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€7 whereon is [ixed an assortment of peptides constituting T cell epitopes of the antigen Lo be tested, kits for implementing said method.
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ocuvre de ladite méthode.
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TEST DE L’ IMMUNITE CELLULAIRE PAR DES PEPTIDES FIXES SUR
SUPPORT SOLIDE. -

L’invention est relative & de nouveaux moyens de
détection de 1/immunité cellulaire.

L/immunité & médiation cellulaire joue un réle
majeur dans la réponse immunitaire vis-a-vis de micro-
organismes tels que des virus, ainsi que certaines bactéries
ou certains protozoaires gqui sont capables de se développer a
1’intérieur des cellules de 1’hdéte, échappant ainsi aux
anticorps. Elle intervient aussi dans des phénoménes de rejet
de greffe et la destruction de tumeurs.

Alors gue dans le cas de 1’immunité humorale, les
effecteurs moléculaires sont les anticorps sécrétés par les
lymphocytes B, les effecteurs moléculaires de 1’immunité
cellulaire sont les récepteurs TcR ancrés dans la membrane
cytoplasmique des lymphocytes T.

La reconnaissance d’un épitope T par le TcR
impligue un mécanisme beaucoup plus complexe que celui qui
intervient dans la vreconnaissance d'un épitope B par un
anticorps. En effet, le TcR ne reconnaitra le  peptide
constituant son épitope que si celui-ci est associé a une
molécule de classe I ou de classe II du CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) a la surface d’une cellule
présentatrice. Les TcR des lymphocytes T CD4 et CD8
reconnaissent ainsi les é&pitopes présentés respectivement par
les molécules de classe II et par les molécules de classe I
du CMH.

On définit comme « épitope T » d’un antigéne,
tout fragment peptidigque dudit antigéne capable d’étre
reconnu dans le contexte de CMH approprié, par le récepteur
TcR d’un lymphocyte T, et d’induire 17activation dudit
lymphocyte.

La taille dfun épitope T varie selon la classe de
la molécule de CMH présentant le peptide ; les épitopes T
CD8* présentés par les molécules du CMH de classe I ont une
taille de 8 & 10 acides aminés, alors que les épitopes T CD4"
présentés par les molécules du CMH de classe IT ont une
taille de 13 & 25 acides aminés.

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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Pour un méme antigéne et pour une méme classe de
cMH, la ségquence des épitopes varie selon 1l7alléle du CMH
concerné.

Pour de trés nombreux antigénes, une grande
variété d’épitopes T restreints & différents alléles du CMH
de classe IT ou du CMH de classe I a été identifiée et les
séguences de ces épitopes sont disponibles dans la
littérature.

L7 interaction  TcR-épitope T associé au CMH
induit, en présence de divers signaux de co-stimulation qui
résultent de 1/interaction de molécules en surface des
cellules T et de molécules en surface des cellules
présentatrices, une stimulation des lymphocytes se traduisant
par une multiplication cellulaire aboutissant & des
lymphocytes T effecteurs.

Les lymphocytes effecteurs peuvent &tre regroupés
en différentes populations selon leurs fonctions effectrices,
qui définissent divers types de réponse immunitaire. Ces
populations peuvent étre distinguées notamment par leur
capacité a sécréter différentes molécules (cytokines,
facteurs lytiques) ou combinaisons de molécules
particuliéres. Par exemple, parmi les lymphocytes effecteurs
qui peuvent se différencier & partir des cellules CD4* ou
cpg*, on citera les lymphocytes Thl ou Tl, qui se
caractérisent par la sécrétion de cytokines notamment
17interleukine 2 (IL-2) et 1’/interféron gamma (IFN-y), et les
cellules Th2 ou T2 qul sécrétent des cytokines telles que
171L-4, 1711-5, 1'IL-6 et 1/IL-10.

Contrairement & 1’immunité humorale qui n’est
détectable d’une fagon significative environ 1 mois aprés un
premier contact avec un immunogéne, 1/immunité a médiation
cellulaire apparait en quelques jours aprés ce premier
contact ; elle persiste ensuite pendant une longue périocde,
sous forme de lymphocytes T mémoire, qui sont capables de
proliférer et d’acquérir rapidement des fonctions effectrices
lors d/une présentation ultérieure du méme immunogéne.

