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Présentation du theme de recherche

La lyse des cellules par approche de la déviatetadéponse immune est possible
grace a des molécules hétérofonctionnelles qui esgac

- Une fonction de ciblage de la cellule par un amgisodirigé contre un antigene
spécifique de surface.

- Une fonction effectrice immunogene entrainant Reation des mécanismes
biologiques effecteurs comme le systéme du compiéreeé / ou la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) abaaisa I'élimination de la cellule
cible (schéma).

Grace a la vaccination, une trées grande majorilgédVidus disposent d’anticoprs
post-vaccinaux dans leurs sérums. Aussi nous awbssi comme fonction effectrice
immunogéne le fragment C de la toxine tétanique F(Q), partie non toxique et
immunogéne de la molécule.

La C4 Binding Protein(C4BP) est une protéine plasmatique humaine. &g @&-
terminale permet la multimérisation en associansipurs fonctions (anticorps, enzyme,
antigenes ...).

Nous avons appliqué le systeme multimérisant d&4BRP au TTFgC et aux anticorps
spécifiques des cellules pour obtenir des hétérimmeres capables de se fixer d’'une part aux
cellules cibles et de déclencher une réponse imnautravers le TTFgQC par activation du
systeme du complément et / ou des cellules cytpteed aboutissant a la destruction de la

cellule.

Activation du
complément

ﬂ

Antlcorps post-
vaccinaux

Cellule
cible

/ (anﬂréranfques)
Antigéne vaccinal
Antigene (TTFGC)
specifique Systéme
(GPA, RhD Multimerisant
ou CEA) ' (C4bp)

Schéma illustrant le concept de la redirection deréponse immune vaccinale pour le
ciblage et la destruction de cellules a [laide derotpines recombinantes
hétérofonctionnelles.



L’application de ce concept s’est déroulée en guéetiapes :

1- Production de protéines recombinantes homomeéttgues et hétéromultimériques.

2- Développementn vitro, d’'un modeéle de démonstration-évaluation sur desrouges
par la liaison de protéines recombinantes hétérmimnédiques apportant une grappe
d’antigénes tétaniques.

L’efficacité de fixation des anticorps de la réppmmmune vaccinale et leur capacité a

rr 7

assurer une lyse dépendante du complément onvatéés.

3- Développementn vitro, d’'un premier modele de validation de ce concapgbules
rouges Rhésus D dans la perspective d’'un outil gptaptique pour la prévention de

I'allo-immunisation foeto-maternelle.

4- Développementin vitro puisin vivo, d’'un modele de validation de ce concept par
ciblage de cellules cancéreuses en xénogreffe mwginévaluation de Iefficacité

destructrice de la déviation de la réponse immuceinale vers ces cellules.

PARTIE | :
PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES

La production de protéines recombinantes hétértfmmuelles nécessite I'utilisation
d’'un systéme capable a la fois d’assembler deutésra activités différentes et de répondre
au cahier des charges imposant la prise en comptelubsieurs contraintes liées a son
utilisation en thérapie humaine.

La C4BP est une protéine plasmatique humaine rég@ade [I'activation du
complément et de structure naturellement multinuériq

Nous avons développé un systéme multimérisant feondd utilisation des parties C-
terminales des chaineset de la C4BP. Ce systeme présente I'avantage d@&ireyénierie
aisée, dépourvu intrinsequement d’activité biologignon immunogéne et permettant la
synthese de molécules homomultimériques et hététmndwiques en assurant un nombre

élevé de valences reliées de facon covalente. % @ multimérisation permet d’améliorer



les caractéristiques pharmacocinétiques de la mielé@n augmentant son avidité et sa durée
de vie plasmatique.

PARTIE Il :

MODELE DE DEMONSTRATION-EVALUATION DU CONCEPT

Nous décrivons dans cette partie un modelejtro, de démonstration-évaluation du
concept de la redirection de la réponse immune iralec en utilisant des molécules
multimériques recombinantes.

Ces hétéromultimeres présentent une fonction geidix au globule rouge (GR) par le biais
d’un scFv anti-glycophorine A, antigene abondaletua surface.

La fonction activatrice du complément est assurédepaTFgC

Nous avons évalué l'efficacité de la liaison descanps de la réponse immune vaccinale et

leur capacité a assurer une lyse dépendante dul@aweipt.

PARTIE Il :
MODELE DE VALIDATION DU CONCEPT SUR GR RHESUS D

Le probleme posé par I'allo-immunisation foeto-magdle rhésus est qu’il s’agit non
pas d’obtenir une immunisation ou une potentidbsat’ immunisation mais a l'inverse, une
absence d’'immunisation. Elle doit étre assuréd’@ianination sélective des GR RhD foetaux
dans la rate de la mére ou leur destruction dar@rdalation en évitant en tout cas leur
routage normal vers le foie ou les cellules de Kampelayeraient vers une réponse immune.

La prévention de [Ilimmunisation rhésus repose encaur [utilisation de
gammaglobulines polyclonales humaines devant Ipacéé des anticorps monoclonaux a
assurer ce role. En effet, le routage par les amicmurins est préférentiel vers le foie tandis
gu’ils sont incapables d’assurer la destruction @& RhD dans la circulation a cause des

faibles densité et accéssibilité de I'antigéne ukés

Nous décrivons dans cette partie un modele deatain du concept sur GR Rhésus D
(RhD) dans la perspective d’un outil prophylactigair la prévention de I'allo-immunisation
foeto-maternelle.

Le systéme proposeé vise a augmenter le recouvretesnGR RhD par des anticorps

grace a la déviation des Ig antitétaniques attistesune grappe d’antigenes tétaniques pour



chaque site de fixation reconnu par le scFv aniRbne telle amplification devrait
permettre la destruction dans la circulation des R par le systeme du complément,

évitant ainsi toute immunisation.

PARTIE VI :
MODELE DE VALIDATION, IN VITRO PUIS IN VIVO, DU CO NCEPT SUR
CELLULES TULMORALES

Les applications de [lactivation du complément déw@rapie sont essentiellement
tournées vers I'élimination des cellules cancémeuSependant, la surexpression des protéines
régulatrices du complément (CRP) a la surface disles tumorales, n’a cessé de présenter
un sérieux obstacle a des avancées significatieesette approche, malgré les dernieres
démarches proposant l'utilisation d’anticorps naligants les CRP en supplément aux

anticorps antitumoraux.

Le concept de la redirection de la réponse immuaerinale, a l'aide de protéines
recombinantes hétérofonctionnelles est tdastéjitro puisin vivo dans cette partie, pour le
ciblage et la destruction des cellules tumorales den modele murin de xénogreffe.

Notre approche repose sur l'amplification de laorége immune en augmentant le
recouvrement des cellules cancéreuses par lesagappltivalentes d’'antigénes tétaniques
reliés a un fragment d’anticorps VHH anti-CEA (getie carcino-embryonnaire).

Nous avons choisi d’analyser l'efficacité de I'metion du complément dans une
approche d’inhibition du développement tumoral ddasperspective d’'une application
thérapeutique pour la prévention des récidives dugsellules métastatiques.



AcM
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ADEPT

ADN
AIFM
APC
BAGE

BCG
BiTEs

Clinh

Clqg
C3b

C4d
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CDC
CDR
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Anticorps monoclonal
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anticorps

Thérapie par prodrogue activée par des
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Allo-immunisation feeto-maternelle
Protéine C activée
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FcyR  Récepteur pour les Fc des Ig
FH Factedir
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HRF Inhibiteur membranaire de la lyse
réactive
Ig Immunoglobuline(s)
IL Interleukine
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MAGE Amigée mélanome

MCP Cofacteur protéigue membranaire
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NK  Natural killer
PAL Phosphatase alcaline
PBS Tampon phosphate
PCR Réaction de polymérisatiothaine
PSF Pénicilline, streptomycine et

fungizone
PVDF  Polylidgne difluoride
RAGE  Anédgemoral rénal
RAI Recherche d’agglutinines
irréguliéres
Recab  Anticorps cotoétrique recombinant
RH:1  Antigene Rhésus D positif

RhD Agéine Rhésus D positif
SAB Séribnraine bovine
scdHLX  Structure de type Leucine Zipper en
double hélice
scFv Fragmeniblas en chaine unique
SCR Courtes consensus répétees

scZIP Chaine simple de type Leucine Zipper
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INTRODUCTION



|. LE SYSTEME IMMUNITAIRE : DESCRIPTION DE CERTAINS
ELEMENTS ET LEURS UTILISATIONS EN THERAPEUTIQUE

[.1. Réle du systeme immunitaire

Le terme immunité (du latimmmunis libre ou exempt) s’adressait initialement a la
résistance des individus vis-a-vis des infectionsrobiennes. Cette définition s’est élargie
aujourd’hui a I'ensemble des réactions tendantiidér des substances non reconnues
comme “éléments du soi”. Par extension, cette #gipei désigne aussi I'ensemble des
facteurs humoraux et cellulaires qui protégentgiémisme contre les agressions infectieuses,
parasitaires et les proliférations malignes.

Sur la premiére ligne de défense, le systeme dpléonent figure a c6té des anticorps,

comme l'effecteur principal de la branche humordhlesystéme immunitaire.

[.2. Le systeme du complément

C’est un systéme de défense ancestral, non spéxifieflicace et permanent de
immunité humorale innée. Sa fonction principaléta traditionnellement considérée comme
la reconnaissance et I'élimination des agents gaties par lyse directe (Moffit al, 1994)
et / ou opsonisation préparant la phagocytose (Bra®91), (Mueller-Ortizt al, 2004).

Au cours de la derniére décennie, le systeme dipldmment a été identifié comme acteur
principal dans la régulation de 'immunité. Il paipe aux réponses immunes adaptatives en
complétant I'action des anticorps (Molied al, 1996), conditionne la réponse immunitaire
par les lymphocytes T (Kayat al, 2001), influence I'élaboration du répertoire ihdes
anticorps (Fleminget al, 2002) et régule la tolérance aux auto-antigénettaires (Prodeus
et al, 1998), (Carroll, 2000). En plus de ses fonctionsmunorégulatrices, de nombreuses
études insistent sur les conséquences des aspdictdogigues du complément : ischémie et
maladies inflammatoires et auto-immunes (Holle@93).

Les composants du complément sont sériques etifsiaeh présence d’'un facteur
immunogeéne ils s’activent en chaine aboutissameaaxplosion exponentielle en quelques
secondes du nombre des molécules du complémela faateur activateur. Cette action reste
breve et localisée. La courte durée de vie des osams du complément lui permet de



reprendre son état inactif au bout de quelquesekelra présence d’'une large gamme de
protéines réegulatrices du complément (CRF&mplement Regulatory Prote)nsontribue
€également a éviter son activation excessive.

L’activation de ce systeme peut se faire selors tvoies : voie classique, voie alterne et

voie des lectines.

[.2.1. Les voies d’activation du complément

L’activation du complément par les trois voies ai $elon différents “déclencheurs”
mais elles aboutissent a la formation de C3b, érdearniere du systeme du complément
contribuant a de nombreuses fonctions essentiddeBimmunité innée. La succession des
différentes étapes aboutit, par 'assemblage ssifcds molécules, a la formation d'un
complexe d'attaque membranaire (CAM) responsabldadbse de I'élément ciblé. Elle
permet également de générer des molécules néassadippsonisation pour la phagocytose
(C3b, iC3b et C4b) et au maintient de I'état inflaatoire (C3a, C4a et C5a) (Fig.1).

Voie Classique Voie des lectines voie alterne
Complexes Ac_Ag Surfaces microhiennes (mannose Spontanée/amplification
Autres : ex. CRP Autres tex. Jga Surfaces élrangéres

Ciq MBL C3(H,0)
C1r, C15 gmm = MASPs
P : - D
.c / /| @ )
4
l o \ \ C3(H,0)B
cé Supcz>can / \ cda C4bC2>C2b w \
N e

B

Cab2a C3(H,0)Bb /'

iy,
C4BP

l cab cahabﬁi
~ Cab2a3b C3b3bBbE :

et on %\"‘vﬂ—l}/ﬂs 4—//

phase fhiide

—— C5a ¢sp -
MCP ‘iIMb 059
eR1 DAF CE+CT+CB+CO +™ 2
Phase fwide
Inhihileurs neendh raai res
de CIh et Cth SC5b-9

Complexe terminal du complé ment

Figure 1. Les voies d’activation du complémentafadés Mollne®t al, 2006).



[.2.2. Régulation du systéme du complément

Un mécanisme général de régulation de toutes les \du complément est I'extréme
labilité de ses nombreux constituants qui subissem inactivation spontanée lorsqu’ils
diffusent loin de leurs cibles. De plus, le systanecomplément comporte une série de CRP
membranaires et sériques qui inactivent difféeresamposants du complément tels que
linhibiteur du C1 (Clinh), la C8inding Protein (C4BP), le facteur H, le récepteur du
complément du type 1 (CR1, CD35), le cofacteuré@aqute membranaire (MCP, CD46), le
facteur accélérateur de la dissociation (DAF, CD¥b)acteur |, la protéine S, l'inhibiteur
membranaire de la lyse réactive (MIRL, HRF, CD59gse inhibiteurs des anaphylatoxines.

1.2.3. Applications de I'activation du complément en théraeutique

v

L’hyperactivation incontrdlée du complément a étsignée comme la cause d’'un
certain nombre de maladies inflammatoires et autaines telles que l'arthrite rhumatoide,
'angicedéme héréditaire, le lupus érythémateuxesysjue (LES), le syndrome de réponse
inflammatoire systémique, le syndrome de détresspinatoire aigué, le choc septique et
I'artériosclérose (Mollnest al, 2002).

Les CRP ont fait I'objet de plusieurs études dan$&ut de les utiliser comme outils
thérapeutiques pour le traitement de certainesedemaladies (FH, CR1, DAF, MCP et CD59
recombinants solubles) (Mollnes al, 2006).

Plusieurs déficits héréditaires et acquis peuvgatednent atteindre les composants du
complément. Ces déficits se traduisent par des ®ymgs semblables, en particulier une
augmentation importante des maladies associéedendts de complexes immuns, telles que
le LES, la glomérulonéphrite et les vasculariteso@an et al, 1991). Les traitements
proposés consistent généralement en l'associationmdinosuppresseurs corticoides et
d’anti-inflammatoires non stéroidiens.

Les personnes atteintes peuvent également présiaganfections bactériennes récurrentes.
Dans ce cas les traitements proposés sont estantael les antibiotiques.
Quelgues approches thérapeutiques substitutivasiontré I'efficacité de I'administration de

certains premiers composants de la cascade du éorapt.



L'un des meilleurs exemples est I'administration disses de C2 aux patients qui en sont
déficients et atteints de LES (Steinsseinal, 1989). Bien que cette approche ait permis

d’avoir des résultats encourageants, elle ne dargtias une démarche généralisée.

Les propriétés du complément ont été par ailleé@®utnées pour des applications
thérapeutiques non liées aux maladies inflamma@tauto-immunes.
En dehors de I'application du complément pour lelagie et la destruction des cellules
tumorales, tres peu de recherches se sont intéeegsson utilisation contre d’autres types
cellulaires. Dans ce cas, les cellules ont esdkamtient servi de modéles de faisabilités et
d’évaluation du concept du ciblage.
Un rare exemple d’'une étude menée par I'équipe @RMAN BP, a proposé un modele de
ciblage et de lyse complément-dépendante de glslvalegges (GR) préalablement biotinylés
apres fixation,in vitro, a la streptavidine immobilisée (Muzykantet al, 1996). Cette
approche a été proposée dans la perspective déopgee un outil permettant de délivrer
localement des molécules thérapeutiques.
Une récente étude de I'equipe de HOURCADE DE, atrédrefficacité d’'un scFv couplé a
la properdine (qui stabilise la C3 convertase devde&e alterne) a entrainer une lyse
complément-dépendante des GR (Spiteeral, 2007). Cette étude ouvre la voie sur
I'exploitation d’autres éléments du systéme du c@mgnt pouvant améliorer son efficacité

en applications thérapeutiques.

L'utilisation du complément pour la destruction deslules tumorales s’appuie sur
deux avantages. D’'une part, la faible taille desmposants du complément qui facilite leur
pénétration dans le tissu tumoral, et d’autre fgant disponibilité locale car produits, pour un
grand nombre d’entre eux, par de nombreuses cellnenunitaires. Le facteur limitant
majeur reste I'effet inhibiteur exercé par les CiR¥3 souvent surexprimées par les cellules
tumorales. Ce mécanisme leur permet d’échappeattadue du complément.

Plusieurs études ont proposeé l'utilisation d’ampsoneutralisants les CRP membranaires en
supplément des anticorps antitumoraux. Cette ddmaaec permis d’avoir des résultats

prometteurs sur des modeles animaux (Matail, 2007).



[.3. La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorgdDCC) et ses
applications en thérapeutique

De nombreuses cellules douées d'un potentiel cyigpie expriment des récepteurs
membranaires de la région Fc des anticorps. Lsolaspécifique des anticorps a une cellule
cible, permet aux cellules cytotoxiques de se me#tn contact de ces derniéres et de
provoquer leur lyse. Parmi les cellules qui medigRDCC, figurent les macrophages, les
monocytes, les neutrophiles, les eosinophilessetddules Natural Killer (NK).

Les monocytes et les macrophages possedent trpes tge récepteurs pour les
fragments Fc : a haute affinité ¢RI = CD64), a affinité intermédiaire (Il = CD32) et a
faible affinité (FgRIIl = CD16). CD64 est dominant sur les monocyte<CB32 sur les
granulocytes. La liaison de I'ensemble de ces ledla une cible provoque la libération de
diverses substances (enzymes lytiques, perforiremzgmes...). De plus, les monocytes
activés, les macrophages et les cellules NK sétrétdacteur de nécrose tumorale (TNF), a
effet cytotoxique sur les cellules cibles liées.

Les cellules NK, dénommées ainsi en raison de ¢gtotoxicité non spécifique, ne
s’attaguent pas aux cellules exprimant un taux abmhe molécules de CMH-I (Complexe
Majeur d’Histocompatibilité de classe 1), mais tuelats cellules portant des molécules de
CMH faiblement exprimées, absentes ou étrangeresgmenes fréquemment associés aux
infections virales et transformations malignes.

Les cellules NK exercent leur fonction effectricgtotoxique par apoptose induite par
l'interaction avec les récepteurs CD59 des cellubddes ou par déclenchement du
programme cytolytique ADCC suite au relargage dangiles lytigues de perforine et de
granzyme apreés interaction de leurs récepteurs G@6 les anticorps.

Plusieurs applications de 'ADCC ont été réaligéesr le ciblage et la lyse cellulaire.
L'un des exemples les plus récents est celui gedduction d’un anticorps monoclonal anti-
Rhésus D (RhD) présentant une forte liaison augptétirs CD16 et capable d’'induire une
activation des cellules effectrices NK, avec comuoesequence la lyse des GR RhD (Cortey
et al, 2006).
Le ciblage et la destruction des cellules tumoraléaide de 'ADCC présente également un
domaine d’application trés important. L'un des piens anticorps antitumoraux, le
Rituximab, stimule une réaction lytigue conduisaria mort de la cellule suite a la fixation

des cellules effectrices (LT cytotoxiques ou ceduNK) a sa portion Fc (Milleat al., 1982).



II. DEVIATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE

[1.1. La vaccination

Le but principal de la vaccination est d'induirgotaduction par I'organisme d’anticorps
dirigés contre un élément pathogene spécifiquexite quatre types de vaccins selon leur
préparation : agents infectieux inactivés, agentgants atténués, sous-unités d’agents
infectieux et toxines inactivées. La vaccinationtp&re préventive ou thérapeutique.

En France, les vaccinations ont depuis 1950 comdridudiviser par 30 ou plus la

mortalité due a certaines maladies infectieusaaye le montre le tableau (1).

Diphtérie Tétanos Poliomyélite  Tuberculose  Coquwduc¢
En 1950 50 - 100 20 -50 5-10 300 - 10p0 20 -
Aprés 1990 0 0,25-0,5 0 13 0,1

Tableau I. Effet de la vaccination sur le nombraldees en France. Mortalité par million de
personnes. Source INSERM.

La liste des vaccins obligatoires en France estséee contre les maladies suivantes:
diphtérie, tétanos, coqueluche, poliomyélite, méindue au germeaemophilus influenzae
de sérotype b, hépatite B, tuberculose (BCG), rolegeubéole, oreillons, pneumonie due au
pneumocoque et cancer du col de I'utérus causke papillomavirus humain (BEH, 2007).

Le niveau du suivi vaccinal ainsi que les listes @gents ciblés est pratiquement
identigue dans tous les pays développés. Quelgaesing spécifiques a des régions
endémiques sont désormais obligatoires dans cemaiys du tiers-monde (fievre jaune en
Afrique et Amérique du sud, méningite a méningamsgdans des pays Africains de la
“ceinture méningitique”).

Idéalement, les vaccins ne doivent étre inoculésugubersonnes en bonne santé car
des effets secondaires plus ou moins séveres peé@ben observés avec une fréquence
variable (fievre post-vaccinale). Les accidentstfgig gravissimes, restent exceptionnels
(allergie).

Les vaccins peuvent cependant étre administréssapdesonnes porteuses de maladies
chroniques qui sont particulierement sensiblesrtaioes infections comme par exemple la

vaccination antigrippale des patients porteurdettibns respiratoires).



Finalement, bien que l'intérét de la vaccination swt pas contestable, certaines
études faites a grande échelle et organisées PMS’ ont démontré par exemple que le
vaccin BCG n’avait aucune action préventive surftasnes de tuberculoses pulmonaires
adultes (Indian J. Med. Res. 1999) et que l'efitéadu vaccin contre le choléra n'est pas

actuellement bien établie (Institut Pasteur).

[1.1.1. Exemple de la vaccination antitétanique
11.1.1.1. Définition du tétanos

Les symptémes cliniques du tétanos sont liés arddygtion d’une neurotoxine trés
active: la tétanospasmine, lors de la croissanceCllestridium tetani(Eisel et al., 1986),
(Fairwweatheret al, 1986).Cette bactérie anaérobie n’envahit pas I'organisimé&nfection
bactérienne reste localisée germe du tétanos se trouve partout dans I'enmgment (terre,
boue, poussiére...) et pénétre dans le corps a bamtae Iésions de la peau. Ces spores sont
transformées en bacille®taniques dans le tissu nécrosé, sous une pressiluite en
oxygene. Le malade ressent des contractures mussu@mmencant au niveau de la face
(trismus), puis se généralisant a tout I'organisireraison de ces contractures, le corps décrit
un arc de cercle (opisthotonus), et le malade néssee douleur intense. La téte et le tronc se
renversent en arriere, les bras et les jambesesomixtension. Malgré les soins, le malade
décéde dans un cas sur deux par asphyxie ou gacardiaque (Galazka, 1993).

La toxine tétanique diffuse vers son site d’acti@ans le systéme nerveux central, grace
a un transport rétrograde le long des nerfs. Ln&otétanique est neurotrope: elle se fixe sur
les récepteurs gangliosidiques des terminaisongeunses. Une fois fixée au tissu nerveux,
elle n'est plus affectée par I'antitoxine tétanigi#le s’accumule dans le systéme nerveux
central et bloque la libération dans les synapesieurotransmetteurs inhibiteurs tels que la
glycine et 'acide gamma-aminobutyrique. La toxté&nique est trés toxique ; on estime la

dose mortelle pour 'homme a moins de 2,5 ng pagkhmme (Galazka, 1993).



11.1.1.2. Immunité induite par I'anatoxine tétanique

Gaston RAMON fut le premier & démontrer en 192% Igutoxine tétanique qui a subit
l'action simultanée du formol et de la chaleurtrsmsforme en un dérivé inoffensif mais qui
conserve intacte son pouvoir vaccinant. Il le nonamatoxine tétanique.

L’anatoxine tétanique est adsorbée sur des selandi@um (hydroxyde d’aluminium ou
phosphate d’aluminium) afin d’accroitre son antigiéé. Elle est stable et ne perd pas son
potentiel immunogéene aprés plusieurs mois a terhpéraambiante ou aprés plusieurs
semaines a 37°C.

L’'immunité envers le tétanos est médiée par lek@mis spéecifiques appartenant a la classe
des IgG, capables de passer aisément la barriacerhire et diffuser a travers le systeme
sanguin et les zones extravasculaires. lls pewnautraliser la toxine tétanique dans une plaie

infectée.

[1.1.1.3. Réponse immunitaire apres la vaccination

La protection obtenue avec une seule dose d’amsast faible ou inexistante. Deux a
guatre semaines apres la seconde injection, lerteayen d’anticorps antitétaniques dépasse
le seuil protecteur minimum de 0,01 Ul/ml, bien d@igpourcentage de personnes faiblement
immunisées «faibles répondeurs » soit encore de. 10% an apres, le pourcentage
d’individus peu immunisés peut atteindre 20% etitte moyen d’anticorps décroit vers un
seuil. Le risque de tétanos est plus élevé powrréants dont les meres ont une faible réponse
immunitaire. Pour cette raison, il est nécessdadrdinistrer une troisieme dose d’anatoxine
lors d’'une deuxieme grossesse ou 6 a 12 mois desedeux premieres injections. Une
troisieme dose d’anatoxine induit une trés fortedprction d’antitoxines, avec des titres
moyens variant de 1 a 10 Ul/ml. Dans ce cas, I'imitéuest élevée et de longue durée. Un
mois aprés la troisieme injection, le pourcentagdadsdes répondeurs est négligeable et les
taux protecteurs se maintiennent pendant au maits ans. Apres cette troisieme dose,
chaque injection supplémentaire, espacée d’au mwiran, augmente le taux d’antitoxine et
prolonge la durée de 'immunité. L'immunité durd@ans apres la quatrieme injection, et au
moins vingt ans apres la cinquieme (Fig. 2). Clezdnfants, les trois premiéres doses de
vaccin DTC, induisent un titre d’anticorps supériaur minimum protecteur (> 0,2 Ul/ml)
(Edwards, 1989), (Pichichest al.,, 1986).



Figure 2. Réponse anticorps a I'anatoxine tétan{@dg. Lestitres d’anticorps antitétaniques de I'adulte apaes
primo-vaccination et rappels avec I'AT. Le niveaul& durée de I'immunité augmentent avec le nombre
d’injections d’AT.

[1.1.2. Caractérisation et applications de I'entité immuno@ne de la toxine
tétanique

L’agent vaccinal, utilisé chez 'hnomme, contre Eanos est I'anatoxine tétanique.
Cependant, seulement une sous-unité de la toxdshenmunogene et non toxique.
En effet, la toxine tétanique est synthétisée $oume d’'une chaine polypeptidique de 150
kDa (Galazka, 1993), clivée par la suite par lestgases clostridiales pour donner deux
fragments : une chaine Iégere N-terminale (L) d&3& et une chaine lourde (H) C-terminale
de 100 kDa, reliées entre elles par un pont diselfiEdwards, 1989). Le traitemantvitro
par la papaine ou d'autres protéases, engendre puoi€olyse au niveau d'un site

supplémentaire (Pichicheat al, 1986), donnant lieu a deux fragments:
- La chaine L entiére reliée a la moitié N-terméndé la chaine H ({).

- La deuxiéme moitié C-terminale de la chaine ld fragment C de la toxine tétanique
(TTFQC) (Fig. 3).
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NH; 4 i Y }coon
50 kDa 50 kDa ' 50 kDa

Figure 3. Représentation schématique de la toXitemigue. La toxine active est composée de delneha
(L+H) reliées entre elles par un pont disulfure. tlaine H peut étre subdivisée en deux domaines

fonctionnels K et TTFgC.

Chacun des fragments de la toxine tétanique repesen domaine fonctionnel
nécessaire pour les différentes étapes de linabis. En effet, la chaine L, porteuse de
l'activité toxique, est une endoprotéase zinc-dépetel responsable du clivage de la
synaptobrévine & la position G#Ph€’, empéchant ainsi I'exocytose des neuromédiateurs
(Fig. 4) (Bizzini, 1978).

La partie N-terminale de la chaine HyjHest responsable de la fixation et l'internalisatde

la TT dans les cellules neuronales (Simonsen, 19B®)chidaet al.,1989).

Figure 4. Mode d’action de la toxine tétanique.Tdaposséde une activité protéase dirigée contr8NSRE
(Soluble NSF Atachment protein Reptol). La synaptobrévine, ou VAMP, est présente sundmbrane des
vésicules de neurotransmetteAl €t elle est la cible de la chaine L de la TTclieage de la VAMP rend
impossible les interactions avec la SNAP 25 eytdaxine B). Elle empéche ainsi la membrane des vésicules
synaptiques de fusionner avec la membrane présyoapt bloque I'exocytose des neuromédiate@js (

Le TTFgC est I'entité immunogéne et non toxiqudad&T, il est nécessaire et suffisant
a la reconnaissance et la fixation a la celluleveigse (Morriset al, 1980), (Fotinoiet al,
2001), l'internalisation et le transport axonarograde et trans-synaptique de la toxine (Fig.
5, 13) (Goldberget al., 1981), (Herrerot al., 2000). En effet, I'entrée de la TT dans la
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cellule neuronale passe par la fixation du TTFgC a@sidus d'acide sialique ou N-
acétylneuraminique (NeuAc) des gangliosides dedmbrane cellulaire (Fig. 6, page 13).

La structure cristalline obtenue par rayons X (Umdlat al., 1997), (Emsleyet al, 2000),
indique la présence de deux domaines dans le TTRg@ :partie N-terminaléectine-like
embobinée et une région C-terminale en triple ietuf (Fig. 5, page 13) (Fotinoat al.,
2001). Les études biochimiques et mutationnellesneontré que ce dernier domaine du
TTFgC contient les sites de fixation aux ganglieside la cellule neuronale (Fig. 5, page 13)
(Lalli et al, 1999), (Halperret al, 1993), (Figueired@t al, 1995). L'analyse des sites de
reconnaissance a montré I'implication de la régivaisinant le résidu H{&> dans la fixation
aux gangliosides (Shapiet al, 1997), et dont la valeur de la constante dendiaton Ky est

de I'ordre du nanomolaire (Halpeet al, 1995).

Actuellement, peu de données sont disponibles pmpliquer le mécanisme par lequel le
TTFgC arrive a distinguer les caractéristiques strates des différents gangliosides ;
molécules présentes non seulement a la surfaceealletes neuronales mais présentent un
constituant universel des membranes phospholipgdigles cellules. Une récente étude de
I'équipe de BURLINGAME, essaie de répondre a cgttestion en montrant que le domaine
de fixation du TTFQC contient deux sites de liaimapables d’accommoder des résidus de
NeuAc séparés de 25 A de distance. Ce résultatoespatible avec la structure du:g le
trisialo sphingolipide a structure ramifiée hydndmanée contenant un résidu NeuAc sur un
bras et deux autres sur le deuxiéme bras, distamtsussi de 25 A. La liaison TTFgC +6&
représente la plus forte et la plus spécifiqueramtiton ganglioside / TT (Fig. 6, page 13)
(Prietoet al, 2006).

Plusieurs études ont détaillé depuis quelques désras propriétés immunogenes du
TTFgC et ses applications pour la vaccination al@nwontre le tétanos ainsi que son
association a des antigenes pour induire une insation contre plusieurs agents a la fois
(exemple ; vaccins diphtérie-tétanos, diphtériartés-coqueluche) (Galazka, 1993),
(Pichicheroet al, 1986).

Suite a I'essor des vaccins basés sur des vecotanrsts, le TTFgC a été exprimé seul
ou associé a d’autres antigenes, a la surfacemtagariés tels quBalmonella typh{Barry et
al., 1996), (Leeet al, 2000), Mycobacterium bovis bacille de Calmette-Guerin (BCG)
(Stoveret al, 1991), (Abomoelalet al, 1999),Lactococcus lactigRobinsonet al., 2004),
Streptococcus gordon{Medagliniet al, 2001) eBacillus anthracigMesnageet al., 1999).
L'utilisation de cette stratégie vaccinale permetcdnférer une protection a la fois contre le

tétanos et d’autres agents pathogenes. La présentis antigenes a la surface des cellules
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permet d’augmenter considérablement la réponse manet la durée de l'immunité. Cette

nouvelle voie présente aussi I'avantage d’'une ptssidministration, chez les animaux, a
travers les voies buccale ou nasale selon le tgmtében, cependant elle reste a I'heure
actuelle au stade expérimental.

Grace a ses proprietés de reconnaissance, deofixaux cellules nerveuses,
d’internalisation et de transport rétrograde adrava moelle épiniere, le TTFgC a été utilisé
dans plusieurs applications ayant pour but d’iniieun agent thérapeutique dans le systéme
nerveux. Dans le cadre du traitement ou de la ptéoredes maladies neurodégénératives, la
capacité du TTFgC a délivrer au systéme nerveuxlange gamme de molécules reliées par
fusion chimique ou génétique, a été exploitée diassétudes récentes. Ainsi les transports
vers le tronc cérébral, les neurones moteurs atdelle épiniere, grace au TTFgC, ont été
appligués a des agents neurotrophiques nécessairkss survie et la croissance des
motoneurones tels que la cardiotrophine-1 (Figpae 14) (Bordeet al, 2001), I'GF-1
(Insulin-like Growth Factor-1 (Payneet al, 2006) et la superoxyde dismutase (Matthews,
2000), (Franciet al, 1995).

La propriété du TTFgC comme puissant agent recrudes effecteurs de la réponse
immunitaire a été exploitée en I'associant a uesye de ciblage des cellules tumorales.

Une étude de I'équipe de RICE J, a permis de mohimduction d’'une réponse antitumorale
des lymphocytes T chez des souris ayant subimafeation d’ADN codant I'épitope AH1 de
la lignée CT26 du carcinome du c6lon, relié a I'Abddant le TTFgC (Buchaat al, 2005).

Région en
tri -feuillet B

._._: 1 . 3 _-. _. % |||I e ,
Région i -: QII g
lectine-like _ - ! —
_

s
f A 1G

Figure 5. Structure tridimensionnelle du TTFgC. La  Figure 6. Interaction entre un ganglioside et ses

région C-terminale en triple feuill§tcontient les sites sites de fixation sur le TTFgC. Deux résidus NeuAc
de fixation aux gangliosides de la cellule neurenal du G distants de 25 A sont fixés sur le premier
(d’aprées Fotinowet al, 2001). TTFgC (bleu). Le troisieme NeuAc est lié au

TTFgC en rouge. (d'aprés Fotinetial, 2001).
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Figure 7. Stratégie thérapeutique pour la prévantiovivo de la dégénérescence des motoneurones par igilisat
d’'une cytokine couplée au TTFgC. Le complexe TTIgtkine se fixe, avec une forte affinité, aux rEtears
des terminaisons nerveuses. D'aprés cet exempleerfiction entre le TTFgC/CT-1 et le récepteur imemaire
de la CT-1, active la voie intracellulaire de la-CTLa fixation du complexe au récepteur du TTFg@Qduit a
l'internalisation ainsi gqu’au transport rétrogragtetrans-synaptique de la protéine couplée. Catiegie permet
l'arrivée du signal de CT-1 aux motoneurones catticaffectés dans les cas de sclérose amyotroplitgrale
chez 'Homme. (d’aprés Bordet al, 2001).

En conclusion, le TTFgC conserve les propriétésrafmnnaissance, de fixation,
d’internalisation, de transport axonal rétrograaiesi que le puissant potentiel immunogene
de la toxine tétanique, sans son caractere toxi§as.qualités neurotropes ont permis des
avancées dans le traitement des maldies neurod@tjges. Les avantages du TTFgC comme
agent vaccinal ont été largement exploités dansafgdications animales et I'anatoxine
tétanique a permis une couverture vaccinale a é¢¥ehmondiale chez I'Homme.
L’exploitation du pouvoir immunogéne du TTFgC pdearciblage cellulaire représente un
aspect tres intéressant. Le schéma réactionnetedans ce cas de la présence des anticorps
antitétaniques post vaccinaux nécessaires a déitioti de l'activation des mécanismes

effecteurs de la réponse immune par le compléntdrdaiepar ADCC.
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[I.2. PREVENTION DE L'ALLO-IMMUNISATION RHESUS-D FOETO-
MATERNELLE

La premiére description de la maladie hémolytiquenduveau-né est historiquement
associée a la découverte du systeme Rhésus (Rh3wrfhce des globules rouges (GR) par
Philippe LEVINE, en 1939 (Levinet al, 1941). Cette découverte a conduit a des progres
importants car a partir de ces travaux, cette nmlad été successivement reconnue,
diagnostiquée, traitée puis prévenue. Le systeme’'ddh avéré également de toute premiere
importance en médecine transfusionnelle a cause sde polymorphisme et de

immunogénicité de ses antigénes.

[1.2.1. Le systeme Rhésus
11.2.1.1. Définition

Le systeme Rh est un systeme génétique indépeddanautres systemes de groupes
sanguins (ABO, Kell, Duffy...). Les antigenes du grelRh sont représentés par une famille
de protéines transmembranaires hydrophobes nongyliges de 30-32 kDa. Les protéines Rh
sont codées par deux genes homolodridD et RHCE (96% d'identité de séquence)
organisés en tandem sur le chromosome 1 (p34.1-1pB6¢parés de moins de 450 000 pb
(Cherifet al, 1991), ( Macgeocht al, 1992). Les protéines D et non-D (417 acides as)in
different par 35 substitutions et possedent uneltgie membranaire semblable caractérisée
par de courtes boucles hydrophiles reliant doufiedstransmembranaires. Les extrémités N
et C-terminales sont intracytoplasmiques (Fig. ®s@art, 2006). Plusieurs études détaillent
limplication des protéines Rh dans le maintien l@symétrie des aminophospholipides
(Schroitet al, 1990). D’autres, récemment publiées, leur atéitt un réle de canaux a gaz
biologiques pour NElet CQ (Kustuet al, 2006), (Ripochet al, 2006).

Il existe six alleles Dd, Cc et Ee dont la transiois est mendélienne simple par
haplotypes. La présence ou l'absence du gB#D et de son produit déterminent
respectivement la base des phénotypes Rh-poshiD (Bu RH : 1) et Rh-négatif (Rhd ou
RH : -1), tandis qu’un polymorphisme des positié08 et 226 dans le produit du géRdCE

détermine respectivement la base des phénotypgsSe€ienutée en Pro) et E/e (Pro mutée en
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Ala) (Fig. 8, 9) (Cartron et al., 1993), (Cartrdri§94). Les autres polymorphismes résultent
essentiellement d’événements de conversion ergrgelees RH ou de mutations ponctuelles.

La densité antigénique D varie selon le phénotypeHRe est comprise entre 10 000 a
30 000 sites/cellule (Fig. 9).

Figure 8. Polypeptides RhD et RhCE. Les deux pnegsont formées, chacune, de 417 acides amindéhfiguent

par 35 substitutions. La protéine décrit une chaimeze fois transmembranaire aux extrémités N &tr@inales
intracytoplasmiques. Les cercles blancs représetgseraa communs aux deux protéines. Les cerclies sont des

aa spécifiques des protéines RhD. Les cerclesgniles aa spécifiques des protéines RhCE. Letesanuges sur

le géneRHCE correspondent aux nucléotides polymorphes poure€CE/e. Les aa correspondants sont représentés
sur la protéine RhCE par les mémes cercles ro{dieprés Ansart, 2006).

Rh positif Rh négatif Rh nul
D+ D-- ,
Dc- Régulateur Amorphe
I
Pas de
géne D - Protéine D - Protéine D >< protéine
géne ) Pas de ) Pas de
CeEe -+ Protéines >< protéine -+ Protéines >< protéinex
CcetEe CcEe ou Ee CcetEe

Figure 9. Le locus RH. Représentation schématiquéadstructure des chromosomes Rh chez les sugets d
phénotype Rh positif (D +, D - - et D ¢ -), Rh n#éfgat Rh nul. Seul le gene CcEe est présent ettiomnel chez

les sujets Rh négatif. Chez les sujets Rh nul (aégur et amorphe), les génes D et CcEe ne sont pas
fonctionnels.
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Cing protéines au moins, codées par des géenesdisstindépendants définissent le
complexe membranaire Rh : Rh, LW (Landsteiner-Wigégalement appelé ICAM-4 (Bailly
et al, 1994),

Rh50 (glycoprotéines de 50 kDa) (Moaekal., 1987), CD47 (glycoprotéine de 47-52 kDa)
(Mawby et al., 1994), et GPB (Glycophorine B : glycoprotéine é@ckn acide sialique)
(Cartronet al,, 1992).

[1.2.1.2. Autre systéme de groupes sanguins : le systeme MNS

Parmi les autres systemes de groupes sanguingtérse MNS reste, apres le systeme
ABO, 'un des mieux connus. Le systtme MNS estanaspble de I'essentiel de la charge
électronégative des GR, conférée par les aciddsjusa. Il est défini par un locus du
chromosome 4, codant pour les principales glyc&mes membranaires des GR humains :

glycophorines A et B.

11.2.1.2.a. LA GLYCOPHORINE A

Identifiée par WINZLER en 1969 (Winzler, 1969), ddycophorine A (GPA) est la
sialoglycoprotéine majeure (0,3%8 1,2.16 sites par GR) (Merrgt al, 1984), (Edwards,
1980) La molécule isolée posséde un poids moléculai&ldeDa. Elle traverse la membrane
de part en part avec un segment externe porteurradisaux glucosidiques chargés
négativement et se comportant comme des ligandsggnombreux virus (Fig. 10) (Tomita
et al.,1978). La molécule se présente sous deux formescaortvertibles dimériques (PAS 1)
et monomérique (PAS 2). Les homodiméres présenipat structure tertiaire en hélices
transmembranaires symétriques écartées d’'un anglé°d@g-ig. 11) (Furthmayet al., 1976),
(Chalouet al., 1994), (Smithet al, 1995), (Faret al., 2006). Le maintien de la stabilité de
cette structure est assuré par des liaisons noalartes : interactions de Van der Walls
(Mckenzieet al.,1997).

La fonction précise de la GPA reste mystérieusatdnt plus que les sujets possédant
des GR déficients en GPA, ne présentent aucun signigue. Cependant ils sont résistants a
I'invasion par certaines souches Blasmodium falciparunfparasite responsable de la forme
la plus sévére du paludisme), car les porteuradpécificité antigéniqgue M et N présentent
des ligands pour ce parasite. La GPA serait capfinliber la lyse autologue des GR par le

complément, en bloquant la formation de C5-C7 (Tarei al., 1993). Cette activité serait
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cependant accessoire par rapport a la fonctiomasiement remplie par CD59. Bien que la
GPA native ne contribue pas a la régulation de dapimologie ou des propriétés mécaniques
des GR, la fixation de ligands sur la GPA induie unteraction avec le réseau des protéines
du cytosquelette aboutissant a une rigidité menamanCe processus peut étre considéré
comme une forme de transduction de signal (Cleisk, 1985), (Paulitschkerat al, 1995).

Dans le but de concevoir des outils de diagnostodés sur les réactions
d’hémagglutination, quelques études ont proposéridesanticorps scFv (fragment variable
en chaine unique) bispécifiques pouvant a la feises a la GPA et a des épitopes d’agents
pathogenes (Lille¢t al.,1994), (Atwellet al, 1996).

double couche

milieu extérnieur membranaire cytoplasme
oo 20
2 4 10 12 14 22 26 37 44 50 %n—"
r__] A o 131
HaN 1 A COOH

O 00O 0O V5
L S J
] i 13 15 25 a7 oo

zone 71-92: grande fréquence de Leu, Val, lle, Phe. (P: unité glycannique

lide O-glycosidiquement
zone 93-131: grande fréquence de Glu, Asp, Arg, Lys. t unité glycannique

lide N-glycosidiquement
Les nombres précisent la position des acides aminds,

Figure 10. Structure schématique de la glycophokidetravers la membrane érythrocytaire.

e

Figure 11. Structure tertiaire de la région transimenaire du dimére de la
glycophorine A. Les hélices sont symétriques eseméent un écart de 45°.
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11.2.1.2.b.LA GLYCOPHORINE B

Glycoprotéine transmembranaire de 20 kDa richelecidges, moins abondante que la
GPA (2 a 3.10sites par GR). Elle est composée d’une chaingppljdique unique de 72 aa.
Son réle fonctionnel n’est pas clairement défiar, ke déficit total de ces protéines n’entraine
pas d’anomalies morphologiques et fonctionnelles@R ou des signes cliniques particuliers
(Cartronet al.,1992).

[1.2.2. L'allo-immunisation anti-RhD

L’allo-immunisation anti-RhD est responsable d’argsrfoetales et néonatales séveres

ainsi que d’icteres néonataux graves. Elle est dbez la femme RH: -1, a la synthese
d’anticorps IgG anti-RhD en réponse au passagsplacentaire de GR feetaux RH : 1 dans la
circulation maternelle. Le débit d'anticorps vems foetus dépend de deux éléments
principaux ; d’'une part la concentration sériquetarreelle en anticorps anti-RhD qui peut
entrainer, si elle est élevée, une hémolyse eangeie importante chez le fcetus, et d’autre
part la cinétique du transfert transplacentaireceke anticorps. En effet, la concentration en
IgG augmente au cours de la grossesse ; faibla dvanois, elle dépasse le taux maternel en
fin de grossesse ce qui confirme le caractere dgtifansfert (Fig. 12, page 20).
Les GR feetaux dans la circulation maternelle saimg pn charge et détruites par les
macrophages de la rate et du foie. Ces cellulexteffes captent les GR par I'intermédiaire
de la partie Fc des anticorps fixés. Le degré detiVation macrophagique est lié a
'appartenance de l'anticorps a l'une des sousselmsd’'lgG (IgGl, par exemple) plus
pathogene pour les antigenes D.

Actuellement en France, la prévention par immunogfioes anti-RhD au cours de la
grossesse n'est pratiquée qu’'en cas de situatiorisqae d’hémorragie foeto-maternelle
(HFM) ; on parle alors d’immunisation ciblée en cds métrorragies, fausse couche
spontanée, interruption de grossesse, grossessa-ugdtine, cerclage, traumatisme
abdominal, amniocentése ou autre prélévement aeulai

Il persiste cependant des cas d’allo-immunisatidrD Rjui peuvent avoir plusieurs
causes : prévention oubliée ou inadaptée (doses @élais), grossesses méconnues (fausses
couches précoces...). Enfin, certaines immunisatsamgiennent en cours de grossesses, le
plus souvent au cours du dernier trimestre, saoeuda de risque identifié d’'HFM. Ces
dernieres échappent a la prévention ciblée et omtlit de nombreux pays a proposer une
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injection systématique supplémentaire d’immunoglioies anti-RhD au troisieme trimestre
de la grossesse (Fig. 12).

Le nombre de grossesses chaque année en Framstirst a 800 000. Le groupe RH :
-1 représente en moyenne 15% de la populationdis@ge type caucasien. Cette fréquence
peut étre différente dans d’autres populations ¢Rraiet al, 1995), (Bernard, 1983). Les
Basques auraient une fréquence de RH : -1 de 35%l@pposé, les populations d’origine
africaine de 7%, et les Asiatiques de I'ordre @%®(Reidet al.,2004).
Au total, persisterait avec la prévention cibléerisque d’allo-immunisation foeto-maternelle
(AIFM) en France de 0,9 pour mille des femmes, 2 cas par an (Brossatial.,2003).

O 187 contact Heéexposition | 1. Grossesse 2. Grossesse
-y <0,5ml 29N, Feetus Rh+ N Foetus Rh*
Antigéne D genthrocytes| | | oGy
immunogéne Rh | ) Transfert d'un
i+ / : petit nombre
= 74 e d'érythrocytes
. (Rh) Transfert d'érythro- Rh™ suffisant
,a- ~— cytes Rht lors de Lyse l
EJ | | l'accouchement d'érythro-
i : ! . . ytes Production
Production Production Production d'Ac 2.4 ; A
{ mi dligM immédiate ‘ IgM dirigés contre e TS gakl
d'érythrocytes —#anti-0 d'lgG l'antigéne D [
Rh* chez15 p.100 . — :
2. Syndrome hémolytique des nouveau-nés
5 .-":'65\ - Y”'\._ ’
e ) — @ O
l SN C{\ 7
Production 7 Immunoglobulines  Lyse des
250 ml d'lgM anti-D anti-D immédiate-  érythrocytes :
érythrocytes —#=chez 80 p.100 | Feetus Rh* ment aprés absence de
RA* Meare Rh l'accouchement réponse
. . . ‘ immunitaire
1. Réponse immunitaire anti-D 3. Prévention de I''mmunisation anti-Rh

Figure 12. Allo-immunisation anti-RhD. L'expositiate la mére RH : -1, au cours d'urfé® grossesse, aux GR
de son foetus RH : 1, entraine la production chezdiee d’anticorps IgM anti-RhOL). Ces anticorps deviennent
plus spécifiques (IgG anti-RhD), aprés un nouveantact de I'organisme maternel avec le sang foethl R
pendant la 2" grossesse. Dans ce cas les IgG peuvent franchartére placentaire et provoquer la lyse des
GR foetaux Z). L'injection d’'lgG anti-RhD, immédiatement aprés 1°° accouchement, permet de prévenir
l'immunisation de la mér@&}. (d’aprés I'Atlas de poche d’'immunologie, Burnesét Pezzutto, p117).

