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RESUME

Les anticorps monoclonaux représentent aujourdihubutil de choix en thérapeutique et en
diagnostic. Les anticorps thérapeutiques sont demdilicaments en plein essor depuis les
annéees 1970 et représentent 10% du marché desitprtharmaceutiques. Les anticorps
monoclonaux sont utilisés dans divers domaines camcérologie, pour lutter contre les
maladies auto-immunes ou en infectiologie. Le na@nbes anticorps monoclonaux en
développement ne cesse d’augmenter. Les premidisomas monoclonaux utilisés en
thérapie étaient d’origine murine et leur admiriBtm a I'’Homme est susceptible de
déclencher des effets secondaires. De nouvealcogrgivisant a limiter voir faire disparaitre
ces effets indésirables tels que d’abord les amtscarhimériques, puis les anticorps
humanisés et enfin les anticorps totalement hunmihgté développés. Parmi ces anticorps,
les anticorps totalement humains sont théoriguemetransparents » pour le systéme
immunitaire. 9 anticorps totalement humains sotuedlement sur le marché et d’autres sont
en cours de développement. Le phage display, legsstransgéniques et l'utilisation de
lymphocytes B humains sont les trois stratégieesnén ceuvre pour produire des anticorps
totalement humains. La majorité des anticorps hnmakistant sur le marché sont issus du
phage display et des souris transgéniques. L'atiia des lymphocytes B humains, peu
étudiée a cause d'un faible rendement et de pradede stabilité, a connu ces derniéres
années un regain d'intérét grace a 'immortalisatirale par le virus Epstein-Barr et a la
découverte de myélomes humains. Dans ce conté&dgedtif de mon projet de thése a été la
production d’anticorps monoclonaux humains a patérlymphocytes B humains. Pour ce
faire, deux approches basées sur 'immortalisaticale par le virus Epstein-Barr couplée ou
non a une immortalisation cellulaire par des myésrant été mises en ceuvre. La premiére
approche utilise des lymphocytes B mémoires isaléssang périphérique de donneurs
infectés ou vaccinés. L’entérotoxine B S@phylococcus aureSEB) a été utilisée comme
modele. La transformation des lymphocytes B mémsqia le virus Epstein-Barr a permis la
génération de 6 lignées de lymphocytes B immo#daligoduisant des IgGs anti-SEB. Apres
différentes tentatives d'immortalisation cellulaireavec des myélomes murins,
limmortalisation avec un hétéromyélome humain-mutfiM a permis d’obtenir un
hybridome, qui malheureusement perdu sa capacit@rdéuction d’'lgGs anti-SEB. La
deuxiéme approche implique une immunisatiorvitro de lymphocytes B naifs extraits de
sang périphérique. Cette stratégie pourrait permkttproduction d’anticorps humains contre



des antigenes pour lesquels il n’existe pas dealasrinfectés ou vaccinés. Deux modeéles, le
peptide N-terminal de la neurotoxine A @stridium BotuliniumA (BoNT/A) et la protéine
de fusion ZZTat101, comportant le domaine ZZSd@phylococcus auredi® covalemment a
la protéine transactivatrice Tat du virus de l'imradéficience humaine VIH-1, ont été
employés. Les monocytes, les lymphocytes B et lyropies T CD4 ont été isolés apres
déplétion des Natural Killer NK et utilisés pour ttne en place deux systémes
d'immunisationin vitro efficaces.Nous avons réussi a obtenir des IgMs dirigés colatre
neurotoxineClostridium BotuliniumA, ainsi que des IgMs (et peut-étre des IgGs)yédsi
contre la protéine Tat. L'immortalisation par EfstBarr, nous a permis d’isoler 7 lignées de
lymphocytes immortalisés sécrétant des anticorpMsliganti-TBA-Nter humains.
Malheureusement apres I'immortalisation avec I'l@téélome humain-murin HM, aucun
hybridome sécréteur d’anticorps dirigés cor@@testridium BotuliniumA ou Tat n’a pu étre
obtenu.Ces résultats confirment les problémes de rendefadahé et de perte de capacité de
sécrétion en anticorps rapportés par la littératiw'@anmunisation in vitro produisant
essentiellement des IgMs, la possible productidgGs apres stimulation par la protéine
ZZTatl01 se révele un résultat trés intéressanusNavons montré que la production
d’anticorps par ZZTatl01 impliquait les 7 cystéinés région 22-57 et la liaison aux
héparanes sulfates de Tat. Les résultats obtemesZATat101 nécessitent d’étre confirmés et
approfondis. Il faudra évaluer la capacité de ferhsde la production en anticorps de
ZZTatl01 a d'autres antigenes. L’ensemble de ceslteds fera de ZZTat101 un outil trés

intéressant pour 'immunisatian vitro et pour la vaccinologie.

Mots _clés: anticorps thérapeutiques, anticorps humains, lymphocytes B,

immortalisation, fusion, immunisation in vitro



LISTE DES ABREVIATIONS

Ac = Anticorps

ADCC =Anticorps dependant cell
cytotoxicity

AMM = Autorisation de mise sur le
marché

BCR = B Cell receptor

BSA =albumine de sérum bovin

CDC =Complement-dependent
cytotoxicity

CDC = Center for disease control
CDR= Complementary determining region
CMH = Complexe Majeur
d’histocompatibilité

CPA = Cellule présentatrice d’antigene
Da = Dalton

EBV = Epstein-Barr virus

EIA = Tampon de dilution des échantillons
ELISA = Enzyme-linked immunosorbent
assay

Fab = Fragment antigen binding

Fc = Fragment cristallisable

FcRn = Neonatal Fc Receptor

FDA = Food and Drug Administration
FITC = Fluoresceine Isothiocyanate
GM-CSF =Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor

HACA = Human antichimeric antibody
HAHA = Human Anti-Human Antibodies
HAMA= Human Anti-Mouse Antibodies
HAT = Hypoxanthine Aminopterine
Thymidine

HM = Hétéromyélome humain-murin

Ig = Immunoglobuline

IL-2 = Interleukine 2

IL-4 = Interleukine 4

kDa = kiloDalton

LB = Lymphocytes B

Leu-OMe = Méthyl ester de L-Leucine
NK = Natural killer

PBMC =Peripheral Blood Mononuclear
Cell, cellules mononucléaires circulant
dans le sang

PBMC NK = Peripheral Blood
Mononuclear Cell, cellules mononucléaires
circulant dans le sang sans NK (Natural
Killer)

PBS = Phosphate buffer Saline

PE =Phycoerythrine

PEG = Polyéthylene glycol

RPMI = Roswell Park Memorial Institute
medium

SCT = syndrome de choc toxique

SE = Entérotoxines staphylococciques
SEB = Entérotoxine B d8taphylococcus
aureus

SRAS =Syndrome respiratoire aigu sévere
SVF = Sérum de veau fcetal

TBA-Nter = Peptide N-terminal de
Clostridium Botulinium A

TCR = T Cell receptor (récepteur des
cellules T)

TLR = Toll like receptor

TT = Toxine tétanique

VIH = Virus de I'immunodéficience
humaine
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1 Définition, structure et synthese des anticorps

1.1 Définition d’un anticorps

Les anticorps ou immunoglobulines, sont des glyotd@ines membranaires ou
solubles, produites par des cellules spécifiqussplasmocytes. Les plasmocytes dérivent des
lymphocytes B. Les anticorps sont présents en pente dans le corps et circulent dans les
principaux liquides de I'organisme : le sang difaphe. lls sont I'un des premiers acteurs de
la réponse immunitaire de type humorale. Leur prtdacest induite par la présence de
molécules ou micro-organismes reconnus comme dtsoopar I'organisme. Ces molécules
ou micro-organismes peuvent étre de nature divebsetéries, virus ou parasite, sucres,
lipides, peptides, composés chimiques. Les anticempse fixant sur ces structures permettent

leur prise en charge par le systeme immunitairedsdiles neutraliser et/ou de les éliminer.

1.2 Structure d’'un anticorps

1.2.1 Structure générale

La structure des anticorps est dite en forme ¥e»«(Schroeder and Cavacini, 2010)
(Figure 1). Cette structure de base est constitigequatre chaines d’acides aminés : deux
chaines lourdes (H potiteavy) et deux chaines Iégéres (L pbight) reliées entre elles par
des ponts disulfures. La masse moléculaire de #nehlourde étant d’environ 55 kDa et
celle de la chaine légere denviron 25 kDa, la masmléculaire de cette structure

d'immunoglobuline est donc d’environ 150 kDa.
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Figure 1. Structure schématique d’une immunoglobuhe.
(http://xray.bmc.uu.se/lars/Practicals/Immun/antipbtinl ); les six CDRs représentés en vert sont localisés pa
des fléche jaunes ; rouge = VL ; Bleu = VH. La antférieure du schéma présente les fragmentsobta la
suite de digestions enzymatiques a la pepsinel@papaine.

1.2.2 Structure détaillée

Les chaines constituant I'anticorps sont diviséedeux régions : une région variable
et une région constante. Chaque région est suBdive®m domaines de 110 a 130 acides
aminés. La région variable V est constituée de dlumaines : un domaine \ét un domaine
Vy et est située dans la partie N-terminale de Kampis. Elle est impliquée dans la
reconnaissance de l'antigene. La région constanést@onstituée de quatre domaings C

Cul, G42, G433 et est localisée dans la partie C-terminalea#itorps (Figure 1).

La partie variable comporte six régions hypenldes également appelées CDR
(ComplementarityDetermining Region), constituée chacune de 5 a 15 acides an@hés
formant des boucles dans la région variable (FigyrBes liaisons non covalentes ou faibles
entre les domaines \et \; permettent de rapprocher les six boucles pourdomm motif
constituant le paratope. Le paratope est la régienlanticorps qui permet de lier
spécifiguement une région d’'un antigene donnéjtb@pe. Les différents CDR pouvant étre
plus ou moins impliqués dans la reconnaissanctadiégene. Chaque anticorps possede donc
une région variable qui lui est propre et qui lre@pitope donné d’un antigene. En fonction de
cette spécificité de liaison, un anticorps peuiesea un seul antigéne ou a plusieurs antigénes

possédant un épitope de structure proche.



Les régions N-terminales MCnyl et V[ -C_ peuvent étre séparées du reste de
I'anticorps par digestion enzymatique a la papdasefragments obtenus portent alors le nom
de fragments FabFfagmentantigen binding). Le fragment FcHragmentcristallisable)
résiduel est responsable des fonctions effectrides I'anticorps (activation réponse
immunitaire, complexe immun, cytotoxicité, ...) (Reaaux et al., 1986). La pepsine est
également capable de digérer I'anticorps entreptags disulfures et le fragment Fc. Cette
digestion enzymatique permet de libérer le fragntgab’), (Fab plus la région charniére)
(Lachmann, 1971) (Figure 1). La région charniemmposée de nombreux résidus proline,
thréonine et sérine, est la région située entrefilagments Fab et Fc et permet des
mouvements latéraux et rotationnels allant jusdiB®°. Cette flexibilité de la région
charniére apporte a I'anticorps la capacité d’'egaravec I'antigéne au niveau de son épitope

dans difféerents plans de I'espace (Yguerabide.e18¥0).

1.3Classes d’anticorps

1.3.1 Classes et sous classes d'immunoglobulines

Les anticorps humains sont répartis en cing ctasseencore en cing isotypes : 1gG,
IgM, IgA, IgD et IgE. Chaque catégorie d’anticorpst caractérisée par sa chaine lourde.
IgG : gammajgM : mu, IgA : alpha, IgD : delta et IgE : epsilgwan Loghem and Litwin,
1972). Chaque chaine lourde est associée a uneediégere de sous classe kappa ou lambda
(Bengtén et al., 2000). Pour les IgG et les IgAexiste respectivement 4 (IgG1 a 4) et 2
(IgAl, IgA2) sous-classes dues a un polymorphisaresdes régions conservées de la chaine
lourde. La classe et la sous-classe conditionrzestructure et la fonction de I'anticorps dans

la réponse immunitaire. Les anticorps peuventr@gmbranaires ou circulants.

1.3.2 Répartition et fonction des immunoglobulines

- Les IgMs se retrouvent en faible quantité dansalegs Ce sont les premieres Igs
produites suite a I'entrée d’'un « non-soi » damsginisme. Elles sont responsables de la
réponse immunitaire primaire. Elles sont exprimaela surface des lymphocytes B, sous
forme de BCRB Cell Receptor) ou peuvent étre circulantes. Elles sontgpeériques, cing

structures en « Y » reliées par une région J.



- Les IgGs de forme monomérique (une structure emkixterviennent principalement
dans les réponses immunitaires secondaires succ@dmméponse anticorps primaire (Figure
2). Elles induisent la neutralisation et la dedtauncdes « non-soi » pénétrant I'organisme par
activation du complément, des phagocytes ou ddale®lcytotoxiques. A cause de leur
affinité, de leur spécificité et surtout de leurdk de vie, ce sont les Igs les plus utilisés en
tant gu’'anticorps a visée thérapeutique (paragraphees anticorps thérapeutiques sur le

marché, Introduction).
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Figure 2. Réponses anticorps primaire et secondai@Vikipédia).

- Les IgA sont présents dans le sang, mais se retnbuwajoritairement dans les fluides
corporels (salive, lait, larmes, sécrétions nasaénitales, mucus bronchique, digestif). Les

IgA sont multimériques et assurent la protectiomi@eau des points d’entrée de I'organisme.

- Les IgD sont essentiellement exprimées a la membdas lymphocytes B matures,
mais peuvent étre également circulantes mais étefguantité. Les IgD ont la fonction de
récepteur a I'antigene (BCR) (Chen and Cerutti, 20idais leur réle n’'est pas tres bien

connu.

- Les IgE sont impliquées dans les phénomenes ajlezgi et dans I'immunité anti-
parasitaire (Stone et al., 2010). Elles se retrouw®us forme monomérique et sont peu

abondantes dans le sang.



1.40rganisation et réarrangements des génes codant Iles
immunoglobulines

1.4.1 Les genes codant pour les Igs

Les Igs sont formées de chaines lourdes (H) ehdenes Iégeres (L). Chaque chaine
comporte une région variable et une région const@figure 1, paragraphe 1.1. Structure
générale). Les genes codants pour les chainesek@tdles genes codants pour les chaines
|égeres des Igs sont indépendants et localisédesuchromosomes différents. En effet, chez
I'Homme les génes codant pour les chaines lourol@slacalisés sur le chromosome 14 et les

genes codant pour les chaines Iégéres sur les choones 2 pour les chaines légéres sur
le chromosome 22 pour les chaines légkres
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Figure 3. Organisation des genes des immunoglobués chez 'Homme.

H: heavy ; L légere, k kappa,lambda. Les chiffres indiqués entre parenthesesgmondent au nombre de
genes fonctionnels. D’aprés (Schroeder and Cavy&Hdi).



Les régions variable et constante des Igs sonegmgait codées par des génes indépendants :
le géne C pour les parties constantes, et difféfeagments de génes pour la partie variable.
Deux types de fragments V et J pour les génes tquaur la partie variable des chaines
légeres et trois types de fragments V, D et J jgsigenes codant pour la partie variable des
chaines lourdes. Les immunoglobulines sont le ptatkila combinaison de I'ensemble de
ces genes. Cette combinaison se fait au hasaxplgue la diversité du répertoire des Igs.
(Figure 3 et Figure 4). En effet, les chaines légéont issues de I'association V-J-C tandis

que les chaines lourdes associent les genes V-[Rixdley et al., 2005).

1.4.2 Réarrangements des genes

Le systtme immunitaire est capable de produire mwmbre important
d'immunoglobulines différentes permettant ainsipl@tection contre des antigenes variés,
jamais rencontré par I'hGte. La diversité des amfis produits s’explique d’'une part par le
grand nombre de génes codant pour les Igs et d'aqudrt par le nombre important de
combinaisons possible, entre les différents gerteses différents fragments de génes
variables. De plus, lors des associations desrdiité génes des réappariements ou mutations
peuvent survenir. Ce phénomene expliqgue a nouvaagrdnde diversité des anticorps
pouvant exister dans I'organisme. Ces mutatiorenimgnnent essentiellement au niveau des

fragments des génes variables V, D et J.

Diversité combinatoire
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Figure 4. Diversité combinatoire des genes d'immurgdobulines.
VDJ=genes codant pour la partie variable des chalmerdes, VJ=genes codant pour la partie varideke
chaines légeres, C=génes codant pour la régiottacdasD’apres (Schroeder and Cavacini, 2010).



1.5Expression du BCR (B Cell Receptor) et sélection des
lymphocytes B dans la moelle osseuse

Les lymphocytes B prennent naissance dans la mos#ieuse. Les lymphocytes B
actifs quittent la moelle osseuse et circulent démganisme via le sang et la lymphe.
Néanmoins avant d'étre actifs, les lymphocytesa@drsent différents stades de maturation
(stade pro-B, stade pré-B, stade B immature, sBadeature naifs) au cours desquels ils
acquierent une immunoglobuline de surface spécifiruBCR B8 Cell Receptor). Le BCR
est un récepteur membranaire caractéristique deshigcytes B, qui leur procure la propriété
de reconnaitre directement et spécifiguement ddagéms. Les BCR s’acquierent dans la
moelle osseuse au cours de la différenciation gepHhocytes B. Les lymphocytes B qui
reconnaissent le soi sont éliminés dans la moekeus® par un mécanisme de sélection
négative. Cette premiére différenciation des lyngytes B est indépendante de I'antigene et

se déroule suivant quatre stades :

- Progéniteur B ou pro-B, ce stade correspond aux réarrangements des gedast

pour les chaines lourdes des. IBgux enzymes, 'enzyme de recombinaison (RAG1/2 et

TdT (Terminal deoxyribonucleotidyl Transférase) sampliquées dans le phénoméne de
réappariement des chaines lourdes. RAG est redgerdsl'appariement des chaines lourdes
et TdT est responsable de I'ajout de nucléotideg@nctions V D J assurant ainsi la diversité

des chaines lourdes (Benedict et al., 2000).

- Précurseur B ou pré-B ce stade correspond a un stade de prolifératiec des

réarrangements des genes codant pour les chafyj@esdéles Igs.

- B immature, ce stade correspond a I'expression a la surfada dellule d’'une IgM et
IgD formant un BCR. C’est a ce stade que se fagélaction négative des lymphocytes B
reconnaissant le soi. Au cours de ce processugngshocytes B qui reconnaissent un ligand
endogene réarrangent les génes codant pour lesirdsmaariables afin de modifier leur
BCR. Les cellules dont le BCR continue a étre réaat soi sont éliminées par apoptose, les

autres quittent la moelle et poursuivent leur défeiation.

- B mature, ce stade est le stade ou les lymphocytes B sdfist n@ais circulants. Leur
demi-vie en absence de rencontre avec l'antigéneifgpée n'est que de 3 jours. S'ils
rencontrent un antigéne spécifique de leur pardigable la différenciation dépendante de

I'antigene commence.



Les lymphocytes B activés par un antigene étramgeoivent des signaux de survie,
proliferent et subissent des phénoménes de comioni@dé classe (ou switch isotypique) et
d’hypermutation somatique permettant d'une pasgylathese de tous les isotypes d’anticorps
et d’autre part 'amélioration de I'affinité de H&corps pour I'antigene (Muramatsu et al.,
2000). Les lymphocytes T CD4+ sont nécessaireseffat, ils génerent un environnement
riche en cytokines responsable de la synthesetgiee d’anticorps adaptés a I'antigéne. A la
suite de ces interactions, les lymphocytes B pradiiit et se différencient en plasmocytes

sécréteurs d’anticorps et en lymphocytes B mémoires
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Figure 5. Maturation des lymphocytes B et production des antiorps.

La maturation et la différenciation des lymphocyBese déroulent dans la moelle osseuse. Les lynydo&
naifs migrent vers les organes lymphoides secaglgiganglions, rate) a la rencontre de leur angigén
spécifique. A la rencontre avec un antigéne, umerste différenciation débute dépendante de I'anggéu
cours de leur maturation, les lymphocytes B subisdes étapes de réarrangements géniques nécessdare
production des anticorps et a I'élaboration d’uperfoire immunitaire diversifié. Cicytoplasmic p protein,
XLA : X-linked agammaglobulinemia Hyper IgM : hypeyM syndrome, IgAD :selective IgA deficiency,
CVID : common variable immune deficiendyaprés (Schroeder and Cavacini, 2010).



