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RVHKRHRTQKNA 1/36 >2.5 <0.1
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46 - ayw3 - BRM -7 2 7)
47 - ayw3

48 -ayw4 - (7 7 U H)

49 — ayr - (%)
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Y100S/T118V/R122K/M1331/Y1 M5 2.0 0.7

34N/P142S/S143L/G145K

D144E 28U 2B PA17 25 2.3

D99N/122NT123/G145R T5N? 0.2 0.3
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ANTICORPS MONOCLONAUX DIRKGES CONTRE DES VIRUS DE L'HEPATITE B

Cing types d’hépatites virales, les hépatites A, B, C, D, E, sont assez bien
connues & ce Jour, Dans chaque cas, le virus envahit le foie et provoque un état inflammatoire
avec une destruction des cellules hépatiques.

L’hépatite B est causée par un virus, le virus de [*hépatite B humain (HBV). Le
virys HBV a été découvert par Blumberg et al. A « new » antigen in lenkemia sera, JAMA.
191 541, (1965). Le virus est fransmis par voie sanguine, par contact sexuel ou par voie
périnatale.

L'infection par HBV dans [a majorité des cas n’entraine aucun symptdme et est
responsable d’hépatites aigués asymptomatiques. L°hépatite aigué se caractérise par des
troubles digestifs, des douleurs abdominales, une coloration des urines et une décoloration des
féces anormales, une asthénie et un ictére. L'hépatite aigué peut évoluer vers une forms
fulminante avec une nécrose rapide du foie.

Linfection virale peut également évaluer vers une forme chronigue, soit chez
des patients ayant présenté une hépatite aigug, soit chez des individus pour lesquels I'infection
étajt asymptomatique. Les porteurs chroniques présentent des lésions hépatiques d*importance
variable et un risque élevé d’évolution vers une cirrhose et le développement d’un cancer
primitif du foie. En Asie et en Afrique o la chronicité des infections est fréquente, les cancers
primififs du foie représentent un probléme crucial de santé publique. Par ailleurs, les porteurs
chroniques représentent des réservoirs pour le virus et permettent sa propagation transposant
Je probléme de santé publique au niveau mondial.

L’infection par HBV est une des infections virales les plus courantes chez
homme. C’est une maladie ubiquitaire avec une incidence géographique distincte. En Burope
et en Amérigue du Nord entre environ 0,1% et 1% de la population est infectée, alors qu’en
Asie ef en Afrique jusqu'a 20% de la population est porteuse de HBYV. On estime 2 environ
350 millions le nombre de personnes infectées par HBV a travers e monde.

Une hiérarchisation des infections virales suite 4 une transfusion montre que Ja
ransmission de HBV est la premitre, suivie de HCV et ensuite de HIV.

HBYV est un petit virus 2 ADN de 42 nim de diamétre qui appartient au groupe des

virus & ADN hépatotropes (hepadnavirus) et est classé dans la famille des Hepadnaviridae. Sa
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structure génomique est remarquablement compacte. Le virus comprend une enveloppe
externe et une nucléocapside. L’enveloppe est composée principalement de trois antigénes de
surface (HBsAgs : hepatitis B surface antigens) qui jouent un réle majeur dans le diagnostic
des infections par HBV. La nucléocapside contient Pantigéne du core (HBcAg), une ADN
polymérase/transcriptase inverse, ainsi que le génome viral. Le noyau viral constitue I’élément
infectieux du virus et Ja membrane externe porte le principal déterminant antigénique du
virus, I"antigéne HBs. Le noyau viral demeure 2 P’intérieur de la nuoléocapside. Son diamétre
est d’environ 28 nm.

En dépit de sa petite taille (3200 paires de bases) I’ADN circulaire, partiellement
double brin, de HBV code pour quatre types de produits viraux 2 partic de ses génes
chevauchants S, C, P, et X.

Le géne S code pour la protéine d’enveloppe HBsAg exprimée sur la surface
externe du virjon. La protéine d’enveloppe HBsAg est constituée de deux polypeptides
majeurs, un polypeptide de 24 kDa et sa forme glycosylés de 28 kDa. HBsAg contient
L'épitape majeur neutralisant de HBV, dénommé déterminant « a », qui correspond aux acides
aminés 124 a 147 et est commun 3 tous les isolats de BV, Le déterminant « a » est la cible la
phus importante pour le diagnostic et la vaccination. Le développement danticorps anti-HBs
aprés une infection aigué ou chronique est généralement associé 4 un rétablissement et 4 un.
provostic Favorable. Les anticorps anti-HBs sont également associés & la production
d’anticorps neufralisants aprés vaceination. La majorité des anticorps anti-HBs trouvés dans le
sérum d’individus convalescents ou aprés vaccination se lient 2 la région du déterminant « a ».
Bien que [a structure tridimensionnelle de antigéne HBs w’ait pas encore définie, des études
de structure-fonotion indiquent que le détenminant « a » est localisé dans Ja principale région
hydrophile de 1'antigéne HBsAg (résidus 99 & 169). Il est clair que e déterminant « a » est
s structuré parce que la dénatwation de cette zone par alkylation ou réduction donne des
particules HBsAg dont I'antigénicité est fortement réduite. Il est probable que des ponts
disulfure entre des cystéines sont impliqués dans une conformation correcte. Une structure
potentielle du déterminant « a» (résidus 124-147), qui comprend cing oystéines, impliquerait
'existence de ponts disulfure entre les acides aminés 124 et 137, formant une premiére
boucle, et entre les acides aminés 139 et 147, formant une deuzidme boucle. L’intégralité de
la séquence du déterminant « a » contribue probablement 4 la structure antigénique. De plus,

['antigtne HBsAg contient soit le déterminant ¢ ou y qui correspond respectivement & la
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présence de soit une lysine ov une arginine 2 la position 122 el, soit le déterminant w ou r qui
cotrespond respeotivement & Ja présence soif d’une lysine ou d’une arginine & la position 160.
1y a donc qualre sous types antiééniques majeurs de HBsAg, adw, ayw, adr et ayr, chacun
dtant associé & une distribution géographique, En amont du géne S, les génes Pré-S codent
pour divers anfigénes de surface de HBV,

Le géne P code pour PADN polymérase/transcriptase inverse, trés importante
dans le méoanisme de la réplication virale.

Le géne C code pour deux protéines de la nucléocapside, HBeAg qui est une
protéine séoréiée soluble et FIBcAg, la protéine core intracellulaire. HBeAg est un marqueur
sérologique d’une réplication virale élevée.

Le géne X code pour HBxAg qui a différents effets biologiques et qui peut
notamment transactiver la transcription de génes viraux et cellulaires.

Quand HBV infecte un individu, I'ADN viral se réplique totalement a V'intérieur
des cellules hépatiques de I’héte.

Aprés infection par HBV, le premier marqueur déiectable dans le sérum de
patient est 'antigéne HBsAg, mais ce marqueur persiste rarement au dela de six mois. Aprés
que Pantigéne HBs ait dispatu dans le sérum, les anticorps anti-HBsAg deviennent détectables
et persistent. Parce que Pantigine HBc est séquestté par 'antigéne d’enveloppe HBs, il n’est
pas détectable en routine dans les sérums de patients, mais la présence d’anticorps anti-HBo
est facilement mise en évidence dans les une & deuwx semaines suivant I'apparition de
'antigéne HBs.

11 est ospendant mantenant certain que les tests sérologiques conventionnels,
mettant en ceuvre les marqueurs précités, ne penmettent pas de détgoter les variants de HBV,
Or, le fait que des patients porteurs de HBV et ayant développé une hépatite B chronique
existent, sans qu’il soit possible de metire en évidence une infection par HBV a Paide des
marqueurs sérologiques traditionnels, est de Ja plus haute importance et montre la nécessité de
développer de meilleurs tests,

L’existence de variants de HBV est suspectée depuis de nombreuses années.
Cetle présomption est basée sur la détection d*ADN viral dans le sérum etou le foie de
patients présentant une hépatite chronique, en "absence de mise en évidence des marqueurs

sérologiques conventionnels (HBsAg st anti-HBc).
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L’incapacité 4 détecter HBsAg chez des patients porteurs de séquences ADN du
virus pourrait avoir plusisurs explications, telles qu’une faible expression de 'antigéne de
surface ou la présence de mufations au niveau du déterminant antigénique de la protéine S.
Dans le premier cas, une co-infection virale pourrait supprimer la réplication de HBV (Jilg W
et al,, J. Hepatol, 1995, 23 : 14-20, Jylberberg et al., Clinical infection diseases, 1996, 23 :
1117-1125, Ushida st al., J. of Med. Virol. 1997, 52: 399-405, Hofer et al., Bur. I. Clin;
IMicrobiol. Tnfect. Dis., 1998, 17 : 6-13. Une antre explication pourrait étre que I"antigéne HBs
est masqué lors de Ia formation ir vivo de complexes immuns avec les anticorps anti-FBs.

Mais, plus récemment, Ja présence d"HBsAg a été observée dans des sérums anti-
HBs de patients. La présence de I'antigéne HBsAg chez ces patients pourrait étre 1ié au fait
qu'il n’a pas €té neutralisé par les anti-HBs présents, suggérant la présence de variants.