11.2.3. Les différents protocoles de prévention de I'allomnmunisation
Rhésus D

La mise en application, dans les années 70, deofhplaxie de I'AIFM anti-RhD dans
le post-partum a contribué a faire baisser conalidément I'incidence de la mortalité
périnatale liee a cette affection. Elle consistejécter des immunoglobulines anti-RhD chez

toute femme RH : -1 non immunisée donnant naissange enfant RH : 1 ou dans les suites
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d'une interruption de grossesse ou dans les mtanténatales a risque d’'HFM. Son
efficacité lorsqu’elle est appliquée correctemegst actuellement bien établie. En France,
grace a la généralisation de ce protocole proptiglas, le risque d’AIFM a diminué d’un
facteur 10 en 30 ans ; l'incidence des cas d’AIFM ipaompatibilité foeto-maternelle RhD
est ainsi passée de 6 a 10 %o naissances vivanted 49&0 a 0.9 %o actuellement
(Ratsimbasafyet al., 2002). La persistance de cas résiduels d’AIFM-BhD (720 cas
estimés par an en France) (Brossatdal., 2003), malgré la prophylaxie actuelle censée
s’appliguer de maniere systématique ainsi que lsstatation que les anticorps anti-RhD
peuvent apparaitre dés la premiere grossesselmeitiee de risque identifié (le plus souvent
en fin de gestation), a conduit a soulever la gorestle la prévention systématique au

troisieme trimestre de la grossesse.

11.2.3.1. La prévention anténatale ciblée limitée aux situatins a risque

Cette prévention consiste a pratiquer l'injectiomndicorps anti-RhD dans certaines
situations obstétricales anténatales a risque d’Hpddentiellement sensibilisantes. Au-dela
du £™ mois, du fait de la grande disparité des volunie=M observés, les situations a
risque hémorragique important (interruption tardide grossesse, mort foetale uterq
traumatisme abdominal...) justifient la quantificatispstématique des GR faetaux dans la
circulation maternelle par test de KLEIHAUER daesbut d’adapter éventuellement des

doses a injecter.

11.2.3.2. La prévention anténatale « systématique »

Elle consiste a proposer systématiqguement, en @ngrit des situations envisagées
précédemment, une injection d’'lg anti-RhD au déthwt3™ trimestre de la grossesse. La
fréquence des HFM spontanées, d’autant plus élguéela grossesse est avancée, est a la
base de cette politique de prévention.

Il ne s’agit pas d’une question nouvelle puisqueype de prophylaxie a été proposé pour la
premiere fois en 1967 (Zipurskst al., 1967) et que les premiéres études remontent aux
années 1980 (Bowmaet al, 1978). Les modalités d’administration des Igsg@iogies et
dates) sont variables d’'une étude a l'autre, ceand difficile la comparaison des résultats et
donc I'établissement d’une ligne de conduite.
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Cette modalité de prévention est en vigueur dansomebreux pays industrialisés ou elle a
fait I'objet de directives cliniques argumentéé€sanada (Fung Kee Kurgg al.,2003), Etats-
Unis (Acog, 1999), Royaume-Uni (Leet al, 1999), (Chilcottet al., 2003). Les deux
modalités actuellement les plus employées consiatadministrer soit 300 pug (1500 Ul) a 28
semaines d’aménorrhée (SA) (Etats-Unis, Canada,gBsp@ays-Bas, Suisse), soit 100 ug
(500 UI) a 28 et a 34 SA (Royaume-Uni) (De Sital, 2003).

[1.2.4. Evaluation de I'efficacité des différents protocole de prévention

Une mise a jour d’'une méta-analyse établie paablé&sement Britannique Institut
National de la Santé et de I'Excellence Cliniqtat{onal Institute for Health and Clinical
Excellence NICE), en 2006, a détaillé onze études comparativesessais contrblés
randomisés (Hucheget al. 1987), (Leeet al., 1995), 7 études comparatives de cohorte
(Bowmanet al, 1978), (Parsonet al., 1998), (Bowmaret al., 1978), (Toveyet al, 1983),
une étude rétrospective en population de type saangts (48) et un essai d’intervention en
population comparant 2 régions (Mac Kensge al, 1999). Le tableau (Il) résume les
caractéristiques de ces études. Dans tous lesrmasdministration d’anti-RhD était pratiquée
en post-partum en cas d’accouchement d’'un enfant RH’hétérogénéité de ces études rend
difficile une analyse globale, on peut cependagidér les conclusions suivantes :

- Les posologies et les dates d’administrationlgemnti-RhD sont variables. Divers schémas

ont été utilisés : 300 pug a 28 SA, 300 ug a 28458, 100 pg a 28 et 34 SA, 50 pg a 28 et
34 SA.

- Sur la totalité des 11 études, le taux d'immuiosadans le groupe témoin (absence de
prophylaxie anténatale systématique) est globalelemogene de l'ordre de 1,5 % toute

parité confondue. Dans le groupe intervention (pnéion anténatale systématique), le taux
est inférieur, compris entre 0 et 0,9 % toute pardnfondue. Les résultats sont en faveur de
la prévention systématique dans tous les groupes.

D’aprés les données francaises (150 000 femmes-Rld 28 SA / an), le nombre de femmes

immunisées passerait selon BRANGER de (1 100 -02 pér an avec la prévention ciblée a

(375 — 455) par an avec la prévention systématmgwrean en France, soit une réduction de

(655 - 1 700) par an en prenant les hypotheseéregs (Brangeet al, 2006).

En conclusion, I'ensemble des données disponiblestrent que beaucoup d’AIFM

anti-RhD résiduelles (jusqu’ a 30 % dans certaiéegles) sont liées a une application
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imparfaite des protocoles de prévention actuellens@nvigueur en France. L’amélioration
des pratiqgues (meilleure utilisation du test de KIAUER, adaptation des posologies,
diminution des oublis...) est donc un préalable esderquelle que soit la politique de
prévention anténatale proposée : prévention cibiégée aux situations a risque avec ou sans
prévention systématique at™Strimestre.
Malgré I'hétérogénéité et le peu d’études publiéBsessais randomisés), les données
disponibles a ce jour sont en faveur dune préeentisystématique. Des études
complémentaires semblent nécessaires pour préeseates optimales d’administration des
lg anti-RhD, le nombre d’injections et la posologiale a adopter. Cependant la quasi-
totalité des auteurs concluent a l'efficacité ¢jue de la prophylaxie systématique soit a la
posologie de 300 pg a 28 SA, soit a la posologi@é@:ug a 28 SA, en complément de la
prévention postnatale. Cette prévention anténatabeclut bien sdr pas une prévention ciblée
supplémentaire en cas de situation a risque.

L’efficacité n’'est pas le seul critere a considépaur déterminer une stratégie de
prévention. Le co(t, les risques biologiques d’adeinistration a large échelle d’'un produit
dérivé sanguin, les possibilités d’approvisionnememn Ig ainsi que la modification des

pratiques de surveillance des femmes RH : -1, adbiggalement étre pris en compte.
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Tableau 1. Résultats résumés des 11 études pnisesrgte dans la méta-analyse de CHILCOTT pobHGE

Groupe prophylaxie anti-D Groupa témoin : prophylaxie ciblée
systématigue exclusive
Référence Type d’étude Schéma utilisé Sélectiondes| N R % immunisat. N R % immunisat.
patientes (95 % 1C) (95 % 1C)
BOWMAN | Prospective Norg  300pg x 2 Primigestes 1357 1 0,1(0,1a0,p) 2768 45 1,6422)
(1978) randomisée | a 28 et 34 SA
BOWMAN et | Prospective Non 300pug a 28 SA  Non sélect. 1805 11 0,6 (0,3a1) 3533 62 1,841R2)
POLLOCK randomisée
(1978)
TOVEY Prospective Nonn  100ug x 2 Primigestes 1238 5 0,4(0,1a0,8) 2000 30 1,521 a
(1983) randomisée | a 28 et 34 SA
HERMANN | Prospective Non 250ug a 34 SA Primigestes (P1) 236 4 1,7(0a33)| 286 5 1,7 (0,2a3,3)
(1984) randomisée Multigestes (P1) 332 1 0,3(0,3a0,9)| 359 7 1,9 (0,2 a4 2,6)
(P1) non sélect| 568 5 0,9(0,1a1,6) 645 12 1,9 (0,8a2,9)
BOWMAN et | Prospective Non 300pug a 28 SA  Non sélect. 9295 30 0,3(0,2a0,4) 3533 6P 1384R,2)
POLLOCK randomisée
(1987)
HUCHET Contrélée 100pg x 2 Primipares 461 0 - 454 4 0,9(0a1l,7)
(1987) randomisée | a 28 et 34 SA Multipares 138 1 0,7(0,7a2,1) 136 3 2,2(0,3a4,7)
Non sélect. 599 1 0,2 (0,2a0,5) 590 7 1,2(0,3a2,1)
TROLLE Prospective Non 300ug a 28 SA  Non sélect. 291 0 - 322 6 1,9(0,4a3R)
(1989) randomisée
LEE et Contrélee 50ug x 2 Primigestes 513 5 0,8(0,1a1,8) 595 9 15 (@5a
RAWLINSON randomisée | a 28 et 34 SA
(1995)
MAYNE Rétrospective 100pg x 2 Primipares 1425 4 0,3(0a0,6 1426 16 1,1 (s
(1997) (type av/ap) a 28 et 34 SA
PARSONS | Prospective Nonn NP (300ug ?)| Non précisé 9684 72 0,7 (0,6 20,9 Nan Non - (0,8 %)
(1998) randomisée a 28 SA précisé| précise
McKENZIE Comparative 100pg x 2 Primipares 3320 12 0,4 (0,2a0,6 3146 26 0,8(0,5a1,1)
(1999) communautaire| a 28 et 34 SA
N : nombre d’accouchements denfants RH: 1 par flsames RH: -1. R: nombre de femmes RH: -1 immunisées
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[1.2.5. Risques et effets indésirables clinigues et biolagies des
Immunoglobulines anti-RhD

Actuellement, la seule source d’lg anti-RhD esfréetionnement de plasmas humains
hyperimmuns fournie par des donneurs males RHhyderimmunisés par injections repétées
de GR RH : 1. Quatre-vingt dix sept pourcent desmpls proviennent des Etats-Ui@ertey
et al, 2006).

[1.2.5.1. Risques infectieux

Tous les producteurs d’lg soulignent I'importananaée a la sécurité virale de leurs
produits. Néanmoins, une possibilité de transmissiernvirus peut persister, en particulier
avec des agents infectieux non encore répertddi€3g 2002).

En ce qui concerne la transmission de prions par rdédicaments dérivés du sang (et
particulierement du nouveau variant de Creutzfelebh (nvMCJ)), aucun cas n’est rapporté a
ce jour (Corteyet al, 2006). Néanmoins, le fait de mélanger des dons pamduire des lots
d’lg pourrait augmenter le nombre des sujets exp@san plasma a risque infectieux d’'un
donneur précis. L’étape finale de la préparatiamanofiltration, réduit d’'un facteur 1000 a
100 000 les agents de type prion (Coetwl, 2006).

11.2.5.2. Les réactions de type « allergique » et les maadtations a type hypersensibilité

Elles sont inhérentes a tout produit introduit ddasganisme. En matiere d’lg anti-
RhD, ces risques concernent tous les patients nsdlmen’ont jamais présenté de réaction
d’hypersensibilité aux Ig en général ou aux Ig-&1D. On s’attachera a identifier :

- Les patientes déja connues comme porteuses dypersensibilité aux Ig humaines.

- Les patientes déficitaires en IgA qui courenttiegorie un risque de choc anaphylactique.
Néanmoins, la concentration en IgA de Rhoptjaurincipale Ig anti-RhD diffusée en
France, est inférieure a 5 pg/ml, donc tres faible

Les effets indésirables a type hypersensibilitédast manifestations diverse (prurit, urticaire,

dyspnée, hypotension) et difficiles a chiffrer.réstent rares (Huchet al, 1970).
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11.2.5.3. Perturbations biologiques associées aux injectiomanti-rhésus D

Chez la mere, la persistance de taux circulantdefaid’anti-RhD passifs, a distance

d’une injection d’lg anti-RhD peut avoir plusiewasnséquences :

Une sous-estimation d’'une HFM qui peut surveniristagce de l'injection, par
clairance partielle des GR. Ce risque, difficildadumenter, est réellement observé en
cas d’'HFM survenant dans un contexte d’incompéiEoABO.

Interférence avec le diagnostic d'immunisation -&nyithrocytaire : en cas d’injection
de 300 pg d’lg anti-RhD a 28 SA, la recherche duaiggjnes irrégulieres (RAI) reste
positive pendant une durée de 2 a 4 mois, seldaclanique utilisée. Il faut donc
s’attendre a ce que les RAI soient positives awtrdsbde I'accouchement sans que
cela signifie pour autant la présence d’'une imnmatiia mettant en jeu la sécurité
transfusionnelle chez la mere. L’injection prénatdllg anti-RhD peut retarder un
diagnostic d’immunisation anti-RhD chez la femmeeamie RH : -1 par confusion
entre anti-RhD passifs et anti-RhD d’immunisati@e retard peut avoir parfois des

conséquences feetales préjudiciables.

Chez le feetusla production d’lgG est nulle ou négligeable. &nitrla grossesse, les IgG

maternelles lui sont activement transmises par waies-placentaire. Le taux foetal d’lgG

représente 50 % de celui de la mére entre 28-32tSAugmente pour dépasser le taux

maternel a la naissance. Les IgG anti-RhD injecééda mere sont elles aussi en partie

transférées au feetus (Thornteh al, 1989). Une seule étude effectuée par l'insttuti

Britannique College Royal des Obstétriciens et @glapistes Royal College of

Obstetricians and Gynaecologists RCOZ02) s’attache spécifiquement & analyser le

retentissement feetal de I'exposition aux anti-RhDdaat la grossesse, sans mentionner de

conséquence pathologique méme si les criteres ishg@verent tres imprécis : poids de

naissance, survie a un mois. Peu de publicatioasashent aux effets a long terme sur

'enfant de I'exposition aux anti-RhD pendant laoggesse. Les différentes études de
prophylaxie ne mentionnent aucune consequence at@tate \NICE, 2002), RCOG 2002),
(Maayanet al.,2001), (Maronkt al, 1975).
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11.2.5.4. Interférence avec la vaccination du post-partum (vecins vivants)

Le vaccin le plus fréguemment utilisé dans le pastum est le vaccin contre la
rubéole. Une diminution d’efficacité des vaccinsarits en cas d’'injection simultanée des
anti-RhD est suggérée par NICE. Les recommandations d’autres pays concernant
immunoprophylaxie Rh proposent de différer la ¢iaation par vaccins vivants a plusieurs
semaines de l'injection d’lg anti-RhD, donc loin dast-partum immédiat (Urbaniak, 1998,
(Chilcott et al., 2003), NICE, 2002), (Société Canadienne de Gynécologie-Olmgiétr
2003).

[1.2.6. Perspectives

Actuellement, I'immunoprophylaxie Rh anténatale came toutes les femmes RH : -1
bien que seulement 30 a 40 % d’entre elles pouerinfant RH : -1.

La connaissance du génotype Rh fcetal permettraiimddifier une pratique de
prophylaxie médicalement peu rationnelle, car eapputilement beaucoup de patientes a
un médicament dérivé du sang.

Une autre perspective d’avenir est représentédepaentatives de substitution des Ig

polyclonales humaines par des anticorps monocloaatixRhD.

11.2.6.1. Couplage du génotypage foetal RhD et de 'immunoprdyylaxie Rh

La mise en évidence par LO (Lo Yretlal.,1998), (Lo Ymdet al.,1997) de quantités
appréciables d’ADN feetal dans le plasma materrehert la voie au génotypage foetal RhD
apres extraction et concentration de 'ADN du plasitas femmes enceintes RH : -1 (Lo Ymd
et al, 1998), (Lo Ymckt al, 1997), (Rouillaet al.,2004). Le génotypage fceetal RhD sur sang
maternel a une trés bonne sensibilité au-dela d&Al@xcellente au-dela de 15 SA. En cas de
RhD foetal négatif, il est proposé de valider celltas par un deuxieme prélévement maternel
guelques semaines plus tard. En cas de confirmdtaistention d'immunoprophylaxie est
alors licite (Brossaret al., 2002), (Rouillacet al.,2004), ( Rouillacet al, 2004). En cas de

RhD feetal positif, le résultat peut étre considé&ndme acquis.
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[1.2.6.2. Anticorps monoclonaux IgG anti-RhD et immunoprophykxie Rh

Les Ig polyclonales anti-RhD sont utilisées aveacéaaepuis plus de trente ans pour
prévenir I'AIFM anti-RhD. Cependant, la préparatide ces Ig anti-RhD pose au moins, en
plus des risques infectieux (Cf. 11.2.5.1.), deualppemes :

- L'approvisionnement en plasmas hyperimmuns ah-Rjui n’est plus assuré en Europe.
Les plasmas proviennent uniguement d’Amérique dudNBtats-Unis, Canada).
- Des soucis d’ordre éthique liés a 'immunisatilensujets volontaires sains.

Pour répondre a ces difféerentes limites et réserpéssieurs équipes tentent de
substituer les Ig polyclonales anti-RhD par dedcangs monoclonaux humains anti-RhD
(Kumpel, 2007), ( Miescheat al.,2004).

Actuellement, au moins quatre anticorps monocloreukRhD ont été évalués en clinique.

L’anticorps Rhesoclorffe développé en Russie, est produit par une lignée
lymphoblastoide EBV. Pratiguement aucune infornmatiest disponible sur cet anticorps et
sur son utilisation thérapeutique.

Le Laboratoire International de Classement des sbanguingInternational Blood
Group Reference Laboratory: IBGRL)Royaume-Uni) a sélectionné deux anti-RhD,
I'anticorps BRAD-3 (IgG3) et I'anticorps BRAD-5 (@1). Les études cliniques réalisées avec
ces anticorps ont permis de montrer qu'’ils étasapiables d’'induire une immunosuppression,
par lyse des GR due a l'action de 'ADCC, chezsejets RH : -1 ayant recu des GR RH : 1.
En revanche, la clairance des GR observée aveantiesrps est moins rapide qu'avec des Ig
polyclonales anti-RhD de référence, donc présents e risque de sensibiliser les
lymphocytes B et de déclencher une production dRhD (Kumpelet al, 2003), (Kumpel,
2007).

L’institut d’immunologie de Berne (Suisse) a égadenn sélectionné un anti-RhD
recombinant MonoRHb Cet anticorps testé chez les volontaires RH :a-Inontré une
efficacité de prévention de I'immunisation, bien daelairance des GR RH : 1 injectés chez
des sujets RH : -1, soit beaucoup plus faible eedianticorps polyclonal Rhophyl&aitilisé
comme témoin (Mieschet al, 2004).

La faible clairance des GR RH : 1 induite par lesstanticorps cités ci-dessus pourrait
étre une limite a leur utilisation a grande échpbiar la prévention de I'AIFM. En effet, les Ig
polyclonales anti-RhD sont capables d’induire téhation de plusieurs millilitres de GR
RH : 1 en moins de 72 heures apres leur injectarvpie intraveineuse.
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Le LFB (Laboratoire Francais du fractionnement et Betechnologies) a récemment
sélectionné un anticorps monoclonal humain recoamti(T125) sur la base de son activité
fonctionnelle. Cet Ig présente une forte liaisor egcepteurs R&RIIl (CD16) et est capable
d’induire une activation des cellules effectricds,dvec comme conséquence la lyse des GR
RH : 1. Une étude de spécificité de cet anticorpgaéalisée en comparaison avec un réactif
de groupage de référence sur plus de 100 000 prékvs de donneurs de sang bénévoles.
Les résultats montrent une reconnaissance des GR RRimilaire au réactif de groupage
anti-RhD a I'exception de quelques GR de catédehp partiel, faiblement représentés dans
la population étudiée. Une premiere étude clinigéalisée chez des sujets volontaires
RH : -1, a montré que la clairance des GR RH nduite par cet anticorps est au moins aussi
rapide et compléte que celle obtenue avec I'lg glohale anti-RhD Rhophyl&ctestée en
parallele comme témoin. Une deuxieme étude clinahez des sujets volontaires RH : -1 est
actuellement en cours afin d’évaluer les capadi&slairance et dimmunosuppression de cet
anticorps (Cortewt al, 2006).

Ainsi, une nouvelle génération d’anticorps monoalon humains anti-RhD a été mise
au point et les résultats cliniques obtenus pesnetti’envisager qu’ils prendront bientdt
place a coté des Ig polyclonales dans I'immunopytapiie Rh de la femme enceinte. On ne
pourra cependant juger de cette place qu’'apreséwaduation a grande échelle de ces
nouveaux produits (efficacité comparée, résistagvestuelles...) sur le long terme (Cortey
et al, 2006).
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[1.3. APPROCHES SPECIFIQUES POUR LE TRAITEMENT DES
TUMEURS

Le cancer est en France la premiere cause de todhéz ’homme, la deuxiéme chez
la femme, immédiatement derriere les maladies caadiculaires. Comme il touche en
moyenne des sujets plus jeunes que les affectamdgowasculaires, il est la premiére cause de
pertes d’années de vie humaine et la premiére akiseortalité entre 30 et 65 ans. Au total,

il est a I'origine de plus d’'un déces sur quatré-gemnce.

[1.3.1. Introduction

L’apparition d’'un cancer nécessite, au minimummiiortalité de la cellule, le
dysfonctionnement de l'apoptose, la transformagomnoncogéene d'un gene silencieux se
trouvant dans les cellules normales (proto-oncogétda disparition du géne suppresseur. |l
faut, en outre, que la cellule échappe a la suaneié immunitaire et a l'influence de la

matrice extracellulaire ou des cellules adjacentes.

La reconnaissance par le systeme immunitaire desurs humaines a été démontrée
par le groupe de BOON T. en 1992 (Boetnal., 1992) grace a des travaux menés sur des
cultures de cellules tumorales de mélanome en présges lymphocytes du méme sujet. Ces
recherches ont permis d’identifier les genes MAGtelanoma antigenqui codent pour les
peptides antigéniques dégradés par les lymphoogteprésentés a leurs surfaces par
I'intermédiaire des molécules HLA de classe I.

On distingueplusieurs catégories d’antigénes de tumeurs. g étre spécifiques

des cellules tumorales ou simplement associéSuBmIELLrS.

[1.3.1.1. Les antigénes spécifiques des tumeurs

lIs peuvent étre le produit d’'un gene normalemeas@nt dans le génome mais qui ne
s’exprime pas dans les cellules adultes sainest @Gecas des genes MAGE (Morgeal.,
2006), (Gudatt al, 1996), (Nagekt al, 2003), ( Akcakanagt al., 2006) BAGE bladder
antigen (Grunauet al, 2005), (Nagekt al., 2003), GAGE dastric antigep (Nagelet al.,
2003), (Akcakanaet al., 2006), (Konget al, 2004), RAGE renal antigen (Gaugleret al.,

1996), (Oehlrictet al, 2005) ou encore deoFfoetoprotéine (marqueur tumoral du cancer du
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foie) (Kamoshidaet al, 2006), (Kawaiet al, 2001). Aucune expression des genes MAGE
n’est détectable dans les tissus sains, a I'exaeples testicules et du placenta, mais 75% des
mélanomes expriment au moins un des quatre geneSEMAOn peut citer également des
antigénes partagés par plusieurs types de tumeuésdtant d’'un défaut de glycosylation.
Dans les tumeurs mammaires, de I'ovaire ou du gascrune glycosylation anormale de la
mucine MUC1 (Burdicket al., 1997), (Caoet al., 1997) engendre des déterminants
antigéniques nouveaux. La protéine MUC1 peut élinge et la fraction soluble devient
'antigéne circulant CA 15.3, un marqueur tresisgéilpour le suivi de certaines patientes
atteintes de cancer du sein. Le CA 15.3 n’est déaelles taux anormaux que pour des
tumeurs mammaires déja importantes. Son augmentasibmoins nette pour les cancers
génitaux ou digestifs (Boet al.,1996).

Une mutation ponctuelle peut également conduireeapuotéine anormale donnant naissance
a un peptide antigénique. Des oncogenes (Ras) ogéates suppresseurs (p53) mutés (Noro
et al, 2003), (Kusakaet al, 2000), peuvent ainsi se révéler a la fois oncoges et
antigéniques. Par exemple, dans 50% des cancer®dldn et 90% des adénocarcinomes
pancréatiques, les mutations de Ras codent pourpuntéine p21Ras connue pour son
antigénicité (Mulliganet al., 1999), (Gallicket al., 1985). Il en va de méme pour des
mutations sur Ig-caténine (protéine jouant un réle important dansdie de signalisation
wnt, impliquée dans la progression tumorale) (Sathel, 2002) owencore sur Cdk4Qyclin-
dependant protein kinasd'une des kinases permettant la phosphorylatefa rétinoblastine
(Rb) a la fin de la phase G1 du cycle cellulaiBarpacidet al, 2005). Des protéines
cellulaires anormales (et antigéniques) peuvenleégat provenir de genes viraux intégrés
dans le génome de la cellule tumorale (virus EpsBeairr (Weinstein, 1991), des hépatites B
et C (Tsaiet al., 1994), papillomes... (Zur Hausen, 2002)). De la mémaniere, la
translocation observée dans les leucémies myélaiti@miques qui aboutit a la fusion des
genesbcr/abl est responsable d’'une protéine chimérique antigenayant un réle important

dans le processus leucémogene (Joharetsain 2002).

11.3.1.2. Les antigenes associés aux tumeurs

Ces antigenes peuvent étre les produits de gendgdféieenciation exprimés de facon
limitée par les tissus sains, mais surexprimés owpliiés dans les tissus cancéreux
correspondants. Il s’agit par exemple de protéisscifiqgues des mélanomes comme la
tyrosinase, la gp100, Melan-A/MART1, gp75 (Pitegtal, 2001), (Van Den Eyndet al.,
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1997) ou encore de protéines ubiquitaires assoeié@sétat prolifératif comme la télomérase.
L’antigéne prostatique spécifique (APS) (Armstraigl.,2005) ainsi que I'antigéne carcino-
embryonnaire (ACE) (Berinstein, 2002), (Zbar, 2Q00pkuvent étre classés dans cette
catégorie. C'est le cas également des gétid2 et alt-M-CSF dans les cellules rénales ;
certains transcrits de RU2 (RU2A) ne sont exprimés dans les cellules tumorales ou ils

sont antigéniques (Eyna al,, 1999).

11.3.1.2.a. EXEMPLE DE L’ANTIGENE CARCINO-EMBRYONNAIRE

Isolé en 1965 par GOLD et FREEDMAN, I'ACE est unetpine fortement glycosylée,
de 180 kDa, appartenant a la superfamille des inogiobulines (Ig) (Golcet al, 1965). Elle
posséde un domaine N-terminal de 108 aa, ainsdgaalomaines A(92 aa) et B (86 aa),
similaires, respectivement, aux domaines variablesonstants des Ig (Fig. 13, page 33)
(Hammarstrom, 1999). Son ger@EACAMS5(CEA-related Cell Adhesion Moleculg &itué
sur le chromosome 19, n’existe que chez les Pren@eauchemiret al, 1999). L’ACE est
synthétisé principalement dans certaines portionsble digestif. On le retrouve a la surface
apicale des cellules de I'épithélium de la langie,la portion distale de I'cesophage et de
'estomac (Napet al., 1988). Il est aussi présent a la surface des nillosies des cellules
cylindriques d’absorption, des cellules a gobetet'idtestin gréle et du colon ainsi que dans
le mucus produit par ces cellules (Jothy al, 1993). L’ACE est impliqué dans la
différenciation cellulaire au cours de I'embryogeméet dans la reconnaissance et la
régulation de la flore bactérienne du célon saietgurneatet al.,1997). Chez I'adulte, il est
normalement présent a des concentrations tréeefa{gbng/ml). En oncologie, le géne ACE
est surexprimé. Le gradient de sécrétion vers le pplcal est perturbé, I'antigéne est alors
distribué sur toute la surface de la cellule etsdéspace intercellulaire (Benchimet al.,
1989), (Jothyst al, 1993). L’ACE est une molécule dotée de propsi@éhesives, capable
d’adhésion homotypique (ACE-ACE) ou hétérotypiqguecad’autres molécules de la famille
des ACE (Oikawaet al.,1991), le collagéne de type | et certaines soudhescherichia coli
(Thompsonet al, 1997). La clairance de I'ACE est essentiellentedpatique. Sa durée de
demi-vie plasmatique est de quelques jours (€arl, 1993). La participation active de
'ACE dans la cancérogenese et la disséminatiorastetique est actuellement clairement
établie pour les cancers coliques (Johnson, 198bJJau et al, 1997), (Thompsort al,
1997). De plus, des expériendasvitro montrent que I'expression par les cellules tunewral

de la molécule d’ACE les protége de la lyse parN&s (Kammereret al., 1994). Enfin,
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'hyperexpression de I'ACE est impliquée dans degcamismes de résistance aux
chimiothérapies (Kawaharatt al, 1997), (Rosst al, 1997). Cliniguement, son dosage
sérique est utilisé aprés l'intervention chirur¢gcaomme indicateur de récidive locale des
tumeurs du pancréas, du foie, des poumons, duesain célon ou lors de I'apparition de
meétastases (Thompsenhal, 1991).

Plusieurs applications utilisant 'ACE ont été reéks dans le but d’'induire une réponse
immune antitumorale. Deux groupes de stratégiesedistingués ; le premier utilise, dans
le cadre d'une approche vaccinale, des vecteuauwiou bactériens exprimant I'ACE
(Kaufmanet al., 1991), (Xianget al, 2001) ou des cellules dendritiques chargéesetle c
antigéne ou transfectées avec son ADN ou ARN (®eetlal, 2004), (Nairet al, 1998),
(Eppler et al., 2002). Le second groupe proposeatpler des fragments d’anticorps anti-
ACE, a des scFv spécifiques des marqueurs desxéimple ; CD3) (Holligeet al, 1999), a
des ligands (exemple ; IL-2 pour les récepteur® R-des LT et NK) (Liaet al, 2001), a des
complexes HLA-peptide exogene, capables d’étre recopar les LT (Robesdt al, 2001),
(Kuroki et al, 2005) ou a des enzymes permettant d’activer pnodrogue une fois le
complexe fixé a la surface de la cellule cancérdese couplage du fragment Fab de
I'anticorps A5B7 de l'anti-CEA a la carboxypeptieldmctérienne G2 (CPG2). Ce complexe
active une prodrogue de moutarde azotée (ZD276WP)kwtraine I'apoptose de cellules

cancéreuses en modétevitro (Monkset al.,2001).
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Figure 13. Représentation schématique des protélaes famille CEA. Sont représentés NCMo(mal
Crossreacting AntigenCGM6 (CEA Gene family Member),6CEA, six isoformes de BGMB{liary Glyco-
proteing et trois des protéines PSBrégnancy-Specific Glyco-protelnes protéines sont constituées de
domaines immunoglobulines de type variables (A)e¢tBonstant (N). Les CEA, NCA et CGM6 sont ancrés
dans la membrane par un lien phosphatidy! inosiimis que les BGP ont des domaines cytoplasmidusss.
PSG sont sécrétées. (d'aptétourneatet al.,1997).
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[1.3.2. Les mécanismes d’échappement de la cellule tumorab systeme
Immunitaire

La progression tumorale et son agressivité sontpdesessus complexes impliquant,
dans la tumeur, des altérations d’oncogenes ouedesgsuppresseurs de tumeurs et, chez
I’héte, un échappement tumoral a un systeme imraweaiinefficace ou altéré (Hanahemnal.,
2000).

La croissance de la tumeur en dépit de son antigémeste encore incomplétement comprise,
mais de multiples mécanismes peuvent étre misitedgas cet échappement au controle par
le systeme immunitaire. On peut dans un premiepsarappeler la faible immunogénicité des
cellules tumorales qui participe au défaut d’indwttou de maintien de la réponse
immunitaire. Celle-ci est, en partie, due a unesdérde peptides a leur surface qui n’atteint
pas le seuil suffisant pour une reconnaissanceaeHi par le récepteur du lymphocyte T
(TCR). La faible immunogénicité des tumeurs peudlément provenir de I'absence de
molécules de co-stimulation a leur surface (moExWB7 se liant aux récepteurs CD28 du
lymphocyte T), ce qui peut induire des phénomenaseatjie des lymphocytes spécifiques
qui ne répondent plus a l'antigene (Pardoll, 1998 ailleurs, contrairement aux agents
infectieux, les cellules tumorales n’induisent plasréaction inflammatoire ni de signaux de
« danger », qui jouent un roéle majeur dans l'atiivades cellules dendritiques (Matzinger,
2002). Dans ce cas la présentation des antigemesdux, assimilés a des peptides du soi, est
réalisée par des cellules présentatrices industdeetolérance (Fig. 14). Cette tolérance peut
également résulter de la présence des lymphocy@B4Timmunorégulateurs (CDL£D25),
malheureusement activés par les cellules dendrgigBakaguchi, 2000), (Catros-Quemener
et al, 2003).
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Figure 14. Activation des lymphocytes T spécifiqoestolérance de I'antigénka faible immunogénicité des
cellules tumorales peut provenir de leur faiblesignmembranaire en complexes peptide-CMH-I| ainsi de
leur incapacité a délivrer les signaux de co-statioh. L'absence de second signal peut induirepiésoménes
d’anergie des lymphocytes T qui deviennent nonmépars a I'antigéne. A l'inverse, en présence geaix de
danger, les mémes antigenes peuvent étre adreslels@PA activées qui les présentent efficacenmarts ce

cas, les lymphocytes T spécifiques se différen@entTL (d’aprés Catros-Quemergtral, 2003)

La sécrétion locale de facteurs suppresseurs baetégalement a I'établissement de la
toléerance. En effet, des cytokines inhibitrices déponses immunitaires peuvent étre
produites localement par les cellules tumoraldgwat micro-environnement (Tumor Growth
Factorp (TGF ), Interleukine 10 (IL-10) ou Prostaglandine E-Z@2)). Ce contexte peut
alors favoriser la différenciation des lymphocyfesen Th2 sécréteurs de cytokines anti-
inflammatoires ou encore en lymphocytes a fonctégulatrice (Th3) (Chouaiét al., 1997).

De plus, les cellules tumorales peuvent étre egaiemépourvues de molécules d’adhérence
aux lymphocytes telles queymphocyte Function—associated AntigfdtFA-3) ou Inter
Cellular Adhesion MoleculdlICAM-1), évitant ainsi le contréle du systéme iomitaire.
Elles peuvent aussi exprimer des molécules antiradtes telles que les mucines, échappant
ainsi aux contacts avec les cellules immunocompgsent

Des cellules résistantes a la lyse peuvent égakesectmouver progressivement sélectionnées
au sein des populations cellulaires tumorales (Badeal, 2000). Ces cellules peuvent par

exemple exprimebcl-2, un gene anti-apoptotique.
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[1.3.3. Les traitements

11.3.3.1. Traitements a caractére général

Le premier traitement du cancer est la chirurgi@n But est d’enlever la totalité de la
tumeur ainsi que ses prolongements éventuels @mnsiskus voisins. Comme les cellules
cancéreuses peuvent s’essaimer et former ainsméésstases, on enleve géenéralement, en
méme temps que la tumeur primitive, les gangliorssplemiers relais ganglionnaires.

Comme la chirurgie, la radiothérapie constituetraitement loco-régional. Elle utilise
des rayonnements ionisants (rayons X et radio&g}fiprovoquant I'altération du systéme de
multiplication des cellules, ce qui les rend indapa de se diviser ou entraine la mort des
cellules filles. Cependant, il faut a la fois diger la totalité des cellules de la tumeur et ne
pas Iéser une proportion trop élevée de cellulegesaour éviter des complications (Poskitt,
1987), (Levittet al.,1984).

La chimiothérapie agit sur tout I'organisme paréarde la mitose en ciblant
efficacement les cellules se divisant trop rapidemElle permet donc de tuer les cellules
cancéreuses quelle que soit leurs emplacements pnésente l'inconvénient d'agir sur
l'ensemble des tissus sains, notamment sur la itéotales tissus hématopoiétiques.
Aujourd’hui, on dispose d’'une trentaine d’agentsotyxiques efficaces (Sabharwet al.,
2007).

L’hormonothérapie a fait d'immenses progrés et jau@urd’hui un réle majeur dans le
traitement des cancers du sein, de la prostatelatglande thyroide.

Finalement, la greffe de moelle est utilisée paaitdr certaines leucémies aigués,
notamment celles ne réagissant pas, ou mal, artaathérapie (Santos, 1988).

Ces différentes thérapies ont le méme objectifr. ku¢otalité des cellules cancéreuses,
car quelques unes suffisent a causer une récitbué,en lésant aussi peu que possible les

tissus sains environnants.

[1.3.3.2. Traitements ciblés

A linverse des approches a caractere général peutraitement du cancer, les
connaissances réecemment acquises sur 'immuniiéumarale nous laissent espérer, des
approches spécifiques, une éradication des celhdeplasiques sans affecter les cellules

normales, et cela quelque soit leur localisatioteaun stade d’évolution.
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On peut distinguer quatre démarches spécifiques thérapie cellulaire, la thérapie

génique, les approches vaccinales et I'utilisaties anticorps monoclonaux.

11.3.3.2.a. La thérapie cellulaire

Il faut rappeler les expériences pionniéres deuiigg de ROSENBERG qui, des 1984
(Mulle et al., 1984), obtenait avec des injections de lymphocgies/€s une réduction du
nombre et de la taille des métastases dans plasieadéles de tumeurs murines. Dans le
modéle de macrométastases de I'adénocarcinome do BT 38, c’est non seulement une
disparition des métastases hépatiques ou pulmsngiiedtait observée, mais une gueérison de
100% des souris (Rosenbeargal, 1986). De plus, les souris guéries par ce tradte étaient
immunisées contre une nouvelle greffe des cellptesenant de la tumeur d’origine, car les
lymphocytes transférés déclenchaientvivo une cascade de sécrétions de cytokines et de
coopérations cellulaires amplifiant la réponse djgp® antitumorale.

Plusieurs réponses complétes ont été apportéedataassais menés par BELLDEGRUN en
1993 puis en 1997. Dans des essais cliniqgues dephda moitié des patients ont recu des
suspensions cellulaires enrichies en T CD8, et dass ce groupe que le plus grand nombre
de réponses a été observé (Fighnh al., 1997). Des essais cliniques de traitement des
mélanomes par des lymphocytes activés ont égaleébémienés en France. Un essai effectué
a Nantes (INSERM, U463) (Drerei al, 2002) montre une augmentation significative ale |
survie sans rechute des patients traités par lapHgcytes activés, par rapport au groupe
témoin. Une corrélation est observée entre [I'efitéa clinique et le pourcentage de
lymphocytes T spécifiques des antigénes de tum@ependant, I'efficacité du traitement
n'est observée que pour des patients en phase lIl.

11.3.3.2.b. La thérapie génique

Contrairement & des maladies héréditaires ou Famahe un fonctionnement permanent
du gene, une expression transitoire du gene dedraitsuffisante pour obtenir la disparition
de la tumeur. A ce jour, la thérapie génique fgped a deux types d’'approches: la
modification de la cellule tumorale elle-méme deofaa la rendre plus immunogéne ou la
modification génétique des effecteurs.

- Modification génigue des cellules tumorales Le transfert dans les cellules malignes, par

exemple, de molécules de co-stimulation (la mo&1 se liant aux récepteurs CD28 du LT)

37



ou de molécules d’histocompatibilité HLA de classau Il allogéniques (Rosenthat al.,
1996). Dans ces modeles animaux, le transfert d& denes (Putzeet al., 1997) I'un qui
augmente 'immunogénicité de la cellule malignd’aitre qui favorise la prolifération des
cellules immunocompétentes, s’est avéré plus efficgue le transfert d’un seul des deux
genes.

- Transfert de génes dans des cellules immunocompétes : Le transfert, par exemple,

dans les cellules dendritiques présentatrices gsafenelles, du géne codant pour un antigene
tumoral avant réinjection de ces cellules au ma(Rdevest al, 1996). Les études réalisées,
par exemple, chez les patients atteints de mélasiométastatiques vaccinés avec des cellules
dendritiques chargées d’antigenes de mélanomentstpar les molécules CMH-I, ont permis
a plus de 50% des patients de développer une répbiis cytotoxiques spécifiques
aboutissant a une régression tumorale (Marcleaad, 1999), (Schdadendcet al.,2000).

Une récente étude de I'équipe de ROSENBERG SA, mindda possibilité de conférer une
identification tumorale spécifique par des lymphesyautologues du sang périphérique en
employant un rétrovirus portant 'ADN du TCR spépike. L'injection de ces cellules
transfectées a 15 patients atteints de mélanomestaijue a permis d’augmenter
durablement le taux des lymphocytes a TCR speéafigCependant, seulement deux patients

ont présenté, un an apres, une régression tunsgadicative (Morgaret al.,2006).

11.3.3.2.c. Les approches vaccinales

Pendant la derniére décennie, la vaccination demiatatteints de cancers a été réalisée
avec différentes formes de vaccins.

- Vaccination_avec des peptidesles peptides des antigenes de mélanome appartanan

groupe des antigenes de différenciation (par exenMlanA/MART-1, gpl100, tyrosinase) et

a celui des antigénes du cancer des testicules efpanple, MAGE-1 ou 3) ont été les

premiers a étre utilisés dans des études de plivdisd3es résultats contradictoires ont été
obtenus au sein d’'un méme groupe d’investigatddesdhandet al, 1999). D’autres essais

de vaccinations ont été pratiqués chez des patgteinits de cancer du célon, de I'ovaire, du
sein, du pancréas ou ayant des carcinomes ceryiesuxitilisant les peptides portant les
mutations de 'oncogene K-RAS en association aveGM-CSF. Une réponse T spécifique
du peptide a été obtenue chez plus de 50% desngzatitteints d’'adénocarcinome

pancréatique (Gjertseart al, 2001).
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- Vaccination des tumeurs induites par des virus L’origine virale de plusieurs tumeurs est

clairement établie. Ainsi l'identification des péotes virales permet-elle la préparation de
vaccins susceptibles d’induire une forte réponsaume pouvant contrdler la croissance des
cellules tumorales. A cet égard, I'analyse de Esence de protéines du virus HPV qui est a
'origine du cancer du col utérin, a permis d’idéat plusieurs peptides HPV capables
d’'induire une réponse lymphocytaire T suite a leudsentation par les CPA (Muderspath
al., 2000).

En 2006, le vaccin Gardasil® a obtenu l'autorisatturopéenne de mise sur le marché. Ce
vaccin protege des papillomavirus humain de typd4 616 et 18 (Koutskgt al, 2006).

- Vaccination avec _des anticorps anti-idiotypigues Les anticorps peuvent générer une

réponse immune dirigée contre leurs propres débamis idiotypiques aboutissant a une
réponse anti-idiotype. Les anticorps anti-idiotypgg peuvent mimer la structure de I'antigéne
externe et induire une réponse immune similaireeke cqui est développée contre les
antigénes ayant servi a 'immunisation initiale é8acharyaet al., 2000).

Une étude publiée par I'équipe de STEVENSON FK atndoque la fusion du géne codant le
scFv correspondant & un anticorps anti-idiotypigies lymphomes B, avec la séquence
codant le fragment C de la toxine tétanique (TTE@Jermis d’augmenter de plus de 50% la
réponse anti-idiotypique, comparée au vaccin camemuniqguement 'ADN du scFv de
lanticorps (Spellerberget al., 1997). Cette association faisant intervenir le g&F un
puissant recruteur des CPA, a contribué a affadiidinificativement la tolérance a I'égard des

cellules cancéreuses dans un modele murin, en augnmdeur immunogeénicité.

11.3.3.2.d. Utilisation des anticorps monoclonaux

Le premier essai clinique d’'un anticorps monoclgr@lr le traitement d’une néoplasie
maligne (lymphome) a été décrit en 1980 (Nadieal, 1995). Le travail « pionnier » du
groupe de MILLER R et LEVY R a permis de démonti&fficacité d’anticorps
monoclonaux dirigés contre les lymphomes a cellBl¢Miller et al, 1982). Ces recherches
ont permis de créer le Rituximab (IDEC-C2B8 ou ou MabThera®), devenu en 1997
le premier anticorps monoclonal accepté par lesré@$ américaines dans le traitement de
certains lymphomes. Cet anticorps chimérique didgatre I'antigene CD20, trouvé dans
plus de 95% des cas de lymphomes non Hodgkinieeudes B, stimule une réaction lytique
conduisant a la mort de la cellule suite a la foratles cellules effectrices (LT cytotoxiques
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ou cellules NK) a sa portion Fc. Il active égaleiarcascade du complément (Fig. 15, A, B,
page 43). De plus, sa liaison au CD20 entraineaugenentation du calcium intracellulaire
des cellules cibles, les bloquant en phase G1rauisant & leur apoptose. Des rémissions
complétes ont été obtenues dans prés de 80% dpsuasertains sous-types.

Dans le but d’améliorer son efficacité, une étugimente a proposé d’associer le Rituximab a
'IL-2. Le produit obtenu a montré une activit¢ AB@Gmeéliorée dans des modeles murins de
lymphomes non Hodgkiniens (Gillies al, 2005) (Fig. 15, G).

Cependant plusieurs effets secondaires ont été&iassau Rituximab : syndrome de lyse
tumorale, toxicité rénale, arythmie cardiaque, tiéas mucocutanées séveres et
immunogénicité (Tabrizet al, 2007).

D’autres anticorps ont été décrits pour le traitehes hémopathies malignes tels que
le Tositumomab (Bexxar®), une lg&Emurine couplée a l'iode 131 et dirigée contre 20
(Kaminskiet al, 2001), ou I'lbritumomab (Zevalin®) ; anticorps rrucouplé a I'yttrium 90
(Witzig et al, 2002) (Fig. 15, D). A cause de leur origine meyi ces anticorps sont
immunogéenes et sont neutralisés par les anticorpsedains patients. De plus, ils n'ont
montré d’'efficacité relative que pour les applioat a caractére locorégional et les
traitements des affections résiduelles (Zafir-Latial.,2007).

Des traitements remarquables des leucémies résistania chimiothérapie ont été
entrepris a l'aide des immunotoxines (Fig. 15, IEe{tmanet al.,2005). Dans cette thérapie
dite « par les missiles guidés », les agents t@sqont délivrés spécifiguement aux cellules
tumorales. L'un des exemples les plus intéressesitiselui de la molécule recombinante
RFB4 (dsFv)-PE38, composée du domaine variabléag¢idorps monoclonal RBF4 dirigé
contre I'antigéne CD22 (une molécule d’adhésios fo¥tement exprimée sur les cellules B
leucémiques). Ce domaine variable est fusionné ragnmfent PE38 de I'exotoxine de
Pseudomonagontenant des domaines responsables de la ntloiace.

Les essais cliniques de phase | ont permis d’ob&i% de rémissions completes. Cependant
une neutralisation de la molécule a cause de somuimgénicité, a été observée chez 24%
des patients (Kreitmaet al.,2005).

Dans le but d’améliorer I'index thérapeutique dehamiothérapie, la thérapie utilisant
les prodrogues d’enzymes vectorisées par les apid@DEPT :Antibody Directed Enzyme
Prodrug Therapy, a vue le jour début des années 1990. Elle denaivectoriser, a I'aide
d’un anticorps monoclonal, une enzyme a la suréecé cellule tumorale. L'enzyme joue le
réle de facteur multiplicateur par catalyse d’'uéaction chimique se réalisant a la surface de

la cellule cible et démasquant une prodrogue naigte en drogue cytotoxique (Fig. 15).
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Une variété d’enzymes et de prodrogues ont étiéegil Les résultats les plus prometteurs ont
été obtenus dans une étude clinique de phaseidantiun Fab anti-CEA conjugué a la

carboxypeptidase bactérienne G2. Ce complexe acthe prodrogue : le glutamate de

moutarde, entrainant I'apoptose des cellules cansés (Napiegt al.,2000).

Malgré des résultats encourageants, cette appreshdéoin de présenter actuellement un
traitement antitumoral standard. De nombreux obsdacliés a la réduction de

limmunogénicité des enzymes bactériennes et ank aes prodrogues restent & surmonter.

Le premier anticorps autorisé pour le traitementnd’tumeur solide (cancer du cb6lon)
est 'Edrecolomab (Panorex®), en 1996. Cet antearurin est dirigé contre l'antigene
CD17-1A, surexprimé par de nombreuses tumeurs dpite et qui aurait un réle dans
I'adhésion cellulaire (Gambill, 2001). Cependastt@itement tres bien toléré n’a pas montré
d’efficacité chez les patients en phase Il et phihg€olacchioet al.,2004).

Le Transtuzumab (Herceptin®), autorisé en 1998ugiste pour 'immunothérapie des
cancers du sein métastatiques. C’est un anticarpghisé dirigé contre le produit du proto-
oncogene HER-2/neu/c-erb-B2. Ce produit, une glsatéine (p185 HER-2 ou HER-2) est
un récepteur transmembranaire a activité tyrosinadd de la famille des EGFR (Récepteurs
des facteurs de croissance épidermiques), suregpratamment par les cellules du cancer du
sein (Fig. 15, C, page 43).