7’ immunité cellulaire peut donc constituer un bon

indicateur, permettant la détection trés précoce d’une

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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réponse immunitaire vis-a-vis d’un antigéne déterming, et 1la
détermination du type de réponse immunitairs mise en jeu.

La détection de lymphocytes T effecteurs
spécifiques d’antigene est utilisée dans différents
laboratoires de recherche, par exemple dans le cadre de la
mise au point de wvaccins, pour rechercher les épitopes
immunisants et évaluer 1’intensité et le type de la réponse
immunogéne.

Une approche de plus en plus souvent utilisée
pour évaluer 1’/immunité cellulaire vis-a-vis d’un antigéne
consiste a fournir des peptides constituant des épitopes T
connus dudit antigéne et & analyser la réactivité des
lymphocytes T vis-a-vis de ces peptides.

Cette approche peut théoriguement &tre utilisée
pour le diagnostic ou le suivi de pathologies entrainant une
réponse & médiation cellulaire. Toutefois, contrairement a
17 immunité humorale, que l’on peut détecter facilement din
vitro par mise en évidence de la formation d’un complexe
antigéne-anticorps, la détection de 17immunité cellulaire
implique la mise en cuvre de technigques lourdes difficilement
utilisables dans le cadre d’analyses de routine.

Il est en effet nécessaire

1) de présenter aux lymphocytes les épitopes &
tester, dans des conditions permettant leur reconnaissance
par le TcR et 1”activation des lymphocytes ;

2) de détecter les lymphocytes effecteurs
activés.

Certaines méthodes développées récemment
permettent de simplifier la détection des cellules
effectrices. A titre d’exemple, la technique ELISPOT,
initialement décrite par VERSTEEGEN et al. (J. TImmunol
Methods, 111, 25-29, 1988) permet de détecter et caractériser
des lymphocytes T effecteurs spécifiques d’ épitopes, présents
parmi les cellules du sang périphérique, par détection des
facteurs sécrétés par lesdits lymphocytes apres re-
stimulation par des peptides représentant des épitopes T.

par exemple, cette technique a été utilisée pour
identifier des lymphocytes effecteurs T CD8" spécifiques

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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d’épitopes du virus de la grippe (LALVANI et al., J. Exp.
Med. 186, §59-865, 1997) ; pour analyser la réponse T CD8"
vis—a-vis de peptides représentant divers épitopes de HIV1
utilisés dans des vaccins (GBHERY-SEGARD et al., J. vVirol.
74, 1694-1703, 2000} ; pour déceler la présence d’une
infection par Mycobacterium tuberculosis par détection de
lymphocytes effecteurs T spécifiques d'épitopes de l'antigéne
ESAT-6 (LALVANI et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 163,
824-828, 2001)

Les essais décrits dans les publications
mentionnées ci-dessus ont été effectués en ajoutant une
solution de chacun des peptides & tester & une suspension
obtenue par séparation sur gradient de FICOL de cellules
monocytaires du sang périphérique (PBMCs) ; on sait en effet
que dans ces conditions, ces peptides peuvent é&tre chargés
directement par les molécules du CMH et présentés aux
lymphocytes.

Or les Inventeurs ont maintenant constaté que, de
facon surprenante, la mise en contact des lymphocytes T dun
sujet avec des peptides constituant des épitopes reconnus par
lesdits lymphocytes T, fixés sur un support solide,
entrainait l7activation de lymphocytes T effecteurs
spécifiques desdits épitopes.

La présente invention a pour objet lfutilisation
d’un support solide auquel est fixé au moins un peptide
constituant un épitope T d’un antigene pour la détection
et/ou la caractérisation in vitre de 1/ immunité cellulaire
vis-a~vis dudit antigéne.

