptide amide
obtenu par IBTFA ce qui conduit & 1'obtention d'un résidu gem-diaminoalky!
mono-N-acylé de  formule P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH7  puis
condensation de ce dérivé avec un monoester C2-substitué de 1'acide malonique
de formule HOOC-CH(R4)-COOR, -R représentant un groupement protecteur tel
que -CH3, -CHCH3, -C(CH3)3 ou -benzyl,



WO 95/24916 PCT/FR95/00292

10

15

20

25

30

35

-26-
ce qui conduit a 1'obtention d'un fragment de formule:

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-COOR, suivie de la
déprotection sélective du groupement R, et condensation du fragment dont la
fonction acide C-terminale est ainsi déprotégée avec un fragment de formule
HyN-CH(RS5)-CO-NH-CH(R6)-CO..., obtenu par condensation d'un dérivé
d'acide aminé P'-NH-CH(R5)-COOH, P' représentant une protection de type
uréthane et un fragment de formule HoN-CH(R6)-CO..., dont I'extrémité C-
terminale est protégée, et déprotection sélective de P' ce qui conduit 4 1'obtention
d'un fragment de formule:

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-CO-NH-CH(R5)-CO-NH-
CH(R6)-CO-..., suivie de la déprotection sélective du groupe protecteur P, et
condensation du fragment dont la fonction amine N-terminale est ainsi déprotégée
avec un fragment ou un dérivé d'acide aminé de formule ...-NH-CH(R1)-COOH
dont I'extrémité N-terminale est protégée, ce qui conduit 4 1'obtention du dérivé
souhaité de formule: :

...-NH-CH(R1)-CO-NH-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-CO-
NH-CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO-...
contenant un résidu gem-diaminoalkyl portant R3 et un dérivé de l'acide
malonique portant R4.

Si I'on souhaite obtenir plusieurs liaisons -NH-CO- successives au sein d'un
méme peptide particllement rétro ou rétro-inverso, il suffit d'incorporer selon les
techniques classiques en synthése peptidique, un ou plusieurs résidu(s)
aminoacyle(s) de chiralité¢ identique ou opposée a ce(s) résidu(s) aminoacyle(s)
dans le peptide parent, entre un résidu gem-diaminoalkyl et un dérivé de 1'acide
malonique tel qué décrits ci-dessus.

A titre d'exemple, le fragment de formule:

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH,, dont l'obtention par traitement du
dipeptide amide avec IBTFA a été précédemment décrite, peut étre condensé avec
un dérivé aminoacyle de formule P'-HN-CH(R4)-COOH, ce qui conduit
I'obtention d'un fragment de formule P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-
CH(R4)-NH-P', qui aprés déprotection sélective du groupement P' peut étre
condensé avec un monoester C2-substitué de 1'acide malonique de formule
HOOC-CH(R5)-COOR, -R représentant un groupement protecteur tel que
-CH3, -CHCH3, -C(CH3)3, -CH3-CH=CHj ou -benzyl, ce qui conduit au
fragment de formule

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-NH-CO-CH(R5)-COOR,
qui aprés déprotection sélective du groupement R, et condensation du fragment

dont la fonction acide C-terminale est ainsi déprotégée avec un fragment de
formule HoN-CH(R6)-CO-...,
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ce qui conduit au fragment de formule: P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-
CH(R4)-NH-CO-CH(RS)-CO-NH-CH(R6)-CO-..., qui aprés déprotection
sélective du groupe P peut étre condensé avec le fragment ...-NH-CH(R1)-COOH
dont l'extrémité N-terminale est protégée, ce qui conduit au dérivé de formule
...-NH-CH(R1)-CO-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-NH-CO-
CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO-....

Comme précédemment, 1'obtention de peptides partiellement rétro ou rétro-
inverso par la méthode décrite ci-dessus, est conditionnée par le choix de la
chiralité des résidus aminoacyles qui seront susceptibles d'étre reliés & au moins
un de leur voisins par une liaison de type -NH-CO- dans 1'analogue obtenu.

L'invention a également pour objet les procédés d'obtention
d'immunorétroides totalement rétro, totalement rétro-inverso ou totalement rétro-
partiellement inverso tels que décrits ci-dessus, et dont les extrémités N- et C-
terminales sont modifiées pour mimer davantage les extrémités du peptide parent.

En effet, comme nous 1'avons vu dans les exemples de synthése précédents,
partant du peptide parent représenté par la formule:

HyN-CH(R1)CO-NH-CH(R2)-CO.....NH-CH(Rn-1)-CO-NH-CH(Rn)-
COOH,
le rétropeptide obtenu aprés inversion de la totalité des liaisons -CO-NH- est
représenté par la formule:

A-CHRI1)NH-CO-CH(R2)-NH......... -CO-CH(Rn-1)-NH-CO-CH(Rn)-B
dans laquelie A et B représentent respectivement HOOC- et -NHj ou tout autre
groupe initialement situé en position N- ou C- terminale du peptide parent si
I'analogue est construit sans modification de ses extrémités.

Il est cependant possible de modifier les groupes N- et C- terminaux du
rétro analogue, de maniére 4 mimer les extrémités N- et C- terminales du peptide
parent.

Il est notamment possible d'obtenir des rétro analogues de formule indiquée
ci-dessus, dans laquelle A représente H-, HoN-, P-HN-, RR'N-,
HpNCO-, RR'NCO-, RCO-, et B représente -H, -COOH, -COOR, -CONH3,-
CONRR', -NHCOR, R, R' et P étant définis comme indiqué i propos de la
formule (II) ci-dessus.

A titre d'illustration, I'obtention des rétro analogues pour lesquels A
représente HN-, et B représente -COOH, peut étre réalisée en incorporant un
dérivé gem-diaminoalkyl (HpN-CH(R1)-NH-) pour mimer ['extrémité N-
terminale du peptide parent et en incorporant un dérivé C2-substitué de 1'acide
malonique (-CO-CH(Rn)-COOH) pour mimer 1'extrémité C-terminale du peptide
parent selon les méthodes indiquées ci-dessus.
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L'obtention de rétro analogues dans lesquels A représente HoNCO- et B
représente -NHCOR, R répondant a la définition donnée ci-dessus, peut étre
réalisée par amidation du COOH de I'acide aminé N-protégé HOOC-CH(R1)-
NH-P et par acylation de l'extrémité N-terminale; (3 titre d'exemple, une
acétylation est réalisée avec de 1'anhydride acétique, en présence de DIEA [DIEA
= diisopropyléthylamine], ce qui donne pour B: -NHCOCH3).

En combinant les diverses techniques décrites ci-dessus d'introduction de
groupes A et B, il est possible d'obtenir toutes les combinaisons possibles de
groupes A et B aux extrémités des analogues de 1'invention.

A ce titre, des rétro analogues particuliérement préférés dans le cadre de
I'invention sont ceux pour lesquels A représente H,NCO- et B représente
-COOH, obtenus en introduisant une terminaison carboxamide en C-terminale du
rétro analogue, et en introduisant a 1'extrémité N-terminale du rétro analogue, un
dérivé C-2-substitué de I'acide malonique, selon les techniques décrites ci-dessus.

Il convient de préciser que les dérivés de 1'acide malonique sont incorporés
sous forme de racémique (noté -m(R,S)AAi-), et si I'on désire préserver un
centre chiral au niveau de ce malonate dans le peptide, il est nécessaire en fin de
synthése de purifier le mélange des deux diastéréoisoméres ainsi obtenus,
notamment par chromatographie en phase liquide.

L'invention sera davantage illustrée a 1'aide des exemples qui suivent
d'obtention d'immunorétroides tels que décrits ci-dessus, ainsi qu'a l'aide de la
démonstration de leurs propriétés antigéniques et immunogéniques.

Légendes des figures:

Figure 1: elle concerne la représentation schématique du peptide naturel L-
IRGERA et des peptides analogues.

Figure 2: elle concerne le test en ELISA de la réponse immune contre les
quatre peptides analogues injectés en tant que peptides couplés aux SUV dans des
souris BALB/c. Les antisérums sont dilués 1 : 500 et testés avec les peptides
homologues (A et B), ou avec H3 (protéine parente) (C,D). Le conjugué anti-
souris IgG (H + L) révélant les anticorps de souris d'isotypes IgG1, IgG2a et
IgG2b (symboles ouverts) et le conjugué anti-IgG3 souris (symboles fermés) sont
tous deux dilués 1: 5000. Les résultats représentent les valeurs moyennes

d'absorbance obtenues dans chaque groupe de deux souris immunisées avec le
peptide IRGERA L (A, A), le peptide rétro-inverso (0, @), le peptide-D (O, W) et

le peptide rétro (<, #). Les fleches indiquent le schéma d'immunisation des
souris.
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Figure 3: elle concerne la résistance a la trypsine ‘des quatre peptides
analogues.La trypsine est immobilisés de facon covalente sur des sphéres de
nylon. Le mélange de digestion incubé pendant différents temps a 25°C est mis a
incuber tout d'abord avec l'anticorps Mab 11x2 (4ug/ml) et est ensuite injecté
avec le peptide-L immobilisé sur la matrice activée de dextrane du Biacore. Les
résultats sont exprimés en fonction du pourcentage d'inhibition de la liaison Mab
11x2 au peptide-L immobilisé par les peptides compétiteurs soumis a la trypsine.
La liaison MADb 11x2 au peptide-L en 1'absence de peptide inhibiteur correspond
a 800 RU. En présence d'un peptide non digéré, la liaison MAb 11x2 au peptide-
L est de 220 RU, 240 RU, 260 RU et 250 RU respectivement pour le peptide-L,
le peptide rétro-inverso, le peptide-D et le rétro-peptide.

Figure 4: elle concerne la synthése de I'analogue rétro-inverso de 1'épitope
C-terminal de la protéine H3: IRGERA.

Séquence du peptide parent:

[H-Cys-Gly-Gly]-Ile-Arg-Gly-Glu-Arg-Ala-OH

Séquence du rétro-analogue:

HO-m(R,S)Ala-DArg-DGlu-Gly-DArg-Dlle-[Gly-Gly-Cys-NHj;]

Dans cette figure:

a = MBHA résine; b = BOP, HOBT, DIEA/DMF,; ¢ = TFA; d = HF

abbréviations: MBHA = 4-méthylbenzhydrylamine, HOBT = Hydroxy-
benzotriazol, TFA = acide trifluoroacétique, HF = Acide fluorhydrique, BOP
= hexafluorophosphate de benzotriazolyl-oxy-tris(diméthylamino)phosphonium,
DMF = diméthylformamide, DIEA = diisopropyléthylamine.

Figure 5: elle concerne la synthése en solution d'un analogue rétro-inverso
de 1'épitope T (56-68) de la matrice de la grippe.

Séquence du peptide parent:

H-GLy-lle-Leu-Gly-Phe-Val-Phe-Thr-Leu-OH

Séquence de 1'analogue rétro-inverso:

HO-m(R,S)Leu-(D)Thr-(D)Phe-(D) Val-(D)Phe-Gly-(D)Leu-glle-Gly-H

Dans cette figure:

a = BOP, HOBT, DIEA/DMF, b = IBTFA, CH3CN/H20 (1:1), ¢ =
TFA, d = NaOH (1N)/MeOH, g = gem-diaminoalkyl.

- Figure 6: réactivité en ELISA d'échantilions de sérum provenant de
patients souffrant de LED et de SS avec le peptide parent et 1'analogue RIb 277-
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291 de Ro52. Les sérums des patients sont dilués au 1:1000. Seule I'activité
anticorps de sous-classe IgG est mesurée. Les valeurs de densité optique
médianes sont indiquées. La ligne en pointillés représente la limite supérieure de
population normale correspondant a la valeur de densité optique moyenne de 20
sérums normaux humains + 2 DS (déviation standard) (0.30 unités de DO).

- Figure 7: réactivité en ELISA de deux sérums de patients atteints de LED
(A, B) avec le peptide parent L 277-291 de Ro52 (® - ®) et les deux
diastéréoisomeres Rla (O - O) et RIb (0 - 0). Les sérums de patients sont dilués
au 1:1000 et laissés a réagir a des concentrations variées de peptide.

- Figure 8: structure schématique du peptide L 304-324 de Ro60. Réaction
en ELISA de sérums de 20 patients atteints de LED et de SS avec des analogues
du peptide 304-324 de Ro60. Les sérums de patients sont dilués au 1:1000. Seule
'activit¢ IgG est mesurée. Les valeurs de densité optique médianes sont
indiquées. Les lignes en pointillés représentent la limite supérieure de la
population normale correspondant a la valeur de la densité optique moyenne de
20 sérums normaux humains + 2 DS (déviation standard) (0.30 unités de DO).

- Figure 9: test immuno-enzymatique sur membrane ("dot immuno-essai")
du peptide L 304-324 de Ro60 et des analogues peptidiques incubés avec du
65Zn. Un peptide témoin qui ne contient pas le motif liant du zinc (peptide 56-77
de U1-RNP polypeptide A, Barakat et al., Clin. Exp. Immunol., 86: p. 71-78,
1991) est utilis¢é comme témoin (bande 1). Des quantités croissantes des 5
peptides analogues et du peptide témoin sont déposées sur des feuilles de
nitrocellulose (0.22 pm); les peptides sont incubés avec le 63Zn comme décrit
précédemment (Mazen, A., Menissier-de Murcia, J., Molinete, M., Simonin, F.,
Gradwohl, G., Poirier, G., et de Murcia, G. (1989), Poly(ADP-
ribose)polymerase: a novel finger protein. Nucl. Acids. Res., 17: 4689-4698;
Muller, S., Briand, J.P., Barakat, S., Lagueux, J., Poirier, G.G., De Murcia,
G., et Isenberg, D.A. (1994) Autoantibodies reacting with poly(ADP-ribose) and
with a zinc-finger functional domain of poly(ADP-ribose) polymerase involved in
the recognition of damaged DNA. Clin. Immunol. Immunopathol., 73: 187-196).
Les feuilles de nitrocellulose sont autoradiographées pendant 5 heures (A) et 14
heures (B) a -70°C. Bandes 2, 2': peptide L: bandes 3,3': peptide RI; bandes
4,4': D-allo-Ile peptide RI; bande 5: peptide L bloqué; bandes 6,6': peptide RI
bloqué. Les résultats proviennent de deux expériences indépendantes (A et B).
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La figure 10 représente la liste des peptides synthétisés pour les tests
d'immunomodulation thérapeutique.