La présence de variants ou mutants a ét¢ associée & la vaccination et 3 la thérapie
utilisant des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. I’analyse de mutants semble montrer
qwils ont &té sélectionnés 4 partir d’une population mélangée et présentent des mutations
ponctuelles causant des substitutions en acides aminés dans le déterminant « a ». Les mutants
semblent 8tre le produit de mutations au hasard dans le géne qui conduisent & un pool de
génotypes. On pense par ailleurs que la réponse immune est le facteur prédominant dans fa
sélection des mutants. Généralement, l’addition d’anticorps monoclonaux & des cellules
infectées par un virus in vitro conduit & une sélection d’isolats qui ne sont pas neutralisés par
Panticorps. Ii n’est donc pas surptenant que des anticorps monoclonaux donnés 4 des patients
avec une réplication virale active puissent avoir comme résultat une sélection de mutants
d’échappement. Plusieurs mutants d’échappement séparés d'importance clinique ont été
trouvés chez des mdividus vaceinés. Dans plusieurs cas, ils présentaient une mutation
ponctuelle au niveau du codon qui code pour Pacide aminé 145 dans le déterminant « a » de
I'antigéne HBsAg, avec comme résultante Je changement d’une glycine en arginine.
L’administration de séram contenant un tel mutant & un chimpanzé a montté que ces agents
sont transmissibles. Une autre mulation ponctuelle induisant le remplacement d’une lysine par
un acide glutamique 2 la position 141 du délerminant € a» a ¢galement été trouvée chez des
sujets vaceinés, 11 est done important de pouvoir détecter de maniére sure et fiable, non
seulement HBV de type sauvage, mais également les mutants ou variants. En effet, si une
mutation significative survient au nivean de I'épitope de HBsAg et quelle n'est pas reconnue

par les anticorps anti-HBs alors, soit le mutant ne sera pas détecté, soit le test ne sera pas
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suffisamment sensible. Or, le fait de ne pas déteoter un mufant d’échappement a non
seulement une incidence pour la personne qui le porte, mais peut également conduire 3 la
transmission de I’infection par Jes dons de sang, de produits sanguins et d’organes. Par
ailleurs, un mutant HBsAg peut infecter des individus méme s’ils ont été antérieurement
immunisés et présentent une réponse de type anti-HBs. Il a été décrit, dans la demande de
brevet internationale WO 94/26904, un anticorps monoclonal qui permet de discriminer la
forme HBsAg sauvage d’un mutant d’échappement qui comprend une mutation & la position
122, Mais, il existe un besoin sérieux de caractériser des anficorps monaclonaux qui soient
capables de détecter & la fois le type sauvage et les formes mutantes de I'antigéne FIBsAg pour
le développement de tests de diagnostic fiables (Coleman et al. (1999), Journal of Medical
Virology 59: 19-24; Ireland et al. (2000), Hepatology 31: 1176-1181). En effet, dans
certains cas, des formes mutantes de HBV affectant la région du géne d’enveloppe codant
pour le déterminant « a » ne sont pas reconnues par les anticorps monoclonaux utilisés dans
les tests de diagnostic commerciaux (Carman et al. (1990), Lancet 336 : 325-329 ; Seddigh-
Tonekaboni et al. (2000), Joumal of Medical Virology 60: 113-121; Weinberger et al.
(2000), Journal of General Virology 81 : 1165-1174).

Ainsi la présente invention a pour objet un anticorps monoclonal capable de se
lier & un antigéne HBsAg de type sauvage et & au moins une, de préférence au moins deux et
avantageusement plus de deux, formes mutantes de 'antigéne HBsAg, ledit anticorps
monoctonal se liant & une séquence peptidique consistant en au moins 6 acides aminés
contigus dans la région 199-208 de lantigine HBsAg, et avantageusement se liant & la
séquence peptidique constituée par la région 199-208 de I'antigéne HBsAg.

Aussi, [a présente invention a pour objet un anticorps monoclonal qui est capable
de spéoifiquement se¢ lier & un antigéne HBsAg de type sauvage et 4 an moins une, de
préférence au moins deux et avantageusement plus de deux, formes mutantes de I’antigéne
HBsAg. ledit anticorps monoglonal se liant spéeifiquement & la région 199-208 de antigéne
HBsAg.

La capacit¢ de D'anticorps monoclonal de la présente invention & se lier
spécifiquement 2 des formes sauvage et mutantes de 1"antigéne HBsAg est retiée au fait qu’il
recannait une région de Pantigéne de surface trés conservée, comme montré pour la premitre
fois pac les venteurs par « mapping» d’épitopes, 2 la fois chez les formes sauvage ot

mutantes de HBY qui correspond & la région ou épitope localisé entre les avides aminés 199 et
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208 de [antigéne HBsAg, et ceci indépendamment de Ja présence d'autres mutations ou
substitutions en acides aminés qui peuvent survenir au niveau du déterminant «a» ou a
proximité du déterminant «a» de Iantigéne HBsAg. Ainsi, Panticorps moncolonal de
linvention est capable de reconnaitre et de se lier spécifiquement & au moins une forme
mutante de )’antigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution d’un acide aminé dans
le déterminant « a » de I"antigéne HBsAg e, en particulier, des formes mutantes de I'antigéne
HBsAg qui présentent an moins une substitution en acides aminés aux posifions 127, 133,
134, 142, 143, 144 et 145 du déterminant « a» de "antigéne MBsAg et éventuellement an
moins une autre substitution en acides aminés aux positions 100, 118, 120, 122 de I’antigéne
HBsAg. Les mutations ou substitutions identifiées sont positionnées par rapport 4 ja séquence
en acides aminés de 'antigéne HBsAg de type sauvage.

Les formes mutantes qui sont spécifiquement reconnues par les anticorps
monoclonaux de 'invention sont identifiées dans les exemples qui suivent. If s’agit plus
précisément des mutants

- 1043 Sp dans lequel une séring & la position 143 de 'antigéne HBsAg est
remplacée par une leucine,

- AP 3.1 dans lequel un acide aspartique & la position 144 de I’antigéne HBsAg
est remplacée par une alanine,

- Arg 1.2 dans lequel une glycine 4 la position 145 de I’antigéne HBsAg est
remplacée par une arginine,

- 1157 Sp dans lequel une proline 4 la position 127 de I'antigéne HBsAg est
reroplacée par une alanine et une sérine & la position 143 de Iantigéne HBsAg est remplacée
par une leucing, .

- 1056 Sp dans lequel une proline a la position 120 de PPantigéne HBsAg est
remplacée par une sérine et une sérine 4 la position 143 de antigéne HBsAg est remplacée
pav une lencine, et

- M5 dans leque] une tyrosine a la position 100 de lantigéne HBsAg est
remplacée par une sérine, une thréonine & la position 118 de Pantigéne HBsAg est remplacée
par une valine, une arginine & Ja position 122 de Pantigéne HBsAg est remplacée par une
lysine, une méthionine 2 la position 133 de I'antigéne HBsAg est remplacée par une
isoleusine, une tyrosine & la position 134 de I'antigtne HBsAg est remplacée par une

asparagine, une proline 4 la position 142 de ["antigéne HBsAg est remplacée par une sérine,
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une sérine 4 la posilion 143 de I’antigéne HBsAg est remplacée par une leusine, ef une glycine
ala position 145 de I'antigéne HBsAg est remplacée par une lysine.

Les mutants précités peuvent &tre utilisés pour le criblage d’anticoms
moneclonaux. Les anticorps de invention peuvent éire, par exemple, oriblés contre de
l'antigéne HBsAg de type sauvage et conire un ou plusieurs mutants tels que déerits si-dessus.
En particulier, les aniicomps de I'invention peuvent étre criblés contre de I’antigéne HBsAg de
type sauvage et contre un ou plusieurs mutants HBsAg chacun ayant une ou plusieurs
substitutions & au moins upe des positions 127, 133, 134, 142, 143, 144 et 145 de Pantigéne
HBsAg, plus particuliérement 4 au moins une des positions 143, 144 et 145 de antigéne
HBsAg ef éventuellement au moins une autre substitution & au moins une des positions 100,
118, 120, 122 de I’antigéne HBsAg.

En particulier, les anticorps monoclonaux de I’invention sont capables de se lier
aun antigéne HBsAg de type sauvage et 2 au moins un mutant HBsAg portant un déterminant
«a codé par des séquences présentant des mutations ponctuelles an niveau d’un ou plusieurs
codons codant pour les acides aminés 127, 133, 134, 142, 143,144 ef 145 de I’antigéne
HBsAg. Les anticorps préférentiels de I’invention sont les anticorps référencés 2G2G10 et
8B4H7 qui appartiennent & la classe des immunoglobulines G. L’anticarps monocional
2G2G10 appartient & la classe des immunoglobulines IgG2b. L’anticorps monoclonal SB4H7
appartient a la classe des IgG2a et a été obtenn par traitement aux UV de Panticorps 2G2G10.