La présente invention a en particulier pour objet
un procédé de détection et/ou de caractérisation in vitro de
la réponse immune cellulaire d’un sujet vis-a-vis d’un
antigéne, par mise en contact d’un échantillon biologique
comprenant des lymphocytes T cD4* et/ou des lymphocytes T
cp8* présents dans les cellules monocytalres du sang
périphérique (PBMCs) dudit sujet avec un ou plusieurs
peptide(s) constituant un (des) épitope(s) T dudit antigéne
capable(s) d’étre présenté(s) par une molécule du CMH dudit
sujet et détection des lymphocytes T effecteurs activés par

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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cette mise en contact, lequel procédé est caractérisé en ce
que le(s)dit(s) peptide(s) est (sont) fixé(s) sur un support
solide.

1’ échantillon biologigue peut é&tre constitué par
une préparation de lymphocytes T cD4* ou CDB* purifiés. Il
peut aussi étre constitué par une préparation de PBMCs
obtenue & partir d’un prélévement de sang dudit sujet 7
avantageusement, on peut également utiliser du sang total.

Selon un mode de mise en wmuvre préféré du procédé
conforme & l'invention, au moins 2 peptides constituant 2
¢pitopes T différents dudit antigéne, et dont 17un au moins
est capable d’étre présenté par une molécule du CMH dudit
sujet sont fixés audit support solide.

Selon une disposition avantageuse de ce mode de
mise en cuvre, un mélange desdits peptides est fixé audit
support solide.

Selon une autre disposition avantageuse de ce
mode de mise en cuvre, ledit support solide est constitué par
une plague de microtitration, lesdits peptides étant fixeés
dans au moins 2 puits différents de ladite plague et
1réchantillon biologique est divisé en au moins 2 aliquotes
dont chacune est mise en contact avec 1’un desdits peptides.

L/utilisation d’un mélange de peptides permet de
détecter rapidement 1/existence d’une réponse immune a
médiation cellulaire vis-&-vis de 1’antigéne concerné.
L’utilisation séparée de différents peptides permet de mieux
analyser les composantes de cette réponse.

Dans tous les cas, le(s) peptide(s) utilisé(s)
peu({ven)t constituer un (des) épitope(s) T cb4*, ou un (des)
épitope(s) T CD8*. On peut également utiliser simultanément
un (des) épitope(s) T CD4*, et un (des) épitope(s) T cps*,
séparément ou en mélange.

Les autres modalités de mise en euvre du procédé
conforme & 1'invention peuvent &tre identiques a celles
utilisées dans les méthodes de détection in vitro de la
réponse immune cellulaire connues dans l’art antérieur.

Par exemple, la mise en contact entre les

peptides fixés au support solide et 1’échantillon biologique

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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4 tester s’effectue dans les mémes conditions que dans les
méthodes de 1’art antérieur oll les peptides sont présents
dans la phase liquide. Généralement, cette mise en contact
s’effectuera par incubation pendant 5 & 20 heures a 37°C, en
présence de 5% de COa.

De méme, la détection des lymphocytes T
effecteurs activés peut s’effectuer par les méthodes
classiques.

Avantageusement, on effectuera le dosage des
facteurs solubles (cytokines ou facteurs lytiques) sécrétés
par ces lymphocytes. Par exemple, le dosage de 1’IL-2 ou de
17/ 1IFN-y permet de caractériser une réponse Thl ou Tl, alors
que le dosage de 1'IL-4, 17/IL-5, 17IL-6 ou 1/IL-10, permet de
caractériser une réponse Th2 ou T2. D'autres facteurs
solubles qui caractérisent essentiellement les lymphocytes T
cDp8* comme les chimiokines (RANTES), ou les molécules a
fonction de lyse (comme perforine/granzyme) peuvent également
étre dosés. ’

D’autres méthodes de détection des lymphocytes T
activés éventuellement utilisables dans le cadre de la
présente invention sont par exemple le marquage
intracellulaire des cytokines.

Par rapport aux méthodes d’ évaluation de
17 immunité cellulaire connues dans 17art antérieur, dans
lesquelles les peptides & tester sont ajoutés dans la
suspension de cellules, le procédé conforme a 1l'invention
permet de simplifier considérablement la procédure d’essai,
notamment dans le cas d’analyses impliquant 1’utilisation en
parallele de différents peptides, qui s’effectuent
classiquement dans les puits d’une plague de microtitration,
ou dans une série de tubes.