La figure 11 représente de fagon schématique le principe de la détection de
I'assemblage HLA-peptide.

La figure 12 rassemble les résultats de fixation sur la molécule HLA-A2.
Les peptides sont désignés en abscisses et les unités de fluorescence en
ordonnées. Les barres pleines correspondent 4 des concentrations en peptide de
10 pg/ml et les barres hachurées 4 des concentrations en peptide de 1 pg/ml.

La figure 13 correspond 4 la mesure de la cytolyse (exprimée en %) (en
ordonnées) en fonction du rapport en nombre de cellules effecteur/cible (en
abscisses), dans le cadre du test décrit dans Martinon et al., Eur. J. Immunol.
1990, 20, 2071-2176. La courbe avec des triangles correspond au peptide GG7,
celle avec des carrés au peptide GG10, celle avec des ronds pleins au peptide
M358-66 et celle avec des ronds vides au peptide GGOa.

Exemple 1

Matériels et Méthodes

Hi H3 id

L'histone H3 d'érythrocyte de poulet est isolée et purifiée comme décrit
précédemment (Van der Westhuyzen, D.R., & Von Holt, C. (1971), FEBS Lett.,
14, 333-337).

_Trois analogues des peptides modeles de séquence IRGERA correspondant
aux résidus COOH-terminal 130 i 135 de I'histone H3 sont préparés. La
préparation et la purification des peptides L et D IRGERA ont été décrites
précédemment (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285). Les
deux nouveaux analogues, les peptides rétro-inverso et les peptides rétro sont
synthétisés de la méme fagon que les L- et D-peptides, par la méthode en phase
solide sur un synthétiseur de peptides multi-canaux (Neimark, J. & Briand, J .P.,
(1993), Peptide Res., 6, 219-228). Les isoméres rétro-inverso et rétro modifiés
aux extrémités terminales sont assemblés en utilisant le groupe protecteur Boc sur
une résine p-méthyl benzhydrylamine (Applied Biosystem, Roissy, France).
L'assemblage de la chaine peptidique protégée est effectué i 1'échelle de 200
pmoles en utilisant le protocole de neutralisation in sitw décrit précédemment
(Neimark, J. & Briand, J.P., (1993), Peptide Res., 6, 219-228). L'ester
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monobenzylique de 1'acide (R-S)-2-méthyl malonique obtenu par alcoolyse de
2,2,5-triméthyl-1,3-dioxane-4,6-dione (Chorev et al., (1983), J. Med. Chem.,
26, 129-135) est incorporé dans la chaine peptidique sous forme de racémique.
Le couplage est controlé par le test a la ninhydrine. Apres ce dernier couplage, le
peptide-résine est lavé deux fois avec de 1'éther et séché sous-vide dans un
dessicateur. Les peptides sont clivés de la résine par traitement avec HF anhydre
contenant 10% (v/v) d'anisol et 1% (v/v) de 1,2-éthanedithiol. Aprés élimination
de HF sous-vide, les peptides sont extraits de la résine et lyophilisés. Les
peptides bruts sont ensuite purifiés sur une colonne C18 en utilisant un appareil
de pression moyenne (Kronwald Separation Technology, Sinsheim, FRG), par
élution avec un gradient linéaire de 5 & 50% (v/v) d'acétonitrile, dans 0.06%
d'acide trifluoroacétique aqueux. La pureté de chaque fraction est déterminée par
passages analytiques sur une colonne de Novapak C18 de 5um (3.9 x 150 mm),
en utilisant un gradient linéaire de 7 a 32% (v/v) d'acétonitrile dans un tampon
phosphate aqueux de triéthylammonium 0.1 M. Les passages sont effectués avec
un appareil Waters (Waters Corporation, Milford, MA). Les fractions contenant
le mélange pur de diastéréoisomeres sont recueillies et lyophilisées. Les spectres
de masse sont obtenus sur un instrument a double concentration ZAB-2SE

. analytique VG et enregistrés sur un systtme de données VG 11-250 (VG

Analytical, Manchester, UK) comme décrit (Briand et al., (1989), Peptide Res.,
2, 381-388). Les mesures de dichroisme circulaire sont effectuées comme
décrites dans (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285).

Coniugai ide

Afin de mettre les peptides sur une plaque pour effectuer un test ELISA-
direct en phase solide, les analogues IRGERA sont d'abord conjugués a la BSA
en utilisant du N-succinimidy! 3-[2-pyridyl dithio] propionate (SPDP) comme
décrit précédemment (14). Pour l'immunisation des souris, les peptides sont
couplés de fagon covalente & des petits liposomes unilaméllaires (SUV) préformés
contenant du 4-(p-maleimidophényl) butyrylphosphatidyl-éthanolamine (MBP-
PE). Le monophosphoryl lipide A (MPLA) est incorporé dans les SUV comme
adjuvant (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285; Friede et
al., (1993), Molec. Immunol., 30, 539-547).

Les antisérums sont obtenus en immunisant des souris BALB/c avec des
peptides associés a des liposomes comme décrit dans (Benkirane et al., (1993),
J. Biol. Chem., 268, 26279-26285). On injecte dans les souris par voie
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intrapéritonéale les différentes préparations de SUV contenant 1 ymol de lipide,
2 ug de MPLA, et 60 ug de peptide par injection par animal.

Les souris recoivent trois injections a des intervalles de 3 semaines et elles
sont saignées 5 jours aprés chaque injection, puis réguliérement pendant les 6
mois suivant la derniére injection. Le sérum témoin est prélevé de chacune des
souris avant la premiére injection. Pour la préparation d'anticorps monoclonaux
(Mab), on injecte les souris BALB/c 3 fois a des intervalles de 3 semaines avec
des peptides L et D (100ug) liés de fagcon covalente aux SUV contenant du
MPLA. Des injections de rappel sont faites aux jours 105, 106, 107 et 108,
c'est-a-dire 4, -3, -2 et -1 avant la fusion. Les anticorps monoclonaux des
peptides L et D sont préparés par des protocoles de fusion standard (16). Les
descriptions détaillées de la génération et de la caractérisation des anticorps
monoclonaux sont données ailleurs (N. Benkirane, G. Sommermeyer and S.
Muller, Molecular Immunology, Vol. 24, N° 7, pp. 779-789, 1987).

En résumé, la production de ces trois anticorps monoclonaux a été réalisée
de la maniére suivante:

- Immunisation des souris BALB/c : voir ci-dessus,
- fusion proprement dite:
. peptide L: 2 x 107 lymphocytes de la souris immunisée + 2 x 107
cellules myélomateuses [PAI, ref. dans Muller et al., 1987]
. peptide D: 3.2 x 107 lymphocytes + 3.5 x 107 PAI
2 sous clonages successifs pour les deux fusions.

. Résumé du bilan de fusion:

PCT/FR95/00292
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Peptide Nbre de Nbre de le 2e Production

clones clones sous-clonage  sous-clonage  en ascite

totaux (%) positifs (%)

L4

10 D(11)

120/195 puits ~ 30/120 (25%) 24 21 8
(62.5%)

155/192 puits ~ 30/155 (19.3%) 16 14 7
(80.7%)
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6 clones ont été mis en culture a grande échelle pour obtenir plusieurs
dizaines de mg d'Ac. 41.6 mg de I'Ac 11 x 2, 80 mg de I'Ac 11 x 7 et 62 mg
de I'Ac 4 x 11 ont ainsi été produits et purifiés.

La réactivité de trois anticorps monoclonaux 4x11 (dérivé d'une souris
immunisée contre le peptide L), 11x2 et 11x7 (dérivés d'une souris immunisée
contre le peptide D), est décrite ci-apres.

Par ailleurs, deux autres anticorps monoclonaux 4x8 et 4x10 ont été
également obtenus et on a mesuré la constante d'affinité de ces anticorps vis a vis
du peptide L- IRGERA et rétro-inverso IRGERA. Les résultats sont donnés ci-
apres (tableau 2).

ELISA

La procédure ELISA (test de liaison directe et de compétition) est comme
décrite dans Benkirane et al, (1993) J. Biol. Chem. 268, 26279-26285.

Apal g le 1a ligison d . |

Pour des expériences de liaison en temps réel, un systeme de biosenseur
BlAcore (Pharmacia Biosensor, AB, Uppsala, Sweden) est utilisé. Les réactifs y
compris les surfaces de réaction (dextran) CMS, le tensioactif P20 et le kit de
couplage contenant du N-hydroxysuccinimide (NHS), du N-thyl-N'-(3-
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC), de la 2-(2-pyridinyldithio)éthane
amine (PDEA) et de 1'éthanolamine-HCI sont obtenus de Pharmacia Biosensor
AB. Pour immobiliser les peptides sur la surface de réaction (dextran), le
protocole standard décrit précédemment (17,18) est utilisé a 1'exception du fait
que la surface de dextran est d'abord activée par le mélange NHS-EDC, puis
modifiée en injectant 1'agent de couplage PDEA thiol (15 ul de 80 mM de PDEA
dans du tampon borate 0,1M, pH 8.5) en laissant le groupe réactif thiol des
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peptides analogues se coupler A la matrice activée par une réaction d'échange
thio-disulfure. Apres le passage d'immobilisation du peptide, les groupes réactifs
restant sur la surface de réaction sont désactivés par un flux de 4 min de cystéine
50 mM dans NaCl, 1 M, pH 4.3.

Les trois anticorps monoclonaux 4x11, 11x2 et 11x7 sont ensuite mis &
interagir avec les surfaces de réaction, sur lesquelles les quatre analogues
différents du peptide ont été immobilisés. Six i dix concentrations de chaque
anticorps monoclonal allant de 50 4 800 nM dans HBS pH 7.4 (10 mM HEPES,
150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0.05% de tensioactif P20) sont utilisés dans
chaque test. La préparation d'anticorps est injectée 2 une vitesse de flux constant
de 3 pl par min pendant 7 min & 25°C et les points de report de calcul sont
ensuite pris toutes les 10 secondes pendant 5 min en commencant 1.30 min apres
la fin de I'injection de 1'anticorps monoclonal (Zeder et al., (1993), Molec.
Recogn., 6, 71-79).

Des essais de compétition sont effectués comme décrit précédemment
(Zeder et al., (1993), Molec. Recogn., 6, 71-79). Les anticorps monoclonaux
4x11, 11x2 et 11x7 (200 nM) sont incubés avec les peptides compétiteurs utilisés
en exceés molaire de 1.75 4 800 par rapport & 1'anticorps.

Les constantes cinétiques des anticorps sont mesurées comme décrit (Zeder
et al., (1993), Molec. Recogn., 6, 71-79). La théorie de mesures cinétiques en
utilisant le systéme Biosensor BIAcore a été décrite précédemment (Zeder et al.,

(1993), Molec. Recogn., 6, 71-79; Altschuh et al. (1992), Biochemistry, 31,‘
6298-6304).

Rési Al .

La résistance des quatre analogues de peptides a la trypsine est testée en
utilisant 1'enzyme protéolytique immobilisé de facon covalente sur des spheres de
nylon de 3.2 mm de diamétre (Michalon et al., (1993), Eur. J. Biochem., 216,
387-394). L'activité spécifique des sphéres enzymatiques est équivalente a 18
nmol de p-toluénesulfonyl-L-arginine méthylester hydrolysées par minute par
sphére de nylon. La digestion par la protéase est déclenchée en immergeant 15
sphéres enzymatiques dans 1 ml d'une solution de peptide 2 150 pg/ml maintenue
a 25°C sous agitation constante. La digestion est effectuée dans HBS pH 7.4
pendant 5 a 240 min. La réaction est arrétée en retirant les sphéres enzymatiques.
Le clivage des peptides est évalué par voie immunochimique. On laisse tout
d'abord les mélanges de digestion incuber a 25°C avec le Mab 11x2 (200 nM)
pendant 30 min puis on les expose au peptide L immobilisé sur la surface de
réaction activée comme décrit précédemment. Dans cet essai, si le peptide en
solution est résistant 2 la trypsine, il entre en compétition avec la liaison du MAb
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11x2 au peptide L immobilisé sur la surface dextran activé comme décrit ci-
dessus et le signal, exprimé en unités de résonance (RU) est faible. Inversement,
si le peptide est dégradé par la trypsine, il n'y a pas de compétition et le signal
est équivalent au témoin sans peptide de compétition.

Résultats

Pentid néti

Quatre peptides sont utilisés dans cette étude (Figure 1). Le peptide parent
IRGERA correspond a I'extrémité COOH terminale de I'histone H3, qui a été
étudiée précédemment (Friede et al., (1993) Molec. Immunol., 30, 539-547;
Muller et al., (1982), EMBO J., 1, 421-425; Briand et al., (1992), J. Immunol.
Meth., 156, 255-265 ). Une cystéine et deux résidus supplémentaires de glycine
sont ajoutés a 1'extrémité NH2 terminale pour permettre la conjugaison sélective
des peptides aux liposomes ou a la BSA, et pour accroitre I'accessibilité des
peptides liés au support.

