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(57) La présente invention porte sur une composition "
principalement peptidique pour détecter I'amiante \\\ "f'\
dans un échantillon comprenant un premier fragment s\ <
peptidique P1 agencé pour reconnaitre et se lier aux
fibres d'amiante de la famille des amphiboles et
présentant un pourcentage d'identité d'au moins
70% avec une séquence X3X1X2X1X4X2X4, dans
laquelle X1 représente un acide aminé polaire, X2
représente un acide aminé apolaire, X3 représente
un acide aminé acide et X4 représente un acide
aminé basique, un deuxieéme fragment peptidique P2
agencé pour reconnaitre et se lier au moins aux
fibres d'amiante de la famille des serpentines
conjointement audit premier fragment peptidique P1,
et au moins un moyen de détection agencé pour
détecter la reconnaissance et la liaison desdits
premier et deuxieme fragments peptidiques P1 et
P2.

2

"

H
gt ot

Y e
Crpssrsrrsrrsrss.

3

7

N
N
N
§
N
¥

gon
eud,

x5



BREVET D'INVENTION BELGE

SPF Economie, PME, Classes Numéro de publication : 1024123
Moyennes & Energie Numéro de dépbt : BE2017/5090

Office de la Propriété intellectuelle Classification Internationale : GO1N 33/53 CO7K 7/06
Date de délivrance : 16/11/2017

Le Ministre de I'Economie,

Vu la Convention de Paris du 20 mars 1883 pour la Protection de la propriété industrielle ;

Vu la loi du 28 mars 1984 sur les brevets d'invention, l'article 22, pour les demandes de brevet introduites
avant le 22 septembre 2014 ;

Vu le Titre ler “Brevets d'invention” du Livre XI du Code de droit économique, l'article X1.24, pour les
demandes de brevet introduites a partir du 22 septembre 2014 ;

Vu l'arrété royal du 2 décembre 1986 relatif a la demande, a la délivrance et au maintien en vigueur des
brevets d'invention, l'article 28 ;

Vu la demande de brevet d'invention regue par I'Office de la Propriété intellectuelle en date du 13/02/2017.

Considérant que pour les demandes de brevet tombant dans le champ d'application du Titre ler, du Livre X
du Code de Droit économique (ci-aprés CDE), conformément a l'article XI. 19, &4, alinéa 2, du CDE, si la
demande de brevet a fait I'objet d'un rapport de recherche mentionnant un défaut d'unité d'invention au sens
du &ler de l'article XI.19 précité et dans le cas ou le demandeur n'effectue ni une limitation de sa demande
ni un dépdt d'une demande divisionnaire conformément aux résultats du rapport de recherche, le brevet
délivré sera limité aux revendications pour lesquelles le rapport de recherche a été établi.

Arréte :

Atticle premier. - Il est délivré a

Symbiose Biomaterials , Avenue de I'Hopital 1 (Bat. B34, +3) , 4000 LIEGE Belgique;

représenté par

GEVERS PATENTS, Holidaystraat 5, 1831, DIEGEM,;

un brevet d'invention belge d'une durée de 20 ans, sous réserve du paiement des taxes annuelles visées a
l'article X1.48, 81 du Code de droit économique, pour : Composition principalement peptidique pour la
détection de I'amiante.
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Lomposition principalement pentidigue pour Is détection de Famiante

la présente invention se rapporte & une composition
principalement peptidique pour iz détection de Pamiante dans un échantilion
comprenant

- un premier fragment peptidigue Py spécifigue des
fibres d'amiante, agencé pour reconnalire ot s lier aux fibres d'amiante de la
famille des amphiboles,

- un deuxiéme fragment peptidique Py spécifique
des fibres d'amiante, agencd pour reconnaitre et se lier au moins aux fibres
d'amiante de lg famille des serpentines conjointement audit premier fragment
peptidigue By, et

- au moins un moven de détection agencé pour
detecter la reconnaissance st fa liaison dudit premier fragment peptidigue By
audites fibres d'amiante et la reconnaissance et fa liaison dudit deuxieme
fragment peptidinue P, auxdites fibres ¢ amiante.

Vamiante est un terme général couvrant différents types de
minéraux naturels & base de silicate fibrews. 1 existe, 3 ce jour, six types de fibres
d'amiante qui sont classées en deux familles ; le type chrysotile gui fait partie de
ia famille des serpentines et les types amosite, crocidolite, trémolite, actinolite et
anthophyliite qui forment I familie des amphiboles. Ces six types de fibras
d'arniante différent par leur composition st teur forme.

Uamiante est réputée pour résister aux forces mécanigues, pour
étre stable chimiquameant et thermiguement et plus particulidérement pour étre
résistante au feu. De par ses propriétss spécifiques, Pamiante a de nombreusss
applications sllant des plaguettes de frein de voitures aux couvertures anti-fey,
aux matériaux de construction, aux appuls de fendtre, aux tuiles, aux pannesux
de plafonds, au pldtre ou encore aux matériauy isolants.

Erant donné e danger que représentent les fibres d'amiante

pour la santé, Putilisation de lNamiante 3 8¢ interdite dans de nombreux pays. En

BE2017/5090
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etfet, les fibres d’amiante sont fines {certains diamétres sont 2000 fois plus petits
gue celul d'un cheveu), de longueur variable et se retrouvent facilement dans
Fair. Une fois inhalées, slies se déposent dans les poumons et peuvent provoguer
une inflammation, des maladies bénignes ou des cancers tels que le
mésothéliome et le cancer des poumons. En effet, if est reconnu gue les fibres
d'amiante engendrant des anomalies des chromosomes conduisant 3 une
transformation cancéreuse des celiules,

Cependant, malgré  leur interdiction, de nombreuses
constructions contiennernt encore des matériaw comprenant de lamiante, ce qui
représents un risque pour les résidents et les professionnels de g construction,
plus particuligrement dans le cas de travawt de rénovation d'anciens bitiments.
Dans le cas ou la présence d'amiante est suspectée, Ie site est mis & Parrdt
jusqu’a a3 reception des résultats des analyses des échantillons prélevés
permettant de détecter ia présence ou non de fibres damiante. Une fois les
résuitats obtenus, une décision peut &tre prise sur [2 manigre de procéder afin de
réduire le risque &' exposition aux fibres d'amiante.

v a donc un réel besoin de développer des movyens de
détection fiables et efficaces gui sont capables de fournic des résuliats
rapidemnent aflyy de confirmer la présence o non de fibres d'amiante.

Différents moyens de détection de Pamiante sont connus de
I'état de I3 technique. En effet, i existe actueliement des tests qui sont basés sur
la microscople optigue et 3 microscople dlectronique. De tels tests doivent
cependant étre réalisés en {aboratoirs, ce gui engendre de longs délais avant
d'obtenir un résultat,

Par ailleurs, un dispositf de détection {Phazik™, Polychromix,
USA} utilisant la spectroscopie & infrarouge a récemment 6té développé pour
permettre Iz détection in site de la présence ou non de fibres d'amiante.
MNéanmoins, {utilisation de ce dispositif ndcessite un personnel spécifiguement

entrainé pour espérer {3 réalisation d'un test pertinent. De plus, des Studes
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montrent un manque de sensibilité de tels dispositifs sur certains matériaux avec
un risque de faux négatifs. Ces réponses errondes ont principalement éié
constatées pour des taux d'amiante faibles ef pour certaing matériaux comme les
joints et colles a carrelages. Des faux positifs ont dgalement &1é rapportés dans le
cas de matérisux analysés contenant des mindraux silicatés ou des carbonates
qui ont un spectre similaire & celul de Pamiante, ce gul traduit un mangue de
specificité d’un tel dispositif de détection selon Pétat de {3 technigue.

iy a donc un intérét grandissant pouwr le développement de
moyens de détection faciles 3 metltre en ceuvre ot permettant Pobtention d'un
résultat rapide st flabie.

Dans cetlie optigue, le document US2014/0170773 divulgue une
méthode de détection de Famiante comprenant une premiére étape de mise en
contact, avec Péchantillon 3 tester, d'une protéine Hant Vamiante et couplée 3
une molécule fluprescente, Ensuife, une étape de détection est réalisée & V'aide
d'un microscope & fluorescence : détection de la protéine Hant Vamisnie
{marguée d'une molécule fluorescente) gui est effectivernent lige 3 des fibres
d’amiante. (e document antérieur déorit en outre gue les protéines liant
Famiante sont, d'une part, la protéine H-NS gui reconnait les fibres damiante de
type amosite de iz famille des amphiboles ef, d'autre part, la protéine Dlsa qut
reconnait, quant & elle, les fibres d'amiante de type chrysotile de la famille deg
serpentines. Afin de pouvolr distinguer ces deux types de fibres d'amiante, das
molécules fluorescentes qui émetlent & différentes Iongueurs d'ondes sont
utilisées pour marguer les protéines H-NS ef Dksa, Malheursusement, § apparait
qu'un tel moyen de détection de Vamiante limite considérablement le type de
fibres damiante détecté ot peut conduire & des conclusions errondes, gu
peuvent se révéler 8ire dangereuses pour la santé,

Les inventeurs de ls présente demande de brevet ont par ailleurs

développé une méthode qui permet de détecter iz présence de fibres d’amiante,

BE2017/5090
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cette méthode falsant Poblet d'une demande de brevet n® PCT/EP2016/069126
encore non publide & ce jour,

Linvention a pour but de pallier les inconvénients de Vétat da Ia
technique en procurant une composition principalement peptidigue qui permet
de détecter directement et rapidement, dans un échantilion, 1a présence ou non
des six types de fibres d'amiante de Ia famille des amphiboles et de Ia famille des
serpentines de manigre plus flabie {plus sensible), coci permettant de réduire le
risgue, dune part, d'8tre exposé & des fibres damiante ef, dautre part,
d'obtenir des résultats faussement négatifs, pour finalement minimiser le risque
d'effets néfastes sur g santé. En effet, ia présente invention, en procurant une
compaosition permettant de détecter immédiatement la présence des six types de
fibres d'amiante sur un site {in situ}, permet de rapidement isoler les personnes
de ces fibres dans le cas 'une détection positive, et e sans devoir attendre de
longues périodes pour obtenir les résultats du test de détection de Ia présence
ou non de fibres d'amiante,

Pour réscudre ce probléme, | est prévu suivant Pinvention une
composition principalement peptidigue pour la détection de Famiante telle
guindiquée au début, caractérisée en ce que ledit premier fragment peptidique
P1 présente un pourcentage d'identité d’au moins 70%, préférentiellement d'au
moins 85%, avec une sequence XX GE XaGx,, ol ¥, représente un acide aming
polaire, X, représente un acide aminé apolaire, X‘gv représente un ackde aming
acide et ¥, représente un acide aminé basigue, Préférentielloment, X;est Tou §
Xresthou M r¥aest F - Xoest R |

Au sens de iz présente invention, les termes « acide aminé
polaire » englobent les acides aminés suivants : § {Ser), T (Thrl, ¥ {Tyr), C{Cys), O
{Gin} ou N {Asn], les termes « acide aminé apolaire » comprennent les acides
amings suivants : W {Trpl, G (Gly], A (Ala), P {Pro), F {Phe), L (Leu}, | {llel, M (Meat)

ou ¥ {¥3al}, les termes « acide aminé acide » de Iz présente invention reprennent
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tes acides aminds suivants: D {Asp) ou E {Glu), tandis que les termes « acide
arming basigue » englobent les acides aminés suivants : H {His), B {Arg) ou K {Lys),

Dans le cadre de la présents invention, contrairement au
document US2014/0170773, Il s été mis en évidence que la composition
principalement peptidique selon Pinvention permet de détecter, dans un
échantiflon, la présence non seulement de fibres de type amosite et chrysotile
mais égalermnent des quatre autres types de fibres damiante, la détection suivant
Vinvention etant simple, rapide et efficace mais aussi Hable et sensible,

Ern effet, Iz méthode de détection selon le document
US2014/0170773 permet de mettre en évidence les fibres d'amiante
appartenant a la famille des serpentines {le type chrysotile! mais permet da
détecter un type unique de fibres de Ia famille des amphiboles 3 savoir Pamosite.
Une telle méthode de détection mangue donc de sensibilité snvers les fibres de
fa famille des amphiboles et présente par conséguent un réel risque obtenir un
résuitat fausserment ndgatif. En d'autres termes, la méthode selon ce document
antériewr conduirait 2 un résultat négatif alors que des fibres d'amiante de type
amphiboles, différentes de Vamosite, sont bien présentes dans Véchantilion, Une
teile méthode peut donc étre responsable d'une exposition non protégée o
engendrer par conséquent des problémes de santé allant de maladies bénignes
jusqu'awx cancers des poumons st de Iz plévre,

Dans fe cadre de fa présente invention, i est en effet appary, de
maniére surprenante, que les deux fragments peptidicues By st P, de la
compasition selon Uinvention suffisent pour détecter les six types de fibres
d'amiante, Lz composition selon invention psrmet donc d'améliorer la
sensibilité de détection des fibres d'amiante dans un échantilion en mettant en
évidence les fibres diamiante de type chrysotile, amosite, actinolite,
anthophyllite, trémolite et crotidolite. De cette maniére, le risque d'obtenir un

résultat faussement négatif est réduit voire éliming, cedl permettant de
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minimiser Pexposition des personnes & tous les types de fibres &' amiante et par
consequent kes effets néfastes de celles-¢f sur fa santé.