La présenie invention englobe également les fragments et dérivés des anticorps
monoclonawx de I'invention, en particulier les fragments Fab, Fab’, F(ab)2 et sFv (Blazar et
al., 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et Bird et al,, 1988, Science 242 : 423-426),
ainsi que les conjugués. Les dérivés des anticorps monaclonaux de 1'invention comprennent,
entre autres, les anticorps humanisés. Les méthodes pour produire des fragments d’anticorps
monoclonaux et des dérivés d’anticorps monoclonaux, incluant Jes dérivés humanisés, sont
bien connues de I’homme du métier. Les formes « humanisées » d’anticorps non humains, par
exemple murins, sont des anticorps chiméres qui comprennent une séquence minimale dérivée
d'une immunoglobuline non humaine. Pour Ja plupart, les anticorps humanisés sont des
immunoglobulines humaines (anticorps récepteur) dans Jesquelles des résidus d’une région
bypervariable du récepteur sont remplacés par des résidus d’une région hypervariable d’une
espece donneur (anticorps donneur) non humaine, ielle que souris, rat, lapin ou primate non

humain, ayant la spécificité, I'affinité et la capacité soubaitées. Dans certains cas, les résidus
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(FR) de la région Fv de Pimmunoglobuline humaine sont remplacés par des résidus
correspondants non humains. De plus, Jes anticorps humanisés peuvent comprendre des
tesidus qui ne sont pas trouvés dans Panticorps receveur ou dans I'anticorps donneur. Ces
modifications sont effectuéss pour améliorer les performances de I’anticorps. En général,
I"anticorps humanisé comprendra au moins et de préférence deux domaines variables, dans
lesquels tout ou a peu prés tout des boucles hypervariables correspondent a une
immunoglobuline non. humaine et tout ou & peu prés tour des régions FR. seront celles d une
immunoglobuline humaine. Les anticorps humanisés facultativement pourront aussi
comprendre au moins une partie d’une région constante (Fc) d’une immunoglobuline, telle
qu’une immunoglobuline humaine (Jones et al., Nature 321 : 522-525 (1986) ; Reichmann et
al., Nature 332 : 323-329 (1988) ; et Presta et al., Curr. Op. Struct. Biol. 2 : 593-596 (1992).

Les anticorps monocjonaux de I'invention et, en particulier les anticorps 2G2G10
et 8B4H7, sont produits par des lignées d’hybridomes selon le protocole décrit dans ’exemple
1 qui suit ou selon un protocele dérivé de celui déerit dans ’exemple 1 et I'invention a aussi
pour objet un tel procédé de production des anticorps monoclonaux de ’Invention qui consiste
4 produire une lignée d’hybridome en immunisant un animal mammifére, de préférence
murin, aves un antigéne HBsAg de type sauvage ou une forme mutante d'un antigéne HBsAg,
éventuellement sous la forme d’un fragment ou d'un dérivé antigénique approprié, en
immortalisant les cellules productrices d’anticorps pour former des hybridomes, en criblant
les aultures d’hybridomes contre de I’antigéne HBsAg de type sauvage ef au moins une forme
mutante telle que définie précédemment, éventucllement sous la forme d'un fragment ou
dérivé antigénique approprié, et en sélectionnant les hybridomes qui produisent des anticorps
qui se lient & Pantigéne HBsAg de type sauvage et & an moins une forme mutante telle que
définie ci-dessus.

Llinvention englobe également un hybridome capable de produire un anticorps
monoclonal de I'invention et un procédé pour produire un anficorps monoclonal de
Vinvenhion, qui consiste & cultiver un hybridome ou susceptible d’&lre obtenu selon un
procédé tel que défini ci-dessus in vitro ou in vive et & récupérer "anticorps monoclonal &
parlir du milieu de culture ; ainsi que "anticorps monoclonal susceplibe d’étre obtenu par le
procédé de onlture d’un hybridome.

Les anticorps monoclonaux de invention sont utilisables dans un immunoessai

pour la détection et/ou quantification de I'antigéne HBsAg dans un échanlillon présums le
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contenir et done pour la détection de virus HBV (sauvage et/ou mutants). De fels essais sont
applicables au diagnostic clinique ot au oriblage de produits sanguins. Aussi, la présente
invention concerne un procédé de détection et/ou de quantification d’antigéne HBsAg dans un
échantitlon, qui consiste & mettre en contact 1’échantillon aves au moins un anticorps
monoglonal de I'invention, ou un fragment ou dérivé d’un tel anticorps monoclonal et 3
mettre en évidence la présence d’an moins un complexe antigéne/anticorps, fragment ou
dérive,

Dans nn mode de réalisation du procédé de 'invention, ’échantillon est mis en
contact avec un anticorps monoclonal de I'invention, ou un fragment ou dérivé de celui-ci et
aveo au moins un autre anticorps chojsi parmi les anticorps polyclonany ou monoclonaux
anli-HBsAg dirigés conire une région ou épitope différent de oelui reconnu par les anticorps
monoslonaux, fragments ou dérivés de Vinvention.

De tels procédés sont réalisés selon Ja technique dite sandwich ou de compétition
bien connues de Phomme du métier, en une ou deux étapes, en phase homogéne ou
hétérogéne. De plus, les procédés de 'invention peuvent &ire couplés, dans un méme essai, &
la détection d’anticorps anti-HBc dans 1’échantillon & analyser.

Les compositions diagnostigues correspondantes comprennent au moins un
anticorps monoclonal de I'invention, ou un fragment cu dérivé de celui-ci, éventuellement en
association avec au moins un réactif pour la détection d’apticorps anti-HBe et peuvent
comprendre de plus au moins un autre anticorps monoclonal ou polyclonal pour la détestion
de Iantigéne HBsAg qui reconnait une région ou épitope différent de celui reconnu par les
anticorps monoclopaux, fragments ou dérivés de 'invention. Les anticorps, fragments ou
dérivés de I'invention peuvent &tre immobilisés sur une phase salide, comme anticorps de
capture de Pantigéne HBsAg ou utilisés en détection quand marqués aves tout marqueur
approprié. 11 est également envisagé d’utiliser les anticorps, fragments ou dérivés de
I’imvention comme phase de capture de 1antigéne HBsAg et d’utiliser au moins un autre
anticorps monoclonal ou polyclonal dixigé contre un épitope différent de celui reconnu par les
anticorps de I'invention comme conjugné de détection, ou inversement, De méme, les
anticorps, fragments ou dérivés de I’invention et au moins un autre anticorps monoclonal ou
polyclonal dirigé contre un épitope différent de celui reconnu par les anticorps de 'invention
peuvent &tre immobilisés sur une méme phase solide. Et de plus, un réactif capable de

capluter les anticorps anti-FBe dans I’échantillon peut &tre immobilisé sur cette méme phase
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solide ou étre inclus dans une composition de I'invention mais en étant immobilisé sur une
phase solide différente de celle sur laquelle sout immobilisés les anticaips, fragments ou
dérivés de I’invention et éventuellement an moins un antre anticorps monolonal ou polyclonal
anti-HBsAg reconnaissant un épitope différent de celui reconnu par les anticorps de
T'invention.

L’invention concemne aussi un antisérum approprié pour une utilisation
thérapeutique ou prophylactique pour une immunisation passive contre HBV qui comprend un
anticorps monocional de I"invention ou un fragment ou dérivé d’un tel anticorps ou leurs
combinaisons, L. antisérum peut de plus comprendre au moins anticorps monoclonal ou un
anticorps polyclonal ou un mélange d’anticorps monaclonanx. et polyclonaux anti-HBsAg,
autres que ["anticorps monoclonal, fragment ou dérivé de invention.

Une composition appropriée pour une utilisation thérapeutique ou prophylactique
pour une Immunisation passive conire HBY comprend un anticorps moncclonal, on un
fragment ou dérivé de Vinvention ou leurs combinaisons, en mélange avec un véhicule
pharmaceutiquement acceptable.

Par « véhicule pharmaceutiquement acceptable » on entend les supports et
véhioules administrables & I’&tre humain ou & un animal, tels que déorits par exemple dans
Remington’s Pharmaceutical Sciences 16™ ed., Mack Publishing Co.

L’invention. comprend donc de plus une méthode d’immunisation passive 2 but
thérapeutique o prophylactique conter HBV qui consiste 3 administrer 3 un individu une
quantité thérapentiquement ou prophylactiquement efficace d’un anticorps monoclonal,
fragment ou dérivé de l'invention ou leurs combinaisons. Un ou plusieurs auires anticorps
monaclopaux ou polyclonaux anti-HBSAg et dirigés conire un épitope différent de celui
reconnu par les anticorps, fragments ou dérivés de linvention peuvent également éire
adminisirés.

L’invention inclut également un anticorps anti-idiotype ou anti-idiotypique a un
anticorps de Uipvention tel que défini ci-dessus. L’anticorps anti-idiotype est un anticorps
produit contre un autre anticorps et qui réagit avec le site spécifique de liaison antigénique de
ce dernier ou idiotype. Les anticorps anti-idiotype fonctionnent comme P’antigéne reconnu par
I'idiotype, De tels anticorps sont particulier utiles dans le cas d’épitopes conformationnels.
Les auficorps anti-idiotype qui représentent I'image intems de pathogénes externes, tels que

