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(54) Titre : GLYCOPEPTIDES IMMUNOGENES, CRIBLAGE, PREPARATION ET APPLICATIONS.

(57) Abstract: The invention concemns i ) ides derived from ic micro- useful for vaccina-
tion and diagnosis of infections caused by said p ic mi isms (bacteria or fung), and methods for selecting them and
preparing them. Said glycopeptides are selecmd in the gronp consisting of: al) gl i isti
T epitope, comprising 14 to 25 amino acids, among which at least a neutral amino acid is bound to 2 di- or to a risaccharids (gly-
coside linkage) and at least 15 % among said amino acids are proline, one of the proline being Jocated in position -1 to -4, relative
== to the position of said nentral amino acid, which glycopeptides are: exhibited by a class Il MHC molecule, specifically identified
== by T CD+4 lymphocytes induced by i ion with the native glycopeptide from which they are derived, but are not identified
= by the T CD+4 Iymphocytes induced by immunisation with a non-glycosylated peptide of same sequence and capable of inducing a
proliferation of said T CD-+4 Iymphoeytes by which they are identified and the sectetion of cytokines by said lymphocytes and bl)
glycopeptides having a sequence of 15 to 39 amino acids including the sequence of the glycopeptide as defined in al), excluding the
o~y Elyeopeptide of sequence SEQ D NO:1L.

A

(57) Abrégé: G ides i enes issus de mi i thogénes, utiles pour Ja vaccination et le diagnostic d'infec-
Q& tions dues a de fels mi i &nes (bactéries ou ct ), ainsi que. leurs pmcedes de sélection elde préparation.
& Lesdits glycopeptides sont sélectionngs dans le gronpe constitué par: al) des itués par un épitope
T glycosylé, comprenant de 14 & 25 acides aminés, parmi lesquels au moins un acide aminé neutre est 1ié & un di- on 2 un trisaccha-
ride (Jiaison glycosidique) et an moins 15 % d’entre lesdits acides aminés sont des proline, J'ome des proline étant située en position
~~ -13 -4, relativement 4 la position dudit acide aminé neutre, lesquels glycopeptides sont: présentés par une molécule de classe IT du
g CMH, reconnus spécifiquement par des lymphocytes T CD4+ induits par immunisation avec la glycoprotéine native dont ils sont
issus, mais ne sont pas reconnus par les lymphocytes T CDA4+ induits par immunisation avec un peptide non glycosylé de méme
séquence ot capables d'induire une prolifération desdits Iymphocyuee T CD4+ par lesquels s sont reconnus et la sécrétion de cyto-
Kines par lesdits Jympl et b1) des glycopep une séquence de 15 & 39 acides aminés incluant la séquence
du glycopeptide tel que défini en al), i lexclusion du glvoopepude de séquence SEQ ID NO:11.
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GLYCOPEPTIDES IMMUNOGENES, CRIBLAGE, PREPARATION ET
APPLICATIONS

La présente invention est relative & des glycopeptides immunogénes
issus de microorganismes pathogénes, utiles pour la vaccination et le diagnostic
d'infections dues & de tels microorganismes pathogénes (bactéries ou champignons), ainsi
qu’a leurs procédés de sélection et de préparation.

Les moyens mis en oeuvre pour prévenir et traiter ces infections
comprennent d’une part le dépistage permettant le suivi et le traitement de Vinfection et
d’autre part la vaccination.

Ces moyens sont illustrés ci-aprés en prenant comme exemple 1'une des
plus graves infections en médecine humaine : 'infection par M. tuberculosis. En effet,
5 2 10 % des personnes infectées par M. tuberculosis ayant une réponse immunitaire
normale développent‘ une maladie grave (tuberculose) ; cette fréquence est encore plus
&levée chez les personnes ayant un déficit de Jeur réponse immunitaire (infection par le
VIH, traitement par des immunodépresseurs, etc...).

Diagnostic

Parmi les différentes techniques actueliement disponibles, on peut citer :

- I'obtention de cultures pures de M. fuberculosis, qui est le moyen le
plus rigoureux de faire le diagnostic de certitude de la tuberculose. C’est une technique
moyennement sensible qui permet le diagnostic pour les 2/3 des cas de tuberculose
pulmonaire.  Les résultats ne sont disponibles qu'aprés un délai minimum de
3-4 semaines, quelquefois seulement aprés 2 mois de culture. L’utilisation de techniques
de culture employant des précurseurs marqués permet de raccourcir ces délais qui restent
cependant importants. Cette mise en évidence de M. tuberculosis par culture nécessite un.
prélévement contenant des bacilles, parfois difficile 2 obtenir méme pour la tuberculose
pulmonaire o envir.on 1/3 des cas ne regoit pas de confirmation biologique. Quelquefois

cet examen nécessite une intervention médicale spécialisée (ponction lombaire du liquide
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céphalo-rachidien ou biopsie ganglionnaire) pour des formes extra-pulmonaires de la
maladie.

- les techniques microbiologiques basées sur la génétique moléculaire
(PCR) se heurtent & la méme nécessité d’obtenir un prélévement contenant des bactéries.
Par ailleurs, du fait de la présence dans le prélévement d’inhibiteurs de la réaction PCR
dont 1'origine est mpossible & contrdler, ces techniques sont parfois inutilisables. Leur
validation en pratique courante n'a pas été obtenue.

- il n’existe pas & I'heure actuelle de sérodiagnostic qui posséde une

- la réaction a la tuberculine montre qu'un sujet est sensibilisé, a été
infecté par M. fuberculosis ou a &té vacciné par le BCG. La tuberculine est en effet un
mélange d’antigénes de M. tuberculosis et est donc incapable de faire la différence entre
une infection par M. tuberculosis et la vaccination par le BCG, du fait de réactions
croisées trés nombreuses entre les antigénes du vaccin et M. tuberculosis. D'autre part,
cette réaction  la tuberculine ne permet pas de distinguer une tuberculose, maladie active,
d'une infection par M. tuberculosis.

La vaccination par le BCG permet de contrdler I’infection primaire
(multiplication initiale de M. tuberculosis) mais surtout la dissémination secondaire de
ces bacilles. Elle contribue vraisemblablement & diminuer I'incidence des infections
latentes contre lesquelles aucun traitement efficace n’est disponible actuellement. Le
BCG a été utilisé pour vacciner plus de 3 milliards d’individus contre la tuberculose, sans
effets secondaires particuliers. Lors de la vaccination par le BCG il y a une multiplication
locale de ces bacilles de virulence atténuée. Une immunité cellulaire est induite. Elle se
traduit par une hypersensibilité de type retardé (HSR) dirigée contre les protéines ou anti-
génes de mycobactéries (réaction & la tuberculine) et par une résistance accrue &

l'infection par M. tuberculosis. Ces deux réponses immunitaires (sensibilisation de type
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HSR et résistance accrue) ont pour supports des lymphocytes T réagissant avec des
antigénes de mycabactéries.

Le BCG protége bien contre les formes aigués de I'infection (méningite
tuberculeuse de Venfant, pa.r exemple). Son efficacité est plus variable chez I'adulte.
L’existence d’une réactivité croisée entre le BCG et d’autres mycobactéries n'appartenant
pas au complexe therculosis ainsi que I'absence, dans le génome de BCG, de certains
antigénes immunogeénes de Mycobacterium tuberculosis ou un profil d’expression
différent de ces antigénes au cours de I'infection pourraient expliquer Pefficacité variable
du BCG.

En outre, le BCG est une souche vivante de virulence atténuée. Celle-ci
posséde donc un pouvoir pathogéne résiduel qui en interdit I'utilisation chez les individus
immunodéprimés, notamment chez les sujets reconnus pour étre infectés par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH).

Pour lutter plus efficacement contre ces infections, il serait judicieux de
disposer d’outils diagnostiques et de vaccins, notamment d’un vaccin "sous-unité”, et
donc sans danger, &4 base d’antigénes protecteurs des microorganismes pathogénes
responsables de ces infections.

Un certain nombre d’études ont été faites dans ce sens afin de trouver la
ou les molécules de ces microorganismes pathogénes, susceptible(s) d'induire une forte
réponse immunitaire protectrice. Ainsi, J. Hess er al. (C.R. Acad. Sci. Paris, 1999,
322 : 953-958) ont fait e point sur les propriétés que devraient avoir des antigénes aptes &
étre utilisés comme vaccin contre la tuberculose. Dans ceite revue, ils soulignent
I'importance d’utiliser une combinaison d’antigénes préalablement sélectionnés plutdt
qu’un antigéne unique. Tis recommandent notamment de sélectionner ces antigénes sur la
base de critéres tels que la présence de zones hautement conservées parmi les différentes
souches, les différences dans le profil d’expression des génes des souches virulentes et

des souches atténuées, la réactivité vis-&-vis des cellules effectrices de la réponse
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immunitaire (lymphocytes B, T CD4*, T CD8"), la capacité de ces anfigénes & se lier &
une majorité de molécules HLA du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH).
Certains de ces antigénes sont présents soit sous forme d’antigénes de
surface, comme les mannoprotéines de C. albicans (Buurman et al., PNAS, 1998,
95,7670-7675), soit sous forme d’antigénes sécrétés, chez M. tuberculosis
MPT59 (30 kDa), 85A (32 kDa), MPT64 (23 kDa), hsp7l (71 kfla), MPT51 (24 kDa),
MPT63 (16 kDa) et ESAT-6 (6 kDa), (Andersen, Infect. Immun., 1994, 62, 2536-2544 ;
Horwitz et al., PNAS, 1995, 92, 1530-1534). Ces antigénes de M. tuberculosis ont déja &té

proposés comme des candidats potentiels d’une composition vaccinale car reconnus

' préférentiellement par des lymphocytes T CD4* (Andersen, et al., précité; Horwitz et al.,

précité).

1l a également été proposé d'isoler, & partic des antigénes de
M. tuberculosis, des peptides contenant des épitopes capables d’étre présentés pér une
molécule de classe II du CMH et d'dtre reconnus par les lymphocytes T CD4+
spécifiques ; de tels épitopes ont notamment &té rapportés pour deux protéines : ESAT~6
(Olsen et al., Eur. J, Immunol., 2000, 30, 1724-1732) et MPT-39 (Mustafa et ai., Inf
Immuno/., 2000, 68, 3933-3940). ’

Plusieurs observations ont été précédemment faites par les Inventeurs
(Romain et al., Inf. Immun., 1993, 61, 742-750 ; Romain et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1993, 90: 5322-5326) :

- seules les bactéries vivantes sont susceptibles d’induire une immunipé
protectrice, les bactéries tuées induisant aussi une réponse immunitaire, mais sans
protection ;

- il existe dans le milieu de culture, des protéines libérées par les
bactéries, au cours de leur croissance et susceptibles d'étre reconnues par le systéme
immunitaire d’animaux vaccinés avec des bactéries vivantes, protéines qui ne sont pas ou

trés peu reconnues aprés immunisation par des bactéries tuées.
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Gréce & ce double critére de sélection, deux protéines nouvelles ont été
purifiées. Une protéine sécrétée par M. tuberculosis, dénommée Apa, ou MPT-32 ou
complexe antigénique de 45/47 kDa, est le produit du géne RvI860
(Laqueyrerie et al. Infect. Immun. 1995, 63: 4003-4010). La seconde molécule est un
peptide interne d'une sérine protéase putative codée par le géne Rv1796.