1.6 Modifications  post-traductionnelles des anticorps: les

glycosylations

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines. sElmportent des résidus
glucidiques associés au niveau du fragment Fcghe®sylations au niveau du Fc jouent un
réle dans la stabilité et la fonction de l'anticorf@@gnold et al., 2007). Le nombre et la
localisation des glycosylations varient en fonctitenl'isotype de lI'anticorps. Par exemple, les
IgGs présentent deux N-glycosylations au niveau diesaines @2, sur I'asparagine 297
(Asn297) qui jouent un role dans l'orientation dundhine G2 et donc dans l'interaction du
Fc avec ses récepteurs présents a la surface Helesceffectrices. Cette glycosylation
intervient également dans la stabilité des 1gGs. lésidus glucidiques du Fc des IgA et IgE
semblent eux moins déterminarite.type de glycosylation joue donc un réle surftegtions
effectricesin vivo de I'anticorps en modulant l'affinité du Fc pownsrécepteur. Le motif
oligosaccharidiqgue de base des immunoglobulinespoemd un heptameére bi antennaire,
composeée de N-acétylglucosamine et de mannose.dilE aonservé peut étre modifié par
I'ajout d’'un nombre variable de résidus de fucoaesa base, de galactoses ou d’'acides
sialigues a ses extrémités. Ainsi, plus de 30 maolifjosaccharidiques différents peuvent étre

produits a partir de la structure heptamériqueateb

2 Fonction biologique des anticorps

La fonction biologique des anticorps est de pgica la réponse immunitaire en
neutralisant et/ou en éliminant les agents étrangdactéries, virus, parasites ou autres
composés étrangers a l'organisme. Les anticorpséseptent la réponse humorale de
I'organisme contre les antigenes et peuvent actaveéponse cellulaire ou cytotoxique. Les
antigeénes présentent généralement de nombreuxpépitt sont donc reconnus par un large
nombre d’anticorps présents sur les lymphocytedJBe fois activés et différenciés, ces
lymphocytes B déclenchent une réponse de type lpolgie. Plusieurs anticorps dirigés

contre plusieurs épitopes d’un méme antigéne ssgmmétés en méme temps.

10



2.1Fonction de reconnaissance : liaison a I'antigene

Une fois I'anticorps synthétisé, il sera capabdelidr spécifiquement I'épitope donc
I'antigene contre lequel il est dirigé. La liaisde I'anticorps a son antigene représente le
mécanisme central de la réponse anticorps. Cedgaiion paratope/épitope, impliquant 6 a
20 acides aminés, met en jeu des liaisons non eoes de faible énergie (interactions
hydrophobes, forces de Van der Waals, forces élgetiiques et/ou liaison hydrogéne) et est
réversible (Mariuzza et al., 1987; Mian et al., 1991 nature de I'antigene peut étre tres
variée (sucres, lipides, peptides, composés chimjque). La spécificité de la liaison de
I'anticorps a son antigene n'est pas absolue et damombreux cas, du fait de I'existence de
séquences trés proches ou de structures molésukimglaires pour différentes molécules
antigéniques, les anticorps sont capables de retibenplusieurs molécules dans un

phénomene dit de "réactions croisées".

La fixation de I'anticorps a I'antigéne peut avpiour réle de bloquer son activité
biologique, c’est le cas lors de la neutralisatiGantigene soluble (toxines par exemple), mais
peut aussi avoir un réle indirect en activant lescfions effectrices de I'anticorps via la

cytotoxicité.

Granzyme/Perforine

—_—

~

\
\ADCC
RFeylll 1

Neutralisation ™\

Antigénes de petites tailles : Antigénes volumineux

Figure 6. Mécanismes principaux d’action des anticorps.

Les anticorps peuvent éliminer les antigenes dirdifites facons. Les antigénes de petites tailtesnés,
xénobiotiques, allergénes) sont neutralisés puisite par les phagocytes. Les antigénes plus (@athogeénes)
sont reconnus par les anticorps puis éradiquésip@rmédiaire d’effecteurs cellulaires (cellulegtotoxiques,
phagocytes) ou moléculaires (le systeme du compl®meéDCC : Antibody Dependent Cell mediated
Cytotoxicity ; CDC : Complement Dependent Cytotatyic CAM : Complexe d’Attaque Membranaire. D’apres
(Abes et al., 2009).
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2.2 Fonctions effectrices : la cytotoxicité liee a I'aticorps

La région Fc assure les fonctions effectrices'agitorps en activant plusieurs voies
cytotoxiques. Il existe deux types de cytotoxicité cytotoxicité dépendante des cellules de
immunité (ADCC) et la cytotoxicité dépendante domplément (CDC) (Ward and Ghetie,
1995).

2.2.1 Cytotoxicité dépendante des cellules de I'immunitfADCC)

Le fragment Fc de I'anticorps se lie a son récampacifique, le RR, présent a la
surface de cellules intervenant dans la défenseumitaire, comme les cellules NWétural
Killer), les macrophages ou les neutrophiles. Celaduit a une cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC), caractériséeapphdgocytose ou la lyse de I'antigéne
(Figure 7) (Nimmerjahn and Ravetch, 2010). L'inttian Fc-FgR peut également entrainer
d’autres types de signaux comme la libération ddiatéur de l'inflammation, I'activation
des cellules B ou encore la phagocytose, c’estepponse ADPC Antibody Dependent
Cellular Phagocytosis).

2.2.2 Cytotoxicité dépendante du complément (CDC)

Le fragment Fc de I'anticorps se fixe alors a l@léoule C1q qui déclenche ensuite la
cascade d’activation du complément, pour aboutia dormation du complexe d’attaque
membranaire qui finit par lyser la cellule ciblegl@erman et al., 2004) (Figure 7). Il est a
noter que C1q est incapable de se lier aux IgGbetaffinité pour le domaineq2 du Fc

varie selon les sous classes (IgG3>1gG1>>IgG2).
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CDC ADCC/Phagocytose

{Cytotoxicité dépendante du (Cytotoxicité cellulaire dépendante
complément) d’anticorps)

- — — - -

Phagocytose

Complexe d'attague
membranaire -> lyse

Figure 7. Les fonctions effectrices de l'anticorpdD’aprés (Dutertre and Teillaud, 2006).

En plus de son rble dans la neutralisation et temfonctions effectrices, le complexe immun
antigene/anticorps permet d’activer les autresulssldu systeme immunitaire notamment les
cellules de Il'immunité cellulaire ou cytotoxique yfhphocyte T, Lymphocytes T
cytotoxiques, macrophages) afin de conduire a niiglation totale de l'antigéne de
'organisme. De plus, lors du premier contact aveatigene, l'organisme est capable
d’organiser une réponse contre l'antigene (voirageaphes précédents 2.1, 2.2), mais
également d’enregistrer cette réponse pour se defdas d’'un nouveau contact avec cet
antigéne. La réponse est dite mémoire et consistéaeproduction de lymphocytes B
mémoires sécrétant des anticorps spécifiques déigéne. Cette réponse sera déclenchée
plus rapidement, en quantité plus importante et gtfisacement lors du second contact avec
I'antigene. La figure suivante (Figure 8) récamtliensemble des fonctions et interactions
des anticorps et les roles des complexes immugsderlinfection de I'organisme par un
antigéne. Cette figure présente le cas des Igymke IgG, qui est la classe d’Igs la plus
abondante et la plus efficace (paragraphe 1.3.21tpn et fonction des immunoglobulines,

Introduction).

13



« Release of chemoattractants

» Release of cytotoxic substances
« Release of vasoactive substances * Phagocytosis

« Release of chemoattractants

Mast cell Basophil Oxid b
= Oxidative burst

» Cytotoxicity

» Release of
pro-inflammatory
mediators

Monocyte or
macrophage

» Modulation of cell activation
« Antigen presentation (T cells and B cells)
« Regulation of peripheral tolerance

CcD8'T ceEl Dendritic cell
CD4* T cell
B cell Plasma cell
» Modulation of cell
activation
——1  Activating e Inhibitory « Shaping the B-cell
G R FeR repertoire

Figure 8. Activités régulatrices des complexes immuns.

Les anticorps sous forme de complexes immuns attive certain nombre de cellules immunitaires geteur
interaction avec les FRs. Les anticorps régulent les fonctions cytotog&et pro-inflammatoires des cellules
de l'immunité innée comme les macrophages, lesulpaptes et les mastocytes. L'interaction des anpis
avec les cellules dendritiques permet la régulatiera réponse cellulaire adaptative. Sur les lesllB et les
plasmocytes, I'expression sélective du récepteurinfiiteur permet de moduler et d'adapter la régon
humorale. Extrait de (Nimmerjahn and Ravetch, 2008)

3 Caractéristigues pharmacodynamiques et

pharmacocinétigues des anticorps

3.1 Affinité/Avidité

L'affinité des anticorps est la résultante desdsrattractives et répulsives établies
entre un anticorps et un épitope de son antigemgh@hy et al., 2008). Elle permet de
mesurer l'attraction spécifique entre un anticaepsin antigene. L'affinité est variable selon

les couples anticorps/antigene, et les conditionsidieu (pH, force ionique, température).
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Lors de la maturation de la réponse immunitaiadfitiité des anticorps est améliorée, grace a
des mutations somatiques dans la région hypervarialik a la sélection et la prolifération
des lymphocytes B sécrétant les anticorps de medleffinité (paragraphe 1.5 Expression du
BCR et sélection des lymphocytes B dans la moefigewse, Introduction). Ainsi, les
anticorps présentent de fortes affinités naturgdle@gvant atteindre I'échelle du picomolaire
grace aux étapes de maturation et de commutatitypigue. Néanmoins, a cause de la forme
multimérique des anticorps, I'affinité n'est pas parametre adapté, car elle ne prend en
compte gu’'une interaction unique de l'anticorps son antigéne. L’avidité ou affinité
fonctionnelle qui représente la somme des affirdg&@shaque liaison paratope / épitope sur un
antigene ou l'interaction globale de I'ensemblalleint ou multivalent de I'anticorps avec les
différents épitopes de l'antigéne apparait plupdéHornick and Karuch, 1972). L'affinité
fonctionnelle est toujours supérieure a la somme aféinités individuelle ou interaction
primaire. Ce phénomeéne d'amplification parfois abérable (facteur 100 ou 1 000) résulte de
la multivalence des molécules réagissantes. Ce piémm explique que les IgMs soient plus

avides que des IgGs qui elles ont subi le procedsumsaturation d’affinité.

3.2Demi-vie et biodistribution

La demi-vie des anticorps est variable selon tjige de l'anticorps. Les IgM, IgD,
IgA et IgE possédent un temps de demi-vie cour® de5 jours. Les IgGs présentent quant a
eux le temps de demi-vie le plus long. La demides IgGs est d’environ 21 jours dans le
plasma, sauf pour les IgG3 qui est d’environ 7 go@ette longue demie-vie est due a un
recyclage des IgGs, effectué par le réecepteur Kt\onatalFc Receptor) exprimé par les
cellules endothéliales vasculaires (Ward et al.,320C’est la région Fc de I'anticorps,
chevauchant les domainessZ et Gy3 qui est impliguée dans la fixation au FcRn. Ce
récepteur permet le transport des IgGs par un nsfand’association et de dissociation a un
pH environnant 7,4. Il protege ainsi les anticalpda voie du catabolisme endothélial en les
restituant intacts dans la circulation. Cela exm@i¢gi maintien d’une concentration élevée en
anticorps IgGs dans le plasma. Il permet égalemt@ssurer la biodistribution des IgGs dans
I'organisme. Les IgGs de par leur demi-vie sorddfype le plus utilisé par les laboratoires

pharmaceutiques pour développer des anticorpspibétigues.
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4 Principales technigues de production des anticorpst leur

utilisation

4.1 Anticorps polyclonaux

Les anticorps polyclonaux sont capables de rectmenpiusieurs épitopes différents
d’'un méme antigene. lls sont produits sous formendtange. La production d’anticorps
polyclonaux se fait par 'immunisation d'un animédpin, chévre, mouton etc. avec un
antigene (Harlow Ed, 1988). Les animaux immunisé&snettent de récupérer dans leurs
sérums un cocktail d’'lgs possédant une proportdativement faible, de I'ordre de 1%,
d’anticorps dirigés contre l'antigene qui a étélisdi pour I'immunisation. Ce type
d’anticorps est facile a obtenir mais pose des Ipmbs de sensibilité/spécificité et de
production continue. Les anticorps polyclonaux esifrune faible spécificité par rapport
aux anticorps monoclonaux (paragraphe suivant,, £a) ils sont composés par un
mélange d’anticorps ciblant tous les épitopes detijene utilisé tandis que les anticorps
monoclonaux ciblent un unique épitope. Les antisqlyclonaux sont généralement plus
sensibles en raison de la reconnaissance de noxngpéopes d’'un antigénéujourd’hui,

les anticorps polyclonaux sont rarement disponiptag I'immunothérapie.

4.2 Anticorps monoclonaux murins

Les anticorps monoclonaux sont capables de redoenafh unique épitope d'un
antigéne contrairement aux anticorps polyclonausrits précédemment. Pour obtenir des
anticorps monoclonaux murins, des lymphocytes Bal&is immuniséesontre un antigéne
cible sont fusionnés vitro, avec un agent de fusion membranaire, le polyétteylglycol
(PEG), a des cellules de myélomes murins. Les ssudh myélome murins utilisés sont des
mutants n’exprimant pas soit la thymidine kinas&g3e), soit la hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transférase (HGPRTase), deux enzyd@asssaires a la biosynthésenovo
des nucléotides (Koéhler and Milstein, 1975). Sansléotides, les cellules de myélome
meurent. Ces cellules de myélome ne peuvent sdapdper et se multiplier qu'en produisant
des nucléotides par les voies métaboliques de réaipme des nucléotides. Ces voies sont
inhibées par des antagonistes de lacide foliquenno® I'aminoptérine. En effet,

I'aminoptérine bloque la biosynthése des nucléstidéa les voies métaboliques de
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récupération ou de secours. Une fois la fusioneelds lymphocytes B et les cellules de
myélome réalisée, la sélection des hybridomes reedfd’aide d’'un milieu sélectif contenant
de lI'aminoptérine, de la thymidine et de I'hypokantles deux bases azotées qui sont les
points de départ des voies de récupération.

Le résultat de la fusion aboutit a un mélange awit alors trois types de cellules. Les
cellules de la rate non fusionnées qui produisestahticorps, mais incapables de craitre
vitro, vont mourir apres quelques jours. Les cellules gélome non fusionnées qui sont
capables de se multiplier mais sont inhibées paritioptérine. Enfin, il y a des hybridomes,
les cellules résultant de la fusion des cellulesndgtlome et des lymphocytes B. Les
hybridomes sont capables de se multiplier indéfamimcar ils possédent le génome des
cellules de myélome. De plus, comme ils possedesside genome des lymphocytes, les
hybridomes sont capables de biosynthétiser de<otitbs par la voie de récupération en
utilisant la thymine et I'hypoxanthine du milieuol seuls les hybridomes seront capables a
la fois de proliférer dans ce milieu et de produes anticorps contre I'antigene cible. La
plupart des hybridomes obtenu ne vont pas prodainéicorps recherché, un criblage pour
isoler et cloner, les hybridomes sécréteurs dditarps cible est réalisé. L'anticorps produit
est spécifique et monoclonal pour la cible gracdgea étapes supplémentaires de dilution
limites pour atteindre un stade clonal, et de agbl pour Vvérifier la liaison spécifique a

I'antigene.
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Figure 9. Production des anticorps monoclonaux d'am@s Koéhler et Milstein. Les premieres fusions ont été
réalisées grace au virus de Sendai (Littlefield4l Dkada, 1962; Potter, 1962) Depuis, le polyéthglglycol a
remplacé le virus de Sendai et est classiquemetiséutpour fusionner les cellules. Le milieu HAT
(Hypoxanthine, Aminoptérine, Thymidine) permet diéher les cellules non hybrides.
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Ces anticorps a leur apparition ont suscité un gramdrét pour I'immunothérapie.
Aujourd’hui, ils sont moins utilisés qu'’il y a tremans, sauf dans certains cas (paragraphe

4.4.2 Anticorps utilisés en thérapie, Introduction)

4.3 Anticorps monoclonaux de lapin

Depuis longtemps, le lapin était utilisé pour priogludes anticorps polyclonaux.
L’élément limitant I'obtention d’anticorps monoclanade lapin était I'absence de partenaire
de fusion, c'est-a-dire un myélome d’origine lapir@ myélome, le clone 240 E, fut
caractérisé par I'équipe du Dr Katherine L. Kni¢gBpieker-Polet et al., 1995), il y a environ
quinze ans. L'utilisation de ce partenaire de fus# permis d’obtenir d’assez nombreux
anticorps monoclonaux comme les anticorps SP (Raisal., 2005). Ces anticorps ont une
forte spécificité et une forte affinité pour I'agdine. Ces caractéristiques sont liées a la plus
large diversité du répertoire immunitaire du lapomparé a celle de la souris. Néanmoins,
I'utilisation du lapin comme I'animal de productioeste un probleme compte tenu de sa taille
et des manipulations gu'’il nécessite. Cependanbuadihui des anticorps monoclonaux de
lapin anti-protéines humaines sont parmi les madleoutils diagnostiques de leur domaine
(anti-récepteur cestrogene, anti-cycline D1) (Huetrag., 2005), (Cheuk et al., 2004).

4.4 es diverses utilisations des anticorps

En 1975, la découverte de Kbhler et Milstein a irdiatment suscité un nouvel espoir
dans le domaine médical compte tenu de la granglg@fgité des anticorps monoclonaux. Les
premiéres utilisations des anticorps en diagnaosédical (détection/dosage des antigénes), en
immunothérapie (traitement des maladies) et enereble fondamentale provoquérent un fort

intérét.

4.4.1 Anticorps utilisés en diagnostic

Les anticorps sont largement utilisés pour l'idigrdtion d’'un antigene au sein d’un
mélange (liquide biologique, coupe tissulaire, sason cellulaire, ...) et pour le dosage
d’antigénes en solution. L'une des premiéres agfitinos des anticorps et de linteraction

antigene/anticorps fut et continue d’étre a ce jesrimmunodosages pour le diagnostic de
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marqueurs de maladies (VIH, CMV, ...) ou de marqueetiulaires. Les anticorps sont
utilisés également dans la recherche fondamentateme outils et traceurs dans des
techniques comme le Western Blot ou I'immunopréatmn. D’autre part, les anticorps ont
éte utilisés en imagerie médicale. Pour cela, dis@ps ont subi des modifications et ont été
chimiquement marqués avec des composés fluoresamatgnétiques, radioactifs et par
d’autres variétés de composeés. En effet, dés latdids années 1970, plusieurs laboratoires
ont étudié la faisabilité de [l'utilisation d’antiggs marqués avec des radio-isotopes pour
localiser par imagerie des marqueurs tumoraux d@ssmodeles animaux (Primus et al.,
1973), (Mach et al., 1974). Ces recherches onétdues au diagnostic de tumeurs chez
I'homme (Mach et al., 1983). Le satumomab (OncdStinne IgG radiomarqué & I'indium
111, dirigé contre la glycoprotéine TAG-72 estiséldepuis 1992 pour le diagnostic des
récidives de cancers colorectaux ou ovariens (Biekal., 1999).

Dans limagerie, l'utilisation de marqueurs a partie fragments d’anticorps s’est
développée. En 1996, trois fragments d’anticorpsum¢ IgG entiere ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché (AMM). L’arcitnmab (CEA-Scan), un fragment F(ab’)
marqué au technétium 99m, reconnait I'antigeneyocaembryonnaire (CEA) et est aussi
utilisé pour le diagnostic des récidives de cancelsrectaux (Erb and Nabi, 2000).

