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RESUME :

Les anticorps sont de plus en plus des outils incontournables aussi bien en recherche
gu’en thérapie. De nombreux anticorps monoclonaux sont actuellement utilisés pour le
traitement de diverses maladies. Afin de réduire leur immunogénicité, des recherches
sont menées pour développer des anticorps humains. Cependant ces molécules ne
peuvent intervenir de par leur taille qu’au niveau extracellulaire. Or les protéines
responsables des déréglements cellulaires, engendrant des maladies telles que le
cancer, sont souvent intracellulaires. C’est pourquoi plusieurs équipes s’intéressent au
développement des fragments d’anticorps, dont le format scFv est le plus étudié. Dans
ce contexte, nous avons dans un premier temps construit et validé une banque de scFv
de 1,5 milliards de clones présenté a la surface de phages. L’avantage de notre banque
est qu’elle a été construite a partir de la charpente d’'un scFv soluble et actif dans un
contexte intracellulaire et dont nous n’avons muté que les boucles CDR3. Nous avons
ensuite décidé d’appliquer notre banque, dans un premier temps, a la sélection par
phage display de scFv dirigés contre deux oncoprotéines, la protéine virale E6 et la
protéine humaine gankyrine, impliquées respectivement dans le cancer du col de
'utérus et dans le cancer du foie. Dans un deuxiéme temps nous avons, dans le cadre
d’'une collaboration avec une société privée, tenté d’'isoler des scFv dirigés contre des
anticorps de lapin, afin d’utiliser nos molécules comme outils de diagnostic et de biologie
moléculaire. Nos sélections nous ont permis d’isoler des molécules spécifiques de leurs
cibles, solubles et actives dans un contexte intracellulaire, mais ayant une affinité trop
faible pour perturber les interactions cellulaires naturelles.

Mots clés : scFv, phage display, cancer, E6, gankyrine, diagnostic, anticorps de lapin
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INTRODUCTION GENERALE

1. L’immunociblage.

1.1. Les outils d’immunociblage.

1.1.1. Les anticorps.

1.1.1.1. Généralités.

Le terme anticorps a été utilisé pour la premiére fois en 1891 par Paul Ehrlich dans la
conclusion de son article intitulé « Experimental Studies on Immunity » dans lequel il
stipule que si deux substances engendrent deux « antikorper » différents, elles doivent
elles-mémes étre différentes.

Aujourd’hui les anticorps, ou Immunoglobulines (lg), sont définis comme une classe de
protéines sériques induites par un contact avec une molécule étrangére, I'antigéne, et
qui se lient spécifiquement a I'antigéne qui a engendré sa synthése. Les Ig sont ainsi les
molécules de défense de I'organisme.

Les Ig sont constituées de 4 chaines polypeptidiques : deux chaines légeéres (L)
identiques et deux chaines lourdes (H) identiques. L’ensemble est stabilisé par des
ponts disulfures intra- et inter-chaine.

Chez I'hnomme, les Ig se divisent en 5 classes (ou isotypes) : les Ig M, G, A, E et D qui
sont définies par leur type de chaine lourde : m, g, a, ¢, et d respectivement. Les chaines
légeres quant a elles peuvent étre de type k ou 1.

- Les immunoglobulines de type M sont organisées en pentameéres d’un poids
moléculaire de 970 kDa. Leurs chaines lourdes de type m possedent 5 domaines. Le
pentamere est stabilisé par la présence de ponts disulfures et d’'une chaine
polypeptidique de 20 kDa appelée chaine J. Ce sont les premiéres immunoglobulines
produites lors de la réponse immunitaire primaire. De plus elles sont capables de fixer et
d’activer le complément.

- Les immunoglobulines de type A sont des molécules monomeériques d’un poids
moléculaire de 160 kDa ou dimériques. Leurs chaines lourdes de type a1 ou a2
possédent 4 domaines. Les immunoglobulines de types A1 et A2 différent par leur
nombre de ponts disulfures. La forme monomérique est sérique alors que la forme
dimérique est sécrétée. Celle-ci est stabilisée par la présence d’'une chaine J mais aussi
d’'une piece sécrétoire de 60 kDa qui intervient en protégeant les anticorps contre
I'action d’enzyme protéolytiques. Elles sont essentiellement sécrétées au niveau des
muqueuses afin de protéger celles-ci contre les pathogénes.

- Les immunoglobulines de type D sont des molécules monomeériques d’'un poids
moléculaire de 175 kDa. Leurs chaines lourdes de type d possedent 4 domaines.
Elles sont essentiellement présentes a la surface des cellules B.



- Les immunoglobulines de type E sont des molécules monomériques d’un poids
moléculaire de 190 kDa. Leurs chaines lourdes possedent 5 domaines et sont de type e.
Leur role premier est la lutte antiparasitaire, cependant elles interviennent également
dans les réactions de type allergie.

- Les immunoglobulines de type G forment la classe prédominante des
immunoglobulines. Elles sont aussi les plus petites avec un poids moléculaire de 150
kDa. Leurs chaines lourdes possédent 4 domaines. Les immunoglobulines de type G
sont subdivisées en quatre sous classes IgG1, 1gG2, IgG3 et IgG4 en fonction de leur
type de chaine lourde (g1, g2, g3 et g4 respectivement). Ces quatre sous-classes se
différencient notamment par le nombre et la position des ponts disulfures. Les IgG
interviennent principalement dans la réponse immunitaire secondaire et sont capables, a
I'exception des IgG4, de fixer et d’activer le complément.

Chaque chaine lourde et chaque chaine Iégére est composée de deux régions, une
région constante et une variable. La chaine lourde est constituée d’'un domaine variable
et de 3 domaines constants pour les Ig G, A et D ou de 4 domaines constants pour les
Ig E et M. La chaine légére est formée d’un domaine variable et d'un domaine constant.
L’association des domaines variables de la chaine lourde et de la chaine légére,
appelée Fv, est responsable de la spécificité de reconnaissance de I'antigéne.
L’association des chaines lourdes par leurs domainesconstants 2 et 3 (et 4 pourles Ig E
et M) forme la région Fc. Chaque domaine variable contient 3 boucles hypervariables
CDR (complementary determining region) nommées CDR1, CDR2 et CDRS.
L’association de 6 boucles CDR va constituer le site de liaison a I'antigene appelé
paratope. Celui-ci reconnait une portion de I'antigéne natif que I'on nomme épitope.
Chaque molécule d’anticorps comprend 2 chaines lourdes et deux chaines Iégéres, ils
contiennent donc 2 sites de liaison a I'antigéne identiques et sont dits bivalents

1.1.1.2. Les anticorps monoclonaux.

Les anticorps monoclonaux sont par définition des anticorps tous identiques produits par
la mise en culture d’'un hybridome résultant de la fusion d’'un lymphocyte, cellule
sécrétrice d’anticorps et d’une cellule de myélome immortelle. Les anticorps issus d'un
méme hybridome seront donc tous capables de reconnaitre le méme antigéne.

C’est en 1975 que Kohler et Milstein ont décrit pour la premiere fois une méthode
permettant de produire de tels anticorps. En effet ils ont montré que I'hybride issu de la
fusion de 2 cellules productrices d’anticorps était capable de sécréter les anticorps
initialement produits par les 2 types cellulaires parentaux. lls ont ainsi révolutionné
I'utilisation des anticorps monoclonaux en tant qu’outils immunologiques. Tres vite de
nombreuses applications ont vu le jour pour ce type d’anticorps (Kennett, 1979 ; Yelton
and Scharff, 1981) :

- Pour I'étude de la génétique humaine, par exemple, en tant que réactif pour le
typage HLA ou pour la détection de différences polymorphiques

- Pour le diagnostic, la détection d’infection virale par exemple



- Comme outil de biologie moléculaire pour la purification d’antigénes spécifiques,
pour le marquage de cellules

Les anticorps monoclonaux peuvent étre produits en grande quantité et sont spécifiques
d’'un antigéne donné. De plus ils sont continuellement disponibles et peuvent étre
marqués (Kennett, 1979).