En utilisant la protéine Apa native comme antigéne, les Inventeurs ont
précédemment montré que cette protéine, qui ne représente que 2 % des protéines
sécrétées par les bacilles du gmupé de la tuberculose (M. tuberculosis, M. bovis et BCG)}
en culture, est un antigéne immunodominant, reconnu de fagon trés efficace par les
Jymphocytes T CD4+ spécifiques provenant d’animaux infectés par M. tuberculosis ou
vaccinés par le BCG (Romain et al., Jnf Immun., 1999, 67, 5567-5572 ; Hom et al.,
J. Biol. Chem., 1999, 274, 32023-32030).

Dans ces mémes travaux, les Inventeurs ont également montré que la
mannosylation de 1’ Apa était essentielle pour I'activité antigénique de cette protéine :

- la démannosylation de I’Apa obtenue par traitement de I’Apa native
par 'o-mannosidase ou par I'acide trifluorométhane sulfonique (TFMS) ou bien par
expression de I’Apa chez une bactérie incapable de glycosyler (E. coli) s’accompagne
d’une perte d’antigénicité d’un facteur 100,

- I’Apa glycosylée, produite par Mycobacterium smegmatis qui a une
composition globale en mannose 1égérement différente de celle de I'Apa produite par
M. tuberculosis a une activité antigénique diminuée d’environ un facteur 10.

Par ailleurs, il a 6t rapporté que cette molécule Apa de M. tuberculosis
contient 6 a 9 résidus mannoses liés par une liaison glycosidique de type a-(1,2)
a 4 résidus thréonine (Tyq,Tys, Ty et Tpy) de fa fagon suivante : un di-mannose (Tyget Tyg),
un mannose (T}, un mannose, un di-mannose ou un tri-mannose (Ty;), (Dobos et al.,
J. Bacteriol., 1996, 178, 2498-2506). 1l faut noter que cette structure osidique qui contient

des mono-, di- ou tri-mannoses ressemble & celle des mannoprotéines de levure, en
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particulier de Candida albicans, et est différente de celle des protéines de
F. meningosepticum qui possédent des chaines oligomannosiques plus longues.

La perte de I'antigénicité de I’Apa, observée aprés démannosylation,
pourrait étre due 4 une diminution de la phagocytose et de ’apprétement de cet antigéne
ou bien de la reconnaissance de celui-ci par les lymphocytes T CD4+. En effet, le
récepteur au mannose des macrophages et des cellules dendritiques qui se lie
spécifiquement aux hexoses, notamment des mannoprotéines de C. albicans, et des
mannolipides comme le lipoarabinomannane des mycobactéries, joue un role dans la
phagocytose et I'apprétement des antigénes qui sont présentés 3 Ia surface de ces cellules
sous forme d’un complexe peptide-molécule de classe X du CMH. (Stahl et al., Current
Opinion in Immunology, 1998, 10, 50-55). 11 a aussi été moniré qu’un peptide mannosylé
(au niveau de résidus lysine en position N-terminale) était phagocyté et apprété par les
cellules dendritiques, de fagon beaucoup plus efficace qu'un peptide non-glycosylé de
méme séquence (Tan et al., Eur. J. Immunol,, 1997, 27, 2426-2435).

Dans le modéle du lysozyme de la poule, il a é&é montré que des
peptides analogues glycosylés d’un peptide constituant un épitope T de cet antigéne
étajent capables d’induire des lymphocytes T CD4+ reconnaissant spécifiquement cet
épitope glycosylé (Deck et al., J. Immunol., 1995, 155, 1074-1078). Toutefois, dans la
mesure ot de tels épitopes T glycosylés reconnus spécifiquement par des lymphocytes
T CD4+ n’ont pas été identifiés dans des antigénes natifs issus de microorganismes
pathogénes (bactérie-champignon), I'importance de la glycosylation dans la
reconnaissance des antigénes de ces microorganismes pathogénes par les lymphocytes
T CD4+ reste & démontrer.

En outre, et ce malgré les données relatives & I'Apa de M. tuberculosis
et les connaissances générales sur la glycdéylation des antigénes, il n'a pas été possible
jusqu’d présent de préparer des antigénes issus des protéines O-glycosylées de ces
microorganismes pathogénes, aptes & étre effectivement utilisables dans une composition

immunogéne ou vaccinale et/ou dans un test de diagnostic.
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En effet :

- les protéines actives qui ne représentent qu’un faible pourcentage des
protéines produites par ces microorganismes sont purifiées avec des rendements frés
faibles, par des procédés qui sont dangereux, du fait de la manipulation de grandes
quantités de ces agents pathogénes,

- les protéines, produites dans des systémes d’expression hétérologues
(cellules eucaryotes ou bactéries incapables de glycosyler), ont une activité antigénique
faible,

- les protéines produites dans des systémes d’expression homologue
comme M. smegmatis ont une activité antigénique acceptable mais elles sont produites en
quantités insuffisantes par des procédés complexes.

En conséquence, les Inventeurs se sont donnés pour but de préparer des
antigénes immunodominants, aptes & induire une réponse immunitaire protectrice
humorale et/ou cellulaire, qui, d’une part, administrés seuls ou en combinaison avec
d’autres antigénes, pourraient constituer un vaccin utilisable chez tous les individus,
y compris les sujets immunodéprimés (disparition du risque 1ié 3 1'utilisation d’un vaccin
vivant) et d’autre part pourraient &tre utilisés & des fins diagnostiques.

Ils ont trouvé que certains glycopeptides issus de microorganismes
pathogénes synthétisant des glycoprotéines (et notamment les mycobactéries) présentent
une activité antigénique au moins égale sinon supérieure & celle de la protéine native
déglycosylée ou de la protéine recombinante produite dans E. coli.

C'est également un but de Uinvention de développer des moyens
simples & mettre en ceuvre pour la production de ces glycopeptides en grandes quantités.

La présente invention a pour objet des glycopeptides immunogénes
sélectionnés dans le groupe constitué par :

a) des glycopeptides essentiellement constitués par un épitope T
glycosylé, comprenant de 14 & 25 acides aminés, parmi lesquels au moins un acide aminé

neutre est lié & un di- ou 4 un trisaccharide (liaison glycosidique) et au moins 15 %
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d'entre lesdits acides aminés sont des proline, P'une des proline étant située en
position -1 & -4, relativement & la position dudit acide aminé neutre, lesquels
glycopeptides, issus d’un microorganisme pathogéne sont :

- présentés par une molécule de classe Il du CMH,

- recornus spécifiquement par des lymphocytes T CD4+ induits par
immunisation avec la glycoprotéine native dont ils sont issus, mais ne sont pas reconnus
par les lymphocytes T CD4+ induits par immunisation avec un peptide non glycosylé de
méme séquence et

- capables d’induire une prolifération desdits lymphocytes T CD4+ par
lesquels ils sont reconnus et la sécrétion de cytokines par lesdits lymphocytes et

b,) des glycopeptides qui présentent une séquence de 15 a 39 acides
aminés incluant la séquence du glycopeptide tel que défini en a), a I'exclusion du
glycopeptide de séquence SEQ ID NO:11, issu de ’Apa qui est décrit par Dobos et al.
(J. Bacteriol., 1996, 178, 2498-2506).

Ces glycopeptides constitués essentiellement par un épitope T glycosylé
sont reconnus par des lymphacytes T CD4+ par Vintermédiaire de cet épitope T
glycosylé. En effet, aprés immunisation avec des bacilles vivants du groupe de la
tuberculose, les lymphocytes T spécifiques de ces glycopeptides sont beaucoup plus
nombreux que les lymphocytes T spécifiques des peptides non glycosylés de méme
séquence.

De maniére avantageuse, lesdits glycopeptides ont une activité
antigénique au moins 10 fois supérieure, de préférence au moins 30 fois supérieure, &
celle d'un peptide témoin de méme séquence.

Lesdits glycopeptides présentent les avantages suivants :

- induction d'une réponse immunitaire de type cellulaire protectrice et
éventuetlement d’une réponse humorale, et utilisation possible comme antigénes chez les

sujets immunodéprimés.
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- activité antigéhique au moins égale sinon supérieure aux antigénes
classiques (culture desdits microorganismes vivants atténués, mélanges d’antigénes
préparés 2 partir desdites cultures ou peptides non glycosylés) car ils sont reconmus par un
nombre plus important de lymphocytes T spécifiques du micreorganisme pathogéne,
réactivités croisées avec d'autres microorganismes, notamment avec d'autres
mycobactéries atypiques, et d’augmenter 1’ efficacité de la vaccination et du diagnostic des
microorganismes pathogénes ; en effet, ils sont plus spécifiques étant donné que leurs
résidus oligosaccharidiques, présents exclusivement dans lesdits microorganismes
pathogénes, participent de fagon cruciale & la définition de I'épitope T reconnu par les
Iymphocytes T CD4"; ils constituent ainsi des antigénes spécifiques pour fa vaccination et
le diagnostic des infections par des organismes pathogénes aptes & O-glycosyler certaines
de leurs protéines (bacilles du complexe de la tuberculose, Flavobacerium meningosepti-
cum, Candida albicans...),

- utilisation chez les sujets immunodéprimés car ils sont totalement
apathogénes,

- production possible en grandes quantités,

- meilleure standardisation des doses actives et de I’efficacité du vaccin,

- facilités de stockage et d’utilisation,

Selon un mode de réalisation avantageux desdits glycopeptides, lesdits
acides aminés neutres sont sélectionnés dans le groupe constitué par la sérine et la
thréonine.

Selon une disposition avantageuse de ce mode de réalisation, lesdits
glycopeptides contiennent de 1 a 7 résidus thréonine, liés & un di- ou & un trisaccharide.

Sefon un autre mode de réalisation avantageux desdits glycopeptides,
ledit di- ou tri-saccharide est un dimére ou’un trimére d’hexose, de préférence un

mansnose.
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Selon encore un auire mode de réalisation avantageux desdits
glycopeptides, ladite liaison glycosidique est une liaison a-(1,2).

Selon encore un autre mode de réalisation avantageux, lesdits
glycopeptides sont issus d'un microorganisme pathogéne apte & O-glycosyler des
protéines, de préférence Mycobacterium tuberculosis ou Candida albicans.

Conformément & I'invention, lesdits glycopeptides sont, de préférence,
issus :

- de la protéine Apa de M. tuberculosis (Genbank numéro X80268) ou

- de la protéine Rv1796 codée par le géne Rv 1796, en référence a
Pannotation de la séquence du génome de M. tuberculosis de souche H37Rv (Banque
Sanger).

De préférence, ledit glycopeptide est sélectionné dans le groupe
constitué par :

- un glycopeptide de 39 acides aminés dont la séquence (SEQ ID NO:1)
est celle qui s’étend des positions 1 & 39 de la séquence de la protéine Apa et dans
laquelle au moins un des résidus thréonine en position 10, 18 et 27 dela SEQ ID NO:1 est
1ié & un di~ ou trisaccharide par une liaison glycosidique,

- un glycopeptide de 26 acides aminés dont la séquence (SEQ ID NO:2)
est celle qui s’étend des positions 261 a 286 de la séquence de la protéine Apa
(séquence C-terminale) et dans laquelle le résidu thréonine en position 17 de la SEQ ID
NO:2 est 1ié & un di- ou tri-saccharide par une liaison glycosidique, et

- un glycopeptide de 35 acides aminés dont la séquence (SEQ ID NO:3)
est celle qui s"étend des positions 169 & 203 de la séquence de la protéine Rv 1796 et dans
laquelle au moins un des résidus thréonine en position 4, 5, 7, 13, 15, 23 et 25 de 1a SEQ
ID NO:3 est 1ié a un di- ou trisaccharide par une liaison glycosidique.

