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(54) Titre : MELANGE DE PEPTIDES ISSUS D'UNE PROTEINE NEF ET LEURS APPLICATIONS

ations Lhereol as a

uscful for vaccinating against AIDS) or as a reactive diagnosis agent for T lymphocytes particular to IITV, particularly to asscss
the immune status of H1V-positive paticnts or patients undergoing anti-retroviral therapy. Lach of said peptides in the mixrure is
Tinked to at least three HLLA-DR molecules encoded by the alleles selected from the group comprising alleles HLA DRB1*0101,
3 DRB1#0301, DRB1*(401, DRB1*#0701, DRB1*1101, DRB1*1301 and DRB[*[50] (molecules DR1, DR3, DR4, DR7, DRI,

< DR13 and DRIS) and 1o al least one TILA-DR molecule encoded by the allele:
DRB3*0101, DRB4*0101 and DRB5*0101 (B3, B4 and B5), with a binding cap:

4

) all of the aforementioned alleles.

8

ected from the group comprising alleles TIT.A
ty of <1000 nM, said mixture of peptides linking

€ (57) Abrégé : Melange de peptides issus d’unc protéinc Nef ainsi que ses applications cn tant que médicament (dans des compo-
sitions immunogénes, aptes a stimuler la production de Iymphocytes I 4+ anti-VIH in vive et donc utiles pour la vaccination
= contre Te STDA) ou en tant que réactil de diagnosiic de lymphocytes T spécifiques du VIH, pour évaluer état immuni-
& teire de patients séropositifs ou sous thérapie anti-rétrovirale. Chacun desdits peptides du mélnge sc lic 2 au moins rois molcules
TILA-DR codées par les alleles slectionnés dans le groupe constitué par les alleles TILA DRB1#0101, DRB1*0301, DRB1+0401,
© DRBI*0701, DRBI*1101, DRBI*1301 et DRB1#1501 (molcules DR1, DR3, DR4, DR7, DR11L, DR13 ot DRLS), ¢t & au moins
une malécule HLLA-DR codée par les alléles sélectionnés dans le groupe constitué par les alleles HLLA DRB3#0101, DRB4#0101 et
DRB5*0101 (B3, B4 el BS), avec une activité de liaison <1000 nM, Tedil mélange de peptides liant "ensemble des alléles précités.
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MELANGE DE PEPTIDES ISSUS D’UNE PROTEINE NEF ET LEURS
APPLICATIONS.

La présente invention est relative 4 un mélange de peptides issus d'une

- protéine Nef ainsi qu’a ses applications en tant que médicament (dans des compositions

immunogeénes, aptes a stimuler la production de lymphocytes T CD4+ anti-VIH in vivo
et donc utiles pour la vaccination contre le SIDA) ou en tant que réactif de diagnostic de
lymphocytes T spécifiques du VIH, notamment pour évaluer {'état immunitaire de
patients séropositifs ou sous thérapie anti-rétrovirale.

Les lymphocytes T CD4+ possédent un récepteur T réarrangé qui leur
permet de reconnaitre sélectivement les fragments peptidiques issus de la dégradation de
I’antigéne par les cellules présentatrices et présentées par les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe 11 (CMH II). Les déterminants que portent ces
fragments peptidiques et que reconnaissent effectivement les lymphocytes T sont
appelés épitopes T.

Les lymphocytes T CD4+ sont connus pour étre une cible privilégiée
du virus de l'immunodéficience humaine (VIH) et peuvent jusqu’a disparaitre
complétement de la circulation sanguine.

De ce fait, les patients infectés par le VIH sont victimes d’infections
oppoctunistes et ne peuvent induire de réponses immunitaires vigoureuses pour les
combattre.

Les lymphocytes T CD4+ ont en effet un role majeur dans
I’établissement des réponses immunitaires. [Is sécrétent la plupart des cytokines
nécessaires au recrutement de cellules effectrices que sont les lymphocytes T CD8+
cytotoxiques et les lymphocytes B producteurs d’anticorps. Ils interviennent également
dans l’'activation des cellules par des contacts cellulaires et par exemple induisent
"activation par le CD40 des cellules dendritiques présentatrices de 1’antigéne.

De par leur rdle majeur, la disparition des lymphocytes T CD4+
entraine donc un affaiblissement significatif du systéme immunitaire : en particulier, la
disparition des lymphocytes T CD4+ diminue I'immunité spécifique contre le VIH. En
effet, des travaux récents ont montré que des individus présentant une réponse
proliférmi‘ve spécifique des cellules CD4+ spécifiques de composants du VIH peuvent

controler 'infection virale en ’absence de tout traitement (1, 2).
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On constate méme une corrélation inverse entre la prolifération de
lymphocytes T CD4+ vis-a-vis de la protéine P24 et la charge virale. 1l est possible que
cette corrélation résulte directement de la capacité des lymphocytes T CD4+ de type
TH1 a sécréter des cytokines anti-virales comme 'IFN-y et a étre cytotoxiques. Elle peut
également résulter indirectement de leur capacité a2 maintenir une immunité humorale et
plus probablement une immunité cellulaire. On sait en effet que les cellules T CD8+
cytotoxiques contribuent de maniére importante au maintien des patients séropositifs
dans un état non symptomatique.

Les récents progrés faits par la chimiothérapie anti-VIH permettent
d'espérer qu’on pourra rétablir une immunité normale et protectrice chez les patients
infectés par ce virus. On observe en effet que chez les patients sous thérapie anti-
rétrovirale & haute efficacité (HAART ou Highly Active Antiretroviral Therapy), le taux
de ceflules CD4+ remonte considérablement (3). Cette remontée du nombre de
lymphocytes T CD4+ est une condition nécessaire au recrutement de lymphocytes T
CD4+ mais elle permet rarement d’obtenir une réponse proliférative contre des
composants du virus. L'induction de cette réponse nécessite en effet un traitement
spécifique, tel gu’un vaccin.

L’activation des lymphocytes T CD4+ se fait sous l'effet de la
présentation des peptides viraux par les molécules HLA 11, que porient les cellules
présentatrices de I'antigéne (APC ou Antigen Presentarion Celis). Ces peptides, appelés
épitopes T, résultent de la dégradation protéolytique des antigénes viraux par I'APC. Ils
ont des longueurs variables, généralement de 13 & 25 acides aminés et possédent une
séquence qui les rend capables de se lier aux molécules HLA II.

Il est maintenant établi qu’un peptide, épitope T, est capable, au méme
titre que ['antigéne natif, de stimuler in vitro des lymphocytes T CDd+ qui lui sont
spécifiques ou de les recruter in vivo.

Les épitopes T sont donc suffisants pour induire une réponse CD4+.
Toutefois, un des problémes majeurs qui limite |'utilisation de ces peptides est que leur
séquence varie d'un individu a I'autre, en raison du polymorphisme des molécules HLA
II, qui sont des hétérodiméres, exprimés sur les cellules présentatrices des antigénes
(APC) et qui présentent aux lymphocytes T CD4+, les épitopes T desdits antigénes. Ces

molécules sont capables de lier un répertoire important de peptides ayant des séquences
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tres différentes, ce qui leur permet de présenter aux cellules T, plusieurs peptides par
antigene.

Il existe quatre types différents de molécules HLA II par individu : 2
HLA-DR, 1 HLA-DQ et 1 HLA-DP ; la molécule HLA-DR dont la chaine 3 est codée
par le géne DRB1 (1% géne} est la plus exprimée. On réperiorie, actuellement plus de
200 alléles différents pour DRB1, qui définissent différents antigénes ou types comme
résumé dans le Tableau I ci-apres.

TABLEAU [
Molécules exprimées par différents alléles HLA-DRB1

Antigéne Alléle Alias
DRI DRBI*0101 DR1
DR3 DRB1#0301 DR3wl17
DR4 DRBI1*0401 DR4w4

DRB1*0405 DR4wl5
DR7 DRBI1%0701 DR7
DR8 DRB1*0802 DR8w2
DR9 DRB1*#0901 DRY
DRI11 DRBI*1101 DR5wll
DR12 DRB1*¥1201 DR5w12
DR13 DRB1#1301

DRB1#1302 DR6w19
DR15 DRB1#1501 DR2w2b

Chaque alléle posséde ses propres propriétés de liaison ; la spécificité
large des molécules HLA II et I'existence de plusieurs isoformes et d'un polymorphisme
font que chaque individu reconnait dans un antigéne, un ensemble de peptides dont la
nature dépend des molécules HLA II qui le caractérise. Comme il existe un grand
nombre d'alléles HLA II. il existe donc, pour un antigéne donné, un nombre important
d’épitopes T, propres & chaque alléle.

La répartition des alléles dans une population donnée, n'est pas homogéne: par
exemple, dans la population frangaise, qui correspond & une population majoritairement

caucasienne, seuls 7 alléles du locus DRB1 dépassent les 5 % ; il s’agit des alléles :
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DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1%¥0401, DRB1*0701, DRB1¥1101, DRB1%¥1301 et
DRBI1#1501, qui représentent 64 % de la population (4). Ces mémes alléles sont
également majoritaires dans d'autres populations d'Europe, ou leur fréquence varie de
53 % (Espagne) a 82 % (Danemark), ainsi qu'en Amérique du Nord (55-58 %).

Les molécules HLA-DRB3, -DRB4 et ~-DRB5 (2°™ géne), qui sont des
molécules HLA-DR dont la chaine 3 n'est pas codée par le géne DRBI, sont également
présentes avec des fréquences alléliques importantes dans les différentes populations
caucasiennes : 9,2 % pour DRB3*0101 (B3), 28,4 % pour DRB4*0101 (B4) et 7.9 %
pour DRB5*0101 (B5). Elles couvrent donc a elles seules 45 % de la fréquence allélique
des populations caucasiennes.

Les peptides présents dans une séquence peptidique et qui lient
'ensemble de ces alléles incluent les épitopes T de la majorité de la population cauca-
sienne.

Pour ce qui concerne le VIH :

- la plupart des épitopes déja décrits sont restreints aux molécules HLA
I [(5), (6), Demande internationale WO 98/50423, Demande internationale WO
99/27954, Demande internationale WO 99/40113, Demande internationale
W099/51630), Demande internationale WO 00/75181). Il s’agit donc de peptides
reconnus par des lymphocytes T CD8+. Les molécules HLA I (HLA-A, -B ou —C) ont
des caractéristiques de liaison totalement différentes des molécules de classe I1. Elles
lient des peptides plus courts, en principe de 9 acides aminés et les motifs de liaison sont
propres a chaque alléle. Pour le VIH, les séquences restreintes aux molécules HLA T ont
été trouvées dans les protéines Env, Pol, Gag et Nef, les deux derniéres étant les plus
fréquemment reconnues (7).