C’est ainsi que l'intérét des anticorps monoclonaux comme outil thérapeutique s’est
développé. Le Muromonab-CD3, un anticorps murin anti-CD3, est utilisé depuis 1986
dans le traitement des rejets de greffe (Van Wauwe et al, 1980). Il est le premier
anticorps monoclonal admis pour I'usage thérapeutique chez 'homme. Cependant il
induit dans la plupart des cas une réponse immunitaire dupatient contre I'anticorps
murin ou réponse HAMA (Human Anti-Mouse Antibody) (Urba et al, 1992 ; Kimball et al,
1995).

Bien que les anticorps monoclonaux murins soit un outil attrayant pour le traitement de
nombreuses pathologies comme les rejets de greffe, ou encore le cancer et les
maladies autoimmunes, la réponse HAMA reste un probléme. De plus il a été montré
que celle-ci interféere également avec l'imagerie tumorale et la thérapie radio-
immunologique (Kuus-Reichel et al, 1994). Gréace au développement des techniques

de biologie moléculaire, il est devenu possible de contourner la réponse HAMA par la
modification des anticorps monoclonaux murins.

1.1.1.3. Vers une humanisation des anticorps.

Afin de réduire I'immunogénicité des anticorps monoclonaux murins, des travaux
d’'ingénierie génétique ont conduit a I'apparition de nouveaux types d’anticorps.

- Les anticorps chimériques : ils sont formés par I'association des domaines
variables d’'un anticorps monoclonal murin et des domaines constants d’'un anticorps
humains (Boulianne et al, 1984 ; Morrison et al, 1984). Ces anticorps chimériques sont a
70% humains ce qui les rend considérablement moins immunogénes chez ’homme et
leur permet d’interagir avec les cellules effectrices et d’induire la cascade du
complément via leur région Fc humaine. C’est ainsi qu’aujourd’hui plusieurs anticorps
chimériques sont utilisés en thérapie chez ’homme. C’est le cas par exemple du
Rituximab, un anti-CD20 utilisé dans le traitement du lymphome non-hodgkinien ou de
I'Infliximab, un anti-TNF-a utilisé dans le traitement de I'arthrite rhumatoide chronique.
Bien que 'immunogénicité de ce type d’anticorps soit réduite, certains peuvent entrainer
une réponse HACA (Human Anti-Chimeric Antibody) dirigée contre les régions
charpentes des domaines variables murins. En effet, alors qu’une étude a montré que
moins de 1% des patients traités par du Rituximab développaient une réponse HACA
(Davis et al, 2000), d’autres recherches ont révélé que pres de 60% des patients traités
par de 'Infliximab présentaient une telle réponse (Baert et al, 2003). Malgré les
avantages des anticorps chimériques par rapport aux anticorps murins, la production
d’anticorps humains anti-murins par le patient reste un probléme.

- Les anticorps humanisés. Afin de réduire encore la proportion murine des
anticorps chimériques tout en conservant son affinité et sa spécificité de liaison a
I'antigene, une deuxiéme approche a été développée. L'interaction entre un anticorps et
son antigéne se faisant essentiellement via les boucles CDR, Jones et collaborateurs
ont proposé en 1986 de greffer ces boucles hypervariables issues d’'un anticorps



monoclonal murin sur une immunoglobuline G humaine (Jones et al. 1986). Cette
modification est appelée « CDR grafting ». Ces anticorps dits humanisés sont humains
de 85 a 90% et sont donc encore moins immunogenes que les anticorps chimériques. Il
a en effet été montré dans une étude comparative d’'un anticorps murin et de son dérivé
humanisé, que ce dernier n’induisait aucune réponse immunitaire chez les patients
(Rebello et al, 1999). Malgré le potentiel de tels anticorps en thérapie, Riechmann et
collaborateurs ont montré dés 1988 qu’en utilisant le « CDR grafting » pour humaniser
un anticorps monoclonal de rat (anti-Campath-I), 'anticorps résultant conservait sa
spécificité de liaison mais avec une affinité plus faible. Ce n’est qu’en mutant un acide
aminé de la région charpente adjacente a une des boucles CDR, qu’ils ont réussi a se
rapprocher de l'affinité de I'anticorps de rat initial. D’autres groupes ont montré que les
régions hypervariables seules n’étaient pas suffisantes pour obtenir des anticorps
humanisés ayant une affinité comparable a I'anticorps murin parental, mais que la
charpente de 'anticorps était impliquée dans la reconnaissance efficace de I'antigene
(Queen et al, 1989 ; Gorman et al, 1991 ; Foote & Winter, 1992 ). A ce jour, les
anticorps humanisés représentent la majorité des anticorps monoclonaux approuves et
utilisés en thérapie.

- Les anticorps humains. Plus récemment deux nouvelles techniques ont permis

de s’affranchir totalement de la part murine des anticorps monoclonaux afin d’obtenir

des anticorps monoclonaux totalement humains.
La premiere stratégie utilisée pour produire des anticorps monoclonaux
totalement humains est la création de souris transgéniques ayant leurs génes
codant pour les Ig murines inactivés et comportant dans leur génome une grande
partie des génes d’'lg humaines. De telles souris, appelées « XenoMouse », sont
capables de mimer le systéme immunitaire humoral humain et de produire une
grande diversité d’anticorps monoclonaux humains de haute affinité. Cette
technique a permis d’isoler des Ig reconnaissant de nombreux antigénes et
notamment 'lEGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Jakobovits et al, 2007)
qui a conduit a la commercialisation du Panitumumab, premier anticorps
monoclonal humain produit chez une souris transgénique et approuveé pour la
thérapie du carcinome métastatique colorectal.
La deuxiéme technique, décrite pour la premiere fois par McCafferty et al en
1990, consiste a présenter des fragments d’anticorps, issus de banques
combinatoires, a la surface d’'un phage filamenteux en fusion a une protéine de
capside du phage qui seront alors mis en présence de I'antigéne d’intérét in vitro.
Les méthodes d’obtention de telles banques ainsi que les techniques de
sélections des anticorps seront plus amplement décrites dans les paragraphes
2.1 et 2.2 respectivement. L’Adalimumab est le premier anticorps monoclonal
totalement humain approuvé pour une utilisation thérapeutique obtenu par cette
technique. C’est un anticorps anti-TNF-a utilisé dans la thérapie de l'arthrite
rhumatoide et de la maladie de Crohn (Taylor, 2003).

L’appellation des anticorps monoclonaux est régie par une nomenclature internationale
qui référe a son origine. Ainsi tout nom d’anticorps monoclonal porte le suffixe mAb
(monoclonal Antibody) précédé des syllabes « mo », « X i », « Zu » oU « mu » qui



concernent respectivement les anticorps de souris, chimériques, humanisés, ou
humains.

1.1.2. Les fragments d’anticorps.

Dans le cadre de l'utilisation d’un anticorps pour ses capacités de liaison a un antigéne
uniquement, on peut envisager de se restreindre a des fragments de cet anticorps qui
sont plus facilement manipulables. En effet il existe plusieurs applications, comme
I'inactivation de cytokines, pour lesquelles les fonctions effectrices de la région Fc ne
sont pas désirées. On distingue deux types de fragments d’anticorps : les fragments
d’anticorps « naturels » obtenus par protéolysed’immunoglobulines purifiées et les
fragments d’anticorps recombinants dont le géne a été modifié.

1.1.21. Les fragments d’anticorps naturels.

La papaine et la pepsine sont deux enzymes protéolytiques qui clivent
'immunoglobuline en différents fragments caractéristiques.

L’hydrolyse d’'une Ig par la papaine conduit a la formation de 2 fragments Fab, constitué
de I'association de la chaine légére avec le domaine variable et un domaine constant de
la chaine lourde, identiques et d’un fragment Fc. Le fragment Fab obtenu conserve sa
capacité de lier 'antigéne alors que le fragment Fc conserve toutes les autres fonctions
de I'anticorps (activation du complément, toxicité cellulaire dépendante de I'anticorps ou
fixation aux récepteurs).

La pepsine, quant a elle, génere un fragment F(ab’), qui est constitué de la région
charniére de I'lg et de 2 fragments Fab liés de maniére covalente grace aux ponts
disulfures intacts. La partie restante de la région Fc est clivée en petits fragments.
L’intérét du fragment F(ab’), par rapport au fragment Fab est qu'il reste bivalent et qu’il
conserve donc une activité de liaison et une affinité pour I'antigéne identiques a
I'anticorps complet.