L’invention a également pour objet un procédé de synthése d’un
glycopeptide tel que défini précédemment, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes

suivantes :
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- préparation, en solution, d'acides aminés neutres glycosylés, liés & un
di--ou & un trisaccharide par une liaison glycosidique,

- synthése, sur support solide, du glycopeptide & 1'aide des acides
arninés nécessaires 3 Pobtention de la séquence peptidique dudit glycopeptide et des
acides aminés neutres glycosylés, obtenus précédemment, et

- caupure du glycapeptide du support solide.

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procédé, ledit acide
aminé neutre est sélectionné dans le groupe constitué par la sérine et la thréonine.

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en ceuvre,
lorsque lesdits glycopeptides présentent les séquences suivantes (T représente une
thréonine O-glycosylée, fonctionnalisée par 2 ou 3 résidus glycosidiques et Ac représente
une fonction acétate) :

SEQID NO:1:
H,N-DPEPAPPVPTTAASPPSTAAAPPAPATPVAPPPPAAANT-CONH,

SEQID NO:2:
AcNH-PAPAPAPAGEVAPTPTTPTPQRTLPA-COOH

SEQID NO:3 :
AcNH-TIPTTETPPPPQTVTLSPVPPQTVTVIPAPPPEEG-CONH,,

ledit procédé comprend les étapes suivantes :

i) préparation, en solution, de thréonines O-glycosylées fonctionnalisées
par 2 ou 3 résidus glycosidiques,

ii) synthése, sur support solide, des peptides correspondant aux
séquences SEQ ID NO:1, SEQID NO:2 et SEQ ID NQO:3 sus-mentionnées, a 1’aide des
acides aminés nécessaires & 1’obtention de ces séquences et des thréonines O-glycosylées
obtenues lors de I'étape i),

iii} coupure des peptides du support solide, et

JP
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iv} introduction, par synthése chimique, d’une fonction amide au niveau
de ’extrémité C-terminale des peptides SEQ ID NO:1 et SEQ ID NOQ:3, et d’une fonction
acétate au niveau de ['extrémité N-terminale des peptides SEQ ID NO:2 et SEQ ID NO:3.

La synthése des peptides SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 et SEQ ID NO:3

5  correspond donc & une synthése peptidique classique en phase solide, au cours de laquelle
sont introduits des acides aminés glycosylés. Comme connu dans le domaine de la
synthése peptidique en phase solide, les acides aminés utilisés sont convenablement
protégés et, si nécessaire, activés avant d’étre incorporés I'un aprés l'autre dans la
séquence peptidique. De méme, les hydroxyles présents au niveau des résidus

10 glycosidiques portés par les thréonines doivent étre convenablement protégés au cours de
la synthése peptidique. )

Une fois la synthése peptidique effectuée, les peptides sont séparés du
support solide et déprotégés. Ils peuvent &tre purifiés par Chromatographie Liquide Haute
Performance (HPLC) en phase inverse.

15 Selon une diqusition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, les
résidus glycosidiques portés par les thréonines O-glycosylées préparées lors de 1étape i)
sont des hexoses, de préférence des mannoses, les résidus mannose étant avantageusement
reliés entre eux par des liaisons o-(1,2).

Selon une modalité avantageuse de cette disposition, les thréonines

20 fonctionnalisées par des résidus mannose sont préparées comme suit :

a,) préparation de dérivés du mannose de formules (I) et (IT) :

PO OH P30 OP;
?,0 [8):31 P20
X
® a
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dans lesquelles P, et P, qui peuvent éire identiques ou différents,

représentent des groupes protecteurs d'une fonction hydroxs;le, et X représente une
fonction activée, telle qu'un atome de brome,

b,) réaction du dérivé de formule (I) avec le dérivé de formule (II), puis

5 activation du composé obtenu, conduisant & I'obtention d’un dérivé activé comportant

deux résidus mannose et répondant 4 la formule (III) :

PO~ OF2
PO -0,

PO

qm
PO o]
Py —Q
PO
X
10 dans laquelle P,, P, et X sont tels que définis en rapport avec les

formules (I) et (ID),

c,) éventuellement, réaction du composé de formule (IIT) avec un dérivé
du mannose de formule (I) telle que définie en a,), puis activation du composé obtenu,
conduisant & I"obtention d’un dérivé activé comportant trois résidus mannose et répondant

15 &la formule (IV) :

P~ OF
P,0 -0,
PO
B0 e}
Py —Q (Iv)
P;0
PO o]
Py ]
PO

2004-520317 A 2004.7.8



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

10

15

(43)

WO 02/50108 PCT/FRO1/04100

14

dans laquelle Py, P, et X sont tels que définis en rapport avec les
formules () et (II), et
d,) condensation du composé de formule (III) ou du composé de

formule (IV) avec une thréonine convenablement protégée de formule (V) :

HO~_~ XH3
)
BNH OTly

dans laquelle P; représente un groupe protecteur d'une fonction amine
primaire et P, représente un groupe protecteur d’une fonction hydroxyle,
conduisant respectivement 3 1’obtention d'une thréonine glycosylée de

formule (V1) ou (VID) :

P,0_ OF2
P,0 -0,
P,0_ 9Pz P20
PO = PO~ O
20 X 0
PO [e] PO
0
Py ’ PO~ O
31%) Py -0
O XH3 PO
XH3
TBNH ory
0 TENH or
(V1) (VII) o

dans lesquelles P,, P,, P; et P, sont tels que définis précédemment.

Les groupes protecteurs P, P, P; et P, peuvent étre choisis parmi ceux
décrits dans Youvrage Protective Groups in Organic Synthesis, T.W. GREENE et P.G.M.
WUTS, Seconde Edition, 1991, J. WILEY and Sons. A titre d'exemples et de fagon

JP
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non-limitative, P, et P, peuvent représenter des groupes acétyle ou benzoyle, P; peut
représenter un groupe Fmoc (fluoréne-9-yl-méthoxycarbonyle) et P, peut représenter un
groupe pentafluorophényle.

La présente invention a également pour objet un procédé de sélection et
de criblage de glycopeptides immunogénes a partir de la séquence peptidique des
protéines d’un microorganisme pathogéne, qui peut avantageusement éire mis en ceuvre
de fagan concomitante au procédé de synthése des glycopeptides conformes 4 I'invention,
tel que défini ci-dessus, lequel procédé est caraciérisé en ce qu'il comprend au moins les

&tapes suivantes :

a,) recherche et sélection dans la séquence peptidique des dites protéines

d’au moins une séquence de 14 3 25 acides aminés, contenant au moins un acide aminé
neutre 1i¢ & un di- ou un trisaccharide et au moins 15% de proline, I'une des proline étant
située en position -1 4 -4, relativement a [a position dudit acide aminé neutre,

by) préparation du/des glycopeptide(s) sélectionné(s) & 1'étape aj),
conformément au procédé de syntheése défini ci-dessus, et

¢,) sélection des glycopeptides dont ['activité antigénique est au moins
10 fois supérieure, de préférence au moins 30 fois supérieure & celle d’un peptide témoin
de méme séquence.

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procédé de criblage,
préalablement 2 I'étape a;), il comprend une étape de présélection d’au moins une
glycoprotéine antigénique.

Selon encore un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procédé de
criblage, & ['étape c;), I'activité antigénique dudit glycopeptide est évaluée par mesure de
I’activation des lymphocytes T CD4+ d’animaux immunisés par ledit microorganisme
pathogéne atténué ou par une fraction antigénique dudit microorganisme pathogéne.

L’activation des lymphocytes T peut-étre mise en évidence par des
techniques classiques d’immunologie telle que celles décrites dans Current protocols in

Tmmunology {Jokn E. Coligan, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). A
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titre d’exemple on peut citer les tests de prolifération lymphocytaire, les dosages des
cytokines (protéine o ARNm) synthétisées par des lymphocytes T CD4+ activés
(immunoessai (ELISA) ou réaction de polymérisation en chaine de type RT-PCR) ou,
dans le cas de M. tuberculosis, les tests d’hypersensibilité de type retardé.

La présente invention englobe également les glycopeptides susceptibles
d’8tre obtenus par le procédé de sélection et de criblage tel que défini ci-dessus.

La présente invention a également pour objet 1'utilisation d’au moins un
glycopeptide conforme & I'invention ou d’un glycopeptide de séquence SEQ ID NO:11,
pour la préparation d’une composition immunogéne ou vaccinale ou d’un réactif de
diagnostic.

Les glycopeptides selon Uinvention qui détectent de fagon trés
spécifique I'immunité cellulaire et/ou humorale induite par l'infection par un
microorganisme pathogéne, en particulier M. tuberculosis, peuvent avantageusement étre
utilisés pour le diagnostic de la tuberculose par toute technique permettant la détection de
I'immunité cellulaire, cette technique étant en elle—mémé connue de I’homme du métier.
A titre d’exemple, on peut citer les tests de prolifération de Iymphocytes T et les dosages
immuncenzymatiques de cytokines spécifiques des lymphocytes T CD4+, notamment
UINF-y.

La présente invention a également pour objet une composition
immunogéne apte 4 induire une immunité humorale et/ou cellulaire, caractérisée en ce
qu’elle comprend au moins un glycopeptide tel que défini ci-dessus, associé & au moins
un véhicule pharmaceutiquement acceptable.

Du fait de la ‘coopération entre les lymphocytes T CD4+ et les
lymphocytes T CD8+ ou les lymphocytes B dans la mise en place d’une réponse
immunitaire humorale ou cellulaire, les glycopeptides de Iinvention peuvent
avantageusernent 8tre utilisés comme protéine de transport (« carrier ») de tout autre

antigéne vaccinal pour augmenter efficacité de I'immunisation contre ledit antigéne.
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Ceite association antigéne-carrier permet avantageusement de faciliter la sélection et
P’amplification des lymphocytes B et T spécifiques de ’antigéne vaccinal.

La présente invention a également pour objet une composition vaccinale
apte 4 induire une immunité humorale et/ou cellulaire, caractérisée en ce qu'elle
comprend au moins un glycopeptide tel que défini ci-dessus, associé & au moins un
véhicule pharmaceutiquernent acceptable, et éventuellement & au moins un adjuvant.

Selon un mode de réalisation avantageux desdites compositions
immunogéne ou vaccinale, ledit glycopeptide est associé & une protéine ou un fragment de
protéine comprenant au moins un épitope B, un épitope T de type CD4+ ou un épitope T
de type CDB8+.

Au sens de la présenie invention, on entend par épitope B, épitope T de
type CD4* et épitope T de type CD8* relativement & la séquence d’une protéine ; le
fragment de cette séquence qui est capable de se lier respectivement 4 un anticorps, & un
récepteur T de lymphocytes CD4+ et & un récepteur T de lymphocytes CD8+.

Au sens de la présente invention on emtend par association du
glycopeptide & une protéine aussi bien le mélange que le couplage par tout moyen
physique ou chimique, par exemple Iexpression d’une fusion entre la séquence du
glycopeptide et celle de la protéine ou du fragment de protéine.

Les adjuvants utilisés sont des adjuvants classiquement utilisés ;
avantageusement, ils sont choisis dans le groupe constitué par I'hydroxyde d’alumine et le
squaléne.

Ledit glycopeptide peut éventuellement &tre associé a tout autre moyen,
en lui-méme connu de ’'homme du métier, permettant d’augmenter I'immunogénicité
d’un peptide. A titre d’exemple on peut citer ie couplage 4 un peptide porteur qui permet
Pobtention d’un peptide multimérisé ramifié, tel que celui décrit par Wilkinson et al.,

1999, Eur. J. Immunol., 29, 2788-2796.
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La présente invention a également pour objet des anticorps, caractérisés
en ce qu’ils sont dirigés contre 1’un ou plusieurs des glycopeptides selon la présente
invention.