Cet anticorps a cependant été retiré du marchépéenopour des raisons commerciales.
L'imciromab (Myoscinf) marqué a I'indium 111, un fragment Fab dirigétoetia myosine,
est utilisé pour le diagnostic des nécroses du argec(Sarda et al., 2001). Un autre fragment
Fab, le nofetumomab (Verlufamarqué au technétium 99m dirigé contre une glsaéine

de 40 kDa est utilisé pour le diagnostic des candarpoumon a petites cellules (Straka et al.,
2000). Enfin, le capromab (Prostas@ntune IgG entiére marquée & lindium 111,
diagnostique les récidives des cancers prostatignese liant a I'antigene membranaire
PSMA (Prostate Specific MembraneAntigen) (Murphy et al., 2000). Plus récemment en
2004, le fanolesomab (NeutroSfecune IgM entiére marquée au technétium 99m, éfirig
contre le CD15 a obtenu une autorisation de miséesmarché (AMM) aux Etats-Unis pour
le diagnostic de I'appendicite (Line et al., 200€e dernier médicament a été retiré du
marché américain suite a plusieurs déficiences @atinonaires observées chez certains

patients.
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4.4.2 Anticorps utilisés en thérapie

L'idée d'utiliser des anticorps pour guérir des atiés remonte & la fin du ¥ siécle
puisque des 1890, Emil von Behring et ShibasabutasKto puis Emile Roux réalisérent des
essais cliniques en utilisant du sérum d’animalsxomht découvert que le sérum d’animaux,
ayant subi au préalable des injections de la toxiiphtérique, conférait a 'homme une
protection contre la diphtérie (Eibl, 2008). L'adt¢ neutralisante du sérum fut rapidement
attribuée aux anticorps (un terme initialementiséilpar Paul Ehrlich en 1891), gamma
globulines du sérum, dont la structure fut élucigadiellement en 1950 par Rodney Porter
(Porter, 1950a, 1950b). La sérothérapie naissade R cette découverte, la neutralisation de
toxines par sérothérapie fut appliquée a 'hommeesnhombreux chercheurs ont repris la
technique afin de disposer de « médicaments » tidodes contre des venins de serpents et
de scorpions. L'utilisation de sérum était alorséall moyen permettant de traiter certaines
maladies infectieuses comme la rougeole, les orsilbu des infections respiratoires (Keller
and Stiehm, 2000). La sérothérapie fut remplacédapaaccination et I'antibiothérapie, car
elle induisait de nombreux accidents anaphylactigdes a I'origine animale des sérums
(Smolens, 1961). Elle est toutefois toujours w#islans certains cas comme le traitement de
maladies médiées par des toxines (tétanos, bowylidiphtérie) ou des morsures venimeuses.
L’apparition des anticorps monoclonaux murins a nemplacer ['utilisation d'immuns
sérums animaux et apporta un grand renouveau amapthgdique. Le Muromonab ou
Orthoclone OKT3 dirigé contre le récepteur CD3 des lymphocytestTe premier anticorps
monoclonal thérapeutique humain utilisé a partifalenée 1986. Son rble a été de limiter les
réactions inflammatoires intervenant dans les sep¢ greffes (Cosimi et al., 1981).
Néanmoins, le développement d’autres anticorpsafpieiitiques murins contre de nouvelles
cibles a été limité a cause de la présence deféetsondaires importants. En effet,
I'administration d’anticorps murins a I'Homme déobhe des réactions immunitaires
caractérisées par la production d’anticorps humaims-souris ou HAMA KHuman Anti-
MouseAntibodies) conduisant dans certains cas a des @ragzhylactiques (Schroff et al.,
1985). Dans un premier temps, pour limiter les répsnimmunitaires de type HAMA,
seulement des fragments Fab ou Fde's anticorps murins ont été utilisés. Par exenmoler
le traitement des hépatocarcinomes, le Metuximabfragment (Fak’ radiomarqué), a été
utilisé en Chine. Depuis, le développement desnigcies d’'ingénieurie moléculaires ont

permis de produire des anticorps thérapeutiqugser@ant, la médecine a encore recours aux
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anticorps murins notamment en cancérologie poucdeplages a des toxines ou a des radio-

isotopes (lbritumomab, Tositumomab).

5 Les types d’anticorps thérapeutigues

Les anticorps thérapeutiques d’origine murine isaot des réactions secondaires
suite & leur administration & 'Homme, développauties types d’anticorps a été essentiel.
De nouveaux anticorps : anticorps chimériques, misda puis totalement humains ont été
produits (Figure 10) (Carter, 2006), (Chames e2809).

1 génération 2ieme sénération 3ieme génération
\ |’/ .

Murin Chimérique Humanisé Humain _Super x?\cm
(1975) (1984) (1986-1988) (1994-1999) rec?zrggén‘ant
...(m}omab ..ximab ..zumab ..{mjumab b ‘_ g
/ \ / ..ximab
. Chainess loudes murines - Chaines loudes humares
Fegioncharmer e
Chaines leger s munnes Chalness legeres humanes

St e glyenedamien Annts
Stz glicendanen An2d Fgpon deterpunant [aosom plementants

VD Licdfrcaticon am2hc ant I adate
theraputiues de 1 anticor s

Figure 10. Evolution des différents types d'anticqos thérapeutiques.D’aprés (Dutertre and Teillaud, 2006).
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5.1Les anticorps chimériques

Les anticorps « chimériques » sont composés degpaonstantes humaines et des
parties variables murines (Figure 10) et sont akgqrar ingénierie moléculaire.
Les ADNc codant les régions variables des anticonpgns (produits par la technique des
hybridomes) sont isolés et associés aux ADNc cotemtrégions constantes d’'une 1gG
humaine (Morrison et al., 1984). On utilise poulacen (ou deux) vecteur(s) d’expression
contenant les ADNc codant les chaines lourdesgetrés (généralement IgG1 et C kappa) et
dans lesquels les parties variablese¥ V| de souris sont insérées, tout en respectant ke cad
de lecture. Une telle construction permet d’obteeis anticorps hybrides composés a 75% de
la séquence humaine de I'lg, pouvant interagir descellules effectrices tout en conservant
leur spécificité et leur affinité pour l'antigen8&ileril et al., 2005). Il a été observé qu’'un
changement d’isotype lors de la construction pduestrainer une difféerence dans la
spécificité fine de certains anticorps chimérigagant des régions variables identiques. Les
parties constantes pourraient donc jouer un rolelaswonformation du domaine variable
(1994; Torres et al., 2005). Le premier anticorgameérique (Fab) commercialisée,
I'abciximab (ReoPrB) dirigé contre la glycoprotéine plaquettaire GRIIB/ est indiqué dans
le traitement de maladies cardiovasculaires comntiecaagulant (1994). Approuvé par la
FDA 10 ans apres la mise au point de la techniqueckdmérisation, il fut suivi par le
rituximab (Rituxaffou MabTher& en 1997, anti-CD20 préconisé dans le traitement de
certains lymphomes, certaines maladies auto-immooesne la polyarthrite rhumatoide, ou
encore certains rejets de greffe. Il existe a I'beartuelle sept anticorps chimériques sur le
marché. Cependant, bien que les anticorps chimérigaent moins immunogéenes que les
anticorps totalement murins, ils peuvent tout denménduire des réactions immunitaires a
leur injection chez 'homme. Ces réactions immureta de type HACA Kuman Anti-
Chimeric Antibodies) doivent étre diminuées. C’est pour apla d’autres technologies ont

été développées.

5.2Les anticorps humaniseés

Les anticorps « humanisés » possedent encore rdeisgquences d’origine murine
que les anticorps chimériques. En effet, ils samsttués a 90% de séquences humaines,
dans lesquelles seules les régions hypervarial#&R) (régions en contact étroit avec
I'antigene) sont d’origine murine. Ces anticorps hAnieés sont obtenus par greffage des
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régions hypervariables CDR des anticorps de ssurigles régions variables plus conservées
(« framework » FR) des ¥V et Vi humaines (Jones et al., 1986). Cette technique
d’humanisation est trés délicate quant a la priesiadles acides aminés a substituer. Certains
résidus de la région conservée ont un rble esselares le maintien de la conformation du
paratope. Leur changement peut donc affecter denfagon négligeable I'affinité de
I'anticorps humanisé. Lorsque les séquences vasailmaines sont modifiées, elles peuvent
alors étre clonées dans un vecteur contenant iggesées constantes humaines, comme cela
est fait pour les anticorps chimériques. Une awpproche d’humanisation, appelée
« resurfacting», consiste au contraire a ne changer que ceré@ides aminés des régions
conservées du domaine variable murin pour lui dooneprofil plus « humain » (Roguska et
al., 1994). Le premier anticorps humanisé mis sumbarché en 1997 fut le daclizumab
(ZenapaX). Dirigé contre le récepteur de I'lL-2 (CD25, fement exprimé sur les
lymphocytes T activés), il est indiqué pour la préian des rejets d’allogreffes rénales. De
nombreux autres anticorps humanisés entrérent tendans des essais cliniqgues. On en
compte actuellement 15 sur le marché, dont 1 immomagué, 1 fragment Fab et 1 Fab
pégylé. Ces anticorps induisent beaucoup moingadetions immunitaires "anti-souris”" que

leur parent murin (7% contre 20 a 40%).

5.3Les anticorps totalement humains

Les anticorps totalement humains sont constituéslusivement de séquences
d’origine humaine. Ces anticorps sont dits invessblou « transparents » pour le systeme
immunitaire des patients et évitent les réactiansmunitaires observées dans le cas des
anticorps murins, chimériques et humanisés (Hwamd) Boote, 2005). Aujourd’hui, une
grande partie des anticorps entrant en phase wéngpnt completement humains et 9
anticorps thérapeutiques humains sont actuellesumie marché (7 nouvelles approbations
depuis 2009).
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Tableau 1. Anticorps monoclonaux humains approuvésu sous étude d’'approbation par la FDA.

AA, approbation accélérée ; CTLA, cytotoxicité lige lymphocytes T associé a un antigéne ; EGFRptéar

au facteur de croissance épidermique, EMA, Agenm®ieenne de Médecine, EU, Union Européenne, FDA,
Organisation américaine de l'alimentation et desgde ; Ig, Immunoglobuline, IL, interleukine ; mAb,
anticorps monoclonal, P, étude prioritaire, PA,igétie deBacillus anthracis RANK, récepteur pour
I'activation du facteur nucléaineB, S, étude standard ; TNF, tumeur necrosis facteur

Durant les trente dernieres années, plusieurggtest ont été envisagées et développées pour
produire des anticorps monoclonaux humains. Troigcjpales approches existent
aujourd’hui : les souris transgeéniques, le phagpldy et l'utilisation des lymphocytes B
humains. Le phage display et les souris transgésigsent les deux techniques
majoritairement utilisées pour produire des anfisomonoclonaux thérapeutiques par les
grands groupes pharmaceutiques (Hoogenboom, 2Q0&)lisation des lymphocytes B
humains existe, mais pose des problemes et restereerau stade de recherche et
d’optimisation (paragraphe suivant 5.3.3 Utilisatiodes lymphocytes B humains,
Introduction). Récemment, une nouvelle sociétée VIN& s’est intéressée a la production
d’anticorps humains a partir de lymphocytes B hummall en est de méme pour de grands

groupes pharmaceutiques comme SANOFI ou NOVARTIS.
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5.3.1 Le Phage display

5.3.1.1 Définition

La technigue du phage display a été utilisée paprimer différentes molécules telles
que des peptides aléatoires, des enzymes, destéungide protéases, des facteurs de
transcription, des banques d’ADNc, des cytokiness @ifféerentes molécules peuvent étre
exprimées en les fusionnant & une des protéinkesagpside du phage. Les phages exprimant
la molécule d’intérét sont sélectionnés pour leueraction avec une autre molécule, un
antigene par exemple ou un ligand cible, fixée &wpport solide. Les phages reconnaissant
la cible d’intérét sont ensuite enrichis par ini@ctd’'une souche’#.coli. Le phage display
pour la production des anticorps consiste a crilblee banque de fragments variables
d’anticorps humains exprimés a la surface de \bactériens, les bactériophages. La banque
est obtenue apres extraction et clonage du réperdes genes des lymphocytes B humains
codant pour les régions variables des anticorpsr®lat al., 1991). Une sélection des
fragments d’anticorpsn vitro permet ensuite d'isoler les séquences codant [oi@gr
fragments ayant une bonne affinité pour la cibilet&'ét. La premiére utilisation des phages
dans la production d’anticorps fut décrite en 138@c anticorps humain, I'adalimumab
(Humira®), mis sur le marché en 2002. Actuellement, il &®xi8 anticorps sur le marché
obtenus par phage display I'adalimumab (Huff)ir@t le Belimumab / Benlystagpprouvé
en 2011.

5.3.1.2 Principe

Les domaines variables des anticorps sont extidtsrépertoire de génes de
lymphocytes B naifs ou de lymphocytes B ayant déjicontré la cible. Ces domaines
variables sont exprimés sur des phages, soit smosefde fragments scFv dans lesquels les
domaines VH et VL sont lies de maniére covalenteypacourt peptide, soit sous forme de
fragments Fab. La combinaison des différentes elsalourdes (VH) et légeres (VL=x\*

V) permet d’obtenir un répertoire de fragments déamps. Cette combinaison aléatoire
permet d’augmenter la diversité des anticorps olste@baque répertoire, VH et VL, peut étre
cloné dans deux vecteurs différents pour étre rbawémn vitro (Hogrefe et al., 1993a;
Hogrefe et al., 1993b) an vivo (Waterhouse et al., 1993) par la suite. Il essigpsssible de

cloner séquentiellement chacun des genes dans me wmécteur (Barbas et al., 1991) ou de
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procéder a leur assemblage par PCR et les clomsr utavecteur commun (Clackson et al.,
1991; Clackson, 1991). Les répertoires sont consbné hasard ce qui permet de créer de
nouvelles spécificités (Marks et al., 1991) et ¢bolr un plus large panel d’anticorps pour
une méme cible (Baker et al., 2003), difficile destr avec les autres approches a cause des
faibles rendements des étapes de fusion et d’inatigation. Les banques d’anticorps obtenus
par phage display ne permettent pas la maturataffirité et ne conduisent donc pas au
niveau de diversité obseni@ vivo. Les anticorps obtenus par cette technique néeessi
souvent une optimisation de leur affinitévitro par mutagénése dirigée (Lonberg, 2005). A
la suite de la sélection des meilleurs fragmentiestmeilleurs phages, des mutations peuvent
étre introduites au hasamd vitro (Gram et al., 1992; Hawkins et al., 1992) iauvivo en
infectant des souches bactériennes créant des iomstaiSchaaper, 1988). Une nouvelle
sélection est alors effectuée sur les nouveauxgshafin de sélectionner les meilleurs. Cette
maturation artificielle permet d’obtenir des antjg® ayant une affinité identique a celle des
anticorps issus d’'une immunisation chez un ani@ealtype de banque permet d’obtenir des
anticorps dirigés contre des molécules de I'hdétdeehe pas passer par 'immunisation des
animaux et la technique des hybridomes, mais préseamttemps et un colt de production

élevé di a des étapes d’optimisation importantes.

5.3.2 Les souris transgéniques

5.3.2.1 Définition

Les souris transgéniques possedent a la placiodede genes d'immunoglobulines
murines des loci de genes d'immunoglobulines hunsai@®s souris expriment donc des
géenes d'immunoglobulines humaines et sont capal#egroduire aprés immunisation avec
un antigéne-cible des anticorps totalement humahugourd’hui, I'essentiel des anticorps
humains utilisés (7 anticorps thérapeutiques) odémloppement sont des anticorps issus de

souris transgéniques.

5.3.2.2 Principe

Les souris transgéniques sont des souris dorggdertoire des genes des Igs a été
remplacé par le répertoire des génes des Igs hemadia production d’anticorps humains a

partir de souris transgéniques consiste a immumesrsouris avec un antigene-cible et a
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récupérer la rate contenant les splénocytes et &ugdonner avec un myélome murin pour
stabiliser leur production en anticorps. Cette mége est identiqgue a celle utilisée pour
I'obtention des hybridomes murins de Kohler et ks excepté l'origine humaine du
répertoire des génes des Igs. Apres les étapesilidage et de sélection, des hybridomes
humains sont obtenus. Des étapes de clonage pépdilimite permettent alors de produire
un anticorps monoclonal contre I'antigene d’intérBtavantage des anticorps humains
produits par les souris transgéniques est quertegs du fait de 'environnemeit vivo

ont déja subi les étapes de maturation et de coationitet sont donc tres affins. Ils n'ont pas
besoin de subir des étapes de maturation d'affinitétro contrairement au phage display.
Cependant, la technique des souris transgéniquesiegechnique colteuse et protégée par
des brevets. En effet, de grosses firmes pharmgoest (GenPharm, Medarex) se sont
disputées les brevets de cette technologie pendiesitannées. De méme, un des points
limitant est I'intensité de la réponse immmunitaiem effet, chez les souris transgéniques la
réponse immunitaire apres immunisation avec unke @bt plus faible que chez les souris

classiques, ce qui engendre un nombre d’immunisatimimportant et un codt élevé.

5.3.3 L'utilisation des lymphocytes B humains

L'utilisation in vitro des lymphocytes B humains fut la premiére techmigtilisée
pour produire des anticorps totalement humains (8bbwand Cohen, 1973).
Malgreé les limitations et les difficultés rencomséavec I'utilisation des lymphocytes B (voir
ultérieurement), cette technique présente des agestet meérite des investigations et
développement. Mon sujet de thése s'intéressepiarticulierement a I'obtention d’anticorps
monoclonaux humains grace aux lymphocytes B huméalogas avons cherché a obtenir des
anticorps humains a partir de lymphocytes B de darsrimmunisés contre une cible et a
partir de lymphocytes B naifs pour lesquels nousiavdii mettre aux point divers protocoles
d’'immunisationin vitro (paragraphe 5 Immunisation vitro, Matériels et Méthodes). Dans
cette introduction générale sera seulement rappgéncipe de l'utilisation de lymphocytes
B, ses avantages et inconvénients.
Par la suite, dans chacune des parties de ce ne(ddfpartie et seconde partie de la thése),
qui correspondent aux deux méthodologies existaptag obtenir des lymphocytes B
humains, les principes, les protocoles et, leslta&suobtenus concernant les lymphocytes B

mémoires et les lymphocytes B naifs via 'immungain vitro seront développés.
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5.3.3.1 Définition

La production d’anticorps monoclonaux totalemennhins est basée sur I'obtention
et la purification de lymphocytes B humains. Cesiphocytes B humains proviennent de
donneurs humains. Deux types de donneurs humamsislisés :

1) des donneurs ayant déja été en contact avetigbme, appelés les donneurs

immunisés/infectés ou encore vaccinés,

2) des donneurs n’ayant jamais été en contact kastigene, appelés des donneurs

naifs.

5.3.3.2 Principe

Récupérer du sang de donneurs, purifier et sélewdr les lymphocytes B humains,
les fusionner avec un partenaire cellulaire de tgpetlome, ou un partenaire viral. La
clonalité et la spécificité sont obtenues comme dmoas de la production d’anticorps murins
par des étapes supplémentaires de clonage paodilumite et de criblage. La production des
anticorps humains peut directement étre initieelesitymphocytes B. Toutefois, la durée de
vie d’'un lymphocyte B est courte et les lymphocyBegse se multiplient pas vitro. C'est
pour cela que dés 1970, des essais pour stabddsgmphocytes B humains ont porté sur les
possibilités de fusionner ou d’'immortaliser des pyracytes B humains avec un partenaire
cellulaire de type myélome (Schwaber and Cohen3)l9Zontrairement a la technique des
hybridomes chez la souris, des difficultés pourdiuser et stabiliser les lymphocytes B
humains sont apparues. D’autre part, peu de mydédmmains sont disponibles et adaptés a
la fusion avec des lymphocytes B humains (Kozboalgt1983), (Steinitz et al., 1979).
L’'immortalisation avec un virus, le virus EpsteiaB (EBV) a également été utilisée
(Traggiai et al., 2004). L'EBV est un herpés viqus possede la capacité de transformer ou
d’« immortaliser » les lymphocytes B humains pravaf I'expansion clonale permanente de
ces cellules. Pour améliorer le rendement et kilgé I'immortalisation peut étre couplée a
une étape supplémentaire de fusion. L'utilisatiarvotus d’Epstein-Barr (EBV) s’est révélée
relativement efficace. Cette stratégie a permigéteerer (Steinitz et al., 1979) des anticorps
monoclonaux contre divers antigenes (virus, toxingsQuelques exemples tres marquants,
I'obtention d’anticorps humains contre le SRAS oaontce HIN1 par I'équipe de
Lanzavecchia en 2002 et 2004 a partir de lymphascgtee donneurs ayant déja rencontré la
cible (Buchacher et al., 1994), (Simmons et al.0720Traggiai et al., 2004). Les

inconvénients majeurs de cette technique résidens da faible rendement de I'étape
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d'immortalisation et dans la difficulté a stabilisées lymphocytes B immortalisés.
Récemment pour pallier ce probleme, I'addition dguences oligonucléotidiques immuno-
stimulatrices CpG pendant [limmortalisation a permid’augmenter [Iefficacité
d'immortalisation et la stabilité des clones (Bextani et al., 2002). De méme, I'association
de la technique d’immortalisation avec celle déukion, impliquant des partenaires humains
de fusion augmente la probabilité d'immortalisat&tnla stabilité des clones (Kozbor et al.,
1982b).

