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@ PROCEDE A HAUT RENDEMENT POUR LOBTENTION D’ANTICORPS HUMAINS NEUTRALISANT
LACTIVITE BIOLOGIQUE D’'UNE CYTOKINE HUMAINE.

L’invention concerne un procédé a haut rendement
pour I'obtention d’anticorps humains neutralisant 'activité
biologique d’'une cytokine humaine choisie parmi le VEGF,
PIFNo, PIL-4, le TNFa, et le TGFB, comprenant au moins
une étape (a) au cours de laquelle on purifie:

(i) les immunoglobulines contenues dans le sérum d’un
individu, ou

(i) les immunoglobulines produites par des cellules B
d’un individu,

ledit individu étant préalablement immunisé a I'encontre
de ladite cytokine. Le procédé selon Finvention est particu-
lierement avantageux car il permet d’obtenir un haut niveau
de réponse anticorps, et une forte proportion de cellules B
circulantes produisant des anticorps neutralisant 'activité
de la cytokine d’intérét.
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DOMAINE DE L’ INVENTION
La présente invention se rapporte a des compositions
comprenant des anticorps inhibant 'activité biologique d'une cytokine, leurs
procédés de fabrication, et leurs utilisations.

ART ANTERIEUR

Les cytokines sont des protéines produites par de nombreuses
cellules, comme les lymphocytes, monocytes, cellules dendritiques,
mastocytes, fibroblastes, qui exercent des effets autocrines, paracrines et
endocrines sur de nombreux tissus. Les cytokines influencent la survie, la
prolifération, la différenciation et la migration cellulaire. Les cytokines
peuvent étre regroupées, assez schématiquement selon leur activité,
certaines sont importantes dans l'induction de la mort cellulaire, par un effet
direct ou indirect, via la génération de lymphocytes cytotoxiques ou de
cellules NK (IFNy, TNF, IL-2, IL-15). D'autres cytokines participent aux
réponses allergiques comme TlL-3, I'lL-4, FIL-5, T'IL-9 et I'lL-13. Certaines
sont essentielles dans la régulation de la production des anticorps (IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9 et IL-10, et IL-13) tandis que d'autres exercent une action pro
inflammatoire (I-1, TNFa, IFNy, chemokines) D'autres cytokines encore
possédent des propriétés anti-inflammatoires (TGF-B, IL-4, IL-10). Cette
classification ne refléte cependant pas la complexité des interactions entre
les cytokines et leurs cibles cellulaires, caractérisées par une redondance et
un pléiotropisme important, sans compter les effets agonistes et
antagonistes. Ces caractéristiques du systéme immunitaire et des cytokines
en particulier explique que toute interférence avec son fonctionnement, via
par exemple un anticorps bloguant une cytokine, a des effets importants in
Vivo.

Jusqu'a présent les stratégies de thérapeutique vaccinale étaient
principalement ciblées sur l'agresseur antigénique, que ce soit un
microorganisme, une cellule ou un allergéne mais ne cherchaient pas a
combattre la dérégulation des cytokines. Mais compte tenu du réle clé des
cytokines, impliquées par exemple dans les phénomeénes d’échapperﬁent
aux défenses immunitaire, ou dans les phénoménes d’inflammation, leur
inactivation chez des patients afin d’agir sur leur activité ou leur production
est un objectif aujourd’hui couramment recherche.
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Notamment, le phénoméne d’échappement aux défenses
immunitaires cellulaires de I'héte par induction de leur paralysie in_situ est
une stratégie utilisée par de nombreux cancers et est nécessaire a leur
survie. Initialement I'immunosuppression reste localisée au niveau de la
tumeur, puisque l'individu est encore capable de se défendre contre les
autres agressions telles que des infections. Cependant & un stade plus tardif,
cette immunosuppression peut s’étendre, se généraliser, ainsi que I'attestent
la dissémination de métastases et la grande vulnérabilité du cancéreux face
aux infections ceci en dehors méme des effets dus a la chimiothérapie ou
radiothérapie. En résumé, cet échappement au contréle du systeme
immunitaire est di & une paralysie du systtme immunitaire
(immunosuppression), qui I'empéche de fonctionner normalement. Cette
immunosuppression met en jeu des facteurs paralysants, y compris des
cytokines, produits par les cellules cancéreuses ou leur environnement. La
paralysie locale des cellules du systéme immunitaire ou immunosuppression
représente donc une arme majeure des cellules cancereuses qui leur permet
d’échapper au systéme immunitaire de I'héte.

Le phénoméné d’échappement aux défenses immunitaires cellulaires
de I'héte par induction de leur paralysie in situ est une stratégie également
utilisée par le VIH. L'immunosuppression généralisée observée dans le cas
du SIDA se caractérise notamment par surproduction d'IFNa, une cytokine
immunosuppressive, par les cellules présentant I'antigene.

Une premiére stratégie d’inhibition de lactivité biologique des
cytokines consiste a injecter une construction immunogéne a un patient. A
titre d’exemple, afin de provoquer la reconnaissance d’un antigéne d'intérét,
par exemple une cytokine, par les cellules B, on a réalisé diverses
constructions immunogénes dans I'état de la technique. Une forme de ces
constructions immunogénes consiste en un couplage covalent de I'antigéne
d’intérét sur une molécule porteuse, la molécule porteuse apportant des
structures reconnues par les lymphocytes T auxiliaires (cellules « T helper »),
en association avec des molécules de classe I du Complexe Majeur
d'Histocompatibilité¢ (CMH), et qui activent les lymphocytes T auxiliaires qui
produisent alors diverses cytokines, dont I'lL-2, lesquelles cytokines vont a
leur tour activer les clones de cellules B spécifiques de I'antigéne d'intérét.
Les cellules B spécifiques de lantigéne d'intérét, une fois activées, vont se
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multiplier et produire des anticorps spécifiques de l'antigéne d'intérét, ce qui
est I'objectif recherché. En général, ce type de constructions immunogenes
consiste en des produits du couplage chimique covalent entre 'antigéne
d'intérét et la molécule porteuse, lesquels, aprés une étape de purification et
élimination des produits non couplés, sont des produits finaux de structure
chimique bien définie.

Néanmoins de telles constructions immunogénes ont des
inconvénients, parmi lesquels on peut citer le délai important entre l'injection
desdites constructions, et I'apparition d’'une réponse immune dirigée contre la
cytokine ciblée. De plus, il est parfois impossible de vacciner efficacement
des patients avec des constructions immunogénes anti-cytokines, lorsque
lesdites cytokines altérent justement lintensité ou la qualité de la réponse
immune. En effet, dans le cadre par exemple du cancer ou du SIDA, ou une
immunosuppression de grande ampleur est observée, 'administration d’une
composition immunogéne doit intervenir, pour étre efficace, a un stade
précoce de la maladie, en particulier avant que l'immunosuppression ne soit
trop importante.

Il existe donc un besoin dans I'état de la technique pour des anticorps
anti-cytokines qui permettent de traiter des patients présentant une
dépression du systéme immunitaire. Ces anticorps agissent directement sur
les cytokines impliguée dans Iimmunosuppression ou encore dans le
processus inflammatoire. Un tel traitement par des anticorps anti-cytokines
permet de rétablir au moins temporairement la réponse immunitaire et peut
alors servir de préalable a I'administration de compositions immunogénes.

Dans l'état de la technique on connait déja des anticorps anti-
cytokines. On peut citer a titre d’exemple la demande de brevet EP1285930
et la demande de brevet US6,509,015 correspondante décrivant des
anticorps humain, et en particulier des anticorps recombinants humains, qui
se lient de maniére spécifique au TNFa, une cytokine produite dans de
nombreux types cellulaires, et connue pour son rdle dans les maladies
autoimmunes, les infections, ou les rejets de greffe.

On peut également citer la demande internationale WO 00/56772
décrivant des anticorps humains, de préférence recombinants, qui se lient
spécifiquement & I'lL-2 humain, et neutralisent son activité in vivo et in vitro.
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On peut enfin citer la demande de brevet US 2003/0099647 décrivant
des agents de liaison a l'interféron y et en particulier des domaines de liaison
a des anticorps et a des antigénes qui se lient sélectivement a I'lFNy et qui
peuvent étre utilisés pour prévenir ou traiter des maladies inflammatoires ou
autoimmunes telles que I'arthrite rhumatoide ou le lupus erythremateux.

Compte tenu du réle clé des cytokines rappelé ci-dessus, il existe un
besoin permanent pour de nouvelles compositions d’anticorps capable de se
lier a des cytokines d'intérét et de neutraliser au moins partiellement leur
activité biologique. Il est important que de telles compositions soient peu
colteuses, simples a préparer et qui puissent étre synthétisées de maniere
reproductible.

SOMMAIRE DE L’INVENTION

L’invention a pour objet un procédé a haut rendement pour I'obtention
d’anticorps humains neutralisant l'activité biologique d’une cytokine humaine
choisie parmi le VEGF, I'lFNa, I'lL-4, le TNFa, et le TGFf, comprenant au
moins une étape (a) au cours de laquelle on purifie :

(i) les immunoglobulines contenues dans le sérum d’un individu, ou
(i) les immunoglobulines produites par des cellules B d’un individu,
ledit individu étant préalablement immunisé a l'encontre de ladite
cytokine.

La présente invention fournit également de nouvelles compositions
comprenant des anticorps  titre de principe actif, permettant de résoudre les
problémes rencontrés avec les constructions immunogenes de l'état de la
technique évoqués ci-dessus, et de fournir une alternative aux compositions
d’anticorps anti-cytokines déja connues.