La Figure 1 représente la structure du peptide L et les trois analogues
structuralement associés utilisés dans cette étude, c'est-a-dire 1'énantiomére D
(Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem. 268, 26279-26285), les analogues rétro-
inverso et rétro modifiés aux extrémités. L'analogue rétro est obtenu en
remplacant les résidus normaux d'acides aminés L par les résidus correspondants
D et en inversant la direction de la chaine peptidique. Ceci entraine le maintien
de la topochimie des chaines latérales, ce qui signifie que 1'orientation spatiale
originelle de toutes les chaines latérales se trouve maintenue (Goodman, M. et
Chorev, M. (1979), Acc. Chem. Res., 12, 1-7). Dans le cas de 1'analogue rétro,
la chaine peptidique est inversée mais la chiralité des acides aminés dans la
séquence est retenue ce qui entraine une non complémentarité de la chimie des
chaines latérales entre cet analogue et le peptide parent. Ce rétroanalogue est
ainsi topochimiquement associé i 1'énantiomére D. Cependant, dans de tels
peptides linéaires, les deux paires de peptides topochimiquement associés ne
possédent pas les mémes groupements aux extrémités et leurs charges ne sont pas
complémentaires. Pour résoudre ce probléme, un résidu gem-diaminoalkyl peut
étre introduit du cOté amino-terminal et un acide malonique-2-substitué 2
I'extrémité carboxy terminale (Goodmann, M. et Chorev, M. (1979), Acc.
Chem. Res., 12, 1-7). Cependant, les gem-diaminoalkyls monoacylés sont
hydrolysés et on devrait s'attendre a ce que la demie vie des peptides incorporant
de tels résidus soit de 10 a 50 heures & 25°C (Loudon et al. (1981), J. Am.
Chem. Soc., 103, 4508-4515). Par conséquent, et parce que la cystéine NH2-
terminale ne fait pas partic de 1'épitope, on a choisi d'utiliser une extrémité
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carboxamide. L'acide (R,S)-2-méthyimalonique est incorporé dans les peptides
sous forme de racémique générant ainsi une paire de diastéréoisomeéres. Les deux
diastéréoisomeres des deux analogues rétro et rétro-inverso sont identifiés par
HPLC analytique 6.35 et 6.64 min pour le rétro-inverso et 6.50 et 6.78 min pour
le rétro, mais la séparation n'est pas suffisante pour permettre aux
diastéréoisomeres d'étre purifiés. Les mélanges des diastéréoisomeéres sont
considérés comme étant purs sur la base de 1'analyse HPLC 87% pour le rétro-
inverso et 86% pour le rétro et la spectroscopie de masse (M+1)T: 946.4.
L'ellipsité négative trouvée a 198 nm dans le spectre CD du L-peptide et
des rétropeptides indique une forme non ordonnée. Comme mentionné
précédemment pour le peptide-L parent et son énantiomére D (Benkirane et al.,
(1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285), les spectres CD des analogues rétro
et rétro-inverso sont des images par rapport 4 un miroir.

. Iyl is 3 vis d | I'IRGERA

Des groupes de deux souris BALB/c sont injectés avec les quatre analogues
d'IRGERA conjugués aux liposomes. La réaction des anticorps vis a vis des
quatre peptides avec les analogues peptidiques et avec H3 est mesurée dans un
test d'ELISA direct. Dans ce test, H3 et les quatre analogues peptidiques
conjugués 2 BSA au moyen du SPDP sont utilisés pour recouvrir les plaques.
Comme représenté sur les Figures 2A et 2B, une forte réponse anticorps vis a vis
des quatre peptides est obtenue dans les souris immunisées. Dans le cas du
peptide L, les anticorps appartiennent aux sous-classes IgGl, 2a et 2b. La
réponse anticorps IgG3 apparait 1égérement plus tard (saignée 4) que la réponse
anticorps IgG1, 2a et 2b (saignée 2). Dans le cas des peptides rétro-inverso, D et
rétro, la réponse anticorps IgG3 est prédominante. La plupart des sous-classes
d'anticorps réagissent de facon croisée avec I'histone H3 parente (Figures 2C et
2D) a l'exception des anticorps IgG1, 2a et 2b dirigés contre le peptide D et le
peptide rétro (Figure 2D), qui montrent trés peu de réaction avec H3. Il faut
noter que bien que la réponse d'anticorps IgG3 vis a vis du peptide rétro-inverso
et du peptide rétro soit particulitrement forte, la durée de la réponse anticorps est
similaire a celle induite contre les peptides L et D.

Les anticorps d'isotypes IgG1, 2a et 2b obtenus dirigés contre le peptide L
et le peptide rétro-inverso reconnaissent a la fois le peptide L et le peptide rétro-
inverso ainsi que l'histone H3 mais pas le peptide D et le peptide rétro.
Inversement, les anticorps d'isotypes IgG1, 2a et 2b obtenus contre le peptide D
et le peptide rétro reconnaissent a la fois le peptide D et le peptide rétro, mais ni
le peptide L ni le peptide rétro-inverso. Les anticorps d'isotype IgG3 induits
contre les quatre peptides réagissent de fagon croisée également bien avec les
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quatre analogues de peptides et avec H3. L'immunoréactivité des conjugués de
peptide est confirmée dans un test de liaison par compétition avec les peptides
libres en solution (Tableau 1).

De facon générale, les résultats obtenus avec les deux types de tests
(conjugués BSA-peptides adsorbés ou peptides libres) indiquent que:

1) les anticorps d'isotype IgG peuvent étre obtenus facilement contre le
peptide rétro et le peptide rétro-inverso;

2) s'agissant des immunorétroides et du peptide D, une forte réponse IgG3
est produite;

3) le peptide rétro-inverso IRGERA mime bien le peptide L naturel mais ni
le peptide D ni le peptide rétro, tandis que le peptide rétro mime bien le peptide
D mais ni le peptide L ni le peptide rétro-inverso.

v n ;

Plusieurs expériences de fusion sont effectuées avec des cellules de rate de
souris BALB/c immunisées avec les différents analogues d'IRGERA décrits
précédemment (9). De 1'ensemble des anticorps monoclonaux qui sont obtenus,
on a choisi trois anticorps sur la base de leur réactivité en ELISA avec les quatre
analogues de peptides. Le Mab 4x11 (IgG1) est généré & partir de splénocytes
d'une souris immunisée avec le peptide L; il réagit en ELISA avec le peptide L et
le peptide rétro-inverso mais pas avec le peptide D et seulement faiblement avec
le peptide rétro. Les anticorps monoclonaux 11x2 et 11x7 (tous les deux IgG3)
sont générés a partir des splénocytes d'une souris immunisée avec le peptide D;
ils réagissent en ELISA avec les quatre analogues IRGERA, ainsi qu'avec
I'histone H3 parente.

La liaison de ces anticorps aux quatre analogues de peptides est mesurée
dans un BIAcore en utilisant des peptides liés de facon covalente 2 la matrice de
dextrane a travers leur groupe SH libre. Les constantes cinétiques et les
constantes d'affinité & 1'équilibre des trois anticorps monoclonaux pour les quatre
analogues de peptides sont rassemblées dans le tableau 2. Les constantes
d'affinité a 1'équilibre (Ka) de MAbs 4x11, 11x2 et 11x7 vis 4 vis des peptides
homologues sont 3x106 M1, 1.3 x 1010 M-! et 1.2x107 M-1, respectivement
(Tableau 2). Il faut noter que les deux anticorps monoclonaux 4x11 et 11x7
montrent une valeur de Ka qui est au moins 50 fois plus faible pour le peptide
homologue que pour un peptide hétérologue, a savoir le peptide rétro-inverso
dans le cas de l'anticorps monoclonal 4x11 et le peptide rétro dans le cas de
I'anticorps monoclonal 11x7 (Tableau 2). L'anticorps monoclonal 11x2 réagit
avec les quatre peptides. Cependant, en comparaison avec 1'affinité de 1'anticorps
vis a vis du peptide homologue, les valeurs de Ka sont 30 fois plus faible pour le
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peptide rétro hétérologue et 103-104 plus faible pour le peptide L et le peptide
rétro-inverso (Tableau 2).

Afin de confirmer la différence dans I'immunoréactivité des différents
analogues peptidiques, des essais d'inhibition avec les trois anticorps
monoclonaux sont effectués dans le systtme BIAcore. On laisse réagir les trois
anticorps monoclonaux préincubés avec des concentrations variées des quatre
analogues peptides avec les peptides homologues immobilisés sur la surface du
SENSOR. Comme indiqué dans le Tableau 3, la liaison de 1'anticorps monoclonal
11x2 aux peptides L et D est inhibée par les quatre analogues peptidiques (50%
d'inhibition de la liaison de 1'anticorps observée avec 0.5 a 25 excés molaires des
différents peptides vis a vis des anticorps). La liaison de 1'anticorps monoclonal
4x11 au peptide L est inhibée seulement par les peptide libres L et rétro-inverso,
tandis que la liaison de 1'anticorps 11x7 au peptide D est inhibée seulement par le
peptide D et le peptide rétro libres. Ces résultats sont ainsi en complet accord
avec ceux obtenus dans les tests ELISA et le test direct en BIAcore décrit ci-
dessus. Sur le plan quantitatif cependant, lorsque la réactivité des anticorps avec
les quatre peptides analogues est comparée en ELISA et dans le systéme
BIAcore, dans quelques cas on trouve une faible corrélation (Tableau 4). Par
exemple, des valeurs similaires de densité optique (DO) sont obtenues en ELISA
lorsque 1'anticorps monoclonal 11x2 est mis a réagir avec les peptides L et D,

tandis que les valeurs de Ka mesurées dans le systéme biosensor présentent une
différence de 4 logs.

. yal { H3 de lapin vis 3 vis d | D. RI
IRGERA et du peptide parent.

Le tableau 5 montre que les anticorps anti-protéine parente (histone H3)
sont capables de reconnaitre de facon identique en ELISA le peptide IRGERA
parent et son analogue, le peptide RI. Ce résultat ouvre toutes les possibilités
d'utilisation des immunorétroides en diagnostic dans tous les cas ol 1'on veut
détecter des anticorps contre une protéine exogéne (par exemple en virologie,
microbiologie) ou endogénes (par exemple autoimmunité, maladies
neurogénératives).

Nous avons vu précédemment que des anticorps monoclonaux anti-peptide
parent peuvent reconnaitre le peptide RI avec une affinité beaucoup plus élevée
que celle mesurée dans le cadre de la reconnaissance du peptide parent par lesdits
anticorps monoclonaux (voir tableau 2, anticorps monoclonal Mab 4x11), ce qui
peut permettre d'améliorer dans certains cas le test de diagnostic, par exemple en
utilisant des anticorps, notamment monoclonaux, anti-RI pour "piquer" la
protéine recherchée dans un mélange biologique.
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Rési | I | ide 3 1 .

Un des avantages potentiels de 1'utilisation des analogues peptidiques
contenant des résidus d'amino acides D ou des liaisons peptidiques inversées,
réside dans leur plus forte résistance & la protéase, ce qui pourrait accroitre leur
immunogénicité en comparaison des peptides naturels. En utilisant la rubredoxine
radioactive Dintzis et al. (Dintzis et al., (1993), Proteins, 16, 306-308) ont
montré par exemple que la forme D de la protéine était retenue au moins 4 fois
plus longtemps dans I'organisme que la forme L. Wade et al. (Wade et al.,
(1990), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 87, 4761-4765) ont montré que les
¢énantiomeres D de plusieurs antibiotiques peptidiques sont résistants i la
dégradation enzymatique. On a testé ici la résistance des analogues de peptides a
la trypsine dont la spécificité est fondée sur les chaines latérales d'arginine et de
lysine positivement chargées. On a utilisé I'enzyme immobilisé de fagon
covalente sur des sphéres de nylon et mesuré la capacité résiduelle de peptides
protéolysés a entrer en compétition avec le peptide L pour la liaison de
I'anticorps monoclonal 11x2 dans le BIAcore. L'anticorps monoclonal 11x2 est
utilisé dans cet essai parce qu'il reconnait les quatre analogues en solution
(Tableau 3). L'avantage de 1'utilisation de I'enzyme immobilisé sur des spheéres
de nylon réside dans sa plus grande stabilité, 1'absence d'adjonction d'un agent
bloquant I'action de la protéase pour terminer la réaction et une maitrise
expérimentale totale de I'expérience (Michalon et al., (1993), Eur. J. Biochem.,
216, 387-394). Comme représenté sur la Figure 3, le peptide L est rapidement
digéré dans ces conditions. La moitié de son activité antigénique est perdue apres
7 min et aucune activité ne reste aprés 10 min. Le peptide rétro est légérement
moins sensible (demie vie: 9 min, compléte perte d'activité immunologique 40
min), tandis que les peptide D et rétro-inverso sont beaucoup plus résistants a la
trypsine (demie vie: 73 et 67 min respectivement, compléte perte d'activité non
encore observée apres 240 min).
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TABLEAU 1

Reconnaissance en test de compétition d'ELISA du peptide IRGERA et analogues

d'IRGERA par les anticorps de souris induits contre les peptides homologues et
5 analogues

Antigénes utilisés Excés molaire du peptide inhibiteur requis pour inhiber
comme inhibiteurs 50% de la liaison entre les anticorps anti-peptide et les
10 antigénes homologues
anti-L anti-RI anti-D anti-R

Réponse IgGl1, 2a, 2b

15
peptide L 10 80 -* -
peptide RI 10 10 - -
peptide D - - 10 20
peptide R - - 5 10
20 H3 5 18 - -
Réponse IgG3
peptide L 10 50 5 70
25 peptide RI 50 10 10 70
peptide D 10 70 5 30
peptide R 5 70 50 10
H3 5 60 5 90
30

Des plaques de microtitration sont recouvertes avec 2 uM de peptide
conjugué & la BSA a l'aide de SPDP (rapport molaire du peptide au porteur
1:10), et incubées avec des antisérums de souris dirigés contre le peptide
homologue (dilution de sérum 1: 500) et préincubées avec les différents peptides.
35 et avec H3 utilisé en tant qu'inhibiteur. Un peptide témoin correspondant a la
séquence 149-158 de la protéine du virus de la mosaique du tabac est utilisé en

tant que référence interne et n'a aucun effet sur la liaison avec les anticorps.

Les conjugués anti IgG de souris couplés a la peroxydase sont tous deux
dilués 1 : 5000.
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Les excés molaires du peptide inhibiteur sont exprimés en fonction du
peptide déposé dans les puits des plaques de microtitration et sont calculés
comme décrit (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285).

*-, réactivité croisée non détectable (jusqu'a 125 pg/ml de peptide

5 compétiteur)

L = peptide L parent, RI = peptide rétro-inverso, D = peptide D,
R = peptide rétro.

TABLEAU 2
Constantes cinétiques et constantes d'affinité 3 1'équilibre des Mab 4x11, 11x2 et 11x7
10 pour les quatre analogues IRGERA, et 4x8 et 4x10, pour L-IRGERA et RI-IRGERA.