1.1.2.2. Les fragments d’anticorps recombinants.

Vers la fin des années 80, les progrés du génie génétique ont permis la manipulation et
le clonage des génes codant pour les anticorps. Les premiers génes
d'immunoglobulines clonés ont été les génes codant pour des chaines légéres entiéres
et exprimés dans des cellules de mammifére (Rice & Baltimore, 1982). Mais ce n’est
qu'en 1988 que Better et collaborateurs ont réussi a produire un fragment d’anticorps
Fab actif. Depuis l'intérét pour les fragments d’anticorps recombinants n’a cessé de
croitre. Bien que les scFv (single chain Fv) soient le format d’anticorps recombinants le
plus largement étudié et utilisé, d’autres formats comme les Fab recombinants ou les
anticorps simple domaine sont également analysés. Les avantages majeurs des
fragments d’anticorps recombinants sont non seulement de pouvoir les associer mais
aussi de créer des protéines de fusion avec, par exemple, des enzymes ou des toxines,
afin de leur conférer une deuxieme fonctionnalité.

- Les Fab : Ces fragments recombinants sont obtenus par 'assemblage de la
chaine lourde tronquée (Fd) et de la chaine Iégére de I'anticorps d’intérét. Le premier



fragment Fab recombinant actif, obtenu par sécrétion chez Escherichia coli, a été isolé
par Better et collaborateurs en 1988. Ce fragment Fab est issu du clonage des génes
codant pour la région Fd et la chaine k d’'un anticorps chimérique a partir de son ADNc
(ADN complémentaire). Chacune des chaines a été clonée en fusion a une séquence
peptidique signal permettant I'export au niveau du périplasme. En effet, une molécule
Fab nécessite pour son repliement fonctionnel la formation de ponts disulfures intra- et
inter-chaine. Depuis cette méthode a été utilisée pour construire et produire d’autres
fragments Fab (Kaplan et al, 1998 ; Wu et al, 2004). Des fragments F(ab’), bispécifiques
ont également été créés a partir de fragments Fab soit par couplage chimique (Shalaby
et al, 1992) soit par hétérodimeérisation grace a un « leucine zipper » (Kostelny et al,
1992).

- Les anticorps simple domaine : L’intérét pour les fragments d’anticorps
recombinant s’est également focalisé sur un autre type de molécules issues
d'immunoglobulines de camélidés ou de requins : les fragments VyH et V-NAR (New
Antigen Receptor) respectivement. lIs ont pour particularité de se lier a I'antigéne via un
seul domaine variable. En effet, leurs immunoglobulines correspondantes ne sont
composeées que d'une chaine lourde. Ce type de fragment d’anticorps posséde d’autres
caractéristiques remarquables. Tout d’abord leur région CDR3 est souvent consitutée
d’'un grand nombre d’acides aminés, ils sont donc capables de former un site convexe
de liaison a I'antigéne. Les anticorps simple domaine fournissent donc de nouvelles
spécificités de liaison notamment vis a vis d’antigénes inaccessibles pour des
fragments d’anticorps classiques. De plus les VyH et V-NAR possédent souvent un pont
disulfure supplémentaire qui les stabilise entre la boucle CDR3 et la boucle CDR1 ou 2
(Wesolowski et al, 2009). Ces fragments d’anticorps de petite taille (~15 kDa) sont en
outre solubles et bien produits chez Escherichia coli. Ce type de fragment est donc
également optimisé pour la pénétration dans des tissus ou le ciblage d’antigénes
intracellulaires.
Plusieurs équipes ont cherché a transférer partiellement les propriétés des VyH a
des anticorps simple domaine humains par substitution de résidus clés. Ce
procédeé a été appelé camélisation (Davies et Riechmann, 1996). Ce qui a permis
de sélectionner a partir de banques de domaines VH ou VL humains optimisés
des fragments simple domaine dont les propriétés de stabilité et de solubilité se
rapprochent de celles des VyH.
D’autres équipes, a l'inverse, ont cherché a humaniser des fragments d’anticorps
VuH déja sélectionnés a partir de banques provenant de camélidés immunisés
(Vincke et al, 2009)
Toutes ces propriétés des anticorps simple domaine, combinées a I'ingénierie
moléculaire, font de ce format de fragment d’anticorps un outil prometteur pour le
diagnostic et la thérapie (Wesolowski et al, 2009).

- Les scFv : Un fragment Fv, constitué des 2 domaines variables d’'un anticorps
associés de fagon non covalente, se dissocie rapidement a faible concentration
(Glockshuber et al, 1990), contrairement aux fragments Fab qui sont essentiellement
stabilisés par les interactions entre les domaines constants. C’est pourquoi 2 équipes
(Bird et al, 1988 ; Huston et al, 1988) ont proposé de stabiliser ce type de fragment en
exprimant le Fv sous forme d’une protéine de fusion ; pour cela ils ont suggéré de relier



les génes codant pour les domaines VH et VL par une séquence codant pour un
polypeptide flexible, généralement de 15 acides aminés, appelé linker. Ces protéines
ont d’abord été appelée s-Fv puis scFv pour « single-chain Fv ».

Il a été montré, d’'une part, que la taille du linker influence la formation du scFv.
En effet, lorsque le linker est composé d’au moins 12 acides aminés les
domaines VH et VL s’associent entre eux pour former un scFv. Cependant,
lorsqu’on réduit la taille du linker a moins de 12 acides aminés les domaines
variables ont tendance a s’organiser pour former des diméres (appelés
« diabodies ») voire méme des trimeres (appelés « triabodies ») (Hudson & Kortt,
1999).

D’autre part, les domaines variables peuvent étre associés soit sous format VH-
linker-VL soir sous forme VL-linker-VH. L’orientation des génes peut affecter non
seulement l'efficacité d’expression mais aussi la stabilité ou I'activité de liaison
(Weisser et Hall, 2009) et méme la multimérisation du scFv (Kortt et al, 2001).

Le format de scFv le plus courant résulte de I'association des géenes sous
I'orientation VH-linker-VL, ou le linker est un polypeptide de 15 résidus de type
(GlysSer)s.

La principale limite liée au scFv est sa monovalence. En effet, méme si I'affinité
du scFv pour son antigene est forte, la dissociation des deux se fait rapidement,
notamment dans le cas d’'un excés d’antigéne (utilisation thérapeutique par
exemple) (Holliger et Hudson, 2005). C’est pourquoi de nombreuses équipes se
sont intéressées a la multimérisation des scFv.

Les scFv multispécifiques : Des scFvs multivalents (dia-, tria- ou tetra-bodies)

peuvent étre générés grace a la modification de la taille du linker. Cependant de tels
scFv restent monospécifiques. Afin d’augmenter 'avidité des scFv multivalents en
reconnaissant simultanément plusieurs épitopes sur le méme antigene, certains se sont
intéressés aux fragments d’anticorps multispécifiques.

C’est ainsi que, dés 1995, Neri et collaborateur ont réussi a exprimer chez
Escherichia coli et a purifier un « diabody » bispécifique. Pour cela, ils ont
fusionné les génes de 2 scFv sur le méme plasmide en réalisant une construction
de type V yl-linker-V 1-linker-V 2-linker-V42 . lls ont alors nommé ces
« diabodies » CRAb pour « Chelating Recombinant Antibodies ». Néanmoins
plusieurs organisations différentes des génes des scFv peuvent étre utilisées.
Aussi d’autres « diabodies » bispécifiques ont été créés : les scDb (« single-chain
diabodies ») et les taFv (« tandem scFv fragments ») (Korn et al, 2004). Les taFv
sont formés par la connection des séquences de 2 scFv par un linker médiant de
taille variable, ce qui les rend beaucoup plus flexible que les scDb. De plus les
taFv sont capables de se dimériser pour former des fragments d’anticorps
tétramériques bispécifiques (Wittel et al, 2005).

Les « minibodies » : Dans le cadre d’une utilisation thérapeutique, les scFv et

les diabodies seraient rapidement éliminés par I'organisme en raison de leur petite taille.
C’est pourquoi de nouveaux formats de fragments d’anticorps ont été envisagés : les

« minibodies ». Ce type de protéines peut étre généré grace a la fusion d’'un scFv a des
domaines qui tendent a s’associer. Différents formats de « minibodies » ont été créés
grace, par exemple, a I'association de scFv a des hélices amphiphiles (scFv-HLX) ou a



des structures de type « leucine zipper » (scFv-ZIP). D’autres « minibodies » ont été
réalisés en liant le scFv, soit directement soit via un lien flexible, a un domaine Cx3
(scFv-Cp3) voire méme a la région Fc compléte (scFv-Fc) d’'une immunoglobuline
(Weisser et al, 2009).