Par exemple, Gahéry-Ségard et al. [(11) et Demande internationale
WO 99/27954)] ont décrit des peptides dérivés de la protéine Nef (peptides corres-
pondant respectivement aux acides aminés 66-97 (N1), 117-147 (N2) et 182-205 (N3) de
la protéine Nef), qui comprennent des épitopes T restreints aux molécules HLA I; de
maniére plus précise, les épitopes T mis en évidence dans lesdits peptides N1, N2 et N3

sont les suivants :
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TABLEAU II

Positions protéine Nef Restriction HLA I
121-128, 137-145, 184-191 et 195-202 HLA-A1
136-145,190-198 HLA-A2

73-82, 84-92 HLA-A11

90-97, 182-189 HLA-B8

134-141 HLA-B27

135-143 HLA-B18

20

Pour produire un vaccin anti-VIH, Gahéry-Ségard et al. (11) préco-
nisent d’associer lesdits peptides N1, N2 et N3 a deux peptides issus de la protéine Gag
(G1 et G2) et 4 un peptide issu de la protéine Env (E) ; tous ces peptides sont modifiés &
leur extrémité C-terminale par addition d'un groupe palmitoyle-lysylamide [Tableau 1
de (11)]. L'immunogénicité et la tolérance de ce vaccin lipopeptidique ont été évaluées
chez des volontaires séronégatifs. La réponse spécifique T est évaluée a ’aide d’un test
de prolifération des cellules T. Le peptide N1 induit une prolifération des cellules T chez
5/10 des donneurs vaccinés, le peptide N2 induit une prolifération seulement chez un
seul donneur vacciné et le peptide N3 induit une prolifération chez 4/10 donneurs. Bien
que I"on observe une réponse T CD4+, elle est trés aléatoire et variable avec les peptides
N1, N2 et N3,

- des peptides restreints aux molécules HLA II ont également été
décrits ; il s*agit de séquences peptidiques (épitopes T) issues de ia protéine Nef (10) : et
plus particulierement des peptides Nef 13-23. 46-53, 44-81, 69-82, 180-193, 194-210
(tableau 4 de 10), qui ont &té identifiés & 1'aide de clones T spécifiques de la protéine
Nef ; la variation des peptides affecte de maniére cruciale la réponse des cellules T 4 la
protéine Nef. Les peptides précités sont restreints aux molécules HLA II suivantes
[Tableau 7 de (10)] :

w
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TABLEAU I

Clones T Peptides reconnus HLA II qui restreignent la présen-
tation des peptides auxdits clones

MM Nef 95.12 13-23 DRw6

MM Nef 33.6 13-23 DRw6

JB Nef 1.13 46-53 DQw7

SP Nef 29.16 69-82 DR1, DRw15(2) (=DRB1*1501)

GK Nef 6.38 180-193 DP5

JB Nef 3.2 194-210 DR1

DS Nef 59.25 44-81 DRw15(2) (=DRB1%¥1501)

L’ensemble des peptides proposés jusqu'a présent correspond a des
épitopes T, sélectionnés pour leur aptitude a étre conservés parmi les différents isolats ;
toutefois, ils ne sont spécifiques que pour des individus particuliers ; en effet, il existe
une variabilité interindividuelle des épitopes T, qui rend difficile le choix de molécules
adaptées 4 une vaccination de masse contre le SIDA ; en conséquence, les peptides
décrits ci-dessus ne sont pas adaptés 4 [a préparation d’une composition immunogéne et
vaccinale, apte a stimuler les lymphocytes T CD4+ anti-VIH et & générer une réponse
immune protectrice. quel que soit I'individu a protéger, car ils ne stimulent pas une
réponse T CD4+ protectrice chez I'ensemble des sujets a traiter.

C’est pourquoi les Inventeurs se sont donnés pour but de pourvoir 4 un
ensemble de peptides aptes a étre incorporés dans une composition immunogéne et a
stimuler des lymphocytes T CD4+ anti-VIH, chez la majorité des individus caucasiens
européens ou d'Amérique du Nord, particulierement intéressant en combinaison avec
une thérapie anti-rétrovirale a haute efficacité (writhérapie, par exemple), pour induire
effectivement une réponse proliférative spécifique contre des composaats du virus.

Un tel ensemble a pour propriété d'étre efficace chez un grand nombre
de sujets, alors que les peptides de I'art antérieur sont actifs chez quelques individus et
sont inactifs chez la majorité des autres individus parce que ces derniers ne
reconnaissent pas la protéine Nef par les mémes déterminants.

Pour ce faire, les Inventeurs ont sélectionné des peptides issus de la
protéine Nef de VIH, restreints aux molécules HLA II prépondérantes dans les popu-
lations caucasiennes et ont trouvé qu'en association, les peptides sélectionnés induisent

effectivement une réponse immunogéne et protectrice chez un grand nombre
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d’individus.

La présente invention a en conséquence pour objet un mélange de
peptides issus d'une protéine Nef de VIH. caractérisé en ce que chacun desdits peptides
se lie & au moins trois molécules HLA-DR codées par les alléles sélectionnés dans le
groupe constitué par les alleles HLA DRB1*0101, DRBI1*0301, DRB1*0401,
DRB1%0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*¥1501 (molécules DR1, DR3, DR4,
DR7, DR11, DR13 et DR15) et 4 au moins une molécule HLA-DR codée par les alléles
sélectionnés dans le groupe constitué par les alléles HLA DRB3*0101, DRB4*0101 et
DRB5*0101 (B3, B4 et B5), avec une activité de liaison < 1000 nM, ledit mélange de
peptides liant I'ensemble des alléles précités.

Un tel mélange de peptides permet d’obtenir, de maniére surprenante,
une réponse proliférative T CD4+ (stimulation des lymphocytes T CD4+) ainsi qu'une
stimulation de la réponse CTL et ce. chez la grande majorité de la population
caucasienne a protéger : on peut donc considérer qu’un tel mélange constitue un premier
pas vers une composition immunogéne « universelle », apte a étre utilisée dans un
vaccin.

Selon un mode de réalisation avantageux dudit mélange, lesdits
peptides sont issus de la protéine Nef de n'importe quelle souche de VIH-1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux dudit mélange, lesdits
peptides sont sélectionnés dans le groupe constitué par le peptide correspondant aux
positions 1-36 (peptide Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (peptide
Nefd), le peptide correspondant aux positions 74-88 (peptide Nefd.4), le peptide
correspondant aux positions 77-91 (peptide Nef4.5), le peptide correspondant aux
positions 137-168 (peptide Nefl0), le peptide correspondant aux positionsl139-153
(peptide Nef10.2), le peptide correspondant aux positions 175-190 (peptide Nef12), le
peptide correspondant aux positions 182-198 (peptide Nef13), le peptide correspondant
aux positions 178-192 {peptide Nef13.1), le peptide correspondant aux positions 181-
195 (peptide Nef13.2), le peptide correspondant aux positions 183-197 (peptide
Nef13.3), le peptide correspondant aux positions 187-201 (peptide Nef13.4) et le peptide
correspondant aux positions 189-203 (peptide Nef13.5) de la protéine Nef, en référence
4 la souche Bru (13).

De mani¢re particuliérement avantageuse, ledit mélange de peptides
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selon I'invention est sélectionné dans le groupe constitué par les mélanges suivants, dans
lesquels les positions des peptides sont également précisées en référence aux positions
de la protéine Nef de la souche Bru (13) :

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66~
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (Nef4) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 74-88 (Nef4.d) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 77-91 (Nefd.5) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (Nefd) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 74-88 (Nef4.4) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-

36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 77-91 (Nef4.5) et le peptide
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correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (Nefd) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 74-88 (Nefd.d) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 77-91 (Nef4.5) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 175-190 (Nef12).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nefl3.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nefl10.2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl). le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
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36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* yn mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 {Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nefl10.2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).
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* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 187-201 (Nef13.4).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 189-203 (Nef13.5).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.d), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0), le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0), le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0), le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.d), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.d), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-

88 (Nef4.d), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
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correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 {Nef4.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 (Nef4.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 (Nefd.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12), le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 (Nefd.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12), le peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl12) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions137-
168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nefl10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 187-201 (Nef13.4).

* un mélange comprenant: le peptide Eorrespondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 189-203 (Nef13.5).

En effet :
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- Nefl se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0101, 0401,
0701, 1101, 1301, 1501 et DRB5*0101,

- Nef4 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1#0101, 0401,
1101, 1501, DRB5*0101 et DRB4*0101

- Nef 4.1 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0101,
0401, 1101, 1501 et DRB5*0101 et DRB4*0101,

- Nef 4.2 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0101,
0401, 1101, 1501 et DRB5*0101 et DRB4*0101

- Nefl0 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*#0101,
0301, 0401, 0701, 1101, DRB5*0101 et DRB4*0101,

- Nef 10.1 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0101,
0301, 0401, 0701, 1101, DRB5*0101 et DRB4*0101,

- Nefl2 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0701,
1101, 1501, DRB3*0101 et DRB4*0101,

- Nefl3 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0301,
0701, 1101, 1301 et DRB3*0101 et DRB5*0101,

- Nef 13.1 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0301,
0701, 1101, 1301 et DRB3#0101 et DRB5%0101,

- Nef 13.2 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0301,
0701, 1101, 1301 et DRB3*0101 et DRB5*0101,

- Nef 13.3 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*0301,
0701, 1101, 1301 et DRB5*0101,

- Nef 13.4 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1*¥0701,
1101, 1301 et DRB5*0101,

- Nef 13.5 se lie avec une bonne affinité aux molécules DRB1#0701,
1101, 1301 et DRB5*0101.

La présente invention a également pour objet une composition
immunogene anti-VIH, caractérisée en ce qu'elle comprend au moins un mélange de
peptides tel que défini ci-dessus, associé & au moins un véhicule pharmaceutiquement
acceptable et éventuellement 4 au moins un adjuvant.

Les adjuvants utilisés sont des adjuvants classiquement utilisés dans

les compositions vaccinales, tels que I'hydroxyde d’alumine et le squaléne.
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Selon un mode de réalisation avantageux de ladite composition
immunogéne, lesdits peptides sont soit sous forme de lipopeptides, soit incorporés dans
un virus recombinant, un vecteur viral de thérapie génique (adénovirus...), soit inclus
dans une protéine et notamment une protéine recombinante {Leclerc C. et al., Int. Rev.
Immunol., 1994, 11, 2, 123-132 ; Janssen R. et al., [nt. Rev, Immunol., 1994, 11, 2, 113-
121), soit modifiés chimiquement. Dans ce dernier cas, ils comportent par exemple des
modifications non naturelles comme des acides aminés D, des liaisons pseudo-
peptidiques ou des modifications des extrémités C- ou N-terminales.

La partie lipidique du lipopeptide est notamment obtenue par addition
d'un motif lipidique sur une fonction c-aminée desdits peptides ou sur une fonction
réactive de la chaine latérale d'un acide aminé de la partie peptidique; elle peut
comprendre une ou plusieurs chaines dérivées d'acides gras en Ci.z, éventuellement
ramifiées ou insaturées (acide palmitique, acide oléique, acide linoléique, acide
linolénique, acide 2-amino hexadécanoique, pimélautide, trimétauxide) ou un dérivé
d'un stéroide. Le procédé de préparation de tels lipopeptides est notamment décrit dans
les Demandes internationales WO 99/40113 ou WO 99/51630. La partie lipidique
préférée est notamment représeniée par un groupe N%-acétyl-lysine N¥(palmitoyl),
également dénommé Ac-K(Pam).