MAbs peptide utilisé ka (x10%)  kd(x105)  Ka(x106)
comme antigéne M-1s-1) s M)
154x11 (IgGl) L 3£0.2 100 £ 0.3 3
(anti-peptide L) RI 18 £0.5 8+ 0.2 225
D nb* - -
R nb - -
20
11x2 (IgG3)L L 2+0.3 100 £ 0.2 2
(anti-peptide D) RI 13+£0.6 160+ 0.3 8
D 130 £ 0.3 104 13 000
R - 5%0.5 1£03 500
25
11x7 (1gG3) L nb - -
(anti-peptide D) RI nb - -
D 3+£04 25+0.5 12
30 R +0.6 1+04 600
4x8 (1gGl) L 13£0.2 15+0 80
(anti-peptide L)  RI 419404  75+0.5 558
35
4x10 (IgG1) L 987 £ 0.7 22+0.2 4486
(anti-peptide L) RI 910£0.5 2504 3640
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* nb, aucune liaison
Les constantes du taux d'association (ka) et de dissociation (kd) sont les
valeurs moyennes obtenues dans deux a quatre expériences indépendantes.
L = peptide L parent; RI = peptide rétro-inverso; D = peptide D; R =
5 peptide rétro.

TABLEAU 3

Reconnaissance en essais de compétition dans le systéme BIAcore du peptide IRGERA
10 et des analogues d' IRGERA par les anticorps MADb 4x11, 11x2 et 11x7

Peptides utilisés comme inhibiteurs Excés molaires du peptide inhibiteur requis
15 pour inhiber 50% de la liaison entre les
MAD et
peptide-L peptide-D
MAb4x11 MAb11x2 MADb11x2 MAb11x7

20

L 1 10 ¥

RI 1 3 15 -

D - 10 10
25 R - 0.5 25 10

L = peptide L parent, RI = peptide rétro-inverso, D = peptide D, R = peptide rétro.

les excés molaires de I'inhibiteur sont exprimés par rapport  1'anticorps (200 nM
30 MAD).

*-, réactivité croisée non détectable (jusqu'a 250 pg/ml de peptide compétiteur).
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TABLEAU 4
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Réactivité en ELISA des MAb 4x11, 11x2 et 11x7 avec les quatre analogues IRGERA.
Constantes d'affinité & 1'équilibre des trois MAb pour les quatre analogues.

5
MAb Tests Réactivité avec les peptides
L RI D R
10
4x11 ELISA (DO) 1.29 1.12 0.19 0.40
BlAcore (Ka M-1)  3x106 2x108 nb* nb
15
11x2 ELISA (DO) 2.75 1.78 2.92 1.92
BlAcore (Ka M-1)  2x106 8x106 1x1010 5x108
20 11x7 ELISA (DO) 0.47 0.89 1.45 0.78
BlAcore RaM-1) b nb 1x107 6x108
* nb, aucune liaison.
25 Pour I'ELISA, les plaques de microtitration sont recouvertes avec 2 eM du

30

peptide conjugué a la BSA 2 1'aide de SPDP et incubées avec les MAb (4ug/ml).

Les conjugués anti-IgG de souris - peroxydase sont dilués 1: 5000.

L = peptide L parent, RI = peptide rétro-inverso, D = peptide D,

R = peptide rétro.
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TABLEAU 5

Réactivité d'anticorps anti-histone H3 ( protéine parente) induits chez le
lapin avec les peptides IRGERA L, D et RI

Antigénes Dilution du Antisérums anti-H3 Sérum normal
(peptides testés) sérum anti-H3 lapin 1 lapin 2 lapin3 de lapin

10 PEPTIDE L 1: 1000 2710 229 1.98 0.06
1:2000 1.61 1.45 1.10 0.03
1 : 4000 0.92 0.88 0.57 0.02
PEPTIDE RI 1:1000 2.79 2.39 1.95 0.08
15 1:2000 - 1.38 1.15 0.15
1: 4000 0.92 0.91 0.71 0.15
PEPTIDE D 1: 1000 0.04 0.02 0.02 0.03
: 1:2000 0.03 0.02 0.01 0.05
20 1: 4000 0.18 0.01 0.01 0.04

(1) Valeurs de la densité optique a 450 nm.
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Exemple 2

Peptides rétro-inverso et diagnostic.

Pendant la derniére décade, les immuno-essais en phase solide, tels que le
test ELISA et les tests radioimmunologiques en phase solide sont devenus de plus
en plus courants, et ces tests sont maintenant largement utilisés pour déterminer
I'activité antigénique de peptides synthétiques & la fois 2 des fins de diagnostic et
expérimentales. En particulier, un certain nombre d'immuno-essais basés sur
l'utilisation de peptides synthétiques pour la détection et la quantification d'auto-
anticorps présents dans les sérums de patients atteints de maladies auto-immunes
ont ét¢ développés (Elkon, K.B., (1992) Use of synthetic peptides for the
detection and quantification of autoantibodies. Molec. Biol. Rep., 16: 207-212;
Muller, S. (1994), Use of synthetic peptides for the analysis of B-cell epitopes in
autoantigens, In: M. Zouali (Ed.) Autoimmunity: Experimental Aspects.
Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, p. 76-90). Il est important de souligner que
pendant les tests, les peptides utilisés, soit libres en solution, soit adsorbés
directement sur des plaques de microtitration, peuvent étre altérés par les
protéases qui sont présentes dans les sérums de patients. L'une des
caractéristiques de la réaction inflammatoire aigué est en effet la libération
d'enzymes protéolytiques variées, conduisant 3 une lésion des tissus et la
libération ultérieure d'autres protéases (Kaplan, A.P. et Silverberg, M. (1988)
Mediators of inflammation: an overview. Meth. Enzymol., 163: 3-23). Dans les
maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide ou le lupus
erythémateux disséminé (LED), la dégradation du tissu inflammatoire peut aussi
étre causée par des complexes immuns circulants (Levinson, S.S. (1994),
Humoral mechanisms in autoimmune disease. J. Clin. Immunoassay, 17: 72-84).
La dégradation protéolytique des peptides peut étre contournée par leur
conjugaison a une protéine porteuse. Cependant, cette étape peut représenter un
inconvénient technique pour certains laboratoires, ou, selon la séquence du
peptide en question, une stratégie de couplage peut étre difficile a adopter lorsque
les résidus qui ne font pas partie de 1'épitope ne sont pas disponibles. Comme
alternative, 1'invention vise selon 1'un de ses aspects i convertir des peptides
antigéniques en analogues peptidiques mimant les peptides parents
("peptidomimétiques") qui soient résistants a la dégradation protéolytique tout en
conservant une haute activité antigénique.
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2. Matériels et méthodes.

2.1 Peptides.

Tous les analogues des peptides sont synthétisés par la méthode en phase
solide sur un multisynthétiseur de peptides (Neimark, J. et Briand, J.P. (1993)
Development of a fully automated multichannel peptide synthesizer with
integrated TFA cleavable capability. Peptide Res. 6: 219-228), en utilisant un
mode completement automatique pour les peptides L et un mode semi-
automatique pour les peptides rétro-inverso. Les dérivés d'acides aminés L et D
protégés proviennent de Neosystem (Strasbourg). La représentation schématique

des analogues peptidiques utilisés dans cet exemple est représentée sur le Tableau
6.

2.1.1 Peptide 130-135 de I'histone H3,

La synthése des peptides L et rétro-inverso a été décrite précédemment
(Guichard, G., Benkirane, N., Zeder-Lutz, G., Van Regenmortel, M. H. V.,
Briand, J. P. et Muller, S. (1994) Antigenic mimicry of natural L-peptides with
retro-inverso-peptidomimetics. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91: 9765-9769).

2.1.2 Peptide 277-291 de la protéine 52 KD de SSA/Ro (Ro52).

Les peptides L et rétro-inverso sont assemblés par chimie Boc sur une
résine Boc Leu Pam (phénylacétamidométhyl) et sur une résine p-méthyl
benzhydrylamine, respectivement. L'assemblage de la chaine peptidique protégée
est effectué a une échelle de 100 umol en utilisant la neutralisation in situ décrite
précédemment (Neimark, J. et Briand, J.P. (1993) Development of a fully
automated multichannel peptide synthesizer with integrated TFA cleavable
capability. Peptide Res. 6: 219-228). Pour les peptides rétro-inverso, on mime
I'extrémité C-terminale du peptide parent en utilisant un dérivé malonate. L'ester
monobenzylique de I'acide (R,S)-2-isobutyl malonique obtenu par alcoolyse de
2,2-diméthyl-5,-isobutyl-1,3-dioxane-4-6 dione (Chorev, M., Rubini, E., Gilon,
C., Wormser, U. et Selinger, Z. (1983) Synthesis of partially modified retro-
inverso substance P analogues and their biological activity. J. Med. Chem., 26:
129-135) est incorporé dans la chaine peptidique sous forme de racémate générant
ainsi une paire de diastéréoisomeres. Les peptides sont clivés de la résine par
traitement avec 1'acide fluorhydrique anhydre (HF), contenant 10% (v/v) d'anisol
et 1% (v/v) de 1,2 éthanedithiol.
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Apres élimination de I'HF sous vide, les peptides sont extraits de la résine
et lyophilisés. Les peptides bruts sont ensuite purifiés sur une colonne Aquapore
C18 ODS (100 x 10 mm) en utilisant un appareil HLPC préparatif (Perkin Elmer,
Saint-Quentin en Yvelines, France). En ce qui concerne 1'analogue rétro-inverso,
les deux diastéréoisomeres ont pu étre séparés et purifiés par HPLC. IIs sont
identifi€s selon leur temps de rétention. L'isomére rétro-inverso le plus
rapidement €lué est désigné par "peptide Rla" et le peptide le moins rapidement
élué par ‘"peptide RIb" (Tableau 6). Le taux d'isomérisation des
diastéréoisomeres séparés a été suivi 3 4°C et & 37°C. Tous les deux
s'isomérisent lorsqu'ils sont incubés pendant 12 heures a4 37°C (conditions
normalement utilisées pour sensibiliser les plaques ELISA), les- composants Rla
et RIb conduisent 2 un mélange a I'équilibre de diastéréoisomeéres d'environ
50:50 (RIa/RIb) et de 70:30 (RIb/RIa) respectivement. Au contraire, & 4°C les
deux isomeéres apparaissent trés stables, étant donné qu'on observe aucun
changement dans les profils HPLC respectifs. Le revétement des plaques de

plastique avec les analogues peptidiques Ro52 277-291 a ainsi été effectué a 4°C
tout au long de cette étude.

2.1.3 Peptide 304-324 de la protéine 60kD de SSA/Ro.

Deux séries de peptides ont ét€ synthétisées. Dans la premiére série, les
extrémités N- et C-terminales du peptide parent et les extrémités inversées du
peptide rétro-inverso ne sont pas protégées. Ils sont assemblés en chimie Fmoc
sur une résine d'alcool p-alkoxybenzylique. Dans 1'analogue rétro-inverso D-allo-
Ile, D-allo-Ile est introduit a la place de D-Ile. Dans la seconde série d'analogues,
les extrémités terminales N et C du peptide parent et des peptides rétro-inverso
sont acétylées et amidées, respectivement. Ces peptides bloqués sont assemblés
en chimie Fmoc sur une résine Fmoc -2,4-diméthoxy-4'-(carboxyméthyloxy)-
benzhydrylamine.

L'assemblage des chaines peptidiques protégées est effectué a une échelle
de 25 umol selon une méthodologie Fmoc classique. Les peptides de la résine
sont clivés avec le réactif K (King, D., Fields, C., et Fields, G. (1990) A
cleavage method which minimizes side reactions following Fmoc solid-phase
peptide synthesis. Int. J. Pept. Protein Res., 36: 255-266) pendant deux heures et
chaque peptide est récupéré dans un tube rempli d'éther de tert-butyl-méthyl a
4°C. Aprés centrifugation, les culots sont lavés deux fois avec de 1'éther froid.
Apres la derniere centrifugation, chaque peptide est dissout dans une solution

aqueuse pour étre lyophilisé. Les peptides bruts sont finalement purifiés comme
décrit ci-dessus.



WO 95/24916

20

25

30

35

PCT/FR95/00292

-49-
2.1.4 Peptide 28-45 de 1'histone H3.

Quatre analogues peptidiques ont été synthétisés, a savoir le peptide parent
L, le peptide L dans lequel le groupe COOH terminal libre est remplacé par un
groupe carboxamide -CONHJ> et le peptide L et rétro-inverso avec les extrémités
N- et C-terminales bloquées (Tableau 6). Les quatre peptides sont préparés en
chimie Fmoc comme décrit ci-dessus.

Tous les peptides utilisés dans cette étude ont été contrélés par HPLC et
analysés par spectrométrie de masse (FAB) MS.

La capacité du peptide parent Ro60 304-324 et des analogues rétro-inverso
de lier des ions zinc a été testée en utilisant du 65Zn. Les peptides ont été
immobilisés sur de la nitrocellulose comme décrit précédemment (Mazen, A.,
Menissier-de Murcia, J., Molinete, M., Simonin, F., Gradwohl, G., Poirier, G.,
et de Murcia, G. (1989), Poly(ADP-ribose)polymerase: a novel finger protein.
Nucl. Acids. Res., 17: 4689-4698; Muller, S., Briand, J.P., Barakat, S.,
Lagueux, J., Poirier, G., De Murcia, G., et Isenberg, D. A. (1994)
Autoantibodies reacting with poly(ADP-ribose) and with a zinc-finger functional
domain of poly(ADP-ribose) polymerase involved in the recognition of damaged
DNA. Clin. Immunol. Immunopathol., 73: 187-196).

2.3 @mmmmmnm

Le peptide 130-135 de H3 et son analogue rétro-inverso ont été conjugués a
la sérum albumine bovine (BSA) au moyen de N-succinimidyl 3-[2-pyridy! dithio]
propionate (SPDP). Le rendement de couplage a été mesuré par
spectrophotométrie en étudiant le relargage de la 2-thiopyridone a partir de BSA
modifiée par le SPDP lors de l'interaction avec les peptides contenant une
cystéine (Muller, S. (1988) Peptide-carrier conjugation. Dans: R. H. Burdon et

P. H. van Kippenberg (Eds.), Synthetic Polypeptides as Antigens. Elsevier,
Amsterdam, p. 95-130).

2.4 Sérums auto-immuns humains et de souris.

Des sérums de souris femelles F1 lupiques (NZB/W) ont été obtenus de S.
Batsford (Freibourg, Allemagne). Les sérums humains proviennent de patients
souffrant de lupus érythémateux disséminé (LED) et de syndrome de Sjdgren
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(SS). IIs ont été obtenus de D.A. Isenberg (Londres), O. Meyer (Paris) et G.
Fournié (Toulouse). Les sérums de volontaires sains ont été obtenus de J.L.
Pasquali (Strasbourg). La plupart de ces sérums ont été utilisés dans des études
antérieures (Ricchiuti, V., Briand, J. P., Meyer, O., Isenberg, D. A., Pruijn, G.
et Muller, S. (1994) Epitope mapping with synthetic peptides of 52kD SSA/Ro
protein reveals heterogeneous antibody profiles in human autoimmune sera. Clin.
Exp. Immunol., 95: 397-407; Ricchiuti, V. et Muller, S. (1994) Use of peptides
for the mapping of B-cell epitopes recognized by anti-Ro (SS-A) antibodies.
Dans: D. A. Isenberg et A. C. Horsfall (Eds.), Autoimmune Diseases: focus on
Sjogren's syndrome. Bios Scientific Publishers, Oxford, p. 101-106).