Selon un mode de réalisation avantageux desdits anticorps, ils sont
sélectionnés parmi les anticorps monoclonaux et les anticorps polyclonaux.

La présente invention a en outre pour objet un réactif de diagnostic,
caractérisé en ce qu’il est sélectionné dans le groupe constitué par les glycopeptides et les
anticorps selon I’invention.

La présente invention a égalemment pour objet un procédé de détection
d'une infection par un microorganisme pathogéne, caractérisé en qu’il comprend la mise
en contact d'un échantillon biologique d’un patient susceptible d'étre infecté par ledit
microorganisme pathogéne, avec un réactif de diagnostic tel que défini ci-dessus
(anticorps ou glycopeptides, selon le cas) et la détection de la formation d’un complexe
anticorps et microorganisme présent dans 1’échantillon biologique ou glycopeptide(s) et
anticorps présents dans I’échantillon.

Qutre les dispositions qui précédent, I'invention comprend encore
d’autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, laquelle se référe &
des exemples de mise en ceuvre de la présente invention ainsi qu'aux dessins annexés
dans lesquels :

- la figure 1 illustre la mesure par un test d’hypersensibilité de type
retardé, de ['activité antigénique de I’ Apa native purifiée de M. tuberculosis, en fonction
de la cinétique de digestion de la protéine Apa par I'a-mannosidase. Les résultats sont
exprimés en unités de tuberculine par mg de protéine en fonction du temps en heures,

- la figure 2 illustre I’analyse par spectrométrie de masse de la composi-
tion en mannose des molécules d’Apa, en fonction de la cinétique de digestion de la
protéine Apa par 1'a-mannosidase. Le nombre de résidus mannose correspondant &
chaque pic de la protéine Apa est indiqué et I’activité antigénique globale du produit de la

digestion de I’ Apa est indiquée aux différents temps étudiés,

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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- la figure 3 illusire la mesure par un test d’hypersensibilité de type
retardé, de ['activité antigénique d’un glycopeptide, dénommé Lip, issu de la protéine
Rv 1796 (SEQ ID NO:3). Les protéines standard purifiées de M. tuberculosis (PPD) sont
utilisées comme témoin positif & la dose de 0,25 pg dans 0,1 ml. Le peptide Lip est utilisé
a la dose de 0,02 ug dans 0,1 ml. Les peptides Lip traités par I'a-mannosidase ou la
subtilisine sont négatifs aux mémes doses. Les résultats sont exprimés par le diamétre de
la réaction d’érytheme,

- la figure 4 illustre ["activité antigénique du peptide Lip par un test in
vitro de prolifération lymphocytaire. La reconnaissance par les lymphocytes T du peptide
Lip glycosylé (Lip natif) est comparée & celle du peptide déglycosylé
(Lip + a-mannosidase) ou du peptide Lip associé & un anticorps anti-récepteur CD4+ des
lymphocytes T (Lip + anti Cd4),

- la figure 5 illustre la mesure par un test d’hypersensibilité de type
retardé de I'activité antigénique de 1" Apa native purifiée de M. wberculosis (Apa native)
ou de I’Apa recombinante déglycosylée produite dans E. coli (rApa E. coli), en fonction
de I'immunisation des cobayes. Ceux-ci ont ét& immunisés au préalable par le BCG
vivant injecté en intradermique ou ;;ar les plasmides pAG831 ou pAG832, contenant la
séquence codante de I’Apa, placée sous le contrble du promoteur précoce du
cytomégalovirus. L’immunisation des cobayes par les plasmides conduit 3 une
sensibilisation pouvant &ire révélée par une réaction d’hypersensibilité de type retardé.
Les deux types d’antigénes sont équivalents pour engendrer cette réaction, alors qu’aprés
une irmunisation par le BCG, seule I’ Apa native glycosylée est antigénique.

- la figure 6 représente la préparation d’unités comportant deux ou trois
résidus mannose reliés par des liaisons a-(1,2), et

- la figure 7 (7a et 7h) représente la préparation de thréonines

fonctionnalisées par deux ou trois unités de mannose.
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EXEMPLE 1: Importance du nombre de résidus oligosaccharidiques dans
I’antigénicité de la protéine Apa.
1. Matériels et méthodes

a) Déglycosylation ménagée de 1’ Apa par digestion 4 I'a-mannosidase

450 pg de protéine Apa purifiée & partir du sumageant de culture de
M. tuberculosis, selon le protocole décrit par Hom et al., précité sont dilués dans un
volume de 450 ul de tampon A (100 mM CH,COONa*, 2 mM ZnCl,).

Au ternps initial, 75 pl de la solution de protéine Apa sont prélevés,
dilués dans 25 ul de tampon A et congelés comme témoin. 125 pl d’c-mannosidase 2
1 mg/ml (3 Ul/ml, Oxford Glycosciences) sont ensuite ajoutés au 375 ul de la solution
d’Apa et le volume réactionnel de 500 pl est incubé & 37°C. Aprés 30 min, 1h, 4 h,
16 het 24 h, 100 i de la réaction sont prélevés et congelés a -20°C.

b) Purification des produits de digestion

Les échantillons de 100 pl sont chauffés 2 min & 90°C puis ils sont
refroidis brusquement, séchés par le vide et remis en suspension dans 300 ul d’acide
tri-fluoro-acétique & 0,1% dans I’eau (solution B).

Les produits de digestion de I’ Apa sont séparés de I"a-mannosidase sur
une colonne de chromatographie en phase réverse (Ressource RPC, Pharmacia), par un
gradient de 0 & 90 % d’acétonitrile dans la solution B, en 90 min. L.’ Apa est éluée de la
colonne au teraps t = 68 min, correspondant & 51,5% * 0,5% d’acétonitrile. Les fractions
correspondant & I'Apa sont collectées, lyaphilisées, remises en suspension dans une

solution de butano} & 5% dans 1’eau (sotution C), puis séchées sous vide. Les échantillons

purifiés sont alors remis en suspension dans 100 it de solution C.

¢) Analyse biochimique des produits de digestion de I' Apa

La composition oligosaccharidique de chaque échantilion est analysée
par spectrométrie de masse, dans les conditions décrites dans Horn et al., précité.

Une mesure de I'absorption & 210 nm est effectuée afin d*évaluer la

quantité relative de protéine présente dans chague échantillon.
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Ensuite, les échantillons sont séchés et leur concentration est ajustée a

1 mg/ml dans un tarmpon de titrage (tampon D : PBS, 0,9% NaCl, 0,05% Tween 80).

“d) Titrage biologigue de P’activité antigénique des produits de digestion ménagée de I’ Apa

par |’a-mannosidase dans un test d’hypersensibilité de type retardé

L’activité antigénique est mesurée par un test d’hypessensibilité de type
retardé sur des cobayes immunisés 3 mois auparavant par une injection intradermique de
2 mg de BCG vivant en 2 points d’injection.

Chaque échantillon est dilué & une concentration de 2 pg/ml dans le
tampon D et 100 pl de cette dilution (0,2 pg) sont injectés par vole intradermique & des
lots de 2 cobayes préalablement immunisés.

Les différents lots d’animaux sont les suivants :

lot 1 : témoin négatif ayant regu 100 pl de tampon D

lot 2 : Apa t=0

lot 3 : Apa =30 min

Jot 4: Apat=1h

lot5: Apat=4h

lot6 Apat=16h

Jot 7 Apa t= 24h

lot 8 : témoin positif (0,25 pg de protéines standard purifiées de
Mycobacterium tuberculosis (PPD) carrespondant & 10 unités de tuberculine (UT).

24 h aprés Vinjection, la moyenne du diamétre de la réaction d’érythéme
est mesurée pour les différents lots d’animaux et le titre en tuberculine des échantillons
est déterrniné par rapport au standard PPD.

2. Résultats
Les résultats sont illustrés par les figures 1 et 2.

L’analyse de ['activité antigénique de I’Apa en fonction de la cinétique

de digestion par I’o-mannasidase (figure 1) montre que I’activité antigénique de I’ Apa est )
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progressivement perdue au cours de la digestion par I’c-mannosidase : 66% en 1 h,
86% en 4 h et 97 & 99% pour les digestions plus longues.

L’analyse de la composition en mannose des produits obtenus aux
différents temps de digestion (figure 2} montre que :

* les molécules d’Apa natives possédent 6 a 8 résidus mannose, et

* les molécules d*Apa sur lesquelles persistent 3 & 6 résidus mannose
perdent 86 % de leur activité antigénique.

Il a &té montré que la composition en oligomannose de I’Apa est la
suivante : un di-mannose (T, et Ty, un mannose (T;), un mannose, un di-mannose ou un
tri-mannose  (Ty,), Dobos et al., précité. En outre, I'c-mannosidase est une
exomannosidase.

Par conséquent, les résultats indiquent que :

* la perte de 1 ou 2 des mannoses terminaux des 4 chaines
oligomannose de I’ Apa entraine une perte drastique de }'activité antigénique, et

e ['antigénicité de 1'Apa est liée & la présence d’un di~ ou d’un
tri- mannose sur un ou plusieurs des résidus thréonine glycosylés.

EXEMPLE 2 : Mise en évidence du glycopeptide Lip de A4 tuberculosis.
1. Matériels et méthodes
a) Purification du glycopeptide .

al} Préparation du matériel brut

Des bactéries de la souche de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv)
sont cultivées durant 20 jouﬁ sur unt milieu synthétique de Sauton (Milieux de culture,
H. Cassagne, 1961, Ed. Institut Pasteur, Tome 2, page 242). Les molécules sécrétées dans
le milieu sout concentrées sur une membrane d’ultrafiltration (PM10, AMICON) de fagon
3 ne retenir que les molécules de masse moléculaire supérieure & 10 000 Da, puis elles
sont lyophilisées. Il est obtenu environ 10 g de tyophilisat pour 60 litres de milieu de

culture.
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a2} Filtration moléculaire (étape 1)

Une colonne préparative est chargée avec la matrice Sup75 prepgrade
Pharmacia. Cette colonne de 50x750 mum est équilibrée avec un tampon phosphate (50
mM PO,Na,/K, pH 7,1 ; 100 mM NaCl ; 4 % butanol) & un débit de I ml/min. Le matériel
brut précédent est repris dans le tampon d'équilibre & une concentration finale de 10 g
pour 100 ml, clarifié par centrifugation & 43 000 g, durant 4h puis par filtration sur filtre
0,22 pm. Des injections de 13 ml sont effectuées et les différentes fractions détectées par
leur absorbance & 280 nm sont concentrées sur membrane PM10 puis lyophilisées.

La fraction éluée entre 700 et 800 ml est trds antigénique : on cbserve
une hypersensibilité de type retardé chez des cobayes immunisés par du BCG vivant ;
cette fraction est par contre peu active chez des cobayes immunisés par du BCG inactivé
par la chaleur.

a3} Echange d’ions (étape 2)

Une colonne préparative Source 15Q Pharmacia (15 pm) de 24x250 mm
est équilibrée avec un tampon 20 mM Tris/HCl, pH 8, 4% butanol, & un débit de
5 ml/min avec une pression maximale de 8 bars. Un gradient linéaire de NaCl de 0 a
150 mM dans le méme tampon est appliqué aprds injection de 500 mg de la fraction
précédente dissoute dans 10 ml du tampon initial. Les fractions éluées sont détectées par
absorption 4 280 nm, concentrées sur membrane PM10 puis Iyophilisées.