De plus, méme si l'utilisation de lymphocytes B hains permet de disposar priori de
'ensemble du répertoire immunologique, I'obtentidianticorps monoclonaux spécifiques
d'une cible est grandement favorisée lorsque lesphocytes B proviennent d’individus
immunisés/vaccinés. On peut alors sélectionnelhysigshocytes B mémoires (Traggiai et al.,
2004) mais cela peut se révéler difficile a réaltans le cas de pathogenes tres virulents ou
peu répandus (Toxine CharbonneuBacillus Anthracis Yersinia PestisVIH, Ricine, ...).
Ainsi, des stratégies d'immunisatioms vitro utilisant des lymphocytes B naifs ont été
développées. Ces stratégies permettent d’obtersiratdéicorps humains contre n’importe
quelle cible y compris des cibles pour lesquelles lggnphocytes B immunisés ne seraient
pas disponibles. Avec 'immunisation vitro, il est difficile d’obtenir des anticorps de haute
affinité.

C’est pour cela que divers protocoles d'immunisatio vitro ont été développés (seconde
partie de ma these). D’autre part, la majorité alescorps obtenus par cette voie sont des
IgMs.

L’obtention d’anticorps humains grace a l'utilisatide lymphocytes B humains reste pour le
moment au stade de la recherche et nécessite evensses au point. Cependant, cette
stratégie ouvre des perspectives intéressantesmnmat dans le cadre de I'immunisation

vitro.

5.4Les anticorps optimisés

Une des préoccupations majeures avant les anf@@8sé&2ait d’obtenir des anticorps
monoclonaux thérapeutiques déclenchant peu (ou shala réactions immunitaires. Cet
objectif a été atteint avec le développement dés@ps humanisés et totalement humains
qui sont généralement bien tolérés, méme si onrebgearfois de faibles réponses HAHA
(HumanAnti-HumanAntibodies) pour certains anticorps (Nechansky, 20Eender et al.,

2007), (Getts et al., 2010). Depuis environ un@ide d’années, I'optimisation des propriétés
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fonctionnelles et/ou biochimiques des anticorpa dfaméliorer leur efficacité et leur sureté
clinique est devenu importante (Beck et al., 201®s propriétés fonctionnelles et/ou

biochimiques des anticorps regroupent l'affinité, spécificité, les fonctions effectrices, la
pharmacocinétique, la biodistribution, I'immunogété et la toxicité en général. Les

modifications des CDR par mutations, des isotypegragment Fc, de la région charniere, du
format de I'anticorps permettent d’améliorer lesactéristiques de demi-vie et d’affinité des
anticorps. L’ensemble de ces modifications constitwne nouvelle catégorie d’anticorps, les

anticorps optimiseés.

5.4.1 Amélioration des propriétés de fixation a I'antigere

L’introduction de mutations dans le domaine vaegbérmet de moduler l'interaction

antigene/anticorps. On peut ainsi modifier la i@t fine de l'anticorps, augmenter son
affinité ou encore sa stabilité. La modificatiorsgmrametres de fixation de I'anticorps a sa
cible s’effectue par mutagénése dirigée ou aléatdéms la région des CDRs ou la région
charpente encadrant les CDRs. Une équipe a ainsbmnir un anticorps dirigé contre la
progestérone dont les propriétés de reconnaissanteété ameliorées par la création
d’anticorps mutés possédant une plus grande spézi{evitant des problemes de réactions
croisées précedents), tout en conservant leurntéffsnb-nanomolaire (Dubreuil et al., 2006).
Par ailleurs, une grande affinité d’'un anticorps rpsa cible implique souvent une faible
constante de dissociation, ce qui conduit a undeunes efficacité thérapeutique. Cela est vrai
pour les anticorps dirigés contre les moléculealdes comme les cytokines ou les toxines,
par exemple la toxine du charbon (Maynard et &022. D’autres travaux ont également
montré qu’une fixation prolongée de Il'anticorps ®ar cible permettait de recruter plus
efficacement le C1q et induisait ainsi une acti@2C plus élevée (Teeling et al., 2004).
Mais cette logique pourrait étre mise en défaut geutraitement de tumeurs solides en
cancérologie, car les anticorps de forte affingénbleraient se fixer préférentiellement aux
cellules tumorales périphériques réduisant leux @el pénétration dans les tumeurs solides
(Adams et al., 2001).

5.4.2 Amélioration des propriétés effectrices

Dans le but d’'améliorer I'activité thérapeutiqudéatgxique de la région Fc, des études

s'intéressant a l'amélioration du fragment Fc obd énenées. Ces améliorations sont
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effectuées de plusieurs facons: choix de I'isotyperoduction de mutations, modification de

la glycosylation, ou encore en greffage de molécajgotoxiques.

5.4.2.1 Importance de I'isotype

Compte tenu de leur caractéristiques (forte spdigfiforte affinité, durée de vie la
plus longue), les IgGs sont préférées pour lexanmus thérapeutiques par les laboratoires et
les groupes pharmaceutiques. Les fragments Fc wsegsotypes des IgGs présentent des
caractéristiques différentes vis-a-vis des fondiefiectrices. En effet, les IgG1 et IgG3 sont
capables de se lier aux trois types de récepteayR|(, Rlla/c, et RIIl), tandis que les IgG4 se
fixent uniquement aux récepteursyR¢t et lIb et les IgG2 aux KRlla. Lisotype de
'immunoglobuline conditionne donc le type de répercytotoxique et leur choix est de
premiere importance pour élaborer un anticorpsafiertique (Jefferis, 2007). La plupart des
anticorps utilisés en thérapie sont des IgG1 saaglivent le plus efficacement les fonctions
effectrices ADCC et CDC. Ce sont dailleurs ceux spnt rencontrés le plus frequemment
naturellement (60% des IgGs totaux). En ce qui eoreles 1gG3, il n’en existe actuellement

aucun sur le marché compte-tenu de leur courte-gensérique.

5.4.2.2 Modification de la région Fc

La conception des anticorps utilisés pour leur fiomc effectrice doit également
prendre en compte les types de récepteurs surdissép Fc se fixe préférentiellement
puisqu’ils peuvent étre activateurs {R¢, Rlla/c et Rllla) ou inhibiteurs (FRIIb). De
nombreux travaux ont donc visé a manipuler la medto, par l'introduction de mutations,
afin de moduler cette réponse effectrice. Une étudmsi cartographié les résidus impliqués
dans la liaison aux différents récepteurs Fc (8higt al., 2001). La mutation de certains
acides aminés a permis d’augmenter spécifiguemaffinité du Fc pour le récepteur
FcyRIlla (activateur de la fonction effectrice) et deminuer l'affinité pour le récepteur
FcyRIlb (inhibiteur) (Shields et al., 2001), (Lazar &ft, 2006). La combinaison de ces
mutations augmente considérablement I'activité otfiee de I'anticorps. Bien que la
modulation de la réponse CDC soit moins étudiéestilégalement possible d’augmenter la
cytotoxicité liée au complément. Ainsi, des vargadtun anticorps anti-CD20 ont vu leur
activité CDC augmentée et ceci en corrélation awee amélioration de I'affinité pour la

molécule C1qg (Moore et al., 2010). De plus, dessulions effectuées sur le méme variant
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ont pu étre combinées de facon & améliorer laifinedu récepteur KR, optimisant ainsi le

répertoire entier des fonctions effectrices cytajogs.

5.4.2.3 Amélioration de la glycosylation

La glycosylation (N-glycosylation) joue égalemeant role dans la fonction effectrice
de I'anticorps en participant au maintien de lacttire tertiaire et de la stabilité de I'anticorps
(paragraphe 1.6 Modifications post-traductionnetles Igs, Introduction). La composition en
glycanes peut donc moduler I'activité thérapeutigad’anticorps (Jefferis, 2007). Parmi les
différentes glycoformes naturelles, celles qui enésnt un faible taux ou sont dépourvues de
fucose possedent une meilleure activité ADCC (Shwe et al., 2003). Cette amélioration
passe par une augmentation de l'affinité pour tepéeur FgRIllla. Ainsi des équipes ont
cherché a orienter le profil de glycosylation desicarps en créant des lignées cellulaires
(dérivées des cellules CHO) non productrices dedaeidKanda et al., 2006), (van Berkel et
al., 2010). Etant donné que le choix du systemepudéssion conditionne le profil de
glycosylation, de nombreux travaux visent a modifies organismes (levures, cellules de
mammiféres, cellules d’insectes) afin qu’ils pragit des anticorps ayant une glycosylation

« humanisée» et optimisée pour une meilleure répefisctrice.

5.4.2.4 Couplage chimique a des radioéléments ou molécutetogiques

La cytotoxicité d'un anticorps peut également émggmentée par le couplage
chimique d’éléments toxiques. Il peut s’agir duffge de radioéléments qui délivre de fortes
doses d'irradiation ciblée par I'anticorps et épargt ainsi les tissus sains. Parmi les quatre
anticorps radio-conjugués commercialisés, se tmuveeux anticorps anti-CD20 :
libritumonab® (marqué & l'indium 111 pour I'imagerie médicaledetyttrium 90 pour la
thérapie) et le tositumom&kmarqué a liode 131) qui traitent des lymphom@spendant
ces technologies de couplage sont lourdes et cqué@s a mettre en ceuvre. Leur succes est
pour I'instant limité et leur utilisation réservaax cancers relativement peu avancés (Barbet
et al., 2009). Des anticorps « armeés » composdésnaéits cytotoxiques moins agressifs pour
'organisme ont également été développés. Le smolunoconjugué commercialisé est le
gemtuzumab, indiqué pour le traitement des leucgmmigéloides aigués, ou l'anticorps est
couplé a la calichéamycine, un antibiotique puisgprovoquant des cassures de I’ADN).
D’autres anticorps de ce type sont actuellemendé&veloppement clinique. lls utilisent

comme agent cytotoxique des dérivés de la maytansimd’auristatine qui sont agents
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antimitotiques trés puissants (Haeuw et al., 20@¥Bs toxines peuvent également étre
fusionnées aux anticorps, par biologie moléculapeyur créer des immunotoxines. On
retrouve parmi elles la ricine (chaine A), la taxidiphtérique, I'exotoxine de pseudomonas
(PE38) ou encore la toxine cholérique (Sarnovsksl.et2010). Des anticorps recombinants
ont ainsi été produits, dont le BL22, un anti-CDR@ionné au PE38, qui a permis la
rémission totale de patients atteints de leucémieoar lesquels les traitements classiques

avaient échoués (Kreitman, 2009).

5.4.3 Amélioration de la demi-vie

Le récepteur FcRn peut moduler la clairance et dmcarée de vie des anticorps dans
le sérum. Une optimisation de la fixation du Fc serrécepteur pourrait donc accroitre
I'efficacité des anticorps et/ou permettre de dimeinles doses thérapeutiques. La modulation
de la demi-vie de l'anticorps peut s’effectuer pas substitutions d’acides aminés dans la
partie Fc qui modifient son affinité pour le réapt FCRn (augmentation de la demi-vie de
I'anticorps d’un facteur deux (Hinton et al., 20Q4pais également par une optimisation des
glycosylations qui améliore I'affinité au réceptdtaRn (Jefferis, 2007). Cependant, le gain
d’affinité de ces mutants n’est pas forcément adsaaine meilleure pharmacocinétique de
ces anticorps (Datta-Mannan et al., 2007). La deeides anticorps, et en particulier des
fragments Fab (de plus faible masse), peut égalem@&at améliorée par un couplage
chimique au polyéthyléene glycol (PEG). Le principaifet de la « PEGylation » est
d’augmenter la taille de la molécule de sorte d@’'sbit supérieure a la limite de filtration
glomérulaire. Cette modification chimique doit énaitrisée pour ne pas affecter les régions
CDR et effectrices, sous peine de modifier la framcte I'anticorps (Dutertre and Teillaud,
2006). Cette réaction de « PEGylation » a pu pamgte prolonger la durée de vie d’un
fragment Fab dirigé contre le TMFle 14 jours (Choy et al., 2002) ou de fragmenb{a
dirigés contre la toxine botulique A (Mazuet et 2010).
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6 Les anticorps thérapeutiques sur le marché

6.1 Les différents anticorps monoclonaux sur le marchéen
2012

6.1.1 Bilan des types d’anticorps sur le marché

Depuis 1986 et la mise sur le marché du premigcaps monoclonal thérapeutique
le Muromonab, 35 anticorps monoclonaux thérapeatiget 6 protéines de fusion-Fc (ou
immunoadhésines, dérivés d’anticorps (paragrapBel6s différents formats d’anticorps
monoclonaux thérapeutiques, Introduction) ont @f@a@uvés pour un usage clinique, par une
ou plusieurs agences mondiales de santé publiggelaré la commercialisation des
médicaments (la FDA pour Food and Drug Administrathux USA, 'EMA pour European
Medicines Agency en Europe, la SDFA pour Chinaae&Eood and Drug Administration en
Chine) (Beck et al., 2009), (Jiang et al., 2011).

Les anticorps sont principalement préconisés gdatter contre les cancers (17
anticorps approuvés) et les pathologies immunolaggget inflammatoires (16 anticorps
approuvés, dont un retrait le Rapfivaou Efalizumab). D’autre part, des anticorps
thérapeutiques sont également disponibles pouateplantation (Muromonab, Daclizumab,
Belatacept), linfectiologie (Palivizumab), la meétdee cardiovasculaire (Abciximab),
'ophtamologie (Ranibizumab) et le traitement deladees rares, voire orphelines, pour
lesquelles peu de traitements efficaces sont dibjesn(Natalizumab pour la sclérose en
plaque, Toclizumab pour la maladie de CastelmamnsDle futur, de nouveaux anticorps
ciblant des pathologies comme le diabete de type la maladie d’Alzheimer seront mis a
disposition. En effet, 4 nouveaux anticorps sontcenrs d’étude clinique de phase Il
('otélixizumab et le téplizumab pour le diabéte,dapineuzumab et le solanézumab pour la
maladie d’Alzheimer) en 2012.

6.1.2 Bilan économique des anticorps sur le marché

Les anticorps monoclonaux thérapeutiques fontpdds biomédicaments ou produits
biopharmaceutiques. Les biomédicaments connaissesticces croissant depuis les années
70. L'insuline, I'érythropoétine, 'hormone de cssance et maintenant les anticorps

monoclonaux sont les plus connus des biomédicamBasuis dix ans, la proportion des
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anticorps thérapeutiques dans le marché des bicam@dnts ne cesse d’augmenter pour
atteindre pres de 50% en 2010. lls représentemhanché estimé a plus de 50 milliards de
dollars, ce qui correspond a environ 6% du maroh& des produits pharmaceutiques en
2010. Parmi la quarantaine d’anticorps et dérivaggmouves pour un usage thérapeutique, 6
générent plus de 90% des ventes : I'étanercepteEf{bf7,3 Md $),le bevacizumab-Avastin

(7 Md $), le rituximab-Rituxah (6,9 Md $), I'adalimumab (6,5 Md $), I'infliximats,5 Md

$) et le trastuzumab-Hercepti,9 Md $). Ces 6 biomolécules se situent d'aiedans les
15 produits pharmaceutiques les plus vendus en 0&0rrespondent aux meilleures ventes

dans leurs indications respectives, a savoir I'argiel et I'inflammation.

Les retombées économiques importantes généredsspamticorps thérapeutiques ont permis
aux grands groupes pharmaceutiques d’investir dangecherche et d’acquérir des
compagnies de biotechnologie spécialisées dans Jelagpgement de nouveaux formats
d’anticorps qui pourraient révolutionner le traitamh de certaines pathologies, comme le
cancer, dans les années a venir. On estime qu’ef, ZDinoitié des 100 molécules les plus
vendues seront des biomolécules, dont une partrianie sera constituée par les anticorps
monoclonaux ou dérivés (Strohl, 2009). En effet,nembre important de biomolécules ou
d’anticorps monoclonaux entrent en essai clinigpepuis 2007, environ 40 nouveaux
anticorps monoclonaux entrent chaque année en piiaggue et on compte actuellement
pres de 300 nouveaux anticorps et une vingtaimerdiinoadhésines en cours d’essais (phase
[, Il ou Ill) (Reichert, 2011).

6.2 Les difféerents formats d’anticorps monoclonaux théapeutiques

Il existe une grande diversité de format d’antisogm fonction du mode d’action
thérapeutique de I'anticorps. Aujourd’hui sur lerote, la majorité des anticorps utilisés en
clinique sont des immunoglobulines entieres de tgé&l. Il existe tout de méme quelques
IgG2 (Panitumumab, Denosumab), IgG4 (Natalizumbbs. fragments d’anticorps Fab sont
présents (4) et des anticorps conjugués a des emximadionucléides ou a du
polyéthyléneglycol (PEG) sont également utilisén. niduveau type d’anticorps est en plein
essor : les immunoadhésines. lIs représententidogos présents sur le marché et 4 en phase
[ll. Les immunoadhésines résultent de I'associatierdomaines fonctionnels d’une protéine
(site de liaison d’'un récepteur, d’'un ligand) etftagment Fc d’'un anticorps (Capon et al.,
1989). De plus, il existe en développement (esdmigjues de phase Il (Wurch et al., 2009)),
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un autre format d’anticorps, les dAb pour « simdpenain antibody », qui sont des fragments
d’anticorps a domaine unique (Chames and Baty, 2008 sont exprimés naturellement
chez les camélidés (lamas, chameaux), et certasmsces de requin (Figure 11). L'avantage
de telles molécules découle de leur petite tailled £n conservant une grande affinité pour
leur cible. Ces molécules peuvent étre utiliséesllese comme petites molécules
thérapeutiques, par exemple en cancérologie paétas plus facilement les tumeurs solides
(Behar et al., 2009), ou comme base pour élabaemiblécules plus complexes. Un autre
format correspond au anticorps bispécifiques dérigéntre des épitopes différents, étendant
ainsi la fonction de l'anticorps classique (Charaed Baty, 2009a). D’autre part, un format
atypique d’anticorps existe. Le Catumaxomab, un@2lcghybride rat/souris, présente la
particularité d’étre le seul anticorps bispécifiqaati-CD3 et anti EpCAM) sur le marché. De
facon analogue, on pourrait imaginer des fragmeiatsticorps tri- ou tétra-valents, scFv ou
diabodies qui pourraient faire partie de la proobagénération de « molécules dérivées
d’anticorps » (Dutertre and Teillaud, 2006).

Q2 Q Q 2 N

— Ac bispécifique

@ (Fab),
Ac entier
Ac entier )
immunoconjugué (Camélidés) (Requin)
Ac simple chaine lourde
Fc-peptide

Fab-PEG 3 (possédant un fragment dab)
Protéine-Fc

Figure 11. Les différents formats d'anticorps thérgeutiques sur le marché et en développement (list®n
exhaustive).Les molécules présentes sur le marché sont éeritgsas. D’aprés (Beck et al., 2009).

6.3Cibles et mode d’action des anticorps

Les anticorps utilisés a des fins thérapeutiquasvgre exercer différents modes
d’action selon la cible et la pathologie a traiteéigure 14). Le choix de la molécule cible est
majeur puisque cela définit I'efficacité de l'amtips et les effets secondaires qu’il pourrait
entrainer.

Les cibles des anticorps peuvent étre classéesuartyfees :

1) antigenes solubles
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2) antigénes membranaires

Selon la cible, le mode d’action varie.