2.5 Test ELISA.

Les sérums de souris lupiques ont été testés par ELISA comme décrit
précédemment (Benkirane, N., Friede, M., Guichard, G., Briand, J. P., Van
Regenmortel, M. H. V. et Muller, S. (1993) Antigenicity and immunogenecity of
modified synthetic peptides containing D-amino acid residues. J. Biol. Chem.,
268: 26279-26285). Seuls les anticorps d'isotype IgG ont été testés. Le test des
anticorps d'isotype IgG réagissant avec les peptides de Ro52 et Ro60 a été réalisé
comme décrit par Barakat et al. (Barakat, S., Meyer, O., Torterotot, F.,
Youinou, P., Briand, J. P., Kahn, M. F. et Muller, S. (1992) IgG antibodies
from patients with primary Sjogren's syndrome and systemic lupus erythematosus
recognize different epitopes in 60-kD SSA/Ro protein. Clin. Exp. Immunol., 89:
38-45) et Ricchiuti et al. (Ricchiuti, V., Briand, J.P., Meyer, O., Isenberg, D.
A., Pruijn, G. et Muller, S. (1994) Epitope mapping with synthetic peptides of
52kD SSA/Ro protein reveals heterogeneous antibody profiles in human
autoimmune sera. Clin. Exp. Immunol., 95: 397-407) excepté dans le cas du
peptide Ro52 277-291, ou la sensibilisation des plaques ELISA a été effectué a
4°C au lieu de 37°C (voir les raisons ci-dessus). La valeur seuil de positivité de
chaque test incluant celle des tests basés sur 1'utilisation des analogues
peptidiques rétro-inverso a été déterminée en utilisant 20 sérums d'individus
sains. L'activité antigénique des peptides est également mesurée par ELISA, en
utilisant un test d'inhibition en phase liquide. La procédure est comme celle
décrite précédemment (Ricchiuti, V., Briand, J.P., Meyer, O., Isenberg, D. A.,
Pruijn, G. et Muller, S. (1994) Epitope mapping with synthetic peptides of 52kD
SSA/Ro protein reveals heterogeneous antibody profiles in human autoimmune
sera. Clin. Exp. Immunol., 95: 397-407).
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3. Résulfats.

3.1 Pentid néti | Lt

S'agissant de la séquence peptidique native, la modification rétro-inverso
des polypeptides linéaires implique 1'assemblage synthétique dans un ordre
inverse des acides aminés avec la stéréochimie du carbone en o opposée a celle
des acides aminés L correspondants. Le résultat est que les positions des groupes
amino et carboxyl dans chacune des liaisons peptidiques sont changées tandis que
la topologie des chaines latérales est similaire ou identique a celle du peptide
naturel. L'inversion des groupes terminaux crée un probléme majeur dans la
complémentarité de structure et de charge. Cependant, un ensemble d'approches
a été envisagé pour traiter ce probléme (Goodman, M. et Chorev, M. (1979) On
the concept of linear modified retro-peptide structures. Acc. Chem. Res., 12: 1-
7). Par exemple, les analogues rétro-inverso du peptide 130-135 de H3 et 277-
291 de Ro52 sont synthétisés comme des isomeres rétro-inverso modifiés a leurs
extrémités terminales. On a introduit un résidu d'acide malonique substitué en C-
2 pour mimer de fagon proche le carbone C-terminal des peptides parents et du
groupe carboxamide (-NH»-CO-) a la place du groupe amino terminal libre. Les
deux diastéréoisomeéres du peptide rétro-inverso 277-291 de Ro52 (analogues Rla
et RIb, Tableau 6) ont pu étre séparés par HPLC.

Une alternative pour limiter le probléme de I'extrémité terminale consiste a
préparer des peptides bloqués et des analogues rétro-inverso bloqués. Cette
solution a été adoptée pour les peptides 304-324 de Ro60 et 28-45 de H3.
L'utilisation de cette stratégie implique évidemment comme préalable que les
peptides ayant leurs extrémités terminales bloquées soient encore reconnus par
des anticorps.

Un autre probléme dans 1'approche des peptides rétro-inverso est que les
centres asymétriques secondaires des chaines latérales de thréonine et d'isoleucine
doivent retenir leur chiralité correcte. Ceci a été étudié avec le peptide 304-324
de Ro60 qui a été synthétisé dans sa forme rétro-inverso, soit avec des résidus D-
Ile, soit avec des résidus D-allo-Ile (Tableau 6).

La pureté des 13 peptides analogues utilisés dans cette étude est supérieure
a 80% comme montré en HPLC analytique. L'analyse MS-(FAB) donne les
résultats attendus pour tous les composés.
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L'hexapeptide C-terminal de 1'histone H3 correspond & un épitope majeur
de la protéine (Muller, S., Himmelspach, K. et Van Regenmortel, M. H. V.
(1982) Immunochemical localization of the C-terminal hexapeptide of histone H3
at the surface of chromatin subunits. EMBO J., 1: 421-425). Ce segment a été
utilisé comme peptide modele dans les études antérieures de peptides modifiés, en
particulier pour montrer que les analogues rétro-inverso peuvent étre beaucoup
plus résistants aux enzymes protéolytiques que les peptides L (Guichard, G.,
Benkirane, N., Zeder-Lutz, G., Van Regenmortel, M. H. V., Briand, J. P. et
Muller, S. (1994) Antigenic mimicry of natural L-peptides with retro-inverso-
peptidomimetics. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91: 9765-9769). Tout d'abord,
on a criblé une série de sérums de souris femelles F1 (NZB/W) avec le peptide
parent 130-135 de H3, et choisi un certain nombre de sérums positifs. Ces
sérums ont ensuite €té testés en ELISA pour leur capacité a réagir avec le peptide
130-135 rétro-inverso. Comme montré sur le Tableau 7, les sérums de souris
lupiques réagissent aussi bien avec le peptide 130-135 rétro-inverso qu'avec le
peptide 130-135 parent.

3.3. Reconnaissance de I'analogue rétro-inverso de Ro52 277-191 par les

Trente sérums de patients atteints de LED et de SS ont tout d'abord été
testés pour leur capacité a réagir avec le peptide parent 277-291 de Ro52 qui a
été précédemment identifié comme contenant un épitope reconnu par les anticorps
de sous-classe IgG de patients auto-immuns (Ricchiuti, V., Briand, J.P., Meyer,
O., Isenberg, D. A., Pruijn, G. et Muller, S. (1994) Epitope mapping with
synthetic peptides of 52kD SSA/Ro protein reveals heterogeneous antibody
profiles in human autoimmune sera. Clin. Exp. Immunol., 95: 397-407). En
utilisant une valeur seuil de positivité correspondant a 0.30 unités DO (Ricchiuti,
V., Briand, J.P., Meyer, O., Isenberg, D. A., Pniijn, G. et Muller, S. (1994)
Epitope mapping with synthetic peptides of 52kD SSA/Ro protein reveals
heterogeneous antibody profiles in human autoimmune sera. Clin. Exp.
Immunol., 95: 397-407), on a trouvé que parmi ces 30 sérums, 5 contenaient des
anticorps de sous-classe IgG réagissant avec le peptide L (Figure 6; plaques de
microtitration sensibilisées avec les peptides a 4°C au lieu de 37°C). Les 30
sérums (positifs ou négatifs vis a vis du peptide L) ont été testés en paralléle avec
les analogues Rla et RIb. On a montré que tous les sérums positifs avec le
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peptide L étaient aussi positifs avec les peptides rétro-inverso. Les valeurs de
densité optique étaient significativement plus élevées avec 1'analogue RIb (Figure
7). De fagon trés intéressante, parmi les 25 sérums négatifs avec le peptide L, 10
sérums ont réagi avec le peptide RIb (Figure 6). La densité optique moyenne
correspondant a la moyenne arithmétique de toutes les valeurs de densité optique,
y compris les valeurs sous la ligne seuil de positivité est de 0.21 (déviation
standard 0.25) et 0.51 (déviation standard 0.62) avec les peptides L et RIb,
respectivement.

Des tests de compétition ont été effectués avec les sérums de 11 patients
montrant en test ELISA direct des valeurs de densité optique supérieure ou égale
a 0.40 avec le peptide RIb 277-291. Lorsque le peptide L 277-291 est utilisé
comme inhibiteur et le peptide RIb comme antigéne pour sensibiliser les plaques
de microtitration, on a trouvé que le peptide L possédait une activité inhibitrice
dans tous les cas. Selon les sérums testés, on a trouvé jusqu'a 75,8%
d'inhibition. Le peptide homologue testé en paralléle dans les mémes conditions a
inhibé jusqu'a 79,2 % la liaison des anticorps au peptide RIb.

On a ainsi démontré que non seulement le peptide 277-291 RIb mimait le
peptide L, mais aussi qu'il était généralement mieux reconnu que le peptide
parent par les anticorps de patients. Ceci a permis de détecter la présence
d'anticorps anti-peptide 277-291 dans 50% des sérums de patients testés, tandis
que seulement 17% des sérums avaient réagi avec le peptide L (Figure.6).

La région 304-324 de Ro60 a été identifiée précédemment comme contenant
un épitope majeur de la protéine (Ricchiuti, V. et Muller, S. (1994) Use of
peptides for the mapping of B-cell epitopes recognized by anti-Ro (SS-A)
antibodies. Dans: D. A. Isenberg et A. C. Horsfall (Eds.), Autoimmune
Diseases: focus on Sjogren's syndrome. Bios Scientific Publishers, Oxford, p.
101-106). Vingt sérums de patients souffrant de LED et de SS ont tout d'abord
été testés avec les analogues L et rétro-inverso. Six sérums (30%) ont réagi avec
le peptide L (densité optique moyenne 0.21, (déviation standard 0.26) tandis que
15 sérums (75%) réagissent avec le peptide rétro-inverso (densité optique
moyenne 0.81, déviation standard 0.54). Les sérums de patients ont réagi
légeérement mieux avec 1'analogue rétro-inverso D-allo-lle comme représenté sur
la figure 8: 16 sérums (80%) ont réagi avec ce dernier analogue (densité optique
moyenne 0.81, déviation standard 0.50).
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On a ensuite testé si les analogues peptidiques Ro60 304-324 ayant
'extrémité N-terminale acétylée et C-terminale carboxamidée étaient reconnus
par les auto-anticorps. Si I'on compare avec la réactivité obtenue avec le peptide
naturel L, on trouve que le peptide L bloqué est beaucoup mieux reconnu par les
anticorps de patients auto-immuns (Figure 8). Quatorze sérums (70%) ont réagi
avec le pepfide L bloqué (densité optique moyenne 0.86, déviation standard
0.87). La densité optique moyenne et le nombre de sérums positifs sont encore
augmentés en utilisant 1'analogue rétro-inverso ayant les extrémités terminales
bloquées (15/20 sérums positifs soit 75%; densité optique moyenne 1.15,
déviation standard 0.97). Selon les sérums, la réaction positive avec 1'analogue
rétro-inverso bloqué est encore détectable a la dilution 1:4000 du sérum. La
liaison des anticorps 4 1'analogue bloqué rétro-inverso peut étre inhibée a la fois
par l'analogue rétro-inverso bloqué homologue et par le peptide L bloqué
hétérologue.

Il a été montré trés récemment que le peptide 304-324 de la protéine Ro60
qui contient un motif en doigt de zinc lie de facon efficace le zinc radioactif
(Muller, S., Briand, J.P., Barakat, S., Lagueux, J., Poirier, G., De Murcia, G.,
et Isenberg, D. A. (1994) Autoantibodies reacting with poly(ADP-ribose) and
with a zinc-finger functional domain of poly(ADP-ribose) polymerase involved in
the recognition of damaged DNA. Clin. Immunol. Immunopathol., 73: 187-196).
On a donc vérifié que les peptides analogues, et plus particulicrement les peptides
rétro-inverso étaient capables de lier le 65Zn. Comme représenté sur la figure 9,
le peptide L bloqué ainsi que les trois analogues rétro-inverso lient effectivement
le 65Zn. Ce résultat implique que les analogues rétro-inverso, comme le peptide
L naturel, peuvent aisément former une structure en doigt stabilisée par un atome
de zinc central coordonné de maniére tétrahédrique, en utilisant les deux résidus
cystéine et les deux résidus histidine de la séquence comme ligands (résidus 305,
309, 320 et 323; Figure 8).

3.5R issaiice de 1'anal fro i i ide 28-45 de H3

Le peptide 28-45 de H3 et son analogue rétro-inverso ont été testés avec des
sérums auto-immuns. Dans des études précédentes, le peptide 3045 de H3
n'avait pas été trouvé comme possédant une activité antigénique significative
(Muller, S., et Van Regenmortel, M. H. V. (1993), Histones. Dans: M. H. V.
Van Regenmortel (Ed.), Structure of Antigens. CRC Press, Boca Raton, p. 149-
178). On a testé en ELISA 69 sérums de patients atteints de différentes maladies
rhumatismales systémiques y compris 22 sérums de patients lupiques. Parmi les
69 sérums, 12 sérums (17.4%) sont positifs avec le peptide L naturel 28-45 (8
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sur 22 sérums LED), 20 sérums (29%) sont positifs avec le peptide L bloqué 28-
45 (12 sur 22 sérums LED), et 21 sérums (30.4%) réagissent avec 1'analogue
rétro-inverso bloqué (12 sérums sur 22 sérums LED).