En effet, alors que les techniques de 1’art
antérieur nécessitent d’ajouter aux cellules & tester un
peptide ou un mélange de peptides défini dans chacun des
puits de la plague ou dans chaque tube de la série, il est
possible, dans le cadre de la mise en cuvre de la présente
invention, d’utiliser des plaques ou des tubes préparés
d’avance, chacun des puits desdites plaques ou chacun desdits
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tubes étant recouvert du peptide ou du mélange de peptides
souhaité. Ceci permet de réduire considérablement les
manipulations nécessaires, donc de diminuer le temps
nécessaire a la mise en wuvre de 1l’essai et d’augmenter sa
reproductibilité en limitant les causes d’ erreur.

En outre, la fixzation des peptides sur un support
solide permet de stabiliser ceux-ci et de les protéger de la
dégradation qui intervient rapidement en milieu ligquide. A
titre d’illustration, dans le cas de peptides fixés par
adsorption sur les puits d’une plaque de microtitration en
polystyréne, les peptides conservent leurs propriétés
d’ activation spécifique des lymphocytes T pendant au moins 24
heures & 20°C, au moins une semaine a 4°C, et au moins 15
jours dans un congélateur & -80°C, alors que des solutions
des mémes peptides perdent leurs propriétés en quelques
heures a 37°C.

De plus, la présente invention présente
1’avantage de diminuer considérablement les concentrations de
peptides utilisés, permettant ainsi une diminution trés
conséguente des colts.

La présente invention a également pour objet un
kit pour la mise en cuvre d’un procéde conforme a
1’ invention, comprenant un assortiment de peptides issus d’un
méme antigéne, dont chacun constitue un épitope T dudit
antigéne, fixés sur un support solide.

. Pour la réalisation de kits conformes a
1/invention, on peut utiliser des supports solides, et des
méthodes de fixation des peptides auxdits supports, de méme
type gue ceux qui sont habituellement utilisés notamment pour
les kits de dosage antigéne anticorps.

par exemple, on peut utiliser des supports en
matériaux plastiques tels que le polystyréne, le polyéthyléne
ou le chlorure de polyvinyle, des supports en nitrocellulose,
des supports en matériaux & base de silice, tels que le
verre, etc.

La fixation des peptides peut s’effectuer par des

techniques également connues en elles-mémes ; le choix des
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techniques les plus appropriées dépend du support concerng,
et des propriétés physicochimiques des peptides choisiss

On peut par exemple synthétiser directement les
peptides sur le support, ou fixer a celui-ci des peptides
présynthétisés.

par exemple, la fixzation des peptides peut
s’ effectuer par adsorption. Le support et les conditions de
fixation seront bien entendu choisis de manieére a éviter la
désorption des peptides lors de 1l’addition de 17échantillon
biologigue & tester et de 1’incubation avec celui-ci.

Avantageusement, les peptides seront fixés au
support par liaison covalente, directement ou par
1/ intermédiaire d’un bras espaceur. Dans ce cas la surface du
support peut étre activée par 1’intermédiaires d’agents tels
que les dérivés de carbodiimide, les dérivés de N-
hydroxysuccynimide, les dérivés de sulfosuccynimide etc.

On peut également utiliser des peptides
biotinylés, fixés sur un support recouvert d’avidine.

Le support peut &tre sous forme d’un tube ou d’un
ensembie de tubes, d'une plague de microtitration, d’une ou
plusieurs bandelettes, de billes, etc.

L’antigéne peut é&tre en particulier un micro-
organisme infectieux (virus, protozoaire, bactérie), un
antigéne tumoral, un antigéne auto-immun ou un allergéne.
$7il sfagit d’un micro-organisme, les peptides constituant
1’assortiment peuvent &tre dissus de différentes protéines
antigéniques de cet organisme.

Le choix des peptides constituant 1'assortiment
dépend bien entendu de 1"antigene concerné, et de
i1rutilisation précise & laquelle est destiné le kit. Il
s’agira de peptides précédemment identifiés comme constituant
des épitopes T CD4* ou CD8" de 1’antigéne concerné.