De préférence, les anticorps choisis comme principe actif sont
polyclonaux ou monoclonaux, et en particulier, les anticorps polyclonaux sont
choisis parmi :

(i) une fraction totale d’anticorps purifiés & partir du sérum d’'un
homme immunisé & I'encontre de ladite cytokine humaine ;

(ii) une fraction purifiée d'anticorps polyclonaux monospécifiques
neutralisant l'activité de ladite cytokine ; '
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(iii) les fragments Fab ou F(ab)', préparés a partir des anticorps
polyclonaux (i) et (i) ci-dessus.

De préférence, les anticorps monoclonaux sont choisis parmi :

(i) des anticorps produits par des cellules issues de la fusion
cellulaire entre (a) des cellules B d’'un homme immunisé a l'encontre de
ladite cytokine humaine et (b) des cellules d'une lignée cellulaire
productrice d’anticorps, telle que des cellules d’un myélome ;

(i) des anticorps produits par des cellules transfectées ou
transformée avec un ADN codant une immunoglobuline, ledit ADN étant
préalablement isolé a partir de 'ADN d'une cellule B d'un homme
immunisé a I'encontre de ladite cytokine humaine ;

(iii) les fragments Fab ou F(ab), préparés a partir des anticorps
polyclonaux (i) et (ii) ci-dessus ;

(iv) des fragments ScFv .

DESCRIPTION DETAILLEE DE L’INVENTION
On a montré selon linvention que de nouveaux anticorps humains a
haute capacit¢ de neutralisation de lactivitt d'une cytokine humaine,
pouvaient étre produits par immunisation d’'un homme a 'encontre de ladite
cytokine, sans nécessiter d'étapes complexes de criblage cellulaire et de
purification des procédés de I'art antérieur. De tels anticorps anti-cytokines
sont utiles dans de multiples contextes pathologiques dans lesquels ces
cytokines sont impliquées. On peut citer a titre d’exemple, les infections, les
maladies autoimmunes, les rejets de greffe, et en général toutes les
maladies liées a une réaction inflammatoire comme les allergies. Les
anticorps de I'invention et les compositions les comprenant sont donc utiles
pour lutter contre ce type de désordre et de surcroit, sont faciles a obtenir.
L’invention a pour objet un procédé & haut rendement pour I'obtention
d’anticorps humains neutralisant I'activité biologique d’une cytokine humaine
choisie parmi le VEGF, I''lFNg, f'lL-4, le TNFa, et le TGFp, comprenant au
moins une étape (a) au cours de laquelle on purifie :
(i) les immunoglobulines contenues dans le sérum d’un individu, ou
(i) les immunoglobulines produites par des cellules B d’un individu,
ledit individu étant préalablement immunisé a lencontre de ladite
cytokine.
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Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), de méme que I'lL-4
(Interleukine 4), I'IFNa. (interféron o), le TNFo (Tumor Necrosis Factor o) et
le TGFB (Transforming Growth Factor B), seront parfois désignés sous le
terme générique « cytokine d’intérét » dans la suite de la description.

De maniére préférée, les anticorps consistent en des anticorps
« neutralisants » ou « bloquants ». Un anticorps « neutralisant» ou un
anticorps « bloquant » est défini, selon I'invention, comme un anticorps dont
la fixation sur la cytokine cible bloque Factivité biologique de cette cytokine,
ce qui est l'objectif principal, recherché par Finvention, lorsque la cytokine a
Pencontre de laquelle les anticorps sont dirigés posséde une activité
biologique délétere pour l'organisme. ‘

L'immunisation d’un individu a encontre d’une cytokine peut intervenir
par tout moyen connu de Fhomme du metier. Il peut étre préférable
d’administrer a lindividu, une cytokine dont [l'activité biologique a été
inactivée a 70%, a 90% ou méme & 95%, par un traitement physique et/ou
chimique tel qu’une formolation, une carboxamidation, une maléimidation,
une oxydation par barbotage d'oxygéne, par recombinaison génétique ou
encore par un conditionnement d'adjuvant, ledit traitement lui conservant des
propriétés immunogénes suffisantes pour générer des anticorps neutralisants
ou blogquant ladite cytokine.

Préférentiellement, le sérum humain ou les cellules B humaines
proviennent d’un individu immunisé avec un produit immunogene tel que
décrit dans la demande de brevet Frangais n°FR0211455 déposée le 16
septembre 2002. Un tel produit est un produit immunogéne stable
comprenant des hétérocomplexes immunogénes protéiques constitués
d’'associations entre (i) des molécules de protéines antigéniques, choisies
parmi VEGF, I'lFNa, I'lL-4, le TNFo, et le TGFB et (i) des molécules
protéiques porteuses dans lesquels moins de 40 pour cent des protéines
antigéniques (i) sont liées avec les molécules protéiques porteuses (ii) par
une liaison covalente.

Par « protéine antigénique », on entend une cytokine, au besoin
inactivée chimiquement ou un fragment de cytokine d’au moins 10 acides
aminés de longueur, susceptible d'étre reconnu spécifiquement par les
récepteurs pour Pantigéne exprimés par les lymphocytes B d’'un organisme
héte, humain ou animal, particulierement tout mammifére, laquelle protéine
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antigénique, une fois incluse dans un produit immunogéne, stimule [a
production d’anticorps reconnaissant ladite cytokine.

La protéine d'intérét antigénique peut aussi consister en un homo-
oligomére ou homo-polymére d'une cytokine native ou encore en un homo-
oligomére ou homo-polymére d’un fragment peptidique de cytokine native. La
protéine d’intérét antigénique peut aussi consister en un hétéro-oligomére ou
en un hétéro-polymére comprenant une combinaison de plusieurs fragments
peptidiques distincts initialement inclus dans la cytokine native.

Par « molécule protéique porteuse », incluse dans le produit
immunogéne, on entend toute protéine ou peptide d’au moins 15 acides
aminés de longueur, quelle que soit sa séquence en acides amings, et qui,
en s'associant de maniére partiellement covalente aux molécules d'antigene
d’intérét pour former les hétérocomplexes protéiques constitutifs du produit
immunogéne, permet la présentation d’'un grand nombre de molécules
d'antigéne d'intérét aux lymphocytes B. De préférence, les molécules
protéiques porteuses seront du type KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin).

De préférence, le produit immunogéne comprend en outre des
oligodésoxynucléotides CpG a titre d’adjuvant qui permettent d’augmenter la
production d'anticorps neutralisant T'activitt de la cytokine d'intérét.
L'utilisation d’oligonucléotides CpG comme adjuvant d'une composition
immunogéne, pour augmenter la réponse immunitaire, est décrite dans les
documents suivants :

McCluskie MJ et al. 2000 ; Gallichan WS, et al., 2001 ; et Eastcott JW et al.,
2001.

A titre d'exemple de produit immunogéne stable comprenant des
hétérocomplexes efficaces pour induire une immunisation, on peut citer
Iassociation entre la molécule protéique porteuse KLH (Keyhole limpet
hemocyanin) et des molécules d’lFNo. humain, héterocomplexe ci-aprées
désigné sous le terme IFNa-KLH. Les produits immunogénes préférés sont
choisis parmi les produits immunogénes comprenant les hétérocomplexes
suivants, dans lesquels les protéines antigéniques (i), d’'une part et la
molécule porteuse protéique (ii), d'autre part, sont respectivement :

a) (i) VEGF et (ii) KLH ;
b) (i) interféron alpha et (ii) KLH ;
c) (i) IL-4 et (i) KLH ;
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d) (i) TNFa et (ii) KLH ;
e) (i) TGFp et (ii) KLH ;

Le pourcentage de molécules protéiques porteuses et de proteines
antigéniques d'intérét liées entre elles par des liaisons covalentes dans un
produit immunogéne de l'invention peut étre aisément verifié par Ffhomme du
métier.

Par exemple, la détermination du pourcentage de molécules
d’antigéne d’intérét liées aux molécules de protéine porteuse par une liaison
covalente dans un produit immunogéne de linvention peut étre réalisée
suivant le protocole décrit dans 'exemple 10.

A titre illustratif, le produit immunogéne comprenant des
hétérocomplexes entre la molécule protéique porteuse KLH (Keyhole limpet
hemocyanin) et des molécules d'interféron alpha humain, seulement 3 % des
molécules d'interféron alpha sont liées de maniére covalente & la molécule
protéique porteuse KLH.

Le produit immunogéne comprenant des hétérocomplexes
immunogénes tels que définis ci-dessus, peut étre préparé selon les etapes
suivantes :

a) incuber les protéines antigéniques (i) et la molécule porteuse
(i) dans un rapport molaire (i) : (i) de 5::1 a 50::1, en présence d'un
agent chimique de liaison;

b)récupérer le produit immunogéne comprenant les
hétérocomplexes immunogénes préparé a I'étape a);

De préférence, lagent chimique de liaison est le
glutaraldéhyde.

De maniére tout a fait préférée, le procédé est en outre
caractérisé en ce que I'étape a) est suivie d’'une étape de stabilisation du
produit comprenant les hétérocomplexes immunogenes par le formaldéhyde,
préalablement & 'étape b) de récupération des hétérocomplexes.

De préférence, lorsque le glutaraldéhyde est utilisé comme
agent chimique de liaison, il est présent dans le milieu réactionnel de
couplage a une concentration finale comprise entre 0,002 M et 0,03 M, de
préférence a la concentration finale de 0,026M.
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La réaction de couplage avec le glutaraldéhyde est
avantageusement réalisée, pendant 20 minutes @ 60 minutes de préférence
30 minutes, a température allant de 20 a 25°C.

Aprés l'étape de couplage, le glutaraldéhyde en exces est
éliminé, par exemple par dialyse a l'aide d'une membrane de dialyse ayant
un seuil de coupure de 3 kDa. L’étape de dialyse est avantageusement
réalisée a 4°C, dans un tampon ajusté a pH 7,6.