Seton un autre mode de réalisation avantageux de ladite composition
immunogéne, ledit mélange de peptides est associé :

- & un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou plusieurs
épitopes CD8+ (reconnus spécifiquement par les lymphocytes T cytotoxiques et
présentés par les molécules HLA 1) et plus particuliérement les épitopes CD8+ issus
d’une protéine du VIH-1 (voir Tableau II) et/ou

- & d’autres peptides contenant un épitope CD4+, lesquels peptides se
lient au moins & une molécule HLA-DR codée par les alléles sélectionnés dans le groupe
constitué par les alleles HLA DRB1#0101, DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701,
DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*1501 (molécules DR1, DR3, DR4, DR7, DRI11,
DR13 et DR15) ou 4 au moins une molécule HLA-DR codée par les alléles sélectionnés
dans le groupe constitué par es alléles HLA DRB3%0101, DRB4*0101 et DRB5%0101
(B3, B4 et BS), avec une activité de liaison < 1000 nM, tels que les peptides corres-

pondant aux positions 37-71 (Nef3), aux positions 113-128 (Nef7), aux positions 117-

JP 2005-506283 A 2005.3.3



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

(38)

WO 02/062834 PCT/FR02/00471

w

20

30

132 (Nef8), aux positions 132-147 (Nef9), aux positions 155-185 (Nef 11) de la protéine
Nef de VIH-1 et/ou

- a d'autres peptides comprenant des épitopes CD4+ multiples, tels que
le peptide de la toxine tétanique TT (positions 830-846), le peptide de I'hémagglutinine
d'Influenza HA (positions 367-319), PADRE (Pan DR Epitope, Alexandre J. et al,,
Immunity, 1994, 1, 9, 751-761), le peptide 45-69 Nef VIH-1 et le peptide LSA3 de
Plasmodium falciparum etou

- & un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou plusieurs
épitopes B. plus particuliérement des épitopes B issus d’une protéine du VIH-1,
reconnus spécifiquement par des anticorps dirigés contre ces derniers.

Les peptides Nef selon I'invention, inclus dans ledit mélange ont été
avantageusement sélectionnés 4 1'aide d'un test de liaison HLA-DR/peptides
comprenant :

- la purification des molécules HLA-DR d'intérét, c¢’est-a-dire celles
concernant plus de 5 % d’une population donnée et notamment les molécules HLA DR1,
DR3, DR4, DR7, DR11, DR13 et DR15,

- I"incubation des molécules HLA-DR ainsi purifiées, avec différentes
concentrations de fragments chevauchants et couvrant entiérement la séquence de la
protéine Nef et avec un réactif R1 ou traceur constitué d’un fragment peptidique associé
4 un marqueur non radioactif, tel que la biotine et dont la séquence est différente desdits
peptides ; le réactif R1 ou traceur est choisi de maniére & ce qu’il présente une affinité
vis-a-vis de l'une des molécules HLA-DR d'intérét, telle qu'il puisse étre utilisé & une
concentration < 200 nM,

- le transfert des complexes obtenus sur une plaque de type ELISA,
préalablement sensibilisée avec un anticorps spécifique de tous les HLA-DR,

- la révélation des complexes molécules HLA-DR/réactif R1, fixés au
fond de la plague au moyen de conjugués convenables, tels que streptavidine-
phosphatase et d’un substrat fluorescent.

- la sélection des peptides comprenant des épitopes différents, c’est-a-
dire les plus représentatifs des différentes zones d'interaction entre la protéine Nef et les
molécules HLA-DR et

- le choix des peptides les plus adaptés, en fonction de la fréquence des
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alléles vis-a-vis desquels ils présentent une activité de liaison < 1000 nM, correspondant
4 la concentration de ces peptides, qui inhibe 50 % de la liaison du réactif R1 {ICso).

Ces tests permettent, de maniére non ambigué, d'associer a chaque
alléle du 1% géne ou du 2™ géne, les séquences des fragments capables de s'y lier ou au
contraire qui ne s'y lient pas.

Cette démarche permet de définir des compositions immunogénes
incluant des peptides qui se lient au plus grand nombre de molécules HLA-DR diffé-
rentes et qui peuvent étre ainsi avantageusement protectrices pour la majorité des
patients, méme si I'on ne connait pas leurs molécules HLA.

Cette démarche a en outre 1'avantage de permettre la sélection de
peptides significativement plus spécifiques vis-a-vis du VIH-1 que les démarches
cherchant a sélectionner des peptides sur la base de leur capacité 4 stimuler les
lymphocytes T CD4+.

Les conditions d’incubation sont propres a chaque molécule HLA-DR
(temps d’incubation. pH, réactif R1, concentration en HLA-DR ou en peptide).

Le réactif R1 est sélectionné dans le groupe constitué par les séquences
suivantes :

- PKYVKQNTLKLAT (HA 306-318) (SEQ ID NO:1), spécifique des alléles
DRB1*0101, DRB1*#0401, DRB1*1101,
EAEQLRAYLDGTGVE (A3 152-166) (SEQ ID NO:2), spécifique de ['alléle
DRBI1*1501,
AKTIAYDEEARGLE (MT 2-16) (SEQ ID NO:3), spécifique de 1'alléle
DRB1*0301,

- AAYAAAKAAALAA (YKL) (SEQ ID NO:4), spécifique de I’alléle DRB1*¥0701,

+ TERVRLVTRHIYNREE (Bl 21-36) (SEQ ID NO:5), spécifique de I'aliéle
DRB1*1301,
ESWGAVWRIDTPDKLTGPFT (LOL 191-210) (SEQ ID NO:6), spécifique de
I’alléle DRB3*0101, et
AGDLLAIETDKATI (E2/E168) (SEQ ID NO:7), spécifique de 1'alléle DRB4*0101.

D'autres réactifs R1 peuvent étre utilisés, notamment ceux décrits dans
Southwood et al. (14).

En variante, ladite composition immunogéne comprend avantageu-
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sement les séquences codant pour les peptides tels que définis ci-dessus.

En effet, I'utilisation d"’ADN nu pour I'immunisation constitue une
approche vaccinale efficace : elle consiste a injecter dans |’organisme héte a vacciner, un
ADN nu codant pour un antigéne protéique : cet ADN permet une synthése prolongée de
1"antigéne par les cellules de I'hdte ainsi qu'une présentation durable de cet antigéne au
systéme immunitaire.

La présente invention a également pour objet un vaccin, caractérisé en
ce qu'il inclut une composition immunogene telle que définie ci-dessus.

La présente invention a également pour objet des peptides issus d’une
protéine Nef de VIH, caractérisés :

- en ce qu’ils contiennent un épitope CD4+, apte a avoir une activité de
liaison < 1000 nM vis-a-vis d'au moins une molécule HLA II (HLA-DR) prépondérante
dans les populations caucasiennes (1 géne et/ou 2°™ géne), telle que définie ci-dessus,
a ére reconnus par des lymphocytes T CD4+ spécifiques desdits peptides et a stimuler
des lymphocytes T CD4+ spécifiques desdits peptides et

- en ce qu'ils sont sélectionnés dans le groupe constitué par les
fragments suivants de la protéine Nef, en référence a la souche Bru: le fragment
correspondant aux positions 1-36 de la protéine Nef (Nefl), le fragment correspondant
aux positions 3-17 (Nefl.1), le fragment correspondant aux positions 8-22 (Nef1.2), le
fragment correspondant aux positions 11-25 (Nefl.3), le fragment correspondant aux
positions 14-28 (Nefl.4), le fragment correspondant aux positions 37-71 de la protéine
Nef (Nef3), le fragment correspondant aux positions 66-94 (Nefd), le fragment
correspondant aux positions 68-82 (Nef4.1), le fragment correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.d), le fragment correspondant aux positions 77-91 (Nef4.5), le fragment
correspondant aux positions 79-93 (Nef4.6), le fragment correspondant aux positions 83-
97 (Nefd.7), le fragment correspondant aux positions 113-128 (Nef7), le fragment
correspondant aux positions 117-132 (Nef8), le fragment correspondant aux positions
132-147 (Nef9), le fragment correspondant aux positions 137-168 (Nef10), le fragment
correspondant aux positions 137-151 (Nef10.1), le fragment correspondant aux positions
139-153 (Nef10.2), le fragment correspondant aux positions 141-155 (Nef10.3), le
fragment correspondant aux positions 146-160 (Nef10.5), le fragment correspondant aux

positions 155-185 (Nef11), le fragmeat correspondant aux positions 175-190 (Nef12), le
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fragment correspondant aux positions 182-198 (Nef13), te fragment correspondant aux
positions 178-192 (Nefl3.1). le fragment correspondant aux positions 181-195
(Nef13.2), le fragment correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3), le fragment
correspondant aux positions 187-201 (Nef13.4), le fragment correspondant aux positions
189-203 (Nef13.5). le fragment correspondant aux positions 191-205 (Nef13.6).

De tels peptides présentent l'avantage de se lier & au moins une
molécule HLA-DR codée par les alléles HLA DRB1*#0101, DRB1*0301, DRB1*0401,
DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1#¥1501 (molécules DR1, DR3, DR4,
DR7, DR11, DR13 et DR15), et/ou & au moins une molécule HLA-DR codée par les
aliéles HLA DRB3*0101, DRB4*0101 et DRB5*0101 (B3, B4 et B5), avec une activité
de liaison < 1000 nM.

De maniére plus précise et conformément au Tableau VII ci-aprés :

- les peptides Nefl.2, Nefl.3, Nefl.4, Nef 3, Nef4.2, Nef4.6, Nef4.7,
Nef 9, Nefl10.5. Nefl1 et Nef13.6 se lient & moins de trois molécules HLA-DRBI1, avec
une activité de liaison < 1000 nM et

- les peptides Nefl, Nefd, Nefd.d, Nefd.5, Nef10, Nefl0.2, Nef12,
Nef13, Nefl13.1, Nefl3.2, Nef13.3, Nefl3.4, et Nefl3.5, se lient @ au moins trois
molécules HLA-DRBI1 et 2 au moins une molécule HLA-DR codée par un alléle DRB3,
DRB4 ou DRBS3, avec une activité de liaison < 1000 nM.

De telles activités de liaison permettent d'utiliser lesdits peptides :

- soit en mélange, dans les conditions définies ci-dessus, dans des
compositions immunogénes, dans la mesure ol ils sont aptes a induire une réponse
proliférative des cellules T CD4+ et donc d’aider a induire une réponse cytotoxique ou
humorale dans la majorité des populations caucasiennes. Ils peuvent donc avanta-
geusement étre incorporés dans une composition vaccinale.

- soit, séparément, en tant que réactif de diagnostic, de préférence sous
la forme de tétraméres, pour évaluer I'état immunitaire d'un individu sain ou de patients
séropositifs pour le VIH ou atteints par le SIDA. Par exemple, grace a ces différents
peptides, il est possible de détecter la présence de cellules T CD4+ spécifiques de Nef
par des tests de prolifération ou d'ELISPOT (évaluation qualitative) ou d’effectuer un tri
cellulaire par cytométrie de flux, mettant en ceuvre les peptides sélectionnés (évaluation

quantitative) et marqués ; par exemple. par cytométrie de flux, il est possible d’évaluer le
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taux de cellules spécifiques de la protéine Nef par rapport a la population de cellules du
sang.