Avantageusement, cet assortiment comprendra des
peptides capables d’étre présentés par des alléles différents
du CMH. Il peut étre constitué de peptides constituant des
épitopes T CD4%, de peptides constituant des épitopes T cDg*,

ou d’un mélange de ces deux types d’épitopes.
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Les peptides constituant 1’assortiment peuvent
dtre mélangés et fixés sous forme de mélange au support
solide. Lorsque le support solide est wune plaque de
microtitration ou un ensemble de tubes, différents peptides
ou combinaisons de peptides peuvent é&galement étre fixés
séparément, chaque peptide ou combinaison de peptide étant
fixé & l’intérieur de 1’un des puits de la plagque de
microtitration, ou de 1l’un des tubes.

Un kit conforme & 1l’invention peut é&galement
comprendre en outre des moyens de détection des lymphocytes T
effecteurs activés. Ces moyens peuvent par étre constitués
par des réactifs de dosage des facteurs solubles produits par
lesdits lymphocytes.

La présente invention peut par exemple &tre mise
en ceuvre, en santé humaine ou animale

- dans le cadre du dépistage et du suivi de
1’évolution d’infections par différents agents pathogénes

entrainant une réponse immunitaire cellulaire. A titre

d’exemples on citera : des virus tels que les HIV (human
immunodeficiency virus) 1 et 2, le FIV (feline
immunodeficiency virus), le HTLV-1 (Human T Lymphocyte Virus

type I), les virus des différents types d’hépatite, etc ;
des parasites tels que Toxqplasma}' ou Plasmodium ; les
prions, etc. i o

- dans le cadre du dépistage et du sulvi de
1’ évolution de pathologies d'origines tumorales. A titre
d’exemples on citera : le mélanome, le cancer du sein, les
leucémies myéloides, les cancers associés a une infection
virale, comme le cancer du col associé au papilloma virus
humain, etc. ;

- dans le cadre du dépistage et du suivi de
1’ évolution de maladies auto-immunes. A titre d’exemple on
citera le diabéte de type I, la sclérose en plaques, etc. ;

- dans le cadre du dépistage et du suivi de
l’évolution des maladies de type allergique. A titre
d’exemple, on citera des allergénes comme les graminées, les

pollens, certains médicaments.

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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Quelle gque soit 1’utilisation concernée, la
présente invention permet, par la détection de 1’immumité a
médiation cellulaire, un diagnostic trés précoce de
1’apparition ou de 1’évolution d’une pathologie, avant
1rapparition des signes cliniques et avant 1’apparition de la
réponse humorale. Ceci rend possible une décision médicale
plus rapide, une meilleure stratégie thérapeutique et de
meilleures chances de succés du traitement pour les patients.

La présente invention sera mieux comprise &
17aide du complément de description gui va suivre, qui se
réfare a des exemples non-limitatifs illustrant sa mise en
®uvre pour la caractérisation d‘une immunité cellulaire
spécifique vis-a-vis de différents pathogénes viraux.

EXEMPLE 1 FIXATION SUR UN SUPPORT SOLIDE DE PEPTIDES
CONSTITUANT DES EPITOPES T.

Différents peptides constituant des épitopes cog*
connus de trois virus différents : le virus HIV-1 (virus de
1’ immunodéficience humaine), le CMV (cytomegalovirus) et le
virus ERV (virus d’ Epstein Barr), ont été synthétisés.

Ces peptides sont les suivants

Virus HIV-1:

gag 77-85 (SLYNTVATL, HLA A2)

GAG 260-268 (EIYKRWIIL, HLA AZ)

Nef 82-91 (KAALDLSHFL, HLA A2)

Virus CMV

GB 619-628 (FIAGNSAYEYV, HLA A2)

IEI 378-389(SDEEEAIVAYTL, HLA B1S8)

Virus EBV

EBNA 3A 379-387 (RPPIFIRRL, HLA B7)

EBNA 3C 163-171 (EGGVGWRHV, HLA B44).