Avantageusement, ledit premier  fragment peptidigue Py
présente la séquence 3EQ D NG 11, comme mentionnée ci-dessous

SECQID MO 1 ETLSRMR {Glu Thr Leu Ser Arg Met Argl.

De préférence, ledit premier fragment peptidique Py et ledit
deuxieme fragment peptidique P sont fusionnés, dans un ordre guelcongue, et
forment un peptide hybride.

De préférence, ladit premier fragment peptidique Py et/ou ledit
deuxiéme fragment peptidigue Py etf/ou ledit su moins un moven de détection
sont fusionngs, fventueilement sous forme de répdtitions, via au moins un
domaine de Halson sélectionns parmi les domaines de liaison poly-G ou riches en
G, 1a longueur de ceux-cl pouvant varler, incluant GGG, GGS, GGGS &t GGSSE.
Sefon invention, ledif au moins un moyen de détection est ajouté 3 Vexirémité
MN-terminale ou Cierminale dudit peptide hybride formé par ledit premier
fragment peptidigue Py et ledit deuxidéme fragment peptidigue P; fusionnés.

Avantageusement, ledit premier fragment peptidique Py et ledit
deuxigme fragment peptidiqus P; sont chacun indépendant Fun de Vautre, sous
forme d'un mélange. ledit au moins un moven de détection est ajoutd 3
Pextrémite N-terminale ou Cterminale dudit premier fragment peptidique Py et
dudit deunidme fragment peptidique B ef peut &tre identique ou différent. Si les
movyens de détection couplés audit premier fragment peptidigue Py ef audit
deuxigme fragment peptidique Py somt différents un de lautre, il est alors
possible de distinguer visuellement les fibres d'amiante détectées par ledit
premier fragment peptidigus Py, des fibres d'amiante détectées par ledit
fragment peptidigue P,

Dans une forme de réalisation particuliers, ledit deuxigme
fragment peplidique P, présents un pourcentage didentité d'au moins 509,

preférentisliement d'au moing 85%, de préférence d'au moins 80%, aver une

BE2017/5090
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M KX ¥ KX ¥a Ma i Xy, o0 Xy représente un acide aminé polaire, ¥; représente
un acide aring apolaire, X3 représente un acide aming acide ot X, représente un
acide aminé basique. Préférentisllement, X est O L N, Y, Sou T X est F, P, G,
W &ou L Xaest D X, est Hou R

Avantageusement, ledit deusiéme fragment peptidique Py a pour
séguence SEQ 1D NOH:2 ou SECID NO 3 ou SEQ 1D NO <4, telles qu'itiustrées o
dessous :

SEG D NO 2 0 FYSHSALYRTH {Phe Tyr Ser His Ser Ala Leu Tyr Arg

Thr Hisl,

SECHID NG 3 QFDHWRN {GIn Phe Asp His Trp &rg Asn},

SEQUID NOQ 4« GHOSHPT {Gly His Cys Ser His Pro Thrl

Dans une forme de réalisation particulidre, ledit premier fragment

peptidigue Py est agencé pour reconnalire et se fier aux fibres d'amiante de types
amosite, trémolite, actinolite of crocidolite et ledit deuxiéme fragment
peptidigue P, est agencé pour reconnaitra et se Hler aux fibres d'amiante de types
chrysotile, anthophyliite, amosite et trémolite, conjointement audit premier
fragment peptidique Py

Alnsi, la compuosition selon Pinvention comprenant iz SEQIDNG 1

BE2017/5090

et fa SEQ D NO 22 ou la SEQ D NO 3 ou la SEQLID NO -4 permet de détecter, dans

fedit échantilion, la présence ou non des six types damiante 3 savoir les types
amosite, trémolite, actinolite, crocidolite, anthophyiiite et chrysotile, ceci
contrairement a la technigue de détection selon le document antérieur
US2014/0170773. En effet, comme indigué plus haut, les protéines utilisées dans
ce document antérisur pour détecter la présence ou non de fibres o’ amiante
sant des protéines qui reconnaissent uniguement les types chrysotile et amosite,
Ainst, avec une méthode de detection selon ce document USZ014/0170773, les
types crocidolite, trémolite, actinolite et anthophviite ne sont pas mis en

évidence, ce qui engendre un résultat de détection de Vamiante qui peut étre
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faussement négatif. En d'autres termes, selon ce document antérieur, les fibres
d'amiante de types crocidelite, trémolite, actinolite et anthophyliite ne sont pas
détectdes, ce qui entraine par conséquent un risque non négligeable ' exposition
& ces fibres cancérigénes.

Contrairement a ce document US2014/0170773, la composition
selon invention détecte Pensemble des fibres d'amiante de la famille des
serpentines mais également Vensembile des fibres d'amiante de a famille des
amphiboles. Une telle compaosition, selon Vinvention, améliore done la sensibilizé
de détection de Pamiante, permettant ainsi d'obitenir des résultats avec une
meiifeure flabilité en réduisant le nombre de résultats faussement négatifs. Le
risque d'exposition non protégée & Vamiante est par conséquent pius faible et e
risque de lourdes conséquences sur la santé est ainsi moins important,

De préférence, la composition principalement peptidigue selon
Finvention comprend en outre un troisiéme fragment peptidique Py agencé pour
reconnalire et se ller auxdites fibres d'amiante de ladite famille des amphiboles
et/ou aundites fibres d'amiante de ladite famille des serpentines et présentant un
nourcentage d'identité d'au moins 50%, préférentiellement & au moins 65%, de
préférence d'au moins 80%, avec une séquence choisie dans le groupe constitud
de XohXaXaoXal et XoX XXX XXX e X, ol Xy représente un acide aming
polaire, X, représente un acide aming apolaire, Xy représente un acide aming
acide et ¥ représente un acide aminé basique. Préférentieliement, Xy est € O N,
Y. 5o0uT X esth PG, W, Aoul  MyestD XyestHouR,

La reconnaissance et la lislson dudit troisiéme fragment
peptidigue Py auxdites fibres d’amiante de ladite famille des amphiboles et/ou
auxdites fibres d’amiante de ladite famille des serpentines est détectées par ledit
au moins un moyen de détection.

Avantageusement, ledit trolsidqme fragment peptidique Pz a pour

séguence SEQID NG 2 ou SEQID NG 3 ou SEQ D NG 4.

BE2017/5090
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Dans une forme de réalisation particulidgrement avantageuse, ledit
troisieme fragment peptidique Ps et ledit deuxiéme fragment peptidigue P, sont
différents F'un de Pautre.

Selon Vinvention, ledit troisidme fragment peptidique Py est un
peptide  spécifique  des fibwes d'amiante de types chrysotile, amosite,
anthophyliite et trémolite. § est donc agencé pour reconnalire el se lier aux
fibres d'amiante de types chrysotile, amosite, anthophyllite et trémolite.

Une telle composition comprenant en outre ledit troisiéme
fragment peptidigue Py présente une spéoificité améliorde pour les fibres
d'amiante. En effet, I a é1¢ mis en évidence que la composition suivant
Vinvention comprenant ledit troisiéme fragment peptidique P ef ledit deuxiéme
fragment peptidique P, qui ont des séquences différentes, réduit le risque de
détecter d'autres fibres {par exemple des fibres de verre} que les fibres d’amiante
et permet par conséguent de minimiser le risgue d'obteniv un résultat
faussement positif,

De préférence, ledit troisiome fragment peptidigue Py et ledit
deuxieme fragment peptidigue P, sont fusionnés, dans un ordre quelcongue, et
forment un peptide hybride, ledit premier fragment peptidigue Py étant
indépendant, ledit peptide hybiride et ledit premier fragment peptidique Py étant
sous forme d'un mélange. Lesdits troisieme et deuxiéme fragments peptidigues
3 2t Py sont fusionngs éventuellement sous forme de répdtitions, via au moins
un domaine de laison choist parmi les domaines de liaison poly-G ou riches en G,
fa longueur de ceux-¢f pouvant varier, incluant GGG, GGS, GGGS et GGSSE. Ladit
au moins un moven de détection est ajoutd 3 Vextrémité N-terminale ou O
terminale dudit peptide hybride formé par ledit troisiéme fragment peptidique Py
et ledit deuxisme fragment peptidigue P, fusionnés et 3 Vexirémité N-terminale
ou C-terminale dudit premier fragment peptidigue Py

Avantageusement, ledit troisiéme fragment peptidigue P; et ledit

premier fragment peptidique Py sont fusionnés, dans un ordre guelcongus, et
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forment un peptide hybride, ledit deuxidme fragment peptidique P, étant
indépendant, ledit peptide hybride et ledit deuxiéme fragment peptidigue P,
¢tant sous forme d'un mélange. Lesdits troisiéme ef premier fragments
peptidigues Pz st Py sont fusionnds éventuellement sous forme de répétitions, via
au moins un domaine de lalson choist parmi les domaines de Haison poly-G ou
riches en G, Ia longueur de ceux-of pouvant yarler, incluant GGG, GGS, GGGS et
GGSSG. Ledit au moins un moven de détection est ajoutéd 2 Vextrémité N-
terminale ou C-terminale dudit peptide hvbride formé par ledit troisiéme
fragment peptidigue Py et ledit premier fragment peptidique Py fusionnés et &
Pextrémité N-terminale ou C-terminale dudit deuxibme fragment peptidique Py,

De préférence, ledit premier fragment peptidigue Py et ledit
deusiéme fragment peptidique P; sont fusionnés, dans un ordre guelcongue, ot
forment un peptide hybride, ledit troisiéme fragment peptidique Py étam
indépendant, ledit peptide hybride et ledit troisidme fragment peptidioue P,
gtant sous forme d'un melange. lesdits premier et dewdéme fragments
peptidiaques P; et P, sont fusionnés éventuellement sous forme de répétitions, via
au moins un domaine de Halson choisi parmi les domaines de Halson polyv-G ou
riches en G, iz longueur de ceux-ci pouvant varier, incluant GGG, GGS, GGGS et
GGSSG. Ledit au moins un moven de détection sst ajouté & Pextrémité N-
terminale ou Cterminale dudit peptide hybride formé par ledit premier fragment
peptidique P, et ledit dewuxieme fragment peptidique P, fusionnss et & Vextrémité
N-terminale ou C-terminale dudit trolsiéme fragment peptidique Py

Dans une forme de réslisation particulidre, ledit deuxiéme
fragment peptidigue P, ledit trofsiéme fragment peptidique Py st ledit premier
fragment peptidigue P; sont chacun indépendant fun de autre, sous forme d'un
mélange. Ledit au moins un moyen de détection est ajoutd § Vextrémitd N-
terminale ou C-terminale dudit premier fragment peptidigue Py, dudit dewdéme

fragment peptidique P; et dudit troisidme fragment peptidique P
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De préférence, ledit trolsibme fragment peptidique Pi, ledit
deuxieme fragment peptidique P, et ledit premier fragment peptidique By sont
fusionnés, dans un ordre gueltongue, st forment un peptide hybride. Lesdits
trofsiéme, dewxiéme ot premier fragments peptidigues Py, P; et Py sont fusionnés
gventuetlement sous forme de répétitions, via au moins un domaine de laison
choisi parmi les domaines de laison poly-G ou riches en G, I longueur de caux-ci
powvant varier, incluant GGG, GG5, GGES et GG55G. Ledit au moins un moven da
détection est ajouté § Vextrémité N-terminale ou Cterminale dudit premier
fragment peptidique Py, dudit dewdéme fragment peptidioue Py et dudit
troisigms fragment peptidigus Pafusionngs.

De maniére avantageuss, ledit premier fragment peptidique Py
etfou ledit deuxidme fragment peptidigue Py et/ou ledit troisiéme fragment
peptidique Py etfou ledit au moins un moyen de détection sont fusionnés,
éventusllement sous forme de répdtitions, via ay moins un domaine de liaison
selectionné parmi les domaines de liaison poly-G ou riches en G, Ia longueur de
ceur-¢ pouvant varier, incluant GGG, GGS, GGGS of GGSSG.

 Avantageusement, ledit troisieme fragment peptidigue Py, ledit
deuxiéme fragment peptidique P, et ledit premier fragment peptidique Py sont
fusionnds et forment un  peptide hybride ayant pour séguence
KX pOX X Xa GGG K KX 0K GEEH M X K XaXadmXaXe, ol X, représente
un acide aming polaire, X, représente un acide aminé apoiaire, ¥; représante un
acide aming acide et Xy représente un acide aminé basigue. Préférentieliement,
et QN TS CouY oot E W LM APOUG  XsestDouk  XeestHouR

Avantageusement, ledit peptide hybride a pour séguence SEQID
NO & formée de SEQID NO 3 - GGG - SEQ D ND L ~ GGG - SEQID NO 2 ou
SEQ D NOQ 6 formee de SEQ 1D NO 3 ~ GGG ~ S5 D NO 1~ GGG~ SEQID NO .
4,

De preférence, ledit premier fragment peptidique Py, ledit

deuxieme fragment peptidique P; et ledit troisidéme fragment peptidique Py,
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seuls, en mélange ou fusionnés, sont des GEPs, Les GEPIs {Genetically
enginesred peptide or polypeptide for inorganics) sont de petits peptides qui ont
une grande affinité pour les matériaux inorganiques. Hls sont définis cormme
présentant une séguence d'scides aminés qui llent spécifiguement et
selectivement une surface inorganigue. Les mécanismes moléculaires relfatifs 2
cette reconnaissance peptidique et cette Haison & des matériaux solides sont pey
connus a ce four, mais plusisurs études semblent démontrer que cette liaison est
largement gouvernde par la combinaison d'interactions électrostatiques et de
Hiaisons hydrogénes et hydrophobes.