Pour stabiliser le produit comprenant les hétérocomplexes
protéiques préparé a I'étape a), ledit produit peut étre traité en solution par le
formaldéhyde, par exemple par du formaldéhyde a la concentration finale de
3 mM. La réaction de stabilisation a avantageusement une durée comprise
entre 12 et 48 heures, de préférence entre 20 et 30 heures et est de maniére
tout a fait préférée d'une durée de 24 heures. La réaction de stabilisation par
le formaldéhyde est avantageusement stoppée par addition de glycine, de
préférence a la concentration de 0,1 M, pendant 1 heure et a une
température comprise entre 20 et 25°C.

L’adjonction d’oligodésoxynucléotides CpG intervient de préférence
aprés ['étape d’élimination de I'excés de glutaraldéhyde.

La préparaton d'un produit immunogéne comprenant des
hétérocomplexes immunogénes tels que définis ci-dessus est en outre
illustrée dans les exemples 1, 2, 3 et 4. Bien que non illustrée dans les
exemples, la formation d’un hétérocomplexes TGFB-KLH, peut étre réalisée
selon un protocole similaire a celui décrit dans les exemples 1 a 4.

Selon linvention, une quantité d’anticorps humains allant de 10-3 a
10-2 neutralise au moins 50% du maximum de l'activité biologique de la
cytokine d'intérét in vitro.

Le maximum d’activité biologique de la cytokine d'intérét in vitro est
préférentiellement induit par, respectivement :

(i) la quantité minimale de VEGF provoquant le maximum de
prolifération de cellules endothéliales du cordon ombilical humain.

(i) la quantité minimale d’IFNo. provoquant le maximum d'inhibition de
la lyse des cellules de la lignée MDBK par le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) ;

(i)  la quantité minimale d’IL-4 provoquant le maximum de prolifération
de la lignée cellulaire TF-1 dépendante de I'lL-4.
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10

(iv) la quantitt minimale de TNFa provoquant le maximum de
prolifération de la lignée cellulaire L929 dépendante du TNFa.

(v) la quantité minimale de TGFB provoquant le maximum de
prolifération de la lignée cellulaire NRK 49F dépendante du TGFf.

Les tests d'activité biologique du VEGF, I'lFNa humain, de I'lL-4, et du
TNFa, peuvent étre conduits notamment selon le protocole décrit
respectivement dans les exemples 5, 6, 7, et 8. Le test d’activité biologique
du TGFp peut étre conduit d’'une maniére similaire a celle décrite ci-dessus,
en utilisant des fibroblastes de la lignée NRK 49F, ou selon une méthode
connue de 'homme du métier.

De maniére préférée, le procédé comprend une étape (b) de purification
des immunoglobulines d'isotype G a partir de la fraction d'immunoblobulines
obtenues a lissue de I'étape (a).

Le procédé selon linvention est particuliérement avantageux car il
permet d’obtenir un haut niveau de réponse anticorps, et une forte proportion
de cellules B circulantes produisant des anticorps neutralisant l'activité dela
cytokine d'intérét. La population de lymphocytes B isolée peut étre
directement utilisée, par exemple fusionnée a des cellules de myélome pour
produire les anticorps anti cytokine, sans subir d'étapes complexes de
purification. Le procédé selon l'invention permet par exemple d'éviter d’avoir
recours a des méthodes de purification des cellules B telles que le panning,
le filtrage a travers des colonnes contenant des anticorps couplés au nylon
ou encore le triage par cytométrie de flux (FACS®).

L’obtention des cellules B a partir de lindividu immunisé est simple.
Une premiére méthode consiste a isoler les lymphocytes B a partir du sang
périphérique, par centrifugation dans un gradient de densité constitué d’un
mélange de polyméres polysaccharidiques (Ficoll®) et de métrizamide, un
composé iodé dense. On obtient a l'interface une population de lymphocytes
B séparée des globules rouges et de la plupart des polynucleaires.

Une autre méthode d'obtention des cellules B a partir de l'individu
immunisé, consiste a isoler les lymphocytes B a partir des tissus et en
particulier & partir des organes lymphoides comme la rate, le thymus, la
moelle osseuse, les ganglions ou les tissus lymphoides associés aux
muqueuses, comme les amygdales palatines.
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Le procédé de l'invention peut éventuellement comprendre une étape
ultérieure supplémentaire d'obtention d’anticorps polyclonaux
monospécifiques neutralisant 'activité biologique de la cytokine.

Le procédé de linvention peut aussi comprendre une étape ultérieure
supplémentaire d’obtention de fragments F(ab) ou F(ab)> neutralisant
I'activité biologique de la cytokine.

Le procédé de linvention peut aussi comprendre les étapes
additionnelles suivantes :

(i) fusionner les cellules B obtenues a lissue de I'étape (a) avec des
cellules d’'un myélome, afin d’obtenir une lignée d’hybridomes, et
(i) récupérer les anticorps produits par les hybridomes.

’ensemble de ces étapes sera décrit plus en détail dans la suite de la

description concernant des compositions pharmaceutiques.

L'invention concerne également une composition pharmaceutique
caractérisée en ce gqu’elle comprend, a titre de principe actif, des anticorps
humains, neutralisant lactivité d'une cytokine humaine choisie parmi le
VEGF, I'lFNa, 'IL-4, le TNFa, et le TGFp, sélectionnés & partir de sérum
humain ou de cellules B humaines, provenant d’un individu immunisé a
Pencontre de ladite cytokine, une quantité desdits anticorps allant de 107 pg
a 1072 pg inhibant au moins 50% du maximum d’activité biologique induite
par une quantité allant de 0,006 ng a 0.5 ng de ladite cytokine in vitro.

L'immunisation d’un individu & I'encontre d’une cytokine peut intervenir
par tout moyen connu de I'homme du métier et en particulier, dans le cas de
I'IFNea, par injection d’'IFNa inactivé par le diméthylformamide, dans les
conditions décrites dans I'exemple 9.1 ; ou par des techniques identiques a
celles qui ont été décrites en ce qui concerne le procédé de l'invention.

De préférence lesdits anticorps proviennent d’un individu immunisé
avec un produit immunogéne stable comprenant des hétérocomplexes
immunogénes protéiques constitués d'associations entre (i) des molécules
de protéines antigéniques, respectivement choisies parmi le VEGF, I'FN,
I'IL-4, le TNFa, et le TGFB et (ii) des molécules protéiques porteuses dans
lesquels moins de 40 pour cent des protéines antigéniques (i) sont liées avec
les molécules protéiques porteuses (ii) par une liaison covalente.
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La définition des hétérocomplexes, leur obtention, la détermination du
pourcentage de liaison des protéines antigéniques avec les protéines
porteuses, peuvent étre conduits selon des techniques identiques a celles
qui ont été décrites en ce qui concerne le procédé de [invention.

De maniére préférée, le maximum d’activité biologique de ladite
cytokine in vitro est induit par, respectivement :

(i) 0,5 ng de VEGF
(ii) 0,006 ng d'IFNc.
(i) 0,5 ng d’IL-4.

Les anticorps selon finvention sont des anticorps polyclonaux ou
monoclonaux.
De préférence, les anticorps polyclonaux sont choisis parmi :
(i) une fraction totale d’anticorps purifiés a partir du sérum d’un
homme immunisé a I'encontre de ladite cytokine humaine ;
(i) une fraction purifiée d’anticorps polyclonaux monospécifiques
neutralisant I'activité de ladite cytokine ;
(iii) les fragments Fab ou F(ab)'2 préparés a partir des anticorps
polyclonaux (i) et (ii) ci-dessus.
L’obtention d’une fraction totale d’anticorps (i) purifiés a partir du
sérum d’un homme immunisé a l'encontre de ladite cytokine humaine
comprend de préférence les étapes suivantes :

a) I'injection d’'une composition immunogéne, de préférence
telle que décrite ci-dessus, a un homme,
b) récupération de I'immunsérum de cet homme, contenant

les anticorps neutralisant 'activité de I'antigéne administré,

c) La purification d’'une fraction d’anticorps a partir de

Fimmunsérum.

Chacune de ces étapes est décrite plus en détail ci-dessous. La
récupération de limmunsérum est réalisée d'une maniére connue de
'homme du métier, par exemple par séparation du sérum par centrifugation
d’un échantillon de sang total. La purification d’'une fraction d’'anticorps a
partir de limmunsérum d’un patient immunisé par exemple par
chromatographie  d’affinité, précipitation au sulfate dammonium,
chromatographie échangeuse d'ions, filtration sur gel, chromatographie sur
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colonne de Protéine A / G, chromatographie d’affinité, ou chromatographie
d’immunoaffinité.

Une étape supplémentaire de purification des anticorps,
particulierement bien adaptée a la présente invention est décrite dans la
demande de brevet EP662480. Cette méthode permet de supprimer les
anticorps anti-protéine porteuse au sein d’'un mélange d'anticorps, et en
particulier au sein de 'immunsérum obtenu a ['étape (b).

Une fraction purifiée d’anticorps polyclonaux monospécifiques (ii)
neutralisant I'activité de la cytokine d'intérét peut étre obtenue en réalisant
une chromoatographie d’affinité a partir d’'une fraction totale d’anticorps (i)
purifiés a partir du immunsérum d’un homme immunisé a I'encontre de ladite
cytokine humaine, en fixant un motif antigénique de la cytokine d'intérét sur
la colonne.