1.2. Intéréts de 'immunociblage par des fragments d’anticorps recombinant.
1.2.1. Limites a l'utilisation des anticorps monoclonaux.

Les anticorps complets sont aujourd’hui largement utilisés dans le traitement de
différentes pathologies et notamment le cancer. Cependant ils possédent de nombreux
inconvénients.

Tout d’abord, I'obtention d’anticorps entiers purs, particulierement pour une utilisation
thérapeutique, est trés colteuse. En effet, les immunoglobulines sont de grosses
molécules qui contiennent plusieurs ponts disulfures et des modifications post-
traductionnelles comme la glycosylation. De plus ils doivent généralement étre injectés a
fortes doses pour étre efficaces en thérapie. C’est pourquoi d'importants volumes de
cultures de cellules de mammifére sont nécessaires pour les produire ainsi que de
nombreuses étapes de purification selon des procédures régies par les bonnes
pratiques de fabrication.

D’autre part le poids moléculaire des anticorps limite leur utilisation pour le traitement
des tumeurs solides qui représentent 85% des cancers. Parmi les 9 anticorps
monoclonaux approuveés pour la thérapie anti-cancéreuse seuls 2 ciblent des tumeurs
solides (Chames et al, 2009). En effet, 'un des paramétres clé pour le traitement
efficace de ce type de cancer est la pénétration intra-tumorale (Tunggal et al, 1999). Or
les tumeurs solides sont caractérisées par une vascularisation hétérogéne et tortueuse,
une pression interstitielle importante et une viscosité élevée du sang dans la tumeur
(Beckman et al, 2007). Ces spécificités rendent les cellules tumorales difficilement
accessibles aux anticorps entiers puisque le taux de diffusionest inversement
proportionnel a la racine cubique du poids moléculaire (Chames et al, 2009). Enfin les
anticorps entiers se restreignent a la reconnaissance d’antigenes extracellulaires, bien
que certains aient montré la possibilité d’'utiliser des anticorps complets dans un
contexte intracellulaire, comme Biocca et collaborateurs qui ont, en 1990, réussi a
assembler des anticorps dans le cytoplasme de cellules de mammifére par transfection
de plasmides codant pour les chaines lourde et Iégére d’'une immunoglobuline de type
M. En effet, les immunoglobulines nécessitent la présence de plusieurs ponts disulfures
inter- et intra-chaine qui ne peuvent se former dans le contexte réducteur du
cytoplasme. De plus, ce sont de grosses molécules qui ne sont pas capables de diffuser
librement dans les différents compartiments cellulaires et dont les génes sont plus
difficilement manipulables que ceux de fragments d’anticorps.

C’est pourquoi de plus en plus d’équipes s’intéressent a I'étude des fragments
d’anticorps.

1.2.2. Intérét des fragments d’anticorps recombinants.
Ce paragraphe se focalisera essentiellement sur les fragments scFv qui représentent le

format d’anticorps recombinant le plus largement étudié et utilisé.
Le premier avantage de ces fragments d’anticorps recombinants est qu’ils conservent la



spécificité de liaison de I'anticorps parental dont ils sont issus (Bird et al, 1988 ; Huston
et al, 1988 ; Kaplan et al, 1998).

D’autre part plusieurs systémes d’expression peuvent étre utilisés pour produire des
fragments d’anticorps (voir paragraphe 2.3). Cependant le systéme le plus courant est la
production de scFv chez Escherichia coli, systéme plus rapide et moins codteux que les
cellules de mammifére employées pour la production d’anticorps complets. Bien que les
scFv nécessitent la présence d’'un pont disulfure, qui ne peut se former que dans le
periplasme de la bactérie, des études ont montré la possibilité de produire avec
d’excellents rendements des scFv dans le cytoplasme bactérien (Martineau et al, 1998
et 1999). Ce qui indique que les scFv sont capables de se replier et d’étre fonctionnels
en l'absence de pont disulfure et d’étre ainsi utilisés pour le ciblage d’antigenes
intracellulaire.

De plus, la purification de ces protéines peut se faire en une étape par chromatographie
d’affinité grace a la fusion d’un polypeptide étiquette, de type His 6ou FLAG, en C-
terminal des genes codant pour le fragment d’anticorps (Casey et al, 1995 ; Wu et al,
2004).

Nous avons également vu que les scFv sont non seulement capables de se
multimériser, et méme de s’associer pour former des molécules bi- ou tri-spécifiques,
mais aussi d’étre fusionnés facilement a différentes protéines (région Fc, leucines
zipper, domaine constant Cn3, etc) pour former des « minibodies ».

Enfin les fragments d’anticorps peuvent aisément étre liés ou fusionnés génétiquement
a des molécules effectrices. Plusieurs études différentes ont été menées pour générer
ce type de fragments bi-fonctionnels :

- Couplage a des radionucléides : le marquage de scFv par des radionucléides
pour la radioimmunothérapie offre plusieurs avantages par rapport aux anticorps entiers.
En effet, les scFv marqués sont non seulement éliminés plus rapidement par le sang et
les tissus normaux, mais aussi ils pénetrent plus efficacement et plus rapidement la
tumeur (Colcher et al, 1999).

- Couplage a des drogues cytotoxiques : I'une des approches envisagée pour le
traitement du cancer a été de coupler un scFv a une drogue chimiothérapeutique. La
faisabilité d’'une telle méthode a été montrée en 2007 par Chen et collaborateurs. En
effet, ils ont couplé un scFv spécifique du « carcinoembryonic antigen », glycoprotéine
impliquée dans I'adhésion cellulaire et qui est anormalement retrouvée dans plusieurs
adénocarcinomes, avec la mitomycine, un agent thérapeutique utilisé dans le cancer
colorectal. lls ont ainsi réussi a inhiber la croissance et a induire I'apoptose des cellules
tumorales in vitro.

- Couplage a des toxines : L’association de fragments d’anticorps a des toxines,
qui ont été appelées immunotoxines, est une autre voix thérapeutique qui a été
explorée. Les premiéres toxines qui ont été fusionnées a des scFv étaient d’origine
bactérienne ce qui limitait leur utilisation en thérapie. Ce probléme a pu étre contourné
par le développement d’'une immunotoxine totalement humaine. Cette toxine est une
RNase qui ne sera fonctionnelle qu’aprés internalisation de la molécule grace a la partie
scFv (De Lorenzo et al, 2004).



- Couplage a des cytokines : Halin et collaborateur ont montré en 2002 qu’en
fusionnant l'interleukine-12, qui a une activité antitumorale et antimétastatique, a un
scFv ciblant spécifiquement une protéine surexprimée au niveau detissus
néovascularisés comme les tumeurs, ils augmentaient significativement I'activité
antitumorale de l'interleukine-12.

- Couplage a des enzymes : Afin de délivrer spécifiquement une drogue au
niveau de cellules tumorales, il est possible de fusionner des scFv spécifiques de ces
cellules a une enzyme qui aura pour role de cliver une pro-drogue non toxique en agent
cytotoxique exclusivement au niveau de la tumeur. La faisabilité d’une telle méthode a
été montrée en 2009 par Afshar et collaborateurs. Ceux-ci ont réussi a inhiber la
prolifération de cellules cancéreuses en fusionnant un scFv spécifique du récepteur
HER2/neu, membre de la famille des « epidermal growth factor receptor » et dont la
surexpression est retrouvée dans certains cancers du sein, a un double mutant de
'enzyme « purine nucleoside phosphorylase ». Celle-ci engendre le clivage de la pro-
drogue 2-fluoro-2’deoxyadenosine en 2-fluoroadenine toxique pour les cellules.

L’intérét pour les fragments d’anticorps et notamment pour les scFv n’a cessé de croitre
ces derniéres années, non seulement a cause des propriétés de ces molécules, et des
nombreuses applications imaginables mais aussi parce que ces petites molécules sont
capables de cibler des antigenes intra-cellulaires.