La présente invention a, en conséquence, également pour objet un
réactif de diagnostic, caractérisé en ce qu’il est sélectionné dans le groupe constitué par
un mélange de peptides tel que défini ci-dessus ou |'un des peptides également tels que
définis ci-dessus, lesdits peptides étant éventuellement marqués ou complexés, sous la
forme de complexes multimériques.

De préférence, ledit réactif de diagnostic est constitué par les mélanges
de peptides obtenus a partir des peptides Nefl, Nef4, Nef10, Nef12 et Nef13.

La présente invention a également pour objet un procédé d'évaluation
de I’état immunitaire d’un individu, caractérisé en ce qu'il comprend une étape de
détection de la présence de cellules T CD4+ spécifiques des peptides Nef tels que définis
ci-dessus ; ladite détection est réalisée, de maniére avantageuse par I'un des tests
suivants : test de prolifération, test ELISPOT [voir par exemple la Demande
Internationale WO 99/51630 ou Gahéry-Ségard et al. (11)] ou cytométrie de flux en
présence de complexes multimériques constitués & partir desdits peptides Nef.

De maniére plus précise :

* pour ce qui concerne le test de prolifération :

Une suspension de cellules (PBMC, PBMC déplétées en cellules
CD8+, lymphocytes T préalablement enrichis par une étape de culture in vitrro avec les
peptides sélectionnés selon 1'invention ou des lymphocytes T clonés) est cultivée
pendant 3 & 5 jours en présence des peptides sélectionnés et au besoin de cellules
présentatrices appropriées telles que des cellules dendritiques, des PBMC autologues ou
hétérologues, des cellules lymphoblastoides telles que celles obtenues aprés infection par
le virus EBV ou des cellules génétiquement modifiées. La prolifération des cellules est
mesurée par incorporation de thymidine tritiée dans I’ADN des cellules. Les peptides
sélectionnés conformément a 'invention. permettent de révéler dans la suspension
initiale la présence de cellules spécifiques de ces peptides.

* pour ce qui concerne le test ELISPOT :

Le test ELISPOT permet de révéler la présence de cellules T spéci-
fiques d’un peptide sélectionné conformément & I'invention et sécrétant de ['IFN-y.

De maniére plus précise, les cellules T sont révélées par mesure de la
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sécrétion d’IFN-y aprés incubation des PMBC des patients avec les peptides sélectionnés
selon I'invention, conformément a la méthode décrite dans Gahéry-Ségard et al., 2000
(11).

* pour ce qui concerne la mise en ceuvre de complexes multimériques
et notamment de complexes tétramériques :

- on met en contact un échantillon biologique, de préférence des
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) avec des complexes tétramériques
produits a partir de complexes peptide Nef tel qu défini ci-dessus-molécule HLA de
classe II, telle que définie ci-dessus, soluble et biotinylée et

- analyse des cellules marquées par cytométrie de flux.

De maniére avantageuse, préalablement a la mise en contact de
I’échantillon biologique avec ledit complexe, on I’enrichit en cellules T CD4+, en le
mettant en contact avec des anticorps anti-CD4, pour enrichir ledit échantillon.

Les tétrameres sont préparés, comme précisé, par exemple dans E.J.
Novak et al. {J. Clin. Investig., 1999, 104, R63-R67) ou dans M.J. Kuroda et al. (J.
Virol., 2000, 74, 18, 8751-8756).

Briévement, les tétraméres sont fabriqués en incubant, pendant 72
heures a 37°C et dans un tampon phosphate citrate 10 mM, NaCl 0,15 M a un pH
compris entre 4,5 et 7, des molécules HLA T solubles et biotinylées avec un exces de 10
de peptides Nef identifiés et sélectionnés conformément a I'invention.

La forme tétramérisée est obtenue en ajoutant 4 la préparation de la
streptavidine marquée par un fluorochrome en quantité quatre fois moindre (mole a
mode) que de molécules HLA II. L'ensemble est incubé une nuit a température
ambiante.

Pour utiliser ces tétraméres, on met en contact une suspension de
cellules (PBMC, PBMC déplétées en cellules CD8+, lymphocytes T préalablement
enrichis par une étape de culture in vitro avec les peptides Nef sélectionnés confor-
mément & la présente invention ou des lymphocytes T clonés ) avec un ou plusieurs
tétraméres (10 a4 20 mg/ml) pendant 1 & 3 heures. Aprés lavage, la suspension est
analysée par cytométrie de flux : on visualise le marquage des cellules par les tétraméres
grace au fait que ces constructions sont fluorescentes.

La cytométrie de flux permet de séparer les cellules marquées par les
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tétraméres des cellules non marquées et d’effectuer ainsi un tri cellulaire.

La présente invention a ainsi, en outre, pour objet une méthode de tri
de lymphocytes T spécifiques du VIH, caractérisé en ce qu'il comprend au moins les
étapes suivantes :

- incubation ou mise en contact, pendant 1 a 3 heures d'une suspension
de cellules a trier avec un ou plusieurs tétraméres formés a partir de complexes peptide
Nef tel que défini ci-dessus/molécule HLA II soluble et biotinylée, et conjugués a de la
streptavidine marquée par un fluorochrome,

- analyse par cytométrie de flux et

- tri des cellules marquées par les tétraméres.

EXEMPLE 1 : Principe des tests de liaison.

- Synthése des peptides

Les peptides choisis couvrent la séquence de la protéine Nef de la
souche Bru publiée par Wain-Hobson et al. (13). Tous les peptides ont &té synthétisés
selon la stratégie Fmoc en synthése paralléle sur phase solide, purifiés par HPLC et
controlés par spectrométrie de masse (ES-MS).

. Purification des molécules HLA-DR

Les molécules HLA-DR sont purifiées a partir de différentes lignées
EBV homozygotes (14) par immunoaffinité. On peut notamment utiliser la méthode
décrite dans Southwood et al. (14). Leur origine et les différents alléles qui les caracté-

risent sont décrits dans le Tableau IV.

Tableau IV
Lignées Spécificités All¢les DRB1 Autres alléles DRB
LG2(14) HLA-DR1 DRB1%0101 -
HOM2
SCHU HLA-DR2 DRB1*1501 DRB5*0101
MAT (14) HLA-DR3 DRB1*0301 DRB3*0101
STEILIN
BOLETH HLA-DR4 DRB1*0401 DRB4*0101
PREISS (14)
PITOUT (14) HLA-DR7 DRB1*0701 DRB4*0101
SWEIG (14) HLA-DRI11 DRBI1*1101 DRB3*0202
HHKB (17) HLA-DR13 DRB1*1301 DRB3*0101
21
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L'anticorps monomorphique spécifique des molécules HLA-DR est
notamment celui décrit dans Southwood et al. {14) ou celui décrit dans Posch et al, (15).
Les anticorps sont purifiés a partir de surnageants de culture sur des colonnes de
Protéine A-Sépharose. Ces anticorps sont couplés sur des colonnes Sépharose 4B ou
Protéine A-Sépharose pour la purification des molécules HLA-DR.

. Tests de liaison HLA-DR/peptides

Les tests de liaison des peptides aux molécules HLA-DR sont des tests
en compétition avec une révélation immuno-enzymatique, initialement mis au point par
Hill sur la molécule HLA-DR (16}. IIs sont effectués en plaques 96 puits, ce qui permet
d'étudier dans la méme expérience de nombreux échantillons. Briévement, les molécules
HLA-DR purifiées sont incubées avec un peptide biotinylé qui sert de traceur et
différentes concentrations du peptide & tester.

Aprés 24 a 72 heures d'incubation, les échantillons sont neutralisés,
puis 100 pl de chaque échantillon sont transférés sur une plaque ELISA préalablement
sensibilisée par l'anticorps monomorphique spécifique des molécules HLA-DR. Les
complexes molécules HLA-DR/peptides biotinylés, fixés au fond de la plaque par
l'intermédiaire de 1’anticorps monomorphique spécifique des molécules HLA-DR sont
révélés au moyen de conjugué streptavidine-phosphatase et d'un substrat fluorescent.
L'activité de chaque peptide est caractérisée par la concentration de ce peptide qui inhibe
50% de la liaison du peptide biotinylé (IC_ ).

. Choix et optimisation des tests de liaison

Choix des aliéles (1° géne)

Les alléles étudiés sont tous les alléles de la population francaise dont
la fréquence dépasse les 5% de la population.

Il s'agit des alléles DRBI1*0101, DRBI1¥0301, DRB1%0401,
DRB1#0701, DRB1*¥1101, DRB1*¥1301 et DRB1*1501 (Tableau I). lls représentent &
eux seuls 53 a 82% des alléles des populations caucasiennes et font partie de différentes
spécificités des séries HLA-DR.

Choix des alléles (2 géne)

Les alléles étudiés sont les alléles rencontrés les plus fréquemment. Il

s'agit des alléles HLA-DRB3*0101, HLA-DRB4*0101 et HLA-DRB5*0101.
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Spécificité des tests

Le choix des peptides biotinylés est 1'¢lément déterminant de la spé-
cificité du test. La plupart des cellules utilisées possédent deux molécules HLA-DR
différentes (codées par deux alléles) qui sont toutes les deux purifiées par un anticorps
monomorphique spécifique des molécules HLA-DR et toutes les deux reconnues par le
méme anticorps. De maniére a étudier sans ambiguité la liaison d'un peptide a l'alléle
DRBI, il est nécessaire de s'assurer que le peptide biotinylé lie cet alléle et ne lie pas le
produit de l'autre alléle.

Dans ce but, les peptides tels que définis comme réactifs R1 ci-dessus
ont &t¢ utilisés.

Conditions et sensibilité des tests

Pour chaque molécule HLA-DRBI, la concentration en molécules du
CMH 11, la concentration du peptide biotinylé, le pH d'incubation et le temps

d'incubation ont été optimisés comme précisé dans le Tableau V ci-aprés.

Tableau V
Alléles Concentration Traceurs  Concentration pH Temps

protéine traceur optimal  d’incubation

(ug/ml) (nM) (h)
DRB1#0101 (X HA 306-318 10 6 24
DRB1*0301 23 MT 2-16 50 4,5 72
DRB1¥0401 1,6 HA 306-318 30 6 24
DRB1*#0701 0,4 YKL 10 5 24
DRB1%#1101 1.3 HA 306-318 20 5 24
DRB1#1301 0,7 B121-36 200 45 72
DRB1*1501 0,5 A3 152-166 10 4,5 24

La sensibilité de chaque test est reflétée par les IC, observées avec les

peptides non-biotinylés qui correspondent aux traceurs et les résultats obtenus sont

illustrés au Tableau VI ci-aprés.
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Alleles Fréquence  Peptides Séquences 1Cso
biotinylés (nM)

DRBI1*0101 9.3 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 31
DRB1#0401 56 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 44
DRB1*1101 9.2 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 38
DRB1*0701 14,0 YKL AAYAAAKAAALAA 34
DRB1*0301 109 MT 2-16 AKTIAYDEEARRGLE 100
DRB1%¥1301 6,0 B121-36 TERVRLVTRHIYNREE 330
DRB1*1501 8.0 A3152-166 EAEQLRRAYLDGTGVE 14
DRB5*0101 7.9 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 6,5
DRB3*0101 9.2 Lol 191-210 ESWGAVWRIDTPDKLTGPET 5
DRB4*0101 28,4 E2/E168 AGDLLAIETDKATI 2

Les fréquences indiquées sont les fréquences alléliques en France et

sont représentatives de celles de la population caucasienne. Elles sont issues de

Colombani (4)

Le Tableau VII ci-aprés illustre [activité de liaison des peptides selon

'invention, mesurée dans les conditions précisées ci-dessus :
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Activités de liaison des peptides NEF sélectionnés vis-a-vis des molécules HLA-DR

prépondérantes dans la population caucasienne.