La purification des fragments F(ab’); a partir des anticorps polyclonaux
décrits ci-dessus ou a partir de 'immunsérum ou du plasma sanguin peut
étre conduite selon la méthode décrite dans la demande de brevet
US2002/0164327, comprenant une étape de digestion du plasma sanguin ou
du sérum par la pepsine et des étapes de séparation et de purification
jusqu’a obtention de fragments F(ab’),, dépourvus d’albumine, d’anticorps
complets, et substantiellement dépourvus de substances pyrogénes.

L'isolement de fractions F(ab) et F(ab’), permet d'obtenir des
avantages spécifiques, comme le fait de se fixer aux cytokines d'intérét sans
pour autant interagir avec d’autres molécules effectrices du systeme
immunitaire.

Les fragments F(ab), peuvent étre obtenus par une méthode similaire,
consistant & digérer I'immunsérum, le plasma ou les fractions purifiées
d’anticorps polyclonaux (i), (ii) et (ii) provenant d'un homme immunisé
contre une cytokine d’intérét, par la papaine.

Alternativement, les anticorps sont monoclonaux et choisis parmi :

(i) des anticorps produits par des cellules issues de la fusion
cellulaire entre (a) des cellules B d’'un homme immunisé a 'encontre de
ladite cytokine humaine et (b) des cellules d'une lignée cellulaire
productrice d’anticorps, telle que des cellules d'un myélome ;

(i) des anticorps produits par des cellules transfectées ou
transformée avec un ADN codant une immunoglobuline, ledit ADN étant
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préalablement isolé a partir de 'ADN d’une cellule B d'un homme
immunisé a I'encontre de ladite cytokine humaine ;

(iii) les fragments Fab ou F(ab)2 préparés a partir des anticorps
polyclonaux (i) et (ii) ci-dessus ;

(iv) des fragments ScFv .

Les anticorps monoclonaux (i) peuvent étre obtenus de la maniére
suivante :

La premiére étape consiste a isoler les lymphocytes B a partir d’'un
homme immunisé & l'encontre d'une cytokine humaine. Une premiere
méthode consiste & isoler les lymphocytes B a partir du sang périphérique,
par centrifugation dans un gradient de densité constitué d’'un mélange de
polymeéres polysaccharidiques (Ficoll®) et de métrizamide, un composé iode
dense. On obtient a linterface une population de cellules mononucléaires
séparée des globules rouges et de la plupart des polynucléaires. La
population de lymphocytes B peut ensuite étre fusionnées avec des cellules
de myélome ou subir une étape de purification supplémentaire facultative,
par la méthode de « panning » c’est a dire par fixation a un support recouvert
d’anticorps permettant une adhérence spécifique des lymphocytes B. Les
cellules peuvent aussi étre filtrées a travers des colonnes contenant des
anticorps couplés au nylon qui recouvre de la laine d’acier, ce qui permet
Pélution de différentes population cellulaires, dont les lymphocytes B. Ces
techniques peuvent fournir un préalable a un triage par FACS® qui fournit
des populations cellulaires hautement purifiees.

Une autre méthode consiste a isoler les lymphocytes B a partir des
tissus et en particulier & partir des organes lymphoides comme la rate, le
thymus, la moelle osseuse, les ganglions, ou les tissus lymphoides associés
aux muqueuses, comme les amygdales palatines. En cas de réponse
immune locale, les lymphocytes peuvent étre isolés du site méme de la
réaction.

Les lymphocytes ainsi isolés sont ensuite fusionnés avec des cellules
de myélome, les cellules hybrides ou hybridomes sont ensuite sélectionnés
en fonction de leur affinité pour la cytokine d'intérét et les hybridomes
produisant un anticorps de spécificité voulue sont ensuite identifiés et clonés
par repiquage. Les anticorps produits par de tels hybridomes, produisant les
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anticorps de haute affinité envers la cytokine d'intérét constituent la fraction
d’anticorps monoclonaux (i).

Un type particulier de lymphocyte B peut aussi étre isolé par culture en
dilution limite, et sélectionné en fonction de l'aptitude des anticorps qu'il
produit a se lier a la cytokine d'intérét, avant d’étre fusionné avec des cellules
de myélome.

L’ADN provenant d’un lymphocyte B ou d’un hybridome sélectionné
pour sa capacité a produire des anticorps de haute affinité pour une cytokine
peut ensuite étre isolé, et les séquences d’ADN codant pour lanticorps
peuvent étre amplifiées selon des techniques classiques en biologie
moléculaire. L’ADN ainsi amplifi¢ est ensuite inséré dans des cellules
permettant I'expression des anticorps du lymphocyte B sélectionné. Les
anticorps ainsi produits constituent la fraction (ii) .

Les fragments F(ab) et F(ab’), (iii) peuvent étre isolés selon une
méthode enzymatique identique a celle décrite ci-dessus pour les anticorps
polyclonaux.

Les fragments scFv (iv)ou « Single chain Variable Fragment »
peuvent étre synthétisés de la maniére suivante :

Les séquences d’ADN codant pour le domaine variable d'une chaine
lourde et le domaine variable d’une chaine Iégére sont sélectionées a partir
de 'ADN d'un lymphocyte B ou d'un hybridome tel que décrit ci-dessus.
Cette sélection peut intervenir en choisissant des amorces spécifiques, selon
des techniques classiques de biologie moléculaire. De telles séquences
d’ADN sont ensuite clonées dans un vecteur d'expression, avec une
séquence codant un peptide synthétique dont le réle est de lier les domaines
variables.

Le vecteur d’expression est ensuite inséré dans une cellule héte. Des
exemples de vecteurs d'expression et de cellules hotes adaptées a
I'expression d’anticorps et de fragments d'anticorps sont fournis ci-aprés. On
peut citer a titre d’exemple de cellules héte, bien adaptées a la synthése de
fragment scFv, les cellules L-form de Proteus mirabilis comme cela est décrit
par Rippmann et al. (1998).

La synthése de fragments scFv permet d'obtenir des avantages
spécifiques du fait de la petite taille de ces fragments, qui leur permet de
diffuser facilement dans les tissus.
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Il est également possible de synthétiser des fragments Fab et
F(ab)'z, selon la méthode décrite ci-dessus en ce qui concerne les fragments
scFv.

Les anticorps selon linvention peuvent étre recombinants. Dans ce
cas, les fragments d’ADN issus d’un lymphocyte B ou d'un hybridome
sélectionné selon la méthode décrite ci-dessus, subissent des modifications.
En particulier, LADN codant pour les domaines variables de I'anticorps, et en
particulier pour les domaines variables des chaines lourdes (VH) et des
chaines légéres (VL) peut étre muté de maniére aléatoire, pour augmenter
I'affinité¢ des fragments vis-a-vis d’'une cytokine d’intérét. Les domaines
variables peuvent aussi étre mutés dans la région CDR3 selon un procéde
analogue a la mutation somatique responsable de la maturation de Faffinité
des anticorps durant la réponse immune naturelle. La maturation de l'affinité
in vitro peut étre réalisée en amplifiants les séquences codant les domaines
VH et VL par polymérisation en chaine par réaction (PCR) en utilisant des
amorces complémentaires des régions CDR3, portant des mutations
aléatoires, de maniéres a ce que des domaines VL et VH amplifiés soient
mutés. Ces domaines sont ensuite & nouveau criblés vis a vis de leur
capacité a se lier a la cytokine d’intérét, et les domaines présentant I'affinité
la plus importante pour la cytokine sont sélectionnés. L’ADN codant pour les
domaines VL et VH est ensuite replacé soit au sein de séquences codant les
régions constantes de I'anticorps dont ils sont issus soit au sein de
séquences codant les régions constantes d'immunoglobulines quelconques.

Les séquences d’ADN ainsi obtenues, codant pour des anticorps
recombinants complets ou pour des fragments de type scFv ou des
domaines VH ou VL sont enstuite introduites dans des vecteurs d’expression,
et des cellules hotes, dont des exemples seront fournis ci-aprés.

D’autres anticorps répondant a la définition de l'invention peuvent étre
obtenus grace a un criblage a travers une banque de phages d'expression.,
préparée en utilisant des ADNc codant pour domaines VL et VH, ces ADNc
étant préparés a partir ARNm dérivé de lymphocytes humains. Les
méthodes de préparation de ces banques sont connues. A titre d’exemple de
banque de phage d'expression on peut citer le « Recombinant Phage
Antibody System » commercialisé par Pharmacia. Des exemples de
réalisation et de criblage de banques de phage d’expression sont fournis
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dans le brevet US 5,223,409, et dans la demande internationale PCT
WQ92/20791.

Dans un mode de réalisation préféré de linvention, des anticorps
monoclonaux humains anti cytokine tels que décrits ci-dessus sont utilisés
pour sélectionner des domaines VH et VL ayant des propriétés de liaison aux
cytokines similaires. Cette sélection s’effectue par exemple par la méthode
de I'« epitope imprinting » la méthode de la sélection guidée ou par les
méthodes décrites dans la demande internationale PCT WO93/06213. Les
banques d’anticorps utilisées dans cette méthode seront de préference des
banques scFv.

Une fois que les domaines VH et VL sont sélectionnés, ils sont
mélangés puis criblés en fonction de leur capacité a se lier a une cytokine
sélectionnée. La séquence d’ADN codant les paires de domaines VH et VL
peut ensuite étre mutée de maniére aléatoire, pour augmenter leur affinité vis
a vis de la cytokine sélectionnée. Les paires de domaines VH et VL peuvent
aussi étre mutées dans la région CDR3 selon un procédé analogue a la
mutation somatique responsable de la maturation de l'affinité des anticorps
durant la réponse immune naturelle. La maturation de l'affinité in vitro peut
étre réalisée selon la méthode décrite ci-dessus, concernant 'ADN d'un
lymphocyte B sélectionné pour sa capaciteé a se lier a une cytokine. Les
séquences d'acides aminés des domaines VH et VL sélectionnés peuvent
ensuite étre comparées aux séquences d’'acides aminés correspondantes
des lignées germinales car des différences de séquence, dues par exemple
au type de banque ayant servi au premier criblage peuvent apparaitre. Dans
ce cas, il peut étre utile de réaliser des mutations « reverses » dans les
séquences d’ADN correspondantes pour retrouver la séquence d'acides
aminés initiale. De telles mutations reverses peuvent étre réalisées par des
méthodes classiques en biologie moléculaire, permettant d’introduire des
mutations spécifiques, il s’agit par exemple de la mutagenése en site dirigée.