Dans une forme de réslisstion panticuliérement avantageuse, ladit
au moeins un moyen de détection est choisi parmi la luciférase, Ia phosphatase
alcaline, les protéines fluorescentes, la béta-galactosidase, ia béta-lactamase, la
diphorase, la peroxydase, la protéine de liaison du maltose, 1a laccase, Ia fipase, I3
glycosyl hydrolase, Iz sérum albumine bovine, Vor colloidal, ies billes colordes, de
preférence les billes de latex colorées, ou la bintine et leurs mélanges. Grice aux
technigues colorimétrigues, la détection de la présence ou non de fibres
d’amian’ce dans un échantilion & Valde de b composition peptidigue selon
Finvention peut &tre mise en ceuvre direclement sur sile et permet par
conseguent d'abtenir les résultats de la présence ou non de fibres d'amiante plus
rapidement, cecl permettant de réduire Je temps d'exposition et donc le risgus
d’effets néfastes sur i santé.

rans le cas de la mise en évidence dudit au moins un moyen de
deétection a Vaide d'une technigue de fluorescence, un dispositif d'analyse peut
en outre etre utilisé pour Studier les images obtenues 3 Paide d'un microscope 3
fluorescence.

De préférence, la composition principalement peptidioue selon
Vinvention est sous forme d'une solution, dans un solvant tel gu’une solution
agueuse, un solvant organigue polaire, et de maniére préférentislle dans de

Feau,
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De maniére avantageuse, ledit échamilion est un $chantillon de
matériau de construction, des fibres d'amiante pures, un échantiiion &'air etfou
un échantillon de matérie! bivlogigue. Par exemple, ledit échantiilon peut 8tre un
échantifion de plaguettes de frein de voltures, couvertures anti-fey, de matériaux
de construction, d'appuis de fendtre, de tuiles, de panneaux de plafonds, de
pifttre ou encore d’'un matériau isolant, Ladit échantilion peut également &tre des
fibres d’amiante pures. Dans une aulre alternative, ledit achantilion peut 8tre de
Valr gui 2 €1é préleve de Vendroit ob de Pair contaming par des fibres d’amiante
est suspectd, par exemple, des endroits proches de sites en construction ou en
rénovation. Selon un autre aspect, ledit échantillon est du matérie! biologique, tel
gu'une biopsie ou un préldvement corporel post-mortem. Dans le cas de ia
présente invention, ledit échantifion est de préférence sous fa forme d'une
suspension dans un milisu liquide, par exemple un tampon bloguant,

D'autres formes de réalisation d'une composition suivant
Yinvention sont indiquées dans les revendications annexées.

La présente invention se rapporte également & un procddé de
détection de Vamiante dans un échantillon comprenant

= une préparation de Uéchantilion par mise en
suspension d'un échantilion & tester pour Iz présence d'amiante,

- une mise en contact dudit échamtillon avec au
moins une composition principalement peptidique selon Vinvention, pendant un
intervalie de temps suffisant pour permettre {3 lizison des peptides de la
composition principsiement peptidigue selon Vinvention 3 Péchantilion,

~ une revélation de la présence de fragments
peptidiques de la composition selon Uinvention, liés aux fibres d'amiante de Ia
famille des serpentines et/ou de la famille des amphiboles,

Ce procédé selon Uinvention est avantageux puisqu'il permet
d’'ametiorsr fa sensibilité de détection des fibres d'amiante dans un échantilion

en mettant en dvidence les fibres d'amiante de type chrysotile, amosite,
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actinolite, anthophyliite, trémolite et crocidolite. De cette manidre, le risgue
d'obtenir un résultat faussement négatif est réduit volre éliming, cec permettant
de minimiser Vexposition des personnes 3 tous les types de fibres d'amiante et
par conséquent les sffels néfastes de celles-ci sur la sants,

De preférence, le procéds selon Pinvention comprend en outre au
moins une étape de séparation desdits fragments peptidigues liés des fragments
peptidiques non liés aux fibres damiante, telle gu'une étape d'élimination
desdits fragments peptidiques non liés, par exemple par percolation au travers
d’une pargi filtrante ou par exemple, par une étape de séparation par lavage.

L'étape de séparation selon Vinvention peut 8tre réalisée 3 Vaide
d'un moyen de séparation, tel gu'un filire cu un fritté, permetiant de retenir
les fibres d'amiante mais de laisser passer au travers de celui-ci la composition
selon Vinvention qui n'aurait pas é1é Hée aux fibres de Péchantillon 3 tester,
une fois le soutirage de celle-ci effectud. Ce soutirage peut 8tre réalisé par
aspiration, par ajout d'une solution de lavage ou par tout autre moyen
equivalent, comme par exemple en pratiguant une ocuverture permettant au
fluide de s'écouler sous Veffet de la gravité ou par capillarits,

D'autres formes de réslisation du procédé de détection de
Varniante sulvant linvention sont indiguées dans les revendications annexdes.

La présente invention se rapporie également 3 une trousse de

detection de Vamiante comprenant

- au moins un support munt d'au moins une
premiére zone de réception d'un échantillon 3 tester, et

- U moins une composition peptidique selon I
présente invention, dans laguelle au moins lesdits fragments peptidigues Py, P, et
gventuellement des fragments peptidiguss additionnels tels que Ba sont
conditionnes ensemble ou chacun séparément, de préférence dans une seringue

ou dans une cartouche comprenant plusieurs compartiments.
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i est en effet prévu selon la présente invention de procurer une
trousse de détection de amiante comprenant une premiére zone de réception
dans laquelle un échantillon & tester guant 3 fa présence d’amiante est placs,

ta trousse comprend donc une composition principslement
peptidigus selon {a présente invention, comprenant .

- un premier fragment peptidigue Py spécifique des
fibres d'amiants, agencé pour reconnaltre et se Her aux fibres d'amiante de ia
famille des amphiboles et présentant un pourcentage J'identité d'au moins 70%,
preférentiellement d’au moins 85%, avec une séguence XX uX XaaXs ot Xy
représente un acide aminé polaire, X; représente un acide aminé apolaire, X3
représente un acide aminé aclde et X, représents un acide aminé basique,

- un deuxidme fragment peptidique Pp spécifique
des fibres d'amiante, agencé pour reconnaitre et se lier au moins aux fibres
d'amiante de la famille des serpentines conjointement audit premier fragment
peptidique Py, et

- au moins un moyen de détection agencé pour
détecter I3 reconnaissance et la baison dudit premier fragment peptidique Py
auxdites fibres d'amiante i Iz reconnaissance et 13 lisison dudit deusiéme
fragment peptidigus P; auxdites fibres d'amiante,

La composition selon Finvention est de préférence conditionnge
dans une seringue ou dans une cartouche comprenant plusieurs compartiments.
De cette maniére, lorsque Péchantilion est placé dans la zone de réception, ia
composition principalement peptidique de detection de Vamiants est ajoutée sur
Pechantillon pour leguel on veut détecter sl contient de Yamiante pendant un
intervalle de temps suffisant pour permettre s laison des peptides de la
composition selon Vinvention & Uéchantilon. Une fols Vintervalie de temps
écould, l'excés de composition principalement peptidigue selon fa présents

invention ast 2iminé et Panalyse est effectude,
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Avantageusement, {3 trousse de détection selon la présente
invention comprend au moins un moyen de révélation, de préférence
conditionng dans une seringue ou dans une cartouche comprenant plusieurs
compartiments, agencé pour visualiser ledit au meoins un moven de détection de
la composition peptidique, ledit au moins un moven de révéiation étant un
maoven de révélation en visible, tel que par exemple un moyen de révéiation par
colorimétrie, par exemple 3 nitrocéfine ou tout autre composé permettant une
révélation par colorimétrie.

Dans une forme de réalisation préférée de Ia présente invention,
tedit au moins un moyen de détection est cholsi dans le groupe constitué de la
tuciférase, la béta-galactosidase, la béta-lactamase, |2 laccase, Ia lipass, 1a glvcosyl
hydrolase, iz phosphatase alcaline, Iz diphorase, la perowydase et de leurs
melanges et est plus particulidrement la béta-lactamase. Dans ces cas de figurs,
ledit au moins un moven de détection est une protéine ayant une activité
enzymatigue. Lorsque le moyen de détection est présent, et doncgu'il a 818 i &
Pechantilion & tester, Vactivité enzymatique est révélés de maniére visible,
COMITE par exempie, lorsgue I8 moven de détection est une béta-lactamase dont
Pactivité enzymatique sur un substrat chromogene, tel que la nitrocsfine,
UWILSh4, UWS7, UWSE (Ghavami ef o, Assay for drug discovery : synthesis and
testing of nitrocefin analogues for use as bets-lactamase substrates, Anal,
Biochem, octobre 2015, vol 486, pages 7-75), Chromacef®, Cefesone (513, HMRZ-
86 {Hanaki et of, Characterization of HMRZ-85: a novel chromogenic
cephalosporin for the detection of extended-spectrum betalactamases, !
Antimicrob Chemother. may 2004, vol 53{5}, pages 9-888), C15405 {Makena et
af., Chromophore-linked substrate {CLS405): probing metailo-beta-lactamase
activity and inhibition, ChemMedChem. december 2013, vol 8{12}, pages 9-1923),
CENTADR ou PADAC (orgensen et of, Pyridinium-2Z-azo-p-dimethylaniline

chromophore, a new chromogenic cephalosporin for rapid beta-actamase
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testing, Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1982, vol 22{1}, pages 4-162)
{moyens de révélation) permet une révélation visible par changement de coulsur,

Dans une autre forme de réalisation préférée de la présents
invention, la trousse de détection selon I présente invention comprend en outre
au moins un moven de révélation, de préférence conditionné dans une seringue
ou dans une cartouche comprenant plusieurs compartiments, agencé pour
visualiser ledit au moins un moyen de détection de Ia composition peptidigue,
tedit au moins un meoven de révélation étant un moven de révélation en
fiuorescence. Par exemple, ledit au moins un moven de détection est ia béte-
factamase, la peroydase ou ls phosphatase slcaline et ledit au moins un moven
de révélation est la Fluorocillin Green 495-525, S’Ampiiﬁuw Red ou le 4-
methylumbeliferyl phosphate disodium, respectivement.

Selon encore une autre forme de réalisation préférée de Ia
présente invention, ledit au moins un moven de détection est une molécule
fluorescente, révélée par excitation au moven d'une onde.

Avantageusement, g trousse de détection de amiante selon la
présente invention comprend en outre une solution de lavage, de préférence
conditionnée dans une seringue ou dans une cartouche comprenant plusisurs
compartiments.

De prétérence, dans la trousse de détection de Famiante selon la
presente invention, ledit support comprend en outre une deuxidme zone de
réception agencée pour recevoir un contrdle négatif ou un contrdle positf.

Plus particulierement, dans la trousse de détection selon la
preésente invention, ledil support comprend en outre une deuxidme ot une
troisiéme zone de réception agencées respectivement pour recevoir un contrdle
négatif et un contrile positif pu inversement.

Dans une variante de 13 trousse de détection de Famiante selon la
présente invention, ladite trousse comprend en outre au moins un moven de

révelation et ledit support comprenant ladite premigre zone de réception d'un
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echantilion en suspension 3 tester est une tigette sur laquelle la premidre zone
de réception dudit échantilion & tester est positionnée & une extrémits de celle-
i, ladite tigetle comprenant également au moins deux bandes &arrdt dans la
direction opposée 3 ladite premigre zone de réception dans lesgquelles sont
immohbilisées des protéines de {iaison primaires ou secondaires dudit au moins un
moyen de détection ou dudit moyen de révélation, par exemple des anticorps, de
fa streptavidineg, ou anzlogues. De telles tigettes sans molécules immobilisées
sont commercialement disponibles. Ensuite, des protéines de lialson primaires ou
secondaires dudit au molns un moyen de détection ou dudit au moins un moven
de révilation sont immobilisées dans les bandes d'arrét,

L'échantillon est préparé par mise en suspension d'un Schantilion
@ tester pour la présence d'amiante. Véchantilion est ensuite mis en contact avec
la composition principalement peptidique selon la présente invention pendant un
intervalle de temps suffisant pour permetire iz laison des peptides de la
composition selon Vinvention a Péchantilion. La guantité de composition sulvant
Vinvention est mise en relativement faible quantité par rapport 3 la quantité
d'échantilion & tester afin dassurer que s'it v a des fibres damiante dans
Yéchantillon, Vintegralité du ou des peptides solent liés aux fibres damiante.