6.3.1 Les anticorps neutralisant un antigéne soluble

La fixation d’un anticorps neutralisant a pour effie bloquer I'activité biologique de
I'antigéne sur sa cible. Ainsi l'inhibition de laaison de l'antigene (toxines, cytokines,
chimiokines, ....) sur son récepteur spécifique vaqbér la voie de signalisation
normalement induite. Ces anticorps neutralisarpsésentent un peu moins d’'un tiers des
anticorps sur le marché. Les molécules ciblées mamtipalement des cytokines comme le
TNFo (Tumor NecrosisFactora) ou des interleukines (IL-12/1L-23, IL-1, IL-6).rOretrouve
également un composant du complément (C5) et désufs de croissance (VEG¥ascular
Endothelial Growth Factor), et EGFR (Epidermal Growth Factor). Les anticorps
monoclonaux ciblant les toxines ne sont pas enga@sents sur le marché mais en cours de
développement. En ce qui concerne la neutralisat®rirus, les anticorps agissent de la
méme facon en se fixant a la protéine d’envelogspansable de la liaison de la particule
virale a sa cible cellulaire, bloquant ainsi sorr@ntet I'infection de la cellule (Abes et al.,
2009). Les anticorps peuvent également immobileteagglutiner les agents infectieux, et

favoriser I'opsonisation et leur destruction (phagose, ADCC et CDC).

6.3.2 Les anticorps liant un antigene membranaire

Les antigenes liant un antigene membranaire repi&siela plupart des anticorps
monoclonaux ayant recu une AMM ou en développemni@ahs ce cas, I'anticorps se lie a
I'antigene présent a la surface de la cellule cibtepeut déclencher un large type d'effets
(Figure 12). Les effets directs peuvent conduile mort cellulaire (apoptose), I'activation ou
I'inhibition de voies de signalisation telles quactivation de la production de cytokines, la
différenciation, la migration cellulaire ou le bme de récepteurs membranaires. D’autres
effets, cette fois-ci indirects, peuvent induireeurytotoxicité, passant par I'activation des
fonctions effectrices de I'anticorps qui recruteral des effecteurs cellulaires (ADCC) ou
moléculaires (CDC) (Abés et al., 2009). Les ciblemmbranaires des anticorps peuvent étre
des récepteurs de facteurs de croissance (EGF-R-DEou de cytokines (CD25), des
molécules d’adhérence impliqguées dans les interattellulaires (Ep-CAMEpithelial Cell
AdhesionMolecule) intégrine VLA-4, LFA-1 {eukocyteFonction AssociatedAntigen),
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molécule CD11a) ou des protéines transmembran@@ie20, CD33, CAMPATH-1/CD52).
Les nouvelles cibles en cours d'évaluation sontemsslement des récepteurs ou des

molécules impliquées dans le contréle de I'actoratiellulaire.

[of of of o t
- =l AN q 3
Lol 29 Libération d’oxydants Immuno-modulation \wr/
Réduction des \
dommages dueéune\ b = /
réponse inflammatoire >~ / -

- ,’.:\.__ - Y, Opsonisation
£ e . \ /
SR L I

Activité ‘\( /
antimicrobienne X CDC (activation du
et :f} i & complément)
r
(c tAotD:x(i:cité Neutralisation de
Y R virus et toxines
cellulaire

Figure 12. Les différents effets biologiques des tcorps thérapeutiques.D’aprés (Casadevall et al., 2004).

6.4 Limitations des anticorps thérapeutiques

Il existe des limitations importantes qui frein€ntilisation massive des anticorps en
clinique. Parmi ces limitations, la principale estle du colt excessif des traitements et dans

des cas plus rares, la survenue d’effets indésisairaves.

6.4.1 Les systemes de production des anticorps et leur dod

Les anticorps sont produits en cellules eucaryateause de leur forme multimérique
ou des glycosylations post-traductionnelles qudisbissent. La plupart des anticorps
thérapeutiques sont produits par des cellules mdiermas de type CHO (issues d’ovaires de
hamster chinois), NSO ou SP2/0 (deux lignées delamg murin) (Cochet and Chartrain,
2009). Des nouveautés dans les milieux de cultlams les vecteurs d’expression et dans les
lignées cellulaires utilisés ont permis d’améliokerrendement de production en anticorps.
Par exemple, des lignées cellulaires optimiséet capables de produire plusieurs grammes
d’anticorps par litre de milieu de culture contreslgues milligrammes avant optimisation
(Cochet and Chartrain, 2009). 200 millions d’euddsvestissement pour 200 kg d’anticorps
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par an (Olivier and Mehtali, 2009) sont nécessaesr produire des anticorps dans ces
systémes.

D’autre part, les anticorps utilisés en thérapiat does colteux (nhombreuses injections et
doses) et représentent plusieurs milliers d’eudss 000 a 5000) par mois et par patient
(Olivier and Mehtali, 2009). Par exemple, les pasdraités avec le Rituximab recoivent de 8
a 16 doses d’anticorps correspondant a 6 ou 12 Ritd&imab par patient (O'Brien et al.,
2001). Des procédés de production colteux supespasécolt thérapeutique menent a
développer de nouveaux systemes de productiongaosomes. Ainsi, des levureBig¢hia
Pastorig, des champignons filamenteukspergillus nigey (Ward et al., 2004), des cellules
d’'insectes (Edelman et al., 1997), des celluleaigas (Olivier et al., 2010), des organismes
transgéniques végétaux (feuilles de tabac) (Lal.e2010), ou des animaux (souris) (Tang et
al., 2008) ont été utilisés pour produire a moindoéit des anticorps thérapeutiques. Le
systéme bactérien, le systeme de production le moaigeux, n'est pas adapté a la
production d’anticorps entiers qui sont des protitrep complexes. Cependant, il a été
envisagé la production de petits fragments d’anpeale type scFv par des bactéries (Arbabi-
Ghahroudi et al., 2005). La découverte des anticdepcamélidés dont la partie variable n’est
composée que d'une chaine lourde, a relancé Bhtpour ce systeme de production
(Harmsen and De Haard, 2007). En effet, ce pamgnfrent variable de 12 kDa, nommée
sDADb (single domain antibody) ou VHH, est facilemproduit en bactéries avec de tres bons
rendements. D’ailleurs, la société Ablynx produitegploite commercialement ce type de
fragments d’anticorps (les nanobodies), dont aestaont en cours d’évaluation clinique pour
le traitement de la polyarthrite rhumatoide ou dncer.

La recherche dans le domaine de la production dagipes thérapeutiques est trés
active et de nombreux systemes de production atitsraux cellules mammaliennes sont en
cours d'étude. Dans un avenir proche, de nouvgllateformes de production d’anticorps
monoclonaux devraient étre approuvées et permatiebaisse progressive des colts tout en
ameéliorant les propriétés cliniques de ces agd@sapeutiques (Olivier and Mehtali, 2009).
De plus, I'émergence du concept d’anticorps « bidaires », a la maniere des versions
génériques des petites molécules chimiques, dedgaiement contribuer a la baisse du prix
des traitements (Reichert et al., 2009). Les bigiras sont « des nouvelles versions
similaires au produit biologique de référence emés de qualité, d’efficacité et de sécurité ».

Ce sont des formes génériques des molécules dbretet a expire.
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6.4.2 Effets indésirables

Les anticorps possedent un taux d’approbation(fé.Ze taux est plus élevé que
pour les petites molécules chimiques, d’environ BRéichert et al., 2005). Ceci s’explique
par les caractéristiques propres des anticorpasndgr spécificité pour leur cible, longue demi-
vie et une bonne tolérance générale chez 'hommepe@dant chez les patients traités, les
anticorps thérapeutiques ne sont pas sans effejumxeffets qui peuvent parfois étre tres
graves et difficiles a prévoir.

Ces effets toxiques sont regroupés en cinq ca#&gorles infections opportunistes, le
syndrome cytokinique, les pathologies autoimmulaetmxicité d’organe et 'immunogénicité
(Pallardy,2009).
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Le nombre des anticorps monoclonaux utilisé eraffgutique ne cesse d’augmenter.
Les premiers anticorps monoclonaux utilisés enahiér furent des anticorps monoclonaux
issus de souris. L'administration des anticorps oetonaux murins peut provoquer chez
'Homme des réactions immmunitaires telles que laodpction d'anticorps anti-
immunoglobulines de souris (HAMAS) ou encore descshanaphylactiques. Ces effets
secondaires peuvent entrainer une diminution dificbeité thérapeutique des anticorps
murins. Afin de diminuer, voire de supprimer cefetsf secondaires, plusieurs stratégies ont
éte développées : production d’anticorps chimésq@aurin/humain), humanisation des
anticorps murins et production d’anticorps humaibs. nombreux laboratoires et groupes
pharmaceutiques se sont intéressés a la produtoticorps humains durant ces dernieres
années. Aujourd’hui, il existe neuf anticorps mdaopaux humains sur le marché. Trois
stratégies peuvent étre utilisées pour la prodacti@nticorps monoclonaux humains : le

phage display, les souris transgéniques et I'atiti;m de lymphocytes B humains.

Le Laboratoire d’Etudes et de Recherche en Immalgse (LERI) est spécialisé
dans la production d’anticorps monoclonaux murinkeer utilisation a des fins analytiques
dans des domaines trés divers, tels que les maladigion ou le bioterrorisme. Récemment,
le laboratoire a décidé de développer la produdianticorps monoclonaux humains a partir
de lymphocytes B humains pour des applicationsapi@rtiques. C’est donc dans ce dernier

cadre gque s’insere mon projet de these.

Dans notre laboratoire, nous avons décidé d’dtiliss lymphocytes B en développant
deux approches basées sur la technique d'immatialis par le virus Epstein-Barr (EBV)
couplée ou non a une fusion cellulaire. La premipproche utilise des lymphocytes B
mémoires du sang périphérique isolés a partir amelars infectés ou vaccinés tandis que la
seconde stratégie impligue limmunisation vitro des lymphocytes naifs de sang

périphérique.

Pour la premiere approche, nous avons utilisé ecemmdeéle I'entérotoxine B de
Staphylococcus aureuéSEB), car la plupart des personnes ont été emacbmvec cet
antigene. Apres vérification de la présence d'anti anti-SEB circulant dans le sang par la

technique ELISA, les cellules mononuclées du saRBMCs) ont été extraites. Les
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lymphocytes B mémoires ont été purifiés et cultigggprésence du virus Epstein-Barr (EBV)
afin de les immortaliser fT partie de la thése).

La seconde approche impligue une immunisatiowitro de lymphocytes B naifs
extraits de sang périphérique®f® partie de la thése). Cette stratégie pourrait péren la
production d’anticorps monoclonaux humains congé® dntigenes pour lesquels il n’existe
pas de donneurs infectés ou vaccinés. Nous aviise piour cette stratégie deux modeles :

- un peptide (TBA-Nter) de la partie N-terminale domaine de liaison de la toxine
botulique A qui est la toxine la plus puissantaialément connue,

- une protéine de fusion constituée de la protéin&lOla (14 kDa) du virus de
'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) etdlomaine (ZZ) de 11 kDa de la
protéine A de Staphylococcus aureusapable de lier les fragments Fc des
immunoglobulines de surface.

Nous avons étudié au cours de ce travail I'infleedes cytokines et des différents types
cellulaires sur l'efficacité de I'immunisationir vitro ». Enfin, nous avons réalisé difféerentes
expériences afin de deéterminer quelles étaient réggons de la protéine de fusion

responsables de la réponse humoratewtro ».
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Dans un premier temps, les produits utilisés (plepi-terminal de la BoNT/A (TBA-
Nter), Entérotoxine B deStaphyloccocus aureuéSEB), ZZ, Tatl0l1l, ZZTatl01gt leur
production seront décrits. Dans un second temps santion sera consacrée a la purification
et la sélection des cellules a partir de sang ERMCs. Une explication de I'immortalisation
par le virus Epstein-Barr et de sa production deite, avant de développer les différents
protocoles d’immunisations vitro. Une mise en place de deux protocoles d’'immuragati
vitro avec le peptide N-terminal de la toxine botuligesera étudiée. Par la suite, une
amélioration du protocole d'immunisatiom vitro sera réalisée avec une protéine de fusion
originale, ZZTatl101. Les dernieres sections de e¢ekkls et Méthodes seront consacrées a
la fusion et la production d’hybridomes ainsi qu’aditférents dosages immunologiques

permettant de réveler les anticorps spécifiqueshdeune des cibles utilisées.

1 Matériels utilisés

1.1 Peptide N-terminal de la BONT/A : TBA-Nter (2 kDa)

La synthese du peptide BoNT/A N-terminal (peptid@ATNter) (H-Pro-Phe-Asn-Lys-
GIn-Phe-Asn-Tyr-Lys-Asp-Pro-Val-Asn-Gly-Val-Asp-H@H) est réalisée en utilisant la
stratégie Fmotért-butyl a I'aide d’'un synthétiseur (Applied Biosyste 433A synthétiseur).
Le clivage du peptide de la résine et la dépraiacties groupements chimiques protégeant
les fonctions réactives des acides aminés sontisééalpar un mélange d’'acide
trifluoroacétiquef/triisopropylsilane/eau (9.5/0@25, viviv). Le produit final a été précipité 2
fois dans de I'ethetert-butyl methyl froid et dissout dans 15% d’acide ewpi Le peptide est

par la suite purifié par HPLC sur une colonne C18.
1.2 Entérotoxine B deStaphyloccocus aureu6SEB)

L’entérotoxine B deStaphyloccocus aureywovient de chez Sigma-Aldrich (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) (Référence S4881).
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1.3 Tat, ses dérivés et les protéines de fusion ZZTat10

1.3.1 Tatl01 et peptides Tat101

Tat101 et cing peptides recouvrant la séquence geoteine Tatl01 sont utilisés P1
(1-15), P10 (46-60), P15 (66-80), P16 (71-85), EBB101) (4 peptides de 15 acides aminés
et un de 16 acides aminés).

1.3.1.1 Tatl01

La synthese de TatlOl est réalisée en utilisastréégie Fmotért-butyl (Applied
Biosystems 433A synthétiseur) sur 0.1 mmol de e2gtmoc-Asp(OtBu)-AL-PEG-PS en
employant 10 excés molaire de chaque acide amimimélange dicyclohexylcarbodiimide/1-
hydroxy-7-azabenzotriazole = comme agent de couplaggg un  mélange
diisopropylethylamineM-methyl pyrrolidone pour la déprotection du groupem Fmoc.
L'incorporation de la GIn54 a été réalisée manunafiet deux fois. Le clivage et la
déprotection finale sont effectués par un mélange ’'acidk
trifluoroacétiquef/triisopropylsilane/eau (9.5/0@25, viviv). Le produit final a été précipité 2
fois dans de I'ethetert-butyl methyl froid et dissout dans 15% d’acide eyt La protéine a
été ensuite purifiee en HPLC sur une colonne Ju@ie Les groupements protecteurs S(tBu)
ont été retirés des cystéines en utilisant un tanphosphate 0.1 M dégazé, pH 8.5, contenant
6 M d'urée et de dithiothreitol (50 eq/Cys). Le aréle a été acidifié a pH 2.2 et purifié en
HPLC sur une colonne Jupiter C4.

Les protéines Tat1l01 produites réduites ont étéarvges a -20°C.

1.3.1.2 Peptides Tat101

Les cing peptides de TatlO1l ont été synthétisés |pastratégie Fmoc sur le
synthétiseur 357 Advanced ChemTec multiple peptigs. peptides ont été fabriqués avec
une résine amide et ont été acétylés en N-terrparadle 'anhydride acétique. Le clivage et la
déprotection des peptides ont été effectués codauet précédemment et la purification est
réalisée sur une colonne Vydac C18 reverse phasspétia, CA).

Les peptides et protéines synthétisés ont été téaisss par spectrométrie de masse et par
séquencage des acides aminés.
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1.3.2 Les protéines de fusion ZZTat101

1.3.21 77

On utilise un vecteur pCP dans lequel on a inkés@quence codante pour la protéine
ZZ. ZZ est obtenue suivant un protocole décrit @dénment (Drevet et al., 1997; Fromen-
Romano et al., 1999).

1.3.2.2 ZZTatl01

ZZTat101 a été obtenue en utilisant une séquamtbétique codant pour Tat101
(Séquence consensus déterminée auparavant) (Kethamn et al., 2006).
SEQUENCE SYNTHETIQUE
GGTACCCATGGAGCCAGTAGATCCGAAACTGGAGCCCTGGAAGCATCCAG
GTAGCCAGCCTAAGACTGCTTGTAACAACTGCTATTGTAAAAAGTGTTGC
TTTCACTGCCAGGTTTGTTTCACCAAAAAAGGCCTGGGCATCTCCTATGG
CCGCAAGAAGCGCCGTCAGCGCCGCCGTGCTCCGCAGGACAGCCAGACTC
ACCAGGTTTCTCTGTCCAAGCAGCCGGCATCCCAGCCCCGCGGTGACCCG
ACTGGCCCGAAGGAATCCAAGAAGAAGGTGGAGCGCGAGACCGAGACTGA
TCCGGTGGATTAGGATCC(les sites de restriction po#ipnl et BamHI sont en italiques)

La séquence codante pour Tatl01 est insérée damstieur pCP codant pour la protéine ZZ

avec des sites de restrictigpnl/BamHIouverts (Fromen-Romano et al., 1999).

1.3.2.3 ZZTat22-57

ZZTat22-57représente la région 22-57 de Tat101 fusionnée.a ZZ

SéquenceTat22-57:
GGTACCCAGCAATAATTCCTATAGCAAAAAAAGCAGCTTTCATAGCCAGG
TGAGCTTTACCAAAAAAGGCCTGGGCATTAGCTATGGCCGTAAAAAACGT
CGTCAGCGTCGTCGTTAAGATCC(Kpnl et BamHI sites de restriction en italiques). La

séquence codante pour Tat22-57 est insérée davscteur pCP codant pour la protéine ZZ

avec des sites de restrictigpnl/BamHIouverts (Fromen-Romano et al., 1999).
Au sein du laboratoire, nous disposions de deusimes de ZZTat22-57ZZTat22-5%22-37)s
correspondant a ZZTat22-%¥ec sept cystéines de Tat mutées en sérines alaégion 22-
37 et ZZTat22-5Tontenant les sept cystéines. 10 mM de Zinc onajéiété au tampon pour
bloquer la formation des ponts disulfures entrecietéines.
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La méme procédure que pour ZZTatl01 a été utilre exprimer ZZTat22-%(z2-37)s et
ZZTat22-57.

1.3.2.4 ZZTatl01Q

ZZTatl01@ correspond a ZZTatl01 sans la capaciliérdles héparane sulfates.
ZZTatl01@ a été dérivée de la forme native de ZEThtZZTat101 a été acétylé en présence
d’excés d’anhydride acétique (x81). 0,525 mg de &Z01 sont resuspendues dans 0,4 ml de
tampon Phosphate pH 7,5 puis 4 pL d’anhydride @qeétsont ajoutés pendant 1 heure sous
agitation a température ambiante. La réaction tegtpge par I'ajout de 0,1mL de Glycine
0,1M dans du tampon Phosphate pH 7,5. Le mélaragptioénel a été déposé sur une colonne
PD10 et élué avec de I'acide acétique 0,5M pH134.fractions contenant la protéine ont été

lyophilisées.

2 Culture cellulaire

2.1 Comptage des cellules
L’ensemble des comptages ou numération est effesiu Cellules de Malassez. Le

nombre de cellules par ml est obtenu par la forrauleante :

Nombre de cellules comptées
x 10% x facteur de dilution = Nombres de cellules/ml

Nombre de bandes comptées

Le nombre de cellules totales est obtenu par ladit suivante :

Nombresde cellules/ml x Volume Total = Nombres de cellulestotales

2.2 Culture des différentes souches

Les cellules des myélomes murin NS1, SP2/0O-Agl4Xé8 Ag8.653 et de

I'hétéromyélome humain/murin HM (gracieusement foyar le Dr Nato, Institut Pasteur,
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France) sont cultivées en milieu RPMI 1640 1X coaté 10 % de SVF (sérum de veau
foetal) décomplémenté (la décomplémentation s'affegar chauffage pendant 30 min a
56°C), 1 % glutamine, 1 % pyruvate de sodium et @é@nicilline/streptomycine contenant
130 pM 8-Azaguanine (Sigma-Aldrich (Sigma Aldric®t. Louis, MO) et sont incubées a
37°C sous 7 % COLa 8-Azaguanine empéche la dérive des myélomes.