Ces peptides ont été fixés au fond des puits
d’une plague en polystyréns, par le protocole suivant.

10 pg de peptide en tampon carbonate ont été
déposés dans une plaque de microtitration a 96 puits (plague
en polystyréne, NUNC MAXISORB). La fixation des peptides

s’est faite par adsorption pendant 2 heures & température

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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ambiante. Les peptides non-fixés sont éliminés par deux
lavages en PBS. -
EXEMPLE 2 : CARACTERISATION D’UNE IMMUNITE CELLULAIRE VIS-A-
VIS DE HIV-1

Des PBMCs purifiées & partir du sang d’un patient
(HLA-A2) séropositif pour HIV-1 ont été testées comme suit.

1) Activation des lymphocytes

200 pl  (10% cellules) de suspension cellulaire
dans du milieu de culture classigue (RPMI, 10% de SAB) sont
déposés dans chacun des puits dans lesguels legquel ont é&té
fixés les peptides de HIV-1, comme décrit 4 1’Exemple 1 ci-
dessus.

A titre de témoin positif, un essai a été
effectué par la méthode ELISPOT classique : 200 pl (10°
cellules) de suspension des PBMCs du méme patient sont
déposés dans les puits d’une plague 96 puits, NUNC (identique
4 celle sur laquelle ont été fixés les peptides), et
mélangées avec 10 pg de peptide gag 77-85 ,GAG 260-268, ou
Nef 82-91 en solution dans du milieu de culture classique.

Dans les 2 essais, des PBMCs ont également été
déposées dans des pults sans peptides, a titre de contrdle.

Les plaques sont incubées une nuit & 37°C dans un
incubateur en présence de 5% de COz.

2) Sélection des lymphocytes T CcD8* activés

Le 1lendemain, la présence des cellules cpg*
activées est révélée selon le protocole suivant :

Une plagque de 96 puits en nitrocellulose
(MILLIPORE) a été recouverte avec 100 pl/puits dfanticorps
anti-IFNy (MABTECH, 1-D1K), dilué a 1 ug/ml dans du tampon
carbonate pendant 2 heures a 37°C.

La plaque a été ensuite lavée en PBS et saturée
avec du REMI, SVF 10% & raison de 100 ul/puits, pendant
2 heures & 37°C.

200 pl de suspension cellulaire activée comme
décrit en 1) ci-dessus sont déposés dans cette plague.
I’ incubation s’effectue pendant 5 heures & 37°C, 5% CO,.

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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Apreés 1 lavage en PBS 1X et 5 lavages en PBS
TWEEN 0,05%, on ajoute 100 nl/puits d’anticorps anti—~IFN-y
Biotin (MABTECH, 7-B6-1-Biotin) & 1 pg/ml, et on incube
pendant de 2 heures a température ambiante.

Les plagues sont lavées 5 fois en PBS-TWEEN
0,05%.

100 pl/puits Extravidin-AKP (SIGMA, n° 2636)
dilué au 1/5000 en PBS TWEEN 0,05%, BSA 1% ont ajoutés.
L’ incubation s’effectue pendant 1 heure a température
ambiante. Les plagues sont & nouveau lavées 5 folis en PBS
TWEEN 0,05%.

La révélation s’effectue & 1l’aide du kit BIORAD
(n® 170-6432).

Aprés 1/2 heure & 1 heure, la réaction est
arrétée en lavant les plagues avec de 1’eau. Les plaques sont
séchées a l’air.

Les résultats sont illustrés par la Figure 1.

A : Essai ELISPOT classique ;

B : Essai effectué avec les peptides fixés sur
support solide.

Dans les 2 cas, seul le peptide gag 77-85 induit
une activation de lymphocytes T CD8" effecteurs sécrétant de
1’ TFN-y. Ces résultats montrent que l’utilisation de peptides
fixés sur un support solide est au moins aussi efficace pour
induire 1’activation de cellules effectrices que celle de
peptides présentés en phase liquide.

EXEMPLE 3 : CARACTERISATION D'UNE IMMUNITE CELLULATRE VIS-A-
VIS DE CMV

Des PBMCs purifiées & partir du sang d’un patient
(HLA-A2, B18) ont été testées comme suilt.