4. Discussion.

Dans le cadre de cette invention, on montre la possibilité d'utiliser des
peptides rétro-inverso a la place de peptides L linéaires naturels pour détecter les
anticorps dans le sérum de patients auto-immuns. Dans tous les cas examinés
dans ce travail (régions antigéniques 28-45 et 130-135 de H3, 277-291 de Ro52
et 304-324 de Ro60), on a trouvé que les peptides rétro-inverso possédent une
activité antigénique au moins égale ou supérieure a celle du peptide énantiomére
L naturel. Ceci a permis de détecter davantage de sérums positifs réagissant avec
chaque peptide, et en général d'augmenter de facon significative les valeurs de
densité optique des sérums individuels vis a vis des sondes peptidiques sans
changer la valeur du seuil de positivité déterminé avec des sérums normaux. Il
faut noter que les anticorps réagissant avec les peptides rétro-inverso ne
constituent pas un sous-ensemble d'anticorps particuliers présents dans les sérums
de patients, étant donné que la liaison des anticorps de patients 4 1'analogue rétro-
inverso est aussi bien inhibée par les peptides L que par les peptides rétro-
inverso. Ce nouveau développement des peptides rétro-inverso dans le diagnostic
est donc trés prometteur.

Comme il est largement développé ci-dessus, le succés de cette approche
repose sur un parfait contréle des peptides sondes. Ainsi, il y a lieu de préter une
attention particuliére a 1'inversion des charges des extrémités qui peuvent altérer
la réactivité antigénique des peptides rétro-inverso. Par exemple, beaucoup
d'énantioméres de peptides biologiquement actifs décrits dans la littérature pour
leur utilisation en pharmacologie ne sont pas du tout actifs. Un certain nombre
d'approches ont été envisagées pour contourner ce probléme (Goodman, M., et
Chorev, M. (1979) On the concept of linear modified retro-peptide structures.
Acc. Chem. res. 12: 1-7); (Chorev, M., et Goodman, M. (1993) A dozen years
of retro-inverso peptidomimetics. Acc. Chem. Res., 26: 266-273). Par exemple,
un résidu gem-diaminoalkyl peut étre introduit 3 I'extrémité N-terminale du
peptide rétro-inverso et 1'acide malonique substitué en 2 peut étre introduit a
I'extrémité carboxy-terminale. Cependant, les monoacyl gem-diaminoalkyl sont
hydrolysables, et il faut s'attendre & ce que la demi-vie des peptides incluant de
tels résidus soit de 10 & SO heures & 25°C (Loudon, G. M., Merrick, R. A. et
Jacob, J. N. (1981) Mechanism of hydrolysis of N-(1-aminoalkyl) amides. J. Am.
Chem. Soc., 103: 4508-4515). En conséquence, dans le cas des peptides rétro-
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inverso 130-135 de H3 et 277-291 de Ro52, on a choisi une terminaison
carboxamide a la place d'un groupe amino libre des peptides parents. L'acide
malonique substitué en C-2 est incorporé dans ces peptides sous forme de
racémate pour mimer 1'extrémité C-terminale des peptides L. I faut relever que
dans le cas de I'analogue rétro-inverso de Ro60 304-324, on a trouvé que
I'analogue rétro-inverso avec les extrémités terminales inverses non bloquées était
mieux reconnu que le peptide L (Figure 8) suggérant que pour ce peptide
particulier, I'inversion des groupes terminaux n'affecte pas son antigénicité.

En comparaison avec les peptides parents ayant les extrémités N- et
C-terminales libres, on a trouvé que les peptides bloqués 304-324 de Ro60 et 28-
45 de H3 sont mieux reconnus par les anticorps de sérums auto-immuns. Ceci
peut étre corrélé au fait que les anticorps sont vraisemblablement induits contre
les protéines complexées avec d'autres protéines ou avec des acides nucléiques
(ADN ou ARN). Lorsque des séquences internes dans la structure primaire de la
protéine sont spécifiquement reconnues par des auto-anticorps, il se peut que les
peptides comportant des groupes amino et carboxyl bloqués miment mieux la
région interne de la protéine (Gras-Masse, H. S., Jolivet, M. E., Audibert, F.
M., Beachey, E. H., Chedid, L. A. et Tartar, A. L. (1986) Influence of COHN7
or COOH as C-terminus groups on the antigenic characters of immunogenic
peptides. Molec. Immunol., 23: 1391-1395). En coréllaire de ce qui est dit plus
haut et concernant la présence des extrémités terminales inverses dans les
analogues rétro-inverso bloqués, on a trouvé i nouveau que I'inversion des
extrémités terminales n'a pas d'effet sur 1'antigénicité. Il est conseillé cependant
de controler ce résultat pour tout nouveau peptide testé.

La présence des résidus thréonine et isoleucine qui contiennent deux centres
chiraux peut également présenter un probléme pour respecter la chiralité correcte
du composé rétro-inverso. Le peptide Ro60 304-324 contenant deux résidus
isoleucine en position 319 et 324, deux analogues rétro-inverso ont été
synthétisés soit avec des D-lle, soit avec des D-allo-Ile, et on a trouvé que
I'analogue rétro-inverso D-allo-Ile était un peu mieux reconnu par les anticorps
des patients que 1'analogue rétro-inverso contenant les résidus D-Ile. I1 faut noter
cependant que les deux peptides 277-291 de Ro52 et 28-45 de H3 contiennent 2
résidus thréonine, et apparemment, ceci ne semble pas affecter leur activité
antigénique.

Enfin, dans le cas de peptides contenant des résidus proline, 1'analogue
rétro-inverso peut présenter a ce niveau des contraintes conformationnelles
locales (Goodman, M., et Chorev, M. (1979) On the concept of linear modified
retro-peptide structures. Acc. Chem. Res. 12: 1-7); (Chorev, M., et Goodman,
M. (1993) A dozen years of retro-inverso peptidomimetics. Acc. Chem. Res.,
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26: 266-273), qui peuvent influencer la liaison du peptide rétro-inverso a
l'anticorps. Etant donné que le peptide rétro-inverso de Ro60 304-324 qui
contient un résidu proline en position 321 est trés bien reconnu par les auto-
anticorps et peut efficacement lier le zinc, cela suggéré que ce résidu proline 321
présent dans le motif en doigt de zinc (Figure 8) sert seulement & maintenir les 2
résidus histidine a une distance appropriée et qu'il ne compromet ni la liaison des
ions métalliques, ni I'interaction avec des anticorps.
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Exemple 3
Peptides rétro-inverso et vaccin.

A titre d'illustration dans le domaine de la vaccination, 1'invention a plus
particulierement pour objet des peptides totalement rétro-partiellement inverso
correspondant au déterminant antigénique majeur situé sur la protéine VP du
virus de la fievre aphteuse (foot-and-mouth disease virus, FMDV, en anglais).

La fievre aphteuse demeure 1'une des principales maladies affectant les
animaux tels que bovins, ovins et caprins, et peut donner lieu a des pertes
économiques considérables. Bien que cette maladie entraine rarement la mort
de I'animal, les pertes de production restent trés élevées et les séquelles
nombreuses obligent a I'abattage des animaux.

Le FMDV appartient a la famille des picornaviridae qui rassemble les
virus les plus simples que l'on connaisse. Seule une approche chimique a
permis de comprendre la structure exacte du FMDV: I'enveloppe est
constituée de 1'association de 60 copies de chacune des 4 protéines appelées

VP1, VP, VP3 et VP4. On sait aujourd'hui que c'est la protéine VP qui

déclenche la synthése d'anticorps (Ac) neutralisants.

Les vaccins existent classiquement sous deux formes, atténués ou
inactivés, mais leur préparation et leur manipulation présentent de nombreux
inconvénients. Depuis quelques temps, une nouvelle génération de vaccins
plus sars et plus stables que les produits traditionnels est en train de voir le
jour. Ainsi, dans le cas du FMDV, plusieurs groupes de chercheurs ont étudié
la possibilité de faire produire grice aux techniques du génie génétique des
quantités importantes de la protéine VPj. Cependant, les doses nécessaires
pour induire une protection du bétail sont, comme pour la protéine VP
naturelle isolée des particules virales, encore trop élevées.

Parallélement, une autre approche envisagée a constitué a imiter par
synthese chimique le fragment 141-160 de la protéine VP;. Ce fragment, en
effet, correspond a une région particuliére de la protéine VPy, sur lequel le ou
les anticorp(s) neutralisant(s) se fixe(nt) spécifiquement. D'autre part, ce
méme peptide couplé a une protéine porteuse induit chez le cobaye une
réponse immune telle que l'animal immunisé est protégé contre la fievre
aphteuse (ces animaux constituent un trés bon modéle biologique pour 1'étude
de la maladie). Il a été constaté qu'une seule injection de peptide conjugué
était suffisante pour protéger des animaux infectés.

Des recherches fondamentales sont cependant encore nécessaires pour
donner a ces peptides de synthese toute leur efficacité en tant que vaccins. Il
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s'avére en effet souvent difficile, voire impossible d'obtenir des titres d'Ac
anti-peptide neutralisants suffisants. Ceci pourrait étre lié aux problémes liés a
la stabilisation d'une conformation "optimale" d'une séquence linéaire ainsi
qu'a la dégradation rapide des peptides injectés chez 1'animal. Dans le cadre
de l'invention, a donc été entreprise 1'étude des propriétés antigéniques et
immunogéniques d'analogues rétro-inverso (RI) issus de la boucle
immunodominante de trois variants de sérotype A12 du FMDV. Les séquences
de ces peptides et des analogues RI correspondants sont représentés sur le

tableau 8 (remarque: la séquence parente du peptide étudié couvre la région

141-159; un résidu cystéine est rajouté en position N-terminale a des fins de
couplage).

TABLEAU 8

Séquences de peptides synthétiques (région 141-159) issus de la
boucle immunodominante de trois variants du sérotype A12 du virus de la
fievre aphteuse (FMDYV).

peptide FP C-G141.§-G-V-R-G-D-F-G-S-L-A-P-R-V-A-R-Q-L!59
(souche USA)

Peptide FL C-G141.8-G-V-R-G-D-F-G-S-L-A-L-R-V-A-R-Q-L159
Peptide SL C-G141.8-G-V-R-G-D-S-G-S-L-A-L-R-V-A-R-Q-L!59
(souche A)

Séquences des analogues rétro-inverso correspondants
HO-m(R ou S)Leu-g-r-a-v-r-(*¥)-a-1-s-G-(**)-d-G-r-v-G-s-G-c-NH,

**) f £ s
*) : p 1 1

L'étude se divise en 3 parties:

1]E11 s 2.2 s s 1 l
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On dispose de sérums de cobayes immunisés contre le virus ("anti-
virion"), la protéine VP; ("anti-protéine VP;"), contre le peptide 141-159
(variant USA; "anti-peptide FP") ainsi que du sérum provenant de cobayes
infectés par le virus ("convalescent"). Du sérum normal (lot négatif) de cobaye
sert de témoin. Les résultats sont représentés dans le tableau 9. Les deux
diastéréomeéres Rla et RIb ont été séparés, purifiés par HPLC et testés
séparément en ELISA. L'isomere RI le plus rapidement élué en HPLC est
appelé Rla, le 2e pic €lué (isomére le moins rapidement élué) renferme
I'isomere baptisé RIb. Seuls les résultats avec le systéme FP sont montrés.

On notera que les analogues RI sont aussi bien et souvent bien mieux
reconnus que le peptide FP-L parent. Les résultats sont analogues dans le cas
des peptides FL et SL.

Des études d'inhibition ont été réalisées en BIAcore. Dans le tableau 10,
on montre les quantités d'analogues qu'il faut utiliser pour inhiber 50% de la
liaison des divers anticorps au peptide parent FP-L immobilisé sur la matrice
de dextrane (par la cystéine). Dans cette série d'expériences, on a étudié 1'effet
de la position en N-t ou C-t de la cystéine et I'effet de bloquer I'extrémité C-t
ou les 2 extrémités N- et C-t.

On notera que les analogues RI bloqués ou non sont tout aussi bons
compétiteurs que le peptide FP-L parent.

PCT/FR95/00292
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On a injecté le peptide parent (-L) et les analogues Rla et RIb dans des
lapins et mesuré la réponse en ELISA a 1'égard des peptides homologues.

5 Les résultats sont montrés avec le peptide FL sur le tableau 11. On
notera que le peptide FL-RIb a induit chez le lapin "Cannes" des titres
d'anticorps 8 fois plus élevés. De plus, alors que ['animal n'est plus
réimmunis€, le titre chute lentement chez le lapin "Cannes" alors qu'il chute
trés rapidement dans le lapin anti-peptide FL-L ("Antibes") pour étre nul a

10 jour 143 (au méme moment, le titre en anticorps chez le lapin "Cannes" est
encore de 6000).
TABLEAU 11
15 Test en ELISA des sérums de lapins immunisés contre le peptide FL

parent et les analogues RI du peptide FL.

Lapin Antibes |Lapin Romarin Lapin Cannes
Saignées (2) Anti-FL-L/FL-L | Anti-FL-RIa/FL-Rla |Anti FL-RIb/FL-RIb
1 jours 23 03 250 4000
2 37 4000 6000 6000
3 52 8000 16000 100000
4 64 24000 24000 200000
5 78 550 4000 64000
6 113 275 500 48000
7 143 0 0 6000
8 173 0 0 1000
9 203| 0 0 0

(1) Les lapins ont été immunisés aux jours 0, 14, 30, 43 et 58 avec les

20 analogues peptidiques (60 pg/injection) couplés de fagon covalente a des petits
liposomes unilamellaires contenant du monophosphoryl lipide A comme adjuvant
(injections sous cutanée).

(2) Jours apres la lére injection.
(3) Les valeurs sont exprimées en tant que titres (dilution la plus élevée de

25

sérum a laquelle la valeur d'absorbance en ELISA est de 1.0). Les saignées sont

testées en ELISA en utilisant 2 uM des conjugués peptide-BSA pour sensibiliser les
plaques.
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Principe du test:

Z
2}~ Peptides couplés ( sérum anti-peptide ( anti-lapin ( TMB/H70,

a la BSA par la cystéine  conc. variables IgG
(au moyen de SPDP) peroxydase
5 7 2 uM 1: 40 000
une nuit & 37°C 1h, 37°C 30 min, 37°C 15 min, 37°C

SPDP = N-succinimidyl-3(2-pyridyldithio)propionate

Sur le méme principe que celui présenté sur le tableau 10, on a testé la
reconnaissance des différents analogues par les anticorps de lapin anti-peptide
en utilisant les analogues en solution dans le BIAcore (tableau 12, test de
compétition).
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On note que les Ac anti-FL reconnaissent aussi bien les peptides de la
série FL et de la série FP et qu'il y a réaction croisée entre peptides-L, Rla et
RIb des deux séries FL et FP.