Aprés une telle sélection, les acides nucléiques codant les anticorps
d'intérét peuvent étre clonés dans des vecteurs d’expression selon des
techniques connues. Les acides nucléiques peuvent également subir une
étape de manipulation supplémentaire consistant & créer d'autres anticorps
répondant a la définition de I'invention. Il s’agit par exemple d'ajouter des
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séquences codant pour des domaines d'immunoglobulines supplémentaires,
telles que des régions constantes additionnelles.

Les séquences d’ADN codant les anticorps recombinants ou les
fractions d’anticorps, et en particulier les domaines VH et VL peuvent étre
introduites dans une lignée cellulaire appropriée, comme des cellules de
myélome non productrices d’anticorps utilisées pour les hybridomes, de
maniére a produire les anticorps recombinants sélectionnés pour leur
capacité a se lier a une cytokine d'intérét. Ces séquences d’ADN peuvent
également étre clonées dans un vecteur d’expression recombinant introduit
dans une cellule hdte de mammifére, tel que cela est décrit ci-dessous.

Les hétes cellulaires préférés sont les cellules CHO, (Chinese
Hamster Ovary), les cellules de myélome NSO, les cellules COS, et les
cellules SP2. Lorsque des vecteurs d’expression comprenant les séquences
codant pour les anticorps, les anticorps recombinants, et les fragments
d’anticorps sont introduits dans les cellules hotes, ces cellules sont cultivées
pendant des périodes suffisamment longues pour que les anticorps ou les
fragments puissent étre produits dans les hétes cellulaires ou mieux sécrétes
dans le milieu de culture dans lequel sont placées les cellules hétes. Les
anticorps sont ensuite récupérés par des techniques standards de
purification des protéines.

Compositions pharmaceutiques et administration.

Les compositions selon linvention sont de préférence des
compositions pharmaceutiques comprenant des anticorps ou des fragments
d’anticorps tels que décrits ci-dessus. En particulier la composition selon
linvention comprend en outre au moins un excipient physiologiquement
acceptable.

Le terme « excipient physiologiquement acceptable » inclut  par
exemple les solvants, les milieux de dispersion, les agents anti-bactériens,
les agent anti-fongiques ou encore les agents de dilution permettant
d'atteindre I'isotonie. Parmi ces excipients conformes a linvention, on peut
citer en particulier I'eau, les tampons phosphate, le dextrose, le glycérol,
I'éthanol, et leurs combinaisons. Il est souvent préférable d'ajouter a la
composition, des agents isotoniques, tels que des sucres, des polyalcools,
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par exemple le mannitol ou le sorbitol ou encore le chlorure de sodium. La
composition peut en outre comprendre des substances auxiliaires, telles que
des emulsifiants, des conservateurs ou des tampons qui vont augmenter
I'efficacité ou la durée d’utilisation des compositions selon l'invention.

Les compositions selon l'invention peuvent avoir plusieurs formes, et
peuvent étre par exemple, liquide ou sous forme de doses injectables solides
ou semi-solides destinées a étre infusées avant injection. D’autres formes
sont envisageables, comme par exemple, les suspensions, les dispersions,
les comprimés, les poudres, les liposomes ou encore les suppositoires. Les
compositions préférées sont sous forme de solutions injectables, similaires a
celles qui existent en ce qui concerne la vaccination passive des humains,
avec d’autres anticorps que ceux décrits dans la présente demande. Le
mode d'administration préféré des compositions est le mode parentéral (par
exemple sous cutané ou intramusculaire) ou intraveineux.

Les compositions de linvention, doivent étre stériles, et stable dans
les conditions de fabrication et de stockage habituels. Les compositions
selon linvention peuvent étre des solutions, microémulsions, dispersions,
des liposomes ou d'autres structures. La préparation de compositions
injectables stériles peut se faire en incorporant le principe actif, c’est a dire
lanticorps ou le fragment d’anticorps, dans une quantité appropriée de
solvant et d’autres excipients, tels que décrits ci-dessus, puis a realiser une
stérilisation par filtration.

On peut envisager éventuellement que la composition de linvention
comprenne un premier type d'anticorps, tels que décrits ci-dessus,
neutralisant I'activité d’'une cytokine et un deuxieme type d’anticorps dirigés
par exemple contre des récepteurs ou des cibles connues de ladite cytokine.

Compte tenu du réle pléiotropique des cytokines, et en particulier de
leur réle dans la réaction inflammatoire et dans la réponse aux I'infections, il
peut étre avantageux de combiner une composition de l'invention avec un
principe actif supplémentaire, impliqué dans la lutte contre l'inflammation,
linfection, l'asthme, ou encore les rejets de greffes, ou les maladies
autoimmunes.

Des exemples d’agents thérapeutiques de lutte contre l'inflammation,
qui peuvent étre utilisés en combinaison avec les anticorps de linvention
sont :
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Le budenoside, les corticostéroides, la cyclosporine, la sulfasalazine
les aminosalicylates, la 6-mercaptopurine, I'azathioprine, le métronidazole,
les inhibiteurs de la lipoxygénase la mésalamine, I'olsalazine, le balsalazide,
les antioxydants, les inhibiteurs de la thromboxane, les antagonistes des
récepteurs a lIL-1, les anticorps monoclonaux anti IL-1B, les anticorps
monoclonaux anti-IL-6, les inhibiteurs d’élastase, les récepteur du
complément de type 1 sous forme soluble, et autres.

Des exemples d’agents thérapeutiques de lutte contre Finfection, qui
peuvent étre utilisés en combinaison avec les anticorps de linvention sont :
les antibiotiques, les chélateurs du fer, I'apolipoprotéine 1 reconstituée avec
des lipides, des acides hydroxamiques, (agents antibactériens synthétiques).

Les compositions pharmaceutiques de linvention peuvent inclure
« une quantité pharmaceutique efficace » d’un anticorps ou d’un fragment
d’anticorps selon l'invention. Par « quantité pharmaceutique efficace » on
entend une quantité efficace, & des dosages et pour une duree suffisante
permettant d’aboutir au résultat thérapeutique poursuivi. Cette quantité varie
en fonction de facteurs tels que I'état pathologique, le sexe, le poids, I'age du
patient & traiter, et de la capacité de I'anticorps & induire un effet chez le
patient. Une telle quantité est entraine des effets secondaires ou toxiques
inférieurs aux bénéfices que peut apporter le traitement par la composition
de l'invention.

La posologie doit étre adaptée afin d’obtenir une réponse optimum.
Par exemple la composition pharmaceutique peut étre administrée en une
seule prise ou en plusieurs prises a intervalles de temps réguliers.

Utilisations selon Finvention

Etant donné la capacité des anticorps contenus dans les compositions
selon linvention a se lier aux cytokines, les anticorps selon linvention
peuvent étre utilisés pour détecter des cytokines in vitro, en utilisant des
techniques classiques comme la chromatographie d'affinité, les techniques
de type « ELISA » (enzyme linked immunosorbent assays ou encore « RIA »
(radioimmunoassay).

L’invention concerne donc une méthode de détection d'une cytokine
dans un échantillon, comprenant une étape de mise en contact de la
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composition de linvention avec I'échantillon & analyser et une étape de
détection d'un complexe formé entre I'anticorps et une cytokine.

Pour faciliter la détection d’'un complexe, I'anticorps peut étre marqué
par une substance détectable, par exemple, des enzymes comme la
peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la p-galactosidase, ou encore
I'acétylcholine estérase, des groupements prosthétiques comme les couples
streptavidine/biotine, et avidine/biotine, des molécules fluorescentes, comme
'ombelliférone, la fluorescéine, la rhodamine, la phycoérythrine, ou des
molécules radioactives, comme %, |, ¥s, ou °H.

L'invention concerne aussi une méthode de détection de la présence
et de la quantité d’une cytokine dans un échantillon de composition inconnue
par dosage par inhibition compétitive. Cette méthode utilise des anticorps
selon l'invention et une cytokine de référence, marquée.

Selon cette méthode de dosage, I'échantillon biologique, la cytokine
de référence marquée, et 'anticorps selon l'invention sont combinés, et la
quantité de cytokine de référence liée a l'anticorps est déterminée. La
quantité de cytokine de I'échantiilon, est inversement proportionnelle a la
quantité de cytokine de référence liée a I'anticorps de linvention.

L’'invention concerne également :

- L'utilisation des anticorps anti-VEGF pour la préparation d’une
composition pharmaceutique destinée au traitement du cancer.

- L'utilisation des anticorps anti-IFNa pour la préparation d’'une composition
pharmaceutique destinée au traitement de 'état d'immunosuppression.

- L'utilisation des anticorps anti-IL-4 pour la préparation d’'une composition
pharmaceutique destinée au traitement de lallergie.

- L'utilisation des anticorps anti-TNFo pour la préparation d'une
composition pharmaceutique destinée au traitement de [Iétat
d’immunosuppression.

- Lutilisation des anticorps anti-TGFB pour la préparation d'une
composition pharmaceutique destinée au traitement de l'infection par un
rétrovirus ou au traitement d’un cancer choisi parmi le cancer du colon, le
cancer du sein, le cancer de la prostate.