Une fois Vintervalle de temps écould, Péchantillon en suspension

ainsl préparéd est mis en contact avec |3 zone de réception, par exemple par

trempage de ladite tigette dans Péchantilion en suspension. il v 3 des fibres
d'amiante dans Véchantiflon en suspension, les peptides qui v sont igs ne
migrent pas le long de ks tgette et leur présence rest done pas détectée sur iz
tigetie. La bande la plus élolgnée de la zone de réception de Péchantilion 3 tester
comprend gquant 3 elle un témoin {contréle de migration) permettant de
visyaliser gue le test a fonctionné correctement. S les bandes, localisées entre ba
bande témoin ot I3 2one de réception de Véchantiifon 3 tester et la bande témain
sont colorées, cela signifie gue le test a fonctionné ot que les peptides de Ia

composition selon llinvention ont migré vers les bandes. s ne sont done pas ligs
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aux fibres d'amiante. On peut donc conclure 3 Pabsence de fibres d'amiante. Siia
bande [a plus éloignée ne se colore pas, dans ce cas, le test n'a pas fonctionné et
iy a liew de le reproduire,

Dans une forme de réalisation préférée de s trousse de détection
darnlante, ledit au moins un moven de détection comprend ay moins une
molécule fluprescente, par exemple llsothiocyanate de flugrescéine, ou au moins
une protéine porteuse telle que la sérum alburnine bovine, Ia protéine de liaison
au maitose, la biotine, une enzyme telle gue s béta-galactosidase, la béta-
lactamase, la laccase, 13 lipase, 13 glycosyl hydrolase, fa phosphatase alcaline, la
diphorase, Ia peroxydase et est plus particuliérement I béta-lactamase, ladite au
moins une moiécule Huorescente ou ladite au moins une protéine porteuse éant
couplée audit au moins un moven de révélation tel que de For colloidal ou 3 des
billes colorées, de préférence des billes de latex colorées et dans laguelle les
protéines de Haison immobilisées dans les bandes &'arrdt sont des protéines de
lizison primalres cholsies parmi les anticorps dirigés contre ladite au moins une
proteine porteuse, ou les anticorps dirigés contre ladite au moins une molécule
fluorescente, ou Vavidine {ou analogues), ou la streptavidine.

Dans une variante également préférée de la trousse de détection
d’amiante selon invention, ladit au moins un moven de détection gomprend au
moins une protéine porteuse ou au moins une molécule fluorescente, telle gu'un
isothiocyanate de flucrescéing, reconnue par au moins un moven de révélation
tel qu'un anticorps dirigé contre ladite au moins une molécule fluorescence, par
exemple un anticorps dirigé contre Visothiocyanate de fluorescéine, ou un
anticorps dirige contre ladite au moins une protéine porteuse, lesdits anticorps
étant couplés & de l'or collofdal, des billes colorées, telles que des billes de latex
colorées et dans laquelle les protéines de Haison immaobilisées dans les bandes
darrét sont des protéines de laison secondaires cholsies parmi les anticorps
secondaires dirigés contre lesdits anticorps dirigés contre ladite au moins une

molécule fluorescente et ladite au moins une protéine porteuse,
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La frousse de détection selon Vinvention est particuliérement
facile & employer, méme par du personnel peu gualifié, ot permet de fournir des
résuitats dans un court délal. i a &18 établi gue les résultats peuvent 8tre obtenus
en  approvimativemnent 1 h, de préférence en mwoins de 30 min,
préférentisllement en moins de 15 min, plus préférentisllement en environ 10
TN,

De préférence, dans 1a trousse selon Vinvention, ledit premier
fragment peptidigue P, est fusionné 3 un premier moven de détection et ledit
deuwxieme fragment peptidique P, ou ledit troisitme fragment peptidigue P est
fustonné a un deuxiéme moyen de détection, différent dudit premier moven de
détection, lesdits premier, deuxiéme ou troisiéme fragments peptidigues Py, By
ou Py dtant sous forme d'un mélange.

Dautres formes de réalisation d'une trousse suivant Pinvention
sont indiguées dans les revendications annexdes,

Linvention porte dgalement sur une utilisation d'une composition
principalement peptidique selon Pinvention pour ia détection de Famiante dans
un échantilion,

Uinvention 3 ausst pour objet une utilisation d'un procéds selon
Vinvention pour la détection de Vamiante dans un échantiion.

Enfin, Vinvention 3 sussi pour objet une utilisation d'une trousse
selon Finvention pour 1a détection de Vamiante dans un échantition,

Dautres formes dutilisation d'une composition, Fun procédé ou
d'une trousse sulvant Pinvention sont indiguées dans les revendications
annexdes.

Yautres caractéristigues, détalls ot avantages de Pinvention
ressortiront de la description, des exemples et des figures donnés ci-aprés, 3

titre non Hmitatif,
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La figure 1 représente les résultats d'un exemple comparatif de
détection de Famiante par e peptide SEQ ID NO 1 fusionné au moyen de
détection, & savolr TEM-1.

La figure 2 représente les résultats d'un exemple comparatif de
détection de Uamiante par le peptide SEQ D NO 4 fusionné au moven de
détection, 3 savoir TEM-1.

La figure 3 représente les résultats d'un exemple selon
Vinvention de détection de amiante par le peptide SEQ D NO 1 fusionné au
moyen de détection, & savoir TEM-1 et e peptide SEQ D NO 4 fusionné ay
moyen de détection, & savolr TEM-1, sous forme &'un mélange.

La figure 4 représente les résultats dun exemple selon
Pinvention de détection de Vamiante par un peptide hybride contenant les SEQ
D NO L, SEQUID NO:Z et SEQ D NGO 3 fusionné au moven de détection, &
savoir TEM-1.

La figure 5 représente les resultats d'un exemple selon
Pinvention de détection de Vamiante par un peptide hvbride contenant les 5EQ
3 NG L SEQ EE} NG 2 et SEQ D NG 3 fusionné au moven de détection, 3
savoir lisothiooyvanate de fluorescéine.

La figure & représente lex résultats d'un exemple selon
I'invention de détection de Vamiante par un peptide hybride contenant les 5EQ
0 NG 1 et SEQ 1D NO:3 fusionng au moven de détection, & savoir
Vispthiccyanate de fluorescéine,

La figure 7 représente les résultats d'un exemple selon
Vinvention de détection de amiante par un peptide hybride contenant ies SEQ
D NG D et SEQ D NO 2 fusionné au moven de détection, 3 savoir
{'isoihiocyanate de flunrescéine.

La figure 8 représente une trousse de détection de Pamiante

selon Pinvention. La Figure 84 reprend un premier mode de réalisation ot ia
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figure 88 un second mode de réalisation dune trousse de détection de
Famiante selon Pinvention.

La figure 9 représente une variante de |3 trousse de détection de
Pamiante selon Pinvention. la figure 9A reprend un premier mode de
réalisation et la figure 38 un second mode de réalisation d'une variante de iz
frousse de détection de amiante selon Vinvention,

Exemples
Sélection des peptides par Ia méthode de « Phage Display »

Vapproche utilisée pour isoler les peptides reconnaissant
Pamiante est la méthode « Phage display ». Différentes librairies exprimant des
peptides aléatoires ont été sdlectionnées : Ph.D. M7 phage display peptide
library (NEB), Ph.D. ™12 phage display peptide Bibrary {NEB), Ph.D.™Mer0
phage display peptide library {NEBL

Séguencage des acides amings

Le sequencage des phages {bactériophages M13} {aprés trols
étapes de sélection) a é1é réalisé avec le primer CCC TCA TAG TTA GCG TAA 06,
Les séguences ont &té examindes avec le Logicle! Chromas Lite {Technelysium
Pty Lid} et le programme Expasy tools Translate disponible en ligne,
Lalignement des séquences a été réalisé via le programme ClustalW disponible
en ligne. |
Suite 3 Ia réalisation de ce protocole et & partir de ces Hbraitdes,
ies peptides sulvant ont &t8 généreés :
- ETLSRMR (SEGID NG 11,
- FYSHALYRTHY [SEQ D NG 123,
= QFOHWRN (SEQ 1D NO 13},
- GHOSHPT (SEC 1D NO 4,

Exemple comparatif 1.- Détection de Vamiante par le peptide

SEC D NG 1 fusionnd ala TERG-1 -
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Le peptide SEQ 1D NG 1 a 8té clond en & répétitions en amont
d'un géne codant pour la TEM-1 B-lactamass {PE2593-BLAT FCOLXL lne
séquence codant pour e domaine de lialson GGG a ét8 introduite entre la
séguence ointérdt SEQ 1D NO 1 et fa TEM-1. Les sites de rastriction Neol et
BamHl ont 8té utilisés pour cloner le peptide fusionné & o TEM-1 dans le
vecteur pET28a {pour obtenir le vecteur pET28a/peptide-TEM-11,

La bactérie £, coll exprimant le vecteur pET28a/peptide-TEM-1 &
£1¢ cultivée & 37°C durant iz nuit {durde | 16 h) sous agitation dans 50 mi de
miliey LB enrichi aver 50 ygfmi de kanamycine. La suspension bactérienne a
&1 dilude 100 fois dans un volume total de 1 L de milieu LB frais enrichi avec
de ia kanamytine {50ug/mi} et Vexpression du peptide-TEM-1 3 été induite
aver de Pisopropyi-B-thivgalactopyranoside {concentration finale de 1mbd) dés
gue Iz culture avait atteint une absorbance & 600 nm de 0.6 La culture induite
a alors 18 incubde & 18°C pendant 16 h sous agitation. Le peptide-TEM-1 3 été
purifié par chromatographie d’sffinité au zinc {HiTrap Chelating HP 2 x5 mi (GE
Healthcare, Machelen, Belgiguell,

5 wl de la solution contenant le peptide {4 meg/mil ont été
ajoutés & 1 mg de fibres damiante pures. La solution résultante a été incubde
pendant 10 min 2 température ambiante et sous légére agitation,

Les fibres ont alors été précipitées par centrifugation {10000 g, 3
min} et le surnageant a 618 dlimind, Les fibres ont alors ét8 suspendues dans 1
mi de tampon phosphate 10 mM & pH 8.0 ot ont é18 collectées par une autre
centrifugation {10000 ¢, 3 mink

Les fibres collectéss ont enfin é1é suspendues dans 100 ul
d'agent révélateur (UW154, 200 mM] et incubdes 3 tempsrature ambiante
pendant 5 min.

Une coloration rouge foncé est induite dans les conditions od
des fibres d'amiante sont détectdes, alors que la coloration reste jaune clair en

cas de détection négative.
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Différents échantiions d'amiante ont 81€ testds selon le protocole de détaction
mentionné précédemment et selon fe tableau 1. Les résultats issus de cette

analyse sont représentds a Ia figure L.

Tableay 1.~
MNede Nature des Guantité | Volume de solution contenant
Féchantilion | fibres testées de fibres ie peptide & dmgfmi
{mg}

A Actingiite i S50 WH{SEQID NG 1~ TEM-1)
B Amaosite 1 50 {(SEQ D NO L~ TEM-1)
C Anthophyliite 1 50 W {SEQID NO 1~ TEM-1}
D Chrysotile i S0 W {SEQID NO (1 - TEM-L)
£ Crocidolite 1 50 pb{SEQ D NG L -~ TEM-1)
F Trémolite 1 50 pl {SEQID NO 11 ~ TEM-1)
G Fibres de verre 1 50 @ {(SEQUID NO 13—~ TEM-1)
H UW1s4 seut 1 /

Comme on peut le voir a fa figure 1, e peptide SEQ D NO 2
reconnail et se He aux fibres d'amiante de type crocidolite, Le peptide SEQ D
NO 1 reconnall également, mais de facon moins sensible, fe type actinolite,
amosite, anthophyifite, trémolite et chrysotile. Les contriles négatifs ont été
valides sur la fibre de verre {G) mais aussi suvr iz viscose, le polyester, les fibres
Cerawoni®, SAFELTM, Nicaﬁanm, le carbure de silicium, Keviar™ an encore sur
Facryligue {donndes non présentdes). Un contréle {H) a aussi é1é réalisé en
incubant la solution de révélation {UW154) avec les fibres d'amiante sans
ajouter e peptide SEQID NO 2 fusionnd 3 la TEM-1.

Exemple comparatif 3.- Détection de Famiante par I peptide

SEQID NG 4 fusionné 3 la TEM-1 ;

Le protocole de production du peptide SEG D NO 4 fusionné 3
la TEM-1 est identique & celul décrit dans Vexemple comparatif 1, 3 s

ditférence que le peptide SEQ D NO 14 a été cloné en cing répstitions,
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Le protocole de détection des fibres d'amiante est identigus 3
celul décrit dans Vexemple comparatif 1.
Différents échantillons d’amiante ont £t testsds selon le protocole de détection
mentionné précédemment et selon le tableau 2. Les résultats issus de celte

5 analyse sont représentés & la figure 2.