les virus, sont utilisés comme « substituts » des antigénes pour la vaccination, L' importance
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des anticorps anti-idietypes in vivo a été démontrée dans de nombreuses expérimentations.
L’administration d’anticorps anti-idiotype in vive a pour effet soit une suppression ou une
augmentation des réponses & P'idiotype spécifique. Les anticorps anti-idiotypes de I'invention
sont capables d’induire chez I’animal une réponse par production d’anticorps anti-anti-
idialypes qui reconnaissent I'épitope 199-208 de l’antigéne HBsAg et a ce titrs ils sont
capables d’immuniser un animal contre HBV, voire de neutraliser une infection par HBV.
Aussi, la présente invention a pour objet une composition vaccinale qui comprend une
quantifé suffisants, pour immuniser un animal contre HBV, d’une composition active
comprenant un anticorps monoclonal anti-idiotype qui induit chez I’anirual la production d’un
anticorps anti-anti-idiotype qui reconnait la région 199-208 de I’antigéne HBsAg ou un
fragment TFab dudit anticorps anti-idiotype ou Jeur nélange et un adjuvant
pharmaceutiquement acceptable, par exemple de ["hydroxyde d’aluminium ou du phosphate
d*aluminium. Les adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont bien connus de "homme
du métier et on peut donner & titre de référence les adjuvanis cités dans Remington’s
Pharmaceutical Sciences 16" ed., Mack Publishing Co. Si désixé, le vaccin peut contenir des
quantités mineures de substances auxifiaires comme des agents mouillants ou émulsifiants,
des agents qui tamponnent le pH. Le procédé pour immuniser un animal contre HBV consiste
a [ui admibistrer, en une ou plusieurs administzations, une composition vaceinale telle que
définie ci-dessus. Bien entendu, aprés les essais in vivo sur fes animaux, e but ultime d*une
vagoination contre le virns HBV est de prévenir une infection chez I'homme. Aussi, le terme
«animal » tel qu’utilisé ci-dessus fait référence 4 la fois aux animaux et & 1&tre humain. Le
vagein est préparé en mélangeant I'anticorps anti-idiotype de Uinvention ou son fragment Fab
dans un diluent approprié, qui peut &re un tampon phosphate aqueux ou autre, de fagon &
obtenir une concenfration finale de lordre de 1 mg par ml de protéine. Pour une
adminisirabioi & un homme de taille normale, par exemple, SO Pl (50 pg) & 100 p} (100 pg) de
Ja solufion sont dilués dans 4 500 pl et mélangés avec 500 pl d’un adjuvant
pharmaceutiquement aceptable (pH 6,0 + 0,1). La dose variera en fonction de 'animal, de son
fze et de son poids.

Les anticorps monoclonaux idiotype de J'invention sont produits par des
techniques bien connues de 'homme du métier. L épitope ou région 199-208 de I"antigéne
HBsAg est obtenu et purifié par toute technique actuellement disponible. L’anlicerps idiotype

(Ab1) est produit en immunisant un animal, de préférence murin, et en particulier une sowis,
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avec ['épitope précité, comme antigéne, Les cellules de rate de Ianimal sont ensuite
identifiées, isolées ot fusionnées avec des cellules de lymphome ou de myélome en présence
d’un agent de fusion tel que le polyéthyléne glycol (Kébler et Milstein, Nature 256 :459
(1975)). Les cellules fusionnées sont ensuite incubées dans un milien sélectif qui inhibe la
sroissance des cellules malignes non fusionnées. Les cellules d’hybridome sont clonées pay
dilution limitante et testées pour la séaréfion ¢’un anticorps monoclonal de spécificité
recherchée.. Les anticorps monoclonaux peuvent également &ire oblenus par croissance
d'ascite in vivo. L anticorps idiotype Ab] est niifisé pour produire un anticorps anti-idiotype
(Ab2) qui posséde les propriétés d’immunisation, voire de neutralisation, contre HBV. Les
anticotps anti-idiotype Ab2 sont obtenus par les mémes procédés que ceux utilisés pour la
production. des anficorps Abl, mais I’anticorps Abl est alors I'immunoggne utilisé.
L'invention a également pour objet I'épitope conservé de I'antigéne HBsAg mis
en évidence par les inventsws dont Ja séquence peptidique, représentée dans I"identificateur
de séquences SEQ ID NO : 1, commence 4 'acide aminé 199 et se termine 4 I’acide aminé
208 de Pantigéne HBsAg et son utilisation comme peptide immunogéne, ainsi que des
peptides immunogénes ocaractérisés en ee que leur séquence peptidique comprend
respectiventent au moins trois et an moins quatre acides aminés homologues ou identiques
aux acides aminés de D’épitope référencé en SEQ ID NO: 1, en particulier les peptides
immunogénes illustrés en SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 3. Dans la comparaison des
séquences SEQ ID NO :1 et SEQ ID NO : 2 illustrée 4 la figure annexée, la séquence SEQ TD
NO: 2 comporte frois acides aminds, W (tryptophane), P (proline), S (sérine) qui sont
sirictement homologues ou identiques aux acides aminés correspondants de SEQ ID NO :1 et
un acide anuné T (isoleucine) qui est équivalent & L (leucine) de SEQ ID NO :1. Dans la
comparaison des séquences SEQ ID NO :1 et SEQ ID NO : 3 illustrée a la figure annexée, la
séquence SEQ ID NO : 3 comporte quaire acides aminés qui sont strictement homologues ou
identiques 4 ceux de SEQ ID NO : 1, il s’agit des acides aminés W (iryptophane), P (pioline),
Y (tyrosine), S (sérine), et deux acides aminés T (thréenine) et L (levcine) qui sont
équivalents respectivement & S (sérine) et I (isoleucing) de SEQ ID NO :1. Les acides aminés
dits équivalents sont des acides aminés qui peuvent se substituer les uns aux autres sans
affecter le pouvoir immunogéne des peptides. De tels peplides immunogénes sont utilisés
pour la production d’anticorps menoclonaux, de fragments ¢*anticorps monoclonaux ou de

dérivés d'anticorps monoclonaux répondant aux définjtions données précédemment et

12
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capables de reconnaitre 4 Ja fois fa forme sauvage et au moins une forme mutants de
Pantigéne HBsAg. La production d’anticorps monoclonaux, de fragments ou dérivés
d'anticorps monoclonaux est bien connue de Ihomme du métier. On pent citer & titre
d'exemple Kothler et Milstein, Nature 256 : 45-47 (1975) et Buropean Journal of Immunology
G:511-519 (1976) ainsi que Galfre G, et al. Nature, 266 : 522-550 (1977). L'épitope peut étre
produit par synthése chimique ou par recombinaison génétique ou par une combinaison de
différentes méthodes. La séquence codant pour 'épitope de Pinvention peut ainsi tre
exprimée dans une cellule hdte appropriée sous le contrble d’un promoteur approprié. Les
cellules hdtes comprenment tout organisme unicellulaire capable de transcrire et de traduire
des molécules d’ ADN recombinant, telles que les cellules issues d’un organisme procaryote
ou eucaryole incluant les cellules de mammiferes, de levures ef de bactéries, et permettant
TPexpression du fragment du géne § codant pour I’épitope de I'invention, fe fragment du géne
étant placé sous le contrdle des éléments néoessaires a son expression. Par ailleurs, les
peptides immunogénes SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 3 peuvent aisément &ire obtenus par
synthese chimique.

L'invention conceme enfin vne sonde mucléique ou amorce capable de
s’hybrider, dans des conditions de stringence déterminées, & une séquence nucléotidique ADN
qui code pour I’épitope représenté en SEQ ID NO : Tou 4 la séquence nucléotidique ADN
complémentaire de ladite séquence nucléatidique codant pour I'épitope représenté en SEQ ID
NO : 1 ou au produit de transeription ARN desdites séqnences nucléotidiques ADN.

L’invention conceme également une sonde nucléique ou amorce capable de
s'bybrider, dans des conditions de stringence déterminées, & une séquence nucléotidique ADN
représentée en SEQ ID NO : 4 qui code pour ['épitope représents en SEQ IDNO : Lou s la
séquence nucléotidique ADN complémentaire de SEQ ID NO: 4 ou au produit de
transeription ARN desdites séquences nucléotidiques ADN ; une composition diagnostique
comprenant au moins une sonde ou au moins une amorce telle que définie ci-dessus pour la
détection et/on la quantification de virus HBV (sauvage et/ou mutants) dans un échantillon
biologique et un procédé de diagnostic d’ADN et/ou d’ARN de virus HBV (sauvage ef/ou
mutants) dans un échantillon biologique, selon lequel on préléve un échantilion biologique, tel
que sérum, plasma ou échantillon tissulaire chez un patient suspectd d’atre infecté par au
moins un virus HBV, on braite si nécessaire (edit échantillon pour en extraice PADN et/ou

I"ARN, an met en contact ledit échantillon avec au moins une sonde ou au moing unc amorce,
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dans des sonditions de siringence déterminées et on déteste et/ou quantifie I’ ADN et/ou ARN
viral dans Véchantilion, soit par mise en évidence d’une hybridation dudit ADN etiou ARN
viral uvee au moins une sonde, soit par amplification dudit ADN et/ou ARN. Dans Io cas de
I'ulilisation de sondes nucléolidiques, la mise en évidence de fa formation du complexe
d’hybridation peut étre effectuée directement par utilisation d'une sonde Gomplémentaire ou
sensiblement complémentaire de la séquence de la cible et marquée par tout margueur
approprié ou encore par mise en cuvre de la technique dite « sandwich » en une ou deux
éapes qui consiste A utiliser une sonde de capture complémentaire on sensiblement
complémentaire d'une partie de la séquence de la cible et une sonde marquée par fout
MArqueur approprié ou spnde de détection complémentaire ou sensiblement complémentaire
d'une aulye partie de la séquence de la cible. Dans le cas d’utilisation d*amorces, celles-ci
peuvent élre directement maxquées pour la mise en évidence d’un produit d’amplification
marqué ou ne pas &tre marquées, auquel cas les produifs d”amplification générés peuvent étre
sélectionnés en fonction de la taille attendue par passage sur gel d’acrylamide ou analysés &
I"aide de sondes de détection appropriées.