Les hybridomes issus des fusions sont cultivésnidieu RPMI 1640 1X contenant
10% de SVF (sérum de veau fcetal) décomplémentégld€amine, 1 % pyruvate de sodium

et 1% pénicilline/streptomycine et sont incubé83 & sous 7% C9O

2.3 Conservation des cellules

2.3.1 Congélation a -196°C

Les cellules sont centrifugées 10 min a 1500 tours/ comptées (paragraphe
précédent 2.1 Comptage des cellules, Matériels éthddles) et resuspendues & 1x10
cellules/ml en SVF décomplémenté additionné de d&e%MSO. Les cellules ainsi préparées
en cryotube sont stockées 1 h a -20°C puis 24 802ZC- avant d’étre transférées en azote
liquide a -196°C

2.3.2 Décongélation a -196°C

Toutes les cellules sont décongelées a 37°C en RBMD 1X puis centrifugées 10

min a 1500 tours/min et resuspendues dans le ndketulture adéquat préchauffé a 37°C.

3 Purification _des cellules _mononuclées du _sang
périphérigue (PBMCs)

Les cellules mononuclées du sang périphériquecmnposées des globules blancs ou
leucocytes c’est-a-dire les monocytes et les lyroptes. Ils sont appelés les PBMCs et sont
obtenus a partir du sang grace a une séparatioogparifugation sur gradient de densité.

Apres centrifugation du sang, les érythrocytesrahgiocytes sédimentent au fond du tube.
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Les lymphocytes et monocytes sont isolés sous laegod’'un anneau blanc au dessus du
gradient de densité.

3.10rigine du matériel

Le sang est obtenu de I'Etablissement Francais ahg Sle Rungis (EFS Rungis,
France) sous forme de poche de donneur individieh{l) ou de mélange de cinq donneurs
(250 ml). Les prélévements sanguins ont été effecti@ns la matinée, sur des volontaires
sains, hommes et femmes, entre 25 et 65 ans. lgeaséie récolté dans des poches traitées au
citrate de sodium. Le sang est négatif pour HIV-H2LV-I/Il, HCV, HBsAg.

3.2 Purification des PBMCs

Trente mL de sang sont centrifugés sur un volad®e20 ml d’Histopaque 1077
(Histopaque de densité 1,077 = 0,001, Sigma Aldri&th Louis, MO) a 1200 g sans frein
pendant 30 minutes a température ambiante. Cetpe @st réalisée une ou deux fois. Le
plasma est récupéré au dessus de I'anneau de ggoblaincs et conservés a -80°C pour des
tests ultérieurs en ELISA. Les PBMCs concentrées den anneau au dessus du gradient de
densité Histopaque (Figure 13) sont récupéeréemvées 1 fois dans du PBBBS: Phosphate
Buffer Saline: 10 mM de phosphate de potassium gHe7 150 mM de chlorure de sodium)
supplémenté en EDTA 2 mM par centrifugation a 250egdant 10 minutes. S’il y a des
globules rouges, ils sont éliminés par une lysendgptrature ambiante pendant 5 minutes en
tampon de lyse des globules rouges (Tampon de dgse GRs: 8,3g NH4CI; 0,84 ¢
NaHCO3; 0,5 mL EDTA 0,2M, QSP 1L eau MilliQles cellules sont lavées et

resuspendues dans 2 mL de PBS supplémenté en EDIM Rour étre comptées.

Sang 1500 g 30 min Plasma

PBMC
Erytluocvtes
2 Granulocvtes

Figure 13. Purification des cellules mononuclées dsang périphérique (PBMCs).

Histopaque
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Les PBMCs obtenues aprés purification sur un gradig#listopaque ont été mises en culture
dans un milieu RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décompldtd, 2 mM L-Glutamine, 50
png/ml Pénicilline/Streptomycine et supplémenté &a@¢Mp Mercaptoéthanol.

4 Préparation des cellules

Pour nos expériences d'immunisationvitro (seconde partie de ma these), différents
types cellulaires sont utilisés : PBMCs, monocytm®nocytes déplétés en natural Kkiller,
lymphocytes B purifiés, PBMCs totaux déplétés etnah killer. L’ensemble de ces fractions
cellulaires est obtenu par la technique de séleqimsitive/négative par billes magnétiques

commercialisées par Miltenyi Biotec (Bergisch GaithaAllemagne).

4.1 Tampon utilisé

Pour toutes les étapes de sélection et de déplddiarellules, les cellules et les billes
magnétiques sont resuspendues en tampon MACS (teMiitenyi Biotec) composé de PBS
pH 7,4 sans Mg sans C# (Invitrogen) supplémenté avec 0,5 % BSA. Ce tamgsirfiltré
sur 0,22 uM et dégazé a température ambiante pe&daninutes puis conservé tout le temps

des expériences a 4°C.

4.2 Préparation des Monocytes

4.2.1 Purification des monocytes

Les monocytes représentent environ de 5 a 15% BBKCB et sont des cellules qui
évoluent en macrophages et en cellules dendritiquees marqueur spécifique est le CD14.
La technique de séparation cellulaire immunomaguoétiHuman CD14 Miltenyi Biotech)
permet d’isoler les monocytes a partir des PBMQsspéection positive. Elle est réalisée en
utilisant des microbilles magnétiques conjuguéees anticorps monoclonaux anti-CD14 et
une colonne de séparation LS (MACS, Miltenyi) (Figd4). 5x16 PBMCs sont utilisées
pour la sélection des monocytes. Apres centrifagaéi 300 g pendant 10 minutes a 4°C, le

culot de PBMCs est resuspendu dans 4 ml de tampA@3Met incubé avec 1 ml de
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microbilles anti-CD14 (Miltenyi Biotec human CD14idvbBeads) a 4°C pendant 15
minutes.

Les PBMCs sont lavées dans un volume de tampon MACS& 20 fois supérieur a leur
volume initial soit 50 ml, centrifugées a 300 g gamnt 10 minutes a 4°C puis diluées dans 2,5
ml de tampon MACS. Le mélange cellules/microbillest déposé sur une colonne de
sélection (LS, Miltenyi Biotec) soumise a un chamagnétique. Dans ces conditions seules
les cellules couplées aux microbilles via 'antg®@nti-CD14 vont rester sur la colonne. La
colonne est lavée trois fois avec 3 ml de tampond8Apuis, hors champ magnétique, les
monocytes sont élués avec 5 ml de tampon MACS. uantifé de monocytes et de non
monocytes (cellules non retenues sur la colonrtedless mesurée en cellule de Malassez, et

la pureté évaluée en cytométrie en flux.

-

- }’ -
e

il
L4

Figure 14.Principe de la purification des monocytes par tri nagnétique. Extrait de chez Miltenyi Biotec.

A: Les PBMCs sont incubées en présence d'anticarpC®14 couplés a des billes magnétiques

B : Les PBMCs sont déposées sur une colonne aimaotdmise a un champ magnétique

Les cellules CD14+ (monocytes) couplées aux biffegnétiques se fixent alors sur la colonne, lekilesl
CD14- (non monocytes) passent a travers la colonne.

C: Les monocytes sont élués hors du champ magnétique
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4.2.2 Controle de la pureté des monocytes

Aprespurification, un aliquot des monocytes est anapaecytomeétrie en flux
(FACS) en utilisant un marquage anti-CD14 humain{pliiycoérythrine) (BD Biosciences,
Etats-Unis). Les monocytes sont caractérisés pahanotype CD14+,

4.2.3 Mise en culture des monocytes

500 000 monocytes humains purifiés/puits sont gépalans une plague 24 puits en
milieu RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémentém® L-Glutamine, 50 pg/ml
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 [uMercaptoéthanol. Les monocytes
sont activés par du GM-CSF 25 ng/ml (10 pl d'unkutsmn mere a 2,5 pg/ml sont ajoutés
dans les puits de volume final 1 ml) et de I'lL-@ Bg/ml (10 pl d’'une solution mére a 5
png/ml sont ajoutés dans les puits de volume finahll et sont maintenus a 37°C, sous

atmosphére humide a 5% de CO2 pendant 6 jours.

4.3 Elimination des Natural Killer de la fraction négative en

monocytes

4.3.1 Elimination des NK

Les cellules NK ou lymphocytes NK sont généralend&itnies comme des cellules
cytotoxiques se présentant comme des lymphocytevy®de gros granules (LGL), mais ne
possédent aucun des marqueurs spécifiques desdgytph T (pas de CD3 ni de TCR) et des
lymphocytes B (CD19, CD20 ni BCR). La plupart dedlides NK humaines expriment
constitutivement les antigenes CD16 (Fc RIINIA)C&56 (NCAM). lIs sont impliqués dans la
réponse cytotoxique et représentent de 5% a 10%B&4Cs et des cellules sanguines. La
technique de séparation cellulaire immunomagnétifiieman CD56 Miltenyi Biotech)
permet d’éliminer les NK de la fraction obtenue eéspta purification des monocytes par
sélection positive. Elle est réalisée en utilisdes microbilles magnétiques conjuguées a des
anticorps monoclonaux anti-CD56 et une colonneégastion LS (MACS, Miltenyi). 3x£0
cellules de la fraction négative en monocytes saiisées. Aprés centrifugation a 300 g
pendant 10 minutes a 4°C, les cellules culotées mmuspendues dans 2,4 ml de tampon
MACS et incubées avec des 600 pl d’anticorps amb& (Miltenyi Biotec human CD56

53



MicroBeads) a 4°C pendant 15 minutes. Les cellsteg lavées dans un volume de tampon
MACS 10 a 20 fois supérieur a leur volume initiait $0 ml, centrifugées a 300 g pendant 10
minutes a 4°C et diluées dans 1,5 ml de tampon MA@Snélange cellules/Microbilles est
déposé sur une colonne de sélection (LS, Miltengte8) soumise a un champ magnétique.
Dans ces conditions seules les cellules couplérsracrobilles via I'anticorps anti-CD56
vont rester sur la colonne. La colonne est lavéis fiois avec 3 ml de tampon MACS. La
fraction sans natural killer passe a travers lamwé et est récupérée avec le lavage. Une
numeration est alors effectuée en cellule de Malgsst la pureté évaluée en cytométrie en

flux.

4.3.2 Contrble de I'élimination des NK

Apres déplétion, un aliquot de la fraction négatere monocytes et sans NK est
analysé par cytométrie en flWFACS) en utilisant un marquage anti-CD56 humain-PE
(phycoérythrine) (BD Biosciences, Etats-Unis). Le®nocytes dépourvus en NK sont

caractérisés par un phénotype CD14+/CD56-.

4.3.3 Mise en culture

Deux millions de cellules dépourvues en monocgtesn NK humains sont déposés
par puits d’'une plaque 24 puits en milieu RPMI-1820avec 10 % SVF décomplémenté, 2
mM L-Glutamine, 50 pg/ml Pénicilline/Streptomyciret supplémenté avec 50 pipl
Mercaptoéthanol et sont maintenus a 37°C, sous atmos humide a 5% de CO2 pendant 6

jours.

4.4Lymphocytes B

4.4.1 Purification des lymphocytes B

Le lymphocyte B est la cellule responsable dertiimité humorale et de la production
des anticorps. Il existe différents types de lyngytes B, mais le plasmocyte correspond au
lymphocyte B différencié en cellule productricertiaorps. Les lymphocytes B représentent
10 & 15 % des lymphocytes sanguins. Leurs marqueerabranaires spécifiques sont le
CD19 ou le CD20. La technique de séparation céluiamnmunomagnétique (Human CD20

Miltenyi Biotech) permet d’isoler les lymphocytes &8 partir des PBMCs par sélection
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positive. Elle est réalisée en utilisant des midtedimagnétiques conjuguées a des anticorps
monoclonaux anti-CD20 et une colonne de séparai®iMACS, Miltenyi). 5x16 PBMCs
sont utilisées pour la sélection des lymphocytea\@es centrifugation a 300 g pendant 10
minutes a 4°C, les PBMCs culotées sont resuspendaies 4 ml de tampon MACS et
incubées avec des 250 pL d’anticorps monoclonauk-@n20 (Miltenyi Biotec human
CD20 MicroBeads) a 4°C pendant 15 minutes.

Les PBMCs sont lavées dans un volume de tampon MRAEL& 20 fois supérieur au volume
de cellules soit 50 ml, centrifugées a 300 g pend@minutes a 4°C et diluées dans 2,5 ml
de tampon MACS pour étre déposées sur colonnecdledes CD20+ sont capturées par les
microbilles via I'anticorps et sont immobiliséesr da colonne sous I'action d’'un champ
magneétique. La colonne est lavée trois fois aveal 8le tampon MACS, puis, hors champ
magnétique, les lymphocytes B sont éluées avec Slemlampon MACS. La quantité de
lymphocytes B et de non lymphocytes B est alorsuméesen cellule de Malassez, et la pureté

évaluée en cytométrie en flux.

4.4.2 Controle de la pureté en lymphocytes B

Aprés purification, un aliquot des cellules CD26trun aliquot des cellules CD20-
sont analysés par cytométrie en fllBACS) en utilisant soit un marquage anti-CD20 himma
FITC (BD Biosciences, Etats-Unis) ou anti-CD19 hinvE (phycoérythrine) (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne). Les lymphesyB sont caractérisés par un
phénotype CD19+, le niveau de pureté atteint estwiron 95 %.

4.4.3 Mise en culture

Un million de lymphocytes B sont déposés par pditme plague 24 puits en milieu
RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM ut&hine, 50 pg/ml
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 fuMercaptoéthanol. Les plaques sont

incubées a 37°C, sous atmosphéere humide a 5% de CO2
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4.5 Elimination des Natural Killer & partir des PBMCs

4.5.1 Elimination des NK

La procédure déja décrite (paragraphe 4.3 Elinonaties NK de la fraction négative

en monocytes, Matériels et Méthodes) est applignéemployant 5xde PBMCs.

4.5.2 Contrble de I'élimination des NK

Apres déplétion, un aliquot des PBMCs, des PBM&s NK (PBMC NK) et des
NK+ sont analysés par cytométrie en fIgXACS) en utilisant un marquage anti-CD56
humain-PE (phycoérythrine) (BD Biosciences, Etatési) Les PBMCs sans NK sont
caractérisés par un phénotype CD56-.

4.5.3 Mise en culture

Un million de PBMCs NKsont déposés par puits d’'une plague 24 puits dirumi
RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM lut@nine, 50 pg/ml
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50guMercaptoéthanol et sont maintenus a

37°C, sous atmosphere humide a 5% de CO2 pendants/ |

4.6 Lymphocytes B mémoires

4.6.1 Purification des lymphocytes B mémoires

Le lymphocyte B mémoire représente la réponsengkire en anticorps. Leur
marqueur spécifiqgue est le CD27. Il est dit quiiéprésentent environ 10% a 15% des
PBMCs. La technique de séparation cellulaire imnmagnétique (Human CD27 Miltenyi
Biotech) permet d'isoler les lymphocytes B mémoigepartir des PBMCs par sélection
positive. Elle est réalisée en utilisant des midtedimagnétiques conjuguées a des anticorps
monoclonaux anti-CD27 et une colonne de séparai®{MACS, Miltenyi). 5x16 PBMCs
sont utilisées pour la sélection des lymphocytesmidénoires. Apres centrifugation a 300 g
pendant 10 minutes a 4°C, les PBMCs culotées smsuspendues dans 4 ml de tampon
MACS et incubées avec des 1 ml d’anticorps anti-C@@itenyi Biotec human CD20

MicroBeads) a 4°C pendant 15 minutes. Les PBMCs$ lso@es dans un volume de tampon
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MACS 10 a 20 fois supérieur au volume de cellut@s 50 ml, centrifugées a 300 g pendant
10 minutes a 4°C et diluées dans 2,5 ml de tamp&& M pour étre déposées sur colonne.
Les cellules CD27+ sont capturées par les midesbilia I'anticorps et sont immobilisées sur
la colonne sous l'action d’'un champ magnétiquectlanne est lavée trois fois avec 3 ml de
tampon MACS, puis, hors champ magnétique, les lyroyties B mémoires sont élués avec 5
ml de tampon MACS. Les quantités de lymphocytes Bmaires et des autres types

cellulaires sont mesurées en cellule de Malassez.

4.6.2 Mise en culture

Les lymphocytes B mémoires sont centrifugés a 1$d®D minutes a température
ambiante et resuspendues dans un Transfokit poumortalisation (paragraphe 6

Immortalisation, Matériels et Méthodes).

5 Immunisation in vitro

L'immunisation in vitro permet de déclencher une réponse immunitaire ssr d
cellules naives. Notre but a été I'obtention d'emrps de type IgM et IgG contre diverses
cibles d’intérét. Deux cibles nous ont intéresséespeptide N-terminal de la toxine
botulinique A (TBA-Nter) (2 kDa) et la protéine msactivatrice du virus de
'Immunodéficience Humaine de type 1, Tatl01 (14 akD Difféerents protocoles
d'immunisationin vitro contre ces différents antigenes ont été utilisés da travail de these,
toujours dans le but d’optimiser au mieux la régoimsmunitaire obtenue. A partir de sang
humain, les PBMCs ont été isolées comme décrit§oigmment (paragraphe 3 Matériels et
Méthodes) et les différents types cellulaires némiess a ces travaux de these ont été purifies
a partir des PBMCs (paragraphe 4 Matériels et Mighp
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5.1Immunisation in vitro contre le peptide N-terminal de la toxine
botulinique A (BoNT/A): TBA-Nter

Deux types de protocoles ont été développés :

- immunisationin vitro sur une coculture cellules dendritiques/cellutEpourvues de
monocytes et de NK (Cellules monocyte&")

- immunisationin vitro sur un ensemble de PBMCs sans NK dont les moroayté été
maturés en cellules dendritiques.

La plupart des expériences (sauf exception prédsés le texte) sont réalisées en milieu
RPMI-1640 1X avec 10 % SVF décomplémenté, 2 mM ut&hine, 50 pg/ml
Pénicilline/Streptomycine et supplémenté avec 50 pgMMercaptoéthanol, que nous

appellerons milieu de culture.

5.1.1 Coculture Cellules dendritiques/PBMCs dépourvues demonocytes et de
NK

Ce type d'immunisation se déroule en plusieursastagh sur une période de temps de 15 a 20

jours.

A JO: Les monocytes purifiés a partir des PBMCs sasten culture pendant 6 jours
avec du GM-CSF 25 ng/ml (10 pl d’'une solution m&i@&5 pg/ml sont ajoutés dans les puits
de volume final 1 ml) et de I'lL-4 50 ng/ml (10 dlune solution mére a 5 pg/ml sont ajoutés
dans les puits de volume final 1 ml), cytokinesnpettant la maturation des monocytes en
cellules dendritiques. En parallele, les cellulemotyteINK™ sont cultivées pendant 6 jours

a 37°C, sous atmosphére humide a 5% de CO2.

A J6: 1) Un aliguot de monocytes traites par GM-CShat IL-4 est utilisé en
cytométrie en flux pour évaluer la différenciatides monocytes en cellules dendritiques. Un
aliquot des cellules monocyt#¢K™ est également marqué. Les différents marquagesésal
sur ces cellules sont: anti-CD3 humain marqué RE-@nti-CD11c humain marqué PE,
anti-CD14PE humain, anti-CD20 humain FITC, anti-ODdumain FITC, anti-CD80 humain
FITC, anti-CD83 humain FITC, anti-CD86 humain FIECanti-HLADR humain FITC (BD
Biosciences, Etats Unis) (paragraphe 5 Cytométritu, Matériels et Méthodes).
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2) La fraction monocytes maturée en cellules diqdes est activée avec
I'antigene TBA-Nter : peptide N-terminal de la TBAL0 ug/ml. Le jour de la stimulation, le
peptide TBA-Nter, 1 mg lyophilisé, est resuspendaosdun 1 ml de milieu de culture, puis 10

ul de la solution (soit 10ug) sont ajoutés danpliets.