Tableau 2.~
N de Nature des fibres | Quaniité Volume de solution
Péchantillon testées de fibres contenant le peptide &
{mg} amg/mi
1 Nitrocéfine seule i /
2 Actinolite 1 50 ub (SEQID NO 4 - TEM-1}
3 Amaosite i 50 wd (SEQID NO 4 ~ TEM-1)
4 Anthophyllite 1 S0l (SEQ D NG 4 - TEM-1)
5 Chrysotile 1 50 il {(SEQID NO 4 - TEM-1)
Zimbabwe

& Chrysotile Canada 1 50wl (SEQD NG 4 ~TEM-1)
7 Crocidolite i 50 ul {(SEQID NG 4 - TEM-1)
8 Trémolite i S0 U {SEGQ ID NQ 4 -~ TEM-1}
3 Fibre de verre i 50wl (SEQID NO 4 ~ TEM-1}

Le peptide SEQ D NO 4 récmnna?t et se He aux fibras d'amiante

de type anthaphyilite, chrysotile {Zimbabwe et Canada} et crocidolite, Le

18 peptide SEQ 1D NO 4 reconnalt également, mais de fagon moins sensible, ie
type actinolite. Ce peptide ne se lie cependant pas au type amosite &t

trémolite. Les contrbles négatifs ont été validés sur la fibre de verre {9} mais

Thi Th

aussi sur Iz viscose, le polysster, les fibres Cerawool®, SAFIL'Y, Nicalon' ™, le
carbure de silicium, Keviar®, en encore sur Vacrvlique ({donndes non
15 repeésentées) Un contrdle (1) 2 aussi 6t réalisé en incubant fa solution de
révéiation {nitrocéfine] avec les fibres d’amiante sans ajouter le peptide SEQID

NO d fusionné a3 la TEM-1.
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Exemple 1.- Détection de Famiante par le peptide SEQ ID NG 13

fusionnd 3 Iz TEM-1 et le peplide SEQ ID NG 4 fuslonnd 3 Ia TEM-1, sous

forme Fun mélanges

Le protocole de production du peptide SEQ 1D NO 4 fusionné &
fa TEM-1 et du peptide SEQID NO 1 fusionné 3 la TEM-1 est identigue 3 celui
decrit dans les exemples comparatif 1 et 2.

Le protocole de détection des fibres d'amiante est identique 3
celui décrit dans Vexemple comparatif 1.

Différents dchantilions d'amiante ont é1¢ tesiés selon le protocole de détection
mentionné précédemment et selon le tableau 3, Les résultats issus de cette

analyse sont représentés & la figure 3.

BE2017/5090

Tableau 3.~
N° de Nature des Guantité | Volume de solution contenant les
Péchantilion | fibres testées | de fibres paptides & dmgfmi
{mg}

A Crocidolite 1 S0 @ {SEQIDNO 3 et 4~ TEM-1)

B Trémolite 1 50 4 {SEQHD NO 11 et 4 - TEM-1)

C Anthophyilite i S0 {(SEQID NG 1 et 4~ TEM-1)

0 Chrysotile 1 S50 {SEQID NG 1 et 4~ TEM-1)

£ Actinolite 1 50 @l {SEQID NO 11 et 4 ~ TEM-1)
|F Amosite 1 50 {SEQID NO 11 et 4 TEM-1)

G UW154 seyl 1 /

Le mélange comprenant le peptide SEQ ID NO 4 et le peptide
SEQ 1D NO:I reconnall et se He aux fibres dlamiante de la famille des
serpentines et de la famille des amphiboles. £n effet, suite 3 cette analyse, Il 3
$t¢ mis en Svidence gue le mélange de ces deux peptides lie les fibres
d'amiante de type crocidolite, trémolite, anthophvilite, actinolite, amosite et

chrysotite. Un contrdle {G} a été réalisé en incubant la solution de révéiation
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{UW154} avec les fibres damiante sans ajouter le mélange comprenant les
peptide SEQ D NO 1 et SEQ 1D NG 4 fusionnés & la TEM-1.

Exemple 2. Détection de Famiante par un peptide bybride

contenant les SEQ 1D NO 17, 3EQ 1D NO ;2 of SEQ D NO 3 fusionné 3 iz TEM-
5  %:

Le protocole de production du peptide hybride contenant les
SEQID NGO, SEQ D NO (2 ot SEQID NO 3 fusionng 3 la TEMEL est identique 3
cell décrit dans Fexemple comparatif 1, 2 la différence gu'une séguence
codant pour le domaine de laison GGG 3 en outre 816 introdulte entre les
10 séguences dlintéréis SECQ D NO 1, SEQ 1D NO 2 et SEQ 1D NO 3 of que le
peptide SEQ 1D NG 11 2 618 cloné en une répétition.
Le protocole de détection des fibres d'amiante est identigue &
celul déorit dans Pexemple comparatif 1.
Différents échantilions d'amiante ont £18 testés selon e protocole de détection
15 mentionné précédemment et selon le tableau 4. lLes résultats issus de cette

analyse sont représentés a {a figure 4.

Tableau d.-

N” e Mature des | Quantité | Yolume de solution contenant les

Véchantillon | fibres testdes | de fibres peptides & dmg/mi
{mg}

A LW154 seul 3 /
& Actinolite 1 50 W {SEQUID NG o1, 2 2t 3~ TEM-1]
C Amosite 1 50 (SEQID NG 11, 2 et 3~ TEM-1)
D Anthophyilite i 50 ul (SEQID MO 1, 2 et 3~ TEM-1)
E UW1i54 seul i /
F Chrysotile 1 504 (SECID NO 11, 2 8t 3 - TEM-1)
& Crocidolite 3 50wl (SEQID NG 11, 2 68 3~ TERM-1}
H Teemolite i 50Ul (SEQIDNO L, 26t 3 - TEM-1)
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Le peptide hybride contenant les SEQ 1D NO 11, SEQ ID NO 2 et
SECQID NO 3 fusionné 3 Ia TEM-1 reconnalt ef se lie aux fibres d'amiame da la
famille des serpentines et de la famille des amphiboles. En effet, suite 3 cette
analyse, i 8 é1é mis en dvidence gue ce peptide hybride He les fibres d'amiante
de type crocidolite, trémolite, anthophyliite, actinolite, amosite et chrysotile.
Un contrdle (&) a €t réalisé en incubant Iz solution de révélation {nitrocéfine)
avec fes fibres d'amiante sans ajouter le mélange comprenant les peptide 550
1D NGO T et SEQ D NO 4 fusionnés 3 fs TEM-1.

Exempie 3.~ Détection de Uamisnte par un peptide hybride
contenant les SEQ 1D MO 1, SEC ID NO 2 et SEQ ID NO:3 fusionnd 2

Visothiocvanate de fluorescéine :

Le peptide hybride reconnaissant Vamiante contenant fes SEQID
NO 3, SEQUID NGO 12 ot SEQID NG 23 fusionné 2 Iz fluorescéine a été synthétisé
par Biomatik {Cambridge, Ontario, Canada) en gjoutant de iz fluorescéine 3 ia
partie N-terminale ef une amidation a 13 partie Cerminale du peptide.

Le peptide hybride fluorescent synthétisé 3 alors été solubiiisé
dans Veau 3 une concentration de 10 mg/mi of 3 solution a été stockée & -
20°C.

Un tampon a été utilisé pour la détection des fibres damiante
en fluorescence. Ce tampon est un tampon phosphate 50 mM pH 7.0, NaCl 150
mb, Tween-20 2%. 500 ul d'une solution de suspension {40 ug/mil fibres
d'amiante dans un tampon} ont été centrifugés (13000 rpm, 10 min, 470} Aprés
avolr éliming le surnageant, 1 mi &’une solution tampon 2 616 ajouté au culpt et
Fensemble a ensuite été mélangd vigoureusement durgnt 20 secondes. le
surnageant a été éliminé aprés Ia centrifugation {13000 rpm, 10 min, 4°Cl et 1
mi d'une solution tampon conlenant le peptide fluorescent reconnaissant
Pamiante {50 pg/mi} a ensuite é1¢ ajouté. Aprés 10 min d'incubation 3
température amblante et 3 Pabri de a3 lumidre, la solution a slors été

centrifugde {13000 rpm, 10 min, 4 °C) 2t le surnageant a été Slimind. e culot a
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ensuite subl deux étapes de lavage avant gue 30 ul de tampon de montage 'y

soit ajouté pour enfin &tre étald sur une lame en verre, Uanalyse des fibres 2

éte réalisée par microscople § flucrescence {Olympus BX60). La fluorescéine 3

eté détectée en utilisant une longueur d'onde dexcitation de 488 nm ot une
5 longusur d'onde d'émission de 535 nm.

Différents gchantillons d’amiante ont 612 testés selon le protocole de détection

mentionné precédemment et selon fe tableau 5, Les résultats issus de cetle

anabyse sont représentés a la figure 5.

Tablegu 5.~

N de Mature des Ouantité | Yolume de solution comtenant

Péchantillon | fibres testées | de fibres ies peptides 3 50ug/mi
{ugh

A Actinplite 20 I mi{SEQID NG 1, 2 et 3-FITO
B Amosite 20 Imi{(SEQID NG 4, 2 et 3~ FITO
C Anthophyliite 20 1l {SEQID NG 11, 2 e 3 = FITC)
] Chrysotile 20 1o (SEQIDND 1, 2 et 3~ FITCS
E Crocidolite 20 ImiSEQID NG L, 281 3 - FITO)
F Trémolite 20 Iml{SEQID NG 1, 2 et 3 -FITC
G Fibre de verre 20 Ienl (BEGIDND 1, 2 ot 3~ FITC

Le peptide ahybréd@ contenant les SEQ 1D NGO Y, SEQ D NO 2 et |
SEQUID NO 3 fustonné 3 Ia fluorescéine reconnalt et se e aux fibres damiante
de Iz famille des serpentines et de la familie des amphiboles, £n effet, suite 3
cette analyse, il a 61 mis en évidence que ce peptide hybride lie les fibres
15 d'amisnte de type crocidolite, trémolite, anthophyilite, actinolite, amosite et
chrysotile. Un contréle négatif a été validé sur Iz fibre de verre (Gl

Exemple 4.- Détection de Vamiante par un poptide hybride

contenant les SEG 10 NO 1 of SEG D NO ;3 fusionné 3 I flucrescéine ¢




3¢

Le protocole de production du peptide hybride contenant les
SECHID NGO L ot SEQ D NO: 3 fusionng 4 la fluorescéine est identique 3 celul
décrit dans Pexemple 3.

Le protocole de détection des fibres d'amiante avec hybride

5 contenant les SEQ D NO 1 et SEQ ID NO: 3 fusionné 3 la fluorescéine sst
identique & celul déorit dans 'exemple 3.
Différents échantilions d'amiante ont &8 testés selon le protocole de détection
mentionné précédemment ot selon le tableau 6. Les résultats issus de catte
analyse sont représentés 3 is figure 6.
10 Tableau §,-
N de Mature des | Quantité de | Yolume de solution contenant
Féchantillon | fibres testées | fibres {ugl les peptides & S0ugfmi
A Actinolite 20 1 b {SEQID NG 1 2t 3~ FITC)
B Amosite 26 Iml{SEGID NG (1 et 3~ FITC
& Anthophyllite 20 Il (SEQID NG 1 et 3~ FITO
& Chrysotile 20 I {SEQIDB NG L et 3 ~FITC)
E Crocidolite 20 T (SEQ D NO T et 3~ FITC)
Trémaolite 20 1o {SEQID NO (1 81 3~ FITC
Le peptide hybride contenant les SEQ 1D NO 11 et SEQ D NO 3
fusionné & ia fluorescéine reconnalt et se lie aux fibres d'amiante de la famille
des serpentines et de la famille des amphiboles. En effet, suite & cette analyss,
16 # 2 éé mis en évidence que ce peptide hybride fie les fibres d'amiante de type
crocidotite, trémolite, anthophyllite, actinolite, amaosite et chrysotile.
Exemple 5. Détection de Vamisnte par un peptide hybride
contenant les SEQ 1D NG ¢ 1 of SEG 1D NO ¢ 2 fusionné 3 I fluorescéine ;
Le protocole de production du peptide hybride contenant les
20 SEQID NO 1 et SEQ D NG 2 fusionné 4 la fluorescéine est identinue & celul

décrit dans Vexemple 3.
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Le protocole de détection des fibres d'amiante avec hybride
contenant les SECL D NOQ 1 et SEQ ID NG 2 fusionné 3 ia Huorescéine sst
identique & celul déorit dans Fexemple 3.

Différents échantiilons d'amiante ont 18 testés selon I protocole de détection
mentionné précédemment ef selon e tableau 7. Les résultats issus de cette

analyse sont représentés 2 Ia figure 7.

Tableau 7.-

N° de MNature des | Quantitéde | Volume de sa?utiﬁm contenant
Féchantillon | fibres testées | fibres {ug) les peptides & S0ug/mi
A Actinolite 20 1o (SEQHID NG (1 et 2~ FITC)
B Amosite 20 Imb {(SEQID NG (1et 2~ FTC
c Anthophyllite 20 1 mi {SEQID NO 11 et 2 ~ FITC)
iy Chrysotile 20 Tl {SEQID NG 1et 2 -FTC
‘e Cracidolite 20 1l (SEQID NO @1 et 2 - FITO)
F Trémolite 28 Imi{SEQID NO (1 et 2~ FITC

Le peptide hybride contenant les SEQ 1D NO 1 et SEQID ND 2
fusionné 3 Ia fluorescéine reconnalt ef se lie aux fibres d'amiante de la familie
des serpentines et de Iz famille des amphiboles. En effet, suite 3 cette analyss,
i @ été mis en dvidence que ce peptide hybride lie les fibres d'amiante de type
crocidolite, trémolite, anthophyllite, actinolite, amosite et chrysotile.