A partir de la sélection de la séquence nucléotidigue ADN qui code pour
Uépitope 199-208 de I'invention, correspondant aux nucléotides 751-780 du génome de BV
décrit par Galibert ef al. (Nature 280 : 646-G50 (1979), représentée en SEQ ID NO : 4, de sa
séquence complémentaire et de la séquence ARN comespondante, il est a la portée de
I'homime du meétier de déterminer et obtenir des sondes nucléotidiques ou des amorces
capables de s’hybrider 2 SEQ TD NO: 4, & sa séquence complémentaire ou 2 la séquence
ARN correspondante. On peut ifer a tifre d*exeroples pour la production d'oligonuciotides
[utilisation d’enzymes de restriction et la synthése chimique sur synthétiseur automatique.
Les sondes et amorces susceptibles de s'hybrider dans des conditions de stringence
déterminées A une séquence nucléotidique d’ADN ou d’ARN de Pinvention font paitie de
cette définition. Il est & la portée de ’homme du métier de définir les conditions de stringence
appropriées. Des conditions de stringence caractéristiques sont celles qui correspondent & une
combinaison de la température et de la concentration saline choisie approximativement entre
12 4 20°C sous le Tm (« melting temperature ») de ['hybride 4 étude. Tout ceci fait partie
des connaissances générales de 'homme du métier et on peut cifer  titre d’illustration
I'enscignement donné dans le livre intitulé « DNA PROBES » de George H. Keller ef Mark
M. Manak, Second Edition, édité en 1993 par Stockton Press, 49 West 24% St, New York,
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N.Y, 10010, USA (voir plus précisément : Section 1-Molecular Hybridization Technology,
pp. 1-21).

Figure 1

La figure 1 annexée représente la séquence en acides aminés de Pantigéne
HBsAg. Sur ceite figure est localisé I'épitope 199-208, mis en évidence par cartographie ou
<« mapping » d’épitopes comme illusiré dans les exemples qui suivent. Les deux clones
HWWKHPTRYSLG et HFLKQYWWRPSI qui présentent des acides aminés communs ou
homologues ou identiques et des acides aminés équivalents aux acides aminés de la séquence
de I’antigéne HBsAg de type sauvage dans la région comprise entre les acides amings 194-
209 de la séquence en acides aminés de antigéne HBsAg sont représentés en dessous de fa
séquence de I'antigéne HBs Ag de type sauvage. Les acides aminés communs ou homologues

ou identiques et équivalents sant représentés en caractére gras das la Ggure 1.
Eixemples.

Exemple 1 : Production et caractérisation des anticorps monoclonany.

Dres souris femelles BALB/c TYco, dgées de 4 4 6 semaines (IFFA Credo), ont
& immunisées par injestion intrapéritonéale de 50 pg d'BBsAg ay recombinant émulsifié
aveo un volume égal de )’adjuvant complet de Freund. La protéine recombinante HBsAg ay a
été obtenue auprés de Pasteur Mérioux Connaught. Cette protéine correspond 2 la souche ayw
séquencée par Callibert et al. (Nature 280 646-650 (1979)) et a été exprimée dans des
cellules CHO (Michel ef al., PNAS 81/ 7708-7712 (1984)). Elle est composée des régions pré-
8 et 8. Les 55 acides aminés situés en position NH, terminale correspondent 4 la région pré-
82.

Trois injections ont ensuite &t effectudes toutes Jes denx semaines en présence
d'adjuvant incomplet. Quatre jours aprés la demigre injection, les cellules de fa rate onf été
prélevées et fusionnées avec la lignée cellulaive de myélomes de souris Sp 2/0-Agl4, selon la
technique décrite par Kéhler & Milstein (Nature 256 : 45-47 (1975) ; European Journa) of
Immunclogy 6: 511-519 (1976)). Aprés avoir cultivé les cellules pendant 12 & 14 Jours, les
surnageants de culture ont été criblés par un test ELISA indirect avec Iantigéne HBsAg

plasmatique qy recombinant fixé sur la phase solide. Mille cinquante huit sumageants de
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cullure, dilués au 1/10%, ont ainsi été criblés. Soixante six clones positifs ont été sélestionnés
pour lesquels Ja DO & 405 nm était d’environ 2, soit six fois supéricure & la valeur seuil, 4
celte méme longueur d’onde, de 0,3. Les soixante six sumageants de culiure des clones
positifs, dilués au 1/10™™, ont ensuite ét¢ criblés par un test ELISA indirect aves de Pantigéne
HBsAg plasmatique gy natif. Vingt clones ont été sélectionnés pour lesquels fa DO 4 405 nm
¢tait supérieure & 2, soit 24 fois supérieure 2 la valeur senil, 2 cette méme longueur d’onde, de
Q,1. Les surnageants de culture de 12 sur ces 20 clones, dilués au 1/10°™, ont ensuite été testés
par un test ELISA indirect, respectivement avec de 1’antigéne HBsAg ay natif et de I"antigéne
HBsAg ad natif, fixé sur la phase solide. Six clones ont été sélectionnés dans chacun de ces
tests, pour lesquels fa DO & 405 nm était de 1,2 ou plus pour Pessai avec I"antigéne HBsAg ay
natif et d’environ 1,1 pour P'essai avec Pantigéne HBsAg ad natif, a une dilution an 1/1600°™
du swrnageant de culture, soit une DO environ dix fois supérieure 4 la valeur senil de 0,1.
Quatre de ces six clones positifs ont été sous-clonés deux fois par dilution limitante et
produits sous forme d’ascite. Les ascites ont été obtenus 4 partir de souris, ayant regu au
préalable nne injection de Pristane (nom comimercial), et auxquelles 10° cellules d’hybridomes
ant été injectées.

Les quatre IgGs ainsi obtenues ont été purifiées sur une colonne de sépharose
couplée a la protsine A 4FF, selon le protocole fourni par le fabriquant (Pharmacia) et ont été
utilisées pour la suite des expérences. En final, l'anticorps moenoclonal 2G2G10, qui
appartient & la classe des immunoglobulines 1gG2b, a été retenu en raison de ses excellentes

performances.

Exemple 2 :Changement de classe de Panticorps 2G2G10.
La classe de |’anticorps monoclonal 2G2G10 a été changée d’TgG2b en IgG2a
par taitement aux UV selon le protocole de Rosén et Klein (Nature 306 : 189-190 (1983)).

L anticorps modifié a été nonmé 8B4H7.

Exemple 3 : Criblage d'une banque de peptides portés par des phages.

La banque Pb.D.-12™ commercialisée par New England Biolabs Inc. a &té
criblée par les anticorps manoclonaux 2G2G10 et 8B4HT biotinylés selon la méthode déorite
par Grefeh et al. (Analytical Biochemistry 163: 270-277 (1987)). Clest une bangque

combinatoire de dodecapeptides exprimés en N-terminal d'une protéine mineurs d'enveloppe
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(UT) du phage MI3. Elle contient environ 4.10" phagesiml, représentant 1,9.10° séquences
différentes.

Lors du premier « biopanning », 10 ug de streplavidine en tampon NaHCO, 0,1
M (pH 8,6) sont fixés dans une boite de Pétri de 35 mm de diamétre, pendant une nuit, 4 4°C,
en chambre hurnide, sous agitation. La boite est ensuite saturée pendant 2h & 4°C avec une
solution de saturation [Smg/ml BSA; 0,02% NaN, dans NaHCO; 0,1M (pH 8,6)]. Aprés 6
lavages en TBS (Tris Buffer Saline) [Tris 0,5 M; NaCl 0,75 M, pH 7,5}-Tween 0,1%, les
anticorps monocionaux biotinylés 2G2G100u 8B4H7 sont incubés 4 une concentration de 170
nM en TBS Tween 0,1% avec 0,02% NaN, et 1 mg/ml de BSA pendani 1 nuit & 4°C, en
chanbre humide et sous agitation. Pour bloquer les sifes non oceupés par l'anticorps, 40 pg de
biotine sont ajoutés ef incubés pendant 1 heure & 4°C, en chambre humide et sous agitation.
Apres 6 lavages en TBS Tween 0.1%, 10 pl de la banque (4.10° phages) dilués dans du TBS
Tween 0,1 %-biotine 0,1nM sont incubés 1 heure & température ambiante, sous agitation, Les
phages non fixés sont ensuite éliminés par 10 lavages en TBS Tween 0,1%. L'élution des
phages fixés se fait par une incubation de 7 minutes avec le tampon d'élution [0,1M HCI-
Glycine; pH 2,2; 1 mg/ml BSA; 0.1 mg/ml rouge de phénol]. L'éluat est neutralisé par 200 pl
de Tris-HC] TM pH 9,1.

Les éluats correspondant aux criblages de la banque, soit aves 232G 10, soit avec
8B4H7 sont amplifiés séparément par infection de la souche ER2537 d'Bscherichia coli en
milieu LB [tryptons 10 g/l ; extrait de Jevare 5 g/l; NaCl 10 g/l; pH 7,5]. Aprés 4h30
dincubation 2 37°C 2 250 tpm, les débris cellulaires sont éliminés par deux centrifugations
successives de 10 min. & 10 000 tpm. Les phages contenus dans les surnageants sont
précipités deux fois aves 1/6™™ de Polyéthyléne glycol/NaCl [Polyéthyléne glyool 16,7 %,
NaCl 3,3 M]. Aprés une centrifugation de 15 min. & 14 000 tpm, les culots sont repris par 200
 de TBS-NalN, 0,02%. 100 pl de ces éluats amplifiés sont utilisés pour les deuxiémes
biopannings.