1.2.3. Le cas des intracorps.

Un intracorps (ou « intrabody ») est un anticorps, ou plus généralement un fragment
d’anticorps, souvent de type scFv, qui est exprimé a l'intérieur d’'une cellule.

L’idée d’utiliser des anticorps pour bloquer des fonctions intracellulaires date de 1980
qgquand Antman et collaborateurs ont montré qu’il était possible de neutraliser la fonction
d’'une protéine cible en micro-injectant un anticorps purifié. Bien qu’il soit possible
d’utiliser les anticorps monoclonaux en tant qu’intracorps (Biocca et al, 1990), le format
scFv a rapidement été préféré aux anticorps complets pour un emploi dans un contexte
intracellulaire.

En effet, 'avantage principal des scFv pour ce type d’utilisation, également appelée
immunisation intracellulaire, est que leur petite taille leur permet de diffuser librement
dans la cellule, notamment du cytoplasme au noyau. De plus les scFv peuvent
facilement étre relocalisés au niveau d’autres compartiments cellulaires comme le
réticulum endoplasmique, la mitochondrie ou la membrane plasmique gréce a la fusion
d’'une séquence peptidique d’adressage (Lo et al, 2008).

1.2.3.1. Mode d’action des intracorps.

L’'idée fondamentale de I'immunisation intracellulaire est de neutraliser ou de modifier
les fonctions biologiques d'une protéine cible. Pour cela les intracorps sont capables de
moduler I'activité d’'une protéine selon différents modes d’action.

D’une part les scFv peuvent étre fusionnés a des séquences d’adressage spécifiques
qui vont agir soit en retenant la protéine cible dans un compartiment cellulaire, comme le
réticulum endoplasmique pour empécher I'expression de protéine de surface (Boldicke



et al, 2005), soit la relocaliser dans un compartiment inapproprié a sa fonction (Sibler et
al, 2003).

D’autre part I'immunisation intracellulaire peut perturber des voies biologiques ou de
signalisation cellulaire en interférant au niveau des interactions normales de la protéine
cible. Une étude a montré qu’en ciblant la protéine Ras, qui intervient dans la
transduction du signal des récepteurs a tyrosine kinase, il était possible d’induire une
régression tumorale (Cochet ef al, 1998).

Il est également possible d’employer des scFv pour agir sur les voies apoptotiques. Tse
et Rabbits ont montré en 2000 qu’il était possible d’induire la mort de cellules par
apoptose grace a un scFv, spécifique de la b-galactosidase, fusionné a la caspase 3.
Lorsque ce scFv se fixe a sa cible tétramérique, la caspase 3, qui intervient dans une
des voies apoptotiques, s’auto-active et induit la mort cellulaire par apoptose.

Enfin la dégradation d’'une protéine cible par la voie du protéasome est une autre
application des intracorps, notamment grace a la technique SIT (Suicide Intrabody
Technology) développée par Melchionna et Cattaneo en 2007. Celle—ci consiste a
fusionner un scFv a un substrat, IkBa, qui est dégradé par la voie ubiquitine/protéasome
aprés traitement au TNFa (tumor necrosis factor a) et activation de la voie NF-kB
(nuclear factor-kappa B). La cible protéique, reconnue par la fusion scFv-lkBa, sera alors
dégradée par le protéasome.

1.2.3.2. Applications thérapeutiques des intracorps.

De nombreuses applications sont envisageables avec des intracorps et principalement
dans le domaine thérapeutique. Ces derniéres années, I'immunisation intracellulaire
s’est focalisée essentiellement sur 3 champs d’investigation :

- Le traitement du SIDA : Plusieurs approches ont été envisagées pour traiter les
cellules infectées par le VIH (Virus de 'lmmunodéficience Humaine), comme
l'interruption du cycle viral en bloquant les protéines virales au niveau du réticulum
endoplasmique (Zhou P. et al, 1998). D’autres études ont visé a stopper la réplication du
virus avant ou aprés intégration au génome cellulaire et méme a empécher cette
intégration (Lo et al, 2008).

- Le traitement des maladies neurodégénératives : Le ciblage de protéines
impliquées dans les maladies neurodégénératives a été étudié et des résultats
prometteurs ont été obtenus notamment pour la maladie de Huntington, causée par une
aggrégation et une accumulation de la huntingtine mutée (Wolfgang et al, 2005), et pour
la maladie de Parkinson, qui résulte de la surexpression et de I'oligomérisation de I'a-
synucléine (Zhou C. et al, 2004).

- Le traitement du cancer : Plusieurs axes de recherches ont été suivis pour des
applications des intracorps dans la thérapie du cancer.
Des études ont été menées sur la rétention dans le réticulum endoplasmique des
récepteurs des facteurs de croissance, comme ErbB2 et EGFR, qui sont des
récepteurs a tyrosine kinase de la famille ErbB et des récepteurs impliqués dans
'angiogénése, comme les récepteurs du VEGF (Vascular Endothelial Growth



Factor) (Lo et al, 2008).

Des recherches ont également porté sur les protéines liées au cycle cellulaire et
a I'apoptose et notamment sur la protéine Ras, protéine qui intervient dans la
chaine de signalisation cellulaire par activation des tyrosine kinases (Cochet et al,
1998).

D’autres équipes se sont aussi intéressées aux protéines de transduction du
signal, a celles responsables de la résistance aux drogues chimiothérapiques ou
aux recepteurs d’adhésion comme les intégrines (Lo et al, 2008).

Bien que plusieurs études démontrent l'intérét de I'utilisation des intracorps dans le
traitement de différentes pathologies, il n'existe a ce jour que 10 essais cliniques,
achevés ou en cours, avec seulement 8 scFv différents, qui ont tous pour cible un
antigene extracellulaire (http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=scFv).

1.1.1.1. Limites et améliorations des intracorps.

Bien que les intracorps semblent étre des outils thérapeutiques d’avenir, il reste
cependant plusieurs difficultés a résoudre.

Le premier probléme lié a l'utilisation intracellulaire de fragments d’anticorps est le
repliement fonctionnel du polypeptide a l'intérieur de la cellule. En effet la plupart des
scFv nécessite la formation de ponts disulfures pour leur repliement correct.
L’expression cytoplasmique des fragments d’anticorps, c’est a dire dans un
environnement réducteur ne permet pas la formation de ces ponts disulfures,
contrairement a I'expression au niveau du réticulum endoplasmique, ce qui conduit a la
formation de scFv non fonctionnels et peu solubles. Il est cependant possible d’obtenir
des fragments d’anticorps actifs en 'absence de ponts disulfures (Sibler et al, 2005).
Outre les problémes liés a I'expression intracellulaire, il est également nécessaire dans
le cadre d’'une utilisation thérapeutique de mettre au point un systéme de transfert de
génes sain et efficace. Celui-ci peut se faire par différentes méthodes.

Les vecteurs viraux, comme les rétrovirus, les lentivirus et les adénovirus ont 'avantage
d’étre transduits efficacement et de fournir une expression a long terme de l'intracorps.
Outre 'immunogénicité de ce type de vecteurs, I'efficacité de transfert de géne peut étre
réduite par des anticorps neutralisants préexistants (Lo et al, 2008). Ainsi un autre type
de vecteurs viraux a été développé pour réduire 'immunogeénicité, particulierement des
adénovirus, tout en conservant les avantages précédemment décrits: les AAV (Adeno-
Associated Virus) (Jooss & Chirmule, 2003). Indépendamment des problémes liés a
'immunogénicité des vecteurs viraux, il existe encore d’autres obstacles a résoudre
pour une utilisation en thérapie comme la possibilité de mutagénése insertionnelle ou la
difficulté de production a grande échelle.

Bien qu’aucune étude n’ait encore montré I'emploi de vecteurs non viraux pour le
transfert de génes d’intracorps, des recherches ont prouvé le potentiel de tels vecteurs.
En effet, Li et collaborateur ont utilisé, en 2001, une protéine de fusion pour délivrer de
I’ADN exogene a l'intérieur de cellules. Cette protéine de fusion est constituée d’'une part
d’'un scFv spécifiqgue du domaine extracelluaire du récepteur ErbB2 (aussi appelé
HER2/neu) et d’autre part d’'une forme tronquée de la protamine humaine, protéine
capable de lier et de condenser de 'ADN. Une autre approche possible est l'utilisation
d’immunoliposomes capables de cibler spécifiquement des cellules. Nielsen et



colaborateurs ont isolé, en 2002, un fragment d’anticorps, spécifique du récepteur
ErbB2, qui est endocyté par les cellules, et qu’ils ont conjugué avec du polyéthyléne
glycol pour générer des immunoliposomes, capables de délivrer spécifiqguement un
acide nucléique, une drogue ou une protéine a l'intérieur des cellules.

