Nota Bene

La présentation suivante a éte realisée 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.
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Rappel sur les AcM

# Technique mise au point en 1975 par Kohler et Milstein

[mmunisation
= injection d'Ag

Lymphocyte B

\EU?&"O" Culture de tissu cancéreux

Hybridome e

+ N -l -
I'hybridome Clonage des hybridome  |¥ 3 Ay yi Ly

producteurs d'Ac
Isolement des Ac

monoclonaux
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Rappel sur les AcM

¥ 30 ans d’évolution

NN N

Murins Chimériques Humanisés Humains

¥ A l'origine utilisés comme outils de recherche,
depuis quelgues temps connaissent un
développement croissant en tant que medicaments.

- Optimisation des Anticorps monoclonaux
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Qu’est ce que optimisation?

" C’est donner le rendement optimal en créant les
conditions les plus favorables ou en en tirant le
meilleur parti possible. (Le petit Larousse, 2004).

%

Wi

Fonctions de liaison a la cible :

+ Neutralisation, blocage récepteurs

T Pour un AcM, il s’agit
de modifier les
parties Fab ou Fc afin
d’augmenter
I'efficacité de I’AcM.

(apoptose, cytostase, activation)

N \
L— 2 Site de fixation RFcy
. 4 L
Fe /—<:>C\‘ et complément
3
A 4

HY
-
Fonctions effectrices :
kke et Sandlic, Nat Rev Drug Discover, 2003)

= Activation du complément

» Fonctions dépendantes des RFcy
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Comment optimiser les AcM?

Le principe: generer de la diversite, puis cribler les clones
d’'intérét pour augmenter leur affinite.

¢ Différentes techniques:
o Par utilisation de cellules B hypermutant leur gene
variable (V) d'lg:augmentation de I'affinité face a I'Ag
« Generation and iterative affinity maturation of antibodies in

vitro using hypermutating B-cell lines. » Sarah J. Cumbers and al.
Nov 2002. Nature Biotechnology.

0 Par phage display a partir d'une bangque non-immune
scFv: sélection d’anticorps « internalisants »

« Selection of tumor-specific internalizing human antibodies from
phage librairies. » Marie-Alix and al. 2000. J. Mol. Biol.
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Comment optimiser les AcM?

ﬁ(w&

o Par utilisation de cellules B hypermutant leur gene

22/12/2006

variable (V) d'lg:augmentation de I'affinité face a I'Ag

« Generation and iterative affinity maturation of antibodies in
vitro using hypermutating B-cell lines. » Sarah J. Cumbers and al.
Nov 2002. Nature Biotechnology.
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Comment augmenter 'atfinité de I’Ac?

< Naturellement (Maturation d’affinité):

Mutations dans les régions V - & Molaule immunogéne
modification de la région d’interaction Expansion conale
de I,AC aVGC I,Ag Mutations somatiques

<= Sélection des cellules B avec des

Lg du centre germinatif sont en
compeétition pour 'Ag - ceux ayant
affinité plus élevée prennent le pas sur
les autres.

T Expérimentalement:
o Génération in vitro de répertoire de géne V par mutagenése

@ation de la capacité d’hypermutation des Iignée?B).
echnologie du Phage-display

22/12/2006 IT 2006 AcM Théme 6




Capacitée d’hypermutation des lignées B

L’augmentation de I'affinité se fait par tours de sélection, on part
d’'une population hétérogene obtenue par hypermutation
somatique pour aboutir a des populations de plus en plus
specifique.

Exemple: - population Ramos
- population DT40 XCCR2-
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Capacité d’hypermutation des lignées B

7 Population Ramos:

*W%%e ‘Ramos
> human Burkitt lymphoma cell line
> exprime des IgM de surface
Ramos A
——— ¥
s Rams4 @ F FACs G , Elisa
Faiible densité i Strep
dedillbite strep ]
" Rams6 g ; -
Agrégat de 3 8 _
IAIMC-polystrem E
Ram$S12 : N
10? 10t 1 10t 2| Anti-ig
e i Fluorescence Fluorescence o [—|:-
RamS15 qfd'é'“'é@
et
b S0 En méme temps que la population Ramos évolue, I'affinité
des clones pour 'Ag augmente.
22/12/2006
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Capacitée d’hypermutation des lignées B

7 Population DT40 XCCR2":
» chicken lymphoma cell line
> exprime des IgM de surface
> prolifération rapide (temps de génération = 12h)
> haut taux de mutation
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‘ Capacité d’hypermutation des lignées B

mn-:é'ii

FACs

"+<<$.) 3

Population DT40 XCCR2-:

AcM de rat

15 * % Ap

+Streptavidine 3 Biotine @ FITC [Protéine A

AcM de rat . Bille magnétique XCCR2 def en DT40

Dosage radioactif

d’+4§

Prot A bound (%)

100

0.1-

Protéine A 353

DT M P8 P4

d’augmenter leur a

ffinité.

Que se soit par la méthode de sélection par cytométrie ou par la technique de
bille magnétique, il est possible de sélectionner des clones spécifiques et
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‘ Capacité d’hypermutation des lignées B

Pour Ramos comme pour DT40 on arrive a augmenter I'affinité
de liaison entre I'Ac et I'Ag.

Peut on a partir d’'une lignée B hypermutante, par le simple fait
des réarrangement VH/VL, créer des clones dirigés contre un
Ag donné? Et si oui, peut on augmente I'affinité de tel variant?

Oui, il est possible de sélectionner un Ac spécifique d’'un Ag en
utilisant une lignée B hypermutant constitutivement son gene V
d’'lg et d'augmenter l'affinité de ce variant.
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Comment optimiser les AcM?