2 % 10° cellules en suspension dans du milieu
classique sont déposés dans chacun des puits dans lesquels
lequel ont &té fixés les peptides de CMV, comme décrit &
1’ Exemple 1 ci-dessus. ‘

A titre de témoin positif, un essal a été
effectué par la méthode ELISPOT classique : 2 x 10° cellules
de suspension des PBMCs du méme patient sont déposés dans les

JP 2005-501257 A 2005.1.13
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puits d’une plague 96 puits (NUNC) (identique & celle sur
laguelle ont été fixés les peptides), et mélangées avec-10 pHg
de peptide GB 619-628 ou IEI 378-389.

Dans les 2 essais, des PBMCs ont également &té
déposées dans des puits sans peptides, a titre de contrble.

L‘incubation et la révélation des plagues sont
effectuées comme décrit dans l’exemple 2 ci-dessus.

Les résultats sont illustrés par la Figure 2.

A Essai ELISPOT classique ;

B Essai effectué avec les peptides fixés sur
support solide.

Dans les 2 cas, seul le peptide GB 619-628 induit
une activation de lymphocytes T cD8* effecteurs sécrétant de
1/ IFN-y. Ces résultats confirment ceux observés dans le cas
des peptides de HIV-1.

EXEMPLE 4 : CONSERVATION DES PEPTIDES FIXES SUR SUPPORT
SOLIDE.

Des plagues dans les puits desquelles ont été
fixés les peptides de EBV, comme décrit a 1'Exemple 1 ci-
dessus, ont été conservées

A) & 20°C pendant 24H 7

B) &

C) & -80°C pendant 15 jours.
2 x 10° PBMCs purifiées a partir du sang d’un

4°C pendant 7 jours ;

patient (HLA B7/B44) en suspension dans du milieu de culture
classique sont déposés dans chacun des puits de ces plaques,
et testées comme décrit a 1’Exemple 3 ci-dessus.

Les résultats sont illustrés par la Figure 3.

A : conservation & 20°C pendant 24H ;

B : conservation a 4°C pendant 7 jours ;

C : conservation & -80°C pendant 15 jours.

Ces résultats montrent gque les conditions de

. conservation ne modifient pas les propriétés d’activation de
prop

cellules effectrices des peptides fixés sur support solide.
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EXEMPLE 5 : DETECTION D’UNE IMMUNITE CELLULAIRE Vis~-A~-VIS DE
EBV A L/AIDE D’UN MELANGE DE PEPTIDES FIXES SUR SUPPORT
SOLIDE.

Un mélange des peptides suivants

EBNA 3C 163-171 (EGGVGWRHV, B44),

EBNA 3A 603-611 (RLRAEAGVK, A3),

EBNA 4 416-424 (IVIDFSVIK, All),

EBNA 3C 881-891 (QPRAPIRPIPT, B7),

EBNA 3B 379-387 (RPPIFIRRL, B7), et

EBNA 6 290-299 (EENLLDEVRE, B44),

constituant des épitopes T CD8" connus de EBV a
até fixé sur la paroi interne d’un tube de polystyréne, selon
le protocole suivant

10 ng de chaque peptide dilué en tampon carbonate
ont été déposés dans un tube en polystyréne (tube 15 ml,
CORNTNG) . La fixation des peptides s’effectue par adsorption
pendant 2 heures a température ambiante. Les peptides non-
fixés sont éliminés par deux lavages en PBS.

2 ml de sang total d‘un patient (HLA : A3-All
B7/B44) ont été incubés pendant 5 heures dans le tube ainsi
obtenu.

Aprés cette incubation, le sang total a été
centrifugé pendant 10 min & 1500 T/min et le surnageant
(plasma) du sang a été prélevé. Le plasma (100, 50 et
12,5 microlitres) a été déposé en duplicate sur une plaque de
96 puits pré-incubée avec un anticorps anti~-IFN-gamma,
pendant 2 h & une température de 20°C. Aprés lavage, un 28me
anticorps anti-IFN-gamma biotinylé a été ajouté pendant 1 h a
une température de 20°C. Puis l’extravidine-PA a été ajoutée
pendant 1 h & une température de 20°C et 100 microlitres de
substrat MUP (substrat de la phosphase alcaline) a permis la
révélation de la réaction. La lecture & été réalisée aprés
30 min.