La fraction éluée, entre 40 et 75 mM de NaCl est trés antigénique : on
observe une hypersensibilité de type retardé chez des cobayes immunisés par du BCG
vivant ; cette fraction est par contre peu active chez des cobayes immunisés par du BCG
inactivé par la chaleur. .

a4) Phase inverse sur colonne C8 (étape 3)

Une colonne RPC (Reversed Phase Column) Resource 15RPC de
4,6x100 mm Pharmacia est équilibrée par un tampon 20 mM CH3COO'NH4", pH 6.5, &
un débit de 1 ml/min. Un gradient non linéaire d’acétonitrile, cornpris entre 0 et 90 %, est

appliqué aprés V'injection sur la colonne de 10 mg dans 2 ml de tampon de la fraction
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précédente. Les fractions éluées sont délectées & 280 nm puis concentrées sous vide &
40°C avant d’éire lyophilisées.

La fraction éluée entre les concentrations 18 et 22 % d’acétonitrile est
trés antigénique pour révéler une hypersensibilité de type retardé chez des cobayes
immunisés par du BCG vivant et peu active chez des cobayes immunisés par du BCG
inactivé par la chaleur.

a5) Phase inverse sur colonne C18 (étape 4)

Une colonne microbore phase inverse C18 (Browlec lab. 1x250 mm) est
équilibrée par un tampon 20 mM CH3COONH4*, pH 6.5, 4 un débit de 1 ml/min. Un
gradient non linéaire d’acétonitrile de 0 & 90 % est appliqué aprés injection sur la colonne
de Ja fraction précédente.

Une fraction détectée seulement -4 220 nm est éluée par une
concentration d’environ 11 % d’acétoniirile. Ceite fraction (3 mg) est trés active pour
révéler les réactions d’hypersensibilité de type retardé chez des cobayes immunisés par
des bactéries vivantes et peu active chez des cobayes immunisés par du BCG inactivé par
la chaleur.

b) Analyse biochimique du glycopeptide purifié

La fraction obtenue & 1'étape finale de purification a ét€ séquencée par
une technique d'Edman modifiée (Applied Biosystems 473A), selon les instructions du
fabricant.

La composition de chaque échantilion est analysée par spectrométrie de
masse (spectrométre MALDI-TOF), dans les conditions décrites dans Horn et al., précité.
c) Digestion du glycopeptide par P'a-mannosidase.

9 pg du glycopeptide purifié ci-dessus sont dissous dans 65 ug de
tampon 100 mM CH,COONa®, pH 5 puis 3 pl d'une solution & 1 mg/ml
&’ a-mannosidase (Oxford Glyco Systemn), soit 90 mU d’a-mannosidase, sont gjoutés. La
réaction est incubée 24h a 37°C de fagon & obtenir une digestion totale, puis le produit

obtenu est séché sous vide.
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d) Digestion du peptide par la subtilisine
690 ng du glycopeptide purifié ci-dessus sont dissous dans 5 pl de

tampon 100 mM carbonate d’ammonium, pH 8, puis 1 i d'une solution de subtilisine a
100 pg/ml soit environ 100 ng est ajouté. La réaction est incubée 24h & 37°C puis le
produit de la réaction est séché sous vide et repris dans le tampon de titrage (tampon D).
e) Titrage biologique de l'activité antigénique du copeptide par unm__test
d’hypersensibilité de type retardé

0,02 pg du glycopeptide purifié ci-dessus, non-digéré ou digéré par
Va-mannosidase ou la subtilisine sont injectés 4 des lots de cobayes préalablement
immunisés, selon le protocole décrit & 'exemple 1. Les résultats sont exprimés par la
valeur du diamétre de la réaction d’érythéme. Le témoin est constitué par 0,25 ug de PPD
correspondant & 10 UT. ‘
) Mesure de Pactivité antigénique du glycopeptide par un test in vitro de prolifération

fymphocytaire.
Les conditions du test sont celles décrites dans Horn et al., précité.

2. Résultats
a) Purification et analyse biochimique du glycopeptide Lip

La mesure de masse effectuée sur le glycopeptide purifié indique la

présence de molécules complexes, vraisemblablement glycosylées par des mannoses étant
donné la présence de mesures différant d’une valeur de 162 unités de masse. Une masse
de 6951 Da qui correspond a la masse du peptide traité & I'a-mannosidase est retenue
comme 2 masse minimale de ces molécules.

La séquence N-termindle du glycopeptide purifié indique la présence
d’une séquence majoritaire TIPTT... et d'une séquence minoritaire IPTTE....

Ces résultats sont compatibles avec un glycopeptide mannosylé,
dénommé Lip dont la séquence (SEQ ID NO:3) est celle d’un fragment N-terminal d’un

peptide issu de [a protéine codée par le géne Rv1796 de M. tuberculosis qui s’étend des
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positions 169 & 239 de ladite protéine, en référence a I'annotation de la séquence du
génome de M. tuberculosis de souche H37Rv de la banque de Sanger.
b) Mesure de J’activité antigénique du glycopeptide Lip par un test d'hypersensibilité de

type retardé

Le glycopeptide est trés actif pour révéler les réactions

d’hypersensibilité de type retardé chez des cobayes immunisés par des bactéries vivantes,
en revanche il est peu actif chez des cobayes immunisés par du BCG inactivé par la
chaleur.

L’activité antigénique du glycopeptide augmente au cours des étapes de
purification :

- Etape 1 : La fraction obtenue a une activité de 180 000 (UT)/mg) chez
des cobayes immunisés par du BCG vivant et de 10000 UT/mg chez des cobayes
immunisés par du BCG inactivé par la chaleur.

- Btape 2: La fraction obtenue a une activité de 900 000 UT/mg chez
des cobayes immunisés par du BCG vivant et de 30 000 UT/mg chez des cobayes
immunisés par du BCG inactivé par la chaleur.

- Etape 3: La fraction purifiée a une activité supérieure & 1 000 000
UT/mg chez des cobayes immunisés par du BCG vivant et inférieure & 30 000 UT/mg
chez des cobayes immunisés par du BCG inactivé par la chaleur.

Les résultats iltustrés a la figure 3 montrent que :

- I'action de I’a-mannosidase durant 24h & 37°C fait perdre plus de
95 9% de I’activité antigénique : la fraction est passé d’une activité a 1 000 000 UT/mg a
une activité inférieure & 30 000 UT/mg aprés déglycosylation,

- I’action de la subtilisine abolit {’activité antigénique, et

- & quantité équivalente de protéines, le glycopeptide Lip est au moins
10 fois plus actif que les protéines standard purifiées de Mycobacterium tuberculosis
(PPD).
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c) Mesure de [activité antigénique du glycopeptide Lip par un test in vitro de

prolifération fymphocytaire.
Les résultats illustrés 4 la figure 4 montrent que la prolifération des

lymphocytes T est dépendante de la concentration de peptide. Cette prolifération est
marginale lorsque les lymphocytes T sont traités par un anticorps dirigé contre les
molécules CD4 ou lorsque le glycopeptide est traité a I'a-mannosidase.

EXEMPLE 3 : Mise en évidence du rdle des résidus oligesaccharidiques de ’Apa
dans la définition d’épitopes T par immunisation avee de 'ADN nu codant pour la
protéine Apa.

1. Matériel et Méthodes

a) Construction d’un plasmide contenant la séquence codant pour la protéine Apa

Le plasmide pS65T (Clontech) contenant la séquence du promoteur
précace du cytomégalovirus est coupé par les enzymes de restriction Nhel et BspEIL
réparé par I'enzyme de Klenow puis ligaturé de fagon 3 obtenir le plasmide pAG800.

Le plasmide pAG800 est coupé par l'enzyme Apal et ligaturé avec
Toligonucléotide 12M48 (53' CAACGTTGGGCC 3'; SEQ ID NO:4) hybridé sur
lui-méme, pour donner le plasmide pAG802.

Un fragment de 875 paires de bases contenant la séquence codante de
I’Apa dépourvue de la séquence signal est amplifié par réaction de polymérisation en
chaine (PCR) & partir du plasmide pLA34-2 (Laqueyrerie., 1995, Infect. Immun., 63,
4003-4010), en utilisant :
les oligonuciéotides 22M42 (5TCCCAAGCTTTTGGTAGCCG3', SEQ ID NO:5) et
33M44 (5CTAGGATC CACCATGCCGGAGCCAGCGCCCCCGS, SEQ ID NO:6).

L'ofigonucléotide 33M44 a été synthétisé de fagon & contenir un site
consensus d'initiation de la traduction de type Kozak (Nucl Acids Res., 1987, 15, 8125-
8148). Le fragment obtenu par PCR est coupé par BamHI et EcoRV et inséré dans le
plasmide pAG802 coupé par BgllI et Smal, pour obtenir le plasmide pAG803. Au cours
de ces opérations Ja séquence d'oligonucléotide 5'CAAC GTTGGGCC3' est perdue ; cette
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séquence, dénommée PsplQ46] ISS, est considérée comme une séquence
immunostimulante augmentant les réponses immunitaires de méme que la séquence

IL-12p40 ISS (Lipford GB et al,, 1997, Eur. J. Immunol., 27, 3420-3426).

Une séquence Psp1046 ISS est insérée au site BamHI du plasmide
pAG803 par clonage de T'oligonucléotide 25M45
(5GATCCGGGGGGGAACGTTGGGGGGG3, SEQ ID  NO:7)  hybridé  avec
T'oligonucléotide 25M46 (5'GATCCCCCCCCAACGTTCCCCCCCG3', SEQ ID NO:8),
pour obtenir le plasmide pAG831.

Une séquence IL-12p40 1SS est insérée au site BamHI du plasmide
pAG803 par clonage de l'oligonucléotide 24M63
(5AGCGCTATGACGTTCCAAGGGCCC3, SEQ ID NO:9) hybridé avec
I'oligonucléotide 24M64 (5'GGGCCCTTGGAACGTCATAGCGCT3, SEQ ID NO:10),
pour obtenir le plasmide pAG832.

Aprés transformation d’Escherichia coli de souche XL1 Blue, les
plasmides ci-dessus sont amplifiés dans le milieu de culture LB (Sambrook et al.,
Molecular cloning : A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989) contenant 25 ug/ml de kanamycine. Aprés une étape
préalable d’élimination de I’endotoxine par traitement des lysats bactériens avec du Triton
X-114 (1%), I’ADN plasmidique est purifié sur des colonnes filtres QIA MaxiPrep
(QIAGEN) selon les indications du fabricant.

b) Immunisation des cobayes avec les plasmides pAG831 et pAG832

Des cobayes (Hartley) pesant 300 a 400 g sont immunisés par
2 injections intradermiques dans les flancs avec 50 Hig d'ADN des plasmides pAG831 ou
pAGB832, préparés et purifiés comme indiqué précédemment.