L’'une des alternatives a la thérapie génique par des fragments d’anticorps est la
transduction, c’est-a-dire l'internalisation de ces intracorps, dans les cellules. De
nombreuses études ont été menées sur différentes molécules permettant I'entrée de
protéine dans des cellules et notamment sur des domaines de transduction protéique,
PTD (Protein Transduction Domain) qui sont de petites séquences peptidiques riches en
acides aminés basiques. Plusieurs PTD ont été utilisés a ce jour pour la transduction : le
PTD de la protéine TAT (Trans-Activator of Transcription) du VIH, celui de la protéine
structurale VP22 de I'Herpes Simplex Virus (HSV) et celui du facteur de transcription
antennapedia (AntP) de la drosophile (Matsushita & Matsui, 2005). Dans une autre
étude, Courtéte et collaborateurs ont montré, en 2007, la possibilité de transduire des
anticorps entiers, spécifiques de I'oncoprotéine virale E6, impliquée dans le cancer du
col de l'utérus, avec des lipides cationiques pour neutraliser cette protéine et ainsi
stopper la croissance cellulaire. Ils ont également remarqué que la co-transduction de
ces anticorps avec des siRNA dirigés contre la protéine E6 permettait une action
synergique de ces deux molécules.

L’intérét thérapeutique des anticorps monoclonaux n’est plus a démontrer, mais les
fragments d’anticorps recombinant offrent de nouvelles perspectives thérapeutiques,
notamment pour I'immunisation intracellulaire. Cependant ces molécules se heurtent
encore a différents problémes, la sélection de molécules de haute affinité et leur
expression. Trés peu d’essais cliniques sont menés a ce jour avec des scFv (10 d’apres
http://www.clinicaltrials.gov) et aucun avec des intracorps.

Il existe différents types de banques mais aussi techniques de sélection permettant
d’isoler des fragments d’anticorps.

2. Sélection et expression de fragments d’anticorps
recombinants.

2.1. Les banques de fragments d’anticorps recombinants.

Les techniques de la biologie moléculaire permettent aujourd’hui d’amplifier et de cloner
facilement et rapidement les genes variables d’immunoglobulines de différentes
sources, a partir de 'ARNm, puis de les combiner aléatoirement pour générer des
banques de grande diversité. Il existe différents types de banques qui différent par la
provenance des génes variables d'immunoglobulines a I'origine de leur construction.
Chaque type de banque posséde ses particularités, ses avantages et ses inconvénients.

2.1.1. Les banques naives.

Une banque de fragments d’anticorps est dite naive lorsqu’elle est issue des génes
variables réarrangés de cellules B n’ayant pas été en contact avec un antigéne. Pour ce
type de banque, les lymphocytes B d’'un certain nombre d’individus sont isolés, a partir
du sang périphérique, de la moelle osseuse ou de cellules de la rate ou a partir
d’animaux. L’'un des points importants pour la construction de banques naives est le



nombre d’individus donneurs, plus il sera important plus la diversité de la banque sera
grande. Glanville et collaborateur ont montré en 2009 que la diversité combinée de la
banque de scFv humaine qu’ils ont construite a partir des lymphocytes d’environ 600
donneurs était de I'ordre de 3,5.10"°.

Ce type de répertoire a pour avantages de permettre l'isolement d’anticorps humains
dirigés contre des auto-antigénes, des antigénes non-immunogéniques ou toxiques, et
d’étre utilisable pour la majorité des antigénes. De plus, il est possible d’obtenir des
anticorps de haute affinité avec des banques de grande taille. Par contre, la construction
de ce type de banque nécessite du temps. En outre, le contenu et la qualité de la
banque sont influencés par I'expression inégale des génes, par I'historique du donneur
et par la diversité limitée des IgM (Azzazy & Highsmith, 2002).

2.1.2. Les banques immunisées.

Les banques immunisées sont construites a partir des génes variables de cellules B,
ayant déja été en contact avec un antigéne donné, qui proviennent d’animaux
immunisés ou éventuellement de donneurs humains naturellement immunisés ou
infectés (infection virale par exemple). Des banques immunisées humaines peuvent
également étre obtenue a partir de souris transgéniques (« xenomouse»).

Ce type de répertoire posséde deux atouts majeurs ; non seulement ces banques sont
enrichies en anticorps spécifiques de I'antigéne, mais ces anticorps ont également subi
une maturation d’affinité par le systéme immunitaire du donneur. Elles présentent
cependant de nombreux désavantages. En effet, le temps nécessaire a 'immunisation
d’'un animal est long et la réponse immunitaire contre I'antigéne d’intérét n’est pas
prédictible. De plus, il n’est pas possible d’obtenir des anticorps contre des auto-
antigénes ou des antigénes toxiques et une nouvelle banque doit étre construite pour
chaque antigene (Azzazy & Highsmith, 2002).

2.1.3. Les banques synthétiques et semi-synthétiques.

Il existe également un autre type de banques dites synthétiques ou semi-synthétiques.
Ces banques sont construites en introduisant synthétiguement une diversité dans les
CDR. En effet, la spécificité d’'un anticorps réside dans ses six CDR qui forment le site
de liaison a I'antigéne.

Les banques synthétiques sont entierement construites in vitro en utilisant des
oligonucléotides qui introduisent une dégénéréscence compléte ou partielle dans
lesCDR d’un ou plusieurs génes variables.

Les banques semi-synthétiques sont formées par la combinaison de la diversité
naturelle et synthétique. Elles sont généralement créées pour augmenter la diversité
naturelle tout en conservant un certain niveau de diversité fonctionnelle.

L’avantage majeur des répertoires synthétiques est la possibilité de contrbler et de
définir leur contenu, leur variabilité locale et leur diversité globale (Azzazy & Highsmith,
2002).

2.2. Méthodes de sélection de fragments d’anticorps recombinants.



Il existe plusieurs systémes de présentation de fragments d’anticorps recombinants
permettant de relier le phénotype aux génes de la banque dont ils sont issus. Le
« phage display » est le systéme le plus largement utilisé bien qu’il existe d’autres
méthodes de présentation comme le « ribosome display » et le « yeast display ».

2.2.1. Le « ribosome display ».

Cette méthode de présentation de fragment d’anticorps est un systéme de
transcription/traduction entiérement in vitro qui ne requiert ni culture de cellule ni
transformation. Le principe consiste a transcrire de ’ARNm a partir d'une banque d’ADN
codants pour des polypeptides, fusionnés génétiquement en 3’ a une séquence
d’espacement appelée « spacer », dépourvue de codon stop. Lors de la traduction de
’ARNm, en présence d'une quantité stochiométrique de ribosome, le « spacer »
permettra alors au polypeptide néosynthétisé d’'étre piégeé par le ribosome. Il y aura ainsi
formation d’'un complexe ternaire constitué par le polypeptide naissant, TARNm et le
ribosome, assurant donc le couplage entre le génotype et le phénotype. Aprés sélection
des complexes capables de lier un antigéne donné, ’TARNm de ces complexes est
récupere, puis utiliser comme matrice pour générer de ’'ADNc qui sera amplifié par PCR
(Polymerase Chain Reaction). Les produits de PCR pourront alors étre utilisés pour un
nouveau tour de sélection (Weisser & Hall, 2009).

La méthode de sélection d’anticorps recombinants par « ribosome display » présente de
nombreux avantages. En effet, il n’y a pas de limitations dues aux étapes de clonage et
de transformation in vivo comme pour le « phage display » par exemple. Mais encore,
I'étape d’amplification du matériel sélectionné est rapide et permet de plus d’introduire
un certain nombre de mutations augmentant ainsi la diversité.