3) Des cytokines et des séquences immunostinadatsont ajoutées sur la
fraction monocyteeNK'™. De IL-2 & 10 ng/ml (10 pl d’'une solution mére gu@/ml sont
ajoutés dans les puits de volume final 1 ml), d& & 10 ng/ml (10 pl d’'une solution mere a 1
png/ml sont ajoutés dans les puits de volume finail)L(Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach,
Allemagne) et des CpG a 2,5 pug/mL (10 pl d’'une tsmbumere a 250 pg/ml sont ajoutés dans
les puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5EGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-
3’, Eurogentec, Liege, Belgium).

A J7: Le lendemain de la stimulation, les cellules smiges en coculture et sont
mélangées selon le ratio cellule dendritique/PBIVitonocyte$NK"™ 1/4.
Les cellules dendritiques étant adhérentes, latidrac PBMCs monocytédNK™ est

homogénéisée et est ajoutée dans les puits contesarellules dendritiques.

A J10: Trois jours apres la coculture, les cellulesangées sont restimulées avec
I'antigéne TBA-Nter & 10 pg/ml (10 pl d’'une solutiméere a 1 mg/ml sont ajoutés dans les
puits (soit 10 pg/ml)) et IL-2 & 10 ng/ml (10 plude solution mére a 1 pg/ml sont ajoutés
dans les puits de volume final 1 ml), IL-4 & 10mig(10 ul d’'une solution mere a 1 pg/ml
sont ajoutés dans les puits de volume final 1 riM)lt¢nyi Biotec Bergisch Gladbach,
Allemagne) et CpG a 2,5 pug/mL (10 pl d’une soluti@re a 250 pg/ml sont ajoutés dans les
puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5- TCGGTTTTGTCGTTTTGTCGTT- 3,
Eurogentec, Liege, Belgium).

A J14: Les surnageants de culture sont prélevés paerda présence d’anticorps
IgM et/ou IgG anti-TBA-Nter selon un ELISA décrititérieurement (paragraphe 8.2.2
Matériels et Méthodes). Un ml de milieu de cultest ajouté dans les puits, maintenus a
37°C, sous atmosphere humide a 5% de CO2.
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A J21: Les surnageants de cultures sont prélevés etodgeau dosés pour la
présence d’anticorps IgM et/ou IgG anti-TBA-Nter B ISA (paragraphe 8.2 Les dosages
immunologiques utilisant la BONT/A, Matériels et tlédes). Les puits sont repris avec 1 ml

de milieu de culture et maintenus a 37°C, sous spimé&re humide a 5% de CO2.

o
Sang Donneur Naif Extraction PBMCs
Ficoll X
1 Billes CD14* Billes CD56"
AV 4 : FractionCD14=
Déplétion NK
Sélection Monocytes
GMC-SF + IL4{ JO
J6  Maturation monocytes Activation LB-LT
en CDs +IL-2 + IL4 + CpG J6

Stimulation CDs avec TBA-Nter

Coculture J7

Restimulation + A}+ IL-2 + IL-4 + CpG J+3 = J10

Dosage IgM, [gG anti-Ag J+14 ou J+21

Figure 15. Principe de 'immunisationin vitro par coculture de cellules.

5.1.2 Utilisation de PBMCs apres élimination des cellules Natural Killer »

Ce type d'immunisation se déroule sur une périglds courte que le protocole par
coculture. En effet, 'ensemble des opérationseffsctuée dans un méme puits. Le principe
est de maturer les monocytes présents dans laofradépourvue en NK des PBMCs et
d’initier une réponse immunitaire en ajoutant ligahe : TBA-Nter, des cytokines et

séquences immunomodulatrices CpG.

5.1.2.1 Description du protocole

A JO: Les PBMCs purifiés selon le protocole précedgrdragraphe 3
Matériels et Méthodes) et déplétées en NK (pardgrapMatériels et Méthodes) sont mises
eu culture sur plaque 96 puits & raison de 2xHllules/puits. Les monocytes présents sont
maturés par I'ajout de GM-CSF 25 ng/ml (10 pl d'soéution mere a 2,5 pg/ml sont ajoutés
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dans les puits de volume final 1 ml) et de I'lL-@ Bg/ml (10 pl d’'une solution mére a 5
png/ml sont ajoutés dans les puits de volume firmal)len présence de IL-2 a 10 ng/ml (10 pl
d’'une solution mere a 1 pug/ml sont ajoutés danpuits de volume final 1 ml), de IL-4 a 10
ng/ml (10 pul d’une solution mére a 1 pg/ml sont &@swlans les puits de volume final 1 ml)
(Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, Allemagne) et @pG a 2,5 pg/mL (10 pl d'une
solution mere a 250 pg/ml sont ajoutés dans lds plei volume final 1 ml) (CpG ODN 2006
5- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT- 3, Eurogentec, LiégBelgium). L'ajout de 10
png/ml de 'antigene TBA-Nter (1 mg est resuspendasdun 1 ml de milieu de culture puis 10
ul de la solution est ajouté dans les puits poue fED pg) a pour but de stimuler une réponse
immunitaire spécifique de ce peptide. Les cellubamt gardées 7 jours a 37°C, sous
atmosphére humide a 5% de CO2. A JO, les diffémaaigjuages réalisés précedemment sont
réalisés (anti-CD3 humain marqué PE-Cy5, anti-CDGmain marqué PE, anti-CD14PE
humain, anti-CD20 humain FITC, anti-CD40 humain €JTanti-CD80 humain FITC, anti-
CD83 humain FITC, anti-CD86 humain FITC et anti-HDR humain FITC (BD
Biosciences, Etats Unis) (paragraphe 5 Cytométridue, Matériels et Méthodes)).

A J3: Trois jours aprés la premiere stimulation, lefutes sont restimulées avec
I'antigéne TBA-Nter & 10 pg/ml (10 pl d’'une solutiméere a 1 mg/ml sont ajoutés dans les
puits (soit 10 pg/ml)) et de IL-2 & 10 ng/ml (10dine solution meére a 1 pg/ml sont ajoutés
dans les puits de volume final 1 ml), de IL-4 antdml (10 pl d’une solution mére a 1 pug/ml
sont ajoutés dans les puits de volume final 1 rv)it¢nyi Biotec Bergisch Gladbach,
Allemagne) et des CpG a 2,5 ug/mL (10 pl d’'une tsmbumeére a 250 pg/ml sont ajoutés dans
les puits de volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5EGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-

3’, Eurogentec, Liege, Belgium).

A J7: Quatre jours apres la seconde stimulation, leeageants de cultures sont
prélevés pour doser la présence d’anticorps Ighg@tanti-TBA-Nter selon I'ELISA décrit
plus loin (paragraphe 8.2 Les dosages immunologiquiéisant la BoNT/A, Matériels et
Méthodes). Un ml de milieu de culture est ajoutasdies puits et maintenus a 37°C, sous
atmosphére humide a 5% de CO2. A J7, les diffémaatgjuages réalisés précedemment sont
réalisés (anti-CD3 humain marqué PE-Cy5, anti-CDh@main marqué PE, anti-CD14PE
humain, anti-CD20 humain FITC, anti-CD40 humain €)Tanti-CD80 humain FITC, anti-
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CD83 humain FITC, anti-CD86 humain FITC et anti-HDR humain FITC (BD
Biosciences, Etats Unis) (paragraphe 5 Cytométrituex, Matériels et Méthodes)).

5.1.2.2 Cinétique de dosage

Afin d’étudier I'apparition des IgGs caractéristes de la réponse secondaire, des
boosts ou des re-stimulations par I'antigene TBA&fNt 10 pug/ml (10 pl d’'une solution mere
a 1 mg/ml sont ajoutés dans les puits (soit 10 ppanIL-2 & 10 ng/ml (10 pul d’'une solution
mere a 1 pg/ml sont ajoutés dans les puits de wfumal 1 ml), IL-4 a 10 ng/ml (10 pl d’'une
solution mere a 1 pg/ml sont ajoutés dans les migtsolume final 1 ml) (Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach, Allemagne) et CpG a 2,5 pg/n@Li(lLld’'une solution mere a 250 pg/mi
sont ajoutés dans les puits de volume final 1 mgpG ODN 2006 5'-
TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT- 3, Eurogentec, Liege,l@dam) ont été effectués a
J3 et J7.
Les surnageants de cultures ont été prélevés aalir2dosage d’anticorps IgM et IgG anti-
TBA-Nter selon un ELISA décrit dans la suite (paegupe 8.2 Les dosages immunologiques
utilisant la BONT/A, Matériels et Méthodes).

Sang Donneur Naif * Extraction PBMCs — Deépletion NK

Ficoll Billes CD56°
GMC-SF+IL4 JO

¥

Stimulation Ag +IL-2 + IL-4 + CpG JO

v

Restimulation +Ag + IL-2 + IL-4 + CpG J3

¥

Dosage Ighl, IgG anti-Ag J7

Figure 16. Principe de I'immunisationin vitro par activation des cellules dendritiques dans IeBBMCs
sans NK.
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5.2 Immunisation in vitro contre la protéine Tatl01l du virus
VIH-1

Pour procéder a I'immunisatian vitro par Tat101, différents types cellulaires ont été
utilisés : PBMCs totaux, des PBMCs sans NK et gegphocytes B purifieés (paragraphes 3, 4
Matériels et Méthodes). Différentes formes de Tat&dldifférentes protéines de fusion
réalisées avec Tatl01l ont été testées comme imraneodat est connu comme étant une
molécule autoadjuvante chez la souris (Kittiworakar al., 2006). D’autre patify vivo chez
la souris, il a été décrit que l'injection d’unetf#ine de fusion associant Tatl01 et le domaine
ZZ de Staphyloccocus aureuqui permet d’augmenter I'immunogénicité des molésul
(Léonetti et al., 1998), a des effets stimulantdamwroduction d’'lgGs (Gadzinski et al., 2012;
Léonetti et al., 2010). La protéine de fusion ZZIdt a été testée dans notre systeme
d'immunisationin vitro pour évaluer sa capacitéaativer la réponse immunitaire sur des
cellules humaines.

Nous avons déposé 1¥16ellules/puits dans une plaque de 24 puits enemitle
culture
Le protocole d’immunisatiom vitro suivant a été utilisé :

- Une immunisationn vitro en présence de ZZTat101 et de chacun de ses si@idvet

Tat101 ou un mélange ZZ + Tat101 sur des PBMCs, EBMK et des lymphocytes

B purifiés.

Le méme protocole a été utilisé pour diverses feroe ZZTatl01 : ZZTat22-54,-

snset ZZTat22-572ZTat101d.

5.2.1 Réle des composants de ZZTatl0l1l: immunisationn vitro par
ZZTatl01, ZZ et Tat101

A JO: Des PBMCs, des PBMCs NIigt des lymphocytes B purifiés ont été stimulés
soit par 10 pg de ZZTat101 (200 pg de ZZTat101 tylegees sont resuspendus dans 1 ml de
milieu de culture et 50 ul de cette solution sapasés dans les puits), par ZZ (3,2 mg de ZZ
lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml d’eau Miét(3,2 pl de cette solution sont déposés
dans les puits), par Tat101 (100 pg de Tat lyopdslisont resuspendus dans 1 ml de milieu de

culture,et 100 pl de cette solution sont déposés s puits) ou soit par une coculture ZZ +
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Tatl01 (5 pg correspondant a 1,6 ul de la solytigtédente a 3,2 mg/ml de ZZ + 5 ug
correspondant a 50 pl de la solution précédenfieati01 a 100 pg/ml).

A J3: Les cellules sont restimulées par 5 ug ou 1l@eughacun des composants a

partir des solutions utilisées a JO.

A J7: Les surnageants de cultures sont prélevés pmserda présence d’anticorps
IgM et IgG anti-Tat selon un ELISA décrit dans larggraphe 8.4, Les dosages
immunologiques des anticorps anti-Tat, Matérielsléthodes. Les puits sont complétés avec
1 ml de milieu de culture et maintenus a 37°C, stawsphére humide a 5% de CO2.

5.2.2 Mécanisme d’action de ZZTatl0l: immunisation in vitro par

ZZTatl01 et plusieurs formes mutantes

A JO: Des PBMCs, des PBMCs NIigt des lymphocytes B purifiés ont été stimulés
par soit 10 ug de ZZTat101 (125 pg de Tat lyopéslisont resuspendus dans 1 ml de milieu
de culture et 80 pl de cette solution sont dépdaés les puits), 10 pg de ZZTat22:p7.37)s
(100 pg de lyophilisés sont resuspendus dans lemmhitieu de culture, et 100 pul de cette
solution sont déposés dans les puits), 10 pg dea2Z¥57 (100 pug de ZZTat22-57
lyophilisés sont resuspendus dans 1 ml de miliegulteire et 100 ul de cette solution sont
déposés dans les puits) ou soit 10 pg de ZZTatl00@ ug de ZZTat1l01D lyophilisés sont
resuspendus dans 1 ml de milieu de culture et 1@ |cette solution sont déposés dans les
puits).

A J3: Les cellules sont restimulées par 10 pg de chdes composants a partir des
solutions utilisées a JO.

A J7: Les surnageants de cultures sont prélevés pmerda présence d’anticorps
IgM et IgG anti-Tat selon un ELISA décrit dans laits (paragraphe 8.4, Les dosages
immunologiques des anticorps anti-Tat, Matérielséthodes). Les puits sont complétés par

1 ml de milieu de culture et maintenus a 37°C, stassphéere humide a 5% de CO2.
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5.3 Cytométrie en flux
5.3.1 Tampon utilisé

L’ensemble des réactifs, cellules et anticorps shinies en PBS (PBS: Phosphate
Buffer Saline: 10 mM de phosphate de potassium gHe? 150 mM de chlorure de sodium)
supplémenté avec 1 % d’albumine sérique bovine (BSA

5.3.2 Principe

La cytométrie en flux est une technique qui pernd&itudier simultanément
différentes caractéristiques physiques et biologggde cellules isolées dans un flux liquide.
Les cellules, alignées les unes derriére les gudeddent & grande vitesse devant un faisceau
laser. Chaque cellule va diffracter la lumiere slaibs I'axe du laser (le capteur correspondant
est le FSC forward scatter) soit a 90° de l'inceru laser (le capteur est le SSC side
scatter). Ces deux signaux nous donnent respecaiviedes informations sur la taille et la
structure (granulosité) de chacune des celluleslaker permet également d’exciter des
fluorophores présents sur la cellule tels que FBUCPE excitables a la méme longueur
d’onde mais qui émettent a des longueurs d’ond#6reintes. Les signaux mesurés, sont
visualisés, apres traitement informatique, souswéode graphiques bidimensionnels (nuages
de points). Pour ces études le cytometre trois ecwsl Guava (Millipore, Billerica,

Massachussets, United States) a éte utilise.

5.3.3 Marquage

Les margquages sont réalisés a JO (le jour derification des cellules) pour évaluer la
pureté des cellules obtenus aprés purificatiorgc§éhn ou élimination et a J7 (7 jours apres
immunisationin vitro) pour évaluer la différenciation des cellulesatftht I'activation de la
réponse immunitaire. Les anticorps utilisés sost marqueurs membranaires spécifiques de
chaque type de cellules utilisés lors de I'immutidsgin vitro.

Sur une plague 96 puits, 100 000 cellules/puitst soarquées avec différents anticorps

couplés a un fluorophore (BD Biosciences, Etatssppendant 35 min a 4°C a l'obscurité.

L’ensemble des anticorps marqués utilisés soneptés dans le tableau ci-aprés (Tableau 2).

Aprés centrifugation a 1500 rpm pendant 10 minatdSC, le milieu contenant les anticorps

marqués est éliminé et les cellules sont lavées al@0 ul de PBS supplémenté avec 1 %
65



d’albumine sérique bovine (BSA). Les cellules sdixtes a température ambiante a
I'obscurité avec 4% paraformaldéhyde (4% PFA) pahd& minutes. Apres centrifugation a
1500 rpm a 4°C, le milieu contenant le paraformiaydé est éliminé et les cellules sont

lavées avec 130 ul de PBS supplémenté avec 1lbudiane sérique bovine (BSA).
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DiIutionNqume/ConcentrarLo Fournisseur

o7

o7

Anticorps marqués Roéle
Souris anti-CD3 humain-PE Marqueur 20 pl pur BD Biosciences
Cy5 (monoclonal) Lymphocytes T
Souris anti- CD11c humain + Marqueur cellules 20 pl pur BD Biosciences
PE (monoclonal) dendritiques
Souris anti-CD40 humain- | Marqueur cellules 20 ul 1/4 BD Biosciences
FITC (monoclonal) dendritiques et
activation réponse
immunitaire
Souris anti-CD80 humain- | Marqueur cellules 20 ul 1/5 BD Biosciences
FITC (monoclonal) dendritiques,
lymphocytes B et
activation réponse
immunitaire
Souris anti-CD83 humain- | Marqueur cellules 20 pl pur BD Biosciences
FITC (monoclonal) dendritiques et
activation réponse
immunitaire
Souris anti-CD86 humain- | Marqueur cellules 20 ul 1/5 BD Biosciences
FITC (monoclonal) dendritiques,
lymphocytes B et
activation réponse
immunitaire
Souris anti-HLADR humain- Marqueur 20 pl 1/125 BD Bioscience
FITC (monoclonal) lymphocytes B et
activation réponse
immunitaire
Souris anti-CD20 humain- Marqueur 20 pl pur BD Biosciences
FITC (monoclonal) lymphocytes B
Souris anti-CD19 humain-Pg Marqueur 10 pl 1/25 Miltenyi Biotec
(monoclonal) lymphocytes B
Souris anti-CD56 humain-PE Marqueur Natural 20 pul 1/125 BD Bioscience
(monoclonal) Killer
Souris anti-CD14 humain- Marqueur 20 pl pur BD Biosciences
FITC (monoclonal) Monocytes

Tableau 2.Récapitulatif de I'ensemble des anticorps marquéstilisés pour les expériences de cytométrie

en flux.
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6 Immortalisation

6.1 Production des virus Epstein-Barr (EBV)

Les virus Epstein-Barr (EBV) sont produits par lgnée cellulaire B95-
8ATCC (souche sauvage de Marmouset). Les B95-8 woatlignée de lymphocytes B de
singe Marmouset transformés par le virus Epsteim-BzBV). Les B95-8 sont capables de
libérer le virus EBV dans le milieu de culture. Aprcentrifugation, le surnageant de culture
est récupéré et utilisé pour transformer ou imntisga des lymphocytes B humains. Les
cellules B95-8 sont mises en culture en milieu RRBAHO 1X supplémenté avec 15% SVF,
1% Antimycotique + 2% L-Glutamine dans des flasqg@<nt en position debout & 37°C et
avec une atmosphére en C02 a 5%. Plusieurs pasdagesellules sont effectués jusqu’a
atteindre 50 & 200 ml & 2X@@6ellules/ml. A partir de 13, les cellules sont esien culture
dans un milieu appauvri en SVF, en milieu RPMI 1820supplémenté avec 5% SVF, 1%
Antimycotique + 2% L-Glutamine dans des flasques®5en position debout & 37°C et avec
une atmosphere en C02 a 5% pendant 11-13 jourgiabdité cellulaire chute et le virus est
libéré dans le milieu de culture. Au¥™ jour, les cellules sont centrifugées 5 minute§@01
tr/min a température ambiante. Les surnageantsltigre& contenant les virus sont récupéres
et filtrés sur filtre MILLEX 1,2 um. Les surnageantle culture sont répartis dans des
cryotubes selon le mélange suivant: 1 ml de swanatgde culture + 2 ml milieu culture
RPMI1640 1X 15% SVF+1% Antimycotique + 2% L-Glutami+ 1 ml Cyclosporine a la
concentration 2,5 pug/ml. Les cryotubes (volumelfde4 ml) sont ensuite congelés a -80°C.
Ces cryotubes contenant 4 ml de virus seront appedér la suite des Transfokits. Au
moment de leur utilisation, les Transfokits sontatégelés suivant le protocole précédent de
décongélation (paragraphe 2.3.2 Décongélation, fiétgéet Méthodes).