Le témoin est constitué par un groupe de cobayes immunisés par du

BCG vivant dans les conditjons décrites a I'exemple 1 ou & I'exemple 2.
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¢) Mesure de I'activité antigénique de la protéine Apa produite par des cellules eucaryotes

chez les cobayes immunisés par de I’ADN nu, par un test d’hypersensibilité de type
retardé

Un et deux mois aprés I'immunisation, les réactions d'hypersensibilité
de type retardé sont mesurées vis-&-vis de la protéine Apa native ou de la protéine Apa
recombinante, produite dans une souche de Escherichia coli transformée, purifiées selon
le protocole décrit dans Horn et al., précité. ) '

L’Apa native et I’Apa recombinante sont injectées en intradermique 4 la
dose de 0,2 jig dans 100 [ de tampon de titrage (tampon D). L’activité antigénique est
mesurée comme décrit & I'exemple 2,

2. Résultats

Les résultats illustrés par la figure 5 sont les suivants :

* les cobayes immunisés avec le plasmide pAG831 ou pAG832
contenant la séquence codante de 1'Apa sous le contrble d’un promoteur eucaryote
développent, dans la trés grande majorité des cas, une réponse immunitaire dirigée contre
la protéine Apa native (anticorps et une réponse T de type CD4+ mesurable par un test
d’hypersensibilité de type retardé ou par un test de prolifération in vitro des lymphocytes
T lorsqu’ils sont mis en présence des antigénes). Chez les animaux répondant & 1antigéne
Apa natif, les réponses des lymphocytes T CD4 vis-3-vis de P'antigéne déglycosylé par
voie enzymatique ou de I’antigéne recombinant non-glycosylé provenant de E. coli sont
de méme intensité que les réponses observées avec I'antigéne natif glycosylé.

* en revanche, les cobayes immunisés par le BCG vivant montrent
une réaction d’hypersensibilité de type retardé uniquement en réponse & [’ Apa native. Ces
animaux ne développent aucune réaction ou développent une réaction fortement diminuée
en réponse A I'Apa recombinante non-glycosylée produite dans E. colf comme indiqué

précédemment.

JP 2004-520317 A 2004.7.8



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

10

15

20

25

(59)

WO 02/50108 PCT/FRO1/04100

30

Les enseignements de ces résultats sont les suivants :

1) Les résultats observés chez les animaux immunisés avec I'ADN nu
codant I’Apa indiquent que la capacité de la protéine Apa a étre phagocytée et présentée
par les macrophages ou les cellules dendritiques est identique pour la protéine Apa native
ou recombinante (non glycosylée).

2) La combinaison des résultats ci-dessus avec les résultats observés
chez les animaux immunisés avec du BCG vivant indique que I'absence de réponse & la
protéine Apa déglycosylée n'est pas due 2 une diminution de sa capacité 4 étre présentée
par les macrophages ou les cellules dendritiques mais & une absence de reconnaissance
par les lymphocytes T CD4". En conséquence, les résidus oligomannose des chaines
latérales des protéines Apa ou Lip sous forme native, telles que celles produites par
M. tuberculosis ou par BCG vivant, jouent un role dans la constitution d’épitopes T
reconnus par des lymphocytes T CD4+.

EXEMPLE 4 : Préparation des peptides glycosylées SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 et
SEQ ID NO:3.

1) Préparation des synthons glycosvlés 15, 16 et 19.

Préalablement 4 la synthése peptidique, on prépare des synthons glycosylés, c¢’est--dire
des thréonines fonctionnalisées par deux ou trois résidus mannoses.

«  Préparation des composés 5 et 8 (figure 6)

La préparation des composés 5 et 8 est décrite, respectivement, par
H. FRANZYK ef al. dans J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1995, 2883-2898 et par RK.
NESS et al. dans J. Am. Chem. Soc. Perkin, 1950, 72, 2200-2205.

Le mannose peracétylé commercial 1 (3 savoir le 1,2,3,4,5-penta-O-
acétyl-a-D-mannopyranose) est bromé en position anomérique par action du bromure
d’hydrogéne dans I'acide acétique, comme décrit par A.LEVENE ef al.
dans J. Biol. Chem., 1931, 90, 89-98. L’intermédiaire 2 activé est cyclisé en orthoester 3
dans un mélange de 2,6-diméthylpyridine/méthanol. L’ouverture régiosélective de

Porthoester par hydrolyse acide, 4 0°C, dans un mélange acide trifluoroacétique
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10% aqueux/ acétonitrile conduit au 1,3,4,6-tétra-O-acétyl-B-D-mannopyranose (5). Le
régioisomére 4 est également isolé.

Le mannose commercial 6 est perbenzoylé en 7 par action du chlorure
de benzoyle dans la pyridine. Ce dernier est activé en § par action du bromure
&’hydrogéne dans }'acide acétique. Dans ce protocole et dans ceux qui suivent, d’autres
méthodes d’activation que par 1’action du bromure d’hydrogéne pourraient toutefois &tre
utilisées, telles qu’elles sont connues de 1'Homme du métier.

*  Préparation des disaccharides 10 et 12 (figure 7a)

La préparation des composés 10 et 12 est décrite, respectivement, par
A.JANSSON et al dans J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1992, 1699-1707 et par
H.FRANZYK et al. (ibid). Les composés 2 et 5 sont condensés en présence de
trifluorométhanesulfonate d’argent (ou tout autre promoteur de la réaction de
condensation) dans le dichlorométhane pour conduire au disaccharide peracétylé 9, qui est
ensuite activé en précurseur bromé 16 par action du bromure d’hydrogéne dans l’acide
acétique. Suivant un protocole identique, les composés 5 et 8 sont condensés pour donner
le composé 11, lui-méme activé en 12.

*  Préparation du trisaccharide 18 (figure 7a)

Le disaccharide activé 12 est condensé sur le monosaccharide accepteur
5, en présence de trifluorométhanesulfonate d’argent dans le dichlorométhane, pour
conduire au trisaccharide peracétylé 17, qui est ensuite activé en précurseur bromé 18 par
action du bromure d’hydrogéne dans 1'acide acétique.

*  Préparation des synthons 15 et 16, parteurs de dewx unités
mannose, et du synthon 19, porteur de trois unités mannose (figure 7b)

Comme décrit par 1. SCHON et al. dans Synthesis, 1986, 303-305, la
fonction acide de Ja thréonine commerciale 13, dont Ja fonction amine primaire est
pratégée par un groupement Fmoc, est bloquée sous forme d’ester par action du
pentafluorophénol (pfp) en présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) pour conduire

au précurseur accepteur 14.

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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La préparation des synthons 15 et 16 est décrite, respectivement, par
A. JANSSON et al. (ibid) et par H. FRANZYX et al. (ibid). La condensation du composé
14 avec les disaccharides activés 10 et 12, menée en présence de
trifluorométhanesulfonate d'argent dans le dichlorométhane, conduit aux synthons 15 et
16, respectivement. Selon le méme protocole, la condensation du composé 14 avec le
trisaccharide activé 18 conduit au synthon 19.

2) Préparation des peptides glycosylés SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 et

SEQID NO:3.

Les peptides sont synthétisés en phase solide en utilisant la chimie
Fmoc. La synthése peptidique est effectuée sur un synthétiseur automatique, & I’aide des
acides aminés nécessaires & I'obtention des séquences souhaitées, en incorporant les
synthons glycosylés, qui se présentent sous la forme d’esters activés de pentafluorophénol
(synthons 15, 16 et 19).

En fonction des synthons utilisés, on obtient soit des peptides
comportant des thréonines fonctionnalisées par deux résidus du mannose {incorporation
des synthons 15 et/ou 16 lors de la synthése peptidique), soit des peptides comportant des
theéonines fonctionnalisées par trois résidus du mannose (incorperation du synthon 19
lors de Ia synthése peptidique), soit des peptides comportant & la fois des thréonines
fonctionnalisées par deux résidus du mannose et des thréonines fonctionnalisées par trois
résidus du mannose (incorporation des synthons 19 et 15 et/ou 16 lors de la synthése
peptidique).

En fin de synthése, aprés clivage des peptides du support solide a I'aide
d’acide trifluoroacétique et déprotection des différents acides aminés et des fonctions
hydroxyles des mannoses, les peptides sont purifiés par Chomatographie Liquide Haute
Performance (HPLC) en phase inverse. Leur structure est contrdlée par les technigues
connues de I"Homme du métier, telles que la spectrométrie de masse et 1’analyse en

acides aminés.
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Les fonctions amides (en position C-terminale des peptides
SEQID NO:1 et SEQIDNO:3) et acétates (en position N-terminale des peptides
SEQ ID NO:2 et SEQ ID NO:3) sont ensuite introduites par synthése chimique, au moyen
des techniques de chimie organique connues de I'Homme du métier.

EXEMPLE 5 : Mise en évidence du rdle des résidus oligosaccharidiques de ’Apa
dans la définition d’épitopes T par immunisation avec un peptide de I'Apa produit
dans E. coli

1) Matériel et Méthodes

Un peptide correspondant aux pasitions 250 a 280 de 1'Apa a été produit
dans E. coli, sous forme d'une fusion avec un fragment de la cyclase de Bordetella
pertussis, selon les techniques classiques de clonage, d'expression et de purification de
protéines recombinantes dans E.coli qui sont bien connues de 'Homme du métier
(cf par exemple, les protocoles décrits dans Current Protocols in Molecular Biology
(Frederick M. AUSUBEL,2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA).

Trois groupes de 5 cobayes Hartley pesant 300 & 400 g ont &t
immunisés par 2 injections intradermiques & 1 mois d'intervalle, avec 20 lig de ce peptide
de I'Apa purifié, dans 0,1 ml d'une solution d'adjuvant.

Trois groupes de 4 cobayes immunisés quatre mois auparavant par du
BCG vivant, dans les conditions décrites & I’exemple 1 sont utilisés comme témoins.

Un et deux mois aprés l'immunisation, les réactions d'hypersensibilité
de type retardé ont &té mesurées vis-a-vis de la protéine Apa native, de la protéine Apa
recombinante produite dans E. coli et de la protéine Apa déglycosylée préparée comme
décrit & l'exemple 1, dans les conditions définies & I'exemple 3.

2) Résultats

Les réactions d'hypersensibilité de type retardé des cobayes immunisés,

soit avec le peptide de fusion de 1'Apa, soit avec le BCG vivant ont été mesurées vis-3-vis

de la protéine Apa native, de la protéine Apa recombinante produite dans E. coli et de la

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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protéine Apa déglycosylée. Les résultats exprimés par le diamétre de la réaction
d'érythéme (mm) sont présentés dans le Tableau I ci-dessous :

Tableau I: Activité antigénique du peptide de fusion de I'Apa exprimé dans E.coli

antigeéne BCG vivant Peptide de fusion
Apa native 17-15-11-13 5-12-13-5-5

Apa recombinante E. coli |0 0 0 0 13-14-15-5-15
Apa déglycosylée 0000 NT*

*NT: non-testé
5 Comme indiqué dans le Tableau I ci-dessus, les réactions
d'hypersensibilité de type retardé observées chez les cobayes immunisés par le BCG
vivant, sont importantes aprés injection de molécules Apa natives. Les réactions sont trés
faibles ou absentes aprés injection des molécules déglycosylées par voie chimique ou
produites dans E. coli. A l'inverse pour les cobayes immunisés par les molécules
10 recombinantes correspondant & la fusion entre le fragment de la cyclase de Bordetella
pertussis et le fragment interne de la molécule Apa, les sensibilisations sont identiques
vis-a-vis des molécules natives ou déglycosylées.