Conclusion

Ces différentes analyses ont permis de mettre en évidence gue
ia mise en contact de fibres d'amiante avec les peptides SEQID NG o1 e SEQ D
NO (2 etfou SEQUID NO:3 permet de détecter §a présence ou non de tous les
types de fibres d'amiante de la familie des serpentines et de la famille des
amphiboles. Cette mise en évidence est observée tant avec un mélange
comprenant e peptide SEQ 1D NO 1 et SEQ ID NO 2 etfou SECQID NG 3,
gu'avec un peptide hybride contenant les SEQ 1D NO 11 et SEQ 1D NO 12 stfou

SEQ D NO 3. De plus, cette détection est valide non seulement en colorimétrie
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miais ausst en fluorescence, En effet, les analyses réalisées en colorimétrie ot en
fluorescence sont complémentaires et aboutissent & un résultat similaire. Cecl
permet de conclure gue les résultats obtenus en fluorescence sont
transposables sux technigues colorimétriques et inversement.

Comme on peut le voir 2 la figure 84 ef 3 iz figure 88, Iz présente
invention se rapporte également & une trousse de détection de Vamiante qui
comprend, dans la forme préférentielie Hllustrée, un support comprenant une
premigre zong de réception B d'un échantillon 3 tester, une deuxidme zone de
réception  agencée pour recevoir un contréle négatif et une troisidme zone de
réception A agencée pour recevolr un contrdle positif, Les premiére, deuxizgme
et troisigme zone de réception A, B et C forment trois colonnes aboutissant,
d'un cdte, dans un récipient D pour collecter les déchets et sont prolongées &
Popposé chacune d'un tube £, F, G qui relie la colonne 3 une entrée H pour un
fluide,

La deuxiéme zone de réception C agencée pour recevoir un
contrile négatif est idéalement pré-remplie par un contrdle négatif, par
exemple des fibres de verre vierges, ne contenant pas d'amiante. La troisiéme
zone de réception A agencée pour recevoir un contrdle positif A est idéalement
pré-remplie par un contrdle positit, par exemnple un snalogue non asbestiforme
de Pamiante. L'échantillon 3 tester, par exemple des fibres ’amiante pures ou
un matériau {2 1 ccmg}, leguel est préférentiellement mis en suspension dans un
volume de tampon bloguant, est déposé dans la zone de réception B pour
Péchantillon & tester dans la colonne appropride.

Une fois "échantilion 4 tester introduit dans Ia premidre zone de
réception A, une premiére seringue, dans laguelle est conditionnée la
composition selon Pinvention, st reliée au moven d'un connecteur rapide
{LUER LOCK ®} & I'entrée H pour introduire un fluide de la trousse de détection

selon Vinvention.
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La composition selen Vinvention comprend dans cetie forme de
réalisation préférée ledit peptide hybride ayant pour séquence SEQ D NO 3 -
GGG ~ SEQ D NO 1 - GGG SEQ D NO : 2 couplé 3 1a béta-lactamase TEM-1, La
composition selon VMinvention est donc introduite de la méme manidre dans lss
trois zones de réception &, B et € {premidre, deuxidme ot troisieme zone de
réception). Ensuite, la composition selon Pinvention de Iz seringue 1 est
incubge avec Véchantillon & tester alnsl gu'avec les deux contriles {positif o
neégatif} pendant un intervalle de temps prédéterming, comme par exemple 10
minutes. Pendant cet intervalle de temps, la composition sslon Vinvention
reste en contact aveo Péchantilion & tester, le contrile positif et le contrdle
négatif,

Chagque zone de réception comprend 3 son extrémité orientée
vers le réciplent [ un moven de séparation, tel gwun filtre, ou un frié
permettant de retenir les fibres d'amiante, le contréle positif et le contrdle
négatif dans Ia colonne, mals de laisser passer au travers la composition selon
Vinvention qui n'aurait pas éi¢ liee aux fibres de Véchantillon & tester, aux
fibres du contrdle positif et aux fibres du contrale négatif une fols le soutirage
de celle-ci effectud. Ce soutirage peut 8tre réalisé par aspiration, par ajout
d'une solution de lavage ou par toutl aulre moven équivalent, comme par
exernple en pratiquant une puveriure permettant au fluide de s'écouler sous
Petfet de la gravité ou par capiliarité,

Aprés Uincubation de la composition selon Ia présente invention,
une solution de lavage se trouvant conditionnee dans ia seringus 2 est injectée
de la méme maniére dans les trois colonnes contenant les premigre, deuxigme
et troisiéme zones de réception. La solution de lavage est par exemple de Peau
et son injection permet d'éliminer la composition selon Vinvention non lide aux
fibres d'amiante, aux fibres du contrdle positif et aux fibres du contréle négatif,

Une fois le lavage terminé {3prés ajout de & mi de solution de

lavage], une solution de révélation 3 base de nitrocéfine, de couleur jauns, ou
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analogues, contenue dans une trolsiéme seringue 3 {concentration 200 WM,
volume appligud 500 ) est mise en contact avec Véchantilion & tester ot lgs
deux contrdles. Si le peptide hybride a &t¢ lié aux fibres, la béa-lactamase
hydrolyse ta nitrocéfine et forme son dérivé qui devient alors de couleur rouge.
La coloration rouge dans fa colonne contenant fa zone de réception B pour
Péchantilion 2 tester signifie que le test est positif pour la présence de fibres
d’amiante, tandis quune coloration jaune signifie qull n'y a pas de fibres
d'amiante présentes.

Comme on peut e voir 2 1a figure 94, la présente invention se
rapporte également & une trousse de détection d'amiante gul comporte une
premicre zone de réception d'un échantillon 3 tester 1 qui est positionnée sur
une tigette 9 3 une extrémitd de celle-dl La tigette S comprend ézalement deux
bandes d'arrét 2 {Ami) et 4 (T} dans lesquelles sont immobilisées des protéines
de liaison primaires ou secondaires des movens de détection couples aux
fragments peptidigues de I3 composition selon la présente invention.
L'echantilion est préparé par mise en suspension d'un échantilion 3 tester pour
Ia présence d'amiante dans un tampoen bloguant (< 1 om’ d’échantilion pour un
voiume de 1 mih

Véchantilon est ensuite mis en contact, dans un contenant
séparé, avec la composition principalement peptidique selon la présente
invention pendant un intervalle de temps suffisant pour permettre iz Halson
des peptides de ia composition selon Pinvention & Véchantilion.

La guantité de composition suivant Vinvention comprend, dans
une forme de réalisation préferée, ledit peptide hybride ayant pour séguence
SEQ D NO 3 - GGG ~ SEQ 1D NO:T ~ GGG SEQ D NO: 2 couplé a iz héta-
lactamase TEM-1, et est mise en relativement faible quantité par rapport & Ia
guantité d’échantillon & tester afin d'assurer que 'l v a des fibres d'amiante
dans Vechantilion, Pintégralité du ou des peptides soient ligs aux fibres

damiante.
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Dans une autre forme de réalisation préférée, la trousse sslon
Vinvention comprend deux tigettes 9 et deux compositions selon linvention. La
premiere tigette 9 selon Vinvention pour la reconnalssance des fibres d'amiante
de type chrysotile est trempée dans une premiére solution comprenant ledit
échantillon en suspension et une composition selon invention comprenant
SEQ D NGO 2 {ou SEQUID NO 3} est couplée & une protéine porteuse {(par
exemple TEM-1} conjuguée 3 de P'or coliotdal. La bande 2 {Ami) 3 des anticorps
dirigés contre ladite protéine porteuse. La dewdéme tigette 8 selon Pinvention
pour la reconnaissance des fibres d'amiante de type amphibole est trempée
dans une deuxidéme solution comprenant ledit échantillon en suspension et une
composition selon linvention comprenant SEQ D NO 11 couplée & une protéine
porteuse {par exemple TEM-1} conjuguée 3 de Por colioldal, ia bande 2 {Ami)
ayant des anticorps dirigés contre ladite protéine portause.

Dans une autre forme de réalisation, la trousse selon Finvention
comprend une tigette 9 ef une composition selon invention. La tigetie 9 selon
Pinvention pour la reconnaissance des fibres d'amiants de type chrysotile et de
type amphibole est trempée dans une solution comprenant ledit échantillon en
suspension et une compaosition selon Uinvention comprenant SEQ 1D NG 3 ~
GGG ~ SEQ D NGO 31— GGG ~ SEG D NO 2 couplée 3 Visothinocyanate de
fluorescéine et un anticorps dirigé contre Visothiccyanate conjugué & de for
coltoidal, la bande 2 {Ami} ayant des anticorps dirigé Panticorps dirigé contre
Pisuthiocyanate de fluorescéine.

Dans une autre forme de réalisation, la trousse selon Vinvention
comprend une tigette 9 et une composition selon Pinvention. La tigette 9 selon
Pinvention pour ks reconnalssance des fibres d'amiante de type chrysotile et de
type amphibole est trempée dans une solution comprenant ledit échantilion en
suspension et une composition selon invention comprenant SEQ 1D NO 1 et
SECH D NG < 2 {ou SEQID NG 3] couplés A Nisothiooyanate de fluorescéing st un

anticorps dirigé contre lisothiocyanate conjugug & de U'or colloidal, 1a bande 2
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{Ami} ayant des anticorps dirigé Uanticorps divigé contre Uisothiooyanate de
flugrescéine. Dans une autre forme de réslisation, Iz trousse selon Pinvention
peut contenir deux tigettes 2 e deux compositions selon Pinvention pour
détecter séparément les fibres d'amiante de type chrysotile et de type
amphibole,

Une fois Vintervalle de temps gcould {au minimum 2 minl,
échantilion en suspension ainsi préparé est mis en contact avec la zone de
réception 1, par exemple par trempage de la tigette 8 dans Véchantillon en
suspension.

8 v a des fibres d'amiante dans Péchantitlon en suspension, les
peptides qui y sont liés ne migrent pas le long de {a tigette 9 & lour présence
nest dong pas detectds (Bl

Par contre, la bande 1z plus éloignée de iz zone de réception 1
de Péchantilion en suspension 3 tester comprend quant & elle un témoin T
permetiant de visualiser que le test 2 fonctionné correctement. Ce témoin T
peut par exemple &tre {3 sérum albumine bovine couplée 5 de Por colloidal et
révélée par un anticorps dirigd contre fa sérum albumine bovine, §i cette bande
est colorée, ot gue la premigre bande 2 {Ami), localisée prés de iz zone de
réception 1 de Péchantillon 3 tester, est également colorée, cela signifie qu'il
n'y & pas d’amiante {AL S les deux bandes sont colorées, cela signifie que le
test a fonctionng et gue les peptides de la composition selon Pinvention ont
migreé vers les bandes. Hs ne sont done pas Hés aux fibres d'amiante {A) On
peut donc conclure & Vabsence de fibres d'amiante. Si s bande {a plus dloignde
ne se colore pas, dans ce cas, le test n'a pas fonctionné et il v a lieu de je
reproduire {C et DL

Comme on peut te voir 3 la figure 98, la présents invention ss
rapporte également 3 une trousse de détection d'amiante gui comporte une
premidre zone de réception d'un échantillon 3 tester 1 qui est positionnade sur

une tigette 9 a une extrémité de celle-ci et qui comprend également trois
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bandes d'arrdt 2, 3 et 4 dans lesquelles sont immobilisés des protéines de
Haison primaires ou secondsires des movens de détection couplés aux
fragments peptidiques de la composition selon la présente invention.
L'échantillon est préparé par mise en suspension d’un échantilion 3 tester pour
Ia présence d’'amiante dans un tampon bloguant (< 1 cm® d’échantilion DOUT Un
volums de 1 mil

Uéchantillon est ensuite mis en contact, au préalable dans un
contenant séparéd, avec la composition principalement peptidigue selon la
présente invention pendant un intervalle de temps {au minimum 2 min)
suffisant pour permettre o Halson des peptides de la composition selon
Vinvention 2 Uéchantilion.

La guantité de composition sulvant Pinvention comprend, dans
cette forme de réslisation préférée, un melange comprenant le peptide avant
pour séguence SEG D NO 1 couplé 2 1z b&ta-lactamase TEM-1 conjuguéde & de
For colloidal et le peptide avant pour séquence SEQID NO 02 couplé & Ia protéine
Hant le maltose (MBP conjugug 3 de Vor colloidal. La bande 2 {Am) & des
anticorps dirigés contre la béta-lactamase TEM-1 et la bande 3 {Chi a des
anticorps dirigés contre Iz protéine liant le maltose (MBP)

Ce mélange est mis en relativement faible quantité par rapport &
iz guantite d’échantillon 3 tester afin d'assurer que 5’ v ¢ des fibres d'amiante
dans Péchantilion, Uintégraiité du ou des peptides solent ligs agux fibres
d'amiante. Une fois Fintervalle de temps écoulée {au minimum 2 minl,
Péchantilion en suspension ainsi proparé est mis en contact avec la zone de
réception 1, par exemple par trempage de fa tigetie 9 dans 'échantilion en
suspension.

§'i y a des fibres d'amiante de type amphibole ot serpentine
dans Véchantilion en suspension, les peptides qui v sont iés ne migrent pas le
iong de lg tigette 8 et leur présence n'est donc pas détectée (B). $' v a

uniguement des fibres de type amphibole, lgs peptides qui v sont ligs ne
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migrent pas le long de {a tigetie 9 et leur présence nest donc pas détectée (D)
§'Hl v a uniquement des fibres de type serpenting, les peptides qui v sont lids ne
migrent pas le long de Iz tigette 3 et leur présence nest donc pas détectée {1,

la bande la plus éloignés de la zone de réception 1 de
Péchantilion en suspension 3 iester comprend gquant & elle un témoin T
permettant de visualiser gue e test a fonctionné correctement. Ce témoin T
peut par exempie &re la sérum altbumine bovine couplée & de Por colioidat et
révélde par un anticorps dirigé contre la sérum albumine bovine.