3) Ewmde d .. . réponse
neutralisante.

Les peptides FP-L et RIb ont été injectés dans des cobayes et on a
mesuré in vitro la réponse neutralisante sur le virus. Les préparations utilisées
correspondent aux peptides analogues liés a des liposomes de type petits
liposomes unilamellaires préparés selon le procédé décrit par Benkirane et al.
(J. Biol. Chem., 268: 26279-26285, 1993). Le test de neutralisation a été
effectué selon Francis et Black (1983) J. Hyg. Camb., 91: 329-334. Les
résultats sont reportés sur le tableau 13.

TABLEAU 13

Résultats de neutralisation in vitro de la 1e et 2e saignée
(3 animaux par peptide)

lere saignée 2¢éme saignée
FP-L nul 1.0

1.0 2.0

nul -
FP-RI 0.5 1.0

0.5 1.5

0.5 2.5

lére injection: jO

lere saignée:  j 20
2éme injection: j 43
2¢me saignée: j 74

Les résultats sont exprimés en logjg et correspondent a la différence
entre le titre du virus incubé avec du sérum normal et celui du virus incubé
avec du sérum de cobaye immunisé (dilution des sérums 1/20).

Les tests ont été réalisés dans le laboratoire du professeur F. Brown
(Département américain d'agriculture, Centre des maladies animales de Plum
Island, Greenport, NY 11944, USA).
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On note que I'efficacité du peptide FP-L est similaire i celle du méme
peptide précédemment décrite (Rowlands et al., Nature, 306: 694-697, 1983)
et que ces résultats sont tout a fait reproduits avec le peptide FP-RI.

Exemple 4
Immunomeodulation thérapeutique.

Récemment, le phénoméne d'antagonisme TCR (récepteur des cellules
T) par des peptides analogues d'épitopes T a été montré et l'utilisation
d'antagonistes spécifiques du TCR a été décrite (De Magistris, M. T.,
Alexander, J., Coggeshall, M., Altmon, A., Gaeta, F. C. A., Grey, H. M. et
Sette, A. (1992) Cell 68: 625). Ces peptides sont capables d'inhiber la
prolifération des cellules T induites par un antigéne. De tels peptides
antagonistes sont obtenus par substitution d'un acide aminé parmi les résidus
du peptide antigéne en contact avec la cellule T, ou bien par incorporation de
résidus en contact avec le TCR dans une séquence de poly-alanines.

La présente invention tient son originalité dans le fait qu'elle a
précisément pour objet 1'utilisation d'immunorétroides correspondant a des
peptides agonistes ou antagonistes des TCR pour 1'obtention de "médicaments"
destinés au traitement viral (effet agoniste sur les cellules T suppressives) ou
au traitement de maladies autoimmunes (effet antagoniste sur les cellules T
auxilliaires ou "helper" en anglais par exemple).

On a pris pour exemple les immunorétroides partiellement rétro-inverso
d'un épitope T cytotoxique (épitope 56-68) de la matrice du virus de la grippe
reconnu par la molécule HLA-A2 (molécule de classe I). Dans ce travail, on a
remplacé systématiquement une a une les liaisons amide du peptide parent par
des liaisons rétro-inverso. Les pseudopeptides ayant servi & cette étude ont été
synthétisés par la méthodologie en solution comme décrit ci-dessus. La liste de
ces peptides est présentée figure 10. La terminologie a, b a été utilisée lorsque
les deux isomeres optiques ont pu étre séparés par HPLC. Sur la figure 10, le
contenu de la parenthése précédant M58-66 indique la position de la liaison
rétro-inverso. A titre d'exemple pour le peptide GGS, [gLeu60-mGly61] M58-
66 signifie que la liaison rétro-inverso est entre 1'acide aminé 60 et 1'acide
aminé 61. Il faut noter que lorsque la liaison rétro-inverso porte sur Gly-Ile,
lie a ét€ remplacé par Leu (cf. peptides GGOa et GGOb) et lorsque la liaison
rétro-inverso porte sur Phe-Thr, Thr a été remplacé par Ala (cf. peptide
GG11), pour des facilités de synthese étant donné que cette mutation n'affecte
pas la liaison a la molécule HLA.
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On a dans un premier temps étudié I'interaction de chaque
immunorétroide avec la molécule présentatrice de peptidle HLA-A2, puis
chaque peptide capable de se lier a été testé pour ses capacités a inhiber ou
activer la réponse T cytotoxique.

. Le premier test (test de liaison des peptides a la molécule HLA-A2) est
réalisé comme suit:

1. Source de HLA-A2

I i de la lignée cellulaire T2

T2 est un variant de la lignée T1 produite par la fusion d'une cellule
d'un lymphome T (CEM) et d'une lignée cellulaire lymphoblastoide B
(721.174). Par immunofluorescence, on ne détecte quasiment pas de molécules
HLA de classe I a la surface des T2. Ceci est di 4 une mutation entrainant
'absence de transporteurs de peptides dans le réticulum endoplasmique.
Comme il n'y a pas de peptides pour stabiliser I'association chaine lourde et

" B2microglobuline (B2m) & part peut-étre quelques peptides endogénes signaux,

on considére ces cellules comme une excellente source de molécules HLA
classe 1 "vides", prétes a accueillir des peptides exogénes dans leur site
accepteur.

En ajoutant du peptide exogéne, les molécules HLA sont stabilisées.
1.2 A partir de molécules HLA purifiées.
>.1 Purification d lécules HLA cl I

Les molécules HLA ont été purifiées sur une colonne d'affinité a partir
de cellules lymphoblastoides B immortalisées par le virus d'Epstein-Barr
(EBV). Pour cela, les cellules ont été lysées dans un tampon Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA (acide éthylénediaminetétraacétique) 5 mM, Nonidet
P40 (NP40) 0.5% contenant des inhibiteurs de protéases. Les lysats ont été
ensuite passés sur une série de colonnes sur lesquelles sont fixés des anticorps
anti-HLA. On a récupéré par élution en pH basique les molécules du CMH
fixées sur ces colonnes d'affinité.
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2.2 Dénaturati

Les molécules HLA classe I purifiées doivent étre "vidées" de leurs
peptides endogénes avant de pouvoir étre testées pour 1'assemblage avec des
peptides exogenes. Pour cela, on réalise une dénaturation avec NaOH 12.5
mM, Urée 1.5 mM, sérum albumine bovine (BSA) trés pure (Sigma) 1%
pendant 1h a 4°C. Les chaines lourdes sont récupérées aprés passage des
molécules HLA dénaturées sur colonne G25/PD10 Sephadex (Pharmacia). Les
peptides qui pourraient reformer un tri-complexe avec la chaine lourde et la
Bf2m sont €liminés par rétention dans la colonne. Les chaines légéres p2m
(12 kd) devraient sortir avec les chaines lourdes de la colonne (exclusion
< 10 kd), mais certaines étant potentiellement retenues, on ajoute
secondairement de la B2m exogene (2 pg/mi, SIGMA).

2. Anticorps.

Les anticorps monoclonaux suivants ont été employés pour piéger les
chaines lourdes des molécules HLA au cours des étapes de chromatographie
d'affinité et lors du point 3. ci-dessous:

- W6/32 et B9.12.1 qui sont dirigés contre tous les types HLA mais qui
reconnaissent des épitopes distincts,

- B1.23.2 pour les HLA-B,

- BB7.2, spécifique du HLA-A2,

- All.1, spécifique des HLA-A3, All et A24,

- M28 qui reconnait la f2m.

3. Détection de I'assemblage HLA-peptide.

- Avec les cellules déficientes en transporteurs de peptides; 800 000 cellules
ont été lysées pendant 1h & 37°C dans du tampon Tris-HCI 50 mM, NaCl 150
mM, EDTA 5 mM, Nonidet P40 0.5% avec des inhibiteurs de protéases en
présence ou non de peptide exogéne a la concentration voulue. Aprés
centrifugation, les surnageants ont été récupérés et complétés a 200 ul avec du
tampon phosphate salin (PBS) tween 0,05%, BSA 1%, PMSF (fluorure de
phénylméthylsulfonyle) 1 mM, inhibiteur de trypsine (TI) 10 mg/ml.

- Avec le HLA purifi€ et dénaturé: des fractions aliquotes de 1 ug de HLA ont
été incubées en présence ou non de peptide exogéne a la concentration voulue
pendant 24 ou 48h a 4°C. Les produits de renaturation ont été amenés a un
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volume de 200 ul avec du PBS tween 0,05%, BSA 1%, PMSF 1 mM, TI 10
mg/ml.

Dans tous les cas, les échantillons ont ét¢ déposés pendant une nuit a
4°C en duplicate de 100 ul dans les puits de microplaques sensibilisées avec
des anticorps monoclonaux spécifiques de chaines lourdes des HLA étudiés.
Ces anticorps ont ét¢ au préalable immobilisés & 10 ug/ml dans du PBS
pendant 2h & 37°C ou la nuit & 4°C puis une saturation a été faite avec du PBS
contenant de 1a BSA 1% pendant 1h a 22°C.

Comme Ia fixation de la f2m & la chaine lourde d'un HLA ne se fait que
si un peptide est présent pour stabiliser le complexe, on révéle uniquement les
HLA ayant lié un peptide grice a 1'anticorps M28. Cet anticorps anti-B2m est
couplé a la phosphatase alcaline. La présence de l'enzyme, et donc de
I'anticorps, a été révélée par son action sur le substrat 4-méthyl umbelliferyl P
(MuP, Sigma) qui est transformé en méthyl umbelliférone. Ce dernier émet un
signal fluorescent lors d'une excitation a 405/492 nm. La lecture a été faite
avec 1'appareil Fluoscan (Millipore).

La figure 11 résume le principe de la détection.

Les résultats sont montrés sur la figure 12: on voit que le peptide rétro-
inverso GGOa est au moins aussi actif que le peptide parent M58-66 (les
peptides Leu 59 et Ala 65 qui renferment des changements Ile — Leu en
position 59 et Thre — Ala en position 65 sont également trés actifs). Les
analogues RI GGOb, GG7, GG10 et GG11 sont un peu moins actifs mais se
lient significativement a la molécule HLA-A2. Les autres analogues RI (GGl,
GGS5, GG8 et GG12) ne se lient pas a la molécule HLA-A2.

. Pour étre efficace en immunomodulation, il ne suffit pas qu'un peptide
se lie 4 la molécule HLA, il doit encore étre reconnu par le TCR. Le
deuxiéme test est donc un test biologique dont le principe est le suivant:

EFFECTEUR: CIBLE:
lymphocytes T d'un individu typé lymphocytes T du méme
HLA A2 et ayant eu la grippe donneur traités par le virus
récemment (cellules stimulées plusieurs d'Epstein-Barr + peptides
fois par le peptide 58-66 en présence 1 pg/ml
de cellules B et T irradiées) GGO0a

GG10
GG7

mélange de l'effecieur et de la cible

Mesure de la cytolyse
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Les résultats sont montrés sur la figure 13: le peptide GGOa est au moins
(sinon plus) efficace que le peptide M58-66 parent pour inhiber la cytolyse. Le
peptide GG10 est moins efficace. Le peptide GG7 n'induit pas de cytolyse. Ce
dernier peptide est donc tout aussi intéressant que GGOa. On en déduit que
GGOa semble étre un trés bon agoniste de la cytolyse, et que GG7 pourrait
étre un antagoniste de la cytolyse.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation
* de composés du type peptidique,

dont 1'une au moins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement

toutes les liaisons -CO-NH-, de la chaine peptidique du peptide

parent correspondant, (ne comportant pas de liaison -NH-CO-
dans sa chaine peptidique), est (sont) remplacée(s) par une

(des) liaison(s) -NH-CO-,

la chiralité de chaque résidu aminoacyle, qu'il soit impliqué ou

non dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO- susmentionnées,

étant soit conservée, soit inversée par rapport aux résidus

aminoacyles correspondants constituant ledit peptide parent,

ces composés du type peptidique étant encore désignés

immunorétroides, avantageusement

les immunorétroides dérivant des peptides parents qui
répondent a la formule (I) suivante:

X-AA1-(AA2---—-AAn-1);-AAn-Y 4))
dans laquelle:

- AA1 représente un résidu aminoacyle pouvant étre désaminé
et dont la fonction amine en «, si elle existe, peut étre protégée par
un groupement X, X représentant P-, R- ou RCO-

-i=0o0ul,

- n représente 2 lorsque i = 0, et n représente un nombre
entier allant de 3 & 1000, et de préférence de 5 a 100, lorsque i = 1,
étant entendu que lorsque n = 3, l'immunorétroide correspondant
répond a la formule AA1-AA2-AA3,

- AAn représente un résidu aminoacyle pouvant étre
décarboxylé dont la fonction acide en a, si elle existe, est protégée
éventuellement par un groupement Y, Y étant de type ester: -OR ou
amide -NH,, ou -NRR',

les groupements R, R' pouvant représenter des atomes
d'hydrogene, des radicaux alkyle de 1 a 25 atomes de carbone, des
radicaux contenant un groupe allyle et ayant de 3 & 25 atomes de
carbone ou des radicaux contenant un groupe aryle et ayant de 6 a
25 atomes de carbone, et notamment -CHz (méthyl),
-CHCHj3 (éthyl), -CH(CH3); (isopropyl), -C(CH3)3 (tertio-butyl),
-® (phényl), -CHp® (benzyl), -CHp-CH® (2-phényl-éthyl), -
CHpCHCH3 (allyl), méthyl-fluorényl, -CHpCONH> (glycolamide),
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-CHpCON®; (benzhydrylglycolamide), cette liste n'étant pas
limitative,

le groupement P étant de type uréthane (Boc
(tertbutyloxycarbonyl), Fmoc (fluorényiméthyloxycarbonyl), Z
(benzyloxycarbonyl), CHpCHCH,OCO- (allyloxycarbonyl) ou
autre),

et dans ces peptides parents de formule (I), l'une au moins des

liaisons entre deux résidus aminoacyles de la formule I étant

une liaison -NH-CO-, et le cas échéant, l'un au moins des

résidus aminoacyles AA1 & AAn étant de chiralité opposée a

celle du résidu aminoacyle correspondant dans le peptide

parent.

ou avantageusement

les immunorétroides répondant de préférence a la formule (II)
suivante:

A-CH(R;)-NH-[CO-CH(Ry)-NH];.;-CO-CHR;j4+)-B  (II)
dans laquelle:

- Rj, R, Rj41 représentent les chaines latérales des résidus
impliqués dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO,

- le nombre total de résidus de la séquence est fixé a n ou n est
un nombre entier supérieur a 1, et de préférence de 3 a 1000, de
préférence de 3 a 100,

- 1, j, k, sont des parametres entiers définis de la facon
suivante:

' 1<i<j<n
k =0sii = jetkprend les valeurs i+1 & j,
quatre cas de figure pouvant se présenter concernant la nature
des blocs A et B:

1/ j=1letji+l =1
A = H-, HoN-, P-HN-, RR'N-, H,NCO-, RR'NCO-, RCO-
B = H-, -COOH, -COOR, -CONH,, -CONRR', -NHCOR.