Les résultats sont illustrés par la Figure 4.
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Légende de la Figure 4
: sans peptide

: 10 microgrammes de peptide

Ces résultats montrent qu’il est possible de
détecter la présence d’une réponse cellulaire spécifique d’un
virus (ici détection du virus EBV) a partir du sang total
d’un patient. Cette réponse cellulaire est spécifique au
virus et la production d’IFN-gamma a été détectée a
différentes dilutions de plasma. Le différentiel est
significatif entre la production d’IFN-gamma obtenue & partir
du sang total seul (contrdle négatif) ou du sang total incubé
avec les peptides du virus EBV. Les cellules présentes dans
le sang du patient 1056 ont été activées et ont produit de
facon spécifique de 1’ INF-gamma en présence des peptides CD8

dérivés du virus EBV.
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REVENDICATIONS

1) Utilisation d’un support solide auquel est
fixé au moins un peptide constituant un épitope T d’un
antigéne pour la détection et/ou la caractérisation in vitro
de 1’immunité cellulaire vis-a-vis dudit antigéne.

2) Procédé de détection et/ou de caractérisation
in vitro de la réponse immune cellulaire d’un sujet vis-a-vis
d‘un  antigéne, par mise en contact d’un échantillon
biologique comprenant des lymphocytes T CD4* et/ou des
lymphocytes T CD8" présents dans les cellules monocytaires du
sang périphérique dudit sujet avec un ou plusieurs peptide(s)
constituant un (des) épitope(s) T dudit antigéne capable(s)
dretre présenté(s) par une molécule du CMH dudit sujet et
détection des lymphocytes T effecteurs activés par cette mise
en contact, lequel procédé est caractérisé en ce que
le(s)dit(s) peptide(s) est (sont) fixé(s) sur un support
solide.

3) Procédé selon la revendication 2, caractérisé
en ce qu’'au moins 2 peptides constituant 2 épitopes T
différents dudit antigéne, et dont l’un au moins est capable
d’&tre présenté par une molécule du CMH dudit sujet sont
fixés audit support solide.

4) Procédé selon la revendication 3, caractérisé
en ce gu’un mélange desdits peptides est fixé audit sﬁpport
solide.

5) Procédé selon la revendication 3, caractérisé
en ce que ledit support solide est constitué par une plaque
de microtitration, lesdits peptides étant fixés dans au moins
2 puits différents de ladite plague et 1’échantillon
biologique est divisé en au moins 2 aliquotes dont chacune
est mise en contact avec l’un desdits peptides.

6) Procédé selon une - quelcongue des
revendications 2 a 5, caractérisé en ce que le(s) peptide (s
utilisé(s) constitue(nt) un (des) épitope(s) T cCD4".

7) Procédé selon une quelcongue des
revendications 2 & 5, caractérisé en ce que le(s) peptide(s
utilisé(s) constitue(nt) un (des) épitope(s) T CD8".

JP 2005-501257 A 2005.1.13



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

10

15

(29)

WO 03/019195 PCT/FR02/02937

17

8) Kit pour la mise en euvre d’un procédé selon
une guelconque des revendications 2 a 7, comprenant : .-

- un assortiment de peptides issus d'un méme
antigeéne, dont chacun constitue un épitope T identifié dudit
antigéne, fixés sur un support solide, et ;

- des moyens de détection des lymphocytes T
effecteurs activés.

9) Kit pour la mise en cuvre d’un procédé selon
une quelconque des revendications 2 & 5, comprenant un
assortiment de peptides issus d’un méme antigéne, dont chacun
constitue un épitope T identifié dudit antigéne, fixés sur un
support solide, ledit assortiment comprenant au moins un
peptide constituant un épitope T CD4%et au moins un peptide

constituant un épitope TCD8”.
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