Si la bande témoin 4 est colorde et gue iz premidre bande 2
{am}, localisée pres de 2 zone de réception A de Véchantillon 3 tester, est
ggalement colorée, cela signifie gu'il n'y 3 pas d'amiante de type amphibole {C).

5t la bande témoin 4 est colorée el que la deuxidme bande 3 {Ch)
est également colorée, cela signifie gu'il n'y 5 pas d'amiante de type serpentine
().

S les trois bandes 2 {Am), 3 {Ch] et 4 {T} sont colordes, cels
signifie gue le test a fonctionné et que les peptides de Iz composition seion
Vinvention ont migré vers les bandes. ls ne sont donc pas liés aux fibres
d'amiante {A). Un peut donc conclure & Pabsence de fibres d'amiante.

5 fa bande la plus éloignées ne se colore pas, dans ce cas, le test
r'a pas fonctionné et il y 3 isu de le reproduire {E, F, G et HL

Hoest bien entendu que ia présente invention nest en aucune
fagon limitée aux formes de réalisations décrites ci-dessus et que bien des
modifications peuvent v éire apporides sans sortir du cadre des revendications

annexées.
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<118> Symbiose Biomaterials

<12¢= Composition principalement peptidigue pour {a détection de Pamiants

<130> PATIS24407BECD/ MAWL
<1808

<170 Patent-in version 3.5

<2101

<21E=7

«212> PR

<213> Bacteriophags Mi3

<2215 Peptide
223> Faptide Bant et reconnaissant 'amiante

400> SEQ D NO 1T

Gl The Lew Ser Arg Met Arg
4 5

<20e2

<diisad

221> BRY

<313> Bacteriophage M13

<22 1> Peptide
<223> Peptide fiant ot reconnaissant Pamiante

<400 SEQID NG 2

Phe Tyr Sor His Ser 8l Leu Tyr Arg The His
i 5 ¢

<2103

z21i>7

<FI2HPRY

<213> Bacteriaphage M13

221> Peptida
<223> Peptide lant ot reconnaissant Famiante

<A00> SEQHBNG &

GinPhe &sp His Trpdrg Asn
i 5

230> 4

<3337

<21Z5PRY

Z213x Hacterinphage Mi3

<Z2i» Paptide
223> Peptide Hant et reconnaissant amiante

<400 SEQID NG 4

Gly His Oy Ser His Pro The
1 5

38

...........................
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<2105

<213> 31

<312~ PRY

<213» Bacteriophage M13

«221> Peptide
<223> Peptide llant ot reconnalssant Pamiante

<A00> SEQ IO NG 5

Gin Phe Asp His Trp Arg Asn Giy Gly Gly Glu Thr Lew Ser Arg Met Arg Gly Giy Gly
Phe Tyr Ser His Ser Ala Leu Tyr Arg Thr His

1 3 ig is pid]
25 30

<2i>6

<231> 27

212> PRY

<213> Bacteriophage M13

<221> Paptide
223> Peptide lant of reconnaissant famiante

<400> SEQ IR NG:8

Gin Phe Asp His Trp Arg Asn Gly Gly Gly Glu Thr Leu Ser Arg Met &sg Gly Gly Gly

iy His Cys Ser His Pro The

1 5 i 15 pis]
28
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REVENDICATIONS

1. Compaosition principalement peptidigue pour la détection
de Famiante dans un échantiflon comprenant ;

& - un premisr fragment peptidigue P, spécifique des
fibres amiante, agencé pour reconnatire et se Her aux fibres d'amiante de ladite
famille des amphiboles,

~ un deuxiéme fragment peptidigue P spécifique
des fibres d'amiante, agencé pour reconnafire et se lier au moins aux fibres
1 damiante de ladite famille des serpentines conjointermnent sudit premier
fragment peptidigus Py, et
- au moins un moven de détection agencé pour
détecter 2 reconnaissance st ba Halson dudit premier fragment peptidique P,
auxdites fibres d'amiante ef fa reconnaissance ot la laison dudit deuxidme
15 fragment peptidique P; auxdites fibres o amiante,
caracterisée en ce que ledit premier fragment peptidigue P1 présente un
pourcentage didentité d'au moins 70%, préférentisliement d'au moins 85%, aver
une séguence XX XpXoXeXaXe, oft Xy représents un acide amingé polaire, ¥
représente un acide aminé apolaire, X; représente un acide aminé acide st X,
20 représente un acide aminé basigue,
2. Composition  principslement  peptidique  selon  la
revendication 1, caractérisée en ce que ledit premier fragment peptidique P
présente fa séguence SEQID NO (1.
3. Composition  principalement  peptidigue  selon  les
2% revendications 1 ou 2, caractérisée en ce que ledit premier fragment peptidique
P: ef ledit deuxiéme fragment peptidigue P; sont fusionnés, dans un ordre
quelcongue, et forment un peptide hybride,
4 Composition  principalement  peptidigue  selon  les

revendications 1 ou 2, caractérisée en ce que ledit premier fragment peptidiaue
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Py ot ledit dewdéme fragment peplidigue P; sont chacun indépendant V'un de
Vautrs, sous forme d’un mélange.

5. Composition  principalement  peptidigue  selon Fune
guelcongue des revendications 1 3 4, caractérisée en ce que ledit premier
fragment peptidigus Py etfou ledit deuxiéme fragment peptidique P, stfou ledit
au moins un moyen de détection sont fusionnéds, dventuellement sous forme de
répétitions, via au moins un domaine de lizison sélectionné parmi les domaines
de Haison poly-G ou riches en G, s longuesur de ceus-¢i pouvant varier, incluant
GGG, GHS, GGRS ot GG5SG.

G. Composition  principalement  peptidigue  selon Pune
guelcongue des revendications 1 2 5, caraciérisée en ce que ledit deuxidme
fragment peptidique Py présente un pourcentage didentité d'au moins 503%,
préférentiefiement d'au moins 55%, de préférence d'au moins 80%, aves une
séguence  choisie  dans |l groupe  constitud  de  XPOXaXoGXeH, et
KXo X XX X 0¥ XX Xa, oty ¥y représente un acide aminé polaire, X; représente
un acide aminé apolaire, ¥a représente un acide aminé acide et ¥, représente un
acide aming basiqus.

7. Composition  principalement  peptidigue  selon fune
quelcongque des revendications 1 & 6, caractérisée en ce que ledit deuxidme
fragment peptidigue P; a pour séguence SEQ D NO 12 ou SEQD NO 23 ou SEQID
NG 4,

8. Composition principalement  peptidigue  selon Vune
guelcongue des revendications 1 & 7, caractérisée en ce gu'elle comprend en
outre un troisiéme fragment peptidigue Py agencé pour reconnaltre ot se lier
aundites fibres d'amiante de ladite famille des amphiboles et/ou auxdites fibres
d'amiante de ladite famille des serpentines et présentant un pourcentage
dlidentité d'au moins 50%, préférentisflement d'au moing 65%, de préférence
d'au moins B0%, avec une séquence choisie dans fe groupe constitug de

KR Xo¥ad Xy ot XXX XM Kaka Xy, 00 ¥ représente un acide aminé
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polaire, ¥, représente un acide aming apbiaire, X3 représente un acide aminé
acide ot Xs représente un ackde aming basique,

g. Composition  principalement  peptidigue  selon iz
revendication 8, caractérisde en ce que ledit trolsiéme fragment peptidigus Py a
pouUr séquence SEQID NO 2 cu SEQ D NU 3 ou SEQID NG 4,

1. Composition  principalement | peptidigue  selon  les
revendications 8 ou 9, caractérisée en ca que ledit troisiéme fragment peptidique
Py et ledit deuxidme fragment peptidique P; sont différents Fun de Vautre.

i1, Composition principalement peptidique selon  fune
guelcongue des revendications 8 a3 10, caractérisée en ce que ledit troisiéme
fragment peptidigue P et ledit deuxiéme fragment peptidique P, sont fusionnés,
dans un ordre guelkongue, et forment un peptide hybride, ledit premier
fragment peptidigus P, étant indépendant, ledit peptide hybride et ledit premier
fragment peptidigue P, étant sous forme d'un mélange.

12.  Composition principalement peptidiqgue selon  Yune
guelcongue des revendications 8 3 10, caractérizsée en ce gue ledit troisieme
fragment peptidigue P, et ledit premier fragment peptidigue Py sont fusionnés,
dans un ordre guelcongue, et forment un peptide hybride, ledit deuxiéme
fragment peptidique P; étant indépendant, ledit peptide hybride st ledit
deuxidme fragrment peptidique P; étant sous forme &’un mélange.

13. Composition principalement peptidique selon  Fune
guelcongue des revendications 8 & 10, caractérisés en ¢e gue ledit premisr
fragment peptidique Py et ledit dewdeme fragment peptidigus P, sont fusionnés,
dans un ordre guelcongus, ef forment un peptide hybride, ledit troisieme
fragment peptidigue Py élant indépendant, ledit peptide hybwide ot ledit
trofsiéme fragment peptidique Ps &tant sous forme d'un mélange.

14 Composition  grincipalement  peptidicue  selon  luns
guelcongue des revendications 8 3 10, caractérisée en ce que ledit deuxidéme

fragment peptidigue Py, ledit troisiéme fragment peptidigue Py et ledit premier
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fragment peptidique P; sont chacun indépendant Fun de Fautre, sous forme d'un
mélangs.

15, Composition principalement  peptidique  selon  Pune
guelcongue des revendications 8 & 10, caractérisée en cg que ledit troisidme
fragment peptidigue Py, ledit deuxidme fragment peptidigue B, et ledit premier
fragment peptidigue Py sont fusionnés, dans un ordre guelcongue, et forment un
pentide hybride.

16, Composition principalement  peptidigue  selon fune
gueicongue des revendications & & 15, caractérisée en ce que ledit premier
fragment peptidigue Py etfou ledit deuxiéme fragment peptidique P; et/ou ledit
troisiéme fragment peptidique Py et/ou ledit au moins un moven de détection
sont fusionnés, éveniusliement sous forme de répétitions, via au moins un
domaine de lialson sélectionné parmi les domaines de liaison poly-G ou riches en
G, Iz longueur de ceux-¢i pouvant varier, incluant GGG, GGS, GGES et GGSSEG.

17. Composition  principalement  peptidigue  selon les
revendications 15 et 16, caractérisée en ce gue ledit troisidme fragment
peptidigus Py, ledit deuxigme fragment peptidique P et ladit premier fragment
peptidique P; sont fusionnés et forment un peptide hyhride avant pour séguence
KXo KK X GOEX X X XX X Ko GO GK KX Ko su Ko Xa XXXy 0l Xy représents
un acide aminé polaire, X; représents un acide aminé apolaire, X; représente un
acide aming acide et X, représante un acide amind hasique.

18, Compesition principalement  peptidigue  selon I
revendication 17, caractérisée en ce que ledit peptide hybride a pour séquence iz
séquence SEQLID NG S formée de SEQ D NO 3 ~ GGG — SEQID NO 1 — GGG ~
SEG D NO (2 ou SEQ D NO 6 formée de SEQ ID NO 3 ~ GGG ~ SEQID NG 1 ~
GGG~ SEG 1D NG 4.

18, Composition principslement  peptidigue  selon Yune

quelcongue des revendications 8 § 18, caractérisée en ce gue ledit premier
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fragrment peptidique Py, ledit deukieme fragment peptidique P, et ledit troisiame
fragment peptidique Py, seuls, en mélange ou fusionnés sont des GEPIs,

20.  Composition principalement  peptidigue  selon  fune
quelcongue des revendications 1 2 19, caractérizée en ce gue ledit au moins un
moyen de détection est choist parmi I luciférase, fa phosphatase alcaling, les
protéines fluorescentes, Ia béta-galactosidase, la béta-lactamase, la diphorase, ia
peroxydase, ia protéine de lizison du maltese, Is laccase, Is lipase, la glycosyl
hydrolase, Iz sérum albumine bovine, Por colioidal, les billes colorées, de
préférence les billes de latex colordes, ou i biotine et leurs mélangss.

231, Composition  principalement  peptidigue selon Yune
guelcongue des revendications 1 3 20, caractérisée en ce gu'slle est sous forme
d'une solution, dans un solvant tel gWune solution équeuse, un - solvant
organique polaire, of de maniére préférentislie dans de Peau,

22,  Composition  principalement  peptidigue  selon Pune
guelcongque des revendications 1 & 21, caractérisée en ce que ledit échantilion est
un echantillon de matérisu de construction, des fibres d'amiante pures, un
échantillon d'air et/ou un échantilion de matériel biologique, _

23, Procedd de detection de lamiante dans un échantilion
COMmprenant

- une préparation de Péchantilion par mise en
suspension d'un échantiilon 3 tester pour 3 présence d’amiante,

- une mise en contact dudit echantilion avec au
moins une  composition  princlpalement  peptidigue  selon une
guslconque des revendications 1 4 22, pendant un intervalle de temps
suffisant pour permetire I8 lisison des peptides de Iz composition
principatement peptidigue selon Yune quelcongue des revendications 1 3
22 & Véchantilion,

- une révéiation de iz présence de fragments

peptidigues de la composition selon Fune guelcongue des revendications
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1 & 22, ligs aux fibres d’amiante de la famille des serpentines etfou de la
famille des amphiboles.