Ces résultats montrent que les épitopes T glycosylés de la molécule Apa
sont reconnus de fagon élective par les cobayes immunisés par les bactéries vivantes. Ils
15 montrent aussi que l'absence ou Ja moindre reconnaissance par ces cobayes des molécules

déglycosylées n'est pas liée & une moindre antigénicité intrinséque de ces molécules.
Ainsi que cela ressort de ce qui précéde, I'invention ne se limite
nullement & ceux de ses modes de mise en ceuvre, de réalisation et d’application qui
viennent d’étre décrits de fagon plus expliqite; elle en embrasse au contraire toutes les
20  variantes qui peuvent venir & 'esprit du technicien en la matiére, sans s’écarter du cadre,

ni de la portée, de la présente invention.
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REVENDICATIONS

1°) Glycopeptides immunogénes sélectionnés dans le groupe constitué
par : »

a;) des glycopeptides essentiellement constitués par un épitope T
glycosylé, comprenant de 14 & 25 acides aminés, parmi lesquels au moins un acide aminé
neuire est 1ié & un di- ou & un trisaccharide (liaison glycosidique} et au moins 15 %
d’entre lesdits acides aminés sont des proline, 'une des proline étant située en
position -1 & -4, relativement & la position dudit acide aminé neutre, lesquels
glycopeptides, issus d’un microorganisme pathogéne sont :

- présentés par une molécule de classe IT du CMH,

- reconnus spécifiquement par des lymphocytes T CD4+ induits par
immunisation avec la glycoprotéine native dont ils sont issus, mais ne sont pas reconnus
par les lymphocytes T CD4+ induits par immunisation avec un peptide non glycosylé de
méme séquence et

- capables d’induire une prolifération desdits lymphocytes T CD44 par
lesquels ils sont reconnus et la sécrétion de cytokines par lesdits lymphocytes et v

b)) des glycopeptides qui présentent une séquence de 15 & 39 acides
aminés incluant la séquence du glycopeptide tel que défini en a,), & I’exclusion du
glycopeptide de séquence SEQ ID NO:11.

2°) Glycopeptides immunogénes selon la revendication 1, caractérisés
en ce que ledit acide aminé neutre est sélectionné dans le groupe constitué par la sérine et
la thréonine.

3°) Glycopeptides selon la revendication 1 ou la revendication 2,
caractérisés en ce qu’ils contiennent de 1 & 7 résidus thréonine, liés 4 un di- ou 4 un
trisaccharide.

4°) Glycopeptides selon 'une quelconque des revendications 1 2 3,

caractérisés en ce que ledit di- ou tri-saccharide est un dimére ou un trimére d’hexose.

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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5°) Glycopeptides selon la revendication 4, caractérisés en ce que ledit
hexose est un mannose.

6°) Glycopeptides selon ['une quelconque des revendications 1 4 5,
caractérisés en ce que ladite liaison glycosidique est une liaison o-(1,2).

7°) Glycopeptides selon I'une quelconque des rev'endications 146,
caractérisés en ce que ledit microorganisme pathogéne est apte 4 O-glycosyler des
protéines.

8°) Glycopeptides selon la revendication 7, caractérisés en ce que ledit
microorganisme pathogéne est Mycobacterium tuberculosis ou Candida albicans.

9°) Glycopeptides, selon I'une guelconque des revendications 1 a 8,
caractérisés en ce qu'ils sont issus de la protéine Apa de M. wmberculosis (Genbank
numéro X80268) ou de la protéine Rv1796 codée par le géne Rv 1796, en référence 4
I'annotation de la séquence du génome de M. wberculosis de souche H37Rv.

10°) Glycopeptides selon la revendication 9, caractérisés en ce qu'ils
sont sélectionnés dans fe groupe constitué par :

- un glycopeptide de 39 acides aminés dont la séquence (SEQ ID NO:1)
est celle qui s’étend des positions 1 & 39 de la séquence de la protéine Apa et dans
laquelle au moins un des résidus thréenine en position 10, 18 et 27 de 1a SEQ ID NO:1L est
lié & un di- ou tri-saccharide par une liaison glycosidique,

- un glycopeptide de 26 acides aminés dont la séquence (SEQ ID NO:2)
est celle qui s’étend des positions 261 & 286 de la séquence de la protéine Apa (séquence
C-terminale) et dans laquelle le résidu thréonine en position 17 de la SEQ ID NO:2 est lié
a un di- ou trisaccharide par une liaison glycosidique, et

- un glycopeptide de 35 acides aminés dont la séquence (SEQ ID NO:3)
est celle qui sétend des positions 169 & 203 de la séquence de la protéine Rv 1796 et dans
laquelle au moins un des résidus thréonine en position 4, 5, 7, 13, 15, 23 et 25 de la SEQ

ID NO:3 est 1ié & un di- ou tri-saccharide par une liaison glycosidique.

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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11°) Procédé de synthése d’un glycopeptide selon ['une quelconque des
revendications 1 a 10, caractérisé en ce qu'il comprend les étapes suivantes :

- préparation, en solution, d’acides aminés neutres glycosylés, liés & un
di- ou 4 un trisaccharide par une liaison glycosidique,

- synthése, sur support solide, du glycopeptide & I'aide des acides
aminés nécessaires & I'obtention de la séquence peptidique dudit glycopeptide et des
acides aminés neutres, obtenus précédemment, et

- coupure du glycopeptide du support solide.

12°) Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que ledit acide
aminé neutre est sélectionné dans le groupe constitué par la sérine et la thréonine.

13°) Procédé de préparation selon la revendication 12, caractérisé en ce
que lorsque lesdits glycopeptides présentent les séquences suivantes (T’ représente une
thréonine O-glycosylée fonctionnalisée par 2 ou 3 résidus glycosidiques et Ac représente
une fonction acétate) :

SEQID NO:1: .
H,N-DPEPAPPVPTTAASPPSTAAAPPAPATPVAPPPPAAANT-CONH,

SEQID NO:2:
AcNH-PAPAPAPAGEVAPTPTTPTPQRTLPA-COOH

SEQID NO:3:
AcNH-TIPTTETPPPPQTVTLSPVPPQTVTVIPAPPPEEG-CONH,,

ledit procédé comprend les étapes suivantes :

i) préparation, en solution, de thréonines O-glycosylées fonctionnalisées
par 2 ou 3 résidus glycosidiques,

ii) synthése, sur support solide, des peptides correspondant aux
séquences SEQID NO:1, SEQ ID NO:2 et SEQID NO:3 sus-mentionnées, & 1’aide des
acides aminés nécessaires a 1’obtention de ces séquences et des thréonines O-glycosylées
obtenues lors de I’étape i),

iii) coupure des peptides du support solide, et

JP
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iv) introduction, par synthése chimique, d'une fonction amide au niveau
de I’extrémité C-terminale des peptides SEQ ID NO:1 et SEQ ID NO:3, et d’une fonction
acétate au niveau de I'extrémité N-terminale des peptides SEQ ID NO:2 et SEQ ID NO:3.

14°) Procédé selon la revendication 13, caractérisé en ce que lesdits
résidus glycosidiques portés par les thréonines sont des hexoses, de préférence des
mannoses.

15°) Procédé selon la revendication 14, caractérisé en ce que les
thréonines fonctionnalisées par des résidus mannose sont préparées par les éfapes
suivantes :

a,) préparation de dérivés du mannose de formules (I) et (fI) :

PO OH P,0 OP;
B;O (o] P;0

X
o @

dans lesquelles P, et P, qui peuvent é&tre identiques ou différents,
représentent des groupes protecteurs d’une fonction hydroxyle, et X représente une
fonction activée, telle qu'un atome de brome,

b,) réaction du dérivé de formule (I} avec le dérivé de formule (1), puis
activation du composé obtenu, conduisant & 1'obtention d’un dérivé activé comportant

deux résidus mannase et répondant & la formule (IIT) :

Pon_ P2
20 -0,
P:0
n
PO O
Py o
PO

®

JP

2004-520317 A 2004.7.8



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

(68)

WO 02/50108 PCT/FRO1/04100

39

dans laquelle P, P, et X sont tels que définis en rapport avec les
formules (I} et (II),
¢,) éventuellement, réaction du composé de formule (III) avec un dérivé
5  du mannose de formule (I) telle que définie en a,), puis activation du composé obtenu,
conduisant 4 Iobtention d’un dérivé activé comportant trois résidus mannose et répondant

a la formule (IV) :

Py - (1v)

dans laquelle P;, P, et X sont tels que définis en rapport avec Jes
formules (I) et (IT), et
d,) condensation du composé de formule (III) ou du composé de

formule (IV) avec une thréonine convenablement protégée de formule (V) :

HO~__~ XH3
T‘BNHL{O m W

dans laquelle P, représente un groupe protecteur d'une fonction amine

15

primaire et P, représente un groupe protecteur d’une fonction hydroxyle,

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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conduisant respectivement & 1'obtention d'une thréonine glycosylée de

formule (VI) ou (VII) :

dans lesquelles P, P,, P; et P, sont tels que définis précédemment.

16°) Procédé de sélection et de criblage de glycopeptides antigéniques &
partir de la séquence peptidique des protéines d’un microorganisme pathogéne, caractérisé
en ce qu'il comprend au moins les étapes suivantes :

10 a,) recherche et sélection dans la séquence peptidique desdites protéines
d’au moins une séquence de 14 & 25 acides aminés, contenant au moins un acide aminé
neutre 1ié & un di- ou un trisaccharide et au moins 15 % de proline, I'une des proline étant
située en position -1 & -4, relativement 2 la position dudit acide aminé,

by préparation du/des glycopeptide(s) sélectionné(s) a l'étape a;)

15 - conformément au procédé selon les revendications 11 & 15, et

¢;) sélection des glycopeptides dont ’activité antigénique est au moins
10 fois supérieure, de préférence au moins 30 fois supérieure, 4 celle d’un peptide témoin

de méme séquence.
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17°) Procédé selon la revendication 16, caractérisé en ce que,
préalablement & ['étape aj), il comprend une étape de présélection d’au moins une
glycoprotéine antigénique.

18°) Procédé selon la revendication 16, caractérisé en ce que ledit acide
aminé neutre est séectionné dans le groupe constitué par la sérine et la thréonine.

19°) Procédé selon la revendication 16, caractérisé en ce que, & 1’étape
¢;), l'activité antigénique dudit glycopeptide est évaluée par mesure de I'activation des
lymphocytes T CD4+ d’animaux immunisés par ledit microorganisme pathogéne atiénué
ou par une fraction antigénique dudit microorganisme pathogéne.

20°) Glycopeptide, caractérisé en ce qu'il est susceptible d’étre obtenu
par le procédé selon I'une quelconque des revendications 11 & 19.

21°) Utilisation d’au moins un glycopeptide sélectionné dans le groupe
constitué par les glycopeptides selon 1'une quelconque des revendications 1 4 10 ou 20 ou
un glycopeptide de séquence SEQ ID NO:11, pour la préparation d’une composition
immunegéne ou vaccinale ou d’un réactif de diagnostic.

22°) Composition immunogéne apte 3 induire une immunité humorale
et/ou cellulaire, caractérisée en ce qu’elle comprend au moins un glycopeptide selon I'une
quelconque des revendications 1 & 10 ou 20, associé & au moins un véhicule
pharmaceutiquement acceptable.

23°) Composition vaccinale apte & induire une immunité humorale et/ou
cellulaire, caractérisée en ce qu’elle comprend au moins un glycopeptide selon 1'une
quelconque des revendications 1 2 10 ou 20, associé a4 au moins un véhicule
pharmaceutiquement acceptable et éventuellement & au moins un adjuvant.

24°) Composition immunogeéne ou vaccinale selon la revendication 22
ou la revendication 23, caractérisée en ce que ledit glycopeptide est associé & une protéine
ou un fragment de protéine comprenant au moins un épitope B, un épitope T de type

CD4+ ou un épitope T de type CD8+.