Méthode de traitement selon l'invention :
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De maniére préférée, la composition selon l'invention s’intégre dans le
cadre d'une vaccination anti-cytokine en tant que préalable a une vaccination
conventionnelle dont le but est de neutraliser ou de bloquer les effets
immunotoxiques du stroma, et de permettre le déroulement normal de la
réaction immunitaire adaptée contre un agresseur antigénique.

L’invention a donc également pour objet une méthode de traitement
comprenant au moins les étapes suivantes :

(i administrer une composition selon l'invention a un
patient,

(i) administrer au dit patient une composition
immunogeéne.

Cette méthode en deux étapes permet de rétablir la réponse
immunitaire d’un patient, avant que celui-ci ne soit vacciné contre I'agent

responsable de la dépression immune.

Exemple 1: Hétérocomplexe KLH-VEGF humain.

Cet hétérocomplexe est propre a induire principalement chez le
vacciné la production d’anticorps qui neutralisent le VEGF humain.

0,58 mg de protéine KLH sont dissous dans 0,5 mi de tampon
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutés 1 mg de VEGF
humain dissous dans 1 mi du méme tampon.

Le mélange de protéine ainsi obtenu est traité par du glutaraldéhyde a
la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes a température
ambiante.

L'excés de glutaraldéhyde est ensuite éliminé par 3 dialyses
successives de 2 heures chacune, effectuées dans un boudin de dialyse
dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon
phosphate pH 7,6 10 mM.

Le mélange est alors traité par du formaldéhyde a la concentration
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la réaction est bloquée par addition
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure & température ambiante. Le mélange
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est enfin dialysé dans les mémes conditions que la dialyse effectuée
précédemment.

Exemple 2 : préparation d’'un hétérocomplexe KLH-IFNa.

Ce conjugué est propre a induire principalement chez le vacciné la
production d’anticorps qui neutralisent I'lFNo. humain.

0,625 mg de protéine KLH sont dissous dans 0,6 ml de tampon
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutés 1 mg de protéine
IFNo humaine dissous dans 1 ml du méme tampon.

Le mélange de protéine ainsi obtenu est traité par du
glutaraldéhyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes a
température ambiante.

L'excés de glutaraldéhyde est ensuite éliminé par 3 dialyses
successives de 2 heures chacune effectuées dans un boudin de dialyse dont
le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon phosphate
pH 7,6 10 mM.

Le mélange est alors traité par du formaldéhyde a la concentration
finale de 33 mM pendant 48 heures. Puis la réaction est bloquée par addition
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure & température ambiante. Le mélange
est enfin dialysé dans les mémes conditions que la dialyse effectuée
précédemment.

Exemple 3 : préparation d’'un hétérocomplexe KLH-IL4 humain.

Cet hétérocomplexe est propre a induire principalement chez le
vacciné la production d’anticorps qui neutralisent I'IL4 humain.

1 mg de protéine KLH sont dissous dans 1 mi de tampon phosphate
10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutés 1 mg de protéine IL4 murine
dissous dans 1 ml du méme tampon.

Le mélange de protéine ainsi obtenu est trait¢é par du
glutaraldéhyde & la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes a
température ambiante.

L'excés de glutaraldéhyde est ensuite éliminé par 3 dialyses
successives de 2 heures chacune effectuées dans un boudin de dialyse dont
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le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 m! de tampon phosphate
pH 7,6 10 mM.

Le mélange est alors traité par du formaldéhyde a la concentration
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la réaction est bloquée par addition
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a température ambiante. Le mélange
est enfin dialysé dans les mémes conditions que la dialyse effectuée
précédemment.

Exemple 4 : préparation d’'un hétérocomplexe KLH-TNFo murin.
Ce conjugué propre a induire principalement chez le vacciné la

production d’anticorps qui neutralisent le TNFo. murin.

0,625 mg de protéine KLH sont dissous dans 0,6 ml de tampon borate
10 mM pH 8,8 150 mM NaCl. A cette solution sont ajoutés 1 mg de protéine
IFNo. humaine dissous dans 1 ml du méme tampon.

Le mélange de protéine ainsi obtenu est traité par du glutaraldéhyde a
la concentration finale de 0,026 M pendant 45 minutes a température
ambiante.

L'excés de glutaraldéhyde est ensuite éliminé par 3 dialyses

successives de 4 heures chacune effectuées dans un boudin de dialyse dont
le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon phosphate
pH 7,6 10 mM 150 mM NaCl.
Le mélange est alors traité par du formaldéhyde a la concentration finale de
33 mM pendant 48 heures. Puis la réaction est bloquée par addition de
glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a température ambiante. Le mélange
est enfin dialysé dans les mémes conditions que la dialyse effectuée
précédemment.

Exemple 5 test d'activité biologique du VEGF

Des cellules endothéliales du cordon ombilical humain (HUVECs) sont
cultivées dans des puits a fond plat d’'une plaque de microculture a raison de
3000 cellules par puits. Différentes dilutions d'anticorps sont ensuite
déposées sur ces cellules endothéliales. La culture cellulaire est poursuivie a
37 °C en atmosphére humide chargée a 5 % de CO2 pendant 3 jours. 18
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heures avant la fin de lincubation, 0.5 uCi de thymidine ftritiée/puits sont
ajoutés.

Les anticorps neutralisants empéchent le VEGF murin d’induire la
prolifération des cellules endothéliales, alors que les anticorps non
neutralisants permettent la prolifération de ces cellules.

Exemple 6 test d'activité biologigue de I'IFNo humain

Des cellules MDBK sont cultivées dans des puits a fond rond d'une
plaque de microculture & raison de 350 000 cellules par puits. Différentes
dilutions d'IFNo sont ensuite déposées sur les cellules MDBK . Aprés 20
heures de culture cellulaire réalisée a 37°C en atmosphére humide chargee
a 5 % de CO2, les dilutions présentes dans les puits sont enleves, les
cellules lavées, puis 100 ul contenant 100 DL50 (dose léthale 50 %) de virus
VSV sont ajoutés. 18 heures aprés l'addition du virus, l'effet lytique du virus
est mesuré.

Les anticorps neutralisants permettent au VSV de lyser les cellules,
alors que les anticorps non neutralisants empéchent cette lyse.

Exemple 7 test d'activité biologique de I'IL 4 humain

Ce test utilise les cellules TF-1, lignée cellulaire humaine dont la
croissance est 4 humaine -dépendante (Kitamura, T. et al., 1989. J.Cell.
Physiol 140 : 323-34). Des cellules TF-1 sont cultivées dans des puits a fond
rond d'une plaque de microculture a raison de 10 000 cellules par puits.
Différentes dilutions sont ensuite déposées sur les cellules TF-1. La culture
cellulaire est poursuivie & 37 °C en atmosphére humide chargée a 5 % de
CO2 pendant 3 jours. 4 heures avant la fin de lincubation, 0.5 pCi de
thymidine tritiée/puits sont ajoutes.

Les anticorps neutralisants empéchent I'lL4 humain d'induire la
prolifération des cellules TF-1, alors que les anticorps non neutralisants
permettent la prolifération de ces cellules.

Exemple 8 test d'activité biologique du TNFo. :
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Des cellules L929 sont cultivées dans des puits a fond plat d'une
plaque de microculture. Différentes dilutions de TNFa sont ensuite déposees
sur ces cellules. La culture cellulaire est poursuivie a 37 °C en atmosphére
humide chargée a 5 % de CO2 pendant 3 jours. 4 heures avant la fin de
I'incubation, 5 mg/ml de MTT sont ajoutés (le MTT est disponible auprés de
la société SIGMA Chemical, St. Luois Mo.)

Les anticorps neutralisants empéchent le TNFa d’induire la mort des
cellules endothéliales, a I'inverse des anticorps non neutralisants.

Exemple 9 Comparaison de I'activité biologique des anticorps selon
invention et des anticorps neutralisants disponibles dans le
commerce

Exemple 9.1 Production d'un anticorps polyclonal anti-interféron o (hu)
chez I'homme

Un groupe d'individus volontaires a été immunisé par
administration par voie intra musculaire d'interféron o humain inactivé par un
traitement chimique a base de diméthylformamide. Chaque individu
volontaire a subi une injection de 70 ug d'IFNa inactivé a JO, J7, J14, J21
et J42.

La courbe de production des anticorps anti-interféron o a été
déterminée en fonction du temps. Au pic de production, (lorsque le taux
d'immunoglobulines d'isotype 1gG anti-IFNo. généré était environ de 9.5
ug/ml), 20 ml de sang ont été prélevés chez chacun des vaccinés et un pool
de sérums constitué. L'activité anti-interféron o du pool a été déterminée par
ELISA et son titre trouvé égal a 128 000 (inverse de la dilution donnant une
DO =0.300)

La fraction IgG a été isolée d'une partie du pool de sérum par
précipitation par le (NHs), SO4 & 35% de saturation. Aprés dialyse, la solution
de IgG contenant les anticorps 1gG neutralisant l'activité de I'lFNo obtenu
avec un rendement de 80% a présenté une activité a 'ELISA de 512 000.

Le pouvoir neutralisant (quantit¢é d'anticorps permettant
d'inhiber de 50 % l'activité de 1 Ul d'interferon alpha humain) du sérum
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entier anti-interféron o et de I''|gG en dérivant s'est établi a 0,004 ug et 0,001
ug, respectivement.