DRI DR3 DR4 DR7 DRIl DR13 DR15 B3 B3 B4
Nefl (1-36] 700 >10000 250 40 530 325 40 >10000 400 2500
Nefi.1 (3-17) 1250 >10000 700 48 1750 3000 150 >10000 >10000 >10000
Nefl.2 (8-22) >10000  >10000  =10000  >10000 7500 700 200 >10000 >10000 >10000
Nef1.3 (11-25) >10000  >10000 >10000 >1D000 >10000 700  >10000 >10000 >10000 >(0000
Nef 1.4 (14-28) 1400 >10000  >10000 >10000 1250 750 >10000  >10000 >10000 >10000
Nefl.S (18-32) 2750 >10000  >10000 >1000 >10000 >10008 >10000  >10000 >10000 >10000
Nef2 (25-39) >10000 4250 >10000 >10006  >(0000 >10000 >10000  >10000 >10000 >10060
Nef3 (37-71) 2500 >10000 k) 3000 2000 >10000  >10000  >10000 >10000 8000
Nefd (66-94) 55 >10000 45 5000 850 >10000 7530 >10000 12 225
Nefd.1 (66-80) 1500 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 10000 >10000
Nefd.2 (68-82) 250 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 7000 >10000 >10000  >10000
Nefd.3 (72-86 2000 >10000 2000 >10000 4000  >10000 1930 >10000 1500 2430
Nefd.4 (74-88) 350 >10000 225 >10000 850 >10000 667 >10000 700 530
Nefd.5 (77:91) 12 >10000 60 >10000 700 >10000 1330 >10000 28 300
Nefd.6 (79-93) 35 >10000 150 >10000 2750 >10000 >1000¢ >10000 45 >10000
Nefd.7 (8397 500 >10000  >10000 >10000 7500 >10000  >10000 >10000 3250 >10000
Nef5 (86-100) 6000 >10000  =10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 BOOO >10000
Nef6 (100-114) >10000  >10000 >10000 >10000 3000 >10000 1750 >10000 >10000 1750
Nef7 (113-128) >10000 >10000  >10000 4000 >10000 >10000 9000 75 >10000  >10000
Nef8 (117-132) >10000  >10000 8000 >10000 >10000 >10000 >10000 120 >10000 >10000
Nef9 (132-147) 85 >10000 >10000 5500 500 >10000 1500 >10000 8000 500
Nef10 (137-168) 650 175 150 65 45 >10000 1250 3500 250 55
Nef10.1 (137-151) 150 >10000 2000 650 95 >10000  >10000  >10000 4500 2200
Nefl0.2 (139-153) 85 >10000 250 120 250 >10000  >10000  >10000 900 605
Nefl10.3 {141-155) 850 >10000 250 250 350 >10000 >10000 >10000 1500 1030
Nef10.4 (143-157) 9000 1470 2750 2250 >10000  >10600 >10000 >10000 >10000 1730
Nef10.5 (146-160} 550 2500 2000 10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000
Nef10.6 (151-165} >10000  >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 1500 >10000
Nefil (155-185) 2000 >10000  >10000 3000 >10000 50 >10000 3000 450
Nefl2 (175-190) >10000 3500 2500 125 >10000 13 145 >10000 275
Nefl3 (182-198 5000 55 3250 48 750 >10000 250 10 6330
Nef13.1 (178-192) >10000 125 >10600 8 R67 >10000 28 550 >10000
Nef13.2 (181-195) >10000 73 >10000 933 18 350 >10000 60 6 =>10000
Nef13.3 (183-197) >10000 567 >10000 900 1t 250 >10000 5000 15 >10000
Nef13.4 (187-201)  >10000 >10000 >10000 225 6 350 »10000  >10000 300  >10000
Nef13.5 (189-203) >10000 1470 >10000 250 8 600 >10000  >10000 600 >10000
Neft3.6 (191-205) >10000 700 >10000 2500 550 3000 >10000  >10000  BOOO >10000
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Les résultats sont exprimés sous forme de concentrations donnant
50 % d'inhibition du maximum de liaison. L unité est le nM.

EXEMPLE 2 : Test de prolifération.

Pour vérifier la stimulation de la prolifération des cellules T CD4+, &
['aide d'une composition immunogéne selon I'invention, un test de prolifération est
réalisé in vitro.

Les cellules (PBMC). extraites du sang périphérique ont été cultivées
dans des microplaques de 96 puits 4 raison de 5.10° cellules par puits dans un volume
final de 200 ul de milieu complet. Les cellules ont été stimulées ou non avec 20 ug/ml
d’un mélange de peptides selon I'invention. Aprés 72 heures de culture a 37°C, les
cellules ont été incubées pendant la nuit avec 0,25 uCi de [3H] thymidine (Amersham,
Life technologie). Les cellules ont &t récupérées et I'incorporation de *H] thymidine a
été mesurée dans I’ADN cellulaire.

On observe effectivement une stimulation des cellules T CD4+.

D’autres cellules peuvent étre utilisées : PBMC déplétées en cellules
CD8+, lymphocytes T préalablement enrichis par une étape de culture in vitro avec les
peptides tels que définis ci-dessus ou lymphocytes clonés.

Briévement, le protocole d’enrichissement est le suivant :

les PMBC séparées sur gradient de ficoll sont cultivées a 37°C en
présence de 0,1 a4 10 mg/ml de peptides en milieu RPMI supplémenté par 10 % de sérum
éme

lénm

humain. Au et 1l jour de culture, 50 unités d’IL-2 humaine recombinante sont
ajoutés 4 la culture. Les cellules sont récoltées le 14°™ jour.
EXEMPLE 3 : ELISPOT.

L’ELISPOT permet de détecter les cellules spécifiques d'un peptide et
sécrétant une cytokine donnée.

50 pl/puits d'anticorps murin anti-IFN-y humain dilué dans du tampon
PBS a une concentration de 4 ug/ml sont incubés dans des plaques de 96 puits a fond de
nitrocetlulose pendant une nuit a 4°C en chambre humide.

Les puits sont lavés avec du PBS et saturés avec du milieu RPMI
contenant 10 % de sérum de veau pendant 2 heures a 37°C.

Si besoin, des cellules présentatrices appropriées telles que des PBMC

autologues ou hétérologues, des cellules lymphoblastoides obtenues aprés infection par
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le virus EBV ou des cellules génétiquement modifiées sont utilisées et sont distribuées
dans les puits. Les peptides Nef tels que définis dans I'invention sont alors ajoutés a
différentes concentrations (10, 5 et 1 ug/mi).

Les celtules effectrices (PBMC, PBMC déplétées en cellules CD8+,
lymphocytes T préalablement enrichis par une étape de culture in vitro avec les peptides
Nef ou des lymphocytes clonés) sont ajoutées dans les plaques 96 puits a raison de
20.000 cellules/puits.

La culture est incubée pendant 24 heures a4 37°C dans une atmosphére
contenant 5 % de CO;.

Les plaques sont ensuite lavées et incubées pendant 2 heures avec 100
ul d’un antisérum de lapin spécifique de I'TFN-y humain.

Aprés lavage, un anticorps anti-IgG de lapin conjugué a de la biotine
purs de la streptavidine conjuguées a de la phosphatase alcaline sont ajoutés successi-
vement pendant 1 heure.

Finalement, la révélation des taches (spots) est effectuée grace & un
substrat chromogénique de la phosphatase alcaline. Le comptage des spots se fait au
microscope. Des controles négatifs sont donnés par les puits ne contenant pas de
peptides. Les contrdles positifs sont fournis par les puits contenant des agents mitogénes

tels que I’ionomyeine (500 ng/ml) et la phytohémagglutinine (PHA) (10 pg/mi).
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REVENDICATIONS

1°) Mélange de peptides issus d'une protéine Nef de VIH, caractérisé
en ce que chacun desdits peptides se lie & au moins trois molécules HLA-DR codées par
les alléles sélectionnés dans le groupe constitué par les alléles HLA DRB1*0101,
DRB1*0301, DRB1*#0401, DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*1501
(molécules DR1, DR3, DR4, DR7, DR11, DR13 et DR15), et & au moins une molécule
HLA-DR codée par les alléles sélectionnés dans le groupe constitué par les alléles HLA
DRB3%0101, DRB4*0101 et DRB5*0101 (B3, B4 et B5), avec une activité de liaison <
1000 nM, ledit mélange de peptides liant I'ensemble des alléles précités.

2°) Mélange de peptides selon la revendication 1, caractérisé en ce que
lesdits peptides sont issus de la protéine Nef de n’importe quelle souche de VIH-1.

3°) Mélange de peptides selon la revendication 1 ou la revendication 2,
caractérisé en ce que lesdits peptides sont sélectionnés dans le groupe constitué par le
peptide correspondant aux positions 1-36 (peptide Nefl), le peptide correspondant aux
positions 66-94 (peptide Nef4), le peptide correspondant aux positions 74-88 (peptide
Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 77-91 (peptide Nef4.5), le peptide
correspondant aux positions 137-168 (peptide Nef10), le peptide correspondant aux
positions139-153 (peptide Nefl10.2), le peptide correspondant aux positions 175-190
(peptide Nefl12), le peptide correspondant aux positions 182-198 (peptide Nef13), le
peptide correspondant aux positions  178-192  (peptide Nef13.1), le peptide
correspondant aux positions 181-195 (peptide Nef13.2), le peptide correspondant aux
positions 183-197 (peptide Nef13.3), le peptide correspondant aux positions 187-201
(peptide Nef13.4) et le peptide correspondant aux positions 189-203 (peptide Nef13.5)
de 1a protéine Nef, en référence 2 la souche Bru (13).

4°) Mélange de peptides selon la revendication 3, caractérisé en ce
qu'il est sélectionné dans le groupe constitué par les mélanges suivants :

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd). le peptide correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un melange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-

94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

29

JP 2005-506283 A 2005.3.3



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

(53)

WO 02/062834 PCT/FR02/00471

25

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (Nefd) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 74-88 (Nefd.d) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 77-91 (Nef4.5) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13),

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (Nefd) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 74-88 (Nefd.4) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 77-91 (Nefd.5) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 66-94 (Nef4) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 74-88 (Nef4.4) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-

36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 77-91 (Nefd.5) et le peptide
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correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 175-190 (Nef12).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nef10) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

#* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (NeflQ) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nef10) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un meélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 1-
36 (Nefl), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
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94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nef10) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : te peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nefl0) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nef10.2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 139-153 (Nefl10.2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 {Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nef4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 187-201 (Nef13.4).
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* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 66-
94 (Nefd), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 189-203 (Nef13.5).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nef10), le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nef10), le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 137-168 (Nef10), le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12), le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 74-
88 (Nef4.4), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 (Nefd.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12), le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 (Nef4.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-

91 (Nefd.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), le peptide
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correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions 77-
91 (Nefd.5), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2), te peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 182-198 (Nef13).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions137-
168 (Nefl0), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 178-192 (Nef13.1).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 181-195 (Nef13.2).