4. Procédé selon iz revendication 23, caractérisé en ce gqu'elle
comprend en outre au moins une Stape de séparation desdits fragments
peptidigues liés des fragments peptidigues non liégs aux fibres damiante, telle
qu'une étape d'dlimination desdits fragments peptidiques non liés, par exemple
par percolation au travers d'une paroi filtrante ou par exemple, par une étape de
séparation par lavage,

25, Trousse de détection de Pamiante comprenant :

- i mbins un support muni d'au moins une
premiére zone de réception &’ un échantillon 3 tester, ot

- au moins une composition peptidigue selon Yune
gueicongue des revendications 1 & 22, dans lagualie au mpins lesdits fragments
peptidigues Py, P; et éventuellement des fragments peptidigues additionnels
tels que P sont conditionnés ensembile ou chacun séparément, de préférence
dans une seringue ou dans une cartouche comprenant  plusisurs
com_partimentﬁ. _

26, Trousse de détection selon la  revendication 25,
comprenant en outre au moins un moyen de révéiation, de préférence
conditionng dans une seringue ou dans une cartouche comprenant plusieurs
compartiments, agencé pour visualiser ledit au moins un moven de détection
de la composition peptidique, ledit au moins un movyen de révéiation dtant un
maoyen de révélation en visible, tel que par exemple un moyen de révélation
par colorimétrie, par exemple la nitrocéfine ou tout autre composé permettant
une révélation par colorimétrie.

27, Trousse de détection selon la revendication 28, dans
faquelle fedit au moins un moven de détection est choisi dans le groupe
constitué de la luciférase, s béta-galactosidase, Iz béta-lactamase, Ia laccase, la

fipase, Ia glycosyl hydrolase, la phosphatase alcaline, la diphorase, i3
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peroxydase et de leurs mélanges et est plus particulidrement la béta-
factamase,

28, Trousse de détection sslon I3 revendication 25,
comprenant en oulre au moins un moyen de révélation, de préférence
conditionné dans une seringue ou dans une cartouche comprenant plusieurs
compartiments, agencd pour visualiser ledit au moins un moven de détection
de fa composition peptidique, ledit au moins un moven de révélation étant un
moyen de révélation en fluorescence,

29, Trousse de détection de Famiante selon la revendication
28, dans leguel ledit au moins un moyen de détection sst une molécule
fluorescente, révélés par excitation au moven d’une onde,

30, Trousse de détection de  Vamiante selon VPune
quelcongue des revendications 25 2 29, comprenant en outre une solution de
lavage, de préférence conditionnde dans une seringue ou dans une cartouche
comprenant plusieurs compartiments.

31, Trousse de détection de Vamiante selon Fune
quelconque des revendications 25 3 30, dans laquelie ledit support comprend
en nutre une deuxiéme zone de réception agencée pour recevelr un contrdle
négatif ou un contrdle positif,

32, Trousse de détection de  amiante selon  une
quelcongque des revendications 25 3 30, dans laguelle ledit support comprend
en oulre une deuxiéms et une lroisiéme zone de réception agencées
respectivement pour recevoir un conirdle négatif et un contrdle positif ou
inversement.

33, Trousse de détection de amiante selon Ia revendication
25, comprenant en putre au moeins un moven de révélation et dans laguelle
ledit support comprenant ladite premidre zone de récention d'un échantilion
en suspension 3 tester est une tigette sur laguelle 1a premidre zone de

réception dudit 2chantillon & tester est positionnée & une extrémits de celis-ol,
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ladite figetie comprenant également au moins deux bandes d'arrét dans la
direction opposée 3 ladite premidre zone de réception dans lesquelles sont
immaobilisées des protéines de liaison primaires ou secondaires dudit au moins
un moven de détection ou dudit moven de révélation.

34,  Trousse de déiection de Pamiante selon la revendication
33, dans laguelle ledit au moins un moven de détection comprend au moins
une molécuie fluorsscents, par exemple isothiocyanate de flucrescéine, ou au
moins une protéine porteuse telle que la sérum albumine bovine, la protéine
de liaison au maltose, la biotine, une enzyme telle gue la béta-galactosidase, ia
béta-lactarnase, la laccase, 1 lipase, la glycosyl hydrolase, la phosphatase
alcaling, ia diphorase, [ peroxydase et est plus particuliérement iz béta-
lactamase, ladite au moins une meolécule fluorescente ot ladite au moins une
proféine porteuse étant couplée audit ay moins un moyen de révélation tel
gue de 'or colloidal ou 8 des billes colorées, de préférence des billes de latex
colprées et dans laquelie les protéines de ligison immobilisées dans les bandes
d'arrét sont des protéines de fialson primaires choisies parmi les anticorps
diriges contre ladite au moins une  protéine porisuse, ies anticorps dirigés
contre ladite au moins une molécule fluorescente, ou Favidine {ou analogues),
ou la streptavidine.

35, Trousse de détection de Vamiante selon fa revendication
33, dans laguelle ledit au moins un moyen de détection comprend au moins
une protéine porteuse ou au moins une molécule fluorescents, telle guun
isothiocyanate de fluprescéine, reconnue par au moins un moyen de révélation
tel gu'un anticorps dirigd contre ladite au moins une protéine flugrescents, par
exemple un anticorps dirigé contre Visothiooyanate de fluorescéine, ou un
anticorps dirigé contre ladite au moins une protéine porteuse, lesdits anticorps
étant couplés & de Vor colloldal, des billes colorées, telles que des billes de latex
colorees ot dans laquelie les protéines de liaison immobilisées dans les bandes

d'arret sont des protéines de lislson secondaires choisies parmi les anticorps
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secondaires dirigés contre lesdits anticorps dirigés contre ladite au moins une
molécule flucrescente et ladite au moins une protéine porteuse,
36. Trousse de détection selon lune gquelcongue des
revendications 25 & 35, caractérisée en ce que ledit premier fragment
5 peptidique Py est fusionng 3 un premier moyen de détection et ledit deuxiéme
fragment peptidique P, ou ledit troisidme fragment peptidique Ps est fusionng
2 un deuxiéme moyen de détection, différemt dudit premier moven de
détection, lesdits premier, deuxidme ou trolsieéme fragments peptidiques Py, 7,
ou Py #tant sous forme d'un mélange.

10 37, ihtilisation d'une composition principalement peptidique
sefon Yune guelcongue des revendications 1 & 22 pour la détection de
Vamiante dans un échantilion.

38, Utilisation d’un procddé selon les revendications 23 ou
24 pour la détection de Vamiante dans un échantilion.

15 38, Utilisstion d'une trousse selon une guelconque des

revendications 23 3 38, pour la détection de Famiante dans un échantiilon.
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ABREGE

Compaosition principalement peptidigue pour la détection de Pamiante

5 La présente invention porte sur une composition principalemant
peptidigus pour détecter Vamiante dans un échantillon comprenant un premier
fragment peptidigue Py agencé pour reconnalire ot se fler aux fibres d'amiante de
la famille des amphibolas ot présentant un pourcentage d'identité d'au moins
0% aver une séauence XXX XXX, dans laguelle X représente un acide

10 aminé polaire, X; représente un acide aminé apolaire, X3 représente un acide
aming acide et X, représente un acide aminé basique, un deuxiéme fragment
peptidigus P, agencé pour reconnaitre et se lier au moins aux fibres d'amiante de
la familie des serpentines coniointement audit premier fragment peptidigue Py,
et au moins un moyen de détection agencé pour détecter la reconnaissance et la

15 fiaison desdits premier et deuxiéme fragments peptidigues Py ot Py,

Fig. 94
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Diépinsiant

Syinbivse Biomatadals

Cadren®i
Cadre n¥ 1
Cadren® )

Do

Cadren® iV
Cadrent ¥

1 Cadrs no Wy
Cadre n® Vi

ot

Oadre n®VH

La présente opinion contient des indicitions eties pages notrespondanies miatives aux poits suivants |

Bass detopinion

Priarits

Absence de formulation d'apirion Guant 8:da mwéa&.&é, Yactivite inventive etis pc;ss'ibiikté
&' apphcation industrielle

Absenne d'omité de Finvention

Déctaration motivée guant 4 la nouvaatd, Factivits inventive et la pussibiité d'application
industriels; cilations st sxplications & lappuide celle déclaration

Cartains documenta cités
rreguintites dans la demands
Qbservations relatives 3 s demands

Formulaire BE2ATA Heuille de couventurs (danvies 2007}

| Schwachtgen, J




Demanda 6°

OPINION ECRITE BE2O1705000

Cadren®l Base de l'opinion

1. Cette opinion a &8 atablie sur la base des revendications déposdes avant le commencament da ia recharchs,

2. En e qui concarne ia ou les séquences de nucléctides ou d'acides aminés divulguées daits la demande, s
cas schaant, cette opinion & 816 effectude sur fa base dos sldmants suivanis ¢

a. Naturg de M'étamant:
uty istage de i o des séguencas
[ unrou des tableaux relfatifs au listage de fa ou des séquences
. Type de support:
O surpapier
souy forme dlsctronique
¢. Momeant du da8pdt-ou de la remise:
£l contenu{sydans fa demande tefle gue déposée
B deposé{s) aves la demande, sous forme slectromigue
I remis ultérieurement
3. 0 De plus, lorsque plus dune version ou dune copie diun listage des séquences ou dun ou plusiews
tableaux y relplifs 8 &6 déposse, les deéclaratinns reguises selon lesguelles fos informations fournies
ultadeurament ouw au tiire-de copies supplémeantaires sont identiques a celles initialement fourmies et ne
vant pas au-dela de fa divuigation faite dans la demande internationale elle gue déposde intialsment,
selon ie oas, ont 818 remisas.

4. Commentaires complidmentaires :

Formulaire  BEIVE (Jamwvier 20Q7)
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Demanda 6°

BE2O1705000

Cadre n*V  Opinion motivée quant 4 la nouveauté, Vactivite inventive et Ia possibilité d'application
industrislie; citations ot axplications 4 Vappui de cefle déclaration

1, Déciarvation

Nouveautg

Acthite inventive

Possibilité dapplication induskrielie

. Gitations et axplications

voir feuille séparée

Ok
Non :

Qi
Mon

Oud
dan :

Revendications
Revendications

Revendicationg

Revendications

Ravendications

Revendicaliions

2.3, 7, 8413.15-18, 20, 27..36-35
1,4-8, 8,14, 19, 21-26, 28, &8, 36-38

27,9, 18, 20
1,36, 8, 10-17, 19, 21-39

138

Cadire n® Vil Dbservations relatives a fa demande

voir feuille séparée
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Ad point ¥

Declaration motivée gquant a la nouveauté, 'activité inventive et 1a possibilité
d’application indusirielle ; citations et explications a I'appui de cette déclaration

1 i est fait référence au document suivant :

D1 US 2014/170773 A1 (KURODA AKIO [JP] ET AL) 19 juin 2014
{2014-06-19) cite dans la demande

2 La présente demande ne remplit pas les conditions de brevetabilité, 'objet de
ies revendications 1, 4-6, 8, 14, 18-26, 28, 28, 38-38 n'élant pas nouveau.
01 décrit une composition fluorescente pour la détection de 'amiante
comprenant un premier peptide capable de se lier aux fibres d'amiante de la
familie des amphiboles et un deuxiéme peplide de ségquence capable de se
fier au moing aux fibres damiante de la famille des serpentines {alinda [0073];
alinéa [0186]; séquence 8).
Le document D1 anticipe done directement tous les caractéristiques
technigues de la revendication 1, 4-8, 8, 14, 18, 21-28, 28, 28, 36-30.

3 Les revendications 3, 10-13, 16-17, 20, 27, 30, 31-35 ne contiennent pas de
caractéristiques gui satisfassent aux exigences d'activité inventive en dtant
combinées aux caractérstiques de Pune quelcongue des revendications
auxquelles lesdites revendications sont liées. En effet la fusion de différents
peptides & l'aide d'un domaine de liaisan riche en G {revendications 8, 10-13,
15-17} et la détection a 'aide moyens colorimétriques {revendications 20, 27,
30, 31-35 } sont des mesures routinigres dans le domaine de la détection que
la personne du métier aurait pris sans intervention d'activité inventive.

Ad point VIli

Certaines observations relatives a la demande

4 Les revendications 1-17 concernent une grande classe de peptides ayant la
propriaté fonctionnelie de se lier a l'amiante. La description, cependant,
fournit seulement des exemples trés limitds de peptides courts multimérisés
spécifigues se liant lamiante (voir exemples). La personne du mélier serait

Fodrmuiaiee BERAT-R Heuihe giparsa) Sfanyia 20071 Jeulle 11
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confrontée A une tache indument difficile et complexe pour tester tous les
peptides possibles pour Factivité requise, contrairement aux exigences de
clarté, de soutien et de divulgation suffisante.

Fanmuisire BEARP-A (ouiie sAparde anvier SEETT gauilie @)
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