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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25°) Anticorps, caractérisés en ce qu’ils sont dirigés contre I'un ou
plusieurs des glycopeptides selon I’une quelconque des revendications 1 & 10 ou 20.

26°) Réactif de diagnostic, caractérisé en ce qu'il comprend un
glycopeptide selon !'une quelconque des revendications 1 4 10 ou 20 ou un anticorps
selon Ja revendication 25.

27°} Procédé de détection d’une infection par un microorganisme
pathogéne, caractérisé en qu’il comprend la mise en contact d’un échantillon biologique
d’un patient susceptible d’étre infecté par ledit microorganisme pathogéne, avec un réactif
de diagnostic selon la revendication 26 et la détection de la formation d'un complexe
anticorps-microorganisme présent dans I’&chantillon biologique ou

glycopeptide(s)-anticorps présents dans 1’échantillon.

JP 2004-520317 A 2004.7.8
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eurasien (AM, A7, BY, KG, K7, MD, RU, TJ, TM), brevet
(71) Déposant : INSTITUT PASTEUR [FR/FR]; 28 rue du curopéen (AT, BE, CII, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR,
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(54) Title: IMMUNOGENIC GLYCOPLPTIDIS, SCREENING, PREPARATION AND USES
(54) Titre : GLYCOPEPTIDES IMMUNOGENES, CRIBLAGE, PREPARATION ET APPLICATIONS.

{57) Abstract: The invention concerns immunogenic glycopeptides derived [rom pathogenic micro-organisms, uselul for vaceina-

== tion and diagnosis ol inlcetions caused by said pathogenic micro-organisms (bacteria or fungi), and methods for selecting them and

reparing them. Said glycopeptides are selected in the group isting of: al) gl ially consisting of a glycosylated
epitope, comprising 14 to 25 amino acids, among which at Ieast a neutral amino acid is bound to a di- or to a trisaccharide (gly-
coside Tinkage) and at least 15 % among said amino acids are proline, one of the proline being Tocated in position -1 to -4, relative
1o the position of said neutral amino acid, which glycopeptides are: exhibited by a class TT MHC molecule, specifically identified
by T CD+4 lymphoacytes induced by immunisation with the native glycopeptide [rom which they are derived, but are not identificd
by the T CD+4 lymph induced by i isation with a 1 lated peptide of same sequence and capable of inducing a
proliferation of said T CD+4 lymphocytes by which they arc identified and the sceretion of cytokines by said lymphocytes and b1)
glycopeptides having a sequence of 15 to 39 amino acids including the sequence of the glycopeptide as defined in al ), excluding the
< lyeopeplide of sequence STIQ TN NO:11.

o0 (57) Abrégé: Glycopeplides i issus de microurg utiles pour la vaceination et le di ic d'infec-
& tions dues 4 de (els microorgani (bactérics ou i ainsi que leurs procédés de sélection et de préparation.
= T csdits glycopeptides sont sélectionnés dans le groupe constitué par: al) des glycopeptides essenticllement constitués par un épitope

I glycosyls, comprenant de 14 & 25 acides aminés, parmi lesquels au moins un acide aminé neutre est 1ié 2 un di- ou  un trisaccha-
) ride (liaison glycosidique) et au mains 15 % d’entre lesdits acides aminés sont des proline, 1"une des proline étant située en position
-1 2 -4, relativement & Ta position dudit acide aminé neutre, Tesquels glycopeptides sont: présentés par une molécule de classe T du
OV CMIT, reconnus spécifiquement par des lymphocytes T CD4+ induits par immunisation ave 1 glycoprotine native don ils sont

issus, mais nc sont pas reconnus par les lymphocytes T CD4+ induits par immunisation avec un peptide non glycosylé de méme
séquence et capables d’induire une prolifération desdirs Iymphocytes 'I' CD4+ par lesquels ils sont reconnus et la séerétion de cyto-
Kines par lesdits lymphocytes et bl) des glycopeptides qui présentent une séquence de 15 & 39 acides aminés incluant Ta séquence
du glycopeptide tel que défini en al), 4 T'exclusion du glycopeplide de séquence STIQ TD NO:11.
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X DOBOS KAREN M ET AL:

45-KILODALTON GLYCOPROTEIN OF
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS.™
JOURNAL OF BACTERIOLOGY,
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ISSN: 0021-9193

cited in the application
tables 2,7

"DEFINITION OF THE
FULL EXTENT OF GLYCOSYLATION OF THE

vol. 178, no. 9, 1996, pages 2498-2506,

1-9,20

1-9,20

are listedin the continuation of box C.

[x] Furtner

E Patent family members are lisied in annex.

° Special categories of cited documents :

*A" document defiting the general sale ofthe art which s nol
considered to be of pariicular relevanc
“E" eatlor document but published on or anerlhe international
fling dat
b document wmch may throw doubts on priority claimis) or
ich Is cited to establish the pubiication date of another
clbalnn or other special reason (as spacified)
"0 document refemng to an oral disclosure, use, exhibition or
olher
N uucumem puDlLshed prior {e the international filing dale but
later than the priority dale claimed

*T* later document published after the international filing dale
or priority date and not in conlict with the application but
cited to Understand the principle or theory Underyying the
Invention
*X* document of pariicular relevance; the claimed invention
considered navel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is 1aken alone
"y* document of particular relevance; the claimed Invention
mot be considered to involve an Inventive step when the
document is combined with one or more other such docu—
ments, such combinalion being obvious to a person skilled
in the ar.
*& document member of the same palent family

Date of the actual completion of the International search

15 April 2002

Date of mailing of the infernational search report

29/04/2002

Name and mailing address of the ISA
European Patent omce P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijes
Tel (+31-70) 340 2040 Tx. 31 651 epoal,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Cervigni,

Form PCT/ISA210 (seoond shoet) (July 1692)
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J CHEM SOC PERKIN TRANS 1 ( 1995 ) (22)
2883-98,
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cited in the application
the whole document
A ROMAIN FELIX ET AL: "DEGLYCOSYLATION OF
THE 45/47-KILODALTON ANTIGEN COMPLEX OF
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INFECTION AND IMMUNITY,
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ISSN: 0019-9567
cited in the application

A WO 98 16646 A (CORIXA CORP)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tntemational application No.

PCT/FR 01/04100

Continuation of Box 1.2
Claims nos.: 1-8, 11-12, 20-27

Claims 1-8 of the present application relate to a very wide variety of compounds.
However, a support basis as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined by -
PCT Article 5 can be found for only a very limited number of said claimed compounds.
In the present case, the claims are so lacking in support basis and the disclosure of the
invention in the description is so limited that it is not possible to carry out any meaningful
search covering the whole claimed spectrum, Consequently, the search was limited to
those parts of the claims which are supported and disclosed, that is those parts relating to
compounds prepared in the examples and their close homologues. For Claims 11-12, 20-

27, the search was limited to those parts concerning the same subject matter as Claims 9-
10.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, relating to
inventions in respect of which no search report has been established need not be the
subject of a preliminary examination report (PCT Rule 66.1(¢)). The applicant is advised
that the EPO policy when acting as International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been
searched. This is the case itrespective of whether or not the claims are amended
following receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie J Identification des documents cltés, avec,ie cas échéant, Findicatlondes passages pertinents no. des revendications visées

X FRANZYK, HENRIKG ET AL.: “SYNTHESIS OF 11,12
ALIPHATIC O-DIMANNOSYL AMINO ACID BUILDING
BLOCKS FOR SOLID-PHASE ASSEMBLY OF
GLYCOPEPTIDE LIBRARIES"
J CHEM SOC PERKIN TRANS 1 ( 1995 ) (22)
2883-98,

XP002180489
cité dans la demande
Te document en entier

A ROMAIN FELIX ET AL: "DEGLYCOSYLATION OF
THE 45/47-KILODALTON ANTIGEN COMPLEX OF
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DECREASES ITS
CAPACITY TO ELICIT IN VIVO OR IN VITRO
CELLULAR IMMUNE RESPONSES.™

INFECTION AND IMMUNITY,

vol. 67, no. 11, novembre 1999 (1999-11),
pages 5567-5572, XP002180488

ISSN: 0019-9567

cité dans l1a demande

A WO 98 16646 A (CORIXA CORP)

23 avril 1998 (1998-04-23)

A WO 96 23885 A (MARCHAL GILLES ;PESCHER
 PASCALE (FR); ROMAIN FELIX (FR);
LAQUEYRER) 8 aolt 1996 (1996-08-08)
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demande internationale n°

PCTFR 01 04100

Suite du cadre I.2

Revendications nos.: 1-8,11-12,20-~27

Les revendications 1-8 présentes ont trait a une trés grande variété de
composés. Un fondement au sens de L’Article 6 PCT et/ou unm exposé au sens
de 1’Article 5 PCT ne peut cependant &tre trouvé que pour un nombre trés
restreint de ces composés revendiqués. Dans le cas présent, Tles
revendications manguent & un tel point de fondement et 1’exposé de
1’invention dans la description est si 1imité qu’une recherche
significative couvrant tout Te spectre revendiqué est impossible. Par
conséquent, la recherche a été Timitée aux parties des revendications qui
présentent un fondement et un exposé, c’est & dire Tes parties ayant
trait aux glycopeptides décrits dans les revendications 9-10, et étendue
aux composés préparés dans les exemples et leurs homologues proches. Pour
les revendications 11-12,20-27, la recherche & été limitée aux parties
concernant le méme object que celui des revendications 9-10.

L’attention du déposant est attirée sur le fait que les revendications,
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour
lesquelles aucun rapport de recherche n’a été établi ne peuvent faire
obligatoirement 1’objet d’un rapport préliminaire d’examen (Régle 66.1(e)
PCT). Le déposant est averti que 1a ligne de conduite adoptée par 1'0EB
agissant en qualité d’administration chargée de 1’examen préliminaire
international est, normalement, de ne pas procéder a un examen
préliminaire sur un sujet n’ayant pas fait 1’objet d’une recherche. Cette
attitude restera inchangée, indépendamment du fait que les revendications
aient ou n’aient pas été modifiées, soit aprés la réception du rapport de
recherche, soit pendant une quelconque procédure sous le Chapitre II

Formulaire PCT/ISA/210 (annexe - familles de brevets) (juillet 1992)
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de Internationale No

relaurs aux Tamilles e brevets PCT/FR 01/0 41 00
Document brevet oité Date de Membre(s) de fa ' Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication

WO 9829132 A 09-07-1998 AU 5905198 A 31-07-1998
EP 0952849 Al 03-11-1999
Wo 9829132 Al 09-07-1998

WO 9816646 A 23-04-1998 US 6290969 B1 18-09-2001
AU 4814497 A 11-05-1998
BR 9712518 A 24~10-2000
Cz 9901265 A3 17-11-1999
EP 0932681 A2 04-08-1999
JP 2001501832 T 13-02-2001
NO 991694 A 10-06-1999
PL 332878 Al 25-10-1999
TR 9901571 T2 21-10-1999
Wo 9816646 A2 23-04-1998
ZA 9708969 A 20-04-1998
us 6350456 Bl 26-02-2002
Us 2002009459 Al 24-01-2002

WO 9623885 A 08-08-1996  US 5714593 A 03-02-1998
AU 700514 B2 07-01-1999
AU 4667596 A 21-08-1996
CA 2210928 Al 08-08-1996
EP 0807178 Al 19-11-1997
Wo 9623885 Al 08-08-1996
JP 10513349 T 22-12-1998
NZ 301290 A 23-12-1998
us 6221353 Bl 24-04-2001
us 6335181 Bl 01-01-2002
us 5866130 A 02-02-1999
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