* un mélange comprenant: le peptide correspondant aux positions
137-168 {(Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 183-197 (Nef13.3).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nefl2) et le peptide
correspondant aux positions 187-201 (Nef13.4).

* un mélange comprenant : le peptide correspondant aux positions
137-168 (Nef10), le peptide correspondant aux positions 175-190 (Nef12) et le peptide
correspondant aux positions 189-203 (Nef13.5).

5°) Composition immunogéne, caractérisée en ce qu'elle comprend au
moins un mélange de peptides selon {'une quelconque des revendications 1 & 4, associ€ &
au moins un véhicule pharm.aceutiquemem acceptable et éventuellement 4 au moins un
adjuvant.

6°) Composition immunogéne selon la revendication 5, caractérisée en
ce que lesdits peptides sont soit sous forme de lipopeptides, soit incorporés dans un virus
recombinant ou un vecteur viral de thérapie génique, soit inclus dans une protéine, soit
modifiés chimiquement.

7°) Composition immunogéne selon la revendication 5 ou la reven-

dication 6, caractérisée en ce que ledit mélange de peptides est associé :
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- a un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou plusieurs
épitopes CD8+ et/ou

- a d’autres peptides contenant un épitope CD4+, lesquels peptides se
lient au moins a une molécule HLA-DR codée par les alléles sélectionnés dans le groupe
constitué par les alléles HLA DRB1*0101, DRB1*0301. DRB1*0401, DRB1*0701,
DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*1501 (molécules DR1, DR3, DR4, DR7, DR11,
DR13 et DR15) ou & au moins une molécule HLA-DR codée par les alléles sélectionnés
dans le groupe constitué par les alléles HLA DRB3#0101, DRB4*0101 et DRB5*0101
(B3, B4 et B5), avec une activité de liaison < 1000 nM et/ou

- 4 d’autres peptides comprenant des épitopes CD4+ multiples et/ou

- & un ou plusieurs peptides ou lipopeptides contenant un ou plusieurs
épitopes B reconnus spécifiquement par des anticorps dirigés contre ces derniers.

8°) Composition immunogeéne selon la revendication 7, caractérisée en
ce que les peptides contenant un épitope CD4+ sont sélectionnés dans le groupe
constitué par les peptides correspondant aux positions 37-71 (Nef3), aux positions 113-
128 (Nef7), aux positions 117-132 (Nef8), aux positions 132-147 (Nef9), aux positions
155-185 (Nef 11) de la protéine Nef de VIH-1.

9°) Composition immunogene, caractérisée en ce qu’elle comprend
avantageusement les séquences codant pour les peptides tels que définis aux revendi-
cations 14 4.

10°) Vaccin anti-VIH, caractérisé en ce qu'il inclut une composition
immunogéne selon I'une quelconque des revendications 54 9.

11°) Peptides issus d'une protéine Nef de VIH, caractérisés :

- en ce qu'ils contiennent un épitope CD4+, apte a avoir une activité de
liaison < 1000 nM vis-a-vis d"au moins une molécule HLA Il (HLA-DR) prépondérante
dans les populations caucasiennes (1 géne et/ou 2°™ géne) et 4 étre reconnus par des
lymphocytes T CD4+ spécifiques desdits peptides et

- en ce qu'ils sont sélectionnés dans le groupe constitué par les
fragments suivants de la protéine Nef, en référence a la souche Bru: le fragment
correspondant aux positions 1-36 de la protéine Nef (Nefl), le fragment correspondant
aux positions 3-17 (Nefl.1), le fragment correspondant aux positions 8-22 (Nef1.2), le

fragment correspondant aux positions 11-25 (Nefl.3). le fragment correspondant aux
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positions 14-28 (Nefl.4), le fragment correspondant aux positions 37-71 de la protéine
Nef (Nef3), le fragment correspondant aux positions 66-94 (Nefd), le fragment
correspondant aux positions 68-82 (Nef4.1), le fragment correspondant aux positions 74-
88 (Nefd.4), le fragment correspondant aux positions 77-91 (Nef4.5), le fragment
correspondant aux positions 79-93 (Nef4.6), le fragment correspondant aux positions 83-
97 (Nefd.7), le fragment correspondant aux positions 113-128 (Nef7), le fragment
correspondant aux positions 117-132 (Nef8), le fragment correspondant aux positions
132-147 (Nef9), le fragment correspondant aux positions 137-168 (Nef10), le fragment
correspondant aux positions 137-151 (Nef10.1), le fragment correspondant aux positions
139-153 (Nef10.2), le fragment correspondant aux positions 141-155 (Nef10.3), le
fragment correspondant aux positions 146-160 (Nef10.5), le fragment correspondant aux
positions 155-185 (Nef11), le fragment correspondant aux positions 175-190 (Nef12), le
fragment correspondant aux positions 182-198 (Nef13), le fragment correspondant aux
positions 178-192 (Nef13.1), le fragment correspondant aux positions 181-195
(Nef13.2), le fragment correspondant aux positions 183-197 (Nefl3.3), le fragment
correspondant aux positions 187-201 (Nef13.4), le fragment correspondant aux positions
189-203 (Nef13.5), le fragment correspondant aux positions 191-205 (Nef13.6).

12°) Réactif de diagnostic, caractérisé en ce qu’il est sélectionné dans
le groupe constitué par un mélange de peptides selon l'une quelconque des
revendications 1 4 4 ou l'un des peptides selon la revendication 11, lesdits peptides étant
éventuellement marqués ou complexés, sous la forme de compiexes multimériques.

13°) Procédé d'évaluation de I’état immunitaire d’un individu,
caractérisé en ce qu'il comprend une étape de détection de la présence de cellules T
CD4+ spécifiques des peptides Nef tels que définis aux revendications 1 4 4 ou a la
revendication 11, a I'aide d’un test ELISPOT, d’un test de prolifération des cellules T ou
d’un test mettant en ceuvre des complexes multimériques.

14°) Méthode de tri de lymphocytes T spécifiques du VIH, caractérisé
en ce qu'il comprend au moins les étapes suivantes :

- incubation ou mise en contact, pendant 1 a 3 heures d’une suspension
de cellules a trier avec un ou plusieurs tétraméres formés a partir de complexes peptide
Nef tel que défini aux revendications 1 a 4 ou a la revendication 11/molécule HLA II

soluble et biotinylée, conjugués a de la streptavidine marquée par un fluorochrome.

36

JP 2005-506283 A 2005.3.3



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

WO 02/062834

- analyse par cytométrie de flux et

- tri des cellules marquées par les tétraméres.
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(54) Titre : MELANGE DE PEPTIDES ISSUS D'UNE PROTEINE NEF ET LEURS APPLICATIONS

(57) Abstract: The invention relates to a mixture of peptides originating from a Nef protein and the applications thereof as a
medicine (in immunogenic compositions which stimulate the production ir vivo of anti-HIV T £D4+ lymphocytes and are therefore
useful for vaccinafing against AIDS) or as a reactive diagnosis agent for T Jymphocytes particular to HIV, parficalarly to assess
the immune status of HIV-positive patients or patients undergoing anti-retroviral therapy. Each of said peptides in the mixture is
linked to at Jeast three HLA-DR molecules encoded by the alleles selected from the gronp comprising alleles HLA DRB1*0101,
DRB1#0301, DRB1#0401, DRB1*0701, DRB1#1101, DRB1#1301 and DRB1#1501 (molecules DR1, DR3, DR4, DR7, DR11,
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(57) Abrégé : Mélange de peptides issus d’une pratéine Nef ainsi que ses applications en tant que médicament (dans des compo-

€ sitions immunogénes, aptes a stimuler Ja production de Jymphocytes T CD4+ anti-VIH in vivo et donc utiles pour la vaccination
S contre le STDA) ou en tant que réactif de diagnostic de lymphocytes T spécifiques du VIH, notamment pour évaluer 1'état immuni-
taire de patients séropositifs on sous thérapie anti-rétrovirale.Chacun desdits peptides dn mélange se Jie & au moins frois molécules
o HLA-DR codées par Jes alléles sélectionnés dans le groupe constitué par les allzles HLA DRB1#0101, DRB1#0301, DRB1*0401,
O DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1#1301 et DRB1#1501 (molécules DR1, DR3, DR4, DR7, DR11, DR13 et DR15), et & au moins
une molécnle HLA-DR codée par les alléles sélectionnés dans Je groupe constiué par les allédles HLA DRB3*0101, DRB4¥0101 et
DRR5*0101 (B3, B4 et RS), avec une activité de liaison <1000 nM, ledit mélange de peptides liant ’ensemble des alleles précités.
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IPC 7 CO7K14/16 GUIN33/68 A61K39/21

According to Intemational Palent Classification (IPC) or to both national classification and [PC
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14 December 2000 (2000-12-14)

claims; examples

fmm
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or priarty date and not in confict with the applicati
gited o Understand the principle or theory undanymg I
Invention

*X* document of particular refevancs; the claimed invention

*A* document defining the general state of the art which lsnol
consitered to be of particular relevance
‘E° aamar;mcumenl but published on or afler the Intemational

filing tat cannot be considered novel or cannot be considered to
i dov;t:?n;'m wmg}(\ m;ﬂy lg,n;:l (r!'gll.hlg;m %v“or:’ly Clﬂflm(s)';f involve an nventive step when the document is taken alone
hich s cited to establish the pu fato of another *Y* document of pattioular relevance; the claimed invention
citation or other special reason (as specified) ‘cannot be considered to invowe an inventive step When the
0" document refening to an oral disclosure, use, exhibltion or dosument 18 combinad with one or more other such docu—
ments, suh compination being obvious 10 a person silied
*| P~ aocument publishett prior 1o-the Infernational-filing-date-but - inthear.
iater than the priority date clatmed cument membér of the Same patent family ~™ = == — © -
Date of the actual completion of the Inlemational search Dale of malling of the intematianal seatch report
29 April 2004 26/05/2004
Name and mailing address of the ISA Authorized olficer

European Pateni Oftice, P.B. 5818 Patentlaan 2
N : 2260 H)\l ik

(+81-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl
Fax: (+31-70) 340-3016 Fuhr, €

Form PCT/ISARZ10 (second sheet) {Jenuary 2004)
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13 ional Application Ne

PCT/FR 02/00471

. TO BE RELEVANT
Category ® | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant o claim No.
X MICHEL F ET AL: "“HIV-1 ENV, NEF, AND 11-14
GAG-SPECIFIC T-CELL IMMUNITY IN MICE:
CONSERVED EFITOPES IN NEF P27 AND GAG P25
PROTEINS"
AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES, NEW
YORK, NY, US,
val. 8, no. 4, April 1992 (1992-04), pages
469-478, XP008023996
ISSN: 0889-2229
table 3
Fom PCT/SA/210 (continuation of second shest) (Jenuary 2004)
page 2 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application Ne,

PCT/FR 02/00471

BoxI  Observations where certsin claims were found unsearchable {Continuation of item 1 of first sheef)

Thisi ional ‘hreporth " Bliched o

) inclai Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D ClaimsNos.:
‘because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. ClaimsNos.: ~

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3. ClaimsNos.:
D because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

BoxII Observations where uniiy of invention is lacking (Continuatior of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple i jons in. this i ional application, as follows:

see supplementary sheet

1. D As all required addijtiona) search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims,

2, sall bleclai Jdt t ithout effort justifying an additional fee, this Authority did notinvite payment
of any additional fee,

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
D covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees weze timely paid by the applicant, Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
l:‘ No protest ipanied the payment of additional search fees.