ﬁ(w&

0 Par phage display a partir d'une bangque non-immune
scFv: sélection d’anticorps « internalisants »

« Selection of tumor-specific internalizing human antibodies from
phage librairies. » Marie-Alix and al. 2000. J. Mol. Biol.
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Technologie du Phage-display:

endocytose induite par le récepteur
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ARNmM _/

Reverse transcription +

amplification par PCR i | / Fragment V chaine H I

Fragment V chaine L l

-

Banque non immune
scFv humain

i Expression dans le bactériophage

Phage sélectionné
S S
gg %§ Cellules tumorales SKBR3
/Fibroblastes

1- Incubation 2 - Washing

Phage internalisé

Lysat SKBR3



Cellules tumorales SKBR3

qﬁé Fibroblastes Lysat SKBR3

1- Incubatio 2 - Washing e ErbB2

% Tours de sélection
Phage sélectionné .

Sélection haute affinité d’AcM, sur la base de l'internalisation des anticorps par
SKBR3

Caractérisation par Elisa:
Phages SKBR3+ Phages ErbB2+

@D

Non ErbB2 phage
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Identification

¥ Par PCR fingerprint = clone reconnaissant
uniquement ErbB2/non ErbB2.

7 Par Cytométrie en flux: avec un panel de cellules
(tumorales ou fibro) exprimant ErbB2 et TsfR.

IP

2 clones ErbB2+ : F5 et C1 Blot €65 F5 H

1 clone non ErbB2+ : H7 anti-ErbB2
anti-TfR - 96

- 200

F5 reconnait ErbB2 H7 reconnait le récepteur de la transferrine
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‘ Caractérisation des clones F5 et C1

=
ES
=
-

" Expérience de competition par ELISA

Liaison au phage F5 Liaison au phage C1 Liaison au phage C6.5
100+ 2 ]m_____. .
n N -
T
%50 {1 —a— scFv-F5 \ﬂ 50 -
3 —s— scFv-Cl ' |
E 51 —e— scFv-C6.5 25
°\° ﬂ ; r T - T ~ [} T T T
1 10 100 1000 10 100 1000 1 10 100 1000
scFv compétiteur scFv compétiteur scFv compétiteur
F5 et C1 reconnaissent le méme épitope du récepteur ErbB2.F5 a une
meilleure affinité de liaison.
C6.5 ne reconnait pas le méme épitope du récepteur ErbB2 que F5 et C1.
22/12/2006
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Mécanisme d’endocytose

Microscopie confocale:

PHAGE scFv
Témoin négatif Témoin négatif
. .

A

Marquage
intracellulaire

Suite a la liaison aux Ag, F5 et H7 sont rapidement endocytés tandis que
C6.5, I'est beaucoup moins (scFv natif monomeérique).
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Un constat surprenant. ..

Purification

' Analyse de filtration sur gel: IMAC
0.2 = ﬂFSscF\'

__/ scFVF5 (ouC1) (@

l Subclonage

Colonne .

Ni-NTA I
0 3

@ Queue histidine
o T T N S| T

0 5 10 15 2 25 30
Time (minutes}

Bactérie E.coli TG1
F5, C1 et H7 sont exclusivement monomériques, pas de dimérisation

spontanée ni agrégation.
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FEttets biologiques induits : Ciblage (1)

L’endocytose de I’Ac induit-elle un

effet biologique?

Effet sur la croissance cellulaire de SKBR3: F5
- Contréle 4D5 1gG: 50% inhibition

»>scFv F5: pas d’effet
>scFv C6.5: pas d’effet

> Diabody F5: pas d’effet
> Diabody C6.5:pas d’effet

3

QD at 550 nm

0.7

0.6

0.5+

0.4+

0.3

0.2 1

.14

Elisa

4 —— 405 [gG
—d— (6.5 sckv

T —f— [5 scFv

J. —a—  F5 digbody

—— (6.5 diabody

T T T 1

O,El] O:I 1 10100 1000
Antibody (nM)

sites de liaison different.

Ac F5 ne provoque aucun effet sur la croissance cellulaire des SKBR3.

Cependant des effets sur la signalisation en aval de la liaison de erbB2 sont
observés. (Y-P de ErbB2)
diabody/IgG: la distance entre les sites de liaison de I'Ag et la flexibilité des
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Effet sur la croissance cellulaire de
SKBR3: H7

Holotransferrine: IC50=10nM
scFv H7: 1IC50=100nM
scFv F5: pas d’effet

FEttets biologiques induits : Ciblage (2)

Expérience de compétition sur
I’effet de I’holotransferrine

=)
Lh
1

%maxilmum MFI
=

(s
uh

0

Imrﬁ

I

llll
i
= Tf a

—a&—5cFv-H7 | %,
~—®— scFv-F5 |

0

001 0.1 1 10 100 1003
Compétiteur (nM)

récepteur qui déclenche I'endocytose

scFv H7 est un antagoniste de liaison de la transferrine au TfR: inhibition
de I'endocytose de I'holotransferrine et régulation négative du tfR.

scFv agit comme un ligand, provoquant le changement conformationnel du
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Discussion sur 'optimisation

7 Cibler la capacité de liaison a la cible: parties variables V

M Hypermutation de lignée B =» ac spécifiques in vitro
+augmentation étendue a un ligand/récepteur

M Mutagénése dirigée
M Phage display: ac de haute spécificité

m‘%

Cibler une fonction biologique: Recherche de nouvelles cibles

M Effet inhibiteur de croissance de cellules tumorales (H7
scFv) = cible en oncologie, Ac Herceptine

M Utilisation de la voie de délivrance de médicaments par
I'endocytose par le récepteur

=>» utilité thérapeutique: F5 scFv en phase clinique 1 débutée en
2001
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