Pour les 2™, 3™ et 4" « biopannings », 100 pl des éluats amplifiés précédents
sont préincubés avec respectivement 100 nM, 1 nM et 0,1 nM des anticorps biofinylés
2G2G10 ou §B4H7 pendant une nuit & 4°C, pendant gue 10 ng de streptavidine sont fixés sur
une boite de Pétri, comme précédemment. Les mélanges phages/anticorps sont ajoutés aprés
saturalion des boifes, pendant 15 minutes 4 température ambiante. La suite du protecole est

semblable & celui des premiers « biopannings ».
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Exemple 4 : Clonage et amplification des clones de phages.

Une culture d'E. colf est incubée & 37°C a 250 {pm jusqu'd cs que Ja densité
oplique (DO) atteigoe 0.5, Pendant la croissance bactérienne, de ['agarose fop [1 1 LB ; 10 g
bacto-tryptone ; 5 g extrait de levure ; 5 g NaCl ; 1 g MgCl,, 6H;0 ; 7g agarose ] est fondu et
aliquoté par 3 ml, et conservé a 55°C. Lorsque les cellules sont prétes, 200 pl de culture sont
incubées de 1 & 5 minutes & température ambiante avec 10 pl des éluat obtenus apres les 4
biopannings et dilués en milien LB. Le mélanges sont ensuite transférés dans 2 tubes
dlagarose, vortexés et rapidement étalds sur des bojtes LB IPTG/XGal. Les boites sont
incubées une nuit & 37°C.

36 colonies choisies au hasard sur les boites vorrespondants au criblage par
2G2G10 on 8B4H7 sont amplifies par infection d'1 ml d'une culture d'F. cofi pendant 4 3 5
heures 4 37°C, puis les cellules sont éliminées par centrifugation 30 s & 14 000 tpm. 500 pl du
surnageant sont utilisés pour le séquengage, le reste est centrifugé de nonveau, dilué 1:1 dans
du glycérol et conservé a -20°C.

2 ul de phages conservés en LB/Glycérol sont amplifiés par infection de 1,7 ml
d'une culture de E. cofi pendant 24 heures & 37°C et 250 tpm. Les cellules sont éliminées par
centrifugation 5 min. 3 14 000, tpm. Le surnageant est précipité par du PEG/NaCl. Aprés une
centrifugation de 15 min. a 14 000 tpm, le culot est repris par 500 pl de TBS. Ces solutions de
phages sont dosées par specirométrie d'absorption & 269 nm et ufilisées pour les tests en

BLISA.

Exemple 5 :Séquencage des séquences insérées dans les clones phagiques.

L’extraction et la purification de PADN des différents clones sont effectuées a
partir de 500 pl de sumageant qui sont précipités par 200 pl de PEG/NaCl pendant 10 niin. &
température ambiante. Apres centrifugation 10 min. & 14 000 tpm, le culot est vepris par 100
ni de Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, Nal 4M et 250 pi d'éthanol absolu puis incubé
10 min. 3 température ambiante, Aprés centrifugation 10 min. & 14 000 tpm, le culot est Javé
une fois par 500 pi d'éthanol 70%, puis séché 10 min. sous vide. 1l est finalement repris par 30
il de Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM.

Le séquengage nucléotidique de I'insert est effectué selon la méthode modifice de

Sapger avec un séquenceur automatique (modéle 3774, Perkin Blmer) en utilisant le kit de
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séquengage "Big Dye™ Terminator Cycle Sequensing Ready Reaction” {Perkin-Elmer) et
Famorce S'HO-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-OH3' comespondant 4 la séquencs sauvage
du phage. Le mélange réactionnel est composé de 5 pl 'ADN 4 séquencer, 2,5 pmoles
doligonucléotides dans 2,5ul d'eau, § pl de mélange "Big Dye™" confenant les
didésoxyribonucléotides et la Taq™ polymérase, et 4.5 pl de H,O. Les 25 cycles de
stquengage (30 s & 96°C, 15 5 & 50°C, 4 min. & 60 °C) sont effectués dans un appareil PCR
(Polymerase Chain Reaction) Trioblock de Biométra. Les fractions de séquence sont pwifises
sur colonne Sephadex G50 équilibrée avee du tampon TE [tris-Hol 10mM pHS, EDTA 1mM],
séchées et conservées & —20°C juqu’au séquengage. Les séquences protéiques sont déduites

des séquences nucléotidiques avec le logioiel Gensworks,

Exemple 6 : Analyse immunologique des clones de phages.

100 des anticorps anti-HBsAg 2G2G10 ou 8B4H7 ou d’un anticorps non
pertinent utilisé comme contrble négatif & Ja concentration finale de 100 pg/ml en tampon
NaHCO, 0,1 M sont fixés pendant une nuit & 4°C, en chambre humide, sur des rangées de
puits de plagues BLISA "Nunc Maxisorh". La plaque est ensuite saturée 2 henres 2 4°C en.
solution de saturation [NatHCO; 0,1 M ; BSA 50 mg/ml ; NaN, 0,02 %]. Aprés 4 lavages en
TBS-Tween 0.5 %, 100 pl de différentes concentrations de phages dilués en TBS Tween
(1107, 2,5.10", 6,2.10" et 4.10° phages/ml) sont ajoutés par puits et incubés 2 heures &
température ambiante, sous agitation, Aprés 4 lavages en TBS Tween 0.5 %, 100 ul/puits
d'anticorps anti-M13 couplé 4 la peroxydase et dilué au 1/5000 en solution de saturation sont
incubés pendant 2 heures 4 température ambiante, sous agitation. Aprés incubation de 1 heure
4 37°C, Ja plague est lavée 4 fois en TBS-Tween 0,5 %. Pour la révélation, la plaque est
incubée aveo une solution d'o-phénylénediamine et de peroxyde d'hydrogéne (kit colorEIA,
bioMérieux) pendant 10 min. & l'obscurité. La réaction est stoppée par de l'acide sulfurique 1,8
N et la plaque est [ue & 492 nm, aves un lecteur de plaques ELISA (Axia microreader). Pour
chaque dilution de chaque olone les résultats sont exprimés par la différence des valeurs
obtenues entre I'anticorps anti-HBsAg et P'anticorps contrdle. Les résultats sont ensuife
confirmés en testant les dilutions optimales en triplicate.

Avcun clone immunoréactif n’a pu étre sélectionné par anticorps 2G2G10. Par

contre, I"anticomps équivalent 8B4H7 ayant Je méme paratope mais de classe JgG 2a a permis
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de sélectionner des clones immunoréastifs (tableau 1). De plus deux de ces clones
(HWWEKHPTRYSLG et HPLKQYWWRPS]) sont anssi reconnus par Panticorps 2G2G10.
Tableau 1
Fréquence et immunotéactivité des clones phagiques séleclionnés avec I'anficorps 2G2G10 et

I*anticorps modifié 8B4H7.

Séquence des clones | Fréquence des | Réactivité aves 8B4H7" |Réactivité avec 2G2G10°
clones
HEKMHSHPRLTSP 13/36 <g,1°
HWGNHSKSHPQR 6/36 <0,1
| WHEAVPRWLASE 4136 0,8 0,4 <0,1°
HMAHRWQSFLRP 2/36 <0,1
RVHKRHRTQKNA 1/36 >2,5 <0,1
HWWEKHPTRYSLG 1/36 >2,5 0,5 >2.5
HFFKLSNWRTTP 1/36 325 <0,1
HPLKQYWWRPSI 1/36 <0,1 0,4

L'immunorsactivité des clones a été déterminée par ELISA comme indiqué dans
lexemple G, avec SBAH7" ou 2G2G10" fixé sur la phase solide et Jes clones de phage sont

ajoutés A la diJution finale de 8 x 10" phages /ml° et 2 x 10" phages /m!®,

Exemple 7: Localisation des séquences des clones phagiques immunoréactifs
sur la séquence de PHBsAg.

Les séquences en acides aminés des peptides ont été comparées 2 la séquence de
la protéine recombinante d’FlBsAg ayant servi a J’obtention de I'anticorps monoclonal
(Galibert et al, 1979) en utilisant le logiciel Mac Vector, Ver.4.5 (Kodack). Brigvement, les
régions de haute similarité sont détectées avec le programme LFASTA qui recherche les
meilleures identitds locales (Pearson et Lipman, PNAS 85 : 2444-2448 (1988)). Les deux
clones imniunoréactifs vis 4 vis de 2G2G10 ont permis de Jocaliser claivement I'épitope
reconnu par 2G2G10 et 8BAH7 dans la région 199-208 de HBsAg (Figwe 1). En effet,
HWWKHPTRYSLG a 4 résidus identiques ef 3 résidus similaires avec la séquence 199-208
tandis que HPLKQYWWRPSI partage 3 résidus identigues et 1 résidu similaire avec la

séquence 201-205.
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Exemple 8 :Détection de Pantigéne HBsAg de type sauvage et de variants
HBsAg 4 I’aide des anticorps monoclonanx 262G 10 et 8B4H7.

Le format utilisé est un format de type sandwich utilisant ’anticorps monoclonal
2G2G10 ou 8B4H7 en capture et un anticorps polyclonal de chévre anti-EBs en détection.

- Détestion de I’antigéne HBsAg sauvage dans des sérums de patients :

Des sérums de patients fournis par la Société Nationale de Transfusion Sanguine
de Lifle comprenant plusieurs sous types (échantillons dilués) ont été testés avec ’anticorps
monoclonal 2G2G10 en capture et un anticorps polyclonal de chévrs anti-HBs en détection.
Les résultats sont présentés dans le tableau 2 ci-dessous. Les échantillons testés sont identifiés
selon leur sous type et leur origine. Les résultats sont exprimés en signal déteoté par rapport i
une valeur seuil. La valeur seuil correspond 4 oinq fois le signal de 1°échantillon négatif. Les

valeurs dont le signal/valeur senil est supérieur & 1 sont positives.