La plupart des patientes présentent une résistamgteseque au traitement (65 a 85%) et
celles qui y répondent ont une courte rémissiogriafire a un an (Vogedt al, 2002).
L’association du Transtuzumab au Paclitaxel (PaggngSeidmanet al., 2001) ou au
Docetaxel (Taxotére®) (Estew al, 2002) (agents inhibiteurs de la prolifératiofiudaire
utilisés en chimiothérapie), a permis d'augmentertdux de rémission et de réduire
significativement la mortalité due au cancer dusei

Des résultats similaires ont été récemment obtenugtilisant le Panitumumab (Vectibix®),
anticorps monoclonal anti-EGFR, complétement hustgrdans des essais cliniques de phase
[l sur des patients atteints de cancers colorectawetastatiques pour lesquels la
chimiothérapie était inefficace (Gibsehal., 2006).

Pour pallier a I'expression hétérogéne d’'un antgémmoral et/ou éviter la sélection
clonale de cellules tumorales n’exprimant plus tiggne cible, un mélange d’anticorps
dirigés contre plusieurs antigenes associés aweursnsera utilisé. Par exemple une

combinaison de trois anticorps a été testée pooningr avant une greffe, les cellules de
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lymphomes résiduelles présentes dans la moelleissseonduisant a diminuer de mille a un
million de fois le nombre de cellules tumoralesifBenet al, 1991).

Les immunologistes cherchent également a sélectialexanticorps dirigés contre des
antigénes aussi spécifiqgues que possible dese=liumorales et d’autres pouvant étre actifs
indirectement en stimulant des réecepteurs clefsegmté sur les cellules du systéeme
immunitaire. Parmi les anticorps les plus étudastrouve les anti-CTLA-4, anti CD40 et
anti-CD137 (Glenniet al.,2000). Le but de ces anticorps est de stimuleCR& ou les LT
(anti-CD40 ou anti-CD137) ou de bloquer les signainibiteurs délivrés a ces cellules par
des récepteurs tels que CTLA-4, afin de stimulsrdellules T antitumorales ou les cellules
inflammatoires et les rendre capables d’éradigegecéllules cancéreuses.

L’'une des approches les plus récentes pour letnaint des tumeurs est l'inhibition de
I'angiogenése dans le but de priver la masse cansérdes nutriments et de I'oxygéne.

En 2004, les autorités Américaines ont approuvédeacizumab (Avastin®), anticorps
monoclonal humanisé anti-VEGF (facteur de croissate!’endothélium vasculaire), pour le
traitement du cancer colorectal métastatique (kiaal.,2001) (Fig. 15, H, page 43).

Cette approche présente I'avantage d'utiliser url agent anti-vasculaire pour traiter une
grande variété de tumeurs (Eichhanal, 2004). Cependant, malgré le faible niveau de
prolifération vasculaire pour I'ensemble des tissams chez I'adulte, ce traitement ne peut
étre proposé dans certaines conditions notammentasnde cicatrisation tissulaire. Son
utilisation a entrainé également quelques effetorsdaires : hémorragies, ulceres gastro-
intestinaux, hypertension et immunogénicité (Takeizal.,2007).

D’autres nouvelles approches ont proposé d'utili$es anticorps bispécifiques
permettant de se lier a la fois & un antigene tairtraux cellules effectrices (CTL et NK).
Les plus étudiées sont les molécules bispécifigngageant les LT (BiTEBispecific T cell
Engager$ contenant une valence anti-CD3 (Hoffmaatral.,2005) et dont le plus prometteur
est un anti-HER2 x anti-CD3 Ertumaxomab (Rexomuf@ipsonet al, 2006) (Fig. 15, I).
Leur utilisation en thérapeutique reste cependanftrontée a plusieurs obstacles tels que leur
durée de demi-vie limitée (Schlereghal.,2005) et I'inefficacité des lymphocytes infiltrant
tumoraux activés (TIL) dans certains cas (Whitesl®99).

En conclusion, les résultats obtenus apres utdisatle ces anticorps étaient parfois
encourageants. Cependant, des difficultés liées @ature de la réponse immunitaire des
patients, a I'adaptation aux stades de la maladitsi qu'aux potentialités des anticorps
restent a surmonter. De plus, a cause de leumerigiurine, certains de ces anticorps sont

immunogénes et ne peuvent donc pas étre utilipissale deux ou trois reprises.
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Certains effets secondaires indésirables ont égalegié notés au cours des traitements avec
certains de ces anticorps : réactiomscocutanées severes, toxicité rénale, toxicisgyehmie

cardiagues, hémorragies, ulcéres gastro-intestjigypertension ... (Tabrizat al, 2007).
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Figure 15. Mécanismes d’actions antitumoraux déis@ps monoclonaux (AcM). La plupart des AcM aeti le systéme
immunitaire via la cytotoxicité cellulaire dépentiaes cellules (ADCC) (A) et la cytotoxicité dépantldu complément
(CDC) (B). Les AcM peuvent également agir en atiéfa transduction du signal pour induire I'apojgt@s$ / ou I'inhibition
de la croissance de la cellule tumorale en agissantne antagonistes sur les récepteurs (C). Coapksadioisotopes (D)
ou aux toxines (E), les AcM peuvent tuer les ceBulumorales directement ou en activant les pragd®gelon le concept
ADEPT (F). Le couplage des AcM aux cytokines pdumgler directement la réponse immunitaire antitvai® (G). Les
AcM spécifiques des antigénes des nouveaux vaissganguins peuvent empécher I'angiogenese (H).rhekcules
bispécifiques engageant les LT (BIiTEs) peuventrigeli les LT cytotoxiques contre les cellules cib(®. (d'apres Zafir-

Lavieet al.,2007).
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lll. SYSTEMES DE CIBLAGE CELLULAIRE

[11.1. Structure, spécificité et différentes classes diantps

Les anticorps ou immunoglobuline (Ig) sont des gpyotéines de 150 kDa, composées
de deux chaines lourdes identiques (i¢avy chaip et deux chaines légeres identiques (L :
light chain. Les chaines L possedent deux formes différekappa ) et lambdaX). Les
résidus cystéine forment des ponts entre les chalhee Ig (Fig. 16, A2, page 46). Le
clivage d'une molécule d’lg par la papaine prodigtix fragments identiques capables de
fixer I'antigene (fragments Fab : fragment antidgmnding) et un fragment Fc (fragment
cristallisable) responsable de la liaison aux rémapt de certaines cellules immunitaires
(phagocytes, granulocytes, macrophages...), ainaugi@acteur C1g du complément (Fig. 16,
Al). Les chaines L sont composées de deux domdmésaille similaire : la partie constante
CL montre peu de variabilité entre les diverses digrs que la partie variable VL est
caractérisée par une variabilité extréme de la seguerimaire. Les deux domaines sont
composeés d’environ 110 aa. Les chaines H sontrégatecomposées d’'un domaine variable
VH et de trois domaines constants CH excepté lesdgles IgE qui comportent quatre CH.
L'association entre les chaines L et H se faitl'paermédiaire de liaisons covalentes (pont
disulfure entre les extrémités C-terminales desutesdCL et CH1) (Fig. 16, A2) et non
covalentes (interactions aux interfaces VL-VH et-CH1). L'assemblage des chaines H
implique également des interactions covalentes ¢pdisulfure dans la région charniere) et
non covalentes (entre les modules CH2 et CH3). Ghagodule posséde un pont disulfure,
nécessaire a son repliement correct (Fig. 16, B23. divers domaines des Ig possedent des
structures globulaires similaires avec plusieutslifds anti-paralleles et des ponts disulfure
(Fig. 16, B). Ces domaines caractérisent la supgiteades Ig. Outre les Ig, de nombreuses
molécules font partie de cette famille : le récaptées cellules T (TCR), les molécules du
CMH de classe |1 et Il, certaines molécules implepidans les interactions cellulaires telles
gue CD4, CD8, CD19, et CD22, le récepteur des lgnpériques qui permet le passage d’IgA
et d'IgM a travers les cellules épithéliales etfirendes molécules d’adhésion telles que
CD56.

Les domaines variables des chaines H et L contigrdes régions avec une variabilité

extréme de la séquence des aa : les régions hyjadaes. |l s’agit de segments de 6 a 8 aa
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localisés respectivement autour des positions @&t®3 des chaines L ou des positions 32,
55 et 98 des chaines H. lls déterminent la spééifte la liaison de I'antigéne et sont appelés
régions déterminant la complémentarité (CDR) (Hi§, C, page 46). La substitution d’'un

seul aa dans ces régions peut altérer la fixation dhtigene.

On distingue cing glasses d’lg :
- Les IgG : fournissent la plupart des Ig du sér@®6). Sont composées de quatre sous-
classes : 1gG1, 1gG2, 1gG3 et IgG4. Sont toujousmamériques et interviennent au cours de
la réponse immunitaire secondaire (Fig. 17, B, Page
- Les IgA : représentent 13% des Ig, sont compaksleux sous-classes IgAl et IgA2
possédant un nombre différent de ponts disulfumes da région charniére. Les IgA sont
généralement monomériques a I'exception de 15% favose de dimeres. lls sont fortement
glycosylées et ne peuvent pas fixer le complémaaits interviennent dans la protection des
muqueuses (Fig. 17, A).
- Les IgM : 6% des Ig, forment majoritairement desnplexes pentamériques. L’association
des monomeres se fait a I'aide de chaines J rdéan€H4 et de ponts disulfure entre les
CH3. Les IgM fixent le complément avec une hautaitéé et sont la premiére classe d’lg
produite dans la réponse immunitaire primaire (Ei§y.A).
- Les IgD : 0,1% des Ig, sont monomeériques et feéguent trouvées a la surface des cellules
B. Leur fonction précise dans le sérum est incor{fige 17, A).
- Les IgE : seulement 0,002% des lg, sont monomeésigse lient aux granulocytes basophiles
et aux mastocytes. lls sont importants dans landéfeontre les parasites et jouent un réle

crucial dans les réactions d’hypersensibilité imratd{Fig. 17, A).
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Figure 16 : Structures générale et détaillée dluomaunoglobulineAl, Structure schématique d’une Ig montrant les sitastion

de la papaine, aboutissant a un fragment Fc et flagments Fab capables de fixer I'antigeh®, Représentation schématique de
la structure d’une lg. Chaque chaine lourde et obafpaine lIégére contient une région N-terminat@abke constituée de 100-110
aa. Le reste de chaque chaine de la moléculeédgmns constantes (rouge et violet), présente anation limitée qui définit les
deux sous-types des chaines L et les cinq souseslaies chaines H. Certaines chaineg bl €t o) contiennent aussi une région
charniére riche en proline (noire). Les chaine$ H sont repliées en domaines maintenus par uisefiaisulfure intrachaine. Les
chaines Hp ete qui nont pas de région charniére, contiennentdamaine supplémentaire dans le milieu de la moéduh
groupement carbohydrate est lié a chacun des no@QHR.B, Représentation sous forme de ruban de la ché@ged d’'une 1gG.
C, Représentation sous forme de ruban d'un fragwemidble (Fv). Le site de liaison a I'antigéne pawatope, est partagé entre les
modules VH et VL. L'association des deux modulesn& une structure en tonneau de feuillgtsdont les extrémités sont
constituées par 6 boucles: boucles hypervarialdas CDRs (complementarity determining region) qermettent la
reconnaissance de I'antigene de maniére spécifidagpres http://www.ibs.fr/ext/labos/LIM).
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Figure 17 : Structure générale des différentesselad’immunoglobulines. Les chaines Iégéres spnésentées

en gris et les chaines lourdes en bleu. Les pasifutes inter-chaines sont indiqués par des figmares A,

Les différentes classes d'immunoglobulines. Les,IdgD et IgE sont toujours présentes sous forme de
monomeres dans le sérum, alors que les IgA sordrit@jement sous forme de dimeéres et les IgM poasque
toujours pentamériques. Les oligomeres d’IgA egkllcomportent un polypeptide, la chaine J, permetia
relier entre elles les régions Fc a l'aide de 2tpalisulfuresB, les 4 sous-classes d’lgG humaines. (d'aprés
http://www.whfreeman.com/immunology/CHO5/kuby05.tm
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[11.2. Ingénierie des anticorps

[11.2.1. Anticorps recombinants

En 1975, KOHLER et MILSTEIN ont développé la teclugie des anticorps
monoclonaux (AcM) (Kohleet al, 1975), en immortalisant des lignées de cellatesines
secrétant un seul type d'anticorps avec une sp#ééifantigénique unique. Grace a cette
technologie, I'isolement et la production des AcMgiis contre des protéines, des hydrates
de carbone, des acides nucléiques, et des hamBnhét realisés.

En raison de la difficulté de produire des AcM himsaet des complications qui
résultent de l'utilisation de AcM de souris cheldmme (production d’anticorps humains
anti-souris : HAMA et clairance rapide), des eféoeh vue de produire des AcM hybrides et
des sites de liaison d’anticorps par la technolaoigid’ ADN recombinant ont été entrepris. Il
est possible de concevoir et de construire dessggoe codent des molécules d’lg dans
lesquelles les régions variables viennent d'une@es@t les régions constantes d’'une autre.
Ainsi des AcM chimériques ou hybrides ont été obsenels que les anticorps humanisés dont
la spécificité antigénique (VH et VL) dérive de DN de souris, et 'isotype (CH et CL) est
issu de 'ADN humain (Bouliannet al., 1984). Ces AcM présentent une immunogénicité
réduite, un bon recrutement des effecteurs de lumité cellulaire par le Fc et une demi-vie
plasmatique plus importante que les AcM de solitela et al, 1992). Cependant, les AcM
chimériques peuvent induire la production d’anfisoanti-chimériques (HACA) en réponse
aux domaines variables murins.

Cette immunogénicité a pu étre réduite grace aditien des CDR des anticorps murins dans
la charpente de I'anticorps humain. Les anticofptermus sont humanisés a 90%. Dans ce cas
les réponses HAMA sont trés rares (Riechmeinal., 1988).

[11.2.2. Fragments d’anticorps recombinants

PORTER a démontré, en 1959, qu'il était possibtibt#Enir des fragments d’anticorps
en réalisant des digestions enzymatiques. On pesit @btenir des fragments Fab et Fc par
digestion avec la papaine (Fig. 16, Al). Le fragntab (50 kDa) conserve la capacite de lier
'antigéne alors que le fragment Fc (50 kDa) cowsetoutes les autres fonctions de
I'anticorps (activation du complément, ADCC, fiatiaux récepteurs...).
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Malgré le développement de la technologie des Adkl,nombreuses applications
spécifiques se sont heurtées a une faible stalilitéh une spécificité insuffisante de ces
derniers. Le développement de l'ingénierie desnfraigts d’anticorps a donc été entrepris,
afin de tenter de résoudre ces problemes.

Divers fragments d’anticorps recombinants Fab, flag(nents variables), scFsifigle
chain FV et dsFv disulfide bond stabilised Fycontenant tous, les sites de reconnaissance
spécifique des anticorps ont été utilisés dansutithiérapeutique, en raison de leur propriétés
de ciblage spécifique d’antigenes (Beteal.,1988), (Hoogenboorat al, 1991).

[11.2.2.1. Les fragments variables (Fv)

Les fragments Fv sont les plus petites entités ldapade lier I'antigéne. Elles sont
constituées par les deux modules variables VH easdemblés sous forme fonctionnelle, et
interagissent de facon monovalente avec leur amigéependant, I'interaction entre les deux
modules est tres faible, la structure du Fv estgmu stable. En effet, dans le fragment Fab,
les deux chaines sont maintenues sous forme diutégres par les interactions entre
domaines VH et VL, mais surtout entre les domaf@eE4 et CL. Les domaines variables ont
tendance a se dissocier une fois dilués car lerfeag) Fv est dépourvu des domaines CH1 et
CL.

BIRD a proposé, en 1988, une solution consistastiér les ADN des deux domaines,
par une séquence flexible de liaison de 10 a 2@ ia&er). Le résultat est une molécule de
fragment variable en chaine unique (scFv) (Ritdal., 1988), (Wornet al, 2001), (Raagt
al., 1995).

[1l.2.2.1.a. Les fragments variables en chaine unique (scFv)

Le fragment scFv (28 kDa), posséde une affinitgédepour son antigene et peut étre
aisément exprimé dans plusieurs systemes de prodsi¢/ermaet al., 1998) (Fig. 18, page
53). Le peptide de liaison (GlySer} est le dinker »le plus classiquement utilisé pour
joindre les deux modules VH et VL, mais d’autregushnces peuvent étre également utilisées
(Bird et al.,1988), (Hustoret al.,1988), tableau (Il1).
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VH-Linker-VL
H113 (S) -GGGGSGGGGSGGGGS- L1 (D)
H113 (S) -GGGGSGGGGSGGGGS- L1 (Q)
H113 (S) -SGGGGSGGGEGESGGGEGESQr L1 (Q)
VL-Linker-VH
L105 (L) -KESGSVSSEQLAQFRSLD- H2 (V)
L105 (K) -EGKSSGSGSESKST- H1 (Q)
L107 (K) -GSTSGSGKSSEGKG- H1 (Q)
Tableau Il : Séquences protéiques et points dagerdedinkers permettant la construction des scFv. Les

linkers sont insérés entre la chaine lourde (H) et langhédgére (L). Le chiffre suivant H ou L indique la
position ou est inséré lmker, la lettre entre parentheses indique I'acide arain@oint d’ancrage du linker. Les
linkers les plus utilisés contiennent des glycines (Gilext sérines (S) qui donnent de la flexibilité. ras
comportent des glutamines (E) et des lysines (Kjpartantes pour la solubilit¢ de la molécule. (déap
Pantoliancet al, 1991).

Selon Idinker utilisé, les fragments scFv peuvent étre plus oinmfacilement dégradés
par protéolyse (Whitlovet al., 1993). Avec le développement des techniques dgdhierie
génétique, ces limitations ont été surmontées,egaix recherches portant sur 'amélioration
de la stabilité, la solubilité et de la fonctiont@abes scFv (Woret al.,2001).

Une alternative intéressante propose de lier denfapvalente les deux domaines variables,
en rajoutant une cystéine par domaine au nivealinderface VH-VL. L’établissement du
pont disulfure a permis de stabiliser la structlwmescFv (Glockshubeat al, 1990), (Reiteet
al., 1996)et a donné naissance aux dsFv. Cette techniquesplrplupart du temps d’obtenir
des produits plus stables mais ajoute une difficldis du repliement de la protéine. De plus,
il est souvent nécessaire de connaitre la résoldola structure du fragment pour pouvoir
placer correctement les cystéines.

L’orientation VH linker VL ou VL linker VH peut intiencer le taux d’expression.
La longueur du peptide de liaison est aussi impeeteelle doit étre comprise entre 35 et 40 A
(Bird et al., 1988). Sa valeur influence I'état d’oligomérisatides scFv (Kortet al., 1997).
Un peptide plus court (moins de 12 aa) entraidertaation de fragments bivalents, trivalents
ou tétravalents, car 'encombrement stérigue empéaksociation du domaine VH au VL
(Sawyeret al.,1994). Par conséquent, le domaine VH peut s’assadiin domaine VL d’'une

autre molécule (et réciproquement pour le domaibg V
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Les scFv retiennent généralement la méme affinié tg fragment Fv parental
(Hudson, 1998). Du fait de leur taille réduite,pl&sentent des propriétés pharmacocinétiques
particulieres et pénetrent mieux dans les tissusy teur grand intérét dans les thérapies
antitumorales (Raagt al, 1995).

[11.2.2.1.b. Les bi-anticorps

Souvent rencontrés lors de la production de fragsneriv, ces diméres ont fait I'objet
de plusieurs études dans le but d’exploiter ce phéne pour créer de nouvelles molécules
bivalentes formées par I'association non covaldeteeux scfv (Essigt al, 1993), (Holliger
et al, 1993).

Gréace au couplage VL-VH intermoléculaire, les hii@rps (oudiabodie$ peuvent étre
unispécifiques (donc a avidité accrue) ou bispgeéds. La petite taille du peptide de liaison (1
a 12 aa) est une condition nécessaire a I'obterdmrelles molécules (50 kDa) (Fig. 18,
page 53).

Les bi-anticorps bivalents présentent un grandniieieet ont déja été utilisées dans
diverses applications.

KONTERMANN et al. ont construit des bi-anticorpsifidysozyme / anti-C1q) capables de
recruter les composantes du complément, et onbpareer une lyse efficace d’érythrocytes
recouverts de lysozyme (Kontermaanal, 1997). De méme, une étude de HOLLIGER, a
montré la possibilité de cibler et détruire les pjhmames par les cellules T cytotoxiques, en
utilisant un bi-anticorps anti-marqueur de lymphohéanti-CD3 (Holligeret al., 1996). La
grande efficacité observée peut s’expliquer pacdarte distance de 65 A qui sépare les
cellules interagissant par I'intermédiaire du bikamps (moins de la moitié de la distance par
rapport aux IgG). D’autres travaux de la méme égugmt permis d’obtenir des bi-anticorps
capables de recruter le complément, les cellulesytdtoxiques et les phagocytes. Ces
molécules bispécifiques anti-cible / anti-chainégg@’ sont capables de lier toutes les IgG
circulantes du sérum et donc toutes les fonctiarisleyrs sont associées (Holliget al.,
1997).

Ces exemples d’applications montrent le grand énténérapeutique des bi-anticorps qui
s’ajoute a leur utilité évidente pour les diagnstmmunologiques.

Le bi-anticorps (anti-cible / anfi-galactosidase) a été utilisé en microplaque potactE le

lysozyme. Il a permis de mettre en évidence la ggdd@Gmmunorévélation sur des extraits

51



cellulaires, ou encore de révéler le CEA par colonammunocytochimique de cellules Hela
(Kontermanret al.,1997).

[11.2.2.1.c. Les tri-anticorps et les tétra-anticorps

Dans certaines conditions (absence de peptidiaiden ou peptide de liaison de 1 a 2
aa), les fragments scFv peuvent former des trim@riesnticorps : 75 kDa) ou des tétrameres
(tétra-anticorps : 100 kDa) non covalents possédsspectivement trois ou quatre sites de
liaison fonctionnels pour I'antigene (Rsial.,1997), (Wittel, 2005) (Fig. 18, page 53).

Il est important de noter que I'assemblage des stFiri ou tétra-anticorps peut aussi
étre obtenu par utilisation des motifs « Leucingper » (Mulleret al, 1998), (Pluckthuret
al., 1997) (Cf. chapitre V).

Etant plus petites qu’un anticorps entier, ces mo&s s’infiltrent mieux dans les tissus
et présentent une clairance plus rapide. Elles dente fait, des outils intéressants pour
l'imagerie et la radiothérapie ciblée des cancé&m. effet, plusieurs exemples de tétra-
anticorps, tel que l'anti-TAG72, ont été utilisésup le traitement radio-immunothérapeutique
de tumeurs gastro-intestinales (Shen, 2005). Ddéamles trispécifiques ont été concues et
produites pour permettre une co-activation optintle LT cytotoxiques (anti-marqueur de
tumeur / anti-CD3 / anti-CD28) (ltet al, 2003). Dans d’autres applications, des tri-amfis
bivalents ont été proposés dans le but d’accrbévélité et par conséquent I'affinité.

Finalement, I'une des principales utilisations ttagments d’anticorps bispécifiques est
la génération d'immunotoxines, agents thérapeusigt@s actifs contre les tumeurs
(Kreitman, 2006) (Cf. chapitre 11.3).

L'utilisation des fragments d’anticorps offre plesis avantages: une meilleure
pénétration dans les tissus grace a leur petite,tane bi-spécificité trés appréciée pour les
modéles de ciblages et une augmentation d'aviditdr pes formes homomultimériques.
Cependant I'un des inconvénients majeurs est lmaoke beaucoup plus rapide de ces
fragments d’anticorps par rapport aux anticorpsenéeur efficacité peut alors étre trés
affectée (Holligeet al.,2005).
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Figure 18. Représentation schématique des diff@feexyments d’anticorps. ( Holliget al, 2005).

11.2.2.1.d. LES FRAGMENTS VHH

En 1993, HAMERS-CASTERMAN a découvert une nouvelasse d'IlgG chez les
Cameélidés (Hamerst al, 1993). Chez ces animaux, 75% des IgG résulteritadsociation
des deux chaines lourdes dont le domaine CH1 exgti@eé par une région charniere étendue.

Malgré I'absence du domaine VL, ces anticorps sapables de lier des antigenes trés divers,
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simplement par le domaine variable de la chainelledénommé VHH (pour le distinguer du
VH classique) (Muyldermanst al., 1994). C’est le plus petit fragment d’anticorpanti
'antigene et dérivant d’'une immunoglobuline fooamelle (15 kDa). Ces fragments
possédent des CDR plus longs que tous les anticorpsus, particulierement dans le cas du
CDR3 qui peut atteindre une longueur exceptionngde24 résidus. Cette caractéristique
permettrait de fournir a I'anticorps une surface adatact suffisante malgré I'absence du
domaine VL.

En 1996, les travaux de DESMYTER ont permis de atérsser puis cristalliser un
VHH anti-lysozyme (Desmyteet al, 1996). Sa structure révele des caractéristidress
intéressantes. Notre conception habituelle estmquaeepteur enrobe son ligand, cependant
dans le cas du VHH anti-lysozyme / lysozyme lesg@&ont inversés et le fragment VHH se
sert de son CDR3 extrémement long pour inséreadégs aminés profondément dans le site
actif de I'enzyme. Cette propriété pourrait étresena profit pour obtenir facilement des
inhibiteurs d’enzymes.

Grace aux avancées des technologies des ADN renantbi permettant un clonage
rapide et efficace des VHH de Camélidés immuniaé@ssi qu'avec le développement des
stratégies de sélection de spécificité baséeses«iphage display », il est désormais possible
d’acquérir une large gamme de ces entités fixarantigénes, aussi bien spécifiques que
variées. Comparé aux fragments d’anticorps coneenéls (scFv, Fab, dsFv), I'utilisation
des VHH recombinants présente de nombreux avantgpges les applications en
biotechnologie et en thérapeutique :

* Le VHH se distingue par une grande stabilité thgqumi et chimique (certains
conservent encore leurs propriétés structuralésnetionnelles a 90 °C et en présence de
dénaturants) (Van Der Lindext al.,1999), (Dumouliret al, 2002).

» |l présente la plus petite taille de fragment d@rps fonctionnel (15 kDa, contre 30
kDa pour le scFv).

* Allinverse des anticorps conventionnels, le VHHipeibler des épitopes alternatifs. I
pourrait avoir des applications dans l'inhibitionzgmatique (Desmytegt al., 1996), (Van
Der Lindenet al.,1999), (Saerenst al, 2004).

* |l posséde une grande spécificité et une fortenisdfipour son antigene, de I'ordre du
nanomolaire (Van Der Lindest al.,1999), (Dumouliret al, 2002).

 Le VHH est capable de se fixer a des haptéenesibie faoids moléculaire tels que la
méthotrexate (Alvarez-Rue@d al, 2007).
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» |l est plus facilement exprimé, que les autresrfragts d’anticorps, dans les systéemes
de production bactériens et fongiques. Des tauyuedgues mg/l ont été obtenus en cultures
de Saccharomyces cerevisif@ierenkenet al.,2000) et dEscherichia coli{Alvarez-Ruedaet
al., 2007).
» La structure en chaine variable unique, fait du VHR meilleur candidat pour le
développement d’anticorps bispécifigues ou immunp@ués, en joignant les génes d’'un
premier VHH a ceux d'un deuxieme, d'une enzyme aunel toxine, au sein d'une méme
unité d’expression (Conratt al, 2001), (Cortezt al.,2004).
* Les génes exprimés dans le domaine VHH possédengande homologie avec la
famille des genes du VH3 des Ig humaines. Les egpdns chez 'homme des VHH
devraient donc rencontrer moins de problemes d’inogénicité (Conrath Ket al, 2003).
Dans le but d'accroitre l'avidité et par conséquéaffinité ou d’augmenter la
spécificité, des VHH bivalents et bispécifiques a@té produits (Conrath Ket al,
2001).Une étude de I'équipe de McKENZIE a propasé&ysteme pentavalent fondé sur les
propriétés multimérisantes de I'unité béta de llatokine dEscherichia coli Ce systeme a
permis d’obtenir des multi-VHH. Cependant leurisétion est restreinte aux applications
diagnostiques a cause de I'immunogeénicité de latogine (ZhandA) et al.,2004), (Zhang
(B) et al, 2004).

Les domaines d’applications thérapeutiques des VeBtent trés diversifies. Grace a
leur petite taille permettant une meilleure inéitton dans les tissus denses pour la
neutralisation de I'antigene, les VHH ont été géf contre les infections (Conragh al.,
2001) et les tumeurs (Cortetal, 2004).

Une étude de CORTEZ-RETAMOZO (Cortetzal.,2004), a montré I'effet antitumoral d’'un
VHH anti-CEA couplé a une béta-lactamase bactérieapable d’'induire la dégradation de
la membrane des cellules cancéreuses.

La faible taille des VHH leur permet aussi de traee la barriere hémato-méningée
infranchissable par les autres anticorps. Cette rigt@p confirmée par les travaux de
MURUGANANDAM (Murugandamet al, 2002), peut étre exploitée pour le développement
de traitements pour des maladies neurologiques.

Cependant, la clairance rapide a cause de la pailieedu VHH peut diminuer son efficacité

dans les essais vivo.
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V. LES DIFFERENTS SYSTEMES DE MULTIMERISATION
PROTEIQUE

IV.1. Théorie de la multivalence

La multivalence est un principe général naturetoatré dans de nombreux systemes
biologiques permettant d’augmenter les interactientse les biomolécules. Dans la plupart
des interactions cellulaires, que ce soit au cdessphénomeénes d’adhésion nécessitant une
simple identification, ou au cours par exemplealeeconnaissance d’antigénes du non soi
par le systtme immunitaire, la nature des intavastiest essentiellement multivalente et
multifonctionnelle.

Les réactions de type ligands/récepteurs (L/R) st@# associations non covalentes
réversibles, dont la force de liaison, appeléenafj représente la somme des forces
attractives et des forces répulsives résultant ideractions de faible énergie de type
hydrogene, Van der Walls, hydrophobes, etc...entriigéind et son récepteur. La relation
spécifiqgue de fixation entre un récepteur et sgand constitue un équilibre de fixation
dynamique entre les formes libres et liees. L'd@iindu systtme ou constante d’affinité
intrinseque (K) est le rapport de la constante de la vitessesd&ation (Kss) sur la constante
de vitesse de dissociation £&) du systeme, ou encore le rapport entre la coratém de
formes liées [L-R] sur le produit de la concentratdes formes libres [L] x [R]. D’ou =
Kass./ Kgiss. 0U Ky = [L-R] / ([L] x [R]). L'illustration de I'effet “bonus” de la bivalence est
présenté au travers de I'exemple antigéne-antiqéwgpsAc) (Fig. 19) (Crotherst al, 1972).
Dans le cas des interactions de type (Ag-Ac), lggyanes présentent en général plusieurs
épitopes, et les anticorps sont au moins divalddtdfinité dans ce cas (§s) peut étre
considérablement augmentée par la formation de daydusieurs sites de fixation (Ag-Ac).
Elle est égale au produit des deux constantesimigffintrinseques prises séparément. La
seconde fixation, réaction monomoléculaire, edregge a la proximité du second antigene
(ou épitope) et/ou a la flexibilité existant entaepremiére valence de l'anticorps engagée
dans une interaction (de constantg, ket la deuxiéme valence libre du méme anticodes (
constante K). D’autres facteurs additionnels modulent la dyimaa du systeme, tels que la
vitesse de circulation des anticorps dans les ftugdaguins (Mattes, 1997).

L'effet de multivalence est fortement dépendant lde surface solide. A forte

concentration d’antigenes (ou d’épitopes), la fomativalente d’anticorps monoclonaux peut
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augmenter I'affinité fonctionnelle de 1000 foisymoarée a I'affinité intrinseque du complexe
(Ag-Ac) monovalent (Rheinnecket al., 1996).

Figure 19. Augmentation de la constante d’équildpparente due a I'effet “bonus’eda bivalence, selon la
de CROTHERS et METZGERK1 est la constante d’affinité intrinséque degfreents monovalents. K2 es
constante d'affinité du second site de fixation.bKoest la constante d’affinité fonctionnelle degfent:
bivalents. [AB, [Ag] et [Ab.Ag] sont des concentrations molaird&nticorps, d’antigeénes et de comple
immuns respectivement. La densité d’hapténe X metaoncentration bidimensionnelle (molécule / sg¥
V est le volume utilisé. Navo est le nombre d’Avdga= 6,023 x 18. r: rayon entre les 2 valences. (d'aj
Crotherset al, 1972).

IV.2. Intéréts de l'utilisation de systémes multivalemtsultifonctionnels en
thérapie humaine

Les protéines recombinantes multimériques solupisettent d’obtenir un effet de
multivalence au sein d’'une molécule homomultiméiglorsqu'une méme fonction est
présente en plusieurs exemplaires dans la mémeuh@ldl est possible de maintenir I'effet
“bonus” de la multivalence, tout en associant digsrfonctions au sein d’'une méme molécule
hétéro-multivalente multifonctionnelle. Les apptioas thérapeutiques potentielles de ces
biotechnologies des protéines recombinantes hor@wtirdultimériques multifonctionnelles
peuvent étre développées dans divers domaines :
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1- Le ciblage cellulaire de principes actifs (antituawot par exemple).

2- L’inhibition d’infections virales par association dkvers mécanismes de blocages
et/ou effecteurs antiviraux.

3- Le ciblage de I'action de molécules effectricecépieurs, enzymes ...) vers un lieu
d’'intérét, ou encore d'utiliser un type cellulaigrculant comme vecteur passif
assurant le « routage » de molécules a activimedgues thérapeutiques.

4- La production de molécules antagonistes dont le &3t d’inhiber par compétition
l'interaction de systémes ligands/récepteurs emgécher par exemple I'entrée de
micro-organismes pathogenes dans une cellule cibins ces conditions, la
multimérisation permet d’améliorer les caractéyistis pharmacocinétiques de la

molécule, son avidité, son espace de distributi@aelurée de vie plasmatique.

IV.3. Cahier des charges d’'un bon systeme multimérisant

L'utilisation de systemes biologiques a visée tpéudique chez 'homme impose la
prise en considération de plusieurs contraintes :

> Le systeme multimérisant doit comporter des cametits humains plutdt plasmatiques
gue cellulaires pour éviter toute immunisation xé&rogue ou activation du
complément, sauf fonction spécifique ajoutée intemellement dans ce sens.

> Les systemes multimérisants doivent éviter de faitervenir des technologies de
multimérisation trop complexes et lourdes, en guss étapes, en restant le plus fidele
possible aux modeles de multivalence naturellemamtontrés au sein des systemes
biologiques. Multiplier les étapes de synthéseemva augmenter les parametres de
contrble de la conservation des propriétés foncaetdes des protéines recombinantes
mises en jeu au cours du développement des étapasrddtimérisation. En outre, il
est judicieux de choisir un systéme multimérisantivdét d’'un systéme naturel
simple, dont I'assemblage des divers monomeresaotorimation de la structure
guaternaire de la protéine recombinante multimérigont réalisés au sein du
réticulum endoplasmique de la cellule héte, puisé&tée a I'extérieur de la cellule.

» Le systeme multimérisant peut associer des fongtiodentiques au sein
d’homomultiméres. Un tel systeme multimérisant ra@t ¢gpas interférer avec la
fonction et/ou I'activité biologique de chaque morere pris séparément au sein du
multimére, par encombrement stérique, en masquardul les sites actifs de la

molécule recombinante multimérique. Aussi le systénultimérisant doit étre assez
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« souple » pour permettre une action synergiquéedeemble des monomeéres. Par
exemple, s’il s’agit de la multimérisation de pep8 recombinants dérivant de
molécules de surface de micro-organismes, danstleldwévelopper un vaccin, le
systeme multimérisant doit associer les différgrestides en des sites suffisamment
éloignés de leurs épitopes immunogenes, afin deasegéner leur accessibilité aux
anticorps et molécules du complément.

» La biotechnologie développée pour la réalisation rdelécules recombinantes
multimérigues solubles ne doit pas modifier lesactaristiques physico-chimiques des
différentes fonctions associées, comme les carstitfres de solubilité dans les

fluides biologiques et la stabilité thermique.

En conclusion, la molécule recombinante multiméeigdéale est une protéine
glycosylée et assemblée en cellule eucaryote,qaaietée dans le milieu de culture sous une
seule espece moléculaire multivalente. Les élémennstituants la molécule multimérique
doivent étre parfaitement solubles, dépourvue®detions biologiques et n'associant que des
constituants humains plasmatiques, donc non immamesy Le systeme multimérisant doit
enfin, respecter I'activité biologique des difféentonomeres associés, permettant une action
combinatoire synergiqgue dans le cas d’homomultimému autorisant une activité

fonctionnelle optimale de chacun des constituamtsedn d’hétéromultimeres.

IV.4. Systemes biologiques multivalents naturels et leapplications

IV.4.1. Les immunoglobulines bivalentes

La bivalence des Igs est imputable a la formationpdets disulfure entre les deux
chaines lourdes. La structure d’'une Ig (IgG, IgDg&) présente une symétrie dont les ponts
disulfure rapprochent les divers domaines identgieux a deux. La région charniére définie
le domaine des chaines lourdes portant ces postdfude (Cf. chapitre I, Fig. 16, A2,
page 46). Plusieurs molécules ont déja été dimesis@ utilisant les propriétés des chaines
lourdes, notamment I'lL-2 (Landolfi, 1991) et le @Caponet al, 1989). Ce systeme
apporte deux avantages ; il est dimérisant et impé d'activer la voie classique du
complément via sa partie Fc. Cet avantage devienhconvénient majeur quand seule la

dimérisation est nécessaire.

59



La production de ce type de molécule est limitée systemes eucaryotes ; les seuls capables
de produire les structures des Ig.

Bien qu’il ne permette qu’un faible niveau de mukrisation, ce systeme simple
permet d’orienter la lyse spécifique de certaipgesycellulaires. De plus, 'augmentation de la

demi-vie de la molécule constitue un facteur phaoumeétique important.

IV.4.2. Les immunoglobulines de valence supérieure

» Les IgA se présentent sous deux formes; plasmatigjualente et sécrétoire
tétravalente (Cf. chapitre ).

e L'unité de base de I'lgM est une Ig bivalente. Gagant, par opposition aux autres
Igs, les IgM ne sont efficacement sécrétées quegloelles sont constituées de cing a
SiX sous-unités identiques associées de manierderde, possedant alors de 10 a 12
valences. Les IgM pentamériques contiennent lanehaiElle n’est pas nécessaire a la
polymeérisation mais semble étre impliquée danselgrél de polymérisation des IgM,
car sa présence favorise la présence de pentagieses absence, celle des hexameres
(Cf. chapitre 1ll, Fig. 17, page 47). Les domaid#43 et CH4 seuls sont responsables
de la multimérisation (Bornemanet al, 1995), d'ou l'idée de se servir de ces
domaines comme base d’'un systeme permettant lanpalsation.
La premiere molécule produite grace a ce systemie I8L-2 multimérique (Vieet
al., 1993). Ces molécules sont capables de stimulenolasance des LT et sont aussi

fortement cytotoxiques car activatrices du complémwe leur domaine IgM.

IV.4.3.Les systemes multimérisants de type «Leucine zippe a
interactions interchaines hydrophobes

IV.4.3.1. Les facteurs de transcription de 'ADN

Certaines protéines ayant pour role la régulatienfahctions ou de métabolismes
cellulaires, interagissent directement avec I’ADINse fixent sur certaines de ses séquences.
Les plus étudiées de ces protéines sont les factégulateurs de la transcription (GCN4 et
C/EBR) (Hopeet al., 1987), (Hopeet al., 1987), (Landschulzt al, 1989) et les facteurs
proto-oncogéenes (Jun, Fos et Myc) (Landschetilal, 1988) . Les caractéristiques structurales

communes a ces protéines sont I'existence d’'unemé&ppelée selon la terminologie anglo-
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saxonne « Leucine zipper », littéralement Fermetdotair a leucines, constituée d’une
trentaine d’acides aminés a structure secondalreoigiale. Elles contiennent des séquences
périodiques répétitives de résidus leucine, régiient réparties tous les sept aa. Les résidus
leucine hydrophobes sont disposés d’'un coOté ddidéhé:, constituant ainsi une aréte
hydrophobe sur une tranche de I'hélice. Les susfagelrophobes de deux héliaesle deux
peptides, peuvent interagir par interdigitation descines de chaque hélice, telle que
'assemblage de deux parties d’'une fermeture aighs ou Fermeture Eclair. Ces interactions
intermoléculaires stables sont non covalentes.

La séquence codant pour la partie « Leucine zippbr GCN4 est couramment utilisée
pour dimériser ou tétramériser des scFv ou d’autrelecules. Les valences de ces protéines
sont rassemblées du méme c6té de la molécule sak leeucine zipper » induisent un
agencement paralléle des différentes valences dtinmeué (nommé scZIP) (O’shest al.,
1991). La structure de ces protéines est rigideaedistance entre les valences dépend
directement de la longueur du bras inséré entnedicule a multimériser et la structure
« Leucine zipper ». Dans le cas des scFv, un boascburt peut conduire a la formation de
bi-anticorps entre deux scFv d'un méme multiméraéeliire encore la flexibilité de la
protéine (Pluckthuret al., 1997). Une forme modifiée de la partie « Leucimgper » de
GCN4 permet la tétramérisation des protéines normmeéEETRAZIP (Harburet al, 1993)
(Tableau 1V) (Fig. 20).

Tableau IV. Caractéristique des systémes multimgtistilisant des structures protéiques hélicoilales
leucines impliquées dans la multimérisation sodignées en gras. (d'aprés Pluckthatral., 1997).
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Figure 20. ScFv dimérisé ou tétramérisé par inmertde structureseucines zippera I'extrémité C-
terminale. (d’apres Pluckthwat al.,1997).

IV.4.3.2. Le paquet de quatre hélices « four helix bundle »

Certaines protéines a structure hélicoidale sombwes pour s'assembler spontanément.
L’équipe de DEGRADO a fabriqué une séquence copauat un fragment protéique imitant
les propriétés de la protéine R@FEscherichia coli(Betz et al., 1997). Cette structure
présente la qualité de s’assembler par groupe diequ® qui permet de multimériser des
protéines insérées a I'extrémité N-terminale délide.

Contrairement a ce qui était attendu, la protéimdugion constituée d’'un scFv, d'une
chaine peptidiqgue de liaison dérivant de la régibarniere des 1IgG3 de souris, et d’'une
hélice, ne forme pas de tétraméres, mais des dingérdes monomeres. Cette construction,
nommeée scHLX, n’était donc pas satisfaisante, lesuss ont alors eu l'idée de fusionner le
scFv a deux hélices (reliées par trois aa). Ce kEdldrme spontanément des dimeéres tres
stables. Ces protéines ont une affinité fonctideridentique a celle de I'anticorps dont dérive
le scFv. Il est important de noter que contrairengela structure des scZIP, les scdHLX ont

une structure anti-parallele qui évite la formatitenbi-anticorps (Fig 21).
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Figure 21. Structure schématique d'un ScdHLX. LEvsest dimérisé par insertion de deux

hélices a son extrémité C-terminale. (d’aprés Be#., 1997).

IV.4.3.3. Le facteur de transcription p53

Les systémes multimérisants précédemment décritt dotilisation limitée. Les
scHLX et scdHLX sont dimérisants au meilleur des, agcombinants et potentiellement
immunogénes. Les «leucines zipper » peuvent étlgihe eucaryote mais posent des
problemes de rigidité qui annihilent lavantage da dimérisation ou la
tétrameérisation (SCTETRAZIP).

En 1996, I'équipe de PACK a exploité la qualitérdétérisante de la protéine p53

(Rheinneckeet al.,1996).
Cette protéine est un facteur de transcriptiomucsire quaternaire tétramérique. Elle se lie a
des séquences spécifiques de I’ADN pour activetpfession de certains géenes et joue un
réle central dans la prévention de I'apparitiorligeées cellulaires transformées néoplasiques
(Funket al.,1992).

Le systeme tétramérisant fondé sur la p53 estmomunogene, il consiste a associer un
scFv, la chaine charniére des IgG3 humaines, pariée hélicoidale de la p53. La protéine
produite, nommeée scp53, forme spontanément umtétea(Rheinneckest al., 1996). (Fig.
22).

La comparaison entre un scFv, un scdHLX et un sdi¥@es contre la méme molécule
indique que ce dernier se dissocie sept fois matesde son ligand que le scdHLX et plus de

cent fois moins vite que le scFv monomérique (Pluoket al, 1997).
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Figure 22. Structure schématique d’'un Scp53. Le ssF multimérisé, par l'insertion, a son extrémité
C-terminale, d’une structure protéique hélicoidi#evant du p53. (Rheinnecker al.,1996).

IV.4.4. La vérotoxine : systeme multimérisant décavalent

Escherichia coli0157 produit deux vérotoxines (VT-1 et VT-2), egaémt appelées
«shiga-toxins». Chaque vérotoxine est constituée d’'une entidigte A (VTA) et d’'une unité
pentamérique B (VTB) (Fig. 23). L'utilisation de tte unité a permis de produire des
homopentaméres de fragments d’anticorps VHH. Cetagnticorps ont présenté une avidité
100 fois plus élevée que celle de leurs équivalemsnomeériques, une excellente
thermostabilité et une résistance aux protéasean@dt al.,2004).

Dans une étude menée par la méme équipe en 200@pa&le multimérisant a servi pour
produire des molécules décavalentes de VHH liéaspauaties C et N-terminales de I'unité
VTB (Stoneet al, 2007).

Cependant I'immunogeénicité de ce systéme multiraétifondé sur une protéine bactérienne,

ne permet que des applications en diagnostic.
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Figure 23. Structure de la VTB. Les parties N defrinales permettant de fixer les monomeres sont
exposées a la périphérie, du coté opposé a cepladude la molécule. (d'aprés Zhagtgal.,2004).

En conclusion, aucun des systemes multimérisarustslée répond a I'ensemble des
critéres constituant le cahier des charges d’utésys multimérisant a usage thérapeutique

chez ’homme.

IV.4.5. Le systeme multimérisant utilisant la partie C-termnale de la C4-
Binding Protein (C4BP)

IV.4.5.1. Structure, organisation génomique et réles physioziques de la C4BP
IV.4.5.1.a.Structure

La C4-Binding Protein (C4BP) humaine est une glyotgne plasmatique
multimérique et hétérogéne de haut poids moléal@v0 kDa). Elle est synthétisée par les
cellules hépatiques. Sa concentration plasmatigtiele 200 pug/ml (Dahlback, 1983), elle
peut augmenter de quatre fois pendant la phase dgyllinflammation (Barnuret al.,1990).

Sa forme majeure (75 a 80% de la C4BP totale) sgose d’'un octamere comprenant sept
chainesa identiques et une chairfe (7a, 1B) reliées entre elles par des ponts disulfure
(Scharfsteiret al., 1978). Deux autres formeso(613 et 6, OB) circulent également dans le
plasma (Sanchez-Correl al, 1995).
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La structure de la C4BP en microscopie électronigpearait sous forme d’araignée
constituée de huit membres (Hessi@l, 1991) (Fig. 24).

Chaque chaine (C4BRy), de 70 kDa de poids moléculaire apparent, esposée de 549 aa
dont les 491 N-terminaux forment huit unités répéis identigues appelées protéines de
contrble du complémenCpmplement Control Proteins : CEBu courtes consensus répétées
(Sequence consensus repeats : SCR) (Chuad, 1985), (Villoutreixet al., 1998) (Fig. 24)

et d’'une terminaison C-terminale «non CCP» de 568omdenant deux cystéines responsables
de la multimérisation de la molécule et n’ayantuagcactivité biologique.

Chaque CCP contient 60 aa, dont les plus consewd@squatre cystéines responsables de
I'aspect en triple boucle de la CCP (Fig. 24).

La chaing3 (C4BRB), de 45 kDa de masse moléculaire apparente, spasarde 235 aa, dont
les 175 N-terminaux se répartissent en trois CCHtiigiges a celles de la chaingHilarp,
1991), (Hillarpet al, 1990) (Fig. 24). Les 61 aa C-terminaux constitl@ partie «<non CCP»,
présentant également plusieurs homologies avee® a#l la chainen et comprenant

notamment deux résidus cystéine impliqués dansdiablage des monomeres.

Figure 24. Structure octamérique simplifiée de #BE et détail d’'une chaine montrant la partie CCP et la
région C-terminale renfermant notamment deux ré&sihistéines responsables de 'assemblage desediitsr
unités (d’apres Oudin et al., 2000).
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IV.4.5.1.b.Organisation génomique

Les génes codant pour la C4AB& la C4BPB se présentent en tandem. Quatre mille cent
soixante dix-huit nucléotides séparent les extrésn® du gene de la C4BRt 5’ du gene de
la C4BR. (Rodriguezet al, 1991). lls appartiennent au groupe de genesntdda CRP
(protéines régulatrices du complément) (Rodrigeteal, 1985), localisés sur le bras long du
chromosome 1 (1932) (Weet al, 1987), (Lublinet al., 1987), (Pardo-Manuedt al., 1990)
(Fig. 25).