Tableau 1
Ac Ac Ac Ac
de Fexemple | polyclonal polyclonalde | monoclonal
9.1 de lapin (1) mouton (2) de souris (3)
IFNo 0,04 ng 0,01 ug 0,0005 ug 0,8 ug
humain
(1 U0

Le tableau 1 établit une comparaison entre le pouvoir neutralisant de
lanticorps polyclonal anti-interféron o produit ci-dessus avec le pouvoir
neutralisant d’anticorps du commerce. Le pouvoir neutralisant obtenu avec
I'anticorps produit ci-dessus est environ 200 fois supérieur au titre obtenu
avec un anticorps monoclonal de souris.

(1) Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre I'IFNa., disponible aupres de la
société PBL Biomedical Pharmaceutical sous le n° de référence 31100-1.

(2) Anticorps polyclonal de mouton dirigé contre I'lFNa., disponible aupres de
la société PBL Biomedical Pharmaceutical sous le n° de référence 31130-1.

(3) Anticorps monoclonal de souris dirigé contre 'IFNa, disponible auprés de
la société PBL Biomedical Pharmaceutical sous le n° de référence 21105-1.

Exemple 9.2 : Production d'un anticorps polyclonal anti-IL-4 chez
'homme

Un sujet volontaire a été immunisé par administration
intramusculaire d'un conjugué de KLH IL-4 humain.
Le sujet a subi une injection de 120 pg d’IlL-4 humain inactivé
chimiguement par du diméthylformamide a JO, J21, et JGO.
La courbe de production des anticorps anti-IL-4 a été déterminée en
fonction du temps. Au pic de synthése des anticorps (lorsque le taux
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. d'immunoglobulines d’isotype IgG anti-IL4 généré était environ de 12 pg/ml)

un prélevement de sang a été effectué et le sérum anti-IL-4 recueilli. La
mesure par ELISA de l'activité du sérum a donné un titre de 512 000 (inverse
de la dilution du sérum donnant une valeur en ELISA de 0,300. Apres
séparation de la fraction IgG contenant les anticorps anti-IL-4, la fraction a
été digérée par la pepsine et le fragment anticorps Fep)2 recueilli avec un
rendement de 60%. La détermination de l'activité en ELISA a fourni une
valeur de 310 000.

Le pouvoir neutralisant (quantité d'anticorps permettant
d'inhiber de 50 % lactivité de 0,5 ng d'interleukine-4) du sérum anti-IL-4
entier s'est établi a 0,02 ug et pour la fraction Fap)2 @ 0,1 ug.

Tableau 2
Ac de Ac polyclonal | Ac polyclonal | Ac monoclonal
I’exemple 9.2 | de chévre (1) | de lapin (2) de souris (3)
IL-4 humain 0,02 pg 0,08 ug 0,01 ug 1 Mg
(0,5 ng)

Le tableau 2 établit une comparaison entre le pouvoir neutralisant de
Panticorps polyclonal anti-IL-4 produit ci-dessus avec le pouvoir neutralisant
des anticorps du commerce. Le titre obtenu avec 'anticorps produit ci-dessus
est environ 50 fois supérieur au titre obtenu avec un anticorps monoclonal de
souris.

(1) Anticorps polyclonal de chévre dirigé contre IL-4, disponible aupres de la
société R&D sous le n° de référence AF-204-NA.

(2) Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre IL-4 disponible aupres de la
société Peprotech sous le n° de référence 500-P24.

(3) Anticorps monoclonal de souris dirigé contre IL-4 disponible aupres de la
société R&D sous le n° de référence MAB204.

Exemple 9.3 : Production d'un anticorps polyclonal anti-VEGF murin
chez la souris
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Une méthode semblable a celle décrite pour les exemples 7.1 et 7.2
est utilisée. Un groupe de 20 souris a été immunisé par administration d'un
hétérocomplexe de KLH-VEGF murin. Chaque souris & subi une injection de
20 pg de VEGF inactivé chimiquement par du diméthylformamide a JO, J7,
J14, J21 et J42.

En se rapportant a la courbe de production des anticorps anti-
VEGF, un prélévement de sang a été effectué chez toutes les souris
au pic de réponse et un pool de sérum anti-VEGF constitué. La fraction
lgG a été isolée par précipitation par le (NH;), SO; a 35% de
saturation. L'activité ELISA a été déterminée et est égale a 256 000 et
lactivité neutralisante de la fraction IgG (quantité d'anticorps
permettant d'inhiber de 50 % ['activité de 0,5 ng de VEGF murin) a
0,012 ug.

Tableau 3
Ac de Ac polyclonal | Ac polyclonal | Ac monoclonal
Pexemple 9.3 | de chévre (1) | de lapin (2) De souris (3)
VEGF 0,012 ug 0,001 ug 0,007 ug 0,003 pg
(0,5 ng)

Le tableau 3 établit une comparaison entre le pouvoir neutralisant de
Panticorps polyclonal anti-VEGF murin produit ci-dessus avec le pouvoir
neutralisant des anticorps anti-VEGF du commerce.

(1) Anticorps polyclonal de chévre dirigé contre le VEGF, disponible aupres
de la société R&D sous le n° de référence AF-293-NA.

(2) Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le VEGF disponible aupres de
la société Peprotech sous le n° de référence 500-P10.

(3) Anticorps monoclonal de souris dirigé contre le VEGF disponible aupres
de la société R&D sous le n° de référence MAB293.

Exemple 9.4 : Production d'un anticorps monoclonal recombinant
dirigé contre I'IFNo. humain




10

15

20

25

30

35

N Y W e e

30

Matériel :

Les cellules mononucléaires du sang humain périphérique (PBMC)
proviennent d'un sujet immunisé avec de [lFNa humain inactivé
chimiquement.

Le virus d’Epstein Barr (EBV) a été préparé a partir d'un surnageant
de culture de la lignée cellulaire B95-8 et utilisé a la concentration 10°
TDso/ml.

Culture :

Les PBMCs ont été purifiés par gradient de Ficoll puis infectées par le
virus. Les cellules transformées par 'EBV sont cultivées en plaque de 96
puits a fond rond a la concentration de 5 x 10%-10* /ml avec du milieu RPMI
1640 (Gibco BRL, Life Technologies) additionné de 20% de SVF (Gibco
BRL, Life Technologies). Le milieu est changé tous les 4 jours. Aprés 4 a 6
semaines de culture, les cellules sont transférées dans des plaques 24 puits
puis finalement dans des plaques 6 puits. Le surnageant de culture est
ensuite analysé par ELISA.

Sélection des clones producteurs d’anticorps monoclonai anti-IFNa.

Les clones produisant des anticorps anti-IFNa sont sélectionnes et
mis en culture de masse. Un anticorps monoclonal a été purifié a partir d’'un
surnageant de culture par adsorption sur une colonne de sepharase Protéine
A. L'anticorps monoclonal produit a été purifié par adsorption sur une
colonne de sepharose Protéine A. La solution d’anticorps monoclonal anti-
I'FNa purifié présente une teneur en anticorps monoclonal de 1 mg/ml et son
activité neutralisante (pouvoir d'inhibition de 50% de l'activité d'1 Ul d’IFNa)
ou ND50 égale a 0,7 pg.

Ces clones produisent des anticorps représentent un matériel
cellulaire a haut rendement pour la production d'un anticorps monoclonal
humain anti- I'N"FNa (hu) a haute affinité en utilisant la technologie du phage
display connue de 'homme de I'art et décrite dans la présente demande.

Tableau 4
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Ac de Ac polyclonal | Ac polyclonal | Ac monoclonal
I'’exemple 9.4 | de lapin (1) |de mouton (2) | de souris (3)

IFNa 0,7 ug 0,01 ug 0,0005 ug 0,8 ug
humain
(1Uh

Le tableau 4 établit une comparaison entre le pouvoir neutralisant de
I'anticorps monoclonal IFNa produit ci-dessus avec le pouvoir neutralisant
des anticorps du commerce. Le titre obtenu avec I'anticorps produit ci-dessus
est environ 50 fois supérieur au titre obtenu avec un anticorps monoclonal de
souris.

(1) Anticorps polyclonal de lapin dirigé contre I''FNc, disponible aupres de la
société PBL Biomedical Pharmaceutical sous le n° de référence 31100-1.

(2) Anticorps polyclonal de mouton dirigé contre I'lFNa, disponible auprés de
la société PBL Biomedical Pharmaceutical sous le n° de référence 31130-1.
(3) Anticorps monoclonal de souris dirigé contre I'lFNa., disponible aupres de
la société PBL Biomedical Pharmaceutical sous le n° de référence 21105-1.

Exemple 10 : Détermination du pourcentage de cytokine fixée sur la
protéine porteuse (KLH) par ELISA double sandwich

Le pourcentage de cytokine fixée sur la protéine porteuse (KLH) a éte
déterminé par un ELISA double sandwich, a l'aide d’un anticorps de capture
dirigé spécifiquement contre la protéine porteuse.

100 ul d’anticorps polyclonaux de chevaux dirigés contre le KLH (1
mg/ml) dilués dans un tampon phosphate 10 mM pH 7,3 NaCl 150 mM (PBS)
sont fixés dans des puits d’'une plaque de microtitration (high-binding; Costar)
pendant 2 heures a 37°C. Aprés 3 lavages dans du PBS/0.1% Tween 20
(PBST), les puits sont saturés avec du PBS contenant 2 % de SVF. Apres
1h30 de saturation, les puits sont lavés 3 fois avec du PBST, puis des
dilutions de 2 en 2 d’hétérocomplexe (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 et
0.156 pg/ml), réalisées en doublon, sont ajoutées dans les puits (100
ul/puits). Aprés 2 heures d’incubation, les puits sont lavés 3 fois avec le
PBST. Le tween, agent dissociant, présent dans le tampon de lavage,
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permet d'éliminer toutes molécules non fixées de maniére covalente sur le
KLH qui lui est fixé spécifiquement sur 'anticorps de capture. Ensuite les
deux dilutions d’hétérocomplexe sont traitées de 2 fagons différentes

a) la premiére série est incubée avec un anticorps dirigé contre le KLH

b) la deuxiéme série est incubée avec un anticorps dirigé contre la
cytokine.