Tableau 2
Identification de ’échantillon / sous types Signal / Valeur seuil
41 - adw2 - (US+Asie) 291
42 - adw4 - (Bur+Am sud) 3,04
43 - adr - (Asie) 2,94
44 - aywi 3,00
45 - ayw2 - (Burope sud) 3,94
40 - ayw3 - (Burope-Asie) 3,42
47 - ayw3 3,07
48 - aywd - (Afrique) 4,02
49 - ayr - (Japon) 4,00
30 - Négatif / Diluant des échantillons 0,2

- Détection de I"antigéne HBsAg sauvage dans des plasmas :

Des plasmas de fa sérothéque de bioMérisux ont &té testés dans les mémes
conditions que ci-dessus en utilisant & Ia fois I"anticorps monoclonal 2G2G10 et Panticorps
monoclonal SB4H7 en capture. Les résultats sont présentés dans le tableau 3 ci-dessous, Ils
sont exprimés en signal/valeur seuil. La valeur seuil comespond 4 cing fois le signal de

"échantillon négatif. Les valsurs dont le signal/valeur seuil est supérieur & 1 sont positives.
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Tableau 3
Echantiilon 2G2G10 // signal/valeur seuil 8B4HT7 // signal/valeur seuil
MAP 57 17600 257 204
MAP 97 /50000 24.6 36,1
MAP 59 1/3000 422 | 43,0
MAP 62 /7000 46,0 ] 47,6
MAP 64 /6000 54,7 70,7
HS0 1/7000 58,9 56,9
144519 1/6000 522 34,0
[144344 1716000 62,7 69,3

- Détection des varianis HBsAg :

L’anticorps 2G2G10 a été testé pour sa capacité 4 détecter des mutants HBsAg a
partir de surnageants de culture des variants HBsAg recombinants qui ont été obtenus auprés
du Dr Carman et préparés selon la méthode déorite précédemment par Ireland et al,
(Hepatalogy 31 : 1176-1181(2000)).

Les dosages ont été effectués en utilisant un test qualitatif fluoro-
immunoenzymatique développé sur I'analyseur automatique Vidas (marque enregistrée)
(Weber et al, Journal of Virological Methods 42: 63-74 (1993); Mikkelsen et al.,
Gynecologic Obstetric Investigation 41 : 35-40 (1996)). Ce test de capture en deux éfapes a
té effectné comme suit :

Lranticorps 2G2G10 &t¢ fixé sur le réceptacle phase solide (SPR pour Receptacle
Solid Phase) & la concentration finale de 10 pg/ml. Le SPR a ensuite ét¢ mis & incuber
simultanément avec les sumageants de culture contenant les protéines recombinantes
correspondant aux différents variants et I'anticorps polyclonal de chévre biotinylé anti-
HBsAg. La seconde étape a ensuite utilisé le conjugué streptavidine-phosphatase alcaline pour
la réaction fluorométrique.

Adnsi que le montre le tableau 4, en comparaison d’un auire anticorps anti-
HBsAg GHGBG, I'anticorps 2G2G10 est capable de détecter les différents variants testés. En
effet, les échantillons BA3.2 et TSN portent respectivement les mutations C124R et T23N qui
affectent ainsi que T'ont rapporté Treland et al, (Hepatology 31: 1176-1181 (2000)) la
sécrétion de 1’antigéne dans les sumageants de cultures testés. L absence de détection de ces

deux surnageants ne psut done étre prise en compte.
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Réactivité des anticorps anti-HBsAg vis & vis de variants HBsAg.

Mufations dans lo MER Echantijion 2G2G10 GH6BG
Séquence standard Gly D 33 3.0
S¢quence standard” Gly Y B E ‘Zﬁ‘d -
plasmice contrdle® 02 0.3
P120T BA24 33 3.5
CI12IR s 6.7 27.5
TN : BA3d 22 03
| TI2Z3NC124R BA3Z 0.2 03
M1I33T SAT 3.0 2.1
| F134L 7] 23 30
DI4GA T AP3T a7 07
| GI4SR Arg1.2 72 0.4
[ QI20R/G130N/AL66Y SAG 4.6 2.6
Q30R/S53L/LIBV/QLOTR/S2L HK188 27.4 242
0T
B4 1043 8p 30 0.7
P127A/S143L 1157 Sp 34 03
| PI208/ST43L 1056 Sp 18 05
| Y100S/TTISVIR122RAMI1 331 M35 2.0 07 ]
| Y134N/P1428/S143L/G145K
| polysubstitution ncluding PAL7 25 23
| DlaaE : —
22NTI123/G145R TSN* 02 Q3
MHR : signifie région hydrophile majeure.
H Les résultat sont exprimés par le signal moyen de duplicate /une valeur seuil.

Pour chaque anticorps, la valeur senil a ¢té définie par le signal moyen de duplicates obtenus

aves 0,16 ng/ml d"HBsAg plasmatique purifié des sous-types , ad /ay.

* Echantillons non dilués.
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REVENDICATIONS

1. Anticorps monoclonal capable de se lier & un anfigéne HBsAg de type sauvags
el & au moins une, de préférence au moins deux et avantageusement phis de deux, formes
mutantes de I'antigéne EBsAg, ledit anticorps monaclonal se liant & une séquence peptidique
consistant en au moins 6 acides aminés contigus dans la région 199-208 de I’antigéne HBsAg,
el avantageusement se liant & la séquence peptidique constituée par la tégion 199-208 de
J'antigéne HBsAg.

2. Anticorps monoclonal selon la revendication 1, capable de se lier & an moins
une forme mutante de 1'antigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution d'un acide
aminé dans Je déterminant « a » de 1’antigéne BHBsAg,

3. Anticorps monoolonal selon la revendication 2, capable de se lier & au moins
une forme mutante de ’antigéne HBsAg qui comprend au moeins une subshtution d’un acide
aminé dans le déterminant « a » de I'antigéne HBsAg aux positions 127, 133, 134, 142, 143,
144 on 145 de 'antigéne HBsAg et éventuellement au moins une autre substitution d’un acide
aming & la position 100, 118, 120, 122 de P’antigéne HBsAg.

4. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier 4 la forme
mutante de I"antigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution sorrespondant en un
remplacement d*une sérine par une leucine a la position 143 de antigéne FBsAg.

5. Anticorps monoglonal selon la revendication 3, capable de se fier 4 la forme
mutante de Pantigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un
remplacement d’un acide aspartique par une alanine & Ja position 144 de [*antigéne HBsAg.

6. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier A [a forme
mutante de I'antigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un
remplacement d’une glycine par une arginive 4 la position 145 de I'antigéne HBsAg.

7. Anticorps monoclanal selon la revendication 3, capable de se lier A la forme
mutante de I'antigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un
remplacement d'tme proline par une alanine 4 la position 127 de Vantigine HBsAg ef au
moins une substitution correspondant en un remplacement d’une sérine par une leucine a la

position 143 de I'antigéne HBsAg,
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8. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier & la forme
mutante de "antigéne HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un
remplacement d’une proline par une sérine  la position 120 de I'antigéne HBsAg et au moins
une substitution correspondant en un remplacement d’une sérine par une leucine  la position
143 de I’anfigéne HBsAg.

9. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier a la forme
mutante de Dantigéne HBsAg qui comprend une substitution correspondant en un
remplacement d’une tyrosine par wne sérine 4 la position 100 de I'antigéne HBsAg, une
substitution correspondant en un remplacement d’une thréonine par une valine 4 la position
118 de I'antigéne HBsAg, une substitution correspondant en urn remplacement d’une arginine
par une lysine a la position 122 de Iantigéne HBsAg, une substitution correspendant en un
remplacement d'une méthionine par une isoleucine a la position 133 de I’antigéne HBsAg,
une substitution correspondant en un remplacement d’une tyrosine par une asparagine a la
position 134 de "antigéne HBsAg, une substitution correspondant en un remplacement d’une
proline pat une sérine & la position 142 de I'antigéne HBsAg, une substitution correspondant
en un remplacement d’une sérine par une leusine 2 la position 143 de ’anfigéne HBsAg, et
une substitution correspondant en un remplacement d’une glycine par une lysine & la position
145 de "antigéne HBsAg,

10. Anticorps monoclonal capable de se lier & un antigéne HBsAg de type
sauvage el & au moins un mutant FIBsAg portant un déterminant « a » cadé par des séquenoces
présentant des mutations ponctuelles an niveau d’un ou plusieurs codons codant pour les
acides aminés 127, 133, 134, 142, 143, 144 et 145 de P’antigéne HBsAg, ledit anticorps
monoclonal se liant & la région ou épitope 199-208 de I'antigéne HBsAg,

11. Anticorps monoclonal selon l'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce qu’il appartient & la classe des immunoglobulines G.

12. Anticorps monoclonal selon Ja revendication 11, caractérisé en ce qu'il
consiste en |'anticorps monoclonal 2G2G10 ou 8B4H7.