Form PCTASA/1D (contimmation of first sheet (1)) (Tuly 1992)
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INTERNATION,
AL SEARCH REPORT International application No.

PCT/FR 02/00471

Form PCTASA/ZI0

Continuation of Box 1.2
Claim nos.: -

The present claims 1 and 2 relate to a product defined by reference to a
desirable characteristic or propetty, namely a mixture of peptides that bind
to at Jeast three HLA-DR molecules encoded by alleles selected from the
group which consists of alleles DR1, DR3, DR4, DR7, DR11, DR14 and
DR15 and to at least one HLA-DR molecule encoded by alleles selected
from the group which consists of alleles B3, B4 and BS.

The claims cover all of the products that have this characteristic or property,
yet the application provides support (PCT Article 6) and/or disclosure (PCT
Article 5) for only a very limited number of such products. In the present
case, the claims lack support and the application lacks disclosure to such an
extent that it is impossible to carry out a meaningful search covering the
entire range of protection sought. Independently of the reasons given above,
the claims also lack clarity. Indeed, an attempt has been made to define the
product in terms of the aim to be achieved. In the present case, this lack of
clarity is, again, such that it is impossible to carry out a meaningful search
covering the entire range of protection sought. Therefore, the search was
directed to the parts of the claims of which the subject matter appears to be
clear, supported and sufficiently disclosed, namely the parts relating to the
peptide mixtures selected by peptide fragments of protein NEF of HIV strain
Bru having sequences 1-36, 66-94, 74-88, 77-91, 137-168, 139-153, 175-
190, 182-198, 187-192, 181-195, 183-197, 187-201 and 189-203. To the
extent that the subject matter of claims 5, 6, 8 to 10 and 12 to 14 refess to
claims 1 and 2, no search has been carried out.

The present claim 6 relates to a very wide variety of products. In fact, the
claims contain so many options and the resulting lack of clarity (and/or
conciseness) (PCT Article 6) is so great that a meaningful search of the
subject matter of the claims is impossible. Therefore, the subject matter of
claim 6 has not been searched. To the extent that the subject matter of claims
7 to 10 refers to claim 6, no search has been carried out.

“Thee present claim 7 relates to a product-defined by reference to-a.desirable
characteristic or property, namely a composition containing ‘one or more
peptides ... containing one or more CD8+ epitopes’.

JP 2005-506283 A 2005.3.3
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INTERNATIONAL
SEARCH REPORT International application No.

PCT/FR 02/00471

Form PCTASA/ZI0

The claim covers all of the compounds that have this characteristic or
property, yet the application provides support (PCT Axticle 6) and/or
disclosure (PCT Atticle 5) for only a very limited number of such
compounds. In the present case, the claims Jack support and the application
lacks disclosure to such an extent that it is impossible to carry out a
meaningful search covering the entire range of protection sought.
Independently of the reasons given above, the claims also lack clarity.
Indeed, an attempt has been made to define the compound in terms of the
aim to be achieved. In the present case, this lack of clarity is, again, such that
it is impossible to carry out a meaningful search covering the entire range of
protection sought. Therefore, the search was directed to the parts of the
claims of which the subject matter appears to be clear, supported and
sufficiently disclosed, namely the parts relating to the compounds that
contain a compound as defined in claims 5 and 6 in combination with a
peptide selected from the list in claim 8.

To the extent that the subject matter of claims 9 and 10 refers to claim 7, no
search has been carried out.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims or parts of claims
relating to inventions in respect of which no international search report has
been established need not be the subject of an international preliminary
examination (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not
been searched. This is the case irrespective of whether or not the claims are
amended following receipt of the search report or during any Chapter IT
procedure. In the event of the application being pursued in the regional
phase before the EPO, the applicant is reminded that a search could be
carried out during the examination procedure before the EPO (see EPO
Guideline C-VI, 8.5), with the proviso that the problems that led to the
statement under PCT Article 17(2) are resolved.

JP 2005-506283 A 2005.3.3
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT  [7= ,———
Information on patent femily members PCT/FR 02/00471
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 9927954 A 10-~06-1992 FR 2771640 Al 04-06-1999
AU 1440099 A 16-~06-1999
CA 2312043 Al 10~06-1999
EP 1035866 A2 20~09-2000
Wo 9927954 A2 10-06-1999
JP 2002506001 T 26-02-2002
WO 0075181 A 14-12-2000 FR 2794370 Al 08-12-2000
AU 5229400 A 28-12-2000
AU 5411000 A 28~12-2000
CA 2375602 Al 14-12-2000
CA 2375627 Al 14-12-2000
EP 1181314 Al 27-02-2002
EP 1183368 A2 06-03-2002
Wo 0075336 A2 14-12-2000
Wo 0075181 Al 14-12-2000

Form PCTASA10 {patent family anex) (danvary 2004}
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE o

de Internationale No

PCT/FR 02/00471

NS3/68  A61K39/21

| Selon Ja classification Internationale des brevets (GIB) ou & a fois selon fa nalionale ef la CIB.

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

suivi des symboles de classement)

B el TGe Gyseme d
CIB 7 CO7K A61K GOIN

Documentation consultée autre que la dooumentation minimale dans la mesure ol ces documents relévent des doraines sur lesquels a porié Ia recherche

EPO-Internai, CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ, BIOSIS

Base de données élocironique consuliée su cours de la recherche intemationale (nom de la base de données, et si réalisable, termes te recherche ufilises)

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME

Catégorie °; Identification des documents cliés, avec, )6 cas échéany, lindication des passagee pertinents. no. des revendications visées
X WO 99/27954 A (GRAS MASSE HMELENE ;GUILLET 1-10
JEAN GERARD (FR); INST NAT SANTE RECH M)
10 juin 1999 (1999-06-10)
revendications; exemple 3
A WO 00/75181 A (GUILLET JEAN GERARD ;INST 1-10
NAT SANTE RECH MED (FR); CONNAN FRANCINE)
14 décembre 2000 (2000-12-14)
revendications; exemples
fm
Voirta suite du cadre C pour la fin de la liste des documents E Les de familles do i annoxe

© Catégorles spéciales da documents chés:

*A* document définissant état général de la technique, non

considéré comme particulisrement perineni
“E" document antérieur, mals publi & fa date de dépdt Intemaionst
0U apras catte dale

*1.* dacument potvant 1eler un doule sur une revendicalion de
priceité ou cilé pour aterminet la date de publicalion
autre cilation ou pour une ralson spéciale glelle quindquée)

0" document se référant & une divulgation orale, & un ussge, 3
une exposition ol toue autres moyens

“|*P* "document publié-avant |a date-ge-dépotintemnational; meis. -
4 la dale ge priorite

*T" document ultérieur publié aprés |a date de depﬁ( lnlema%mnal oula
dale de prioriié el n'apparienenant pas a I'éls
technique pertinent, mais cité pour wmprandre o pdm:lpe
ou la théorie constituant la base de finvention

” aouumem particulirement pertinent; finven tion revendiquée ne peut

rée comme nouvells ou comme impliquant une activité:

invsnnve par rapport au documsm considérs liolsmo

*Y* document particuligrement pertinent; Finven tion revendiq
6 peut &tre considérée comme Impliguant une. ‘acivié invantive
lorsque Je document est associé & un ou plusieurs autres

i étant évidente

__pour une personne du rostler
*8 document qul Tt pare de 14 méimis famills g brévets™

Date & laquelle la fecherche intemationale a été effectivament achevée Dale dexpédition du présent rappori de recherche Internationale
29 avril 2004 26/05/2004
Nom et adfesse postale de | istration chargée de la recherche i autorlsé
Office Egropéen des Brevals, P.B. 5818 Patentlean 2
ML' - 2230;4;/ Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, TX. 31 651 epa fl,
ch((«n -70) 340~3016 P Fuhr, €

Fommuiaire PCTASA/210 {douxibme feuille) (Janvier 2004)

page 1 de 2
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2] e Internationate No

PCT/FR 02/00471

C.{sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie | des cités, avec, tindicalion des passages pertiaents no. des revendications visées
X MICHEL F ET AL: "HIV-1 ENV, NEF, AND 11-14

GAG-SPECIFIC T-CELL TIMMUNITY IN MICE:

CONSERVED EPITOPES IN NEF P27 AND GAG P25

PROTEINS"

AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES, NEW

YORK, NY, US,

vol. 8, no. 4, avril 1992 (1992-04), pages

469-478, XP008023996

ISSN: 0889-2229

tabTeau 3
Formulalre FCTASA/Z1Q (suite de [ dewddme feuille) (Janvier 2004}
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nands intermationals n°

RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE PCT/FR 02/00471

Cadrel Observations - lorsqu'il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire 'objet d’une rechierc|

(suite du point 1 de la premiére feuille)

Conformeément & 'article 17.2)aj, certaines revendications n’ont pas falt Fobjet d'une recherche pour les motifs suivants:

1. D Les revendications n%
se rapportent & un objet & Fégard duguel I'administration n'esl pas tenue de pracéder & 1a recherche, a savair:

2. m Lesrevendicaliuns n
rties de 1a demande ir quine pas suffi les it ites pour
qu'une recherche slgmﬁcatrve pulisse &tre effectuée, en particulier:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

a D Les revendications n°
sont des revendications dépendantes et ne sont pas rédigée ¢ auwx i de la deuxiéme et ds la
troisiéme phrases de la régle 6.4.a).

Cadre |l Observations - lorsqu'il y a absence d’unité de Finvention (suite du point 2 de la premigre feuille)

L chargée de la internationale & trouvé plusieurs inventions dans la demeande internationale, & savoir:

voir feuilie supplémentaire

1. I:] Comme tautes les taxes additionnelles ont été payées dans les délals par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant falre Pobjet d'une recherche.

2. m Comme foules (es riant sur tes qul 8'y prétalent ont pu &tre effectuées sans effort particulier
Jusiifiant une taxe addlﬂonnelle, ladmlnlstratlnn n'a satlicité le pajement d'aucune taxe de cette nature.