Les genes de la C4BRet la C4BB sont lies aux genes codant pour les protéinecizafa
des membranes (MCP ; CD46), le récepteur 1 du camgit (CR1 ; CD35), le CR2 (CD21),
le facteur accélérateur de la dissociation (DAMD56), le facteur H et la sous unité F du
facteur de coagulation Xl B (Rodriguet al, 1985), (Rey-Campast al, 1990). Toutes ces
protéines partagent la méme organisation struetui@dée sur la présence de multiples

unités CCP. De plus la plupart d’entre elles s@stcbmposants régulateurs du complément.

Figure 25. Carte du géne humain du groupe desipestéégulatrices du complément (RCA) localisélsuiras

long du chromosome 1, montrant les positions dasg€4BI et CABM (d'aprés Rey-Campaat al, 1990)

IV.4.5.1.c.Rdles physiologiques de la C4BP

La C4BP réunit deux fonctions distinctes : I'uneplmuée dans la régulation de
activation du complément par ses chainged’autre dans la régulation du processus de
coagulation via sa chairfie

La partie C-terminale «non CCP» des chainesp est responsable de 'assemblage des
différents monomeres. Elle n’a aucune activitédmajue et ne lie aucune molécule présente

dans le plasma.
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+« Fonction inhibitrice du complément
Faisant partie de la famille des régulateurs detiVation du complément, la C4BP

inhibe efficacement I'activation de la voie claggget de la voie des lectines en intervenant a

trois niveaux :

1- Elle agit comme cofacteur du facteur | (Fl)is@mprotéinase responsable de l'inactivation
protéolytigue du C4b (produit de dégradation du patr le complexe C1qrs-Cl),
empéchant ainsi la formation et la reconstitutielalC3-convertase (C4bC2a) de la voie
classique, précurseur de la C5-convertase (C4bRaBmjrcant la formation du CAM
(Mollneset al.,, 2006).

2- Elle accélere la dégradation naturelle dedac@nvertase (Gigkt al, 1979).

3- Elle empéche I'assemblage du complexe de ladb8ertase classique en fixant le C4b
naissant (Giglet al, 1979).

La C4BP agit aussi comme cofacteur du FI pour ieage du C3b en phase liquide,
inhibant ainsi dans une certaine mesure, la vaerred du complément, mais ne semble
pas inhiber 'assemblage de la C3-convertase de eeie (C3bBb) (Blonet al, 2003).

Chaque molécule de C4BP est composée de six &lsajptesn, cependant a cause de
'encombrement stérique, un maximum de quatre nutdsdc de C4b peuvent s’y fixer
(Ziccardiet al., 1984). Cette liaison s’établie a I'interface deSR1 et CCP2 de la chaing
au niveau du groupement d’'acides aminés a chargigiveo: Arg®, Lys> Arg® et His’
(Blom et al.,1999), (Blomet al, 2000), (Blomet al,, 2000)(Fig. 26, page 71).

Une étude menée par I'équipe d’'ISENMAN DE., puble¥e 2006, a permis de montrer la
fixation a la C4BP, des sous-unités C4c et C4ddCdb, au niveau de sites distincts et
adjacents, dont I'occupation est marquée par unergie (Leunget al.,2006).

L’interaction C4BP-C4b est inhibée par I'héparimmticoagulant qui agit en augmentant
I'activité de I'anti-thrombine 11l (Moureyet al., 1990) et dont le site de fixation a la C4BP se
chevauche avec celui de C4b (Villoutreixal,, 1999), (Blom, 2002) (Fig. 26).

Une étude menée par I'équipe de BLOM AM, publiée 2805, a montré que le
complexe C4BP-C4b / Protéine S (protéine anticaayga), se fixe a la surface des cellules en
apoptose et a leurs ADN et est responsable degldatéon du complément. Cette inhibition
de la voie classigue du complément évite la foromatdes opsonines C3b et des
anaphylatoxines C5a et C3a ainsi que la générdticddAM (C5b9) (Trouwet al, 2005). Les
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cellules sont donc éliminées uniquement par phageey évitant ainsi la libération de

I'ADN, cible potentielle des auto-anticorps (Rahmaa04).

Exploitant la propriété inhibitrice de I'activatiatu complément de la C4BP, plusieurs
agents pathogénes tentent d’échapper a I'actisysi¢me immunitaire en fixant la C4BP et
le facteur H (FH) : membre puissant de la famille deotéines de régulation du complément
(RCA).

La fixation de la C4BP a la surface des bactériesate la diminution de leur
opsonisation par le C3b, provoquant ainsi une riéaluce leur phagocytose.

En effet, dans ce but, la protéine M membranairestieptococcus pyogenssg fixe avec
haute affinité aux CCP1-2 de la chamnele la C4BP (Jerkinet al., 2006), (Perssoset al,
2005), (Andreet al.,2006) (Fig. 26, page 71Bordetella pertussiaccroche la C4BP (CCP1-
2) a l'aide de ses hémagglutinines filamenteusedteQiaison de nature ionique est tres
similaire a celle établie avec le C4b et constitue exemple de mimétisme moléculaire
(Berrgardet al.,2001) (Fig. 26). Quand Meisseria gonorrhoeaelle utilise ses porines pour
attacher la C4BP au niveau de la CCP1 de la cha{Béom et al.,2001) (Fig. 26)Candida
albicans capture les régulateurs de la voie alterne du oé&mmght ; FH, facteur H-Like 1
(FHL-1) ainsi que la C4BP (Mesit al.,2004).Escherichia colK1 se sert de sa protéine A de
la membrane externe (Omp A) pour fixer la C4BP (@GR la chaine) (Nemaniet al.,
2002), (Woostekt al, 2006) (Fig. 26), alors quiloraxella catarrhalisinteragit avec les
CCP2 et CCP7 de la chainea l'aide de ses protéines ubiquitaires de surigtsp?)
(Nordstromet al, 2004) (Fig. 26).

+« Fonction régulatrice de la coagulation

La C4BP intervient également dans la régulationlalecoagulation a travers son
interaction avec la Protéine S.
La protéine S vitamine K dépendante est un cofactela protéine C activée (APC) dans la
dégradation des facteurs procoagulants V et VIiai@ar, 1980), (Walkeet al., 1987). Elle
possede aussi a elle seule une activité anticoatguladépendante de 'APC (Mitchei al,
1988), (Koppelmaet al.,1995) et circule dans le plasma (0,3 uM) sous éolibre ou
complexée a la C4BP (CCP1-2 de la ch@iinau ratio 1:1 et avec une tres forte affinitg @&
0.1 nM) (Linseet al, 1997) (Fig. 26).
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Prés de 60% de la PS totale se trouve complex@€4aBP, et seulement la proportion libre
conserve ses propriétés anticoagulantes (lehsé, 1997),(Dahlback, 1986). Le maintient de
cet équilibre est donc primordial pour éviter lesidents thrombo-emboliques.

La stabilité du taux plasmatique de la PS pendaphhse aigue de I'inflammation, au cours
de laquelle la concentration de la C4BP augmentsidérablement (Jerkireg al, 2006), est
due a la régulation différentielle des taux desé@oles C4BP contenant ou déficientes en
chainef (Garcia De Frutost al, 1994).

En plus de son implication dans la régulation deolagulation, I'interaction entre la PS
et la C4BP permet également la fixation du compl€4BP/C4b aux phospholipides
membranaires au niveau du site de la lésion. Aigean, les protéines procoagulantes et
anticoagulantes sont attachées via leurs domaiegldy-carboxyglutamique (Gla), dans le
but d’empécher l'inflammation (Linset al.,1997).

+« Interactions de la C4BP avec d’autres protéines
La chainex de la C4BP interagit aussi aved.law Density Lipoprotein Receptor related
Protein (LRP). La LRP est un récepteur de,I'macroglobuline. Elle est impliquée dans la
clairance hépatigue de plusieurs protéines et ibor également au processus de
signalisation cellulaire et au transport puis ddgt@n intracellulaire de la C4BP. Sa liaison a
cette derniere est de nature ionique et son sitdixaéion se chevauche avec celui de
I'héparine et du C4b (Westegt al.,2002) (Fig. 26, page 71).

La C4BP permet aussi 'activation des cellules Bipteraction avec leur récepteur de
surface CD40. Appartenant a la famille des réceptelas facteurs de nécrose tumorale
(TNF), ce récepteur est présent a la surface depHgcytes B, des monocytes, des cellules
dendritiques, des cellules endothéliales et ddsleslépithéliales ; il se lie directement a la
chaineua de la C4BP. Cette interaction induit la prolifésatet 'augmentation du nombre de
récepteurs CD54 (ICAM-1), CD86 et des IgE — inteklae 4 dépendantes (Brodeur, 2003).

En conclusion, la C4BP est un puissant inhibiteag doies classique et des lectines du
complément. Son pouvoir inhibiteur est bénéfiquerpauganisme car elle permet d’éviter
une activation excessive du complément conduisaattaines maladies auto-immunes.

Cette propriété devient un inconvénient quandedteexploitée par quelques bactéries liant la

C4BP pour échapper a 'action du complément.
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C4db

C3b
Heparine
chamne a LRP

Streptococcus pyogenes
Bordeteila pertussis
Neisseria gonorrhoeae
Escherichia coli K1
Moraxella catarrhalis

Figure 26 : Représentation schématique de la CABiguant les sites de fixation de différents ligand

IV.4.5.2. Systeme multimérisant dérivant de la C4BP

IV.4.5.2.a.Avantages de ce systeme

La C4BP est une molécule soluble du plasma hunadle,peut donc étre utilisée en
immuno-intervention sans risque d’éventuelles iéastimmunologiques de I'organisme.

Les parties C-terminales «non CCP» de la chaifg9 aa) et de la chairfe(61 aa),
n'ont aucune fonction biologique intrinseque aunsde la C4BP, elles n'activent pas le
complément et ne lient aucune molécule présenteldatasma.

Elles possedent chacune deux résidus cystéinesefiannla formation de ponts disulfure
interchaines pour 'assemblage des monomeres eimracgs (é, 1) en majorité rencontrés
(Fig. 24, page 66). Ces liaisons de nature covalemmferent une forte stabilité au multimere.

En résumé, ce systéme multimérisant fondé surrgwigtés de la partie C-terminale de
la C4BP ne devrait pas avoir les inconvénients dgstemes précédemment décrits
(immunogeénicité, activation du complément, struetanti-paralléle).

Il permet d'obtenir des heptameéres voir des octamdiees au travers d’associations

covalentes stables.
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Ce degré de multimeérisation permet d'accroitre idénablement l'avidité de la molécule.

Il permet également d’augmenter la durée de la denplasmatique par augmentation du
poids moléculaire de la molécule.

Il permet I'obtention des molécules homomultimérigjuée activité fonctionnelle unique ou

hétéeromultimériques bi-fonctionnelles.

IV.4.5.2.b.Applications

Ce systeme multimérisant de la C4BP, d'usage gkméra’ingénierie aisée, a été
développé et plusieurs applications ont été réadisd cours de ces dernieres années.
Ainsi, des protéines homomultimériques ont été pitedutel que le mini anticorps scFv anti-
RhD — C4BH, molécule permettant d’agglutiner les GR RhD confianaticorps polyclonal
humain dont il dérive (Libylet al, 1997).
Une molécule CD46 multimérique soluble a été égal@ndéveloppée a l'aide de I'extrémité
C-terminale de la chainede la C4BP. Elle a permis de neutralisevitro etin vivo le virus
de la rougeole en se fixant aux hémagglutininesesr(Christianseet al., 2000).
Des protéines hétéromultimériques ont aussi etéuites grace a ce systeme tel que le multi-
scfv anti-RhD — C4B&/ multi-CR1 — C4BR. Cette molécule a permis de restauirewitro,
une densité physiologique (voir supra-physiolog)gie CR1 a la surface de GR RhD qui en
sont déficients (phénoméne associé a certaineslimalauto-immunes) (Oudet al.,2000).
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MATERIELS ET
METHODES



|. PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES
HOMOMULTIMERIQUES ET HETEROMULTIMERIQUES

[.1. Amplification des ADN codant les protéines d'in&ir

[.1.1. Amplification des parties C-terminales des chainee et p de la C4BP
1.1.1.1. Partie C-terminale minimale courte de la chaineax de la C4BP (C4BR.C)

L’ADN codant les 59 derniers aa de la partie C-iaaie de la C4B& a déja été produit
et cloné au laboratoire. Il nous a servi de mafpiger I'amplification en utilisant les amorces
suivantes :

Amorce en 5’ : 5-CGCGAGTCCGGBGCGGTGGCTCGACCGGA-3’

Amorce en 3’ : 5-CGCGAGTCTAGPRCATCASTGATGGTGATGGTGATGGTG
GTGGATTAGTTCTTTATC-3

Les séquences soulignées sont spécifiques des eazigrestrictionBspElet Xbal, pour les
amorces en 5’ et en 3’ respectivement.
Une séquence codant pour 8 histidines dans 'amernc&’ (en gras) a été ajoutée pour
faciliter par la suite la détection et la purificat de la protéine.
Deux codons stop (en italique) ont été placédfia lde la séquence pour arréter la traduction.
Cent pl de volume total par tube ont été préparparér de 500 ng d’ADN codant la
C4BRy, 500 ng d'amorces en 5 et en 3’, 16 nM de désbrynucléotide triphosphate
(dNTP), 10 mM de Tris-HCI pH 8.3, 50 mM de KCI, Inav de MgC} et 2 U d’ADN
Polymérase (Amplitag, Perkin Elmer, Roissy, Franégxés une étape de dénaturation de 5
min a 94°C, trente cycles d’amplification ont ééalisés (30 s a 94°C, 30 sa 60°C, 30s a
72°C), suivis d'une étape d’élongation de 7 min ZC. La PCR a été réalisée sur
thermocycleur (Gen Amp PCR system 9600, Perkin Blmees produits de PCR ont été
analysés par électrophorese sur gel d’agarose %.14pres vérification de la taille, 'ADN a
ete purifié sur colonne a 'aide du QIAquick PCRifeation Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
puis dosé a 260 nm par spectrophotometrie (GendQBaAarmacia, Saclay, France). Une
double digestion a été ensuite effectuée successiviea l'aide des enzym@&spEl et Xbal
(Biolabs, Montigny Le Bretonneux, France). Trentierogrammes d’ADN ont été incubés a
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37°C pendant 4 heures en présence de 40 unitésydieBspElet 10 % (v/v) de tampon 3
(Biolabs). Aprés purification sur colonne a l'aide Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France), la concentration d’ADN a é&léterminée par lecture au
spectrophotometre. L’ADN purifié (25 pg) a été etesdigéré, a 37 °C pendant 4 heures, par
30 unités d’enzymeXbal, en présence de 10 % (v/v) de tampon 2 et 1 % @eévsérum
albumine bovine (SAB) 100x. Le produit de la digmsta été finalement purifié a I'aide du

méme kit puis dosé.

1.1.1.2. Partie C-terminale minimale courte de la chaing de la C4BP (C4BBC)

L’ADN codant les 59 derniers aa de la partie C-iaate de la C4BP a déja été produit
et cloné au laboratoire. Il nous a servi de mafpiger I'amplification en utilisant les amorces
suivantes :

Amorce en 5’ : 5-CGCGAGGCGGCCRHCTAGGAAGCTCCCAAACC-3

Amorce en 3’ : 5-CGCGAGTCTAGACATCASTGATGGTGATGGTGATG G

ATCAACAATTTTGC-3’

Les séquences soulignées sont spécifiques demenzaje restrictionslotl et Xbal, pour les
amorces en 5’ et en 3’ respectivement.
Une séquence codant pour 6 histidines dans 'amernc&’ (en gras) a été ajoutée pour
faciliter par la suite la détection et la purificat de la protéine.
Deux codons stop (en italique) ont été placésfia lde la séquence pour arréter la traduction.

Cent pl de volume réactionnel total par tube oétpFepareés. lls contiennent 500 ng
d’ADN codant la C4BBC, 500 ng de chacune des amorces en 5’ et en @’'uR0de dNTP,
10 mM de Tris-HCI, pH 8.8, 25 mM de KCI, 5 mM deHN.SO,, 2 mM de MgSQet 2.5 U
d’ADN polymérase Pwo (Roche, Mannheim, Germany).é&pine étape de dénaturation de 5
min a 94°C, trente cycles d’amplifications ont étalisés (30 s a 94°C, 30sa 61°C,30s a
72°C), suivis d’'une étape d’élongation de 7 mirR&l Les étapes de vérification de la taille,
de purification et du dosage de I’ADN ont été sesvpar une double digestion enzymatique
par Notl et Xbal (Biolabs).Trente microgrammes d’ADN ont été incul@é37°C pendant 4
heures en présence de 40 unités d’enzioig 10 % (v/v) de tampon 3 et 1 % (v/v) de SAB
100x. Apres purification, 'ADN a été dosé puis éli§g parXbal dans les mémes conditions
préecédemment décrites pour I'ADN codant la C4BP Le produit des digestions a été

finalement purifié puis dosé.
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1.1.1.3. Partie C-terminale minimale longue de la chain§§ de la C4BP (C4BBBL)

L’ADN codant les 117 derniers aa de la partie @daiaele de la C4BP a déja été
produit et cloné au laboratoire. Il nous a servintrice pour 'amplification en utilisant les
amorces suivantes :

Amorceen 5’ : 5- CGCGAGGCGGCCFICCGGAGACTGTGACCCTCCT-2

Amorce en 3’ : 5'- CGCGAGTCTAGFCATCASTGATGGTGATGGTGATG
GATCAACAATTTTGCCTTCAA -3’

Les séquences soulignées sont spécifiques des eazyenrestrictionblotl et Xbal, pour les
amorces en 5’ et en 3’ respectivement.
Une séquence codant pour 6 histidines dans 'amernc&’ (en gras) a été ajoutée pour
faciliter par la suite la détection et la purificet de la protéine.
Deux codons stop (en italique) ont été placésfia lde la séquence pour arréter la traduction.
Cent pl de volume réactionnel total par tube oatméparés. lls contiennent 50 ng
d’ADN codant la C4BBL, 500 ng de chacune des amorces en 5’ et en @’'uR0 de dNTP,
10 mM de Tris-HCI, pH 8.8, 25 mM de KCI, 5 mM deHN.SO;, 2 mM de MgSQet 2.5 U
d’ADN polymérase Pwo (Roche). Aprés une étape dwatdeation de 5 min a 94°C, trente
cycles d’amplifications ont été réalisés (30 s 9430 s a 61°C, 30 s a 72°C), suivis d’'une
étape d’élongation de 7 min a 72°C. Les étapesédéication de la taille, de purification et
du dosage de I'ADN ont été suivies par une doulestion enzymatique patotl et Xbal

(Biolabs) dans les mémes conditions precédemmenitepour ’ADN codant la C4BK.

[.1.2. Clonage de I'ADN codant le fragment C de la toxinetétanique
(TTFgC)

L’ADN codant le TTFgC a été gracieusement donnéNgansieur le Dr. P MUNRO
(Unité INSERM U 452, Faculté de Médecine de NiaankEe). Les 1353 paires de bases (pb)
constituant cet ADN ont été amplifiées par la saiteide des amorces suivantes :

Amorce en 5" : 5-CGCGAGAGATCTTGGATTGTTGGGTTGATAAT-3’

Amorce en 3’ : 5-CGCGAGTCCGGATCATTTGTCCATCCTTCATC-3'
Les séquences soulignées sont spécifiques des eazarestrictionBglll etBspE| pour les
amorces en 5’ et en 3’ respectivement.

La PCR a été effectuée dans les mémes conditionsotiités précédemment décrites
pour I'ADN codant la C4BRC. Apres une étape de dénaturation de 5 min a %4éGte
cycles de PCR ont été programmeés (30 s a 94°Cs 8@2 °C, 2 min a 72°C), suivis d'une
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étape d’élongation de 7 min a 72°C. Les étapesedéication de la taille, de purification et
du dosage de I’ADN ont été suivies par une doulgestion enzymatique p&ylll et BspEl
(Biolabs). Trente microgrammes d’ADN ont été incaibé37°C pendant 4 heures en présence
de 40 unités d’enzymigglll, 40 unités d’enzymBspElet 10 % (v/v) de tampon 3. Le produit

des digestions a été finalement purifié puis dosé.

[.1.3. Clonage de I'’ADN codant le scFv anti-Glycophorine AGPA)
1.1.3.1. Génération du scFv anti-GPA

La génération du scFv anti-GPA et I'amplificatioa WADN codant le scFv anti-GPA,
ont été réalisées au laboratoire pdame Annelise GIMENEZ-MAITRE.

L’ARN total issu d’hybridomes de lignées de celtukecrétant I'anticorps monoclonal
R18 (IgGyp de souris anti-GPA), a été extrait a I'aide du @i RNA Blood Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). L’ADNc correspondant aux chainasables lourde (VH) et Iégere (VL) a
été par la suite synthétisé puis amplifié par P@Rutlisant des amorces spécifiques du
(Mouse scFv Module kit, Amersham). Les ADNs coroesfant aux chaines VH et VL ont

éteé assemblés en scFv a 'aide d’un linker (Sé&y) selon les instructions du méme Kkit.

1.1.3.2. Amplification de ’ADN codant le scFv anti-GPA

L’ADN codant le scFv anti-GPA (747 pb) a été amgld I'aide des amorces suivantes :
Amorce en 5’ : 5-CGCGAGAGATCTAGGTGAAACTGCAGCAG-3’
Amorce en 3’ : 5'-CGCGAGTCCGGBCGTTTTATTTCCAGCTT-3’
Les séquences soulignées sont spécifiqgues des eaziarrestrictionBglll etBspE| pour les
amorces en 5’ et en 3’ respectivement.

La PCR a été effectuée dans les mémes conditiomsothrité précédemment décrites
pour 'ADN codant la C4BPC. Aprés une étape de dénaturation de 5 min a 9dBC,
premiers cycles d’amplification ont été réalisés €18 94°C, 30 s a 58°C, 45 s a 72°C),
suivies par 20 cycles (15 s a 94°C, 30 s a 58°G 45 s pour chaque cycle a 72°C), suivis
d'une étape d'élongation de 7 min a 72°C. Les &age vérification de la taille, de

purification et du dosage de I'’ADN ont été suivigs une double digestion enzymatique par
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Bglll et BspEl, effectuée dans les mémes conditions précédemneéamitess pour I'ADN

codant la TTFgC. Le produit des digestions a ét@¢ment purifié puis dosé.

[.1.4. 1solement et clonage des régions codant les chaidesrdes et Iégéres
de I'anticorps anti-Rhésus D

[.1.4.1. Génération du scFv anti-RhD

Le scFv anti RhD a été construit au laboratoireMadame le Dr. M TONYE LIBYH
et Madame le Dr. D GOOSSENS (INTS, Paris, Frantd)yh et al, 1997), suivant la
meéthode décrite par MARK& al (Marks et al., 1991).

1.1.4.2. Amplification de ’'ADN codant le scFv anti-RhD

L’ADN codant le scFv anti-RhD (780 pb) a été amgld I'aide des amorces suivantes :
Amorce en 5’ : 5-CGCGAGGCGGCCCAGCEECGCCCAGG-3’
Amorce en 3’ : 5-CGCGAGTCCGGACCTAGGACGGTCAGCTT-3

Les séquences soulignées sont spécifiques des eazianrestrictionSfil et BspE| pour les

amorces en 5’ et en 3’ respectivement.

La PCR a été effectuée dans les mémes conditionsotigités préecédemment décrites
pour 'ADN codant la C4BR. Aprés une étape de dénaturation de 5 min a aéfte cycles
de PCR ont été programmés (30 s a 94°C, 1 mineQ min a 72°C), suivis d’'une étape
d’élongation de 7 min a 72°C. Les étapes de vétifio de la taille, de purification et du
dosage de 'ADN ont été suivies par une double ddige enzymatique pabfil et BspEl
(Biolabs). Trente microgrammes d’ADN ont été incailaes0°C pendant 4 heures en présence
de 40 unités d’enzym&fil, 10 % (v/v) de tampon 2 et 1 % (v/v) de SAB 108xres
purification, 'ADN a été dosé puis digéré p@spEl dans les mémes conditions
précédemment décrites pour 'ADN codant la Cd4BRe produit des digestions a été

finalement purifié puis dose.

[.1.5.Clonage de [I'ADN codant le VHH anti-antigene carcio-
embryonnaire (CEA)
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Le clonage de I'ADN codant le VHH anti-CEA a étéligée au laboratoire par
Mademoiselle Nathalie GODIN.

L’ADN codant le VHH anti-CEA a été gracieusemenndé par Monsieur le Pr. D
BATY (CNRS, UPR9027, Laboratoire des Systéemes Maotéculaires, Marseille, France).
Les 372pb constituant cet ADN ont été amplifiées par lidesa I'aide des amorces suivantes :

Amorce en 5’ : 5'- CGCGAGAGATCGEAGGTGCAGCTGGTGGAG -3

Amorce en 3’ : 5'- CGCGAGTCCGGPRGAGGAGACAGTGACCTG - 3
Les séquences soulignées sont spécifiques des eadarestrictionBglll etBspE| pour les
amorces en 5’ et en 3’ respectivement.

La PCR a été effectuée dans les mémes conditionsotieités précédemment décrites
pour I'ADN codant la C4BRC. Apres une étape de dénaturation de 5 min a H4é@te
cycles de PCR ont été programmeés (30 s a 94°Cs a1b4 °C, 1 min a 72°C), suivis d'une
étape d’élongation de 7 min a 72°C. Les étapesedéication de la taille, de purification et
du dosage de '’ADN ont été suivies par une douljestion enzymatique p&glll et BspEl,
effectuée dans les mémes conditions précédemmenitedéoour 'ADN codant la TTFgC. Le

produit des digestions a été finalement purifissglosé.

[.2. Construction des vecteurs d’expressions protéiques

[.2.1. Construction du vecteur pEFIRES / TTFgC - C4ABF,

Le vecteur pEFIRES nous a été gracieusement donnéMpasieur le Dr. X
DERVILLEZ (UMR 7087 CNRS, Laboratoire de Biologié Ehérapeutique des Pathologies
Immunitaires, Paris).

Ce vecteur permet une transcription simultanée’ABN d’intérét et du géne de
résistance a la puromycine, grace au promotewulfacteur d’élongation de chaine (EF). Les
sites IRES (Internal Ribosome Entry Sites) favarisene meilleure traduction chaperonne-
indépendante. Ce vecteur de 5.3 Kb réunit les agastd’'une expression bicistronique a un
bon rendement protéique. Il a été décrit et utitiaas la littérature, par HOBB& al (Hobbs
et al, 1998) (Fig.27). Une séquence signal (NGF) ar&érée pour permettre la sécrétion de

la protéine dans le milieu de culture.
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Figure 27. Structure du vecteur d’expression eutarpEFIRES. Les ADN codants les protéines d'ingéré

ont été insérés au niveau du multisite de clonktfeS).

Apres digestions enzymatiques glll et Xbal, puis purification et dosage selon le
protocole expérimental décrit préecédemment, leerecipEFIRES a été déphosphorylé. Vingt
microgrammes d’ADN ont été incubés pendant 1 haus&°C, en présence de 10% (v/v) de
phosphatase alcaline et 10% (v/v) de tampon 10xlBoger Mannheim, Paris, France). La
réaction a été arrétée par 0.5% (v/v) dEDTA 0.5pW, 8, suivi d’'une incubation a 65°C
pendant 10 min. Le plasmide a été ensuite purifie gosé.

Les ADNSs codant le TTFgC et la C48Bnt été ligués dans le vecteur pEFIRES a l'aidade
T4 ligase (Stratagene, Ozymé ientin, France) (Fig. 28, page 82).

Les ligations des différentes constructions danselgteur pEFIRES ont été réalisées

selon le protocole expérimental précédemment dpetit la construction pEFIRES / TTFgC-

C4BRy, en utilisant les enzymes de digestions adéquiigs28).
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Figure 28. Représentations schématiques du vepERIRES contenant les différentes constructionase lau
fragment C-terminal de la C4BP. Les sites de digestenzymatiques et les tailles des différentgmrants sont

indiqués.
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|.2.2. Sélection des clones bactériens

Apres ligations, les plasmides pEFIRES / TTFgC-C4ABFEFIRES / scFv anti-GPA-
C4BRuy, pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BRongue, pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BPourte,
PEFIRES / scFv anti-RhD-C4BP pEFIRES / scFv anti-RhD-C4BPlongue, pEFIRES /
VHH anti-CEA-C4BR: et pEFIRES / VHH anti-CEA-C4BPont été transformés dans des
bactériesEscherichia coliDH5a (Invitrogen, Eragny sur Oise, France) rendues @eres.
Elles ont été ensuite ensemencées sur gélose gert s#lectif (ampicilline). Des clones ont
été sélectionnés. Une fois extraits par techniqubyske alcaline, les plasmides ont été digérés
par les enzymes de restriction adéquates afin déevdes tailles des fragments d’intéréts.
Des grandes cultures bactériennes ont été réalispagir des clones choisis et les plasmides
extraits a l'aide du kit Hispeed plasmid md&iagen). Les ADN ont été ensuite séquencés

(Genome express, Meylan, France).

[.2.3. Transfection des plasmides en cellules eucaryotes

La lignée cellulaire 293T a été utilisée. Ces deHluadhérentes résultent de la
transformation de cellules primaires de rein d’eypbrhumain (ATCC, CRL-11268). Elles
ont été cultivées en milieu DMEM (Invitrogen) su@plenté avec 10% de sérum de veau
foetal (SVF) (Biowest, Paris, France), 1% de L-Ghitee (Gibco BRL) et des antibiotiques
PSF (pénicilline, streptomycine et fungizone, respement a, 1000 U/ml, 1000 pg/ml et 2.5
png/ml) (Gibco BRL). Les cellules ont été maintenar<ulture a 37°C, en humidité, 5% £0

Trois millions et demi de cellules ont été trantfes avec 10 pug d’ADN, en présence
de 20 pul de lipofectamine 2000 (Invitrogen). Le lkeméin, 20 pg/ml de puromycine (Sigma,
St Quentin Fallavier, France) ont été ajoutées pmlectionner les clones transfectés
résistants.

Des transfections ont été réalisées, respectiveraeet les plasmides :

- pEFIRES / TTFgC-C4B#

- pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BP

- pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BRongue.
- pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BRourte.
- pEFIRES / scFv anti-RhD-C4BP

- pEFIRES / scFv anti-RhD-C4BRongue.
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- pEFIRES / VHH anti-CEA-C4B&
- pEFIRES / VHH anti-CEA-C4BPlongue.
Des co-transfections ont également été effectudssslas plasmides :
- PEFIRES / TTFgC-C4Bket pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BP
- pEFIRES / TTFgC-C4Bket pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BRongue.
- pPEFIRES / TTFgC-C4Bket pEFIRES / scFv anti-GPA-C4BRourte.
- pEFIRES / TTFgC-C4Bket pEFIRES / scFv anti-RhD-C4BP
- pEFIRES / TTFgC-C4Bket pEFIRES / scFv anti-RhD-C4BRongue.
- pEFIRES / TTFgC-C4Bdet pEFIRES / VHH anti-CEA-C4BP
- pPEFIRES / TTFgC-C4Bket pEFIRES / VHH anti-CEA-C4BFongue.

Une fois les transfections effectuées, les cdlubmt été clonées par dilutions
limitantes en plaques stériles de 96 puits (20@idnds plats (Becton Dickinson, Le Pont De
Claix, France). Aprés une douzaine de jours, lés me comportant qu’'un seul clone ont été
sélectionnés. Les clones ont été transférés engdatde 24 puitpuis en plaques de 6 puits (5

ml) (Becton Dickinson).

|.2.4. Sélection des clones d’intérét
[.2.4.1. Immunofluorescence sur lame

Les clones ont été cultivés en paralléele sur deses$ad'immunofluorescence (IF) a 8
puits (Nunc). Elles ont été ensuite testées en umage immunofluorescent :
Les cellules ont été lavées avec du PBS (Biomerieyan, France), 1% SAB (Sigma, Val-
de-Fontenay, France) puis fixées a -20°C dans oinéan aqueuse d’acétone 85%, pendant 7
min. Apres 3 lavages au PBS, 1% SAB, les cellutegsété incubées, pendant 45 min a 4°C,
avec un anticorps de mouton biotinylé anti-C4BP &ime (10 pg/ml) (The Binding Site, St.
Egréve, France), suivi aprés lavages, par 2 pdémstreptavidine couplée a I'Alexa Flfior
488 (Invitrogen). Les cellules ont été ensuite oles au microscope a fluorescence
(Olympus, Paris, France).
Seuls les clones homogenes ont été conservés pedtuse par Western blotting.
Cette technique a permis a la fois le criblage deses et I'analyse de 'homogénéité de la

population au sein de chaque clone.
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1.2.4.2.Western blotting

Les surnageants de cultures d’'une vingtaine de slagant été présélectionnés par IF
ont été récupérés puis concentrés 5 fois par tgmiswléculaire sur des centricons 20 (cut-
off = 20 KDa) ou 100 (cut-off = 100 KDa) (Milliper Molsheim, France) selon la taille
attendue des protéines. Sur un gel SDS PAGE (Sodiadecyl Sulfate Poly Acrylamide
Gel) : gel de concentration a 5% d’acrylamide dtdgeséparation a 10%, 20 ul de chaque
échantillon ont été déposés en présence de 10 fangmon d’inclusion réducteur (Tris-HCI
625 mM pH 6.5 6 M durée, 2% de SDS, 2538-mercaptoéthanol et du bleu de
bromophénol). La migration s’est effectuée a termjpée ambiante pendant 1h30 sous une
intensité de 25 mA/gel dans un tampon d’électropb®r(25 mM Tris, 192 mM Glycine, 25
mM, SDS 10%).Les protéines séparées ont été transférées sumensbrane de PVDF
(Polyvinylidenefluoride)par application d’un voltage constant (100 voltheBires, 4°C). Le
tampon de transfert est composé de 25 mM de Té2,mM de glycine et 15% (v/v) de
méthanol.

Apres transfert, la membrane a été saturée uneardfiC dans du tampdPBS, 5% de lait
ecreme, 0.1% de Tween 20. La membrane a été ensaitbée sous agitation durant une
heure a 4°C dans un tampon PBS, 1% de lait écréjh¥% de Tween 20, en présence de 100
mU/ml d’anticorps de souris anti-(histidigeperoxydase (Roche)Aprés lavages de la
membrane avec le tampon PBS, 1% de lait écrémépra®ines ont été révélées par

chimiluminescence grace au kit ECL (Amersham).

1.2.4.3. Test d’hémagglutination

1.2.4.3.a.Clones transfectés par ’ADN codant le scFv anti-BP

La GPA étant un antigene abondant a la surfaceGiiessa présence est facilement
identifiée par une réaction d’hémagglutination eéspnce d’anticorps ou scFv anti-GPA.

Les surnageants de culture d’'une vingtaine de slan@ant été transfectés ont été
récupérées puis concentrés 5 fois par tamisagecoiaiée sur des centricons 20 ou 100
(Millipore) selon la taille attendue des protéingsigt cing ul de culot de GR préalablement
lavés 3 fois avec du PBS, ont été diluées au 1443 du PBS. Vingt pl de cette dilution ont
éte ajoutés a 80 pl de surnageant concentré. Apcedation d’'une heure a 37°C, les
suspensions ont été déposées sur colonnes d’hartiagibn (DiaMed, Paris, France) puis

centrifugées a 80 g pendant 10 min a températubéaaue.
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Les surnageants des clones positifs ont été tpstek suite en western blotting avec
immunorévélation a I'aide de I'anti-Higperoxydase (Roche), pour vérifier la présence des

deux protéines dans le cas d’'une co-transfection.

1.2.4.3.b.Clones transfectés par I’ADN codant le scFv anti-Bh

A cause de la faible accessibilité a I'antigene RimR2e fois transmembranaire et enfuis
dans le glycocalyx, les GR ont été papainés (gblgmcdécapé) avant d’effectuer un test
d’hémagglutination avec les surnageants de culttwee vingtaine de clones ayant été
transfectes.

Un ml de culot de GR RhD préalablement lavé 3 &misc du PBS a été ajouté a 500 pl
de papaines a 1% (Merck, Fontenay-sous-Bois, FraAgeés incubation pendant 7 min a
37°C, les GR ont été de nouveau lavés 3 fois. Laggtutination des GR RhD a été ensuite
visualisée sur colonne aprés centrifugation commeritd@récédemment au paragraphe
1.2.4.3.a.

Les surnageants des clones positifs ont été tparek suite en western blotting avec
immunorévélation a I'aide de l'anti-Higperoxydase (Roche), pour vérifier la présence des

deux protéines dans le cas d’une co-transfection.

[.2.5. Caractérisation des différentes formes moléculairesproduites et
détermination des valences

1.2.5.1. Marquage biosynthétique par [€**S

Les clones ont été cultivés jusqu’a 70% de confteettans des boites de culture de 75
cn’ (Nunc, Fisher Scientific Bioblock, lllkirch, Fraeg Dix ml de milieu RPMI 1640
déficient en Méthionine et Cystéine (Sigma) aves algtibiotiques (PSF) (Gibco BRL), 10%
de SVF (Biowest) et 1% de L-Glutamine (Gibco BRL) éte ajoutés. Apres 30 min, 100
nCi/ml de®*S-Méthionine ef®S-Cystéine (Amersham) ont été ajoutés.

Les surnageants de culture ont été collectés etumoprécipités selon la procédure
suivante :
Cinquante pl de billes magnétiques (&.billes/pl) recouvertes d’lgs de chévre anti-lgs de
souris (Dynabeads, Dynal, Compiegne, France), abbésahent lavées 3 fois dans du PBS,
0.1% SAB, ont été utilisés par boite de culturs. dht été incubés une nuit a 4°C sous

agitation rotatoire avec 2 pug d’anticorps de soans-TTFgC (Roche) dans 8 ml de PBS,
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0.1% SAB. Apres 3 lavages en PBS, 0.1% SAB, ldsesbibnt été incubées une nuit a 4°C
sous agitation rotatoire avec les milieux conterast protéines les protéines a immuno-
précipiter. Aprés lavages, les billes ont été sgwipar 20 pul de tampon réducteur ou non.
Elles ont été ensuite mises a bouillir pendant ® poiis centrifugés a 650 g pendant 5 min.
Les surnageants ont été déposés sur gels d’acdgaani

- 5%, pour les échantillons non réduits, dans tedbidentifier les formes multimériques.

- 10%, pour les échantillons réduits, dans le bigedtifier les protéines sous leurs formes
monomeériques et de démontrer I'assemblage des eletibés au sein d’une seule molécule
héterochimeérique en cas de co-transfection.

La séparation a eu lieu dans les mémes conditioescglles décrites dans le paragraphe
(1.5.1). Les gels ont été ensuite incubés dans iieurfixateur (25% d’isopropanol, 10%
d’acide acétique) pendant 30 min, puis dans I'AfgpglAmersham) pendant 1 heure. Apres
un court lavage a I'eau distillée, les gels onts&eéhés a 60-80°C pendant 2 heures. Ills ont été
par la suite exposés en autoradiographie en préstmdilms Kodak X-Omart AR (Kodak,

Paris, France) pendant des temps variables, daréha 3 jours selon l'intensité du signal.

1.2.5.2. Estimation des valences des entités produites enransfection

Une analyse quantitative de lintensité des baradése effectuée par le logiciel BIOCAPT
(Vilber Lourmat, Marne La Vallée, France) a padaés profils de bandes protéiques obtenus
en co-transfection, en western blotting.

Les ratios obtenus ont permis de déterminer le nerdbrvalences de chaque entité protéique

d’'une molécule hétéromultomérique.

[.2.6. Quantification des protéines par ELISA

Les concentrations des protéines recombinantes ldarsirnageants de culture ont été
déterminées par ELISA.

Cent nanogramme par puits d’anticorps polyclondagen anti-Hig (ABR, St Quentin
En Yvelines, France) ont été incubés une nuit a dd@s du PBS, dans une plaque ELISA
Nunc Maxisorb 96 puits (Nunc). Les incubations auntes ont été effectués pendant une
heure a 37°C, séparées a chaque fois par 3 lazagesl20ul / puits de PBS, SAB 1%. La
plaque a été bloquée ensuite par 200 pl / puidBie, SAB 5%. Les dilutions de I'échantillon

standard a concentration connue ainsi que lesiatisitdes surnageants a doser ont été
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ajoutées. Un anticorps monoclonal de souris anBR&4 humaine (2F12) (0.5 pg/ml)
gracieusement fournie par Monsieur le Pr. BN BOUN®@HU d’Utrecht, Département
d’Hématologie, Pays-Bas), puis un anticorps antrsoconjugué a la peroxydase (Jackson
Immunotech, Marseille, France) (1 pg / ml), ont é&ésécutivement ajoutés. La plaque a été
finalement lavée 5 fois et les colorations réevé@m®s ajout de 100 ul de tampon citrate 100
mM, pH 5 (Sigma) / o-phenylenediamine (4 mM) (Sigm eau oxygénée (0.03%). La
réaction a été arrétée au bout de 6 min avec 10@'acide sulfurigue (0.5 N) et les
absorbances mesurées a 492 nm a l'aide du lectsunigeoplaques (SLT, Labinstruments,
Vietech, St Bonnet De Mure, France). Une courbadstad a été tracée a partir des densités
optiques correspondant aux dilutions d’homomultese€46—C4B& (His) a concentration

connue, gracieusement donné par Monsieur le DrERYJILLEZ.

[.2.7. Purification des protéines par chromatographie d’exlusion

Une étape préliminaire de calibrage de la colorieectusion a été effectuée a I'aide de
protéines standards colorées, de poids molécul@ioesius : thyroglobuline (669 KDa),
ferritine (440 KDa), catalase (232 KDa) et aldoléss8 KDa).

Une courbe correspondant aux poids moléculaires pdet®ines en fonction du volume
d’élution a été tracée dans le but de détermirsepbéds moléculaires des protéines a purifier.

Trois cents ml de surnageants de cultures de eslinoduisant les protéines TTFgC-
C4BRy / VHH anti-CEA-C4BR, TTFgC-C4BR / VHH anti-CEA-C4BB et TTFgC-C4BR,
ont été concentrés 100 fois sur centricon 100 {{ite) puis migrés a travers une colonne de
Sephacryl S-300HR (2,6 x 70 cm) (Pharmacia) enemess d'un tampon Tris-HCI 50 mM,
NaCl, 150 mM, Nak 1%, équilibré a pH 7.4. La chromatographie a &ertiée a 4°C avec
un débit de 200 pl/minute. Les fractions collectemges les 10 min ont été analysées au
spectrophotomeétre a 280 nm (Pharmacia). Celleespondant a la phase d’élution de la

protéine d’'intérét ont été meélangées.
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II. ANALYSE DE LA FIXATION DES PROTEINES PRODUITES A
LEURS CIBLES

[I.1. Hémagglutination directe

Cette technique a permis de sélectionner les clpaostifs dans un premier temps, en
utilisant le surnageant de culture issu d'une &ipression de sélection (20 pg/ml de
puromycine) puis concentré 5 fois. Elle nous a perince stade d’analyser I'activité des
protéines en utilisant le surnageant de culturéf,nddnt les clones sélectionnés ont été

montés en puromycine (100 pg/rdBns le but d’augmenter la production protéique.

[1.1.1. Protéines homomultimériques et hétéromultimériquescontenant le
scFv anti-GPA

L’activité agglutinante des protéines contenarddev anti-GPA, a été analysée selon le

mode opératoire décrit dans le paragraphe (1.5:2.1)

[1.1.2. Protéines homomultimériques et hétéromultimériquescontenant le
scFv anti-RhD

A cause de la faible accessibilité de I'antigéne RR@EDfonctionnalité des protéines

contenant le scFv anti-RhD a été démontrée par gglonznation sur GR RhD papainés.

Nous savons que les GR sont chargés négativemesmtetirés d’'un nuage d’ions
positifs qui entretiennent avec leur surface urepti¢l électrique « Zéta ». On peut augmenter
le pouvoir agglutinant de certains anticorps enimlirant ce potentiel par addition de
macromolécules au milieu telle que la SAB.

Vingt pl d'une dilution au 1/40 de culot de GR RpEtalablement lavés 3 fois avec du PBS,
ont été incubés pendant 1 heure en présence del Hé0surnageant de culture natif et 100 pl
de SAB a 30% (Sigma).

Les suspensions ont été déposées sur colonnes atjgértination (DiaMed) puis
centrifugées centrifugées a 80 g pendant 10 mém@érature ambiante.

[1.2. Cytométrie de flux
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La cytométrie de flux a été utilisée pour nous patrea une analyse quantitative de

I'efficacité de la fixation des protéines produites leurs cibles : GR ou cellules cancéreuses.

[1.2.1. Sur globules rouges

Deux millions et demi de GR d’un individu recemmeatciné contre le tétanos, ont été
lavés puis incubées avec 100 pl de surnageant tleecgkllulaire pendant 1 heure a 37°C.
Toutes les dilutions et lavages ont été faits e8,PIB6 SAB.

Les GR ont été ensuite lavés puis resuspendus Hadsul de sérum décomplémenté
provenant de la méme personne ou 100 pl (1pg)idtaps de souris anti-TTFgC (Roche).
Apres incubation pendant 1 heure a températureaatebpuis lavages, 1 pg d’anticorps de
chévre biotinilé anti-lg (H+L) humaine (Southernoiichnology Associates, Montrouge,
France) ou 1 pg d’anticorps de mouton biotinilé-&mtle souris (Amersham) ont été ajoutés
puis incubés avec les GR pendant 45 min a 4°C. Afaeages, 1.5 pug de streptavidine
marquée a la phycoérythrine (Tebu-bio, Le PerraYzlines, France) a été ajouté aux GR et
incubés pendant 45 min a 4°C. Les cellules onegsgiite fixées par 500 ul de formaldéhyde
a 0.37% (Merck, Nogent Sur Marne, France).

Les GR marqués ont été analysés avec un cytomAStar Plus (Becton Dickinson, CA,
USA). Au moins 10000 événements ont été enregiptvas chaque échantillon contenant les

valences TTFgC et scFv anti-GPA.

La fixation des protéines contenant les valence$gUT et scFv anti-RhD a été
egalement analysée dans les mémes conditions sS@GRI&ND, en présence de SAB a 15%.

Dans les deux cas, l'analyse quantitative par cgtam de flux a été suivie par un
examen qualitatif de la répartition de la fixatides chiméres sur les GR, par microscopie a
fluorescence (Olympus).

[1.2.2. Sur cellules cancéreuses

La fixation des protéines contenant les valencelsgCTet VHH anti-CEA, a été testée
sur des cellules adhérentes d’adénocarcinome da toimain (LS 174T) (ATCC CCL 188)
(2,5.10 cellules). Les cellules ont été cultivées en milMEM (Invitrogen) supplémenté
avec 10% de SVF (Biowest), 1% de L-Glutamine (GilBRL) et des antibiotiques PSF
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(pénicilline, streptomycine et fungizone, respectieat a, 1000 U/ml, 1000 pg/ml et 2.5
pg/ml) (Gibco BRL). Les cellules ont été maintenar<ulture a 37°C, en humidité, 5% £0

Le méme protocole expérimental de I'analyse, paorogtrie, de la fixation des
chiméres sur les cellules, décrit dans le paragrapécedent a été suivi.

[1.3. Test de compétition de fixation sur cellules canegses

Dans le but de vérifier la fixation des hétéronméres TTFgC-C4B® / VHH anti-
CEA-C4BP a I'antigéne carcino-embryonnaire, un tlestompétition de fixation sur cellules
LS174T entre protéines recombinantes et anticopsoeional anti-CEA a été réalisé.

Deux cents cinquante mille cellules LS174T ont ié@ubées pendant 1 heure a 4°C, en
présence de 2 ug d’anticorps monoclonal de sontisC&A (Clone C6G9) (Sigma) et 100 pl

de plusieurs dilutions de surnageants de cultureetleles transfectées. Aprés deux lavages
avec du PBS, 1% SAB, 1 ug d’anticorps de moutokirbié anti-lg de souris (Amersham) a

été ajouté. Apres incubation de 45 min a 4°C suidrois lavages, 1.5 pg de streptavidine
marquée a la phycoérythrine (Tebu-bio) ont été apatix cellules et incubés pendant 45 min
a 4°C. Apres lavages, les cellules ont été fixeaeHp0 ul de formaldéhyde a 0.37% (Merck)

puis analysées avec un cytometre FACStar Plus ¢Bddickinson).
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lll. ANALYSE, IN VITRO, DE L’'ACTIVATION DU COMPLEMENT
PAR LES PROTEINES HETEROMULTIMERIQUES

[11.1. Analyse par cytométrie de flux et microscopie adtascence du dépét de
C3b et C4d du complément sur GR

Dans le but d’évaluer la capacité des protéinesmbmantes a activer le complément,
le dépbt de certains éléments de la cascade dul&éorapt sur les GR a été recherché apres
fixation des protéines recombinantes.

Le méme protocole expérimental décrit dans le papge (11.2.1) a été suivi, en
remplacant I'anticorps de chéevre biotinylé antitltL) humaine (Southern Biotechnology
Associates) par 50 pl de sérum humain déficier@gndilué au 1/2 dans du tampon de basse
force ionique (LISS). Ce tampon contenant notammdestions C& (0.15 mM) et M§* (0.5
mM), indispensables a I'activation du complément,ammposé de 0.24 M de glycine, 3 mM
de phosphate de sodium (pH 6.8), 31 mM de chlodersodium, 0.15 mM de chlorure de
calcium et 0.5 mM de chlorure de magnésium. Ledtéde C3b et C4d ont été ensuite
révélés respectivement par un anticorps de chévieC Fanti-C3b humain (Cappel,
Cochranville, USA) et un anti-C4d humain biotinyf@uidel, San Diego, USA) suivi par la
streptavidine marquée a la phycoérythrine (Teby-ties GR marqués ont été analysés par

cytometrie de flux et observées en microscope adhaence (Olympus).

[11.2. Test hémolytique sur GR avec sérum autologue

Quinze microlitre d'une suspension de GR a 2.5%s dartampon LISS ont été incubés
pendant 1 heure a 37°C avec chacune des chimerenaat les valences TTFgC / scFv anti-
GPA ou TTFgC / scFv anti-RhD. Aprés centrifugatiod60 g pendant 5 min a température
ambiante, le surnageant a été éliminé et 100 (dédem du sujet dont proviennent les GR
RhD, réecemment vacciné contre le tétanos, ont j@idtés puis laissés incubés pendant 1
heure a 37°C. Les tubes ont été finalement cenésugpmme précédemment et les densités
optiques des surnageants relevées a 405 nm avectoam a 630 nm, a I'aide d’'un lecteur de
microplaques (SLT, Labinstruments, Vietech, St Bxdride Mure, France).

L’efficacité de la lyse des GR est traduite pavddéeur de la densité optique de I'absorbance

de I'hémoglobine.
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[11.3. Analyse par cytométrie de flux et microscopie adtascence du dépét de
C3b et C4d du complément sur cellules LS174T

La capacité des hétéromultiméeres TTFgC-C4BPVHH anti-CEA-C4BP a induire
I'activation du complément sur cellules LS174T @ &balysée.

Deux cents cinquante mille cellules LS174T ont i&téubées pendant 1 heure a
température ambiante en présence de 10 ug dem@et@combinantes purifiées. Apres trois
lavages avec du PBS 1% SAB, 100 pl de sérum huohtomplémenté provenant d’'une
personne récemment vaccinée contre le tétanogdajautés. Cinquante microlitre de sérum
humain déficient en C5, dilué au 1/2 dans du tampl@5 ont été ensuite ajoutés apres
lavages. Apres 1 heure d’incubation a 37 °C pwagdas, les dépots de C3b et C4d ont été

révélés comme précédemment décrit dans le paraghddhe

Les seules especes dont les GR peuvent présearégé&ne de la Glycophorine A sont
les Primates supérieurs : Homme et gorille. De [@usodele des chimeres TTFgC-C48P
scFv anti-GPA-C4BP, nous a servi seulement d’odéil démonstration de la possibilité
d’entrainer une lyse complément — dépendante dem G0 en utilisant la réponse immune
vaccinale.

L’application de ce systeme pour le ciblage ey$®ldes GR RhD dans 'optique d’'une
prévention de l'allo-immunisation foeto-maternelhes peut a ce stade d’avancement passer
aux essaif vivo.

La validationin vivo de ce systéme de ciblage et destruction des eslpdr déviation
de la réponse immune vaccinale a été illustrédgsachimeres TTFgC-C4BP VHH anti-
CEA-C4BP.
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IVV. ANALYSE DE LA FIXATION IN VIVO DES CHIMERES SUR
DES TUMEURS PROVOQUEES CHEZ LES SOURIS NUDE

Les hétéromultiméres TTFgC-C4BP VHH anti-CEA-C4BP sont des macromolécules
(430 — 500 KDa). Leur capacité a franchir la pates vaisseaux sanguins pour atteindre la
tumeur n’est pas encore identifiée a ce stade.
Une étape préliminaire d’analyse de la fixatiorcds protéines recombinantes sur des coupes
de tumeurs a été donc réalisée avant d’évaluerd#igacité de fixationjn vivo, sur des

tumeurs provoquées chez les souris Nude.

IV.1. Fixation des chimeres sur des coupes de tumeurs

Cing millions de cellules LS174T ont été injectas voie sous-cutanée au niveau des
flancs de 3 souris Nude (nu/nu) (Charles RiverrhtAsle, France). Apres deux semaines, les
tumeurs ont atteint un centimetre de diametre,stasis ont été alors sacrifiees et leurs
tumeurs prélevées puis congelées a -80°C. Des s@upengélation de 5 um d’épaisseur ont
ete effectuéegFrigocut 2800, Reichert-Jung, Paris, France). Eiage de cryo-fixation des
coupes a l'acétone (80%) a -20°C pendant 7 mig au@vie par une incubation a température
ambiante pendant 1 heure, en présence des surragkaigulture contenant les protéines
recombinantes TTFgC-C4BF VHH anti-CEA-C4BP.

Apres lavages avec du PBS, 1% SAB, un anticorpaalgon biotinylé anti-C4BP humaine
(10 pg/ml) (The Binding Site) a été appliqué peridaneure, suivi de lavages, puis ajout de
streptavidine couplée & I'’Alexa Flifo488 (Invitrogen) (2 pg/ml). Les coupes ont étéuéns
observées au microscope a fluorescence (Olympus).

IV.2. Fixation aux tumeurs des chimeres injectées pare/gitraveineuse

Dans le but d’évaluer la capacité de ces hétéromedes a atteindre la tumeur, d’y
pénétrer et s’y fixer, 300 pg de chaque protéim#ipa ont été injectées pendant 3 jours par
voie intraveineuse (veine caudale) a des sourieNiydnt développé des tumeurs provoguées
de 1 cm de diamétre, selon le protocole précédemd@mit (paragraphe IV.1). Les tumeurs
ont été prélevées au bout des 3 jours puis traggaesmmunofluorescence pour détecter la

présence des hétérochimeres suivant le méme medatoijpe décrit au paragraphe précédant.
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IV.3. Analyse de la biodistribution

L’analyse de la spécificité de fixation des hétéutirméres TTFgC-C4B&/ VHH anti-
CEA-C4BP au niveau de la tumeur a été effectuée.
En effet, apres avoir prélevé les tumeurs des sobtide ayant subi des injections
intraveineuses des protéines recombinantes (p@fagarécedent), plusieurs organes ont été
egalement prélevés. Foie, rate, rein, muscle, cpmunnmon et cerveau ont été traitées par
immunofluorescence pour détecter la présence désocimeres en suivant le méme mode

opératoire décrit au paragraphe (IV. 1).

95



V. ANALYSE DE L'ACTIVITE ANTI-TUMORALE DES CHIMERES
CHEZ LES SOURIS NUDE

Un mélange a été préparé a partir de 25cHlules LS174 T, 300 pg de protéines
recombinantes purifiées et 250 pl de sérum décamgrié de souris Balb/C immunisées par
'anatoxine tétanique (Aventis Pasteur MSD, Pdfimnce) (4 injections de 4 Ul par souris,
séparées de 14 jours chacune). L'efficacité denfiimisation ayant été vérifiée a I'aide d'un
kit ELISA pour dosage des IgG antitétaniques (Ing&mlly-Mazarin, France). Le mélange a
éte immeédiatement injectés en sous-cutané suare fle souris Nude. Le développement des
tumeurs a été suivi par calcul de la taille des sesmstumorales selon la formule :

volume = 1/2 x longueur x largeur x épaisseur.
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RESULTATS



VI. PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES
HOMOMULTIMERIQUES ET HETEROMULTIMERIQUES

Le séquencage des ADN codant les difféerentes mexdéd’intérét insérés dans les
plasmides pEFIRES a montré :

- Une identité entre les séquences théoriquestenoés.
- Un agencement correct des inserts dans les wvecteiconservation des cadres de lecture
(voir Annexe).

VI.1. Criblage des clones exprimant les protéines recamabies

Le marquage en immunofluorescence a permis detie#lrer les clones produisant la

protéine d’intérét et d’analyser leurs homogéngiég. 29).

Figure 29. Immunomarquage sur lame de cellules 283nhsfectées par le plasmide
PEFIRES / TTFgC-C4B® Les protéines sont reconnues par I'anticorpsgbahal biotinylé
anti-C4BP, révélé par la streptavidine coupléehieka Fluof® 488.

L'immunomarquage montre I’homogénéité du cloneutaiie.
VI.2. Analyses structurales des protéines recombinantes

VI1.2.1. Western Blotting

L'électrophorése des protéines en conditions rémest sur SDS PAGE (10%
d’acrylamide) suivie de 'immunorévélation par I'ahliss peroxydase, a permis d’identifier

les formes monomériques et de déterminer leurs poadéculaires apparents (PMa).
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Figure 30. Analyse en SDS PAGE (10% d’acrylamide) rdolécules recombinantes en
conditions réductrices. Immunorévélation effectpael’anti-His peroxydase.

Surnageants de cultures de cellules transfecté&es pa

La construction TTFgC-C4BP

La construction scFv anti-GPA-C4&P

Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-GPA-C4B#.
La construction scFv anti-GPA-C4BP

Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-GPA-C4BR..
La construction scFv anti-GPA-C4B®.

Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-GPA-C4BT.

NogsrwdPE

Le monomere TTFgC-C4RP est de PMa d’environ 75 KDa.

Le monomere scFv anti-GPA-C4BRst de PMa d’environ 40 KDa.
Le monomere scFv anti-GPA-C4BPest de PMa d’environ 50 KDa.
Le monomere scFv anti-GPA-C4Be® est de PMa d’environ 40 KDa.
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Figure 31. Analyse en SDS PAGE (10% d’acrylamide) rdolécules recombinantes en
conditions réductrices. Immunorévélation effectpael’anti-His peroxydase.

Surnageants de cultures de cellules transfectées pa

1. La construction TTFgC-C4BP

2. Surnageants de cultures de cellules non traksfec

3. Les constructions TTFgC-C4BRet VHH anti-CEA-C4Bla.
4. La construction VHH anti-CEA-C4BR.

5. Les constructions TTFgC-C4BRet VHH anti-CEA-C4BBL.
6. La construction VHH anti-CEA-C4RBP

Le monomeére VHH anti-CEA-C4BPest de PMa d’environ 30 KDa.

Le monomere VHH anti-CEA-C4BR est de PMa d’environ 45 KDa
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VI1.2.2. Marquage biosynthétique au **S et migration des protéines en
conditions réductrices

Le marquage biosynthétique des protéines a été duive immuno-précipitation avec
un anticorps anti-TTFgC des surnageants de cutlereellules 293T transfectées par les
différentes constructions. Les multiméres contem@ntalence TTFgC sont alors accrochés.
L’électrophorése en conditions réductrices permigtedtifier, en cas de co-transfection, les
deux entités protéigues et de démontrer ainsi kssociation en une seule molécule

héterochimeérique (Fig. 32).

Figure 32. Analyse en SDS PAGE en conditions réthes (10% d’acrylamide) de diverses
molécules recombinantes chimériques aprés mardpiaggnthétique ad°S Met./Cys. puis
immuno-précipitation avec l'anti-TTFgC (sauf pistdset 8 : immuno-précipitation avec
I'anti-Hisg).

Immuno-précipitation des surnageants de culturexdiules transfectées par :

. La construction TTFgC-C4BPR

. La construction scFv anti-GPA-C48P

. Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-GPA-C4B#®.

. Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-GPA-C4BR..

. Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-GPA-C4BIT.

. Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-RhD-C4B®. Le PMa du monomere scFv
anti-RhD-C4BR est d’environ 40 KDa.

. Les constructions TTFgC-C4BRet scFv anti-RhD-C4BR.. Le PMa du monomere scFv
anti-RhD-C4BFP est d’environ 50 KDa.

8. La construction VHH anti-CEA-C4BP

9. Les constructions TTFgC-C4BRt VHH anti-CEA-C4BR.

10. Les constructions TTFgC-C48Rt VHH anti-CEA-C4BBL.

OO, WNBE

\‘
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L’'immuno-précipitation des surnageants de cultwexd anticorps monoclonal anti-TTFgC a
permis de montrer l'assemblage des protéines aun s la méme molécule
hétéromultimérique pour les entités :

- TTFgC-C4BPR! et scFv anti-GPA-C4Bde.

- TTFgC-C4BR et scFv anti-GPA-CABHR..
- TTFgC-C4BR et scFv anti-GPA-CABRT.
- TTFgC-C4BPR et scFv anti-RhD-C4Bd®.

- TTFgC-C4BR et scFv anti-RhD-C4BR..
- TTFgC-C4BR et VHH anti-CEA-C4Bke.
- TTFgC-C4BR et VHH anti-CEA-C4BBL.

VI.2.3. Estimation des valences des entités produites entransfection

L’estimation des valences de chaque entité protéigdeine molécule
hétéeromultomerique a été réalisée a partir deslaraibtenus en western blot, des bandes
protéigues issues de co-transfection.

L’'analyse a l'aide du logiciel BIOCAPT, des volumdss bandes TTFgC-C4BRet scFv
anti-GPA-C4BH, a permis de trouver un rapport de 2,32 (Fig. G8}te valeur se situe entre
les ratios 2 et 2,5. Elle peut s’accorder avecaomiguration combinatoire de 4 a 5 valences
TTFgC-C4BR: pour 2 valences scFv anti-GPA-C4BP

La méme analyse a permis de déterminer les ragkgssaditres hétéromultiméres et d’en

déduire les valences :

Hétérochimeres Rapport valences
TTFgC-C4BRx / scFv anti-GPA-C4BBL 5,82 6/1
TTFgC-C4BRx / scFv anti-GPA-C4BEC 5,78 6/1

TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4B& 2,29 4/2et5/2
TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4BfL 6,11 6/1
TTFgC-C4BRx / VHH anti-CEA-C4BFe 2,37 4/2et5/2
TTFgC-C4BRx / VHH anti-CEA-C4BBL 6,18 6/1

Les ratios trouvés pour les hétéromultiméses o eto / p sont en adéquation avec les

données structurales relatives a la C4BP natungléssente dans le sérum sous trois formes

(7a, 1), (6a, 1p) et (G, OB).
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Protéine Volume | Rapport
Bande 1| TTFgC-C4Bk 1313530
Bande 2 | scFv anti-GPA-C4BP 566 177

2,32

Figure 33. Analyse par le logiciel BIOCAPT, deswmoks des bandes protéiques TTFgC-
C4BRu et scFv anti-GPA-C4BPobtenues en co-transfection.
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VI1.2.4. Marquage biosynthétique au **S et migration des protéines en
conditions partiellement de réductrices

Le marquage biosynthétique des protéines a été duine immuno-précipitation des
surnageants de culture avec un anticorps anti-TTE@E multiméres contenant la valence
TTFQC sont alors accrochées. L’électrophorése ewlitons partiellement réductriceg-(

meércaptoéthanol 7 mM) permet d’identifier les fosmeultimériques (Fig. 34).

Figure 34. Analyse en SDS PAGE en conditions pgeatreent réductrices (5% d’acrylamide)
de diverses molécules recombinantes chimériquessamarquage biosynthétique &5
Met./Cys. puis immuno-précipitation avec I'anti-TJE& (sauf piste 6 : immuno-précipitation
avec l'anti-Hig).

Surnageants immuno-précipités de cultures de eslluansfectées par :

1. TTFgC-C4Ble et scFv anti-GPA-C4Bde.
2. TTFgC-C4BIle et scFv anti-GPA-C4BR..
3. TTFgC-C4BR et scFv anti-GPA-CA4BIT.
4. TTFgC-C4BR et scFv anti-RhD-C4B®.
5. TTFgC-C4BIle et scFv anti-RhD-C4BR..
6. VHH anti-CEA-C4BH.

7. Surnageant de culture de cellules non transfecté
8. TTFgC-C4Ble.

9. TTFgC-C4BIe et VHH anti-CEA-C4BBL.

10. TTFgC-C4BR et VHH anti-CEA-C4Bla.

104



L’analyse des surnageants de culture aprés maggoiagynthétique et migration en
conditions partiellement réductrices a permis detneomue:

- La protéine TTFgC-C4Bi® est présente sous deux formes majoritaires de RM4,
pouvant corresponde a des hexameéres et hepatrrége®l( piste 8).

- La protéine VHH anti-CEA-C4Bt® est présente sous une forme multimérique unique de
PMa d’environ 210 KDa pouvant correspondre a uratrapre (Fig. 34, piste 6).

- La protéine TTFgC-C4B® / scFv anti-RhD-C4B& est présente sous deux formes
majoritaires de haut PMa (Fig 34, piste 4). Ellesy@nt correspondre aux combinaisons :

5 x (TTFgC-C4BR) / 2 x (scFv anti-RhD-C4B# et
4 x (TTFgC-C4BR) / 2 x (scFv anti-RhD-C4B#.

- La protéine TTFgC-C4B®P / scFv anti-GPA-C4B® est présente sous trois formes
majoritaires de hauts PMa (Fig 34, piste 1). Blegvent correspondre aux combinaisons :
5 x (TTFgC-C4BR) / 2 x (scFv anti-GPA-C4B#®),

4 x (TTFgC-C4BR) / 2 x (scFv anti-GPA-C4B® et
5x (TTFgC-C4BR) / 1 x (scFv anti-GPA-C4B®.

- Les protéines TTFgC-C4BP/ scFv anti-GPA-C4BBL (Fig 34, piste 2), TTFgC-C4RBP/
scFv anti-GPA-C4BPC (Fig 34, piste 3), TTFgC-C4BP/ scFv anti-RhD-C4BBL (Fig
34, piste 5), TTFgC-C4B#P/ VHH anti-CEA-C4BBL (Fig 34, piste 9) et TTFgC-C4BP/
VHH anti-CEA-C4BRx (Fig 34, piste 10), sont présentes chacune saisepks formes

moléculaires. Elles correspondent a des espéecesicatoires a valences variées.
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VI.3. Quantification des protéines par ELISA

Une courbe d'étalonnage a été tracée a partir desrldances correspondant aux
dilutions d’homomultimere C46—C4BHRHis) a concentration connue (Fig. 35).
La courbe obtenue présente une régression logaguienrdont la courbe de tendance (en
rouge) a pour équation Y = 0,785 Log (X) - 1,61618de coefficient de détermination
R*=0,9864.
Le calcul des concentrations en protéines recomtesades surnageants de cultures des

différentes constructions a donné des valeurs m@gedea 2,5 a 3,6 pg/ml.

y=0,785L.n(X) - 1,6178
R’ =0,9864

DO@I0-630 MM
N

O T T T T T
0] 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentration STD (p Mol)

Figure 35. Courbe détalonnage établie avec la épret homomultimérique
C46-C4BR (His).

VI.4. Purification des protéines par chromatographie d&xsion

Une étape préliminaire de calibrage de la colorieectusion a été effectuée a 'aide de
protéines standards colorées, de poids molécul@d$ connus : thyroglobuline (669 KDa),
ferritine (440 KDa), catalase (232 KDa) et aldoléss8 KDa).

Une courbe correspondant aux absorbances {B).@) des fractions en fonction du
volume d’élution (Ve) a été tracée (Fig. 36). Eleus a permis de dresser la droite

correspondant aux Logarithmes des PM des protémémetion du (Ve).
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Cette droite présente une régression linéaire ldardurbe de tendance a pour équation :

Y = -365,21 X + 1124,2 et de coefficient de détevation R = 0,9858.

Ces données nous ont permis de déduire les PM ddéiras recombinantes purifiées
(Tableau 1V).

250 ~ Ferritine Cata'ase
Thyroglobuline (440 kDa) (232 kDa)
200 A (669kDa)
fg Aldolase
g 150 - (158 kDa)
:
N 1(1),
O
a
E{),
O TTTT T T T T I T I T T T T T T T T T T T T T I I T T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T I T T T T T T T T I T I I T T T T T T T I T I I TTTl
- © N ) ™ N o
T NR89BHEIFNRYYBEY]RNFIY
Volume d'élution (1 unité =4 mi)

Figure 36. Courbe de I'absorbance des protéineslatds en fonction du volume d’élution
(Ve).

TTFgC-C4BRx TTFgC-C4BRx / VHH TTFgC-C4BRx / VHH
anti-CEA-C4BRi anti-CEA-C4BBL
Ve 142 mi 162 ml 138 mi
PM 490 KDa 430 KDa 500 KDa

Tableau IV. Poids moléculaires des protéines reaoantes purifiées calculés a partir des Ve.

Seules les chiméeres TTFgC-C4ABPTTFgC-C4BR / VHH anti-CEA-C4BRx et
TTFQC-C4BRx / VHH anti-CEA-C4BBL, on tété purifiées sur colonne d’exclusion pour
évaluer leurs activités vivo.

Le PM de 'homomultimére TTFgC-C4Bfcalculé a partir de du Ve est de 490 KDa.

Le calcul des PMa de ces formes multimériques &l la valeur de la taille du monomere
(75 KDa) obtenue en SDS PAGE (Fig. 30, piste 1,ep@9), (Fig. 31, piste 1, page 100),
donne 525 KDa pour I'heptameére et 450 KDa pounddmeére.
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La valeur obtenue par chromatographie d’exclusiomrespond approximativement a la
moyenne des tailles des heptamére et hexa(Rége37). La protéine est donc secrétée sous

forme d’homomultiméres de 6 valences et 7 valences.

2500

SAB

2000 _|

1500

1000

D.Ozs0 nm (X120 3)

TTFgC-C4BR

(o]

"ARIBREBINSHEESJNRBRE S

Volume délution (1 unité = 2ml)

Figure 37. Courbe de I'absorbance en fonction ducWeespondant a la purification sur
colonne d’exclusion du surnageant de culture congede cellules transfectées par la

construction TTFgC-C4B®.

Des profils similaires des courbes d’absorbanciection du Ve, ont été obtenus lors de la
purification des hétérochimeres TTFgC-C4BPVHH anti-CEA-C4BPR et TTFgC-C4BBR /
VHH anti-CEA-C4BBL (Figures non présentées).

La chromatographie d’exclusion a permis de purifesr protéines produites en les
débarrassant de la SAB ajoutée au milieu de cultesecellules transfectées. Elle a permis

également de déterminer leurs PM.
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VIl. ANALYSE DE LA FIXATION DES PROTEINES PRODUITES
SUR LEURS CIBLES

VII.1. Hémagglutination directe des GR par les protéinemnfomultimériques
et hétéromultimériques contenant le scFv anti-GPA

Les surnageants de culture natifs contenant leipes scFv anti-GPA-C4BR scFv
anti-GPA-C4BBL, TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-C4B#, et TTFgC-C4BR / scFv anti-
GPA-C4BBL, agglutinent directement les GR (Fig. 38, colmBe 6).

Le surnageant de culture natif contenant la preté&oFv anti-GPA-C4BFC agglutine
faiblement les GR (Fig. 38, colonnes 7).

Le surnageant de culture natif contenant la preté@ah TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-
C4BRBC n’agglutinent pas les GR (Fig. 38, colonnes 8).

La réaction d’hémagglutination montre que les pnet® sont secrétées sous forme
active trés stable. Conservées a 4°C, elles ounlegarleur activité agglutinante plus d’'un an

apres leur production.

Figure 38. Hémagglutination directe des GR surmms. Les GR sont incubés avec :

. Anticorps R18 anti-GPA (témoin positif)

. Surnageant de cellules transfectées par larcatisn TTFgC-C4BR

. Surnageant de cellules transfectées par larcatisih scFv anti-GPA-C4BP

. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4B® / scFv anti-GPA-
C4BRa

. Surnageant de cellules transfectées par larcmtisih scFv anti-GPA-C4BR.

. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4B® / scFv anti-GPA-
C4BRBL

7. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish scFv anti-GPA-C4BIC

A OWN PR

o O1
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8. Surnageant de cellules transfectées par legraotisns TTFgC-C4B@& / scFv anti-GPA-
C4BRC
9. Surnageant de cellules non transfectées (tén@gjatif)

VII.2. Hémagglutination directe des GR Rh (D) par les pétes
homomultimériques et hétéromultimériques contenaatscFv anti-RhD

Dans le but de palier la faible accessibilité dmntigéne RhD, les surnageants de
culture ont été incubés avec les GR RhD en présm&SA a 15%.
Dans ces conditions, les surnageants de culturecrwant les protéines scFv anti-RhD-
C4BRu, scFv anti-RhD-C4BBL, TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4B& et TTFgC-C4BR
/ scFv anti-RhD-C4BBL, agglutinent directement les GR (Fig. 39).
La stabilité des protéines a été verifiee pareuxeme test d’hémagglutination un an apres.

Figure 39. Hémagglutination directe des GR sur awgn Les GR RhD sont incubés, en
présence de SAB a 15%, avec :

1. Surnageant de cellules transfectées par legraotisns TTFgC-C4B& / scFv anti-RhD-
C4BRu

2. Surnageant de cellules transfectées par larcotish TTFgC-C4BR

3. Surnageant de cellules transfectées par ledrootisns TTFgC-C4B@& / scFv anti-RhD-
C4BPR3L

4. Surnageant de cellules transfectées par larcotish scFv anti-RhD-C4BP

5. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish scFv anti-RhD-C4BR.

6. Surnageant de cellules transfectées par ledrootisns scFv anti-RhD-C4RP / CR1-
C4BRu (témoin positif)
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VII.3. Analyse quantitative par cytométrie de flude la fixation des chimeres
sur cellules

La cytométrie de flux a permis une analyse deitaffité de la fixation des protéines

produites sur leurs cibles : GR ou cellules cancsgs.

VII.3.1. Cytométrie de flux sur GR

L’efficacité de la fixation de I'hétéromultimére F§C-C4ABRx / scFv anti-GPA-C4B&
(Fig. 40, 4) est supérieure a celle de TTFgC-C#BBcFv anti-GPA-C4BBL (Fig. 41, 3).
L’hétéromultimere TTFgC-C4BdP/ scFv anti-GPA-C4BEC ne se fixe que trés faiblement
aux GR (Fig. 42, 3).
Les homomultimeres TTFgC-C4BPet scFv anti-GPA-C4B® ont servi de contrbles
négatifs. Le TTFgC-C4BdP ne se fixe pas aux GR. Le scFv anti-GPA-C4B lie aux GR
mais n’est pas détecté en cytométrie de flux antikorps utilisé pour révéler les chimeres
est I'anti-TTFgC.

10
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Figure 40. Analyse par cytométrie de flux de lafigsn du TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BFRu sur les GR, révélée par I'anticorps monoclonalt@mEgC.

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcmtisin scFv anti-GPA-C4B®P

3. Surnageant de cellules non transfectées

4. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-
C4BRa
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Figure 41. Analyse par cytométrie de flux de lafian du TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BRBL sur GR, révélée par I'anticorps monoclonal anti-gC.

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcmtisin scFv anti-GPA-C4BR.

3. Surnageant de cellules transfectées par legraotisns TTFgC-C4B& / scFv anti-GPA-
C4BRBL

FL2Height

Figure 42. Analyse par cytométrie de flux de lafigsn du TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BRBC sur GR, révélée par I'anticorps monoclonal afti~gC.

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish scFv anti-GPA-C4BIC

3. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BRBC

L’examen qualitatif de la répartition de la fixatiates chimeéres sur les GR a été
effectué par microscopie a fluorescence (Fig. 43).

La valence scFv anti-GPA permet d’accrocher lapgage TTFgC a la surface des GR.
Dans le cas des hétéromultiméres TTFgC-GABBcFv anti-GPA-C4B®, la répartition est
uniforme (Fig. 43, A).
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Les distributions des hétéromultimeres TTFgC-CdBRcFv anti-GPA-C4BBL (Fig. 43, B)
et TTFgC-C4Bla / scFv anti-GPA-C4BBC (Fig. 43, C) sont granulaires.

La fixation aux GR, des molécules TTFgC-C4BPscFv anti-GPA-C4BBL est plus
importante de celle des molécules TTFgC-CdBBcFv anti-GPA-C4BEC.

En effet, la valence scFv anti-GPA-C4BPest par définition plus courte que la valencesscF
anti-GPA-C4BBL. Cette différence de taille pourrait étre a Igne d'une plus faible
accessibilité du fragment scFv anti-GPA, entourdagrappe de TTFgC.

Contrairement a I'nétéromultimére TTFgC-C4BP scFv anti-GPA-C4B®& possédant
deux valences scFv anti-GPA, les hétéromultiméfEsgC-C4BRr / scFv anti-GPA-CABR
n‘'en possedent qu'une seule. L’'avidité est doncirliée, ce qui pourrait expliquer les
différences d'efficacités de fixations et de répiars entre les formes contenant les valences

scFv anti-GPA-C4B® et scFv anti-GPA-C4BR

C
Figure 43. Analyse par microscopie a fluorescenckadépartition sur GR des hétéromultiméres
TTFgC-C4BRx / scFv anti-GPA-C4B®& (A), TTFgC-C4BRr / scFv anti-GPA-C4BBL (B) et
TTFgC-C4BRx / scFv anti-GPA-C4BEC (C).
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VII.3.2. Cytométrie de flux sur GR RhD

A cause de la faible accessibilité de I'antigen®Rles chimeres contenant la valence
scFv anti-RhD se fixent trés faiblement a la swefaes GR RhD natifs (Fig. 44, 1). La
papaination permet de décaper la surface des @R mindre I'antigene RhD accessible aux
protéines recombinantes (Fig. 44, 3).

La fixation des molécules recombinantes sur GR RBDfs a été améliorée a l'aide de la
BSA 15%. Les chimeres se fixent dans ces condifpdus efficacement a leur cible (Fig. 44,

2). Le rendement reste cependant inférieur a oblignu sur GR RhD papainés.

Figure 44. Analyse par cytométrie de flux de lafian du TTFgC-C4B®& / scFv anti-RhD-
C4BRu sur les GR RhD, révélée par I'anticorps monocl@mei-TTFgC

1. GR RhD natifs incubés avec le surnageant delleslltransfectées par la construction
TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4B@.
2. GR RhD natifs incubés, en présence de SAB 15%éc & surnageant de cellules
transfectées par la construction TTFgC-CdBRcFv anti-RhD-C4B@.
3. GR RhD papainés incubés avec le surnageantlldéesdransfectées par la construction
TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4Be@.
L’examen qualitatif de la répartition de la fixatides chimeres sur les GR RhD a été

effectué par microscopie a fluorescence (Fig. 45).

La valence scFv anti-RhD permet d’accrocher lapgage TTFgC a la surface des GR
RhD natifs en présence de SAB 15%.

La répartition des hétéromultiméres est granuldtiie est plus dense pour la TTFgC-
C4BRu / scFv anti-RhD-C4B@& (Fig. 45, A) que pour la TTFgC-C4BF scFv anti-RhD-
C4BRBL (Fig. 45, B).
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La difféerence entre le nombre de valences scFvRimil dans chaque hétéromultimere (2
pour TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4B& et 1 pour TTFgC-C4Bd / scFv anti-RhD-
C4BRBL) permet d’expliquer les disparités obtenues dafiicacité de fixation (résultat non

présenté) et de répartition.

A B

Figure 45. Analyse par microscopie a fluorescencéad@partition sur GR RhD des
hétéeromultiméeres TTFgC-C4BR scFv anti-RhD-C4B& (A) et TTFgC-C4Bla / scFv
anti-RhD-C4BBL (B).
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VII.3.3. Cytométrie de flux sur cellules LS174T

L'efficacité de la fixation de I'hétéromultimere FHC-C4BRx / VHH anti-CEA-
C4BRu (Fig. 46, 4) est légéerement supérieure a cell@ tegC-C4BR / VHH anti-CEA-
C4BPRBL (Fig. 47, 4).

Figure 46. Analyse par cytométrie de flux de lafigzn du TTFgC-C4B& / VHH anti-CEA-
C4BRu sur cellules LS174T, révélée par I'anticorps maoowoal anti-TTFgC.

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcotish VHH anti-CEA-C4BR

3. Surnageant de cellules non transfectées

4. Surnageant de cellules transfectées par lesraotisns TTFgC-C4B& / VHH anti-CEA-
C4BRa

Figure 47. Analyse par cytométrie de flux de lafign du TTFgC-C4B& / VHH anti-CEA-
C4BRBL sur cellules LS174T, révélée par I'anticorps mdaoal anti-TTFgC.

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcmtisih VHH anti-CEA-C4BBL
3. Surnageant de cellules non transfectées
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4. Surnageant de cellules transfectées par lesraotisns TTFgC-C4B& / VHH anti-CEA-
C4BRBL

L’examen qualitatif de la répartition de la fixatides chimeres sur les cellules LS174T

a été effectué par microscopie a fluorescence 48p.

La répartition des hétéromultimeres TTFgC-C4BPVHH anti-CEA-C4BRx (Fig. 48,
A) est plus dense que celle de la TTFgC-C4BRHH anti-CEA-C4BBL (Fig. 48, B).
La différence entre le nombre de valences VHH @®A dans chaque hétéromultimere (2
pour TTFgC-C4BR / VHH anti-CEA-C4BR et 1 pour TTFgC-C4B# / VHH anti-CEA-

C4BRBL) permet d’expliquer les disparités obtenues dbBeficacité de fixation et de

répartition.

A B

Figure 48. Analyse par microscope a fluorescencta départition sur cellules LS174T des

hétéeromultimeres TTFgC-C4BP/ VHH anti-CEA-C4BRx (A) et TTFgC-C4Bla / VHH
anti-CEA-C4BMBL (B).
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VII.3.4. Test de compétition de fixation sur cellules cancéuses

La fixation des hétéromultiméres TTFgC-C4BPVHH anti-CEA-C4BR a I'antigéne
carcino-embryonnaire a été vérifiée par un testcdmpétition de fixation sur cellules
LS174T, entre protéines recombinantes et antiomgsoclonal anti-CEA.

La dilution du surnageant de culture des cellulesdfectées par la construction
TTFgC-C4BRx / VHH anti-CEA-C4BR permet une augmentation de la fixation de

I'anticorps monoclonal de souris anti-CEA a 'agtig carcino-embryonnaire (Fig. 49).

Figure 49. Compétition de fixation sur cellules L8TI7entre I'hétéromultimere TTFgC-
C4BRu / VHH anti-CEA-C4BPR et I'anticorps monoclonal de souris anti-CEA (GHdD6G9)
(Sigma).
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VIIl. ANALYSE, IN VITRO, DE L’ACTIVATION DU COMPLEMENT
PAR LES PROTEINES HETEROMULTIMERIQUES

VIII.1. Analyse par cytométrie de flux et microscopie adtescence du dépét
de C3b et C4d du complément

VIII.1.1. Sur globules rouges

La capacité des hétéromultimeéres a induire I'atitvadu complément a été testée sur
des GR en présence d’anticorps antitétaniques strdien déficient en C5.
Ce sérum permet d’activer les premieres cascadesmplément sans aboutir a la lyse des
GR. Les dépobts de C3b et C4d sur GR ont étée déteetecytométrie de flux (Fig. 50) et

microscopie a fluorescence (Fig. 51).
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Figure 50. Analyse de l'activation de la cascadecdmplément révélée par les anticorps
monoclonaux anti-C3b et anti-C4d.

Les GR sont incubés avec:

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcotish scFv anti-GPA-C4BP
3. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish scFv anti-GPA-C4BR.
4. Surnageant de cellules transfectées par larcotisn scFv anti-GPA-C4BFC
5. Surnageant de cellules non transfectées
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6. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BRa

7. Surnageant de cellules transfectées par legraotisns TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BBR3L

8. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4B®& / scFv anti-GPA-
C4BRBC

Les hétéromultimeres TTFgC-C4BR scFv anti-GPA-C4B® (Fig 50, 6) entrainent un
dépbt plus important sur GR de molécules C3b et Q4 les hétéromultimeres TTFgC-
C4BRa / scFv anti-GPA-C4BBL (Fig 50, 7). Les hétéromultiméres TTFgC-C4BPscFv
anti-GPA-C4BBC (Fig 50, 8) n'induisent aucun dépot de moléc@ab et C4d.

L’analyse qualitative, par microscopie a fluoresegrie la répartition des dépodts de C3b et
C4d a la surface des GR a permis de montrer unuagegplus intense et plus homogene dans
le cas de la chimére TTFgC-C48R scFv anti-GPA-C4B®& (Fig 51, A) que celui de la
chimére TTFgQC-C4B®& / scFv anti-GPA-C4BBL (Fig 51, B).

A B

Figure 51. Analyse par microscope a fluorescenda départition sur GR des dépbts de C3b
(vert) et C4d (rouge) induits par les hétéromultiese TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-
C4BRu (A), TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-C4BBL (B).
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VIII.1.2. Sur globules rouges RhD

La capacité des hétéromultimeres a induire I'atitvadu complément a été testée sur
des GR RhD, en présence de SAB 15%, anticorpgtartitues et sérum déficient en C5.

Les dépbts de C3b et C4d sur GR RhD ont été détpetécytométrie de flux (Fig. 52) et
microscopie a fluorescence (Fig. 53).

Figure 52. Analyse de I'activation de la cascadeauplément révélée par les anticorps
monoclonaux anti-C3b et anti-C4d.

Les GR RhD sont incubés, en présence de SAB 158 et

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcotisih scFv anti-RhD-C4BP
3. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish scFv anti-RhD-C4BR.
4. Surnageant de cellules non transfectées

5. Surnageant de cellules transfectées par ledraotisns TTFgC-C4BR / scFv anti-RhD-
C4BRa

6. Surnageant de cellules transfectées par lesraootisns TTFgC-C4B®& / scFv anti-RhD-
C4BRBL

Les hétéeromultimeres TTFgC-C4BR scFv anti-RhD-C4B®& (Fig. 52, 5) entrainent
un dépo6t plus important sur GR RhD de molécules €3R4d que les hétéromultiméres
TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4BBL (Fig. 52, 6).
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Les dépbts de C3b et C4d a la surface des GR Rh@lys®s par microscopie a
fluorescence, montrent un marquage diffus plusnsgedans le cas de la chimére TTFgC-
C4BRu / scFv anti-RhD-C4B@& (Fig. 53, A) que celui de la chimere TTFgC-C4BPscFv
anti-RhD-C4BBPL (Fig. 53, B).

A B
Figure 53. Analyse par microscopie a fluorescereeéadépartition des dépots de C3b (vert)

et C4d (rouge) induits par les hétéromultimeres gO4€4BRx / scFv anti-RhD-C4B& (A)
et TTFgC-C4BIla / scFv anti-RhD-C4BgL (B).
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VIII.1.3. Sur cellules LS174T

La capacité des hétéromultimeres a induire I'ativadu complément a été testée sur
cellules LS174T en présence d’anticorps antitétesaet de sérum déficient en C5.
Les dépodts de C3b (résultat non présenté) et CAdedules LS174T ont été détectés par
cytométrie de flux (Fig. 54), (Fig. 55) et micropo®a fluorescence (Fig. 56).

Figure 54. Analyse de l'activation de la cascadecdmplément révélée par l'anticorps
monoclonal anti-C4d

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcotisn VHH anti-CEA-C4BR

3. Surnageant de cellules non transfectées

4. Surnageant de cellules transfectées par legraotisns TTFgC-C4B& / VHH anti-CEA-
C4BRu

Figure 55. Analyse de l'activation de la cascadecdmplément révélée par I'anticorps
monoclonal anti-C4d

1. Surnageant de cellules transfectées par larcmtish TTFgC-C4BR

2. Surnageant de cellules transfectées par larcmtisih VHH anti-CEA-C4BBL
3. Surnageant de cellules non transfectées
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4. Surnageant de cellules transfectées par lesraotisns TTFgC-C4B& / VHH anti-CEA-
C4BRBL
Les hétéromultimeres TTFgC-C4BP VHH anti-CEA-C4BR (Fig. 54, 4) entrainent

le dépbt sur cellules LS174T de C4d, aussi efficemd, que les hétéromultiméres TTFgC-
C4BRu / VHH anti-CEA-C4BBL (Fig. 55, 4).
Des résultats similaires ont été obtenus pour pidde C3b sur cellules LS174T induit par

les deux hétéromultiméres (résultats non présentés)

L’analyse par microscopie a fluorescence montremémes intensités de marquage

par les anticorps anti-C3b et anti-C4d pour lesluted incubées en présence des
hétéromultiméres TTFgC-C4BP/ scFv anti-RhD-C4B& (Fig. 55, A) et TTFgC-C4B¢ /
scFv anti-RhD-C4BPBL (Fig. 55, B).

A B
Figure 55. Analyse par microscopie a fluorescereeéadépartition des dépots de C3b (vert)

et C4d (rouge) induits par les hétéromultiméres gG4€4BR / VHH anti-CEA-C4BRx (A)
et TTFgC-C4Bla / VHH anti-CEA-C4BBL (B).
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VIII.2. Test hémolytique avec sérum autologue

La capacité des protéines recombinantes a entraigse complément-dépendante des
GR d’'une personne récemment vaccinée contre ladgtan présence de son sérum, a éte

évaluédn vitro.

VIII.2.1. Sur globules rouges

Les anticorps antitétaniques sérigues reconnaissatité TTFgC de I'hétéromultimére
TTFgC-C4BRx / scFv anti-GPA-C4BP fixé aux GR. Cette opsonisagntraine I'activation
de la cascade du complément. Dans ces conditiensprhplexe d’attaque membranaire se
forme et provoque la lyse des GR.

Seul I'hétéromultimere TTFgC-C4BP scFv anti-GPA-C4B® est capable d’induire la
lyse totale des GR (Fig. 56, 11). Ces résultat$ snradéquation avec la meilleure efficacité
de fixation de cet hétéromultimere sur GR ainsi saglus forte capacité a induire le dép6t
des composants C3b et C4d du complément, compaugdstéromultimeres TTFgC-C48P
/ scFv anti-GPA-C4BBL et TTFgC-C4Ble / scFv anti-GPA-C4BEC.
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Figure 56. Histogramme de I'absorbance de 'hémagbraduisant la lyse des GR.
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. GR completement lysés par des cycles répétésraglation / décongélation

. Surnageant de cellules transfectées par legraotisns TTFgC-C4B® / scFv anti-GPA-
C4BRy, sans GR

. GR avec surnageant de cellule non transfectées

. GR avec PBS

. GR avec surnageant de cellules transfectéda panstruction TTFgC-C4BP

. GR avec surnageant de cellules transfectéea panktruction scFv anti-GPA-C4BP

. GR avec surnageant de cellules transfectéea ganktruction scFv anti-GPA-C4BP

. GR avec surnageant de cellules transfectéda panstruction scFv anti-GPA-C4Be

. GR avec surnageant de cellules transfectéeeteparonstructions TTFgC-C4BP/ scFv
anti-GPA-C4BBL

10. GR avec surnageant de cellules transfectéelpaonstructions TTFgC-C4BP scFv

anti-GPA-C4BRBC
11. GR avec surnageant de cellules transfectéelpaonstructions TTFgC-C4BP scFv
anti-GPA-C4BR
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VIIl.2.2. Sur globules rouges RhD

Les anticorps antitétaniques sérigues reconnaissatité TTFgC de I'hétéromultimére
TTFQC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4BP fixé au GR RhD. Cette opsat® entraine
I'activation de la cascade du complément et abadttlyse de la cellule.

Seul I'hétéromultimére TTFgC-C4BP/ scFv anti-RhD-C4B®& est capable d’induire
une faible lyse des GR RhD (18%) (Fig. 57, 8). t&némultimeres TTFgC-C4BP/ scFv
anti-GPA-C4BBL n’entraine pas de lyse. En effet, il a montré tmés faible capacité a
induire le dép6t des composants C3b et C4d sur ER(Rig. 52, page 121).

14

1,2 1

-
I

0,8 -

D.O (630-405 nm)

Figure 57. Histogramme de I'absorbance de I'hémugktraduisant la lyse des GR RhD.

. GR completement lysés par des cycles répétésragtlation / décongélation

. GR avec surnageant de cellule non transfectées

. GR avec PBS

. GR avec surnageant de cellules transfectéda panstruction TTFgC-C4BP

. GR avec surnageant de cellules transfectéda panstruction scFv anti-RhD-C4BP

. GR avec surnageant de cellules transfectéea panktruction scFv anti-RhD-C4BP

. GR avec surnageant de cellules transfectéeseparonstructions TTFgC-C4BP/ scFv
anti-RhD-C4BBL

8. GR avec surnageant de cellules transfectéeteparonstructions TTFQC-C4BP/ scFv

anti-RhD-C4BF
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IX. ANALYSE DE LA FIXATION IN VIVO, CHEZ LES SOURIS
NUDE, DES CHIMERES SUR DES TUMEURS PROVOQUEES

Une étape préliminaire d’analyse de la fixatios détéromultimeres TTFgC-C4BP
VHH anti-CEA-C4BP sur des coupes de tumeurs aégtiisée avant d’évaluer leur efficacité

de fixation,in vivo, sur des tumeurs provoquées chez les souris Nude.
IX.1. Fixation des chiméres sur des coupes de tumeurs

Les hétéromultiméres TTFgC-C48P VHH anti-CEA-C4BR. (Fig. 58, A) et TTFgC-
C4BRu / VHH anti-CEA-C4BBL (Fig. 58, B) présentent un marquage intense pidggne
sur le tissu tumoral. Aucun marquage n’a été olgsdans les coupes de tumeurs ayant été
incubées avec les hétéromultimeres TTFgC-G4B& incapables de se fixer aux cellules

tumorales.

B

Figure 58. Immunomarquage sur lames de coupes deeurs incubées avec les
hétéromultiméres TTFgC-C4BP/ VHH anti-CEA-C4BR (A) ou TTFgC-C4BR / VHH
anti-CEA-C4BBL (B). Les protéines sont reconnues par I'anticorpsgbahal biotinylé anti-
C4BP, révélé par la streptavidine couplée & I’AlEkso® 488.
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IX.2. Fixation aux tumeurs des chimeres injectées par e/dintraveineuse et
analyse de la biodistribution

La capacité des hétéromultimeres a atteindre l&uund’y pénétrer et y rester a éte
évaluée apres injection intraveineuse des protéemsnbinantes aux souris Nudes.
Une nette répartition homogeéne et diffuse est miBse pour I'hétéromultimére TTFgC-
C4BRu / VHH anti-CEA-C4BR: (Fig. 59, A). L’hétéromultimére TTFgC-C4BF VHH anti-
CEA-C4BBL présente également une large répartition tissu(&ig. 59, B).
Ce résultat montre la capacité de ces hétéromuktgnemalgré leurs poids moléculaires

élevés, a franchir la paroi des vaisseaux sanguinsatteindre la tumeur et s’y fixer.

Figure 59. Immunomarquage sur lames de coupesrdeurs apres injection intraveineuse
des hétéeromultimeres TTFgC-C4BPVHH anti-CEA-C4BR. (A) ou TTFgC-C4BR / VHH
anti-CEA-C4BBL (B). Les protéines sont reconnues par I'anticorpsgiahal biotinylé anti-
C4BP, révélé par la streptavidine couplée a I'AlEkaor® 488.

La spécificité de la fixation des hétéromultimeagsniveau de la tumeur a été évaluée
par I'analyse de la biodistribution.
Aucun des organes prélevés, foie, rate, rein, egrvpoumon et muscle, ne présente de

marquage (Fig. 60).
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foie rate rein
cerveau poumon muscle

Figure 60. Immunomarquage sur lames de coupes diesgapres injection intraveineuse des
hétéeromultiméeres TTFgC-C4BR VHH anti-CEA-C4BP. Les coupes ont été Incubéesca
I'anticorps polyclonal biotinylé anti-C4BP puis #ges par la streptavidine couplée a I'Alexa

Fluor® 488.
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X. ANALYSE DE L'ACTIVITE ANTI-TUMORALE DES CHIMERES
CHEZ LES SOURIS NUDE

Apres injection a trois groupes de soumislede cellules LS174T, sérums antitétaniques
murins et hétéromultiméres purifiées, le développmindes tumeurs a été suivi.

Aucune des quatre souris du groupe ayant recuéfbétultimére TTFgC-C4BP /
VHH anti-CEA-C4BR:, n’a développé de tumeurs pendant les quatre deik durée du
Suivi.

Aucune des quatre souris du groupe ayant recléfbgtultimere TTFgC-C4B¥/ VHH anti-
CEA-C4BB3L, n’a développé de tumeurs pendant les quatre dela durée du suivi.

Les quatres souris du groupe témoin, ayant recterbogultimere TTFgC-C4BE ont toutes
développé des tumeurs trois semaines apres liofe¢Fig. 61). La croissance des masses
tumorales a été suivie jusqu’a la taille critiq®% du poids de la souris) (Fig. 62).

L'analyse, trois semaines apres, des coupes higtpies aux emplacements des
injections des cellules cancéreuses, du sérumetartique décomplémenté et des molécules
recombinantes, n'a montré aucun foyer tumoral chex souris nude ayant recu les
hétéromultiméres TTFgC-C4BR VHH anti-CEA-C4BR. (Fig. 63, A) et TTFgC-C4Bdk/
VHH anti-CEA-C4BBBL. Des masses tumorales importantes apparaisseat lekesouris

ayant recu les homomultimeres TTFgC-C4RPig. 63, B).

I i
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Figure 61. Souris du groupe témoin présentantumetr de 1 cm de diametre.
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Figure 62. Suivi du développement des tumeurs lgsegouris du groupe témoin.

by

Figure 63. Coupes histologiques colorées a [I'hényditecéosine-safran (HES), aux
emplacements des injections chez une souris du graygnt recu I’hétéromultimere TTFgC-
C4BRu / VHH anti-CEA-C4BR. (A) et une souris du groupe témdb).
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DISCUSSION

Le but de ce travail de recherche est de proposeragele de ciblage et de destruction
des cellules par déviation de la réponse immunecivale, a l'aide de protéines
recombinantes hétérofonctionnelles.

Quatre parties ont été traitées au cours de caitrav
1- Production de protéines recombinantes.

2- Développemenin vitro, d'un modele de démonstration-évaluation du conpapciblage
d’'un antigene erythrocytaire de haute densité (gorine A) et lyse des globules rouges.

3- Validation,in vitro du concept, par ciblage et lyse des GR RhD daperspective d’'un
outil prophylactique pour la prévention de I'allosnunisation foeto-maternelle rhésus D.

4- Validation,in vivo puisin vitro puisin vivo du concept, pour la destruction de cellules

tumorales dans un modele murin de xénogreffe.

PARTIE I.
PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES HOMOMULTIMERI QUES ET
HETEROMULTIMERIQUES

La production de protéines recombinantes hétértifimuelles nécessite I'utilisation
d’'un systeme multimérisant capable a la fois d'edser deux entités a activités différentes et
de répondre au cahier des charges imposant lagmwisempte de plusieurs contraintes liees a
son utilisation en thérapie humaine.

Aucun des systémes multimérisants existants Willséucine Zipper, paqguet de quatre
hélices, p53 (Pluckthuret al, 1997), vérotoxine (Stonet al, 2007)...) ne répond a

I'ensemble de ces criteres.

La C4BP est une protéine plasmatique humaine rég@dade I'activation du
complément et de structure naturellement multinuériq

Nous avons développé un systeme multimérisant fendd'utilisation des parties C-
terminales des chaineset de la C4BP. Ce systeme présente I'avantage d@&irgyénierie
aisée, dépourvu intrinsequement d’activité biologignon immunogéne et permettant la

synthese de molécules homomultimériques et hététmndwiques en assurant un nombre
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élevé de valences reliées de facon covalente. % @ multimérisation permet d’améliorer
les caractéristiques pharmacocinétiques de la mielé@n augmentant son avidité et sa durée
de vie plasmatique.

Ainsi, des protéines homomultimériques ont été pitedutel que le mini anticorps scFv anti-
RhD — C4BIa, molécule permettant d’agglutiner les GR RhD contiauticorps polyclonal
humain dont il dérive (Libylet al, 1997).

Une molécule CD46 multimérique soluble a été égatgrdéveloppée a l'aide de I'extrémité
C-terminale de la chainede la C4BP. Elle a permis de neutralisevitro etin vivo le virus

de la rougeole en se fixant aux hémagglutininedegr(Christianseet al, 2000).

Des protéines hétéromultimériques ont aussi etéuites grace a ce systeme tel que le multi-
scfv anti-Rhésus D — C4BR multi-CR1 — C4BR. Cette molécule a permis de restauirer,
vitro, une densité physiologique (voir supra-physiologjqde CR1 a la surface de GR RhD
qui en sont déficients (phénomeéne associé a cegtairaladies auto-immunes) (Oudinal.,
2000).

1. Production de protéines recombinantes homomultiériques
Au cours de ce travail, huit molécules homomultiopées ont été produites a l'aide de

ce systeme :

- TTFgC-C4BRx

- scFv anti-GPA-C4B&

- scFv anti-GPA-C4BP courte

- scFv anti-GPA-C4BPlongue

- scFv anti-RhD-C4Be

- scFv anti-RhD-C4BpPlongue

- VHH anti-CEA-C4BR

- VHH anti-CEA-C4BB longue

Les études structurales et biochimiques des pesénssociees a la partie C-terminale
minimale courte de la chaime(dépourvue de courtes consensus répétées (SCRy)omtre
que :

» Ces homomultimeéres sont secrétés sous forme d’'udeua especes moléculaires

correspondant aux heptaméres et hexameres; téntaadéquation avec les
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caractéristiques structurales de la C4BP plasmaticpntenant 6 a 7 monomeres
C4BRu.

» Ces molécules sont solubles et fonctionnelles. laetivité a été analysée par un test
d’hémagglutination et / ou par cytométrie de flux.

» Ces molécules présentent une grande stabilité.ffiéf) eonservées a 4°C, elles ont

gardeé leur activité plus d’'un an aprés leur proiduact

La capacité multimérisante de la C4BP réside dargémité C-terminale de la chaiae
La partie C-terminale de la chaipeonduit tout au plus a un dimere.
Les analyses structurales et biochimiques des ipestéassociées a la partie C-terminale
minimale courte (dépourvue de SCR) ou longue (Av8€R) de la chaing nous ont permis
de montrer que ces molécules sont secrétées saue fitlw monomeres et dimeres solubles,

stables et fonctionnels.

2. Production de protéines recombinantes hétéromuthériques

Le contrble de la proportion de chaque espece mialiée au sein du complexe
hétéeromultimérique s’avere difficile a maitriser, irgo impossible lorsque sont utilisées
uniquement les régions C-terminales minimales te$nesa de la C4BP pour la production
d’hétéromultiméres bifonctionnels. Cependant, ayam de la structure native de la C4BP
(majoritairement 7 chaines et 1 chaing3), la proportion de chaque entité au sein d’'une
molécule hétéromultimérique bifonctionnelle peute épartiellement contrdlée en utilisant
respectivement la partie C-terminale de la chaingour 'espece moléculaire a valences

multiples et la région C-terminale de la chgirmmour la fonction & valence unique.

Sept molécules hétéromultimériques ont été prosluite

- TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-C4B®&

- TTFgC-C4BPR / scFv anti-GPA-C4Bfcourte

- TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-C4BPlongue

- TTFgC-C4BR / scFv anti-RhD-C4B&

- TTFgC-C4BR / scFv anti-RhD-C4Bflongue

- TTFgC-C4BR / VHH anti-CEA-C4BR

- TTFgC-C4BR / VHH anti-CEA-C4BB longue
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Les études structurales ont montré que :

> Les hétéromultiméres / a sont majoritairement secrétés sous forme de dspéces
moléculaires dont les valences sont dans un rappdst/ 2 et 4 / 2.

> Les hétéromultiméres / B sont produites majoritairement sous forme d’untéiegre
avec 6 valences et 1 valence.

» Comparée aux hétéromultimered B, I'utilisation de la partie C-terminale minimale
de la chainea de la C4BP pour la production des deux entitédémoes d’'un
hétéeromultimére, a permis d’augmenter de 1 a Bpiabre de valences de la fonction
fixatrice de la molécule (scFv anti-GPA ou scFv-&1iD ou VHH anti-CEA).

PARTIE 1.
MODELE DE DEMONSTARTION-EVALUATION DU CONCEPT

La lyse des cellules par déviation de la répongeumne repose sur le ciblage cellulaire
par des anticorps couplés a des antigenes natwefaccinaux. L’efficacité de la lyse dépend
de la formation de complexes avec les cellulesesibét I'activation subséquente de
mécanismes biologiques effecteurs comme le systknmmplément et / ou la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) abaanisa I'élimination de la cellule cible.

En dehors de I'application du complément pour tdagje et la destruction des cellules
tumorales, trés peu de recherches se sont intéegséon utilisation contre d’autres types
cellulaires. Dans ce cas, les cellules ont esdlemtient servi de modéles de faisabilité et
d’évaluation du concept du ciblage (Muzykanemal, 1996), (Spitzeet al., 2007).

Nous décrivons dans cette partie un modele de detmadion-évaluation de ce concept
en utilisant des molécules hétérofonctionnellediase aux GR et permettant d’'induira

vitro, leur lyse complément-dépendante par un sérumacayutel

L’étude fonctionnelle des hétéromultimeres a moqtré :
> Les protéines TTFgC-CABP/ scFv anti-GPA-C4B& et TTFgC-C4BR / scFv anti-
GPA-C4BBL, agglutinent directement les GR.
> La protéine TTFgC-C4Bd/ scFv anti-GPA-C4BPC ne présente pas cette activité.
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» A molarités égales, l'efficacité de la fixation teétéromultimére TTFgC-C4B#P /
scFv anti-GPA-C4BR est supérieure a celle de la molécule TTFgC-@GABRCFv
anti-GPA-C4BBL. L’hétéromultimere TTFgC-C4Bd® / scFv anti-GPA-C4BBC ne
se fixe que trés faiblement aux GR.

» La répartition de I'hétéromultimére TTFgC-C48F scFv anti-GPA-C4B®, a la
surface des GR est uniforme. Elle est granulaires des cas des protéines TTFgC-
C4BRu / scFv anti-GPA-C4BBL et TTFgC-C4Bl / scFv anti-GPA-C4BEC, et
d’avantage plus faible pour cette derniere.

» L’hétéromultimére TTFgC-C4Bd / scFv anti-GPA-C4B® entraine un dépbt plus
important sur les GR de molécules C3b et C4d, tpd¢sromultimére TTFgC-C4BP
/ scFv anti-GPA-C4BBL. La protéine TTFgC-C4B® / scFv anti-GPA-C4BFC
n'induit aucun dép6t de molécules C3b et C4d.

» Seul I'hétéromultimere TTFgC-C4BFP scFv anti-GPA-C4B® est capable d’induire
la lyse totale des GR par activation du complénaumt sérum autologue contenant

des anticorps antitétaniques.

En effet, les anticorps antitétaniques sériguesomemissent l'entité TTFgC de
'hétéromultimeére TTFgC-C4Bt / scFv anti-GPA-C4B® fixé au GR. Cette opsonisation
entraine I'activation de la cascade du complénieahs ces conditions, le complexe d’attaque

membranaire se forme et provoque la lyse des GR.

Les disparités obtenues dans l'activité d’hémagudtion, I'efficacité de fixation et la
nature de répartition a la surface des GR ainsi tepouvoir lytique de chaque
hétéeromultimére, peuvent s’expliquer par les défimes structurales des formes moléculaires.
En effet, contrairement a I'hétéromultimére TTFg@BPo / scFv anti-GPA-C4B®&
possédant deux valences de fixation au GR, lesdmétdtiméres TTFgC-C4B#/ scFv anti-
GPA-C4BBL et TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-C4BBC n’en possédent qu’'une seule.
L’avidité est donc diminuée, la fixation se trouslers réduite. Dans ces conditions, le seull
d’occupation antigénique permettant une activaefficace de la cascade du complément

pour aboutir a la formation du complexe d’attaquemhranaire, ne peut étre atteint.

Les différences d’efficacité de fixation entre métdultiméres TTFgC-C4B#/ scFv
anti-GPA-C4BBL et TTFgC-C4BR / scFv anti-GPA-C4BBC pourraient étre dues a la
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différence de taille des entités de fixation au @&R. effet, la partie C-terminale minimale
longue de la chaing possede 1 SCR alors que la partie C-terminalennailei courte, en est
dépourvue. Cette différence de taille (60 aa) mgrte pratiquement la taille de la partie C-
terminale minimale courte des chaifig$1 aa).

La valence scFv anti-GPA double donc de taille daislle est associée a la partie C-
terminale minimale longue de la chaipecomparé a la partie C-terminale minimale courte.
Elle est également plus flexible. La valence scht-@PA-C4BRL, entourée d’'une grappe
de six valences TTFgC, bénéficie dans ce cas d'lusegpande accessibilité a son antigene.

Ce premier modele nous a permis d’évaluer et deodéer la faisabilité du concept
de la redirection de la réponse immune vaccinalgr p® ciblage et la lyse complément-
dépendante des cellules, a l'aide de protéinesmbitmntes hétérofonctionnelles.

PARTIE Il
MODELE IN VITRO DE VALIDATION DU CONCEPT SUR GR RHD

Le probleme posé par I'allo-immunisation foeto-magdle rhésus est qu’il s’agit non
pas d’obtenir une immunisation ou une potentidbsat’'immunisation mais a l'inverse, une
absence d’'immunisation. Elle doit étre assuréd’@anination sélective des GR RhD foetaux
dans la rate de la mére ou leur destruction dar@rdalation en évitant en tout cas leur
routage normal vers le foie ou les cellules de Kampielayeraient vers une réponse immune.

La prévention de [Ilimmunisation rhésus repose encaur [utilisation de
gammaglobulines polyclonales humaines devant Ipacéé des anticorps monoclonaux a
assurer ce role. En effet, le routage par les amicmurins est préférentiel vers le foie tandis
gu’ils sont incapables d’assurer la destruction @& RhD dans la circulation a cause des

faibles densité et accessibilité de I'antigéne ukés

Les études les plus récentes cherchent a développer nouvelle génération
d’anticorps monoclonaux humains anti-RhD agissaat l|p principe de I'activation des
cellules NK grace a leurs fragments Fc. lls ont tréordes premiers résultats cliniques
encourageants. On ne pourra cependant juger deefBoacité qu’'apres une évaluation a

grande échelle et sur le long terme (Kumpel, 2007).
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Notre systéme vise a augmenter le recouvremenBBeRhD par les anticorps grace a
la déviation des Ig antitétaniques attirés sur grappe d’antigénes tétaniques pour chaque
site de fixation reconnu par le scFv anti-RhD. UWeke amplification devrait permettre la
destruction dans la circulation des GR RhD payttésne du complément, évitant ainsi toute

immunisation.

A cause de la faible accessibilité de I'antigen®Rles hétéromultiméres se fixent tres
faiblement aux GR RhD natifs. La papaination (dagapdu glycocalyx) a permis une bonne
fixation des molécules et une hémagglutination airedes GR RhD en présence des
hétéromultiméres.

Partant du fait que les GR sont chargés négativemteantourés d’'un nuage d’ions
positifs qui entretiennent avec leur surface urepti¢l électrique « Zéta ». On peut augmenter
le pouvoir agglutinant de certains anticorps enimlirant ce potentiel par addition de

macromolécules au milieu telle que la SAB.

L’étude fonctionnelle des hétéromultimeres en présale SAB (15%), a montré que :
> Lefficacité de la fixation de I'hétéromultimére F§C-C4BRi / scFv anti-RhD-
C4BRu sur les GR RhD est supérieure a celle de la maétuFgC-C4BR / scFv
anti-RhD-C4BBL. Les rendements des deux protéines sur GR RhD papainés
restent cependant inférieurs a ceux obtenus surRRpapainés.

» La répartition des hétéromultiméres TTFgC-C4BP scFv anti-RhD-C4B& et
TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4BBL, a la surface des GR RhD est granulaire. La
répartition est plus faible pour la deuxieme molécu

» L’hétéromultimére TTFgC-C4B®/ scFv anti-RhD-C4B® entrainent le dépot sur les
GR RhD, de molécules C3b et C4d, alors que I'hétéitmere TTFgC-C4BR /
scFv anti-RhD-C4BPBL n’induisent qu’un tres faible dép6t de ces molésul

» Seul [I'hétéromultimere TTFgC-C4BP / scFv anti-RhD-C4B&® est capable
d’entrainer une lyse partielle des GR RhD par atiiim du complément d’'un sérum

autologue contenant des anticorps antitétaniques.
Contrairement a la molécule TTFgC-C4BIP scFv anti-GPA-C4B®& ayant servi au

modeéle de démonstration-évaluation du concept,idlage des GR RhD par la protéine
TTFgC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4B& n’a pas permis d’entrainer la lyse totale desussl
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Ce résultat pourrait s’expliquer par les facteurslelesité et d’accessibilité antigénique.

En effet, comparée & la densité de I'antigéne GRAX a 1,2.16 sites par GR), celle de
I'antigéne rhésus (G 3.10 sites par GR) est 30 & 40 fois plus faible. Des péucause de sa
structure onze fois transmembranaire et enfuie tagb/cocalyx, I'accessibilité a I'antigene
rhésus reste tres limitée méme en présence de BAfXdtion des hétéromultimeres étant
inférieure a celle obtenue sur des GR RhD papainés)

Outre les différences d’affinités de chaque scRo@ antigéne, la prise en compte a la fois
des parameétres densité et accessibilité antigém@udiminuer la capacité de fixation sur GR
RhD en présence de SAB, de la chimére TTFgC-@4B&cFv anti-RhD-C4B®, de plus de
60 fois, comparé a la protéine TTFgC-C4BPscFv anti-GPA-C4B®.

Par ailleurs, les différences des capacités déidixales deux hétérochimeres TTFgC-
C4BRx / scFv anti-RhD-C4B& et TTFgC-C4BR / scFv anti-RhD-C4BBL peuvent
s’interpréter par la plus forte avidité conférée lpgprésence de deux valences scFv anti-RhD
dans le cas de la premiére molécule lui permetigng meilleure fixation au GR RhD.
L’hétéromultimere TTFgC-C4BiP / scFv anti-RhD-C4BBL, n'ayant qu’'une seule valence

de fixation.

PARTIE VI.
MODELE DE VALIDATION, IN VITRO PUIS IN VIVO, DU CONCEPT SUR
CELLULES TUMORALES

Les applications de [lactivation du complément dr@rapie sont essentiellement
tournées vers [I'élimination des cellules cancéreuseependant, la surexpression des
protéines régulatrices du complément (CRP) a ltaserdes cellules tumorales, n’a cessé de
présenter un sérieux obstacle a des avancéesicagjuds de cette approche, malgré les
dernieres démarches proposant l'utilisation d’amps neutralisants les CRP en supplément

des anticorps antitumoraux (Macatral, 2007).
Le concept de la redirection de la réponse immuaerinale, a l'aide de protéines

recombinantes hétérofonctionnelles est taat@jtro puisin vivo, sur des cellules tumorales

dans un modele murin de xénogreffe.
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Notre approche repose sur 'amplification de laorég® immune en augmentant le
recouvrement des cellules cancéreuses par lesegappltivalentes d’antigénes tétaniques ;
agent efficace de l'activation du complément esgaint recruteur des cellules présentatrices
d’antigene (Spellerbergt al.,1997).

Les analyses fonctionnelles des hétéromultiméremontré que :

> Les protéines TTFgC-C4BP/ VHH anti-CEA-C4BR et TTFgC-C4BRBR / VHH
anti-CEA-C4BBL se fixent spécifiquement a Il'antigene carcino-eyohnaire
exprimé a la surface des cellules d’adénocarcindeneolon humain (LS 174T), dans
un test de compétition avec un anticorps monoclanaCEA.

> Lefficacité de la fixation ainsi que la qualité tierépartition a la surface des cellules
LS174T, de la molécule TTFgC-C4BP/ VHH anti-CEA-C4BR sont tres
comparables a celles de la molécule TTFgC-G4BWHH anti-CEA-C4BBL.

» Ces protéines entrainent le dépot, sur les celluBis74T, des molécules C3b et C4d
du complément humain en présence d’anticorps tamitgies.

> Injectées par voie veineuse, ces protéines sontbkEpamalgré leurs poids
moléculaires éleveés, de franchir la barriere vasmilpour atteindre la tumeur et s’y
fixer.

> Elles présentent une grande spécificité de fixatioriissu tumoral, démontrée par un
test de biodistribution.

» Les molécules TTFgC-C4BP/ VHH anti-CEA-C4BR et TTFgC-C4BR / VHH
anti-CEA-C4BBL ont permis d’inhiber le développement des cefiubancéreuses

injectées aux souris nude, en présence d’anticoypss antitétaniques.

Les deux hétéromultiméres TTFgC-C4BP VHH anti-CEA-C4BR et TTFgC-C4BR /
VHH anti-CEA-C4BBL ont la méme capacité d’inhiber le développemeas dellules
LS174T injectées aux souris nude.

La différence du nombre de valences de fixationsdis deux molécules n'a pas eu
d’influence sur leurs pouvoirs antitumoraux resgect

En effet, la haute affinit¢ du VHH anti-CEA pournsantigene (I = 8.3 nM) permet
d’accorder une fixation optimale méme sans le ghavidité conféré par une deuxieme

valence
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La redirection de la réponse immune vaccinale angeta destruction des cellules
cancéreuses dans ce modele d’inhibition du déveloept tumoral.
Le choix du modéle murin nude n’est pas seulemérd des raisons évidentes d’absence de
rejet des cellules cancéreuses a cause du défidanal de I'immunité a médiation cellulaire
chez ces souris, mais également dans le but ddevale concept dans des conditions de
prédominance de I'immunité humorale comme princgzaéur du systeme immunitaire.
Cependant, I'hypothése d'une contribution des tadluendritiques, des macrophages, des
cellules Natural Killer et de la rare populatioyrtio-indépendante de lymphocytes T CD8+,

ne peut étre completement écartée.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Le but de ce travail de recherche est de proposeradele de ciblage et de destruction
des cellules par déviation de la réponse immunecinale, a l'aide de protéines
recombinantes hétérofonctionnelles.

L’application de ce concept s’est deroulée en guettapes :

Nous avons congu et produit des protéines recantes homomultimériques et
hétéromultimériques fondées sur le systeme mulitsaér de la C4BP.

Nous avons réussi a démontrer, dans un premigrstela faisabilité du concept de
ciblage et de destruction des cellules par retimecle la réponse immune vaccinale, sur des
GR a l'aide de protéines recombinantes hétérofonatlles.

L’hétéromultimére TTFgC-C4B# / scFv anti-GPA-C4B&® a montré une efficacité de
fixation aux GR grace a ses valences scFv anti-GBAeconnaissance des antigenes TTFgC
par les anticorps post-vaccinaux d’'un sérum autaag permis I'activation de la cascade du

complément aboutissant a la lyse des GR.

L’essai de validation de ce concept sur GR RhD dangerspective d'un outil
prophylactique pour la prévention de I'allo-immuatisn foeto-maternelle rhésus D, n’a pas
permis d’obtenir les résultats escomptés.

A cause des faibles accessibilité et densité agidjane RhD, seulement une lyse partielle des
GR RhD a été obtenue a 'aide de I'hnétéromultimieFregC-C4BRx / scFv anti-RhD-C4B@.
Face a ces deux contraintes et a cause de l'infjlitgsd’agir sur la structure de la membrane
cellulaire (papaination) dans un modele prépareuend’une utilisation en thérapeutique, la
recherche d’autres anticorps anti-RhD a plus hafiieité ou ciblant d’autres épitopes reste
la seule possibilité pouvant améliorer I'efficadités cette démarche.

Des hétéromultiméres impliqguant différents scFvi-RtD sont actuellement en cours de

développement au laboratoire.
Nous avons validé avec succés le concept de lati@vide la réponse immune

vaccinale sur un modela vivo de ciblage et destruction de cellules tumoralezémogreffe

murine.
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Les hétéromultimeres TTFgC-C4BR VHH anti-CEA-C4BR et TTFgC-C4BR / VHH
anti-CEA-C4BBL ont permis de détruire, en présence d’anticonpgétaniques, les cellules

d’adénocarcinome de colon humain (LS174T) injeci&essouris nude.

Ce modele d'inhibition du développement tumoral paitirservir de base a des
applications thérapeutiques de prévention de néesdilues aux cellules métastatiques.
Il est cependant nécessaire d’évaluer I'étenduéetfieacité de ce concept sur d’autres types

cellulaires tumoraux plus agressifs.

Il serait également tres intéressant d’étudidfit¢acité de ce concept dans un modele
de regression de tumeur solide. Cependant l'opitimis des outils moléculaires serait
nécessaire.

Le développement d’hétéromultimeres trispécifigpasl'association des valences TTFgC et
VHH anti-CEA a une fonction cytokine pro-inflammaeo (TNF, IL-6,...), ou un antigéne
reconnue par les des cellules immunitaires tel lgueED16 pour les cellules NK, est une

approche envisageable.
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ANNEXE



Séquences nucléotidigue et protéigue du TTFgC-C4BP

Fin du peptide signal Bg| TTFgC ‘
S L G GA R S L D C WV D N E E D
AGC CTG GGC GGC GCC AGA TCT CTG GAT TGT TGG GIT GAT AAT GAA GAA GAT

D VvV | L K K § T | L N L D | N N D
GAT GIT ATA TTA AAA AAG AGT ACA ATT TTA AAT TTA GAT ATT AAT AAT GAT

| S D | S G F N S S V | T Y P D A
ATA TCA GAT ATA TCT GGG TTT AAT TCA TCT GTA ATA ACA TAT CCA GAT GCT
A

L v P G | N G K | H L V N N E S
TTG GIG CCC GGA ATA AAT GGC AAA GCA ATA CAT TTA GTA AAC AAT GAA TCT

E V | vV H K A M D I E Y N D M F N
GAA GIT ATA GIG CAT AAA CCT ATG GAT ATT GAA TAT AAT GAT ATG TTT AAT

F T VvV S F W L R v P K V S A § H L
TTT ACC GIT AGC TTT TGG TTG AGG GIT CCT AAA GTA TCT GCT AGI CAT TTA

Q Yy G T N E Y S | | s S M K K H S
CAA TAT GGC ACA AAT GAG TAT TCA ATA ATT AGC TCT ATG AAA AAA CAT AGT

S | G § G W s V S L K G N N L | W
TCA ATA GGA TCT GGI' TGG AGT GTA TCA CTT AAA GGI' AAT AAC TTA ATA TGG

L K b S A G E V R Q I T F R D L P
TTA AAA GAT TCC GCG GGA GAA GIT AGA CAA ATA ACT TTT AGG GAT TTA CCT

K F N A Y L A N K W V F | T | T N
AAA TTT AAT GCT TAT TTA GCA AAT AAA TGG GIT TTT ATA ACT ATT ACT AAT

R L S § A N L Y | N G V L M G S A
AGA TTA TCT TCT GCT AAT TTG TAT ATA AAT GGA GTA CIT ATG GGA AGI GCA

| T G L G A | R E D N N | T L K L
ATT ACT GGT TTA GGA GCT ATT AGA GAG GAT AAT AAT ATA ACA TTA AAA CTA

R C N N N N Q Y V
AGA TGT AAT AAT AAT AAT CAA TAC GIT

| D K F R 1 F
ATT GAT AAA TTT AGG ATA TTT

S
TCT
K A L N P K E | E K L Y T S Y L S
AAA GCA TTA AAT CCA AAA GAG ATT GAA AAA TTA TAC ACA AGT TAT TTA TCT
P
CCT
D

T F L R D F W G N
ACC TTT TTA AGA GAC TTC TGG GGA AAC

L R Y D T E Y
TTA CGA TAT GAT ACA GAA TAT

S S V Q L K N | T
TTA ATA CCA GTA CCT TCT AGT TCT AAA GAT GIT CAA TTG AAA AAT ATA ACA

Y M Y L T N A P S Y T N G K L N
TAT ATG TAT TTG ACA AAT GCG CCA TCG TAT ACT AAC GGA AAA TTG AAT ATA
Y R R L Y N G L K F | | K R Y T P
TAT AGA AGG TTA TAT AAT GGA CTA AAA TTT ATT ATA AAA AGA TAT ACA CCT
N E | b s F v K S G D F | K L Y V
AAT GAA ATA GAT TCT TTT GIT AAA TCA GGT GAT TTT ATT AAA TTA TAT GTA
Y N N N E H | v G Y P K D G N A F
TAT AAC AAT AAT GAG CAC ATT GTA GGTI TAT CCG AAA GAT GGA AAT GCC TTT

148

|
ATA

ATT

TCT

AAT

GAT

TGC

ATA

TAT

GAT

TAT

AAT

TCA

AAT

18

36

108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810

288
864

306
918

324
972

342
1026

360
1080



N L D R | L R V

AAT CTT GAT AGA ATT CTA AGA GTA GGT TAT

K K M E A V K L

AAA AAA ATG GAA GCA GTA AAA TTG CGT GAT

K L Y D D K N A

AAA TTA TAT GAT GAT AAA AAT GCA TCT TTA

Q | G N D P N R

CAA ATA GCC AAC GAT CCA AAT AGG GAT ATA

N H L K D K | L

AAT CAT TTA AAA GAT AAA ATT TTA GGA TGT

BspE|
E G W T N D S G

GAA GGA TGG ACA AAT GAT TCC GGA GGC GGT

E G C E Q V L T

GAA GGC TGT GAA CAA GTIG CTC ACA GGC AAA

p E D V K M A L
CCA GAG GAT GIG AAA ATG GCC CTG

Q L E L Q R D s

CAA CTG GAA CTA CAG AGA GAC ACGC GCA AGA

Il H H H H H H

G Y N
AAT
R D L
TTA
S L G
GGA
D | L
TTA
G C D
GAT
linker
G G G
cee
G K R
AGA
E V Y
GAG GTA TAT
A R Q
CAA

H

H

*

A P G | P L Y
GCC CCA GGT ATC CCT CTT TAT
V
GT.

K T Y S Q L
AAA ACC TAT TCT GTA CAA CTT

L v G T H N G
CTA GTA GGT ACC CAT AAT GGT

| A S N W Y F
ATT GCA AGC AAC TGG TAC TTT

w Y F V P T D
TGG TAC TTT GTA CCT ACA GAT

C4BPa,
—_—
s T G W E T P
TCG ACC GGA TGG GAG ACC CCC

L M Q C L P N
CTC ATG CAG TGT CTC CCA AAC

K L S L E | E
AAG CTG TCT CTG GAA ATT GAA

S T L D K E L
TCC ACT TTG GAT AAA GAA CTA

* S R

ATC CAC CAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA TGA TCT AGA

Tag 8 histidines

149

Xbal

378
1134

396
1188

414
1242

432
1296

450
1350

468
1404

486
1458

504
1512

522
1566

535
1606



Séquences nucléotidigue et protéique du scFv antifFA-C4BPq

Peptide signal

N S P V A A MG A G A T G R A 15
AAT TCA CCG GIC GCC GCC ATG GGC GCC GGC GOC ACC GGC CGC GCC 45
M D G P R L L L L L L L G V S L G G 33
ATG GAC GGC CCC OGC CTG CIG CIG CTG CIG CIG CTG GGC GIG AGC CTG GGC GGC 99
scFv anti-GPA
Balll >
AR S Q V K L Q Q S G G G L V Q P G 51

GCC AGA TCT CAG GIG AAA CTG CAG CAG TCA GGG GGA GEC TTA GIG CAG CCT G&A 153

G S L K L S C A A S G F T F S s Y G 69
GGG TCC CTG AAA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACT TTC AGT AGC TAT GGC 207
M S W F R Q T P D K R L E L V A I 1 87
ATG TCT TGG TTT CGC CAG ACT CCA GAC AAG AGG CTG GAG TTG GIC GCA ATC ATT 261
N S N G G T T Y Y P D S V K G R F T 105
AAT AGT AAT GGT GGT ACT ACC TAT TAT CCA GAC AGT GIG AAG GGC CGA TTC ACC 315
Il S R D N A K N T L Y L Q@ M S S L K 123
ATC TCC AGA GAC AAT GCC AAG AAC ACC CTG TAC CTG CAA ATG AGC AGT CTG AAG 369
s E D T A MY Y C A R G G G R W L L 141
TCT GAG GAC ACA GCC ATG TAT TAC TGT GCA AGA GGA GGA GGG AGA TGG TTA CTG 423
D Y WG Q G T T V T V S S G G G G S 159
GAC TAC TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGA GGC GGG TCA 477
G G 6G G S G 6 6 G S DI E L T Q s P 177
GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG GAC ATC GAG CTC ACT CAG TCT CCA 531
S s L AV S A G E K V T M S C K S s 195
TCA TCT CTG GCT GIG TCT GCA GGA GAA AAG GTC ACT ATG AGC TGT AAG TCC AGT 585
Q S V L Y S S N Q K N Y L A W Y Q Q 213
CAA AGT GTT TTA TAC AGT TCA AAT CAG AAG AAC TAC TTG GCC TGG TAC CAG CAG 639
K P G Q S P K L L I Y W A S T R E s 231
AAA CCA GGG CAG TCT CCT AAA CTG CTG ATC TAC TGG GCA TCC ACT AGG GAA TCT 693
G V P D R F T S G S G T D F T T 249

8
d
g
?
i
:
o 8o

L
AV Y Y C H Y L 267

AGI GGA TCT GGG ACA GAT TTT ACT CTT ACC 747
L Q
C CTG GCA GIT TAT TAC TGI CAT CAA TAC CTC 801

Il S S V Q A E

ATC AGC AGT GTA CAA GCT GAA GA
linker
s s s T F G G G T K L E I K R S G G 385
TCC TCG TCG ACG TTC GGT GGA GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG TCC GGA GGC 855
BspE|
C4BPag,
G G S T G W E T P E G C E Q V L T G 303

GGTI GGC TCG ACC GGA TGG GAG ACC CCC GAA GGC TGT GAA CAA GTG CTC ACA G&C 909

K R L M Q C L P N P E D V K M A L E 321
AAA AGA CTC ATG CAG TGI CTC CCA AAC CCA GAG GAT GTIG AAA ATG GCC CTG GAG 963

vV Y K L S L E | E Q L E L Q R D S A 339
GTA TAT AAG CTG TCT CTG GAA ATT GAA CAA CTG GAA CTA CAG AGA GAC ACGC GCA 1017

150



R Q S T L D K E L | H H H H H H H H 357
AGA CAA TCC ACT TTG GAT AAA GAA CTA ATC CAC CAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC 1071

* * S5 R 361
TGA TGA ToT ACA Tag 8 histidines 1083
Xbal

151



Séquences nucléotidigue et protéique du scFv antifFA-C4BPBC

Peptide signal Bgl Il

R L L L L L L L GG V S L G G A R S O
CGC CTG CTG CIG CTG CTG CTG CIG GGC GIG AGC CTG GGC GGC GCC AGA TCT CAG
scFv anti-GPA —

V K L Q Q S 6 6 G L V Q P G G S L K
GTG AAA CTG CAG CAG TCA GGG GGA GGC TTA GTG CAG CCT GGA GGG TCC CTG AAA

L s C A A S G F T F s § Y G M S W F
CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACT TTC AGT AGC TAT GEC ATG TCT TGG TTT

R Q T P D K R L E L V A | | N S N G
CGC CAG ACT CCA GAC AAG AGG CTG GAG TTG GIC GCA ATC ATT AAT AGT AAT GGT

G T T Y Y P D S V K G R F T | S R D
GGT ACT ACC TAT TAT CCA GAC AGI GIG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC

N A K N T L Y L Q M S S L K S E D T
AAT GCC AAG AAC ACC CTG TAC CTG CAA ATG AGC AGT CTG AAG TCT GAG GAC ACA

Ao M Y Y C A R G G G R W L L D Y W G
GCC ATG TAT TAC TGI GCA AGA GGA GGA GGG AGA TGG TTA CTG GAC TAC TGG GGC

Q 6 T T Vv T Vv §S S 6 G GG G s G G G G
CAA GGG ACC ACG GTC ACC GIC TCC TCA GGI GGA GGC GGG TCA GEC GAA GGTI G&C

s G G G G § D |1 E L T Q S P S § L A
TCT GEC GGT GEC GGA TCG GAC ATC GAG CTC ACT CAG TCT CCA TCA TCT CTG CCT
G E K v T ™M S C K S S Q S V L
GGA GAA AAG GIC ACT ATG AGC TGI AAG TCC AGT CAA AGI GIT TTA

s A
GTG TCT GCA
Y S S N Q K N Y L A W Y Q Q K P G OQ
TAC AGT TCA AAT CAG AAG AAC TAC TTG GCC TGG TAC CAG CAG AAA CCA GGG CAG
s P K L L I Y WA S T R E S G V P D
TCT CCT AAA CTG CTG ATC TAC TGG GCA TCC ACT AGG GAA TCT GGT GIC CCT GAT
R F T 6 S 6 s 66 T b F T L T I S s V
CGC TTC ACA GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTT ACT CTT ACC ATC AGC AGT GTA
Q A E DL A V Y Y C H Q Y L S s s T
CAA GCT GAA GAC CTG GCA GIT TAT TAC TGT CAT CAA TAC CTC TCC TCG TCG ACG
Not | C4BPBC
2P~ ,
F 6 G G T K L E I K R A A A Q E A'P

TTC GGT GGA GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGG GCG GCC GCA CAG GAA CCT CcC

K P E C€C E K A L L A F Q E S K N L C
AAA CCA GAG TGI GAG AAG GCA CTT CTT GCC TTT CAG GAG AGT AAG AAC CTC TGC

E A M E N F M Q Q L K E S G M T M E
GAA GCC ATG GAG AAC TTT ATG CAA CAA TTA AAG GAA AGT GEC ATG ACA ATG GAG

E L K Y S L E L K K A E L K A K L L
GAG CTA AAA TAT TCT CTG GAG CTG AAG AAA CCT GAG TTG AAG GCA AAA TTG TTG

Il H H H H H H * * S R
ATC CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA TGA TCT AGA

- Xbal
Tag 6 histidines

152

18
54

36
108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810

288
864

306
918

324
972

335
1005



Séquences nucléotidigue et protéique du scFv antiFA-C4BPgL

L L L L L

L

L G V S L G G

Bgl Il

A R

S Q V

CTG CTG CTG CTG CTG CTG CTG GGC GIG AGC CTG GEC GEC GCC AGA TCT CAG GIG

scFv ant-GPA

K L Q Q S
AAA CTG CAG CAG TCA

s C A A S
TCC TGT GCA GCC TCT

Q T P D K

G

G G L V Q P G

G S

L K L

GGG GGA GGEC TTA GIG CAG CCT GGA GGG TCC CTG AAA CTC

G

F T F S S Y G

M S

W F R

GGA TTC ACT TTC AGI AGC TAT GGC ATG TCT TGG TTT CGC

R

L E L V A | |

CAG ACT CCA GAC AAG AGG CTG GAG TTG GTC GCA ATC ATT

T T Y Y P
ACT ACC TAT TAT CCA

A K N T L
GCC AAG AAC ACC CTG

M Y Y C A

ATG TAT TAC TGT GCA
G T T Vv T
GGG ACC ACG GTC ACC
G G G G S
GGC GGT GGC GGA TCG
S A G E K
TCT GCA GGA GAA AAG
S S N Q K
AGT TCA AAT CAG AAG
P K L L |
CCT AAA CTG CTG ATC
F T G S G
TTC ACA GGC AGT GGA

S R D C "D
TCG CGG GAC TGTI GAC

N F T L G
AAC TTC ACC TTA GGA

V G V Q E

GIG GGEC GIG CAG GAG CAG CAA TGC GIT GAT GGG GAG TGG AGC

v C K L |
GIC TGC AAG TTG ATC

D
GAC

Y
TAC

R
AGA

\%
GIC

S
TCC

Q

Q

S v K G R F T
AGT GIG AAG GEC CGA TTC ACC

L Q M S S L K
CTG CAA ATG AGC AGT CTG AAG
G G G

R W
GGA GGA GGG AGA

L L
TGG TTA

CTG

s § G G G G S
TCC TCA GGI' GGA GCC GGG TCA

| E L T Q S P
ATC GAG CTC ACT CAG TCT CCA

T M S C K S S
ACT ATG AGC TGI AAG TCC AGT

Y L A W Y Q OQ
TAC TTG GCC TGG TAC CAG CAG

w A S T R E S
TGG GCA TCC ACT AGG GAA TCT

G T D F T L T
GGG ACA GAT TTT ACT CTT ACC

Y Y C H Q Y L
TAT TAC TGT CAT CAA TAC CTC

E | K R A A A
GAA ATA AAA CGG GCG GCC GCA

Not |
P G N P V H G

CCT GGG AAT CCA GIT CAT GG&C

T | S Y Y C E
ACC ATT AGI TAT TAC TGI GAA

Q ¢ v D G E W

E A P K P E C

N S
AAT AGT

| S
ATC TCC

S E
TCT GAG

D Y
GAC TAC

G G
[cece

S
TCA TCT
Q
CAA AGT

K P
AAA CCA

G V
GGI GIC

| S
ATC AGC

S S
TCC TCG

S G
TCC GGEA

Y F
TAT TTT

D R
GAC AGG

S S
AGT

E K

CAG GAA CCT CCC AAA CCA GAG TGT GAG AAG

153

vV L Y
GIT TTA TAC

G Q S
GGG CAG TCT

P D R
CCT GAT CGC

S V Q
AGT GTA CAA

S T F
TCG ACG TTC

Ié;n I(gr G

GCC GGT G&C

E G N
GAA GGA AAT

Y Y L
TAC TAC TTA

18
54

36
108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810

288
864

306
918

324
972

342
1026



A F Q E S K N L C E A M E N F M Q Q
GCC TTT CAG GAG AGT AAG AAC CTC TGC GAA GCC ATG GAG AAC TTT ATG CAA CAA

L K E S G M T ™M E E L K Y S L E L K
TTA AAG GAA AGI GGC ATG ACA ATG GAG GAG CTA AAA TAT TCT CTG GAG CTG AAG

K A E L K A K L L | H H H H H H * *
AAA CCT GAG TTG AAG GCA AAA TTG TTG ATC CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA TGA

S R
TCT AGA

Xbe |

Tag 6 histidines

154

360
1080

378
1134

396
1188

397
1191



L

L

Séguences nucléotidigue et protéique du scFv antilfD)-C4BPa.

L

L

Peptide signal
L L L G V S L G G A A Q P A

CTG CTG CTG CTG CTG CTG CTG GGC GIG AGC CTG GEC GEC CCG GCC CAG CCG GCC

scFv anti-Rh(D)‘ Sfi |

M

ATG GCC CAG GIG CAG CTG GIG

S
TCA

H
CAT
V
GIT
T
ACC
E
GAA
G
GGA

V
GIC
G
GGA

R

AGG GIC ACC ATC

V
GTA

ATT

A

V

GIG AAG GIT TCC TGC AAG

Q

K

w Vv

TGG GIG CGC

A

GCC GAT GGT

R

AGG GAC ACA

D

GAC ACG CCT

\%

GIT CTT ATA

T

ACC GIC TCC

S

TCG CAG TCT

\%

N

AAT TGG TAC

T

ACC ATT CGG CCC TCA GGG GIC CCT GAC CGA TTC TCT

S

TCA GCC TCC CTG GCC ATC ACT GGG CTC CAG CCT GAG

C

D

D

T

L

\%

Q

T

\%

\%

R

G

T

A

S

S

W Y

A

Q

R

S

T

Q L V Q
CAG

S C K A
GCT

Q A P G W | S

S L G
CAG GCC CCC GGA CAG AGT CTT GAG TGG ATG GGA TGG ATC AGC
Q

K T K Y S K F Q D R V T
AAG ACA AAG TAT TCA CAG AAG TTC CAG GAC AGA GIC ACC ATT

s A T T A Y M E V R G L R S
TCC GCG ACC ACA GCC TAC ATG GAG GTG AGG GEC CTG AGA TCT

v Y Y C A R S P R I N M V R
GIG TAT TAC TGT GCG AGG TCA CCC CGI ATT AAT ATG GIT CGG

T T P P W F D S W G Q G T L
ACG ACT CCC CCC TGG TTC GAC TCC TGG GGA CAG GGA ACC CTG
S G G G G S G G G

TCA GGI GGA GGC GGC TCA GGC GGA GGT
\Y
GrI'
T

CA

L T Q@ P P S V § G A P G Q

G TTG ACG CAG CCG CCC TCA GIG TCT GGG GCC CCA GGG CAG

s ¢ 1T G § S S N | G A R Y D

CC TGC ACT GGG AGC AGC TCC AAC ATC GGG GCA CGT TAT GAT
Q

Q L P G T A P K L
CAG CAG CTT CCA GGA ACA GCC CCC AAA

L | Y G
CTC ATC TAT GGT
p S G VvV P D R F S S K S G
TCC AAG TCT G&C

G D Y

L A | T G L Q A E E
GAG GG GAT TAT

> 8o Bo 9

Y D | S L T V V F G G T K

TGC CAG ACG TAT GAC ATC AGC CTG ACT GIG GTA TTC GEC GGA GGG ACC AAG

T

ACC GIC

P

CCC GAA

N

E

\%

E

P

Q

BspEl linker C4BPaC

—>
A A A S G G G G S T G W E

L G
CTA GGT GCG GCC GCA TCC GGA GGEC GGT GGC TCG ACC GGA TGG GAG

E Q V L T G K R L M Q C L

G C
GCC TGT GAA CAA GTG CTC ACA GCC AAA AGA CTC ATG CAG TGr CIC
E D

L

v K M A L vV Y K L S L E

E
AAC CCA GAG GAT GIG AAA ATG GCC CTG GAG GTA TAT AAG CTG TCT CTG GAA

E L Q R D S A R Q S T L D K

GAA CAA CTG GAA CTA CAG AGA GAC AGC GCA AGA CAA TCC ACT TTG GAT AAA

155

18

54

36

108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810
288
864

306
918

324
972

342
1026



E L | H H H H H H H H * * S R 357
GAA CTA ATC CAC CAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA TGA TCT AGA 1071

Tag 8 histidines Xbal

156



Séqguences nucléotidigue et protéique du scFv antiliRD)-C4BPBL

Peptide signal
L L L L L L L G V S L G G A A Q P A

CTG CTG CTG CTG CTG CTG CTG GGC GTG AGC CTG GGC GGC COG GOC CAG COG GCC
scFv anti-Rh(D) Sfi |

M A Q V Q L V
ATG GCC CAG GTG CAG CTG GTG

qo

< 2 %o 8o Bo

S v K VvV s C K
TCA GIG AAG GIT TCC TGC AAG

_|

Q|(/)

_|

i< 8>
_|

H w VvV R Q A P
CAT TGG GIG CGC CAG GCC CCC

L G W | S
CTT GAG TGG ATG GGA TGG ATC AGC

2

vV A D G K

T K F Q D R V T |
GIT GCC GAT GGT AAG ACA

AAG TTC CAG GAC AGA GIC ACC ATT

—
g(/)

5
~+ B< @o 8> %o

R D T S A T M E V R G L R S
AGG GAC ACA TCC GCG ACC ACA GCC TAC ATG GAG GIG AGG GGC CTG AGA TCT

>

T A V. Y Y C A R S P R 1 N M V R
ACG CCT GIG TAT TAC TGI GCG AGG TCA CCC CGTI ATT AAT ATG GIT CGG

D

GAC

V L T T P P W F D S W G Q G T L
GIT CTT ATA ACG ACT CCC CCC TGG TTC GAC TCC TGG GGA CAG GGA ACC CTG
T

ACC

v § § G G G G s G G G G
GIC TCC TCA GGT GGA GEC GEC TCA GGC GGA GGT GEC TCT GEC GEC G&C
\Y
GrI'

S Q S VvV L T Q P P s S G A P G Q
GGA TCG CAG TCT GTG TTG ACG CAG CCG CCC TCA GTG TCT GGG GCC CCA GGG CAG

R Vv T | s ¢ 1T G § S S N | G A R Y D
AGG GTC ACC ATC TCC TGC ACT GGG AGC AGC TCC AAC ATC GGG GCA CGT TAT GAT

vV N W Y Q Q L P G T A P K L L | Y G
GITA AAT TGG TAC CAG CAG CTT CCA GGA ACA GCC CCC AAA CTC CTC ATC TAT GGT

N T 1 R P S G V P D R F S G S K S G
AAC ACC ATT CGG CCC TCA GGG GIC CCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC
D
GA

G D Y

T S A S L A | T G L Q A E E
T GAG GGTI GAT TAT

ACC TCA GCC TCC CTG GCC ATC ACT GGG CTC CAG CCT GAG

Yy € Q T Y D | s L T VvV vV F G G G T K
TAC TGC CAG ACG TAT GAC ATC AGC CTG ACT GIG GTA TTC GCC GGA GGG ACC AAG

Not | linker C4BPBL
T \Y G A A A S G G G G D C D
T

P P G N P V H G Y F T L G

S |
GIT CAT GGEC TAT TTT GAA GGA AAT AAC TTC ACC TTA GGA TCC A
Q

L L S R

CTG ACC GIC CTA GGI' GCG GCC GCA TCC GGA GAC TGT GAC CCT CCT GGG AAT CCA
T Y
CC ATT A A

TAT

S
Gl
y ¢ E D R Y Y L V G V Q E Q C Vv D
TAC TGI GAA GAC AGG TAC TAC TTA GIG GCC GTIG CAG GAG CAG CAA TCGC GIT GAT
G E W S § A L P Vv C K L | Q E A P K
GGG GAG TGG AGC AGT GCA CTT CCA GIC TGC AAG TTG ATC CAG GAA GCT CCC AAA

157

18

54

36

108

54
162

72
216

90
270

108
324

126
378

144
432

162
486

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810
288
864

306
918

342
972

360
1026



P E C E K A L L A F Q E S K N L C E
CCA GAG TGT GAG AAG GCA CTT CIT GCC TTT CAG GAG AGI AAG AAC CTC TGC GAA

A M E N F M Q Q L K E S G M T M E E
GCC ATG GAG AAC TTT ATG CAA CAA TTA AAG GAA AGT GGC ATG ACA ATG GAG GAG

L K Y S L E L K K A E L K A K L L |
CTA AAA TAT TCT CTG GAG CTG AAG AAA GCT GAG TTG AAG GCA AAA TTG TTG ATC

H H H H H H * * s R
CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA TGA TCT AGA

Tag 6 histidines Xba |

158

378
1080

396
1134

414
1188

424
1218



Séquences nucléotidigue et protéiquel ¥HH anti-CEA-C4ABP a

Peptide signal

N S P V A A M G A G A T
AAT TCA CCG GIC GCC GCC ATG GEC GCC GEC GCC ACC

8o
3
5
:

G P R L L L L L L L G V S L
GEC CCC CGEC CTG CTG CTG CTG CTG CTG CTG G&C GIG AGC CTG GGEC GGEC GCC AGA

VHH anti-CEA Bgl Il

»

S E V Q L V E S G G G F V Q A G E s
TCT GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTC GTG CAG GOG GGG GAA TCT

L T L S C T S S T T F T P Y R M A
CTG ACG CTC TCC TGT ACA AGT TCT ACA CTG ACC TTC ACT CCG TAT CGC ATG GCC
Q D

L
wW Y R Q A P G K R L v A D | S S
TGG TAC CCC CAG CGCT CCA GGG AAG CAG CGT GAT TTA GIC GCG GAT ATT AGI AGT

G b 6 R T T N Y A D F A K G R F T I
GGI' GAT GGT AGG ACC ACA AAC TAT GCG GAC TTC GCG AAG GCC CGA TTC ACC ATC

S R D N | K N T V F L R M T N L K P
TCC AGA GAC AAC ATC AAG AAC ACG GIC TTT CTG CGA ATG ACT AAC CTG AAA CCT

E D T A V Y Y C€ N T F V S F V G | A
GAG GAC ACG GCC GIC TAC TAC TGI AAC ACC TTC GIT TCG TTT GIG GGG ATT GCG

R S W G Q G T Q V T V S S S G G G G
OGT TCT TGG GGC CAG GGG ACC CAG GTC ACT GTC TCC TCA TCC GGA GGC GGT GGC

C4BPa BspE! linker
—_—
s T 6 W E T P E G C E Q V L T G K R
TCG ACC GGA TGG GAG ACC CCC GAA GGC TGT GAA CAA GTG CTC ACA GGC AAA AGA

L M Q C L P N P E D V K M A L E V Y
CTC ATG CAG TGT CTC CCA AAC CCA GAG GAT GIG AAA ATG GCC CTG GAG GTA TAT
K L S L E I E Q L E L Q R D S A R Q
AAG CTG TCT CTG GAA ATT GAA CAA CTG GAA CTA CAG AGA GAC AGC GCA AGA CAA
S T L D K E L I H H H H H H H H =* =
TCC ACT TTG GAT AAA GAA CTA ATC CAC CAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGA TGA
S R Tag 8 histidines

TCT AGA

Xbal

159

17
51

35
105

53
159

71
213

89
267

107
321

125
375

143
429

161
483

179
537

197
591

215
645

233
699

235
705
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TARGETING AND LYSIS OF CELLS BY THE MEAN OF COMPLEM ENT OR
ADCC USING HETEROMULTIMERIC RECOMBINANT PROTEINS VE CTORING
AN ANTI TETANOS TOXOID VACCINATION ANTIBODY RESPONS E TOWARDS

A SPECIFIC TARGET

ABSTRACT

The cell lysis mediated by the immune response deviation approach is based on the
use of cells targeting ligands or antibodies that are linked to a vaccine or natural
antigen. Cells lysis efficacy depends on the formation of complexes with target cells
and subsequent activation of downstream biologic effector mechanisms such as
complement or Antibody Dependant Cell Cytotoxicity (ADCC) that result in
elimination of the target. Here, we describe two models of heterofunctional molecules
that bind to cells and induce in vitro the complement-dependant cells lysis. For that
purpose, a multimerizing system based on the properties of the C-terminal part of the
C4 Binding Protein (C4BP) was used. The Tetanus Toxin Fragment C (TTFgC) is the
C-terminal portion of the heavy chain of Tetanus Toxin (TT). TTFgC is a known
Immunogen protective against tetanus, which was used for cell-lysis. The first model
was an erythrocytes (E) targeting and lysis. Glycophorin A (GPA) is an abundant
glycoprotein on the human E membrane surface. An anti-GPA Single-Chain Fv
(scFv) which derived from a high affinity anti-GPA monoclonal antibody was
produced. A TTFgC-C4BPa / Anti-GPA scFv-C4BPa heteromultimeric molecule was
produced in eukaryotic and insect expression systems. In vitro this heteromultimeric
protein was able to induce a E complement-dependant lysis. A TTFgC-C4BPa / Anti-
GPA scFv-C4BP( heteromultimeric molecule was also produced. In vitro this
heteromultimeric protein was able to bind at the E surface. The second model was a
human colon carcinoma cells targeting and lysis. These cells expressed the Carcino-
Embryonic Antigen (CEA) at their surface. An Anti-Variable Heavy single chain of
llama-C4BPa (anti-CEA VHH-C4BPa) was associated with the TTFgC-C4BPa
molecule. This heteromultimeric molecule allowed the redirection of existing TT
vaccine induced immuno-response towards human colon carcinoma cells tumor cells
by targeting and destruction of them.

These data open the way for future use of heteromultimeric forms of soluble
recombinant TTFgC as an effective targeting cell factor for cancer therapy, Rhesus
iSO immunization prevention, immuno modulation, or endocrine disturbance therapy.
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INTRODUCTION

The cell lysis mediated by the immune response deviation approach is based on the
use of a molecule which combined cells targeting ligands or antibodies with a vaccine
or natural antigen. Cells lysis efficacy depends on the formation of complexes with
target cells and subsequent activation of downstream biologic effector mechanisms
such as complement or Antibody Dependant Cell Cytotoxicity (ADCC) that result in
the elimination of the target. The activation of effector mechanisms depends upon the
structure the molecule used. Here, we describe two models of heterofunctional
molecules that bind to cells and induce in vitro the complement-dependant cells lysis.
Tetanus Toxin (TT) is a potent neurotoxin of molecular weight 150 KDa produced by
the anaerobic bacterium Clostridium tetani. It consists of two polypeptide chains
connected through an interchain disulfide bound. The larger fragment or heavy chain
(100 KDa) contains the toxin’s binding and translocation domain. The smaller
polypeptide or light chain (50 KDa) is a zinc-dependant protease which cleaves
synaptobrevin 2, blocking exocytosis of inhibitory transmitters. The Tetanus Toxin
Fragment C (TTFgC) which is the 50 KDa C-terminal portion of the heavy chain,
retains the neuronal and protein-binding activity and the uptake properties of the
holotoxin without the toxic activity. TTFgC has the advantage of being non-toxic and
virtually devoid of any action on the nerve processes in which they are transported.
TTFgC is a known immunogen protective against tetanus, which was used for cell-
lysis.

Glycophorin A (GPA) is an abundant glycoprotein on the human E membrane
surface (0,3.10° to 1,2.10° site / E). A recombinant anti-GPA scFv (30 kDa) was
derived from a monoclonal 1gG2b antibody (R18) which has a high affinity for the
glycophorin A.

Carcinoembryonic antigen (CEA) is a tumor marker which can be present on the
membrane cells surface of various cancer such as pancreatic, gastric, colonic,
ovarian and breast carcinoma. A recombinant Variable Heavy single chain of llama
anti-CEA (anti-CEA VHH, 13 kDa) was obtained from D. Baty.

Multimerizations of TTFgC with anti-GPA scFv or anti-CEA VHH were provided by
the multimerizing potential of the complement binding protein (C4BP). The C4BP
molecule is found in normal human plasma. It has a spider-like structure made of

seven a-chains and one 3-chain but minor forms made from only seven a-chains or
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five a/1 3-chain molecules have also been described. The basic repetitive structure of
both chains is termed short consensus repeat (SCR). Each SCR of about 60 amino
acids includes two intrachain disulfide bridges. The C-terminal part of the C4BP lacks
biological function and is responsible for the polymerization of the molecule in the
cytoplasm of C4BP producing cells. The C-terminal part of the a-chain of C4BP was
chosen to set up homo and hetero multimers, due to these properties as well as to
the probable nonimmunogenicity of a normal human plasma protein.

cDNA containing the C-terminal part of the C4BPa coding sequence was fused with
the sequence coding for the protein of interest (TTFgC, anti-GPA scFv or anti-CEA)
and C4BPf coding sequence was fused with the anti-GPA scFv sequence coding
and then transfected in eukaryotic or insect cells as a single-phase construct for in
vitro protein expression. The chimera proteins spontaneously multimerize in the
cytoplasm of transfected cells that secrete covalently linked multimeres.
Cotransfection of cells by two different vectors containing sequences coding for two
distinct multimeric molecules lead to the production of a heteromultimeric protein with
valences from both molecules covalently linked together by disulfide bridges.

In a first model, a TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa heteromultimeric molecule
was produced. In vitro this heteromultimeric protein was able to bind to the E surface
and to induce a E complement-dependant lysis. A TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-
C4BP heteromultimeric molecule was also produced. In vitro this heteromultimeric
protein was able to bind to the E surface. In a second model TTFgC-C4BPa / anti-
CEA-C4BPa molecule was also produced. This heteromultimeric molecule allowed
the redirection of existing TT vaccine induced immuno-response towards human

colon carcinoma cells tumor cells by targeting and destruction of them.
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MATERIALS AND METHODS

A. Cloning of anti-GPA heavy and light chain variablleegion
coding sequences and assembly into an scFv

The Single-chain Fv (scFv) was constructed according to the method described by
Marks et al. Briefly, RNA was extracted from mouse hybridoma secreting the
monoclonal anti-glycophorin antibody R18 (kindly provided by J.P CARTRON, Institut
National de Transfusion Sanguine, Paris, France). cDNA was generated using the
Mouse scFv Module kit (Amersham Pharmacia, Orsay, France), the Vy and V| genes
were amplified by PCR using primers specific for the variable region of each chain
and, finally, assembled into a single gene using a linker DNA fragment which
maintains the correct reading frame. The assembly reaction ultimately produced the
scFv gene where the Vy region was linked to the V_ region through a sequence

encoding a (Gly,Ser)s; peptide.

B. DNA constructions and 293T cell transfections

Cloning of the TTFgC-C4BFer construct

DNA encoding TTFgC was kindly provided by Dr. MUNRO (Unité INSERM U 452,
Faculté de Médecine de Nice, France).

PCR amplification of TTFgC DNA was achieved by forward primer: 5'-
CGCGAGAGATCTCTGGATTGTTGGGTTGATAAT-3 and reverse primer: 5'-
CGCGAGTICCGGAATCATTTGTCCATCCTTCATC-3'. Restriction sites Bglll and
BspEl (underlined sequences) were inserted into forward and reverse primers
respectively to facilitate TTFgC subcloning. A 100 pl reaction mixture was prepared,
containing 500 ng of DNA, 500 ng of 3’ and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI
(pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-
Elmer, Roissy, France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 30
s at 42 C, 2 min at 72<C] using a GenAmp PCR Syste m 9600 (Perkin-Elmer). PCR
products were analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel.

PCR amplification of C4BPa was fulfilled by forward primer:
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5-CGCGAGTCCGGAGGCGGTGGCTCGACCGGA-3' and reverse primer:
5-CGCGAGTICTAGATCATCAGTGATGGTGATGGTGATGGTGGTGGATTAGTTCT
TTATC-3' (Eurogentec, Angers, France). Restriction sites BspEl and Xbal
(underlined sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively
to facilitate C4BPa subcloning. A 100 pl reaction mixture was prepared, containing
500 ng of DNA, 500 ng of 3" and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3),
50 mM KClI, 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTaq DNA polymerase (Perkin-Elmer,
Roissy, France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 30 s at
60%C, 30 s at 72<C] using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer).

The amplified products of 1371 bp for TTFgC and 225 bp for C4BP were purified by
QIAquick PCR Purification Kit protocol (Qiagen, Hilden, Germany) and ligated in
PEFIRES-P vector (kindly provided by Dr. X. DERVILLEZ, Institute for Biomedical
Research Frankfurt, Germany) by T4 DNA ligase (Stratagene, Hwy, USA). The
recombinant clones were screened on Luria-Bertani agar containing ampicillin 100
ung/ml. The clones were selected after Bglll and Xbal digestion of each plasmid DNA
obtained by mini-lysate preparation. One clone was sequenced (Genomexpress,
Meylan, France) to confirm the presence of the TTFgC-C4BPa insert and whether it

was cloned in frame and was chosen for expression studies.

Cloning of the anti-GPA scFv — C4Bé# construct

The assembled anti-GPA scFv DNA fragment was amplified using forward primer 5'-
CGCGAGAGATCTCAGGTGAAACTGCAGCAG-3' (Eurogentec, Angers, France) and
reverse primer 5-CGCGAGTCCGGACCGTTTTATTTCCAGCTT-3 (Eurogentec,
Angers, France). The restriction sites Bglll and BspEl (underlined sequences) were
inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate anti-GPA scFv
subcloning. A 100 pl reaction mixture was prepared, containing 500 ng of DNA, 500
ng of 3" and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI 1,5 mM
MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy, France), then
subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 45 s at 64C,1 min at 72TC]
using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer). PCR products were analyzed by
electrophoresis on a 2% agarose gel. PCR amplification of C4BPa was done as
previously described.

The amplified products of 770 bp for anti-GPA scFv and 225 bp for C4BPa were
purified by QIAquick PCR Purification Kit protocol (Qiagen, Hilden, Germany) and
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ligated in pEFIRES-P vector. The ligation product was introduced into Escherichia

coli and one positive clone was sequenced (Genomexpress, Meylan, France).

Cloning of the Anti-GPA scFv — C4BJB construct

The assembled anti-GPA scFv DNA fragment was amplified using forward primer 5'-
CGCGAGAGATCTCAGGTGAAACTGCAGCAG-3' (Eurogentec, Angers, France) and
reverse primer 5-CGCGAGGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAGCTTG-3
(Eurogentec, Angers, France). The restriction sites Bglll and Notl (underlined

sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate
Anti-GPA scFv subcloning. A 100 pl reaction mixture was prepared, containing 500
ng of DNA, 500 ng of 3’ and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM KCI 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy,
France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94TC, 45 s at 58C,1
min at 72C] using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin -Elmer).

PCR amplification of C4BP was fulfilled by forward primer:
5-CGCGAGTCCGGAGGCGGTGGCTCGACCGGA-3' and reverse primer:
5-CGCGAGTICTAGATCATCAGTGATGGTGATGGTGATGGTGGTGGATTAGTTCT
TTATC-3' (Eurogentec, Angers, France). Restriction sites Notl and Xbal (underlined
sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate
the C4bpp subcloning. A 100 pul reaction mixture was prepared, containing 500 ng of
DNA, 500 ng of 3" and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy,
France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 30 s at 61<C, 30
s at 72C] using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin-E Imer).

PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel.

The amplified products of 770 bp for Anti-GPA scFv and 340 bp for C4ABPB were
purified by QIAquick PCR Purification Kit protocol (Qiagen, Hilden, Germany) and
ligated in pEFIRES-P vector. The ligation product was introduced into Escherichia

coli and one positive clone was sequenced (Genomexpress, Meylan, France).

C. Cloning of anti-Rh(D) heavy and light chain variablregion
coding sequences and assembly into an scFv

A lymphblastoid cell line, H2D5D2F5, derived from the the peripheral blood

lymphocytes of a hyperimmunized donor and producing a human monoclonal IgG1A,
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specific for erythrocyte Rh(D) Ag, was used as sourse of monoclonal cells to rescue
Vy and V| regions via PCR amplification.

The single-chain Fv (scFv) was constructed according to the method described by
Marks et al. Briefly, total RNA was extracted from the lymphoblastoid cell, cDNA was
obtained using the first-strand cDNA synthesis Kit (Pharmacia, Uppsala, Sweden)
and pd(N)6 random primers. Amplification of Vy and V. coding fragments was
effected with the specific V gene family primers described by Marks et al.: GTG CAG
HuVH1aBACK (5-CAG GTG CAG CTG TCT GG- 3’) and HuJH4-5FOR (5'-ACC TAA
AAC GGT GAG CTG GGT CCC- 3’) for the heavy chain and HUVA1BACK (5-CAG
TCT GTG TTG ACG CAG CCG CC- 3’) and HuJA2-3FOR (5'-ACC TAG GAC GGT
CAG CTT GGT CCC- 3) for the light chain.

The assembly reaction ultimately produced the scFv gene where the Vy region was

linked to the V| region through a sequence encoding a (Gly,;Ser); peptide.

Cloning of the anti-Rh(D) — C4Bl@ construct

The assembled anti-Rh(D) scFv DNA fragment was amplified using forward primer
5-CGCGAGGCGGCCCAGCCGGCCGCCCAGG-3 (Eurogentec, Angers, France)
and reverse primer 5-CGCGAGTCCGGAACCTAGGACGGTCAGCTT-3

(Eurogentec, Angers, France). The restriction sites Sfil and BspEl (underlined

sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate
anti-Rh(D) scFv subcloning. A 100 pl reaction mixture was prepared, containing 500
ng of DNA, 500 ng of 3’ and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM KCI 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy,
France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94<C, 1 min at 60C,1
min at 72<C] using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin -Elmer). PCR products were
analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel. PCR amplification of C4BPa was
done as previously described.

The amplified products of 780 bp for anti-Rh(D) scFv and 225 bp for C4BPa were
purified by QIAquick PCR Purification Kit protocol (Qiagen, Hilden, Germany) and
ligated in pEFIRES-P vector. The ligation product was introduced into Escherichia

coli and one positive clone was sequenced (Genomexpress, Meylan, France).
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Cloning of the Anti-Rh(D) scFv — C4BIB construct

The assembled anti-Rh(D) scFv DNA fragment was amplified as previously
described.

PCR amplification of C4BP was fulfilled by forward primer:

5'- CGCGAGGCGGCCGCATCCGGAGACTGTGACCCTCCT-3' and reverse primer:
5'- CGCGAGTICTAGATCATCAGTGATGGTGATGGTGATGGATCAACAATTTTGCC
TTCAA -3’ (Eurogentec, Angers, France). Restriction sites Notl and Xbal (underlined

sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate
the C4bpp subcloning. A 100 pul reaction mixture was prepared, containing 500 ng of
DNA, 500 ng of 3" and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy,
France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 30 s at 60T, 30
s at 72<C] using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin-E Imer).

PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel.

The amplified products of 780 bp for Anti-Rh(D) scFv and 225 bp for C4BP3 were
purified by QIAquick PCR Purification Kit protocol (Qiagen, Hilden, Germany) and
ligated in pEFIRES-P vector. The ligation product was introduced into Escherichia

coli and one positive clone was sequenced (Genomexpress, Meylan, France).

Cloning of the anti-CEA VHH — C4BIer construct

DNA of anti-CEA VHH was kindly provided by Pr. D. Baty (CNRS, UPR9027,
Laboratoire des Systémes Macromoléculaires, Marseille, France).

The VHH DNA fragment was amplified using forward primer 5'-
CGCGAGAGATCTGAGGTGCAGCTGGTGGAG-3' (Eurogentec, Angers, France)
and reverse primer 5’-CGCGAGTCCGGATGAGGAGACAGTGACCTG-3’
(Eurogentec, Angers, France). DNA of anti-CEA VHH was used for PCR
amplification. A 100 pl reaction mixture was prepared, containing 500 ng of DNA, 500
ng of 3" and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI 1,5 mM
MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy, France), then
subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 45 s at 64C,1 min at 72<C]
using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer). PCR products were analyzed by
electrophoresis on a 2% agarose gel.

The restriction sites Bglll and BspEl (underlined sequences) were inserted into

forward and reverse primers respectively to facilitate anti-CEA VHH insert in
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pPEFIRES-P vector. Conditions for PCR amplification of C4BPa were previously
described. The amplified products of 360 bp for anti-CEA VHH and 225 bp for
C4BPa were by QIAquick PCR Purification Kit protocol (Qiagen, Hilden, Germany)
and ligated in pEFIRES-P vector. The ligation product was introduced into
Escherichia coli and one positive clone was sequenced (Genomexpress, Meylan,

France).

293T cell culture and transfection

Human embryonic kidney cells, 293T (ATCC CRL-11268) were routinely maintained
in Dulbecco’s modified Eagle Medium with glucose 4500 mg/l, L-glutamine 580 mg/I
and sodium pyruvate 110 mg/l (Gibco, Grand Island, USA) supplemented with 10%
heat-inactivated fetal calf serum and penicillin/streptomycin/fungizone (1000 U/ml;
1000 pg/ml; 2.5 pg/ml). Cells were grown at 37<C in a humidified atmosphere of 5%
CO..

Three million and half cells were transfected in a 25 cm? flask with 10 pg of DNA by
20 pl of lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA). Transfected cells were
plated in the same medium supplemented with 20 pg/ml puromycin (Sigma, St Louis,
USA) to select resistant clones.

Homomultimeric TTFgC-C4BPa, anti-GPA scFv-C4BPa or anti-CEA VHH-C4BPa
and Heteromultimeric TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa or TTFgC-C4BPa /
anti-CEA VHH-C4BPa secreting clones were screened after limiting dilution by

western blotting under reducing conditions.

D. DNA constructions for SF9 cell transfections andfections

Cloning of the anti-GPA scFv — C4Bé&and TTFgC-C4BRyr constructs

cDNA of anti-GPA-scFv was amplified by PCR wusing forward primer 5'-
CGCGAGCCCGGGGCAGGTGAAACTGCAGCAGTCT-3'  (Eurogentec, Angers,
France) and reverse primer 5-CGCGAGGCGGCCGCCCGTTTTATTTCAGCTTGG

T-3' (Eurogentec, Angers, France). The restriction sites Xmal and Notl (underlined

sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate

anti-GPA scFv subcloning.

208



PCR amplification of C4BP was fulfiled by forward primer. 5'-
CGCGAGGCGGCCGCATCCGGAGGCGGTGGCTCG-3  (Eurogentec,  Angers,
France) and reverse primer: 5-CGCGAGAGATCTTATTACAACAATTTTGCCTTC-
3’ (Eurogentec, Angers, France). Restriction sites Notl and Bglll (underlined

sequences) were inserted into forward and reverse primers respectively to facilitate
C4BPa subcloning. A 100 ul reaction mixture was prepared, containing 500 ng of
DNA, 500 ng of 3" and 5’ primers, 16 nM dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl, and 2 U of AmpliTag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Roissy,
France), then subjected to 30 cycles of amplification [30 s at 94C, 30sat C, 30 s
at 72<C] using a GenAmp PCR System 9600 (Perkin-Elm er).

The amplified cDNA of C4BPa product was purified and ligated in pAcGP67C

baculovirus transfer vector (PharMingen, San Diego, USA).

The TTFgC-C4BPa DNA was amplified using forward primer 5'-
CGCGAGCCCGGGGCTGGATTGTTGGGTTGATAATG-3' (Eurogentec, Angers,
France) with restriction site (underlined sequence) of Xmal, and the same reverse
primer as anti-GPA scFv—C4BPa. The amplified product was ligated in pAcGP67C
baculovirus transfer vector. The ligation product was introduced into Escherichia coli

and one clone was sequenced (Genomexpress, Meylan, France) .

SF9 cell culture and infection
Sf9 cells were cotransfected with viral DNA BaculoGold linearized Baculovirus DNA

(Becton Dickinson, Pont de Claix, France) and anti-GPA scFv—-C4BPa or TTFgC-
C4BPa constructs. All recombinant viruses were isolated from the transfection
supernatant through plaque purification and virus stocks were generated by
propagating viruses in Sf9 cells and titrated using end-point dilution assays according
to the Baculovirus Expression Vector Systems and Insect Cell Culture Techniques
Guide (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). The presence of the different inserts was
verified by PCR.

E. Detection of the homo and heteromultimeric produce
molecules
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Western blotting detection
TTFgC-C4BPa, anti-GPA scFv-C4BPa or anti-CEA VHH-C4BPa transfected cell

supernatants were concentrated 5 fold by using centricon 100 (Millipore, Bedford,
USA). Proteins were separated in sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel
under reducing conditions and transferred into nitro-cellulose membrane. The
presence of the TTFgC -C4BPa (Hisg) monomers and anti-CEA VHH-C4BPa (Hise)
were visualised by using a mouse anti-Hisg peroxydase antibody (Roche,
Indianapolis, USA) used at one unit in PBS (Biomérieux, Marcy I'Etoile, France). Anti-
GPA scFv-C4BPa was detected by using a rabbit anti scFv antibody (kindly provided
by Dr J.L Teillaud, Unité INSERM U 255, Paris) at 10 pg in 0,1% Tween 20 and 1%
milk, PBS.

Heteromultimeric TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa under reducing conditions

as previously described.

Biosynthetic cell labelling and immunoprecipitation
Cells were cultured for 1 night, in RPMI 1640 without cysteine and methionine

(Sigma, St Louis, USA) supplemented with 10% heat-inactivated FCS, glutamine (2
mM), penicillin/streptomycin/fungizone (1000 U/ml; 1000 pg/ml; 2.5 pg/ml), and 50
UCi of [*°S]methionine cysteine (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England).
Twenty five microliters of goat anti-mouse 1gG-coated magnetic beads (Dynal, Oslo,
Norway) were washed three times with 0.1% BSA PBS (Sigma, St Louis, USA) then
incubated with 1 pug of anti-tetanus toxin fragment C (Roche, Indianapolis, USA) for 1
night at 4C. Beads were washed three times with 0.1% BSA PBS. Transfected cell
culture supernatants were incubated with beads for 1 night at 4C. Washe d beads
were then resuspended in SDS-PAGE sample buffer for electrophoresis. Reduced
and unreduced immunoprecipitates were subjected to electrophoresis in a 5% SDS

acrylamide gel.

F. Analysis of the heteromultimeric molecule activity

Assessment of the fixation of Heteromultimeric peis

Fixation of TTFgC-C4BP a / anti-GPA scFv-C4BP a on E

a. Direct hemagglutination
Sepharose columns were purchased from DiaMed (Paris, France). Twenty microliters

of a 2.5% suspension of E were incubated for 45 minutes at 37C with 50 pl of
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supernatant of transfected cells. Agglutination was then assessed in columns after a

1,0009 centrifugation for 10 minutes at room temperature.

b. Flow cytometry assay
TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa binding on E was analysed by flow

cytometry. Washed E were incubated for 1 hour at room temperature with
transfected cells supernatant then washed three times with 1% BSA PBS. Human
serum or 1 pg of anti-tetanus toxin fragment C (Roche, Indianapolis, USA) were
added for 45 minutes at room temperature. E were washed twice, and then 1ug of
goat anti-Human Ig (H+L) biotinylated antibody (Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, USA) or anti-mouse Ig biotinylated antibody (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) were added before 1,5 pg of Streptavidin R-Phycoerythrin
conjugated antibody (tebu-bio, Burlingame,USA) conjugated detection system.

Plus

Flow cytometry of stained cells was performed on a FACStar ™ apparatus (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA). At least 10,000 events for each sample were
collected. Mean fluorescence channel was used to quantify the staining of each
sample.

TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa distribution pattern was analyzed using

fluorescence microscopy.

Fixation of TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa on LS174T cells assessed by flow

cytometry.

TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa binding to LS174T cells (ATCC CCL 188)
was analysed by flow cytometry. Washed LS174T cells were incubated with
transfected cell supernatant for 90 minutes at 4C then washed three times with 0,5%
BSA PBS. 1 pg of anti-tetanus toxin fragment C or 3,3 pg monoclonal anti-c-myc
(mouse IgG1 isotype) (Sigma, Saint Louis, USA) for monomeric c-myc tagged anti-
CEA VHH provided by Pr. D. Baty, were added for 45 minutes at room temperature
as positive control.

LS174T cells were washed twice, and then anti-mouse Ig biotinylated antibody
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England) was added before R-

Phycoerythrin conjugated Streptavidin detection system.
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G. Analysis of the heteromultimeric molecule activity

Assessment of the fixation of Heteromultimeric pens

Fixation of TTFgC-C4BP a / anti-Rh(D) scFv -C4BP a and TTFgC-C4BP a / anti-
Rh(D) scFv -C4BP B on E Rh(D)

a. Direct hemagglutination
Sepharose columns were purchased from DiaMed (Paris, France). Twenty microliters

of a 2.5% suspension of E Rh(D) were incubated for 1 hour at 37C with 50 ul of 5
fold concentrated supernatant of transfected cells. Agglutination was then assessed
in columns after a 1,000g centrifugation for 10 minutes at room temperature.

b. Flow cytometry assay
TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv -C4BPa and TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv -

C4BPf binding on E Rh(D) was analysed by flow cytometry. Washed E Rh(D) were
incubated for 1 hour at room temperature with transfected cells supernatant then
washed three times with 1% BSA PBS. One ug of anti-tetanus toxin fragment C
(Roche, Indianapolis, USA) was added for 45 minutes at 4C. E Rh(D) were washed
twice, and then anti-mouse Ig biotinylated antibody (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) was added before 1,5 pg of Streptavidin R-Phycoerythrin
conjugated antibody (tebu-bio, Burlingame,USA), then anti-streptavidin biotinylated
antibody (Vector Laboratories, USA), and finally 1,5 pg of Streptavidin R-
Phycoerythrin conjugated antibody.

For anti-Rh(D) scFv -C4BPa and anti-Rh(D) scFv -C4BPB binding on E Rh(D),
incubation step with transfected cells supernatant was followed by the addition of 5
pg of anti-human C4BP biotinylated antibody (Binding Site, Birmingham, UK), then
1,5 pg of Streptavidin R-Phycoerythrin conjugated antibody, anti-streptavidin
biotinylated antibody, and finally 1,5 pug of Streptavidin R-Phycoerythrin conjugated
antibody.

Flow cytometry of stained cells was performed on a FACStar™"“s

apparatus (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA). At least 10,000 events for each sample were
collected. Mean fluorescence channel was used to quantify the staining of each
sample.

TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv -C4BPa, TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv -C4BP,
anti-Rh(D) scFv -C4BPa and anti-Rh(D) scFv -C4BP distribution pattern was

analyzed using fluorescence microscopy
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Complement (C) fixation tests

Assessment of C activation by TTFgC-C4BP o / anti-GPA scFv-C4BP a using
hemolytic assay

Fifteen microliters of 2.5% suspension of E were incubated with 200 pl of 5 fold
concentrated transfected cell supernatant at room temperature for 1 hour in 0.24 M
glycin, 3 mM sodium phosphate (pH 6.8), 31 mM NacCl, low ionic strength saline
buffer including 0.15 mM Ca**, and 0.5 mM Mg**.

After 5 minutes of 160g centrifugation at room temperature, supernatant was
removed and 100 ul of serum of a healthy individual who gave an informed consent
for research used, recently vaccinated against tetanus were then added (E were also
from the same person). Monoclonal antibody (MoAb) against glycophorin A (R18)
was used as positive control. After 1 hour incubation at 37<C and a quick cooling in
an ice-water bath, tubes were centrifuged for 10 minutes at 160g, then the 630-
405nm optical density of the supernatants was determined using a microplate reader

(SLT, Labinstruments, Vietech, St Bonnet De Mure, France).

Assessment of C activation by TTFgC-C4BP a / anti-GPA scFv-C4BP a using
flow cytometry analysis

Fifteen microliters of 2.5% suspension E (O Rh(D)-negative) was added to 100 pl of
transfected cell supernatant for 1 hour at room temperature. After centrifugation as
previously described, supernatant is removed and 100 pl of heat inactivated serum of
recently vaccinated person against tetanus were added. Incubation at room
temperature for 1 hour was followed by 2 times washing with 1% BSA PBS. Fifty
microliters of Human C5-deficient serum, two fold diluted in low ionic strength saline
buffer including 0.15 mM Ca** and 0.5 mM Mg®" was added, and the mixture was
incubated for 1 hour at 37C. Human C3b deposits we re revealed by fluorescein-
labeled goat antiserum against human C3b (Immunotech, Marseille, France) and
C4d by a biotinylated monoclonal anti-Human C4d (Quidel, San Diego, USA)
followed by Streptavidin R-Phycoerythrin conjugated detection system. E were
washed twice, stabilized in 0.37% formaldehyde PBS buffer, and then analyzed on a
FACStar Plus (Becton Dickinson).

C4d and C3b distribution pattern were analyzed using fluorescence microscopy.
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RESULTS

The results obtained with the Baculovirus expression system were similar to those of
the 293T expression system.

H. Detection of homo and heteromultimeric recombingmtoteins
secreted

The production of homomultimeric and heteromultimeric recombinant proteins was

characterized by Western blotting and radioactive labeling.

Homomultimeric molecules

TTFgC-C4BP a protein

TTFgC-C4BPa monomers were identified by using an anti-His immunoblotting
detection. GFP-(His)s was used as positive control; Its molecular weight was 32 KDa
(Fig 1 : lane 3). The apparent molecular weight of TTFgC-C4BPa monomers was
assessed from SDS-PAGE under reducing conditions and was found to be 75 KDa
(Fig 1: lane 1).

KDa

-

40 -

Fig 1. Western blot using anti-(his)s peroxydase after a 10% polyacrylamide gel
separation under reducing conditions.

Lane 1. TTFgC-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant

Lane 2: Untransfected 293T cell supernatant as negative control

Lane 3: GFP-(His) as Positive control
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Multivalent TTFgC recombinant proteins were obtained using C4BPa multimerizing
fragments fused at the C-terminal end of the molecule. They were soluble and stable
in culture supernatant of the selected clones.

%3 amino-acid labeling experiments showed that two molecular species of more than
500 KDa apparent molecular weight on SDS-PAGE analysis were secreted (Fig 2).

This pattern is compatible with a 6 and 7 valence multimers.

KDa

440 - 1

208 -

Fig 2. SDS-PAGE analysis of **S-labeled TTFgC-C4BPa construct transfected 293T
cell supernatant immunoprecipitated by using an anti-TTFgC antiboby, in a 5%

polyacrylamide gel under nonreducing conditions.
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Anti-GPA scFv-C4BP a protein

A single molecular species of anti-GPA scFv-C4BPa protein with an apparent
molecular weight more than 210 KDa was detected by SDS-PAGE analysis in native
conditions. This multimer was an heptamer (280 KDa) (Fig 3 : lane 3). In reducing

conditions, the apparent molecular weight of the monomer was 40 KDa (Fig 3 : lane
2).

KDa

210- b

42-

Fig 3. Western blot on 4-15% SDS gel gradient using an anti-scFv for
immunodetection.

Lane 1: Untransfected 293T cell supernatant as Negative control

Lane 2: anti-GPA scFv-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant analysed
under reducing conditions.

Lane 3: anti-GPA scFv-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant analysed

under non reducing conditions
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Anti-CEA VHH-C4BP a protein

Anti-CEA VHH-C4BPa monomers were identified by using an anti-His
immunoblotting detection. The apparent molecular weight was assessed from SDS-
PAGE under reducing conditions and was found to be 30 KDa (Fig 4, lane 1).

KDa

( ) 1 2 3
118 —

5 - -

40 -

Fig 4. Western blot using anti-(his)s peroxydase in a 10% polyacrylamide gel under
reducing conditions.

Lane 1: anti-CEA VHH-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant

Lane 2: anti-GPA scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa constructs transfected 293T cell
supernatant

Lane 3: anti-CEA VHH-C4BPa and TTFgC-C4BPa constructs transfected 293T cell

supernatant
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Heteromultimeric molecules

TTEqC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BP a recombinant proteins

Under reducing conditions, TTFgC-C4BPa and anti-GPA scFv-C4BPa monomers
were identified using anti-His immunoblotting detection. Their molecular weights were

found to be 75 KDa and 40 KDa respectively (Fig 5).

KDa

5 .

40 -

Fig 5. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa recombinant molecules revealed by
western blot using anti-(his)s peroxydase antibody in a 10% polyacrylamide gel under

reducing conditions.
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Heteromultimeric TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa recombinant protein were
detected by radioactive labeling in nonreducing conditions. After five days of
exposure several valences of TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa with an
apparent molecular weight of more than 280 KDa can be visualized (Fig 6, Lane 3a).
Two main valences were detected with 2 hours of exposure (Fig 6, Lane 3Db).
Multivalent TTFgC recombinant proteins were used as positive control (Fig 2 and Fig
6, Lane 1)

EDa 1 z Ja Ih

440 -

Fig 6. Analysis of TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa recombinant molecules. In
SDS-PAGE analysis of **S-labeled supernatant immunoprecipitated using anti-
TTFgC, on 5% polyacrylamide gel under nonreducing conditions:

Lane 1: TTFgC-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant multimeric
TTFgC.

Lane 2: untransfected 293T cell supernatant.

Lane 3a: anti-GPA scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa constructs transfected 293T cell
supernatant (5 days exposure)

Lane 3b: anti-GPA scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa constructs transfected 293T cell

supernatant (2 hours exposure)
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TTEgC -C4BPa / anti-CEA VHH-C4BP a recombinant proteins

TTFgC-C4BPa and anti-CEA VHH-C4BPa monomers were identified using anti-His
immunoblotting detection under reducing conditions; their molecular weights were
found to be 75 KDa (Fig 4 lane 2 and 3) and 30 KDa (Fig 4 lane 1) respectively.

Heteromultimeric TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa molecules were detected
by radioactive labeling in nonreducing conditions and showed three main valences
with apparent molecular weight of more than 400 KDa (Fig 7, Lane 3). Multivalent
TTFgC recombinant proteins (Fig 7, Lane 1) and heteromultimeric TTFgC-C4BPa /
anti-GPA scFv-C4BPa recombinant molecules (Fig7, Lane 4) were used as positive

control.

KDa

440 -

208 -

Fig 7. Analysis of TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa recombinant molecules. In
SDS-PAGE analysis of *S-labeled supernatant immunoprecipitated using anti-
TTFgC, in a 5% polyacrylamide gel under nonreducing conditions:

Lane 1: TTFgC-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant

Lane 2: Untransfected 293T cell supernatant.

Lane 3: anti-CEA VHH-C4BPa and TTFgC-C4BPa constructs transfected 293T cell
supernatant

Lane 4: anti-GPA scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa constructs transfected 293T cell

supernatant
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|. Analysis of heteromultimeric molecule activity

Analysis of the fixation of heteromultimeric moletes to the cell membrane
surface

Analysis of the fixation of TTFgQC-C4BP a / anti-GPA scFv -C4ABP a and TTFgC-
C4BPa / anti-GPA scFv -C4BP B molecule at the E membrane surface

a. Direct hemagglutination

anti-GPA ScFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa / anti-GPA ScFv-C4BPa directly
agglutinated E as R18 natif antibody (Fig 8).
Supernatants are still functional by direct hemagglutination after 6 months at 4C, this

proved stability of these recombinant heteromultimers.

Fig 8. Direct hemagglutination of E. Incubation of E with:

1. R18 antibody (positive control).

2. TTFgC-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant

3. anti-GPA scFv-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant

4. TTFgC-C4BPa and anti-GPA ScFv-C4BPa constructs transfected 293T cell

supernatant
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anti-Rh(D) ScFv-C4BPa, anti-Rh(D) ScFv-C4BPg, TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) ScFv-
C4BPa and TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) ScFv-C4BP( directly agglutinated
erythrocyte Rh(D) (Fig. 9).

Fig 9. Direct hemagglutination of E Rh(D). Incubation of E Rh(D) with:

1. Anti-Rh(D) ScFv-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant.

2. TTFgC-C4BPa construct transfected 293T cell supernatant.

3. Anti-Rh(D) scFv-C4BP[ construct transfected 293T cell supernatant.

4. TTFgC-C4BPa and anti-Rh(D) ScFv-C4BPa constructs transfected 293T cell
supernatant.

5. TTFgC-C4BPa and anti-Rh(D) ScFv-C4BP( constructs transfected 293T cell
supernatant.

6. Multimeric anti-Rh(D) ScFv -C4BPa / CR1-C4BPa as a positive control.
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b Flow cytometry

To demonstrate the TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa /
anti-GPA scFv-C4BPf3 specific binding at the E membrane surface quantitative flow
cytometry analysis with supernatants of transfected 293T cells were performed.
Multimeric TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa (Fig 10, 6) as well as TTFgC-
C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPB molecule (Fig 10, 4 ; Fig 10, 5) were able to bind at
the E membrane surface.
Homomultimeric TTFgC-C4BPa and homomultimeric anti-GPA scFv-C4BPa were
used as negative controls:

- homomultimeric TTFgC-C4BPa was not able to bind at the E (Fig 10, 1).

- homomultimeric anti-GPA scFv-C4BPa was attached to E but not detected by

flow cytometry as not revealed by anti-TTFgC (Fig 10, 2).

1 2 3
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Fig 10. Analysis of TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa / anti-

GPA scFv-C4BPg binding on E by flow cytometry. E were incubated with :
1. TTFgC-C4BPa transfected cell supernatant.

2. anti-GPA scFv-C4BPa transfected cell supernatant.

3. Non-transfected cell supernatant.

4. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPL transfected cell supernatant.
5. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPBC transfected cell supernatant.
6. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa transfected cell supernatant.

223



To demonstrate the TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa /
anti-Rh(D) scFv-C4BPB specific binding at the E Rh(D) membrane surface,
guantitative flow cytometry analysis with supernatants of transfected 293T cells were
performed.

Multimeric TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv-C4BPa (Fig 11, 4) and TTFgC-C4BPa /
anti-Rh(D) scFv-C4BPB molecule (Fig 11, 5) were able to bind at the E Rh(D)
membrane surface.

Homomultimeric anti-Rh(D) scFv-C4BPa (Fig 11, 1) and homomultimeric anti-Rh(D)
scFv-C4BPf3 (Fig 11, 2) were used as positive controls.

Homomultimeric anti-GPA scFv-C4BPB was used as negative control because not
revealed by anti-TTFgC (Fig 11, 3).

1 2 3

2 2B Fh1 ACH cl13.026

g 41 Rh1 BCH cl19.041 = 02 scFv BL temoin neg .002

3 g 2
5 E
(4] 2 3
O v
= — (= " o
4 2 4
}

2 07 TTRh1 ACH ci16.007

19 TTRh1 BCH ci23.019

100

Counts

Fig 11. Analysis of TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv-C4BPa and TTFgC-C4BPa /
anti-Rh(D) scFv-C4BPB binding on E Rh(D) by flow cytometry. E Rh(D) were
incubated with :

1. Anti-Rh(D) scFv-C4BPa transfected cell supernatant.

2. Anti-Rh(D) scFv-C4BPp transfected cell supernatant.

3. Anti-GPA scFv-C4BPg transfected cell supernatant.

4. TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv-C4BPa transfected cell supernatant.

5. TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv-C4BP transfected cell supernatant.

c fluorescence microscopy
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The distribution of heteromultimers to the E membrane surface was analyzed by

using fluorescence microscopy and was homogeneous (Fig 12).
-

Fig 12. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa distribution pattern was analyzed

using fluorescence microscopy.

The distribution of heteromultimers to the E Rh(D) membrane surface was analyzed

by using fluorescence microscopy and was homogeneous (Fig 13).

(1) (2)

Fig 13. TTFgC-C4BPa / anti-Rh(D) scFv-C4BPa (13, 1) and TTFgC-C4BPa / anti-
Rh(D) scFv-C4BPB (13, 2) distribution pattern was analyzed using

fluorescence microscopy.
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Analysis of TTFQC-C4BP a / anti-CEA VHH-C4BP a molecule binding at the
LS174T cell membrane surface

a Flow cytometry

To demonstrate the TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa specific binding at the
LS174T membrane surface; quantitative flow cytometry analysis with supernatants of
transfected 293T cells were performed.

Monomeric anti-CEA VHH-c-myc and TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH -C4BPa
heteromultimeric molecules were detected at the LS174T membrane surface (Fig 14,
4 and 3). Homomultimeric VHH-C4BPa molecules were attached to the LS174T cells
surface but not detected by flow cytometry because not revealed by anti-TTFgC (Fig
14, 2).

1040
o
=
E
3
=

05 VHH Buly PE.C05

Fig 14. Analysis of TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa binding by flow cytometry.
LS174T cell were incubated with :

1. TTFgC-C4BPa transfected cell supernatant.

2. Multimeric anti-CEA VHH-C4BPa transfected cell supernatant.

3.TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa transfected cell supernatant.

4. Monomeric anti-CEA VHH-c-myc transfected cell supernatant as positive control
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b fluorescence microscopy

The distribution of heteromultimeric TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa to the
LS174T membrane surface was analyzed using fluorescence microscopy and was
heterogeneous (Fig 15).

Fig 15. Analysis of TTFgC-C4BPa / anti-CEA VHH-C4BPa distribution pattern using

fluorescence microscopy.
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Analysis of complement activation by TTFgC-C4B® anti-GPA scFv-C4Bler
molecules

The ability of heteromultimeric TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa molecules to

activate the complement was tested.

E were incubated with a C5-deficient serum in presence of TTFgC-C4BPa / anti-GPA
scFv-C4BPa constructs transfected 293T cell supernatant. The C5-deficiency of this
serum stops the complement cascade and E are not lysed. C4d binding was
detected at the E membrane surface by flow cytometry (Fig 16) and fluorescence

microscopy as well as C3b (Data not shown)
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Fig 16. Analysis of cascade complement activation by TTFgC-C4BPa / anti-GPA
scFv-C4BPa molecules, revealed by a biotinylated monoclonal anti-human C4d
antibody.

E were incubated with :

1. TTFgC-C4BPa transfected cell supernatant and heat inactivated serum containing
high level of anti-TTFgC.

2. TTFgC-C4BPa transfected cell supernatant and C5-deficient serum.

3. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa cell supernatant and C5-deficient serum.

4. TTFgC-C4BPa transfected cell supernatant
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In a separated experiment; E from an healthy individual, recently vaccinated against
tetanus were incubated with his serum, in presence of TTFgC-C4BPa / anti-GPA
scFv-C4BPa transfected cell supernatant. Anti-tetanus toxin antibodies present in the
serum are able to link to the TTFgC potion of the TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-
C4BPa heteromultimeric molecules attached at the E surface. E has been

opsonized and complement activation cascade started. Under these conditions the
final membrane attack pathway of complement could be activated and lysed the E.
Fig 17 showed that heteromultimeric molecules induce the E lysis at 87% whereas

homomultimeric molecules are not able to induce E lysis at all.

Fig 17. O.D (630-405 nm) corresponds to the absorbance of haemoglobin; which
indicates the degree of E lysis.

1. E lysed with repetitive cycles of freezing / defreezing (100% of E lysis).

2. E with TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa supernatant.

3. E with TTFgC-C4BPa supernatant.

4. E with anti-GPA scFv-C4BPa supernatant.

5. E with non-transfected cell supernatant.

6. TTFgC-C4BPa / anti-GPA scFv-C4BPa supernatant, without E.

The minimal value of O.D (~ 0.200) corresponded to the absorbance of the serum.
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Abstract

Immunotherapy against tumor cells often faces the problem of lack of immunogenicity of
these undesired cells, escaping thus the recognition by the immune system because of either
(i) their lack of specific markers or (ii) a down regulation of the MHC surface proteins. To
overcome this lack of recognition by the immune system, we have established a multimeric
recombinant bi-specific molecule, susceptible of taking benefit of the pre-existing immune
response against tetanus and of redirecting it towards specific target cells. This molecule
contains an effector function represented by the Tetanus toxin Fragment C, a non toxic and
highly immunogenic fragment from the Tetanus toxin and a target or anchoring function,
which is a scFv anti-Glycophorin A (multi-TTFC-scFv anti-GPA). As a preliminary in vitro
model, we established the proof-of-concept that the multimeric TTFC-scFv anti-GPA
recombinant molecule is capable of binding specifically onto erythrocytes, establishing then
at their surfaces a platform for binding of anti-tetanus antibody triggering the activation of the
Complement system leading not only to opsonizing C3 binding, but also to the end product of
Complement activation, the membrane-disrupting pore formation, so-called the membrane
attack complex, that leads to erythrocyte lysis. This data provide important outcomes of a
new innovative therapeutic tool for immuno-interventions, where one could dramatically
enhance the weak immunogenicity of undesired cells by taking advantage of a broadly pre-
existing immune-response.

Keywords : C4bp, Immunotherapy, Glycoprotein, Protein engineering, Tetanus toxin



Introduction

Natural immune response is most of the time inefficient to destroy some undesired cells such
as tumor cells. Although tumor cells are poorly immunogenic, thus generally escaping the
immune surveillance, specific tumor-marker antigens (TMA) such as carcinoembryonic
antigens (CEA) can be present at the membrane tumor-cell surface in various cancers such
as pancreatic, gastric, colonic, ovarian and breast cancers. These TMA are potential targets
for development of new anti-tumor strategies.

Active specific immunotherapy or vaccine therapy against tumor cells aim to increase the
antigen-receptor-mediated interactions of the TMA to the antigen-presenting cells (APCs) to
enhance the specific adapted immune response to the TMA. This can be achieved by
delivering the target TMA expressed under recombinant form to the APC, in particular to the
dendritic cells (DC), by targeting certain DC receptors, such as receptors of innate immunity
TLR2 or CD14 ™. The TMA can be thus captured and routed inside the DC, then digested
and exposed onto the DC-surface in the context of MHC class | and Il to activate the CD4"
and CD8" effector cell clones specific for the tumor.

An alternative innovative strategy consists in taking advantage of pre-existing vaccine-
induced or natural immune response by redirecting it towards specific TMA targets, in order
to artificially reinforce their immunogenicity. For this purpose, the design of a bi-functional
soluble recombinant therapeutic polypeptide, presenting (i) an effector immunogenic moiety
and (ii) a targeting moiety that targets tumor cells, can lead to their destruction by creating at
their surface a platform of activation for the autologous innate and adaptive immune system.
This activation takes place by recruiting natural host antibodies against the effector
immunogenic moiety, followed by activation of the complement classical pathway (CP).
Then, the formation of the Membrane Attack Complex (MAC) settles and/or by activating the
antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC).

The multivalent expression of the effector immunogenic moiety, comprising a scaffold
multimerising domain, may dramatically improve its immunogenicity by increasing its local
density, making it a “hyperantigen”.

We had previously developed a general purpose biotechnological tool based on the use of
the C-terminal ends of the human C4b Binding Protein (C4bp) o~ and/or 3-chains (C4bpa. or
C4bpp, respectively), used as scaffold domains allowing the spontaneous expression and
association - in eukaryotic system - of soluble recombinant therapeutic proteins under
heteromultimeric bi-functional form . The C4bpo. fragment associated in 3’ of a gene allows
its spontaneous multimeric expression in eukaryotic cells. In contrast, the C4bpp associated
to a gene of interest leads to the formation of monomers or dimers.

In the present work, we established an in vitro model of re-direction of a pre-existing immune
response towards red blood cells (RBCs). We have previously used the C4bpa and/or C4bpf3
domains © respectively in 2 distinct expression vectors, which are co-transfected, to produce
soluble recombinant heteromultimeric bi-functional glycoproteins, bearing (i) an effector
moiety and (ii) a target moiety.



As a model antigen for the effector moiety, preferentially a toxin fragment that is
immunogenic but non toxic, we have used the recombinant tetanus toxin fragment C (TTFC).
The TTFC is the 47 kDa C-terminal portion of the Tetanus toxin-heavy chain, which retains
the neuronal protein-binding activity carrying the ganglioside binding domain of the holotoxin,
lacks toxic activity and devoid of any action on the nerve processes. TTFC has been shown
to be immunogenic in mice and guinea pigs . Previous studies demonstrated that
intragastric or intranasal administration of TTFC-expressing recombinant (i) Streptococcus
gordonii ® or (ii) Lactococcus lactis ' to mice induced systemic antibody response at levels
sufficient to be protective against a lethal challenge with tetanus toxin. Mice immunised with
Bacillus subtilis spores displaying the TTFC on their surface administered through oral or
nasal routes have been shown to induce the production of specific IgG and secretory IgA "8,
as well as a cellular immune response 1%,

As target moiety, we developed an anti-Glycophorin A (GPA) single chain Fv (scFv), derived
from the R18 high affinity anti-GPA monoclonal antibody *%. Glycophorin A is an abundant
glycoprotein present at the human RBC-membrane surfaces with a density ranged from
0,3.10° to 1,2.10° GPA / erythrocyte 2 %3,

On the one hand, the gene encoding the TTFC effector moiety was fused in 3’ to the cDNA
encoding the C4bp C-terminal a-chain (C4bpa), and on the other hand, the gene encoding
the anti-GPA scFv targeting moiety was fused in 3’ to the cDNA encoding (i) the C4bp C-
terminal o-chain (C4bpo) or (ii) the C4bp C-terminal B-chain (C4bpp). The two constructs
were co-transfected into the 293T cells. The soluble recombinant multimeric hetero-
multimeric bi-functional (i) multi-TTFC-C4bpao/multi-scFv-anti-GPA-C4bpo. (TTFCo/scFv-
GPAo) and (i) multi-TTFC-C4bpo/scFv-anti-GPA-C4bpB (TTFCo/scFv-GPAB) molecules
were spontaneously multimerised in the endoplasmic reticulum (ER) and Golgi of the
transfected cells, then secreted into the supernatants. Both TTFCo/scFv-GPAa and
TTFCo/scFv-GPAR heteromultimers were shown to specifically bind to the RBC surfaces and
to induce the RBC complement-dependent lysis.

These constructs provide the proof of concept and show that it is possible to re-direct pre-
existing immune-responses in patients towards undesired target cells, thus providing new
biotechnological tools that could be applied to a broad variety of pathologies such as
cancers, infectious or autoimmune diseases.

Experimental section

The pEF-IRESp-derived plasmid previously established was used as protein-

expression vector :  We had previously used the pEF-IRESpac bicistronic vector ™ and
established, downstream from the human polypeptide chain elongation factor 1o strong
promoter, in the multiple cloning site in-between the ECoRI & Xbal restriction sites, a
cassette sequence containing (i) the signal peptide for the low-affinity nervous growth factor
receptor (LNGFR) ** between the ECoR1 and Bgl2 restriction sites; and (i) the HIV-1 gp41-
derived C46 peptide between the Bgl2 and BspEL restriction sites, and between the BspE1l
and Xbal restriction sites; (iii) a linker GSSSSG, followed by the C-terminal o-chain C4bp



multimerising domain (C4bpo) and a 8 Histidin-tag epitope immediately followed by a stop
codon. This cassette corresponds to the construct 364H-1L (X=1) containing a single
SGGGGS linker between C46 and the C4bpa-multimerising domain published in the paper
Dervillez et al . The gene of interest is then inserted according to the reading frame
between the signal peptide and the C4bpoa-multimerising domain and between the Bgl2 &
BspEL1 restriction sites instead of C46. Further modifications described below will be done to
replace the C4bpao by the C4bpp.

Cloning of anti-glycophorin A heavy (VH) and light chain-variable (VL) region coding
sequences and assembly into single chain Fv : Total RNA from the mouse R18 IgG2b
anti-GPA monoclonal antibody-secreting hybridoma cells ™ was isolated by using the
QIlAamp RNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Reverse transcription of the extracted
RNA was then performed using the Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
(Gibco BRL).

The cDNA encoding the variable region of the R18 IgG2 anti-glycophorin A monoclonal
antibody heavy chain (VH) was amplified by PCR using the Mouse scFv Module kit (GE
Healthcare). The comparison of the VH DNA sequence to the IMGT database sequences
(http://imgt.cines.fr) showed a strong similarity (97.8%) of amino acids with the IGHV5 family
of mouse immunoglobulin heavy chain (Gene Bank U04230).

The cDNA encoding the variable region of the R18 IgG2 anti-glycophorin A monoclonal
antibody light chain (VL) was amplified by PCR using eleven degenerated forward (fwd)
primers containing the restriction site Sal | and the Notl reverse primer
(CGCGAGGCGGCCGCTCGACACGACTGAGGCACCTCCAG) M,

The DNA sequence analysis by the IMGT database showed 100% of identity with Gene
Bank (AJ235946) IGKV 8-27 gene of mouse immunoglobulin Light Kappa chain.

Paired VH and VL were then assembled by PCR with a (Gly4-Ser)3 linker by using the
Mouse scFv Module kit to design the final anti-GPA single-chain Fv.

Cloning of the anti-glycophorin A single chain Fv with the C-terminal C4bp alpha-chain

: The DNA encoding the scFv anti-GPA was amplified by PCR with the Pwo Taq polymerase
(Roche) using the Bglll forward primer (CGCGAGAGATCTCAGGTGAAACTGCAGCAG) and
the BspEl reverse primer (CGCGAGTCCGGACCGTTTTATTTCCAGCTT). The restriction
sites in the depicted primer sequences are underlined. The PCR product was ligated and
then amplified in the PCR2.1 TOPO vector (Invitrogen). The anti-glycophorin A scFv DNA
fragment was collected by digestion of the PCR2.1 TOPO with Bgl2 & BspEl and then
ligated with the T4-ligase (New England Biolabs) into the 364H-1L construct, instead of the
C46 fragment previously removed by digestion with Bgl2 & BspE1. The established cassette
in pEF-IRESpac is SP(LNGFR).scFv anti-GPA.(SGGGGS).C4bpo.His 8x.

Cloning of the anti-glycophorin A single chain Fv and the C-terminal C4bp beta-chain :

The DNA encoding the scFv anti-GPA was amplified by PCR using Bglll forward primer used
above, and the Notl reverse primer
(CGCGAGGCGGCCGCCCGCCGTTTTATTTCCAGCTTG). The PCR product was ligated




and then amplified in the PCR2.1 TOPO vector. The scFv anti-glycophorin A DNA fragment
was collected by digestion of PCR2.1 TOPO with Bgl2 & Not1.

The cDNA encoding the C4bp third Short Consensus Repeat (SCR3) followed by the C-
terminal C4bp beta-chain was amplified by PCR using the Notl forward primer
(CGCGAGGCGGCCGCATCCGGAGGCGGTGGLCTCG) and the Xbal 6-His reverse primer
(CGAGTCTAGATCAGTGATGGTGATGGTGATGGATCAACAATTTTGCCTTCAA).

As template, we had used a previously established construct in the pKC3 expression vector
produced in our laboratory containing the cDNA encoding the third SCR followed by the C-
terminal domain of the C4bpp-chain. The PCR product was ligated, then amplified in the
PCR2.1 TOPO vector. The SCR3.C4bpp.His6x DNA fragment was collected by digestion of
the PCR2.1 TOPO with Notl & Xbal.

Several scFv anti-GPA DNA fragment- as well as SCR3.C4bpf.His6x DNA fragment-
containing TOPO clones were sequenced to ensure the correct sequences of the DNA
fragments used hereafter.

The 364H-1L construct produced in dam” Top Ten bacteria (Invitrogen) was digested by Bgl2
and Xbal to remove the cassette C46.1L.C4bpo.His8x, leaving upstream the signal peptide
between the ECoRI and Bgl2 restriction sites, and then dephosphorylated using the CIP T4
alkaline phosphatase (New England Biolabs). The remaining plasmid, previously separated
from its C46.1L.C4bpo.His8x DNA fragment and then column-purified (Macherey-Nagel),
was ligated together with (i) the scFv anti-GPA (Bgl2-Notl) and (ii) the SCR3.C4bpp.His6x
(Notl-Xbal) DNA inserts. The established cassette in pEF-IRESpac is SP(LNGFR).scFv anti-
GPA.(SGGGGS).SCR3.C4bpp.His 6x.

Cloning of the tetanus toxin Fragment C (TTFC) linked to the C-terminal C4bp alpha-
chain : The cDNA encoding the tetanus toxin Fragment C, kindly provided by P. MUNRO
(INSERM U 452, Nice, France), was amplified by PCR using the Bglll forward primer
(CGCGAGAGATCTCTGGATTGTTGGGTTGATAAT) and the BspEl reverse primer
(CGCGAGTCCGGAATCATTTGTCCATCCTTCATC). The PCR product was ligated, then
amplified in the PCR2.1 TOPO vector. The TTFC DNA fragment was collected by digestion
of the PCR2.1 TOPO with Bgl2 & BspE1l, then ligated into the 364H-1L construct instead of
the C46 fragment previously removed by digestion with Bgl2 & BspEl. The established
cassette in pEF-IRESpac is SP(LNGFR).TTFC.(SGGGGS).C4bpa.His 8x.



scFv anti-GPA VL P1 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTG
P2 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGT
P3 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG
P4 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG
P5 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGGATTTWCAGGTGCAGATTWTCAGCTTC
P6 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGAGGTKCYYTGYTSAGYTYCTGRGG
P7 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG
P8 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG
P9 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGGTBTCCWCASCTCAGTTCCTTG
P10 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT
P11 fwd Sall CGCGAGGTCGACATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
P12 rev Notl CGCGAGGCGGCCGCTCGACACGACTGAGGCACCTCCAG
scFv anti-GPA for C4bpo P13 fwd Bgl2 CGCGAGAGATCTCAGGTGAAACTGCAGCAG
P14 rev BspEl | CGCGAGTCCGGACCGTTTTATTTCCAGCTT
scFv anti-GPA for C4bpp P13 fwd Bgl2 CGCGAGAGATCTCAGGTGAAACTGCAGCAG
P15 rev Notl CGCGAGGCGGCCGCCCGCCETTTTATTTCCAGCTTG
1L.SCR3.C4bpp.his6x P16 fwd Notl CGCGAGGCGGCCGCATCCGGAGGCGGTGGCTCG
P17 rev Xbal CGAGTCTAGATCAGTGATGGTGATGGTGATGGATCAACAATTTTGCCTTCAA
TTFC for C4bpa P18 fwd Bgl2 CGCGAGAGATCTCTGGATTGTTGGGTTGATAAT
P19 rev BspEl | CGCGAGTCCGGAATCATTTGTCCATCCTTCATC

Table 1. Summary of the primers used for cloning the constructs

Stable expression in 293T of the multi-TTFC-C4bp o, multi-anti-GPA-scFv-C4bp o and
mono-anti-GPA-scFv-C4bp B molecules : 293T human embryonic kidney cells (ATCC,
CRL-11268) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM, Gibco)
supplemented with 1% penicillin/streptomycin/fungizone antibiotics (1000 U/ml; 1000 ug/ml;
2.5 pg/ml) (Cambrex Biosciences, Verviers, Belgium), 10% heat-inactivated Foetal Calf
Serum (FCS) (Biowest, Paris, France) and 2% glutamine (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Austria). The day preceding the transfection (D-1), cells were plated onto 25 cm?
flasks (3,5 million cells per flask). At DO, cells were co-transfected with10 pg total DNA with
20 pl lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA).
The single transfections are :

1) TTFC.(SGGGS).C4bpa.His8x (homomultimers TTFC.C4bpa),

2) scFv anti-GPA.(SGGGS).C4bpa.His8x (homomultimers scFv anti-GPA.C4bpa),

3) scFv anti-GPA.(SGGGGS).SCR3.C4bpP.Hiséx (monomers/dimers scFv anti-

GPA.SCR3.C4bpp).

The double transfections are :

1) multimeric TTFC.(SGGGS).C4bpo.His8x / multimeric ScFv anti-

GPA.(SGGGS).C4bpa.His8x (heteromultimers TTFC.C4bpa./ scFv anti-GPA.C4bpa),




2) multimeric TTFC.(SGGGS).C4bpa.His8x / monomeric scFv anti-
GPA.(SGGGGS).SCR3.C4bpp.His6x (heteromultimers TTFC.C4bpo/ scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpp).

Stable transfections were established by culturing the cells in presence of 20 pg/mi
Puromycin (Sigma, St Quentin Fallavier, USA). The medium was replaced daily for 5 days
after transfection to achieve full selection pressure. After 2 weeks, for each transfection,
bulks from surviving cells were sub-cloned in 96 well-plates by limiting dilutions; single cell
colonies were then expanded separately in 24-well cell culture plates (Costar, San Diego,
CA) in presence of 20 pg/ml Puromycin. The supernatants of each single clone were
analysed by western blot and quantify by ELISA. For each transfection, the clones
expressing the highest amounts of proteins were kept and expanded for further analyses.

Biochemical analysis of the different recombinant molecules generated by Western
blotting : Crude supernatants from the 293T cells expressing (i) the TTFC.C4bpa, (ii) the
scFv anti-GPA.C4bpa, (iii) the scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp, (iv) the TTFC.C4bpa. / scFv anti-
GPA.C4bpa, and (v) the TTFC.Cdbpoa/ scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp molecules were
analysed under reducing conditions (500 mM B2-mercaptoethanol) using a 10% SDS-PAGE
followed by Western blotting using 0.2 pum polyvinylidene difluoride (PVDF) blotting
membranes (Millipore). After blocking with PBS-5% milk powder/0.1 % Tween 20, the
membrane was incubated using a peroxydase-conjugated monoclonal mouse anti-His6x
antibody (Roche), and revealed using a chemoluminescent detection ECL kit (Amersham).

Biochemical analysis of the different recombinant molecules generated using
biosynthetic radiolabeling, followed by immunoprecipitation and SDS-PAGE
Alternatively, 293T cells producing the different recombinant molecules were cultured
overnight in RPMI 1640 cysteine and methionine free medium, supplemented with 10% heat-
inactivated FCS, 2 mM glutamine, penicillin/streptomycin/fungizone (1000 U/ml; 1000 pg/ml;
2.5 ug/ml, respectively), and 50 uCi **S-Methionine / **S-Cysteine (Amersham Biosciences,
Orsay, France) radioactive amino acids.

Supernatants were then collected and cleaned by centrifugation at 3000 rpm for 5 min at
4C. TTFC moiety-containing supernatants were imm unoprecipitated overnight at 4C with
anti-mouse IgG coated-magnetic beads (Dynal, Oslo, Norway) bearing a mouse anti-tetanus
toxin fragment C monoclonal antibody (Roche). The scFv anti-GPA.C4bpo-containing
supernatant was immunoprecipitated with anti-rabbit IgG coated-magnetic beads (Dynal,
Oslo, Norway) bearing a rabbit IgG anti-His6x (Roche) polyclonal antibody.

Beads were collected by centrifugation at 4000 rpm for 5 min at 4C, then they were wash ed
with PBS-0,1 % BSA and resuspended in the protein loading buffer, with or without p2-
mercaptoethanol, and analyzed by SDS-PAGE on a 5% acrylamide gel for the non-reduced
samples, or a 10% acrylamide gel for the reduced samples. The gels were then dried and
exposed to Kodak X-Omat Films (Kodak, Paris, France) at —-80<C.



Quantification of the soluble recombinant proteins by ELISA : A rabbit anti-His
polyclonal antibody (ABR : Affinity BioReagents) was coated overnight in Dubelcco’s
phosphate buffer saline (DPBD, 100 ng per well per 100 ul DPBD) at 4C on 96-well
microtiter immunoassay plates (Dynatech laboratories Inc, Chantilly, VA, USA). After being
washed 5 times with DPBS-1% BSA, plates were blocked with DPBS-5% BSA for 1 h at
37T. After 2 additional washings, dilutions of samples to quantify were prepared separ ately
in a final volume of 100 pl DPBS-1% BSA, transferred to the ELISA plates and incubated for
1 h at 37<C. After 4 washings, plates were incubated in 100 ng per well per 100 pl DPBS-1%
BSA mouse 2F12 anti-C4bp C-terminal o-chain monoclonal antibody (kindly provided by
Prof. B. Bouma, Academic Medical Center, Amsterdam, The Netherlands) for 1 h at 37 <.
After 4 further washings, the plates were incubated with an anti-mouse HRP-conjugated
antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories) in 100 pul PBS-1% BSA per well for 1 h at
37T. The plates were washed 5 times and incubated in a 100 mM phosphate-citrate buffer
pH 5,00 (Sigma) with the o-phenylenediamine (OPD, Sigma)/H,O, chromogenic substract
combination for peroxydase for 6 min. (100 pl per well) with shaking at room temperature.
The reaction was stopped with H,SO,4 (0,5 N, 100 pl per well) and the plates were read at
492 nm using a microplate reader (SLT, Labinstruments, Vietech, St Bonnet de Mure,
France). We used as standards the C46-C4bpsHis8x produced in the paper Dervillez et al.
2006 .

Direct hemagglutination of human red blood cells by the different constructs : Twenty
microliters of a 2,5 % suspension of erythrocytes were incubated for 45 minutes at 37<C with
50 pl of crude supernatant from 293T cells expressing (i) the TTFC.C4bpa, (i) the scFv anti-
GPA.C4bpa, (iii) the scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp, (iv) the TTFC.C4bpo/ scFv anti-
GPA.C4bpa, and (v) the TTFC.C4dbpo/ scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp, respectively. As
positive control, RBCs were incubated with the mouse R18 anti-GPA 1gG2b monoclonal
antibody ™. As negative control, RBCs were incubated with crude supernatant from
untransfected 293T cells. Agglutination was performed using agglutination sepharose
columns (DiaMed, Paris, France) by centrifugation at 1,000 g for 10 min. at room
temperature.

In vitro analysis by flow cytometry of the ability of TTFC-bearing RBCs to bind anti-

tetanus toxin antibodies : RBCs (2,6.10° from a healthy individual recently vaccinated
against tetanus were incubated with 100 pl of crude supernatants containing respectively the
different proteins as described above, alternatively with supernatant from wild type 293T cells
as negative control, for 1 h at 37<C, washed 3 times with PBS-1% BSA. Pelleted R BCs were
resuspended in 100 pl decomplemented serum from the same individual, or alternatively
with 100 pl (1 pg) mouse anti-tetanus toxin fragment C antibody (Roche) for 1 h at 4°C.
RBCs were washed twice, then incubated with 1 pg goat biotinylated anti-human antibody
(Southern Biotechnology, Montrouge, France) or biotinylated anti-mouse antibody
(Amersham), respectively. After 2 washings, RBCs were incubated with 1,5 pg R-
Phycoerythrin-conjugated streptavidin (Tebu-Bio, Le Parray-en-Yvelines, France) for 1 h at



4C. RBCs were washed twice, then fixed with 0,4 % paraformaldehyde in PBS. Cells we re
analysed by flow cytometry with a FACStar™ flow cytometer (Becton Dickinson). Ten
thousands events were analyzed per tube. Mean fluorescence channel was compared for
each sample.

In vitro analysis by flow cytometry of the ability of RBCs bearing TTFC and anti-
tetanus toxin antibodies to bind Complement molecules : Alternatively, the same RBCs
successively incubated as described above with (i) the diverse recombinant molecules
followed by (ii) the decomplemented serum from a healthy individual recently vaccinated with
tetanus toxin were then incubated with (iii) 50 ul C5-deficient non-decomplemented human
serum diluted twice in low ionic-strength saline buffer (LISS) containing 0,15 mM Ca** & 0,5
mM Mg?®* for one hour at 4C. After 3 washings, C3b and C4b deposits were revealed with a
FITC-labeled goat anti-human C3b antibody (Cappel, Cochranville, France) or a biotinylated-
conjugated anti-human C4d antibody (Quidel, San Diego, USA) followed by R-phycoerythrin-
conjugated streptavidin, respectively. RBCs were analysed by flow cytometry as described
above.

In vitro hemolytic assay of RBCs bearing the complexes TTFC-scFv anti-GPA-anti-
tetanus toxin antibodies-Complement : RBCs (3,8.10°% from a healthy individual recently
vaccinated against tetanus were incubated with 200 pl crude supernatants from transfected
cells for 1 h at 37C. RBCs were washed twice, centrifuged at 1,800 rpm for 5 min. at 4C,
then incubated with 100 pl non-decomplemented serum from the same individual, or
alternatively the R18 anti-GPA monoclonal antibody for 1 h at 37 then were cooled down
in ice, cells were centrifugated at 160g for 10 min. at 4C, and supern atants were transferred
onto a 96-well plate microplate. The O.D. was measured in each case at 630-405 nm using a
microplate reader (SLT, Labinstruments).

Results

Biochemical characterization of the homo-/hetero- multimeric, dimeric, mon omeric
proteins : The 3 different constructs depicted in figure 1 were stable transfected in 293T
cells as 3 single transfections (i) TTFC.C4bpo. (homomultimers), (ii) scFv anti-GPA.C4bpao
(homomultimers), (iii) scFv anti-GPA.SCR3.C4bpB (monomers), and as 2 double
transfections or co-tranfections : (i) TTFC.C4bpo/ scFv anti-GPA.Cdbpa (o-o
heteromultimers) and (i) TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp (c-f heteromultimers):
TTFC was the effector function, and the scFv anti-GPA was the anchoring function in the
heteromultimers. Recombinant proteins secreted into the crude supernatants from
transfected cells were first analysed by Western blotting under reducing conditions using 2-
mercaptoethanol and revealed with a HRP-conjugated anti-His antibody : the multimers were
consecutively reduced to monomers through reduction of the disulfide bridges within the C-
terminal end of the C4bpo- as well as B-chains. The first fragment considered as
multimerising domain links covalently the different o-monomers together by cross bridging;



the second eventually links a unique B monomer to the a-homomultimer to form the o-
heteromultimers. Figure 2a at left presents the protein pattern under reducing conditions
resulted from the 5 transfections : the TTFC.C4bpa (lane 1), the scFv anti-GPA.C4bpa. (lane
2) and the scFv anti-GPA.SCR3.C4bpf} (lane 4) monomers have an approximate molecular
weight of 72, 38 and 50 kDa, respectively. The figure 2a at right depicts the protein patterns
under non reducing conditions from the single transfections (i) scFv anti-GPA.C4bpa (lane 2)
and (ii) the scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp (lane 4), representing the anchoring constructs. The
scFv anti-GPA.C4bpa (lane 2) is expressed under unique species that can be either
hexameric (230 kDa) or heptameric (265 kDa) scFv anti-GPA proteins. The scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpp (lane 4) is mainly expressed under dimeric form whose MW is about 100
kDa, and a minority is monomeric (50 kDa). The dimeric form is reduced under its monomeric
component with a MW of 50 kDa (Figure 2a, left, lane 4). Thus, if the C4bp c-terminal o-
chain is associated downstream with a protein of interest it allows the expression of the
soluble multimeric form of this protein. In contrast the C4bp c-terminal B-chain associated to
the same protein allows the expression of this protein under monomeric and dimeric soluble
forms.

The Western blotting patterns from the recombinant proteins secreted into the supernatants
resulting from the double transfections o-o (lane 3) and o-f (lane 5) depict 2 bands
corresponding to the 2 functions : (i) effector TTFC.C4bpa (72 kDa) and (ii) anchoring scFv
anti-GPA.C4bpoa. (38 kDa) or scFv anti-GPA.C4bpp (50 kDa) functions respectively,
characterised at the same molecular weight as for the corresponding single transfections.
The supernatants containing the recombinant homomultimers TTFC.C4bpa, and the o-o &
o- heteromultimers were immunoprecipitated with anti-tetanus toxin mouse monoclonal
antibody-bearing magnetic beads, after a biosynthetic labelling with *S-methionine/**S-
Cysteine. Alternatively, the homomultimers scFv anti-GPA.C4bpa-containing supernatant
were immnunoprecipitated with rabbit anti-His antibody-bearing magnetic beads.
Immunoprecipitated samples were analysed by SDS-PAGE and exposed to autoradiography
films. Figure 2b depicts the results either under reducing conditions (left) or under non-
reducing conditions (right). Under reducing conditions, the reduced recombinant
TTFC.C4bpo has a molecular weight of 72 kDa (lines 1, 3 & 5), like that of the Western
blotting (figure 2a, lines 1, 3, 5). The reduced recombinant scFv anti-GPA.C4bpa has a
molecular weight of 38 kDa like previously established in Western blotting (figure 2a line 2).
The figure 2b lines 3 & 5 at left under reducing conditions depicts respectively the o-a and o-
B heteromultimers, whose respective patterns are the same as in Western blot (figure 2a,
lines 3 & 5). Interestingly, the 38 kDa scFv anti-GPA.C4bpa (figure 2b left, line 3) and the 50
kDa scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp (figure 2b left, line 5) present in the o-o and o-f
heteromultimers, respectively, were co-immunoprecipitated with the anti-TTFC-bearing
magnetic beads together with the TTFC.C4bpo. This shows that the scFv anti-GPA
anchoring functions are effectively associated to the TTFC effector functions in both
heteromultimers. Figure 2b right depicts the TTFC.C4bpo. homomultimers (line 1), the o-o
(line 3) and the o-B (line 5) heteromultimers respectively under non reducing conditions
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These conditions give information about the number of different multimeric species. The
TTFC.C4bpo homomultimer pattern (figure 2b right, line 1) presents 2 main upper bands
higher than 400 kDa and a weaker band with a size around 400 kDa corresponding to 3
different species of multimers. If one considerer that one monomer TTFC.C4bpa has a size
of about 72 kDa, hexamers, heptamers and octamers of TTFC.C4bpa with respective sizes
of about 430, 500 and 580 may represent the 3 main multimeric species produced
simultaneously in the cell culture supernatants. Minor bands are also present and may
correspond to pentamers (360 kDa) and tetramers (290 kDa). The o-o heteromultimer
pattern (figure 2b right, line 3) presents 6 bands, including 4 main bands, 2 higher than 400
kDa, and 2 lower. The pattern is different from that of the homomultimer (line 1).
Furthermore, as the ratio TTFC.C4bpo / scFv anti-GPA.C4bpo. cannot be controlled, the
results from Western blotting analysis cannot predict either the number or the ratio of each
function in the heteromultimers. The o-B heteromultimer pattern (line 5) presents 6 main
bands, including 3 higher than 400 kDa. The advantage of using the C-terminal C4bp-chain
is that the B-form, corresponding to the scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp (50 kDa) in the present
work, is theoretically unique within the heteromultimer, like for the main physiological form of
C4bp (7alp). Thus, the 6 bands depicted here (figure 2b right, line 5) could thus correspond
to 701P (554 kDa), 601 (482 kDa), 5018 (410 kDa), 401 (338 kDa), 3a1p (266 kDa) and
201P (194 kDa) heteromultimeric species, respectively. If we compare the o-o to the o-
heteromultimers, there are more molecular species with a higher degree of multimerisation
for the o-a heteromultimer than for the o-3, whose sizes are approximately ranged from 350
to 450 kDa.

Quantification by ELISA of the generated  heteromultimers : The molar concentrations of
the a-o and o-B heteromultimers from crude supernatants were established by ELISA using
a rabbit anti-His monoclonal antibody as first coated antibody, and the 2F12 mouse
monoclonal anti-C4bp c-terminal a-chain (kindly provided from B. Bouma) as secondary
antibody. The multimeric C46 peptide was used as standard.”) The molar concentrations
were 9,2 nM and 8,5 nM for the o-a and for the o- heteromultimers, respectively. The
corresponding protein concentrations were not calculated here, because of the presence of
several multimeric species in the crude supernatants, in contrast to the standard multimeric
soluble C46. However, if one considers an average MW of about 380 kDa for the o-o
heteromultimers, corresponding to the main molecular species, the approximate protein
concentration is 3,5 pg/ml. Depending on the respective molar concentrations of the different
molecules, supernatants were diluted to get the same final molar concentration for each
species used in the different experiments described below.

In vitro analysis of the ability of the scFv anti-GPA recombinant anchoring funct ion in
the different generated constructs to direct agglutination of human red blood cells 2n
order to show the ability of the scFv anti-GPA anchoring function to effectively bind the
glycophorin A erythrocyte surface glycoprotein, leading to erythrocyte agglutination, we

11



incubated RBCs with the crude supernatants from 293T cells expressing either (i)
TTFC.C4bpo. homomultimers (figure 3, tube 2), (ii) scFv anti-GPA.C4bpa. homomultimers
(figure 3, tube 3), (iii) scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp (figure 3, tube 4), (iv) TTFC.C4bpo./ scFv
anti-GPA.C4bpo. heteromultimers (figure 3, tube 5), or (v) TTFC.C4bpo/ scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpp heteromultimers (figure 3, tube 6), respectively. As positive control, we
used the R18 anti-GPA monoclonal antibody. As negative control, we incubated the RBCs
with the crude supernatant from untransfected cells. The results depicted in the figure 3 show
that RBCs agglutinated when pre-incubated either with (i) the scFv anti-GPA.C4bpa
homomultimers (figure 3, tube 3), (ii) the scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp (figure 3, tube 4), (iii)
the TTFC.C4dbpa/ scFv anti-GPA.C4bpa heteromultimers (figure 3, tube 5), or (iv) the
TTFC.C4bpoa/ scFv anti-GPA.SCR3.C4bpB heteromultimers (figure 3, tube 6). RBCs
agglutinated with all constructs containing scFv anti-GPA, whatever linked to the C4bp C-
terminal end C4bp o- or B-chain. Incubation of RBCs with R18 anti-GPA antibody led to
agglutination as well. In contrast, homomultimers TTFC.C4bpa lacking the scFv anti-GPA
anchoring function did not agglutinate RBCs. The scFv anti-GPA associated to the
SCR3.C4bpp, whatever expressed from single transfection, or under heteromultimeric form
associated to TTFC.C4bpa as double transfection, led to RBC agglutination, as well as did
scFv anti-GPA.SCR3.C4bpf expressed as dimers.

In vitro analysis by flow cytometry of the ability of the TTFC.C4bp o/ scFv anti-
GPA.C4bpa as well as TTFC.C4dbp o/ scFv anti-GPA.SCR3.C4bp B heteromultimers
previously bound at the surf ace of RBCs to capture human anti-tetanus toxin
antibodies : After showing the functionality of the scFv anti-GPA anchoring function to bind
specifically RBCs, we investigated the ability of the TTFC effector function, previously bound
to RBCs through their scFv anti-GPA anchoring-function (heteromultimers o-o or o-f8), to
capture anti-tetanus toxin antibodies from the serum of an individual recently vaccinated
against tetanus, thus redirecting specifically the tetanus toxin antibody response to the
particular erythrocyte target. RBCs from an individual recently immunised against tetanus
toxin were incubated with different recombinant proteins as depicted in the figure 4. RBCs
were then incubated with the decomplemented serum from the same individual (numbers 1
to 6), and alternatively as positive control with a mouse anti-TTFC monoclonal antibody
(number 7). The capture of anti-TT antibodies at the surface of the RBCs was assessed by
flow cytometry. Only the RBCs pre-incubated with the crude supernatants containing the o-o
(peak number 4) or o-f (peak number 6) heteromultimers were positively labelled, as well as
the RBCs incubated with anti-TT antibodies (peak humber 7). The RBCs pre-incubated with
the TTFC function alone (peak number 1), or the anchoring function alone (peak 2 and 5) do
not capture anti-TT antibodies at their surface. The switch of the positive populations for the
RBCs pre-incubated with either the o-o or the o-3 heteromultimers was about 2 logs and for
the RBCs pre-incubated with the mouse anti-TTFC antibody was more than 3 logs,
compared to the negative controls (peaks numbers 1, 2, 3, 5), respectively.
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In vitro analysis by flow cytometry of the deposition of C3b/C4d from Complement at

the surface of human RBCs bearing o-a or a-f heteromultimers and human anti-
tetanus toxin antibodies :  In order to investigate whether the complexes (i) a-o (5), or the
o-B (6) TTFC/scFv anti-GPA heteromultimers and (ii) anti-tetanus toxin antibodies at the
surface of human erythrocytes (O" blood-group) can activate complement components at
their surface, we analysed in vitro by flow cytometry the presence of the C3b and C4d
Complement component depositions at the surface of these erythrocytes, using the anti-C3b-
FITC & anti-C4d-biot/strepta-PE antibodies. In our experimental conditions, human
erythrocytes were incubated (i) with the diverse recombinant proteins followed by (ii) C5-
lacking non-decomplemented human serum to prevent the activation of the MAC.
Membrane-bound C3b is the pivotal component responsible for the activation of the C3 loop
also named Complement alternative pathway. Furthermore, C3d deposition resulting from
Complement ultimate split products that accumulate throughout the alternate pathway
activation leads in physiological conditions to the activation of the C5b-C6C7C8(C9)n
components of the MAC and to the assembly of the C9 subunits, followed by pore formation
of the membrane-targeted.

As negative control, RBCs had previously been incubated with the TTFC.C4bpo
homomultimers (2), scFv anti. GPA.C4bpa. homomultimers (3), scFv anti. GPA.SCR3.C4bpf
(4), or cell culture supernatant from 293T untransfected cells (1).

Figure 5 depicts the results of detection of the C3b and C4d components at the surface of
the human RBCs analysed by flow cytometry, respectively detected with FITC and
Phycoerythrin (PE). C3b-FITC labelling is depicted on X-axis (FL1) and C4d-biot-strepta-PE
on Y-axis (FL2). The RBCs incubated with either the o-a (Figure 5, NS) or the o- (Figure 5,
N%) TTFC/scFv anti-GPA heteromultimers are stained for both antibodies. RB Cs incubated
with the o-o heteromultimers were more strongly stained for both antibodies (Figure 5, NS
versus N®), with a switch of the main positive cell population of about one log along the X-
axis (C3b) and about two logs along the Y-axis (C4d) (Figure 5, graph N%). This shows that
the multivalence of the anti-GPA anchoring function within the o-o heteromultimers seems to
allow a better binding of the o-o heteromultimers onto the erythrocyte-surfaces than its o-3
counterpart, were the scFv anti-GPA is only present under mono- or dimeric form within the
heteromultimers. In contrast, RBCs incubated with the TTFC.C4bpa effector moiety alone
(Figure 5, N?2), or with the anchoring moieties scFv anti. GPA.C4bp o (Figure 5, N3) or scFv
anti. GPA.SCR3.C4bpp alone (Figure 5, N4) were stained neither with anti-C3b, nor with the
anti-C4d antibodies. This suggests that the lack of either the TTFC effector moiety or the
scFv anti-GPA anchoring moiety impairs the full function of the whole o-o. heteromultimer,
consisting of capturing the anti-tetanus toxin antibodies at the surface of erythrocytes through
the scFv anti-GPA, thus creating a de novo platform for complement activation leading to
lysis of erythrocytes.

In vitro haemolytic assay of human RBCs previously incubated with the different
recombinant soluble molecules : In order to investigate whether the o-o or the o-B
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TTFC/scFv anti-GPA heteromultimeric complexes and anti-tetanus toxin antibodies bound
specifically onto erythrocyte membrane-surfaces through their scFv anti-GPA anchoring
moiety are subsequently capable of recruiting and activating the Complement at the surface
of RBCs, we have investigated in vitro their ability to trigger the lysis of target erythrocytes.
RBCs bearing TTFC/scFv anti-GPA heteromultimers were incubated with non-
decomplemented serum from a healthy individual recently vaccinated against tetanus. The
lysis of erythrocytes was analysed by measuring the optical density of the supernatants using
a spectrophotometer at 405-630 nm. Figure 6 depicts the results of the hemolytic assays of
the RBCs, previously incubated with either TTFC.C4bpo / scFv anti-GPA.C4bpo o-o
heteromultimers (bar 9), or TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.SCR3.C4bpB o-B heteromultimers
(bar 8). The following controls were used simultaneously : RBCs submitted to several cycles
freezing-refreezing (bar 1), RBCs incubated with cell culture supernatant from untransfected
293Tcells (bar 3), RBCs incubated in phosphate buffered-saline (bar 4), RBCs incubated
with the effector homomultimeric TTFC.C4bpo. moiety (bar 5), RBCs incubated with either
homomultimeric scFv anti-GPA.C4bpa (bar 6) or homomultimeric scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpf anchoring moieties (bar 7).

Erythrocytes lysis were observed only when they had previously been incubated with the
TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.C4bpa o-o heteromultimers (bar 9). The lyses were then
comparable to that when RBCs were submitted to several cycles of freezing-defreezing (bar
1). Surprisingly, RBCs previously incubated in presence of TTFC.C4bpo / scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpB o-B heteromultimers (bar 8) were not lysed. The valence of the anchoring
moiety within the heteromultimers seems to have an important role in their binding efficacy
onto the erythrocytes.

Discussion

We had previously developed by molecular engineering a multi-purpose biotechnological tool
based on the use of the C-terminal end of the C4bp o-chain, used as domain for
multimerisation of therapeutic proteins ? ¥ as well as peptides ™. This tool allows the
expression of homomultimers, and more interestingly of bi-functional heteromultimers, which
can associate (i) an effector function to (ii) a targeting or an anchoring function. We had
produced the recombinant soluble heteromultimeric bi-functional complement receptor type 1
(sCR1) / scFv anti-Glycophorin A (GPA), allowing the restoration at supra-physiological
densities of CR1 at the surface of CR1-deficient erythrocytes. The CR1 newly bound to
erythrocytes has been shown to be functional, capable of binding C3b/C4b opsonised
immune complexes 2%,

Aiming to apply this tool further in fields such as T-cell immunotherapy against tumor
antigens, we designed soluble recombinant hetero-multimeric peptide-based therapeutic
molecules that allow the vectorisation of immunogenic antigens towards target cells,
reinforcing thus the immunogenicity of poorly immunogenic tumor rejection antigens, to
enhance the cytotoxic T-cell response specifically against tumor cells.
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We used in the present work the C-terminal end of the C4bp o-chain as domain of
multimerisation to design and produce recombinant soluble heteromultimeric molecules that
associate (i) the tetanus toxin fragment C (TTFC) - a highly immunogenic - non toxic -
component of the Clostridium tetani tetanus toxin - as effector moiety, to an anchoring moiety
represented by the scFv anti-Glycophorin A (scFv anti-GPA).

The targeting moiety and the effector moiety are linked together by fusing each of them
either to the C-terminal part of the a- (C4bpa) or to B-chain (C4bpp) of the C4b binding
protein. The TTFC.C4bpa effector function and the scFv anti-GPA.C4bpa or the scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpp anchoring functions were cloned separately into the pEF-IRESpac
eukaryotic expression vector ™, and then were co-transfected into 293T cells. Spontaneous
covalent association between the effector & targeting moieties takes place thanks to the C-
terminal o-chains that are associated within the ER/Golgi by disulphide cross-bridging
formation between interchain cysteins. The fusion with the C-terminal part of the B-chain of
the C4b binding protein allows only monomeric or dimeric associations. We have thus
designed the (i) TTFC.C4bpo/scFv anti-GPA.C4bpa (o-o) or (i) TTFC.C4bpo/scFv anti-
GPA.SCR3.C4bpp (B-B) heteromultimers.

We have established in vitro that these bi-functional heteromultimers multi-TTFC / scFv anti-
GPA (i) specifically bind to erythrocyte target cells through their scFv anti-GPA anchoring
domain specific to erythrocytes. The cluster of TTFC is apable to (ii) capture anti-tetanus
toxin antibodies and to trigger the lysis of the targeted erythrocytes cells. We have
succeeded to manipulate the Complement activation as well as the pre-existing immune
response against tetanus towards specific cell targets, leading to the cell lysis by
mechanisms such as the activation of the (C5b-9), membrane attack complex and/or the
antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC).

This promising in vitro model successfully established the evidence that this concept could
be applied to cancer therapy as an efficient methodology leading to the destruction of a given
target. The pre-existing antibody response directed against the Tetanus toxin fragment C has
been efficiently routed towards erythrocytes, leading to their lysis in a humoral model.
Cellular responses initiated by vectorized antibody binding, through complement activation,
Fc receptors, or inter cellular cross-linking between target and effector cells by using a multi
functional heteromultimer will also be put to the draft for fighting against tumors in the future.
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Figure 1. Scheme of the different DNA constructs generated. a) Amino acid sequence of the
different functional domains cloned in pEF-IRESpac backbone eukaryotic expression vector.
b) Architecture of the diverse cassette vectors developed in the present study : (1)
TTFC.C4bpa, (2) scFv anti-GPA.C4bpa, (3) scFv anti-GPA-SCR3.C4bpB. The
homomultimers were produced by single transfection. The bi-functional heteromultimers

were produced by co-transfection with (1) + (2) or with (1) + (3).
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Figure 2. Biochemical characterization of the different constructs generated. a) Analysis of
the crude cell culture supernatants by SDS-PAGE and Western blotting under reducing or
non reducing conditions : Western blottings were revealed with a HRP-conjugated anti-His
antibody. b) Analysis of the different constructs generated by SDS-PAGE, after biosynthetic
labeling with **S-Met / *S-Cys followed by immunoprecipitation using an anti-mouse IgG
coated-magnetic beads bearing a mouse anti-tetanus toxin fragment C monoclonal antibody,
except for the line (2), where the scFv anti-GPA.C4bpo was alternatively immunoprecipitated
with anti-rabbit 1gG coated-magnetic beads bearing a rabbit IgG anti-His6x polyclonal
antibody.

(1) homomultimers TTFC.C4bpo, (2) homomultimers scFv anti-GPA.C4bpa, (3) o-o
heteromultimers TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.C4bpa, (4) scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp and
(5) o-P heteromultimers TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp.
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Figure 3. Direct agglutination of Red blood cells, previously incubated with cell culture

supernatants from transfected cells containing :

The R18 anti-GPA monoclonal antibody (positive control)
Homomultimers TTFC.C4bpo

Homomultimers scFv anti-GPA.C4bpo

scFv anti-GPA.SCR3.C4bpf3

Heteromultimers TTFC.C4bpa. / scFv anti-GPA.C4bpa
Heteromultimers TTFC.C4bpa. / scFv anti-GPA.SCR3.C4bpf

N o o~ w DdPE

Crude supernatants from untransfected 293T cells (negative control)
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Figure 4. Analysis by flow cytometry of the ability of human RBCs bearing recombinant o-o
or o-f TTFC-heteromultimers to capture specifically anti-tetanus toxin antibodies from a
healthy individual recently vaccinated against tetanus. After incubation with the different
recombinant molecules from cell culture supernatant described below, RBCs were incubated
with (i) decomplemented serum from the same individual (1 to 6) or alternatively with a
mouse anti-tetanus toxin fragment C antibody (7), then with (ii) a goat biotinylated anti-
human (1 to 6) or anti-mouse (7) antibodies followed by R-Phycoerythrin-conjugated

streptavidin.

Homomultimers TTFC.C4bpo

Homomultimers scFv anti-GPA.C4bpo

293Tcell culture supernatant (negatif control)

Heteromultimers (o-o) TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.C4bpo

scFv anti-GPA.SCR3.C4bpp cell supernatant.

Heteromultimers (o-B) TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.SCR3.C4bpf
Heteromultimers (o-o) TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.C4bpo

N o o s~ w N PE
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Figure 5. Analysis by flow cytometry of the ability of human RBCs bearing (i) recombinant o~
o or o- TTFC-heteromultimers and (i) anti-tetanus toxin antibodies from a healthy individual
recently vaccinated against tetanus to bind specifically the C3b/C4d molecules from
Complement. After incubation with the different recombinant molecules from cell culture
supernatant described below, RBCs were incubated with (i) decomplemented serum from the
same individual, then with (ii) non-decomplemented C5-deficient human serum. C3b/C4d
deposits were revealed with (i) a FITC-labeled goat anti-human C3b antibody (X-Axis), (ii) a
biotinylated-conjugated anti-human C4d antibody (Y-Axis), followed by (iii) R-phycoerythrin-
conjugated streptavidin.

1. Caell culture supernatant from untransfected 293T cells
Homomultimers TTFC.C4bpo
Homomultimers scFv anti-GPA.C4bpo
scFv anti-GPA.SCR3.C4bp
Heteromultimers (o-o) TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.C4bpo
Heteromultimers (o-B) TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.SCR3.C4bpf

o 0k~ w DN
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Figure 6 . In vitro hemolytic assay of human RBCs previously incubated as described below.
RBCs were then incubated with non-decomplemented serum from a healthy individual
recently vaccinated against tetanus. Optic density from supernatants was analyzed using a

spectrophotometer at 405-630 nm of hemoglobin absorbance.

1. RBCs submitted to several cycles thawing - freezing.

2. Heteromultimers TTFC.C4bpo. / scFv anti-GPA.C4bpao-containing cell supernatants, no
RBCs.

3. RBCs with cell culture supernatant from untransfected 293Tcells.

4. RBCs with PBS.

5, 6 and 7. RBCs with homomultimers TTFC.C4bpa, homomultimers scFv anti-GPA.C4bpao
and scFv anti-GPA.SCR3.C4bp-containing cell culture supernatants, respectively.

8 and 9. RBCs with heteromultimers TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.SCR3.C4bp3 and

TTFC.C4bpa / scFv anti-GPA.C4bpo-containing cell culture supernatants, respectively.
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a) LNGFR Signal peptide (SP)
Linker (L)

C4bp c-terminal a-chain multimerising domain (MD)
C4bp short consensus repeat 3 p-chain (SCR3)

C4bp c-terminal B-chain (C4bpp)

W. Mahmoud et al., 2008, ChemMedChem.

Cleavage
i) site
NSPVAAM | GAGATGRAMDGPRLLLLLLLGVSLGGA

SGGGGS

WETPEGCEQVLTGKRLMQCLPNPEDVKMALEVYKLSLEIEQLELQRDSARQSTLDKELI
RDCDPPGNPVHGYFEGNNFTLGSTISYYCEDRY YLVGVQEQQCVDGEW SSALPVCKL

IQEAPKPECEKALLAFQESKNLCEAMENFMQQLKESGMTMEELKYS LELKKAELKAKLL

Poly-Histidin (H)  HHHHHHHH
ECOR | Byl Il Bsp E1 Xba |
1) TTFC.C4bpo [ Sp TTFC L] MD [H] His 8x
102 bp 1371 bp 179 bp 24 bp
ECOR | Bl II Bsp E1 Xba |
2) scFv anti-GPA.C4bpo [ sp | scFvant-GPA | L] MD [H] His 8x
102 bp 770bp 179 bp 24 bp
ECOR | Bglll Not | Xba |
3) scFv anti-GPA-SCR3.C4bpB [ 'SP | scFvant-GPA | L] SCR3 C4BPB [H] His 6x
102 bp 770 bp 171bp 177 bp 18bp

Figure 1
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a) b)
duci ] - Non reducing
Reducing conditions Non reducing Reducing conditions conditions
kDa conditions kDa
75 — 75 — _ : -
210 — - S 400
134 —
50 — g7 — 50 -
40 — 407 —
41— 210 -
32 — -
1 2 3 4 5 2 4 1 2 3 5 1 3 5
Figure 2
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Figure 3
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Figure 5

27



DO (630-405nm)

14

12

0,8 |

0,6 |

0,4 1

0,2 |

W. Mahmoud et al., 2008, ChemMedChem.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 6

28