13. Anticorps monoclonal selon I’une quelconque des revendications précédentes
sous une forme humanisée.

14. Fragment ou dérivé d’un antivorps monoclonal selon I'une quelconque des

revendications 14 13,
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15. Procédé pour produire un hybridome capable de produire un anticorps
menoclonal selon 'une quelconque des revendications 1 2 13 qui consiste & immuniser un
animal mammifere, de préférence murin, avee un antigéne HBsAg de type sauvage ou une
forme mutante d’un antigéne HBsAg, éventuellement sous Ja forme d’ua fragment ou d’un
dérivé antigénique appropri¢, 4 immortaliser les cellules productrices d’anticorps pour former
des hybridomes, & cribler les cultures d’hybridomes contre de I'antigéne HBsAg de type
sauvage ef au moins une forme mutante telle que définie dans I'une quelconque des
revendications 2 & 10, éventuellement sous la forme d'un fragment ou dérivé antigénique
approprié, et & sélectionuer Jes hybridomes qui produisent des anticorps qui se lient &
Pantigtne HBsAg de type sauvage et 4 au moins une forme mutante telle que définie dans
['une queleonque des revendications 2 & 10.

16. Hybridome capable de produire un anticorps monoclonal selon 1'une
quelconque des revendications 1 4 [3.

17. Procédé pour produire un anticorps monoclonal selon 'une quelconque des
revendications 1 & 13, qui consiste & cultiver un hybridome selon la revendication 16 ou
susceptible d’&tre obienu selon un procédé tel que défini dans [a revendication 15 in vitro ou
7n wivo et & réoupérer ’anticorps monoclonal 4 partir du milieu de culture.

18. Anticorps monoclonal susceptible d’étre obtenu par le procédé de la
revendication 17.

19. Procéds de détection d’antigéne HBsAg dans un échantillon, qui consiste &
welire en contact I'échantillon avec au moins un anticorps monoclonal tel que défini dans
P'une quelconque des revendications 1 & 12 ou dans la revendication 18, ou un fragment ou
dérivé tel que défini dans la revendication 14 et la revendication {3 et & metire en évidence Ja
présence d'au moins un complexe antigéne/anticorps, fragment on dérivé.

20. Procédé selon la revendication 19, qui consiste & metire en contact
échantillon avec un anticorps monoclonal tel que défini dans I'une quelconque des
revendications 1 4 12 ou dans la revendication 18, ou un fragment cu dérivé tel que défini
dans la revendication 14 et la revendicalion 13 et au moins un autre anticorps choisi parmi les
anticorps polyclonaux ou monoclonaux anti-HBsAg.

21. Procédé selon la revendication 19 ou 20 réalisé selon la technique dite

sandwich ou de compétition.
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22. Procedé selon 'une quelconque des revendications 19 & 21, daps lequel la
détection de I"antigéne HBsAg est effectué simultanément avec [a détection d’anticorps anti-
HBe.

23. Composition diagnostique qui comprend au moins un anticorps monaclonal
(el que défini dans P'une quelconque des revendications 1 & 12 ou dans la revendication 18, ou
un fragment ou dérivé tel que défini dans la revendication 14 et fa revendication 13,
éventuellement en association aves au moins un réactif pour la détection d’anticorps anti-
HBe.

24. Composition diaguostique selon la revendication 23, qui comprend de plus
au moins un antre anticorps monoclonal ou polyclonal pour la détection de ’antigéne HBsAg.

25. Antisérum qui comprend un anticorps monoclonal tel que défini dans I’une
qusleonque des revendications 1 4 12 ou dans la revendication 18, ou un fragment ou dérivé
ts! que défini dans la revendication 14 et la revendication 13 ou leurs combinaisons.

26. Antisérum selon la revendication 25, qui comprend également au moins
anticorps monoclonal ou un anticorps polyclonal ou un mélange d’anticorps moenoclonaux et
polyclonaux anti-HBsAg, autres que I"anticorps monoelonal défini dans 1'une quelconque des
rovendications 1 4 12 oun dans la revendication 18 ou d un fragment ou dérivé tel que défini
dans la revendication. 14 et la revendication 13.

27, Composition appropriée pour une utilisation thérapeutique ou prophylactique
pour une immunisatjon passive contre HBV qui comprend un anticorps monoclonal tel que
défini dans Pune quelconque des revendications 1 & 12 ou dans la revendication 18, ou un
fragment ou désivé tel que défini dans la revendication 14 et la revendication 13 ou leurs
combinaisons, en mélange aves un support pharmaceutiquement acceptable.

28. Composition appropriée pour une utilisation thérapeutique ou prophylactique
pour une immunisation passive contre HBV qui comprend également au moins anticorps
mouoclonal ou un anticorps polyclonal ou un mélange d’anticorps monoclonaux et
polyclonaux anti-EBsAg, autres que 1’anticorps monoclonal défini dans I'une quelconque des
revendications 1 & 12 ou dans la revendication 18 on d’un fragment ou dérivé tel que défini
dans la revendication 14 et la revendication 13.

29. Aoticorps anti-idiotype 4 un anticorps monoclonal tel que défini dans 1'une
quelconque des revendications 1 & 12 ou dans Ia revendication 18 ou d*un fragment ou dérivé

icl que de:("mi dans la revendication 14 et la revendication 13.
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30. Composition vaccinale qui comprend une quanfité suffisante, pour
immuniser un animal contre HBV, d’une composition active biologiquement comprenant un
anticorps moncelonal anti-idiotype selon le revendication 29 qui induit chez Panimal la
production d’un anticorps anti-anti-idiotype qui reconnait la région 199-208 de Panligéne
HBsAg ou un fragment Fab dudit anticorps anti-idiotype ou leur mélange el un adjuvant
pharmaceutiquement acceptable.

31. Bpitope de I’antigéne HBsAg dont la séquence peptidique commence a
["acide aminé 199 et se termine & P’acide aminé 208 de I’antigéne HBsAg et est représenice en
SEQIDNO: 1.

32. Peptide immunogéne qui comprend I*épitope ou qui consiste en 1'épitope de
la revendication 31.

33. Peptide immunogeéne dont la séquence peptidique comprend au moins trois
acides aminés homologues ou identiques aux acides aminés de la séquence peptidique de
’épitope de la revendication 31.

34, Peptide immunogéne selon le revendication 33 dont la séquence peptidique
consiste en la séquence SRQID NO : 2,

35. Peptide immunogene dont [a séquence peptidique comprend au moins quatre
acides aminés homologues ou identiques aux acides aminés de la séquence peptidique de
I’épitope de la revendication 31.

36. Peptide immunogéne selon le revendication 35 dont la séquence peptidique
congiste en la séquence SEQ [D NO : 3.

37. Procédé d’obtention d’anticorps monoclonaux selon la revendication 17, de
fragments d’anticorps monoclonaux, on de dérivés d’anticorps monoclonaux en ufilisant un
pephide immunogéne selon 'une queloangue des revendications 32 & 36.

38. Sonde nucléique ou amorce capable de s'hybrider, dans des conditions de
slringence déterminées, 4 une séquence nucléotidique ADN qui code pour V'épitope de la
revendication 31 ou & la séquence nucléotidique ADN complémentaire de ladite séquence
nucléotidique codant pour ['épitope de la revendication 31 ou au produit de franscription ARN
desdites séquences nucléotidiques ADN.

39. Sonde nucléique ou amorce selon la revendication 38 capable de s"hybrider,
dans des condifions de stringence déterminées, & une séquence nucléotidique ADN

représentée-en SEQ ID NO : 4 qui cods pour Iépitope de la revendication 31 ou & la séquence
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nucléolidique ADN complémentaire de SEQ ID NO : 4 ou au produit de transeription ARN
dasdites séquences nucléotidigues ADN.

49, Composition diagnostique comprenant au moins une sonde ou au meins une
amorce selon une des revendications 38 ou 39 pour la détection et/ou la quantification de
virus HBV dans un échantillon biologique.

41. Procédé de diagnostic in vitro ¢’ ADN et/ou d”ARN de virus HBV dans un
échantillon biologique, selon lequel on préléve un échantillon biologique, tel que sérum,
plasioa ou échantillon tissulaire chez un patient suspecté d’étre infecté par au moins un vitus
HBV, on traite si nécessaire ledit échantillon pour en extraire IPADN etfou I’ ARN, on met en
contact Jedit échantillon avec au moins une sonde ou au moins une amorce selon la
revendication 38, dans des conditions de stringence déterminées et on détecte et/ou quantifie
I'ADN ct/fou ARN viral dans I’échantillon, soit par mise en évidence d*une hybridation dudit
ADN et/ou ARN viral avec au moins une sonds, soit par amplification dudit ADN et/ou AR

29
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LISTE DE SEQUENCES

<110= BIOMERIEUK

<120> ANTTCORRS MONOCLONAUX DIREGES CONTRE DES VIRUS DE
L'HEPATITE B

<130> IFE BIOM TQPE

<140>
<k4l>

<160> 4
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<21i> 18

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> Description de la séquence artificiells: fragment
de 1a protéine HESRg du virus de 1'hépatite B

<400> 1

Tyr Tyr Trp Gly Pro Ser Leu Tyr Sex Ile
1 5 10

<210> 2

<Z1i> 12

<212> ERT

<213> Séguence artificielle

<220>
<223> Description de la séguence artificislle: fragment
de la protéine HBSAg du virus de 1'hépatite B

<400> 2
His Pro Leu DLys Gln Tyr Txp Txp Axg Pro Ser Ile
1 5 10

<210> 3

<211> 12

<212> PRT

<213> Séguence artificislle

<220>
<223> Description de la séguence artificielle: fragment
de la protéine HBSAg du virus de 1l'hépatite B

<400> 3
His Trp Trp Lys His Pro Thr Arg Tyr Ser Lew Gly
1 5 i0

<210> ¢

<z11> 30

<212> BDN

<213> Séguence artificielle
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