2/ i=1letj+1=n:

A = H-, H)N-, P-HN-, RR'N-, H,NCO-, RR'NCO-, RCO-
= -CO-NH-CH(Rj +2)-CO-...-NH-CH(R))-CO-Y

avec Y = -OH, -OR, -NH,, -NRR'.
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3 izletj+l =n;

A = X-HN-CH(R1)-CO-...-NH-CH(R;.1)CO-NH-

avec X = H-, P-, R-, RCO-

B = H-, -COOH, -COOR, -CONH,, -CONRR', -NHCOR.

4/ izleti+]=n;

A = X-HN-CH(R{)-CO-...-NH-CH(R;.1)CO-NH-
avec X = H-, P-, R-, RCO-

B = -CO-NH-CH(Rj +2)-CO-...-NH-CH(R)-CO-Y
avec Y = -OH, -OR, -NH2’ -NRR',

les groupements R, R' pouvant représenter des atomes
d'hydrogene, des radicaux alkyle de 1 a 25 atomes de carbone, des
radicaux contenant un groupe allyle et ayant de 3 a 25 atomes de
carbone ou des radicaux contenant un groupe aryle et ayant 6 a 25
atomes de carbone, et notamment -CH3 (méthyl), -CHpCH3 (éthyl),
-CH(CH3); (isopropyl), -C(CH3)3 (tertio-butyl), -@ (phényl), -CHy
@ (benzyl), -CHp-CH® (2-phényl-éthyl), -CHHCHCHy (allyl),
méthyl-fluorényl, -CHpCONHj (glycolamide), -CHHCON®,
(benzhydrylglycolamide), cette liste n'étant pas limitative,
le groupement P étant de type wuréthane (Boc
(tertbutyloxycarbonyl), Fmoc (fluorényiméthyloxycarbonyl), Z
(benzyloxycarbonyl), CHoCHCH,OCO- (allyloxycarbonyl) ou
autre),
la chiralité de chaque résidu, qu'il soit impliqué ou non dans
une ou plusieurs liaisons -NH-CO-, étant soit conservée, soit
inversée par rapport aux résidus aminoacyles correspondants
constituant le peptide parent.
ou
* d'anticorps dirigés contre les susdits immunorétroides (anticorps
anti-immunorétroides),
lesdits immunorétroides étant susceptibles de former un complexe avec
les susdits anticorps anti-immunorétroides ainsi qu'avec les anticorps dirigés
contre les peptides ou protéines parents (désignés anticorps anti-parents), et/ou
contre les énantiomeres de ces peptides ou protéines parents,
pour la préparation: »
- d'un médicament destiné a la prévention ou au traitement de
pathologies associées a la présence, dans 1'organisme d'un individu, d'une
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protéine exogene ou endogéne, susceptible d'étre reconnue par les anticorps
anti-immunorétroides ou anti-parents susmentionnés, ou

- d'un médicament destiné a la prévention ou au traitement de
pathologies impliquant les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité
et/ou les récepteurs des cellules T,

- d'un médicament destiné a la prévention ou au traitement de
pathologies associées a la présence dans l'organisme d'un individu d'un
anticorps susceptible d'étre reconnu par un susdit immunorétroide,

ou pour la mise en oeuvre d'une méthode de diagnostic in vitro des
pathologies susmentionnées.

2. Utilisation selon la revendication 1, caractérisée en ce que les
immunorétroides sont des peptides totalement rétro-inverso, ou partiellement
rétro-inverso ayant au moins deux liaisons "rétro-inverso” consécutives, et
notamment deux liaisons rétro-inverso consécutives.

3. Utilisation selon la revendication 1, caractérisée en ce que les
immunorétroides sont des peptides totalement rétro, ou partiellement rétro
ayant au moins deux liaisons rétro consécutives, et notamment deux liaisons
rétro consécutives.

4. Anticorps anti-immunorétroides polyclonaux ou monoclonaux tels
qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un immunorétroide,
selon la revendication 1, lesdits anticorps étant susceptibles de former un
complexe avec des immunorétroides, et/ou avec les peptides ou protéines
parents correspondant a ces derniers, et caractérisés en ce qu'ils reconnaissent
le peptide parent ou la protéine parente avec une affinité au moins égale 2 celle
présentée par les anticorps anti-peptide parent ou anti-protéine parente vis a
vis du peptide parent ou de la protéine parente.

5. Anticorps selon la revendication 4, caractérisés en ce qu'ils

reconnaissent
- les peptides rétro-inverso, et/ou les peptides ou protéines parents

correspondants, notamment les peptides ou protéines parents de configuration
L, ou

- les peptides rétro, et/ou les énantioméres des peptides ou protéines
parents correspondants, notamment les énantiomeres des peptides ou protéines
parents de configuration L.

PCT/FR95/00292
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6. Anti-idiotypes susceptibles de former un complexe avec les anticorps
selon I'une des revendications 4 ou 5, tels qu'obtenus par immunisation d'un
animal avec lesdits anticorps selon 1'une des revendications 4 ou 5.

7. Complexe antigéne-anticorps caractérisé en ce qu'il est constitué par

I'un des complexes suivants:

- peptide parent

- protéine parente

- protéine parente

- peptide parent

- peptide rétro-inverso
correspondant a un peptide
parent

- peptide rétro-inverso
correspondant a un peptide
parent issu de la protéine
parente

- peptide rétro-inverso
correspondant & un peptide
parent

- anticorps dirigé contre
un peptide rétro-inverso
correspondant au peptide parent

- anticorps dirigé contre un peptide

rétro-inverso correspondant 3 un
peptide parent issu de la protéine
parente

- anticorps dirigé contre un peptide
rétro correspondant 4 un
peptide parent issu de la protéine
parente

- anticorps dirigé contre un

peptide rétro correspondant a
I'énantiomere du peptide parent

- anticorps dirigé contre

le peptide parent

- anticorps dirigé contre
la protéine parente

- anticorps dirigé contre
un peptide rétro-inverso
correspondant au peptide parent
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correspondant a un peptide
parent

- énantiomere d'un
peptide parent

- énantiomeére d'un
peptide parent

- peptide rétro correspondant
a un peptide parent issu

de la protéine

parente

- peptide rétro
correspondant a
I'énantiomére d'un peptide
parent

- peptide rétro correspondant

a I'énantiomére
d'un peptide parent

- peptide rétro
correspondant &
I'énantiomere d'un peptide
parent

-82-
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anticorps dirigé contre un
peptide rétro correspondant a
I'énantiomére du peptide parent

anticorps dirigé contre un
peptide rétro correspondant
a I'énantiomeére du peptide parent

anticorps dirigé contre un peptide
rétro-inverso correspondant au
peptide parent

anticorps dirigé contre
la protéine parente

anticorps dirigé contre
I'énantiomere du peptide parent

anticorps dirigé contre un peptide
rétro-inverso correspondant au
peptide parent

anticorps dirigé contre
un peptide rétro correspondant a
I'énantiomere du peptide parent

et de préférence, caractérisé en ce qu'il est constitué par 1'un des complexes

suivants:

- protéine parente

anticorps dirigé contre un peptide
rétro-inverso correspondant i un
peptide parent issu

de la protéine parente
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- peptide parent - anticorps dirigé contre
un peptide rétro-inverso
correspondant au peptide parent
- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre
correspondant a un peptide le peptide parent ou la protéine
parent parente
- peptide rétro-inverso - anticorps dirigé contre
correspondant a un peptide un peptide rétro-inverso
parent correspondant au peptide parent

8. Complexe entre un immunorétroide tel que défini dans la
revendication 1, et un élément du complexe d'histocompatibilité majeur
(encore désigné complexe MHC-immunorétroide), et éventuellement un
récepteur de cellules T (encore désigné complexe MHC-immunorétroide-
récepteur T).

9. Complexe entre un immunorétroide tel que défini dans la
revendication 1, et un récepteur de cellules T.

10. Méthode de diagnostic in vitro de pathologies associées 4 la présence
dans l'organisme d'un patient, d'une protéine exogéne ou endogéne,
susceptible d'étre directement ou indirectement impliquée dans le processus
d'apparition et/ou de développement de ces pathologies, caractérisée en ce
qu'elle comprend:

- la mise en contact d'un échantillon biologique provenant d'un patient
susceptible d'€tre porteur d'anticorps dirigé contre ladite protéine, avec un
immunorétroide selon la revendication 1, I'immunorétroide étant
avantageusement

- un peptide rétro-inverso correspondant a tout ou partie de
ladite protéine endogéne ou exogéne, ou correspondant a4 un peptide
susceptible d'étre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-mémes la
protéine exogéne ou endogéne, ou

- un peptide rétro correspondant a tout ou partie de ladite
protéine endogéne ou exogene, ou correspondant & un peptide susceptible
d'étre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-mémes la protéine exogene
ou endogeéne,
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dans des conditions permettant la réaction entre les anticorps dirigés contre la
protéine et susceptibles d'étre présents dans 1'échantillon biologique, et le
susdit immunorétroide;

- la détection in vitro du complexe antigéne - anticorps selon la
revendication 7, susceptible d'étre formé a 1'étape précédente ou

- la détection in vitro d'anticorps circulants chez le patient par un test de
compétition en utilisant un anticorps anti-immunorétroide.

11. Méthode de diagnostic in vitro de pathologies associ€es a la présence
dans 1'organisme d'un patient d'une protéine exogeéne ou endogéne, susceptible
d'étre directement ou indirectement impliquée dans le processus d'apparition
et/ou de développement de ces pathologies, ladite méthode étant caractérisée
en ce qu'elle comprend:

- la mise en contact d'un échantillon biologique provenant d'un patient
susceptible d'étre porteur de ladite protéine, avec 1'un au moins des anticorps
selon 1'une des revendications 4 ou 5, les anticorps étant avantageusement
dirigés contre

- un peptide rétro-inverso correspondant a tout ou partie de
ladite protéine endogéne ou exogene, ou

- un peptide rétro correspondant & tout ou partie de ladite
protéine endogéne ou exogene,
dans des conditions permettant la réaction entre la protéine susceptible d'étre
présente dans 1'échantillon biologique, et les susdits anticorps dirigés contre le
susdit immunorétroide;

- la détection in vitro du complexe antigéne - anticorps selon la
revendication 7, susceptible d'étre formé a 1'étape précédente, ou

- la détection d'antigénes circulants chez le patient dans des tests de
compétition en utilisant un immunorétroide selon la revendication 1.

12. Nécessaire ou kit pour la mise en oeuvre de méthodes de diagnostic
in vitro selon 1'une des revendications 10 ou 11, comprenant:

- un immunorétroide choisi parmi un peptide rétro-inverso et/ou un
peptide rétro correspondant a tout ou partie de ladite protéine endogéne ou
exogene, ou correspondant a un peptide susceptible d'étre reconnu par des
anticorps reconnaissant eux-mémes la protéine exogéne ou endogéne, ou bien
des anticorps selon 1'une des revendications 4 ou 5, dirigés contre ce peptide
rétro-inverso et/ou ce peptide rétro;

- des réactifs pour rendre un milieu apte & la formation d'une réaction
immunologique;
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- des réactifs permettant de détecter le complexe antigéne - anticorps
selon la revendication 7, qui a été produit a 1l'issue de la réaction
immunologique, lesdits réactifs contenant éventuellement un marqueur ou étant
susceptibles d'étre reconnus a leur tour par un réactif marqué, plus
particulierement dans le cas ol l'immunorétroide ou les anticorps anti-
immunorétroides susmentionnés ne sont pas marqués.

13. Utilisation d'au moins un immunorétroide selon la revendication 1,
pour la préparation d'un médicament destiné a la prévention ou au traitement
de pathologies associées a la présence dans 1'organisme d'un individu, d'une
protéine exogeéne ou endogene susceptible d'étre directement ou indirectement

impliquée dans le processus d'apparition et/ou de développement de ces
pathologies.

14. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, caractérisée en ce
qu'elle comprend un anti-idiotype selon la revendication 6, en association avec
un véhicule physiologiquement acceptable.

15. Utilisation d'au moins un immunorétroide selon la revendication 1,
pour la préparation d'un vaccin dans le cadre de la prévention de pathologies
associées a la présence dans l'organisme d'un individu, d'une protéine
exogéne ou endogene susceptible d'étre reconnue par les anticorps dirigés
contre les immunorétroides ou dirigés contre les anti-idiotypes.

16. Composition pharmaceutique caractérisée en ce qu'un
immunorétroide selon la revendication 1, ou un anti-idiotype selon la
revendication 6, sont associés a une molécule porteuse protéique ou non
pouvant induire in vivo la production d'anticorps neutralisant la protéine
exogeéne ou endogene responsable de la pathologie, ou induire in vivo une
réponse immune cellulaire cytotoxique.

17. Composition pharmaceutique, caractérisée en ce qu'elle comprend
des anticorps selon 1'une des revendications 4 ou 5, en association avec un
véhicule physiologiquement acceptable.

PCT/FR95/00292
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