2.2.2. Le « yeast display ».

Le systéme du yeast display consiste a exprimer un fragment d’anticorps recombinant a
la surface de la levure en fusion a un récepteur d’adhésion, I'a-agglutinine qui est
constituée de deux sous-unités, Agalp et Aga2p, qui interagissent par I'intermédiaire de
deux ponts disulfures. Les scFv sont fusionnés génétiquement a la sous-unité Aga2p,
pour permettre leur expression a la surface de levure, qui est contrblée par un
promoteur inductible, comme le promoteur Gal par exemple. Ce systéme permet
I'expression d’un grand nombre de molécules identiques (entre 10* et 10° copies) & la
surface de la cellule (Weisser & Hall, 2009).

En outre, cette méthode de présentation rend possible ['utilisation du FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting) pour sélectionner rapidement les levures
exprimant a leur surface des fragments d’anticorps spécifiques d’'un antigéne donné. En
effet, les scFv sont fusionnés génétiquement a deux étiquettes détectables par un
anticorps fluorescent. De plus, I'antigene peut également étre marqué, soit par un
marquage fluorescent direct, soit par reconnaissance par un anticorps fluorescent. Les
cellules doublement marquées sont alors triées et quantifiées en fonction de la liaison a
I'antigéne et de I'expression du fragment d’anticorps a la surface de la cellule (Boder &
Wittrup, 1997).

Les levures exprimant a leur surface des molécules capables de lier I'antigéne sont
ensuite remises en culture et réutilisées pour un nouveau tour de sélection contre le



méme antigéne.
L’'un des principaux avantages du yeast display est que le repliement des protéines
recombinantes se fait dans un systéme eucaryote et permet donc les modifications post-
traductionnelles.

2.2.3. Le « phage display ».

Le « phage display » est actuellement la méthode la plus utilisée pour la sélection de
fragments d’anticorps recombinants dirigés contre un antigéne donné. Ce systéme de
présentation consiste a exprimer un fragment d’anticorps a la surface d’'un phage
filamenteux en fusion a une protéine de surface de celui-ci. Le phage filamenteux le plus
couramment employé dans cette technique est le phage filamenteux M13.

2.2.3.1. Le phage M13

Le phage M13 est un cylindre flexible de 6,5 nm de diametre et de 930 nm de long. La
capside du phage est formée d’'une part de 5 protéines pVIl et 5 protéines plX au niveau
de lI'une des extrémités et de 5 protéines pVI et 5 protéines plll, auxquelles seront
fusionnés dans la plupart des cas les fragments d’anticorps, au niveau de l'autre
extrémité. La capside est d’autre part majoritairement constituée de la protéine pVIli
(2700 copies) qui forme le cylindre protéique entourant ’'ADN du phage et a laquelle
peuvent également étre fusionnés des fragments d’anticorps.

Les bactériophages filamenteux utilisés pour le « phage display » infectent via la
protéine Il les entérobactéries (E. coli, par exemple) qui possedent le facteur f codant
pour les protéines du pilus de la bactérie. Lors de l'infection, ’ADN simple brin du phage
pénétre dans le cytoplasme de la bactérie ou les enzymes bactériennes vont le
transformer en une forme double brin superenroulée. Celle-ci sert de matrice pour la
synthese des protéines phagiques, dont certaines sont responsables de la synthése de
nouveaux ADN simples brins et d’autres permettent I'encapsidation de ces molécules
d’ADN. Le procédé de replication du phage est bien toléré par la bactérie dont la
croissance est ralentie alors que 100 a 200 particules phagiques sont produites a
chaque génération.

La capside peut contenir une taille importante d’ADN simple brin, qui peut facilement
étre purifié et séquenceé, ce qui fait du phage M13 un excellent vecteur de clonage. Par
contre pour la technique du « phage display », les phages utilisés ne contiennent pas la
totalité de leur génome mais un brin d’ADN modifié appelé phagémide. Celui-ci contient
un signal d’encapsidation, I'origine de réplication du phage, le géne codant pour la
protéine de fusion et un géne de résistance a un antibiotique.

2.2.3.2. La présentation du fragment d’anticorps.

La technique du « phage display » consiste a présenter des fragments d’anticorps (Fab,
Fv ou scFV) a la surface du phage filamenteux M13. Pour cela les génes codant pour
ces molécules d’anticorps sont fusionnés en N-terminal de ceux codant pour les
protéines plll ou pVIII du phage.

Le choix de la protéine phagique permettant la présentation du fragment d’anticorps est
important et les caractéristiques du fragment sélectionné en dépendent. En effet, la



protéine pVIll est une petite protéine de 50 acides aminés présente en de nombreux
exemplaires et qui tolére donc difficilement les fusions a de grandes protéines. Elle est
adaptée a I'expression de petits peptides sur toute la surface de la capside méme si la
proportion de protéines de fusion par rapport aux protéines natives ne doit pas excéder
20% pour ne pas géner I'assemblage de la capside. Par contre, la protéine plll n’est
présente qu'en 5 exemplaires a 'une des extrémités du phage et peut étre fusionnée a
des molécules telles que les scFv. Cependant, la partie N-terminale de la protéine plll, a
laquelle est fusionné le fragment d’anticorps, est impliquée dans la reconnaissance de la
bactérie par le phage et donc dans la capacité de celui-ci a infecter une bactérie.

2.2.3.3. La présentation de I'antigene.

Lors de la sélection de fragment d’anticorps par la technique du « phage display », celui-
ci est présenté a I'antigéne via le phage. Cependant I'antigéne doit étre immobilisé pour
étre présenté a I'anticorps, ce qui peut se faire par lI'intermédiaire de différents supports.
En effet, en 'absence de support, il serait impossible de séparer les phages libres de
ceux qui sont capables d’interagir avec I'antigéne. Par ailleurs, le choix de la méthode
d'immobilisation de I'antigéne peut avoir une incidence sur la conformation de I'antigene
et donc la sélection des fragments d’anticorps.

Le mode d’'immobilisation le plus courant est I'adsorption de I'antigéne sur un support
plastique comme des immunotubes ou des plaques ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Mais il peut également étre présenté en étant fixé sur une
colonne d’affinité, afin de maintenir l'intégrité de I'antigéne, ou sur un anticorps de
capture lui-méme adsorbé sur le support solide (Azzazy & Highsmith, 2002).

La sélection de fragment d’anticorps dirigés contre des protéines membranaires, peut se
faire directement sur des cellules en culture. S’il s’agit de cellules adhérentes, les
phages non liés pourront étre éliminés simplement par des lavages du tapis cellulaire et
dans le cas de cellules en suspension les phages liés pourront étre isolés par
centrifugation des cellules. Pour ce type de sélection, il est cependant nécessaire
d’inclure une étape de contre-sélection et d’optimiser la méthode de sélection afin de
minimiser l'isolement de phages non spécifiques de I'antigéne choisi (Azzazy &
Highsmith, 2002).

Il est par ailleurs possible d’isoler des fragments d’anticorps a partir d’antigéne en
solution, ce qui a pour avantage de maintenir I'antigéne sous sa forme native. Pour cela,
il est nécessaire de marquer I'antigéne a la biotine par exemple. Les phages liés
pourront alors étre récupérés grace a des billes magnétiques recouvertes d’avidine ou
de streptavidine contre lesquelles une contre-sélection préalable aura été réalisée
(Azzazy & Highsmith, 2002).

2.2.34. La sélection.

Lors de la sélection, la banque de phages exprimant a leur surface des fragments
d’anticorps recombinants est incubée en présence de l'antigéne. Aprés différentes
étapes de lavage, les phages liés sont élués. Cette élution peut se faire soit avec une
solution acide (tampon glycine par exemple) ou basique (triéthylamine par exemple) soit
par coupure enzymatique (trypsine par exemple) ou encore grédce a un exces
d’antigéne.