6.2 Test qualité des Transfokits utilisés

L'efficacité des virus EBV produits sous forme @imnsfokits est évaluée sur des
PBMCs. Le virus EBV est un virus permettant d'iné¥cou d’immortaliser spécifiquement
les lymphocytes sanguins (Lymphocytes B ou T). Oeansfokits produits permettent
d’infecter 3 a 4 millions de cellules. Afin de teista qualité des Transfokits produits, une
infection des PBMC est réalisée. 4 millions de PBM@aragraphe 3 Purification PBMCs

Matériels et Méthodes) sont resuspendues dans ansfbkit. 100 pul du mélange sont
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distribués dans chaque puits d’'une plaque 96 poitsenant des PBMCs irradiées servant de
cellules nourricieres, a 37°C et avec une atmogpberC02 a 5%. Des CpG a 2,5 pg/ml (10
pl d’une solution mére a 250 pg/ml sont ajoutés desipuits de volume final 1 ml) (CpG
ODN 2006 5'- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT- 3', Eurogent Liege, Belgium) sont
ajoutés dans chaque puits. La plaque 96 puitsuéistée en position oblique pour favoriser le
contact entre les cellules. La culture est examangartir du 8™ jour aprés linfection. A
cette date, les PBMCs infectées par les EBV du sFadat doivent former des grappes de

cellules a spicules.

6.3Immortalisation des cellules par les virus EBV (Transfokit)

4 millions de lymphocytes B mémoires purifiés CB2du 4 millions de cellules

issues d'immunisatiom vitro par la TBA-Nter sont resuspendues dans un TransidO pl

du mélange sont distribués dans chaque puits dilegue 96 puits contenant des PBMCs
irradiés servant de cellules nourriciéres, a 37°@vec une atmosphére en C02 a 5%. Des
CpG, 10 ul a 2,5 pg/ml (10 ul d’'une solution me@ba pug/ml sont ajoutés dans les puits de
volume final 1 ml) (CpG ODN 2006 5- TCGTCGTTTTGTQ@GTTGTCGTT- 3,
Eurogentec, Liége, Belgium) sont ajoutés dans ahgmuits (solution mere a 1 mg/ml,
dilution 1/400 dans RPMI 1640 1 X). La plaque 9@gest incubée en position oblique. La
culture est examinée a partir dif™ jour aprés linfection. A cette date, les cellules

immortalisées sont sous forme de grappes de celuspicules.

6.4 Culture des lignées immortalisées

Les lignées cellulaires immortalisées obtenues sos¢s en expansion en milieu de
culture RPMI1640 1X 15% SVF + 1% Antibiotique Péltine/Streptomycine + 2% L-
Glutamine en plaque de 24 puits, puis en plaque6 gaits enfin en boite de Pétri avant

congélation pour sauvegarder les cellules. La glirta est ajoutée tous les 8 jours.
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7 Fusion

7.1Les préparations préliminaires a la fusion

7.1.1 Préparation des cellules nourricieres

La fusion cellulaire et I'obtention des hybridom&sScréteurs d’anticorps pour étre
efficaces nécessitent la présence de cellules in@ues. Les cellules nourricieres sont
obtenues par irradiation de PBMCs puis déposéedesumicroplaques 96 puits & 5x10
cellules/puits en milieu de culture sélectif uslipour la fusion. Apres quelques jours, elles
forment une monocouche au fond des puits qui albetmit les cellules apres la fusion. Ces
cellules nourricieres irradiées produisent deskigts et des éléments nutritifs pour la survie
des hybridomes apres fusion. Les PBMCs sont obteselen le protocole de purification et
de récupération a partir des poches de sang (patagB Purification PBMCs, Matériels et
Méthodes). Les cellules sont comptées puis irradi@&e2 gray/min pendant 17 min 30
(générateur X FAXITRON (référence 43855D)). LebBubes sont lavées et congelées a -196
°C & 1.10 cellules/ampoule avant leur utilisation. Au momeatleur utilisation, les cellules
irradiées sont décongelées suivant le protocoleépient de décongélation et déposées sur

microplaques 96 puits & 5x'l6ellules/puits.

7.20btention d’hybridomes sécrétant les anticorps spdtques a

partir des cellules immortalisées par EBV

Les cellules immortalisées sont fusionnées aveersliypartenaires myélomateux :
myélomes murins NS1, SP2/0O-Agl4 et X63 Ag8.653 rethéatéromyélome humain/murin
(HM) pour obtenir des hybridomes sécréteurs d’anpis. Les cellules immortalisées sont
lavées par une centrifugation a 1500 rpm a temypéraambiante puis mélangées a des
cellules de myélome murin (lignée de cellules tuates NS1, SP2/0-Agl4 et X63 Ag8.653)
ou a des cellules d’hétéromyélome humain/murin Hdhsd des proportions 5:1 ou 2:1
respectivementApres centrifugation et élimination du surnagebntulot cellulaire est remis
en suspension dans 1 ml de polyéthylene glycol%a GREG 400, agent permettant la fusion
membranaire, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) ajoutiitge a goutte. Les cellules sont lavées
et reprises en milieu sélectif HAT (Hypoxanthine iAoptérine Thymidine, Sigma Aldrich,

St. Louis, MO) contenant 5 uM ouabaine (Sigma AhlriSt. Louis, MO). Les cellules issues
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de la fusion sont alors réparties en microplaquesp@iis de culture contenant une
monocouche de PBMCs irradiées et incubées a 37°@, CQ,. Le milieu sélectif HAT
(Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine) permet d'élver les cellules de myélome et
'ouabaine est une drogue permettant l'inhibition ldepompe Na/K ATPase des cellules
immortalisées par EBV conduisant ainsi a leur noetulaire. Dans ces conditions, seules les
cellules hybrides (hybridomes) ayant les caradtériss des deux cellules meres (cellules
immortalisées sécrétant I'anticorps d'intérét epamté de cellule tumorale a se diviser
perpétuellement) sont aptes a proliféerer. Apregolies de culture la présence d’hybridomes
est évaluée en microscopie et la présence d’'apscdans le surnageant est détecté a l'aide
d’un test immunologique spécifique pour chaqueec{plaragraphe suivant, paragraphe 8 Les
dosages immunologiques, Matériels et Méthodes).

Les hybridomes, sécréteurs d’anticorps spécifiquasr leur antigene, sont clonés par la
méthode de «dilution limite » de facon a obtenie ypopulation identique de cellules
sécrétant le méme anticorps. Cette technique derssidiluer les hybridomes en microplaque
de culture de facon a obtenir statistiquement [leetous les 20 puits. Différents clonages a
différentes concentrations 100, 50, 10 et 1 cedlukk sont testés. Apres dix jours de culture,
la présence d’anticorps est détectée comme éé&idemment et les clones d’intéréts sont
cultivés jusqu'a ce qu'ils atteignent une concerdrade 10 cellules/ml. Les cellules sont

ensuite congelées en présence de DMSO dans I'iqoide.

7.30Dbtention des hybridomes sécrétant les anticorps épifiques a

partir de lymphocytes B sanguins

Les lymphocytes B (LB) sanguins sont purifiés @ipales PBMCs totaux issus de
sang de donneurs (EFS Rungis, France). Les PBMQ@¢ parifies comme décrit
précédemment (paragraphe 3 Matériels et Méthodes). cellules LB sont extraites des
PBMCs totaux par une sélection positive sur bilteegnétiques CD20 humain (paragraphe
4.4.1 Purification lymphocytes B, Matériels et Mathe). Les lymphocytes B sont lavés puis
mélangés a des cellules d’hétéromyélome HM en emaptodes rapports (5:1 ou 2:1,
lymphocytes B : myélome)Apres centrifugation et élimination du surnagedat,culot
cellulaire est remis en suspension dans 1 ml dgéfiollene glycol 50% (PEG 400, agent
permettant la fusion membranaire, Sigma Aldrich,L8uis, MO) ajouté goutte a goutte. Les

cellules sont lavées et reprises en milieu sélegT (Hypoxanthine Aminoptérine
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Thymidine). Les cellules issues de la fusion sdotsaréparties en microplaques 96 puits de
culture contenant des PBMCs irradiées et incubégs’°@, 7 % CQ@ Dans ces conditions,

seules les cellules hybrides (hybridomes) ayantcéeactéristigues des deux cellules meres
sont aptes a proliferer. Apres 10 jours de cultarprésence d’hybridomes est évaluée en

microscopie.

7.40Dbtention des hybridomes sécrétant les anticorps 8pifiques a

partir des cellules issus de I'immunisationn vitro

Aprés 7 jours d'immunisatiom vitro, les cellules contenues dans les puits positifs,
sécrétrices d’anticorps contre la cible choisie AfBter, Tat101) (1 ou 2 puits) sont
fusionnées avec I'hétéromyélome humain/murin HVs tellules sont lavées puis mélangées
a des cellules d’hétéromyélome HM en employant apport 2 :1, cellules immunisées :
myélome Apres centrifugation et élimination du surnagedatgulot cellulaire est remis en
suspension dans 1 ml de polyéthyléne glycol 50 E€3R00, Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
ajouté goutte a goutte. Les cellules sont lavéeseptises en milieu sélectif HAT
(Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine). Les cellulssues de la fusion sont alors réparties
en microplaques 96 puits contenant des PBMCs é&esdét incubées a 37°C, 7 % LAprés
10 jours de culture la présence d’hybridomes estuégaen microscopie et la présence
d’anticorps spécifiques contre la cible d’intérEBA ou Tat101) est recherchée par un dosage
immunoenzymatique spécifique (paragraphe suivangragraphe 8 Les dosages
immunologiques, Matériels et Méthodes).

Les hybridomes, sécréteurs d’anticorps spécifiquasr leur antigéne, sont clonés par la

méthode de « dilution limite » avant congélatioarggraphe 7.2, Matériels et Méthodes).

8 Les dosages immunologiques

8.1Les préparations préliminaires au dosage

8.1.1 Les tampons utilisés

Pour tous les tests immunologiques, les anticdeggeactifs et les échantillons sont dilués en
tampon EIA composé de tampon phosphate 0.1 M pieahtenant 0.15 M NaCl, 0.1% BSA
et 0.01% d’azide de sodium.
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Les plaques sont lavées trois fois en tampon degkwtampon composé de tampon phosphate
0.01 M pH 7.4 contenant 0.05% de Tween 20.

8.1.2 Anticorps utilisés

- Pour doser les anticorps IgM humaim anticorps de lapin anti-lgM humain a 1,1

png/ml (Jackson ImmunoResearch) est utilisé. Pouendbtun signal proportionnel a la
quantité d’'lgM humain, un anticorps secondaire deris anti-lmmunoglobulines de lapin
marqué a I'acétylcholinestérase (AChE) est utdisé concentration de 2,5 UE/m.

- Pour doser les anticorps IgG humaim anticorps de souris anti-IgG humain
(Meridian Life Science) couplé a 'AChE (G4) esilisé.

8.1.3 Préparation des traceurs couplés a 'AChE

L’'acétycholinestérase (AChE, EC 3.1.1.7), a étéaétet des organes électriques des
anguillesElectrophorus electricyset purifiée selon le protocole précédemment téGrassi
et al., 1989). Les anticorps utilisés comme l'amis de souris anti-Immunoglobulines de
lapin (SAL-AChE) ou I' anticorps de souris anti-lg@amain sont couplés a 'AChE sous sa
forme tétramérique globulaire (appelée G4 et oldempres trypsinolyse), grace au réactif
hétérobifonctionnel N-succinimidyl-4-(N-maleimidométhyl)-cyclohexane-1-carboxylate
(SMCC) selon le protocole précédemment décrit (Sreisal., 1989).

8.1.4 Mesure de l'activité AChE

L’activité de 'AChE est mesurée en utilisant lathutle d’Ellman (Grassi et al.,
1989). La solution utilisée pour cette mesure (démée au sein du laboratoire « réactif
d’Ellman ») comprend un mélange d'iodure d'acéipitholine 7.5.10 M (substrat de
I'enzyme) et de I'acide dithio-bis-nitrobenzoiqu@® 10* M (DTNB oxydé) contenu dans
du tampon phosphate 0.1 M pH 7.4. L’enzyme hydmRecétylthiocholine qui conduit a la
formation de thiocholine, dont le thiol réduit erisde DTNB. Le DTNB ainsi réduit absorbe
fortement dans le visibler(max 414 nm) et produit une coloration jaune. Lliat#
enzymatique est exprimée en Unité Ellman (UE), 1 &&nt définie comme la quantité
d’enzyme induisant une augmentation de I'absorbahwee unité pendant 1 min dans 1 ml

de milieu, pour un trajet optique de 1 cm.
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8.1.5 Adsorption passive sur plaques de microtitration

Les protéines et peptides (Ageptide TBA-Nter, Tat1l01, peptides Tat (P1, FRD5,
P16, P18) ou Neutravidine) sont adsorbés passiviedas les plaques de microtitration 96
puits Maxisorb (Nunc, Danemark) apres dilution ddngampon phosphate 50 mM pH 7.4 de
fagcon a obtenir entre 0.1 pug et 0.5 pg de protama@spuits (100 pl/puits). Apres 18 h de
réaction a température ambiante, les puits sonstlavéaturés avec 300 pl de tampon EIA
pendant 18 h & 4°C ou 3 h a température ambiaoteéed les plaques sont ensuite conservees
a4°C.

8.1.6 Couplage de protéines a la biotine

Plusieurs molécules, SEB, peptide TBA-Nter et ZZ0at sont couplées a la biotine
pour étre utilisés comme traceur dans des testsuimenzymatiques. Ces protéines sont
mélangées a I'ester de biotine-N-hydroxysuccininfiBigma Aldrich, St. Louis, MO) dissous
en DMF anhydre, dans un rapport molaire de 1 :3 p$EB, 1:20 pour le peptide TBA-
Nter, 1:4,5 pour ZZTat101 en tampon borate 0.1 M 9 (400 pl final). Aprés 30 min
d’incubation a température ambiante, 100 pl de tampris-HCI 1M pH 8 est ajouté pour
réagir 1 h a température ambiante. Finalementmipda EIA est ajouté a la préparation pour
atteindre une concentration de 100 pg/ml, et dgsi@hk sont congelés a -20°C jusqu’a leur

utilisation.

8.2 Les dosages immunologiques utilisant la BONT/A

8.2.1 Dosage ELISA des plasmas de donneurs de sang

Les échantillons de plasma dilués (50 pl/puits} smubés 18 h a 4°C dans les puits
d’'une plaque de microtitration préalablement revétespeptide N-terminal de la BONT/A
(0,1 pg/puits) en présence ou non du méme peptite gg/ml (50 ul/puits). Aprés lavage,
100 pl de traceur soit I'anti-lgM humain a 1,1 pbfour la détection des IgMs ou I'anti-
I[gGhumain marqué a I'’AchE a 2,5 UE/ml pour la détecdes IgGs sont ajoutés dans les
plaques pour une réaction de 18 h a 4°C.

Pour la détection des IgMs, aprés lavage, 100 |gAle (souris anti-lapin) couplée a I'AChE
(2,5 UE/ml) sont ajoutés dans chaque puits et iésyimour 3 h de réaction a température

ambiante ou 18h a 4°C.
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Les plaques sont ensuite lavées et 200 pl/puitgaktif d’Ellman sont ajoutés. L'absorbance
a 414 nm est alors mesurée apres 1h, 2h, 4h dgoréadempérature ambiante.

Pour la détection des IgGs, les plaques sont lag&@80 pl/puits du réactif d’Ellman sont

ajoutés. L’'absorbance a 414 nm est alors mesurés &, 2h, 4h d’incubation a température

ambiante.

8.2.2 Criblage des anticorps monoclonaux produits dans $ surnageants de

culture des immunisationsin vitro et des hybridomes

50 ul de surnageants de culture pur ou dilué ai déht transférés dans une plague de
microtitration 96 puits revétue avec I'antigene FRA (peptide N-terminal, TBA-Nter) (0,1
pg/puits) 18 h a 4°C. Le protocole d’analyse dgmmées IgM ou IgG est identique a celui
décrit dans le paragraphe 8.2.1, Matériels et Mébod

8.3Les dosages immunologiques utilisant la SEB

8.3.1 Dosage des IgGs anti-SEB dans les plasmas

50 pl de SEB-biot a 0,5 pg/ml sont ajoutés dasgplaques dont la paroi des puits a
été préalablement revétue de neutravidine (5ugd®ilillpuits). Apres 18h de réaction a 4°C,
les plaques sont lavées et 50ul (en duplicat) denph a différentes dilutions sont déposés
dans les puits. Aprés lavage, 50ul de traceurlg®iG4 (2.5 UE/ml) sont ajoutés. Aprés 3 h
de réaction a température ambiante ou 18h a 48Qlégues sont lavées et 200 pl/puits du
réactif d’Ellman sont déposés dans les puits. lddisnce a 414 nm est alors mesurée apres 1

h, 2 h, 4 h d'incubation a température ambiante.

8.3.2 Criblage des anticorps monoclonaux produits dans & surnageants de

culture des immortalisations et des hybridomes

Le protocole expérimental appliqué a 50ul de swraagde culture est identique au

paragraphe 8.3.1, Matériels et Méthodes.
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8.4 Les dosages immunologiques des anticorps anti-Tat101

Tous les dosages sont réalisés en présence et alisence de la protéine Tat ou de ces 5

peptides en compétition.

8.4.1 Dosage ELISA des plasmas de donneurs de sang

Les échantillons de plasma dilués (50 ul/puitst sacubés 18 h a 4°C en plaque de
microtitration préalablement revétue de Tat ou Slg®ptides décris paragraphe 1.3.1 Tat et
peptides Tat, Matériels et Méthodes (0,1 pg/pu™ur chaque dilution, l'incubation est
réalisée en présence ou non (tampon EIA seul) deléacule qui a été adsorbée en solution a
2 pg/ml (50 pl/puits). Le protocole d’'analyse dépanses IgM ou IgG est identique a celui
décrit dans le paragraphe précédent 8.2.1, MatéteVléthodes.

8.4.2 Criblage des anticorps monoclonaux produits dans & surnageants de

culture des immunisationsin vitro et des hybridomes

Les surnageants de culture dilués ou non (50 fdjpsont incubés 18 h a 4°C en
plague de microtitration préalablement revétue dedu des 5 peptides décris paragraphe
précédent 1.3.1 (0,1 pg/puits). Pour chaque dilufiacubation est réalisée en présence ou
non (tampon EIA seul) de la molécule qui a été dusmen solution a 2 pug/ml (50 pl/puits).
Le protocole d’analyse des réponses IgM ou IgG igshtique a celui décrit dans le

paragraphe 8.2.1, Matériels et Méthodes.
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Dans la premiére partie de ma these, nous avotidédéle produire des anticorps
monoclonaux humains a partir de lymphocytes B homde donneurs infectés ou vaccinés.
Nous avons choisi de produire des anticorps cofgrgerotoxine B deStaphyloccocus
aureus.Pour cela, nous avons isolés des lymphocytes B inésna partir de sang contenant
des IgGs spécifiques de I'entérotoxine B Sfmphyloccocus aureuges lymphocytes B
mémoires ont été par la suite immortalisés en satili le virus Epstein-Barr. Cette
immortalisation a été suivie ou non d’une fusioncaua partenaire myélomateux. Dans un
premier temps, la méthodologie d’obtention des Agmains par immortalisation grace au
virus Epstein-Barr sera détaillée. Dans une secsedton, quelques éléments a propos de
I'entérotoxine B deStaphyloccocus aurewst de la nécessité de produire des Acs humains
dirigés contre cette toxine seront donnés avanprsenter et de discuter les résultats

obtenus.

1 Production d’anticorps par les lymphocytes B humais

Les lymphocytes B humains sécréteurs d’Acs ont dunee de vie courte (environ 5
jours). Comme dans la technique des hybridomesnsupour stabiliser la production en Ac,
une immortalisation est nécessaire. Dans les anh8@6, des essais ont porté sur les
possibilités d'immortaliser c’est-a-dire de fusionrmes lymphocytes B humains avec un
partenaire cellulaire myélomateux (Schwaber and @,0b873). Fusionner avec un myélome
et stabiliser les hybridomes humains s’est avés tifficile. De plus, peu de myélomes
humains ont été disponibles et adaptés a la fudgsnlymphocytes B humains a ce moment
(Kozbor et al., 1983). Par conséquent, d'autresaghies d’'immortalisation ont été testées.
Le virus d’Epstein-Barr (EBV) a été utilisé par a®mbreux groupes comme agent
d’'immortalisation (Simmons et al., 2007; