Nota Bene

La présentation suivante a éte réalisée par un groupe
d’'etudiants du parcours Immunotechnologies pour la

validation du module BMCS532AC. Cette présentation
n‘a pas éte corrigee et peut contenir des erreurs de

forme ou de fond.

22/12/2006



/TN
UNIVERSITE
pierre & MARIE CUBIE

QY SCTENCE A PARIS mmunotechnologies
Master de Sciences et Technologies Développement et Valorisation
Mention Biologie Moléculaite et Cellulaire Innovations Diagnostiques & Thérapeutiques

Spécialité Immunologie

UE BMC532-Module Anticorps Monoclonaux
Promotion I'T2006-2007

Theme n°1:

Production d’Anticorps Monoclonaux

Etudi s XXX
Responsable: Sophie SIBERIL Ltudiants:

XXX

22/12,/2006 2



Sommaire

= Introduction : Rappels, Historique & Etat de
Part sur la production d’AcM

» La production d’AcM a partir d’hybridomes
Humains

m La production d’AcM a partir de Lymphocytes B

memoires
= La production d’AcM chez les végétaux

m Conclusion

22/12/2006



‘ Introduction
Anticorps

O

Polyclonaux Monoclonaux

Anticorps récoltés dans serums Hybridome de lymphocyte B.
d’animaux “immunisés”

1 Ac reconnait 1 Ac ne reconnait
plusieurs sites antigeniques qu’un seul site antigénique

i
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Systémes de production

AcM

/\

. Cellules de Bactéries Plantes
Animaux ) miferes ou

d’insectes

v Y

Ig complete Fragments d’Ig
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Historique & Evolution de la production d” AcM

1975 :Mise au point de la technique d’obtention des anticorps monoclonaux

(AcM): Kohler & Milstein, Nature, 256: 495

1980 : Hybridomes humains (Olsson & Kaplan, Proc Nat/ Acad Sci USA, 77: 5429,
1980)

1986 : Immunisation iz vitro (Borrebaeck & Moller, | Immunol, 136: 3710, 19806)
17 AcM mis sur le marché Muromomab (anti-CD 3)

1989 : Culture in vitro a long terme de lymphocytes B humains (Banchereau ¢# 4.,
Science, 251: 71, 1989)

2001 : Utilisation de cellules de myélomes humaines pour Hybridomes
humain (Karpas et al, Med. Sci., 2001)

2004 : Utilisation de lymphocytes B mémoires (Traggiai et al., Nat Med, 8:
871, 2004)

Dernzer AeM mis sur le marché : Bevacizumab (anti-1”EGF)

2006 : Utilisation d’AcM dérivés de plantes contre la croissance tumorale
(Ko et al.,, PNAS, 102:7026-7030, 2005)
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Hybridome

1975 Kohler and Milstein
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Intérét et efficacité de production d’AcM a partir d’hybidomes humains

» Depuis Kohler et Milstein (1975)

Irmmunisation

— injection d'Ag Cel]u]es CANCETSuses

aeey Lymphocyte B

Hybridome =

.' Wiy
\‘Fumon Culture de tissu cancéreux

Mais
“*Hybridomes instables
+*Faible sécrétion d’AcM

“*Risque d’immunogénicité

» Grice aux travaux de Karpas, Dremucheva, et Czepulkowski (2001):

Myélome humain de lignée Karpas 707H,

identifié chez un patient

>
{

Lymphocyte B humain (lignée 164), transformé
par le virus Epstein Bar

Hybridome entierement humain, stable, avec un fort taux de
sécrétion d’AcM et trés peu immunogéne
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Comparaison de la production d’Ac anti gp41 des hybridomes (myélome X
LB transformé par EBV) et des LB transformés par EBV

“*La quantité d’Ac sécrété par ’hybridome = 7 fois la quantité d’Ac anti gp41 sécrété
par les LB seuls

+*Sécrétion d’Ac par les hybridomes humains 2 sécrétion d’Ac par les hybridomes murins

*“*Analyses ultrastructurelles a 'aide de la microscopie électronique:

A: myélome

B: lymphocyte B

C: hybridome

Fig. 5. Electron micregraphs of the mysloma (4), 164 lymphoblast (5), and hybridema that produces monoclonal antibodies against HIW (C). (=4 .500.) The
hybridoma shows extensive RER. The amount of RER in the otoplasm of hybridoma derived with WEC was very similar to that showm in O

mmp Hypothése: les LB fusionnés activent le RER des myélomes a produire des Ig en
orande quantité
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Avantages et limites

Avantages

Limites

Taux de formation
d’hybridomes élevé

Taux de production
d’anticorps élevé

Peu de patients étudiés
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Reponse sérologique contre SARS CoV

Table 1 Repertoire analysis of IgG memory B cells

Manths after Positive cultures/ftotal cultures screened (%)
infection ELISA Spike-staining
2 2751480 (57.3%) ND

4 123/480(25.6%) 127576 (2.1%)
f 441480 (9.2%) 217768 (2.7%)
8 200480 (4.1%) 94/3,102 (3%)

*Fraction of cultures screening positive in the SARSCoV ELISA or staining SARS-CaV
spike transfectants at diffarent tima points aftar infaction. 12G+ memory B cells were
cultured at 10 cells per wall in the presance of EBY and CpG 2006, Culture
supernatants ware analyzed after 2 waaks. There was no ovarlap batween cultures
screening positive by either assay, indicating that the assays detact distinct antibody
specificities. SARS-CoV was not datectable in culture supematant or in EBV-E calls, as
datarmined by cytopathic assay on Vero cells and by RT-PCR (data not shown). ND, not
determined bacause tha assay was not availabla at the time of the analysis.

—>Les LB mémoires mis en cultures produisent des anticorps dirigés contre les Ag
du SARS CoV, et de facon plus soutenu contre la protéine S du virus
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Le clone sélectionné a partir des LB mémoire inhibe I'infection par le
SARS CoV chez la souris BALLB/c

22/12/2006

Table 3 Protection from virus replication in the mouse respiratory
tract after transfer of the anti-SARS-CoV antibody 53.1

Passive transfer Wirus replication in challenged mice
antibody
Lungs Mazal turbinates
Mo infected!  Mean (£5.2m.) Mo, infected!  Mean (+5.6.m.)

ni. tested wirus titer na. tested wirus titer
53.1 sup o4 £1.5+0 44 4.8+0.32
53.1, 800 ng 4 £1.5+0 214 25047
53.1, 200 pg 4 =1.5+0 44 34+041
53.1, 50 pg 2/4 3.2+1.36 414 4.8+0.75
M12, 200 ug 444 7.5+£0.1 44 o.4+0.41

The indicated amounts of purified antibody (in 500 pl) or 53,1 culture
supernatant (sup; 2 ml, 10 pg/ml) were administered to recipient mice by
intraperitoneal injection 24 h before intranasal challenge with 10* TCIDsg SARS-
CoV. Monoclonal antibody M12 (human 1261, «) was injected as a nagative contral.
Yirus titers measured aftar 2 d are expressed as logyg TCIDeg per gram of tissua,
The lower limit of detection of infectious virus in a 10% wi'v suspansion of lung
homogenata was 1.5 log o TCIDeg per 2 and in 5% w'v suspension of nasal
turbinates was 1.8 log o TCIDg, per g. Comparisons that ware statistically
significantly different (7 < 0.05) in a Student’s -test wara: in lungs, 200 pg 53.1
versus 800 pg M12, 200 pg 53,1 verzus 800 pg M12, and 50 pg 52,1 varsus 800
ug M1Z; in nasal turbinatas, 800 pg 53.1 versus 200 pg M12 and 200 pg 53.1
versus 800 pg M12.

15



Avantages et limites

Avantages

I imites

LB humains donc pas de probleme
d’immunogénicité

Production d’un large répertoire
d’anticorps =2 sélection selon les
criteres désirés (spécificité, avidité. . .)

Rapide (< 3mois)

Peu de cas d’étude
Impossibilité d’immunisation a
volonté

Applicable seulement au Ag du non

soi (pas d’auto anticorps...)

Nécessité d’un environnement
hautement sécurisé pour certains
pathogenes (niveau 4)
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Le systeme plante

[i—)>

Exemple: AcM CO17-1A

Activité biologique de CO17-1A
exprimé chez les plantes

Inhibition de la croissance des
tumeurs colorectal

Activité biologique de CO17-1A
exprimé chez les mammiferes

22/12/2006

18



Etude de I'inhibition de la croissance des tumeurs zz-vivo,

par les AcM CO17AP :

el ti-rables mAb
a anti-rables m
1200 4 = ff"ﬂu
= o mAb' CO17-1A
E 1000- )
= s mab COT7-18
£ e
|
2 6004
2 400
= |
= K 4
|:|.
0 7 12 19 m 33 0
bhotd

Days after tumor inpculation

Fig. 5. Inwvo efficacy of mabP CO17-14 for inhibition of tumor grosesh in
nude mice. W34S human colon carcinoma cells (2 = 108) were s.c. injected
irta each mouse (thymus-deficient BALE/c nw/fnu mice). After turnor-cell
incoulation, each experimental group of five mice received ip. injections of a
total of 400 pg of mALP, makM as a positive control, and antirabiss mAb as a
negative control, respectively (100 pg of the mAbs every 2 days asindicated by
arraowes). Tumer volumes were recorded 12, 19, 26, 33, and 40 days after
imjection.

Les AcM™ et les AcMP ont des activités biologiques identiques.
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Avantages et limites

Avantages

Limites

m Faible cout

» Production 2
grande échelle

m Activités similaires
aux Ac exprimés
chez les animaux

= Différence de
glycosylation entre
’espece animale et
végétale
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Conclusion (1)

Fermentation

Mammiferes

Transgéniques

E.Coli levures CHO, PER.C6 Animaux plantes
Sécurité: (virale & N + + + 4
prion)
Inve_stissc?ment - /- L 4 ++
financier
Capacité: de t ++ + 4+ +
production
Compléxité - +- o . +(-)
protéique
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Conclusion (2)

Il n’existe aucun systeme susceptible de satistaire
toutes les exigences requises pour expression de
protéines, mais les progres scientifiques constants
permettent de s’y en approcher

22/12/2006
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Isolement d’anticorps
monOCIOnauX anti SARS COV Table 2 EBV immortalized B cell clones secreting monoclonal

antibodies to SARS-CoV

Morcclonal |zatyps Specificity Meutralizing
. . anitibedy” antibody concentration

* 1¢* screening : culture avec titre (ng 1gGAmiy?
de neutralisation ++ = clonage = S e " "
220.1 1g5,A MP nn
clone S3.1 (produit IgG1,K) s21.1 IgG.x NP rn
5234 g5, K MP fin
524.1 lgis,a NP nn
* Isolement de 35 AcM qui 58.1 lgGx E? mn
] * 313.1 g,k NOE nn
neutralysent le virus SARS CoV 53.1 IgG.x Spike* 300
7 5101.1 g, Epika A0
. L 5102.1 1gG.K Spike 850
*Capacité de neutralisation S3.1 est 5102.3 lgx Spiks 250
. . 5104.1 g5, K Spiks 150
300 fois plus importante que le 5105.2 IgG,k Spika 150
, 5106.1 1gG,k Spika as
sérum covalent (data no showed) 5107.4 IgGix Spike 75
5108.1 IgG,k Spika an
5109.2 IgG,k Spika 80
5132.9 g5, K Spiks 200
3128.5 IgG,k Spika 25
5127.6 IgG,k Spika an
5124.4 IgG,k Spika an
51591 g5, A Spiks 25
5160.1 1gG,k Spika 15
5215.13 IgG,k Spika 1
5216.9 IgG,k Spika 15
5217.2 IgG,k Spika a
5218.6 1gG,k Spika 7
s219.2 IgG,k Spika &8

*Racognizes MP or E pratein in wastern blot. ®Stains SARS-CaV-infected cells
bt specificity could not be determined. “2tains spike-transfactad BHE cells.

22/12/2006 Y ndicates final Igh concentration in culture conferring completa SARS-CoV
neutralization. Data reprasent mean values of at least three determinaticns.
n.n., non-neutralizing.



Remarques

SARS-CoV spike staming (MFI)

200+

104

10-1

10

10"
IG {pgmi)
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