Les phages élués sont ensuite utilisés pour infecter une culture bactérienne ce qui
permettra non seulement le dénombrement du nombre de clones élués mais surtout leur
amplification. Les phagémides ne contenant pas les génes indispensables a la synthese
de nouvelles particules virales, il est nécessaire de sur-infecter les bactéries par un
phage auxiliaire (ou phage helper) qui fournira a celle-ci les éléments nécessaires pour
produire des phages complets portant un nombre variable de protéines de fusion plll-
fragment d’anticorps. En effet, un méme phage est assemblé a la fois avec des
protéines issues du génome du phage auxiliaire et avec des protéines de fusion plll-
fragment d’anticorps issues du phagémide. Cela permet de conserver sur le phage
nouvellement synthétisé des protéines plll sauvages dont les fonctions sont essentielles
a l'infection. En outre, le signal d’encapsidation porté par le phagémide est beaucoup
plus efficace que celui porté par le phage auxiliaire ce qui explique que la grande
majorité des phages produits par la bactérie contient le phagémide. Une fois amplifiés
les phages produits par la bactérie sont purifiés et titrés pour étre utilisés lors d’une
nouvelle sélection sur le méme antigene. On parle alors de tour de sélection. Trois a
quatre tours de sélection sont généralement réalisés sur le méme antigéne, ce qui
permet d’enrichir les phages produits en phages spécifiques de I'antigéne.

Les phages sélectionnés peuvent alors étre analysés et testés pour I'activité de liaison
recherchée.

Le « phage display » présente I'avantage de pouvoir coupler directement la protéine
exposeée a la surface du phage (phénotype) avec 'ADN codé par celui-ci (génotype) et
donc d’accéder rapidement aux séquences des molécules sélectionnées.

Le nombre croissant de travaux publiés utilisant la technique du « phage display »
indique que cette méthode représente un outil performant pour de trés nombreuses
applications.

2.3. Systemes d’expression d’anticorps recombinants.

Les fragments d’anticorps recombinants issus de sélections a partir de banques peuvent
étre exprimés dans une large variété de cellules hétes incluant des procaryotes aussi
bien que des eucaryotes. Le choix du systéme d’expression dépend non seulement de
I'utilisation ultérieure du fragment d’anticorps mais aussi de la pureté et de la quantité
désirées.

2.3.1. Expression bactérienne.

Le systéme bactérien généralement utilisé pour la production de fragments d’anticorps
est 'espece Escherichia coli. En effet, I'obtention de bactéries capables de produire des
anticorps est rapide et facile. De plus ce systéme de production permet d’obtenir de
grandes quantités d’anticorps recombinants. Cependant il ne permet pas de réaliser des
modifications post-traductionnelles qui peuvent étre requises comme dans le cas de
couplage a des molécules effectrices.

L’expression de fragments d’anticorps recombinants chez E. coli est généralement
régulée par un promoteur inductible. Cette expression peut se faire dans le cytoplasme,
'espace périplasmique ou par sécrétion extracellulaire selon la nature du fragment
d’anticorps a produire.



Le systéme d’expression bactérien est le systéme privilégié pour la production des
fragments d’anticorps non glycosylés de type scFv notamment en raison du faible codt
de production et de la facilité d’expression avec un excellent rendement (de I'ordre du
g/L de culture). Cependant celui-ci est dépendant de chaque fragment d’anticorps
individuel.

2.3.2. Expression dans des cellules de mammiféres.

Les fragments d’anticorps recombinants peuvent étre exprimés dans les cellules de
mammiféere de facon soit transitoire soit stable en fonction de la quantité de protéine
requise.

Les systémes cellulaires les plus largement utilisés pour I'expression stable de protéines
recombinantes sont les cellules CHO (Chinese hamster ovary) et NSO, lignée de
cellules de myélome de souris. L’équipe de Tang a, en 2007, exprimé dans les cellules
CHO le scFvarg dérivé d’'un anticorps monoclonal dirigé contre I'antigéne humain CD14.
L’'optimisation de ces systémes a permis la génération de lignées cellulaires
recombinantes permettant d’obtenir couramment une productivité en anticorps de l'ordre
de 20-60 pg/cellule/jour. Par contre, 'expression transitoire permet I'obtention rapide de
protéines recombinantes a partir de surnageant de culture.

L’avantage de ce type de procédés est qu'il permet d’inclure des modifications post-
traductionnelles des systemes eucaryotes telle que la glycosylation des protéines, qui
est parfois nécessaire, comme dans le cas de la production d’anticorps monoclonaux.
Par contre ces techniques de production sont colteuses notamment pour I'obtention des
quantités nécessaires pour l'utilisation en thérapie.

2.3.3. Autres systémes d’expression.

D’autres systémes d’expressions ont également été étudiés pour la production de
fragments d’anticorps recombinants.

L’expression chez la levure et les champignons filamenteux combine les avantages de
production et de colt du systéme bactérien et les avantages du systéme eucaryote
comme le repliement fonctionnel et les modifications post-traductionnelles. De plus, les
protéines sont exprimées dans le surnageant de culture, ce qui facilite la purification de
celles-ci.

Le systéme de plantes transgéniques a également été utilisé pour la production
defragments d’anticorps recombinants. Celui-ci présente plusieurs avantages comme le
faible codt de production, I'absence de contaminations dues a des pathogenes de
mammiféres ou a des endotoxines bactériennes ou encore la possibilité de modifier le
niveau de production en fonction des besoins. Cependant, le délai initial pour le début
de la production est long, il existe des incertitudes liées a la régulation de ce systéme et
il reste des questions concernant la tolérance de glycanes issus de plantes en thérapie.

Nous avons vu que les anticorps sont devenus des molécules essentielles en thérapie.
Cependant les fragments d’anticorps recombinants, et notamment les scFv tendent a les
remplacer. En effet, ils peuvent étre facilement couplés a différentes molécules voire
méme organisés sous forme de multiméres mono- ou multi-spécifiques. De plus, il
existe aujourd’hui des méthodes de sélection rapides et faciles de ces fragments



d’anticorps a partir de banques et il est possible de produire ces molécules
indépendamment du modéle animal.

3. Présentation du projet de recherche.

Depuis plusieurs années, notre équipe s’est impliquée dans la compréhension et le
développement de stratégies d’inhibition de la carcinogenése avec des outils dérivés du
systéme immunitaire. Elle a sélectionné et caractérisé de nombreux anticorps
monoclonaux, et des fragments d’anticorps tels que des Fab et des scFv dirigés contre
difféerentes cibles avec comme objectif 'immunisation intracellulaire (Courtéte et al,
2007). Mais elle s’est rapidement confronté au probléme d’'une part d’'introduction des
anticorps monoclonaux dans les cellules eucaryotes et d’autre part de la solubilité des
Fab et scFv dans un contexte intracellulaire, d’ou la nécessité de construire une banque
de scFv actifs en milieu réducteur.

C’est dans ce contexte scientifique que s’est inscrit mon projet de recherche qui se
divise en trois parties : la construction et la validation d’'une banque de fragments
d’anticorps recombinants, puis la sélection de scFv a partir de cette banque, d’'une part,
pour le ciblage de deux oncoprotéines et, d’autre part, pour une utilisation en tant
qu’outil de biologie moléculaire pour la détection d’anticorps de lapin.

La premiére partie de mon projet s’est effectuée en collaboration avec I'’équipe du
docteur Pierre Martineau de Montpellier. Elle impliquait la construction d’'une banque de
fragments d’anticorps recombinants de type scFv a partir de la séquence d’'un scFv
correctement replié et fonctionnel dans un milieu réducteur tels que le cytoplasme
bactérien et de cellules de mammifere, propriété qui a pu étre conservée par
introduction de la diversité uniquement dans les boucles CDR3 des scFv, qui sont au
coeur de la reconnaissance de I'antigene. Cette banque a ensuite été validée grace a la
sélection et a la caractérisation de scFv dirigés contre différentes protéines.

Dans la suite de mon projet, jai été amenée a utiliser cette banque pour deux types
d’application. Tout d’abord, nous avons tenté de sélectionner et de caractériser des
scFv dirigés contre deux oncoprotéines impliquées dans la cancérogénése. La premiére
est la protéine E6 du papilloma-virus humain (HPV) qui est responsable du cancer du
col de l'utérus (Giovane et al, 1999 ; Lagrange et al, 2005) et la gankyrine, protéine
naturelle, dont la surexpression semble étre corrélée au développement
d’hépatocarcinomes. Enfin, dans le cadre d’'une collaboration avec une société privée,
qui cherche a développer de nouveaux outils de détection immunologique, nous avons
cherché au sein de notre banque, des fragments d’anticorps dirigés contre des anticorps
de lapin avec pour objectif la mise au point d’'un nouvel outil de détection secondaire
fluorescent avec pour avantages un meilleur rendement et une production a moindre
codt par rapport aux anticorps monoclonaux.
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