3. Comme une partie s taxes a6t payse dans jes délais par Je déposant, le présent
sapport de recherche lnlemaﬂonale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont &t payées, a savoir
les revendicatlons n

4. D Aucune taxe additionnelle demandée n‘a té payée dans les délais par 1o déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche intemationala ne pone que sur lnvention mentionnée en premter lisu dans les revendications; elle est
couverte par les revendications n®

Remarque gquant & laréserve D Les taxe it étalent ées dune réserve de la part du déposam

D Le paiement des taxes additicnnelies n'était assorti d’aucune réserve.

L T o e e e e e e o e e e e — —

Farmulaire PCTASA/210 (suite de la premisre feuille (1)) (Juillet 1998) page 1 de 3
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE Demance intemationate No. PCT/ FR 02 /00471

SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCTASA/ 210

Suite du cadre 1.2

Revendications nos.: -~

Les revendications 1 et 2 présentes ont traft & un produit défini en
faisant référence a une caractéristique ou propriété souhaitable, a
savoir une mélange de peptides qui se Tient & au moins trois molécules
HLA-DR codées par les alléles sélectionnds dans le goupe constitué par
les alléles DRI, DR3, DR4, DR7, DR11, DR14 et DR15 et a au moins 1
molécule HLA-DR cedées par les alléles sélectionnés dans Te goupe
constitué par les alléles B3, B4 et BS.

Les revendications couvrent tous les produits présentant cette
caractéristique ou propriété, alors que 1a demande ne fournit un
fondement au sens de 1’Article 6 PCT et/ou un exposé au sens de
1’Article 5 PCT que pour un nombre trés Timité de tels produits. Dans le
cas présent, les revendications manguent de fondement et la demande
mangue d’exposé & un point tel qu’une recherche significative sur tout
le spectre couvert par les revendications est impossible. Indépendamment
des raisens évoquées ci-dessus, les revendications manquent aussi de
clarté. En effet, an a cherché & définir le produit au moyen du résuitat
& atteindre. Ce manque de clarté est, dans le cas présent, de nouveau
tel qu'une recherche significative sur tout Te spectre couvert par les
revendications est impossible. En conséguence, la recherche n’a été
effectuée que pour les parties des revendications dont 1’objet apparaft
&tre clair, fondé et suffisamment exposé, & savoir Tes parties
concernant les mélanges de peptides, qui sont sélectionnés par des
fragments peptidiques de Ta protéine NEF du VIH du souche Bru ayants les
sequences 1-36, 66-94, 74-88, 77-91, 137-168, 139-153, 175-190, 182-198,
178-192, 181-195, 183-197, 187-201 et 189-203. Autant que 1’objet des
revendications 5, 6, 8-10 et 12-14 se rapportent aux revendications 1 et
2 aucune recherche n’est pas effectuée.

Le revendication 6 présente a trait & une trés grande variété de
produits. En fait, les revendications contiennent tant d’options que le
manque de clarté (et/ou de concision) au sens de 1’Article 6 PCT qui
s’en suit, est d’une importance telle qu’une recherche significative de
1’objet des revendications devient impossible. Par conséquent, aucune
recherche n’a pas été effectuée pour 1°objet de la revendication 6.
Autant que 1’objet des revendications 7-10 se rapportent & 1a
revendication 6 aucune recherche n’est pas effectuée.

Le revendication 7 présent ont frait a un composé défini en faisant
référence 2 une caractéristique ou propriété souhaitable, & savoir un
compesition qui contient ’un ou plusieurs peptides .... contenant un ou
plusieurs epitopes CD8+° .
‘Le-revendication-couvre--taus-les composés -présentant .cette
caractéristique ou propriété, alors que Ta demande ne fournit un
fondement au sens de 1°Article 6 PCT et/ou un exposé au sens de
1’Article 5 PCT que pour un nombre £rés limité de tels composés. Dans le
cas présent, les revendications manquent de fondement et 1a demande
manque d’exposé i un point tel qu’une recherche significative sur tout
le spectre couvert par les revendications est impossible. Indépendamment
des raisons évoquées ci~dessus, les revendications manquent aussi de
clarté. En effet, on a cherché & définir le composé au moyen du résuitat
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& atteindre. Ce mangue de clarté est, dans le cas présent, de nouveau
tel qu’une recherche significative sur tout le spectre couvert par les
revendications est impossible. En conséquence, la recherche n’a été
effectuée que pour les parties des revendications dont 1’abjet apparait
&tre clair, fondé et suffisamment exposé, a savoir les parties
concernant Tes composés qui contient un composé comme definit dans
revendications 5 et 6 associé a un peptide selectionnés de 1a liste de
revendication 8 conformément.

Autant que 1’objet des revendications 9-10 se rapportent & la
revendication 7 la recherche est limitée pas effectuée.

L*attention du déposant est attirée sur le fait que les revendications
ayant trait aux inventions pour Tesquelles 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
Tigne de conduite adoptée par 1°0EB agissant en qualité d’administration
chargée de 1’examen préliminaire international est, normalement, de ne
pas pracéder a un examen prétiminaire 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 1a réception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque
procédure sous le Chapitre II.S$i la demande devait &tre poursuivie dans
1a phase régionale devant 1°0EB, i1 est rappelé au déposant gu’une
recherche pourrait &tre effectuée durant la procédure d’examen devant
17088 (voir Directive OEB C-VI, 8.5) & condition que les problames ayant
conduit & la déclaration conformément & 1’Article 17(2) PCT aient été
résolus.

page 3 de 3

JP 2005-506283 A 2005.3.3



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

O

(73)

RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE De

Renseignements relatii€Bux membres de families de brevels

le Internationate No

PCT/FR 02/00471

Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date do
aurapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
W0 9927954 A 10-06-1999 FR 2771640 Al 04-06-1999
AU 1440099 A 16-06-1999
CA 2312043 Al 10-06-1999
EP 1035866 A2 20-09-2000
WO 9927954 A2 10-06-1999
JP 2002506001 T 26-02-2002
WO 0075181 A 14-12-2000 FR 2794370 Al 08-12-2000
AU 5229400 A 28-12-2000
AU 5411000 A 28-12-2000
CA 2375602 Al 14-12-2000
CA 2375627 Al 14-12-2000
EP 1181314 Al 27-02-2002
EP 1183368 A2 06-03-2002
Wo 0075336 A2 14-12-2000
W0 0075181 Al 14-12-2000

Fomnulai PETASA/ZI0 (ennexs famiiies de brevats) (Janvisr 2004)

JP 2005-506283 A 2005.3.3



(74) JP 2005-506283 A 2005.3.3

ooooogooooo

GLInt.ClL.’ 0o 0000000000
oooo 1/02 oooo 102 0000 ooooo
0000 33/49 0000 33/49 0000 ooooo
0000 33/53 0000 33/53 0000 0oooo
0000 33/543 0000 33/543 0000 ooooo
// 0000 15/09 Ooo0O0 15/00 0000 0oooo

(71000 500488225
00000000000000000000000000000000000000O000000
ooo
00000000000000000000000000000000000000000000
000000000000000000000
0000000000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
oooo

(74)000 100065248
afalalalalalalalals!

(72000 0000000000
000000000000000000000000000000000000

(72000 0000000000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
ooo

(7000 000000000000000
00000000000000000000000000000000000

(72000 00000000000000
0000000000000000000000000000

0000 (OO) 26045 AAO2 BB20 CAL7 CBOL DA36 FA37 FBO3 FBO7 FBI2

0000 OO 4B024 AAOL AALL CAO2 HAOL

0000 OO 4B063 QAL8 QQ02 QR4S QR58 (QS24 QXO1

0000 OO 4C084 AAL3 MAO2 NAL4 ZBO7 ZC55

0000 OO 4C085 AAO3 AA32 BB11 EEOL

0000 OO 4C087 AROL AAO2 BC83 NAL4 ZC55

0000 OO 4H045 AALO AA30 BAL6 BAL7 CAO5 DAS6 EA22 EA3L EAS0 FA33



patsnap

FTRBFROE) <ToiEIRENER 1R>
[F(RE)F JP2005506283A5 AN 2005-12-22
HiES JP2002563186 Bi5 B 2002-02-07

PRI B (R FIR) A ()

RIB(ERR)AGE)

FRI&R BB A

RAAN

F-TERMZ K5

R SARRIARE 5 R 7R IR F

REFfeZER &
BEUMEMEZHHEEdoraiFE D ET ZER
ZEERRREZFHER

Komissaria—“™RenerujilR F
E SRR AL E S = AIRushurusheBEY7 ( BB )

RALTARILFILK
RITILESTALYY RS
SALY KDY UTIS—K
FrAU—tH—KN\VZ

RALT RILFILR
ROTIL-ESTA4LHYURT
TJALYRNDY-DIF—R
FAAU—EH—RNX

GO01N33/49 A61K35/76 A61K39/00 A61K48/00 A61P31/18 A61P37/04 CO7K14/155 CO7K14/16
C12N15/09 C12Q1/02 GO1N33/53 GO1N33/543

A61K39/00 A61P31/18 A61P37/04 CO7K14/005 C12N2740/16322

C07K14/155.ZNA A61K35/76 A61K39/00.A A61K48/00 A61P31/18 C12Q1/02 GO1N33/49.E GO1N33
/53.Y GO1N33/543.597 C12N15/00.A

2G045/AA02 2G045/BB20 2G045/CA17 2G045/CB01 2G045/DA36 2G045/FA37 2G045/FB03 2G045
/FBO7 2G045/FB12 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/CA02 4B024/HA01 4B063/QA18 4B063/QQ02
4B063/QR48 4B063/QR58 4B063/QS24 4B063/QX01 4C084/AA13 4C084/MA02 4C084/NA14 4C084
/ZB07 4C084/Z2C55 4C085/AA03 4C085/AA32 4C085/BB11 4C0O85/EE01 4C087/AA01 4C087/AA02
4C087/BC83 4C087/NA14 4C087/ZC55 4H045/AA10 4HO045/AA30 4H045/BA16 4H045/BA17 4H045
/CA05 4H045/DA86 4H045/EA22 4HO045/EA31 4HO45/EA50 4H045/FA33

5 2001001700 2001-02-08 FR
H N FF 3TEk JP2005506283A
FEF)

ARPFR—HFEENSEANKIBREY , REEANAYHRA (ER
BARRFIHIV T CD4 + B4R = £ H Rt A A FREHREEN R
BREMAESYS ) FENRNYE HVEENTHREMRZINET , LEA
FHREHVHEM R ERBEZIREERRERTHEENRERR. BE
MFWENTRREZED =ANESMNERRBHHLA-DRS FER , PRk
ZuER%E B S ERHLA DRB1* 0101, DRB1 * 0301 , DRB1 *
0401, DRB1 * 0701 , DRB1 * 1101 , DRB1 * 1301%IDRB1 * 1501 ( %
F¥DR1, DR3, DR4 , DR7 , DR11, DR13MIDR15 ) U R EL—AHE
VERFBHHLA-DR? Fi£ B EFHLA DRB3 * 0101 , DRB4 *
0101F1DRB5 * 0101 ( B3 , B4#IB5 ; ) W&AHEEHD < 1000nM |, FRIRAK
BAYNEEME LREMNER,


https://share-analytics.zhihuiya.com/view/fd27df89-ca0b-4c89-9154-d9a02afbad66