Aprés 1h30 d'incubation a 37 °C, les puits sont lavés comme
précédemment puis incubés avec un anticorps secondaire couplé a la
peroxydase, dirigé contre I'espéce d’origine du premier anticorps. Apres
1h30 d'incubation a 37 °C, les puits sont & nouveau lavés. Ensuite I'addition
du substrat de la peroxydase, O-PhényléneDiamine, (OPD), permet de
révéler la présence du KLH fixé par 'anticorps de capture et des cytokines
fixées de maniére covalente sur le KLH.

La quantité de KLH fixé par I'anticorps de capture puis la quantité de
molécules de cytokine fixée sur le KLH de maniéere covalente sont calculées
a l'aide de courbes d'étalonnage faites par ELISA.

Le pourcentage de cytokine fixée de maniére covalente au KLH
est alors déterminé.
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REVENDICATIONS

Procédé a haut rendement pour l'obtention d’anticorps humains
neutralisant I'activité biologique d'une cytokine humaine choisie parmi le
VEGF, I'lFNa, I'lL-4, le TNFa, et le TGFB, comprenant au moins une
étape (a) au cours de laquelle on purifie :

()  les immunoglobulines contenues dans le sérum d’un individu, ou
(i) les immunoglobulines produites par des cellules B d'un individu,
ledit individu étant préalablement immunisé & l'encontre de ladite
cytokine.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le sérum humain
ou les cellules B humaines proviennent d’un individu immunisé avec un
produit immunogéne stable comprenant des hétérocomplexes
immunogénes protéiques constitués d'associations entre (i) des
molécules de protéines antigéniques, choisies parmi VEGF, I'lFNa, I'lL-4,
le TNFa, et le TGFB et (ii) des molécules protéiques porteuses, dans
lesquels moins de 40 pour cent des protéines antigéniques (i) sont liées
avec les molécules protéiques porteuses (i) par une liaison covalente.

Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce qu'il comprend
une étape (b) de purification des immunoglobulines d'isotype G a partir de
la fraction d'immunoblobulines obtenues a I'issue de I'étape (a).

Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé en
ce quil comprend une étape ultérieure supplémentaire d’obtention
d’anticorps-pelyclonaux monospécifiques neutralisant l'activité biologique
de la cytokine. ‘

Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 & 3, caractérisé en
ce qu’il comprend une étape ultérieure supplémentaire d’obtention de
fragments F(ab) ou F(ab)’; neutralisant I'activité biologique de la cytokine.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caractérisé en
ce qu'il comprend les étapes additionnelles suivantes :
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(i) fusionner les cellules B obtenues a lissue de I'étape (a) avec des
cellules d’un myélome, afin d'obtenir une lignée d’hybridomes, et
(ii) récupérer les anticorps produits par les hybridomes.

Composition pharmaceutique caractérisée en ce qu'elle comprend, a titre
de principe actif, des anticorps humains, neutralisant lactivité d’une
cytokine humaine choisie parmi le VEGF, I'lFNa, FIL-4, le TNFa, et le
TGFB, sélectionnés a partir de sérum humain ou de cellules B humaines,
provenant d'un individu immunisé a I'encontre de ladite cytokine, une
quantité desdits anticorps allant de 10° ug & 10 g inhibant au moins
50% du maximum d’activité biologique induite par une quantité allant de
0,006 ng a 0,05 ng de ladite cytokine in vitro.

Composition pharmaceutique selon la revendication 7, caractérisée en ce
que lesdits anticorps proviennent d’un individu immunisé avec un produit
immunogéne stable comprenant des hétérocomplexes immunogénes
protéiques constitués d’associations entre (i) des molécules de protéines
antigéniques, respectivement choisies parmi le VEGF, I'FNa, I'lL-4, le
TNFa, et le TGFB et (i) des molécules protéiques porteuses dans
lesquels moins de 40 pour cent des protéines antigéniques (i) sont liees
avec les molécules protéiques porteuses (i) par une liaison covalente.

Composition pharmaceutique selon la revendication 7 ou 8, caractérisée
en ce que le maximum d’activité biologique de ladite cytokine in vitro est
induit par, respectivement :

(i) 0,5 ng de VEGF

(iiy 0,006 ng d'IFNo

(i) 0,5 ng d’IL-4.

10 Composition selon I'une des revendications 7 a 9, caractérisé en ce que

les anticorps sont choisis parmi les anticorps polyclonaux ou les anticorps
monocionaux.

11 Composition selon la revendication 10, caractérisée en ce que les

anticorps polyclonaux sont choisis parmi :
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(i) une fraction totale d’'anticorps purifiés a partir du sérum d'un
homme immunisé a I'encontre de ladite cytokine humaine ;

(ii) une fraction purifiée d'anticorps polyclonaux monospécifiques
neutralisant 'activité de ladite cytokine ;

(iiiy les fragments Fab ou F(ab)'2 préparés a partir des anticorps
polyclonaux (i) et (ii) ci-dessus.

12 Composition selon la revendication 10, caractérisée en ce que les
anticorps monoclonaux sont choisis parmi :

(i) des anticorps produits par des cellules issues de la fusion
cellulaire entre (a) des cellules B d'un homme immunisé a I'encontre de
ladite cytokine humaine et (b) des cellules d’une lignée cellulaire
productrice d’anticorps, telle que des cellules d’'un myélome ; ,

(ii) des anticorps produits par des cellules transfectées ou
transformée avec un ADN codant une immunoglobuline, ledit ADN étant
préalablement isolé a partir de 'ADN d'une cellule B d'un homme
immunisé a I'encontre de ladite cytokine humaine ;

(ii) les fragments Fab ou F(ab)'2 préparés a partir des anticorps
monoclonaux (i) et (ii) ci-dessus ;

(iv) des fragments ScFv .

13 Composition selon 'une des revendications 7 a 12, caractérisée en ce
qu’elle comprend en outre au moins un excipient physiologiquement
acceptable.

14 Utilisation des anticorps anti-VEGF selon l'une des revendications 1 a 13
pour la préparation d'une composition pharmaceutique destinée au
traitement du cancer.

15 Utilisation des anticorps anti-IFNa selon 'une des revendications 1 & 13
pour la préparation d'une composition pharmaceutique destinée au
traitement de 'état d'immunosuppression.
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16 Utilisation des anticorps anti-IL-4 selon I'une des revendications 1 a 13
pour la préparation d’'une composition pharmaceutique destinée au
traitement de lallergie.

5 17 Utilisation des anticorps anti-TNFa selon 'une des revendications 1 a 13
pour la préparation d'une composition pharmaceutique destinée au
traitement de I'état d'immunosuppression

18 Utilisation des anticorps anti-TGFp selon l'une des revendications 1 a 13

10 pour la préparation d’'une composition pharmaceutique destinée au

traitement de linfection par un rétrovirus ou au traitement d’'un cancer

choisi parmi le cancer du colon, le cancer du sein, le cancer de la
prostate.
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RECHERCHE INCOMPLETE

FEUILLE SUPPLEMENTAIRE C FA 639552
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Certaines revendications n’ont pas fait 1’objet d’une recherche ou ont
fait 1’objet d’une recherche incompléte, a savoir:

Revendications ayant fait
1’objet de recherches incomplétes:
2-13

Raison:

Les revendications 2-6 présentes ont trait a une méthode défini en
faisant référence a une caractéristique ou propriété souhaitable, a
savoir: point (ii) claim 2 "des molécules protéiques porteuses, dans
lesquels moins de 40 pour cent des protéines ....".

Les revendications couvrent tous les produits/composés présentant cette
caractéristique ou propriété, alors que 1a demande ne fournit un
fondement au sens de 1’Article L.612-6 CPI et/ou un exposé au sens de
1’Article L.612-5 CPI que pour un nombre trés limité de tels méthodes.
Dans le cas présent, les revendications manquent de fondement et 1la
demande manque d’exposé a 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 a définir T1a méthode au
moyen du résultat a atteindre. Ce manque 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’objet apparait &tre clair, fondé et suffisamment exposé, a savoir un
produit immunogéne stable comprenant des hétérocomplexes immunogénes
protéiques constitués d’associations entre (i) des molécules de protéines
antigéniques, choisies parmi VEGF, 1’IFNalpha, 1’IL-4, 1e TNFalpha, et Tle
TGFbeta et (ii) des molécules protéiques porteuses liées aux protéines
antigéniques par une liaison covalente.

Les revendications 7-13 présentes ont trait a un produit défini en
faisant référence a une caractéristique ou propriété souhaitable, a
savoir: une quantité desdits anticorps allant de 10-3microgrammes a 10-2
microgrammes inhibant au moins 50% du maximum d’activité biologique
induite par une quantité allant de 0.006ng a 0.05ng de l1a dite cytokine
in vitro.

Les revendications couvrent tous les produits présentant cette
caractéristique ou propriété, alors que la demande ne fournit un
fondement au sens de 1’Article L.612-6 CPI et/ou un exposé au sens de
1’Article L.612-5 CPI que pour un nombre trés 1imité de tels produits.
Dans le cas présent, les revendications manquent de fondement et 1a
demande manque d’exposé a 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 a définir le produit au
moyen du résultat a atteindre. Ce manque 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’objet apparait &tre clair, fondé et suffisamment exposé, a savoir la
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premiére partie du claim 7 & 1’exclusion de la partie ci-dessus citée.
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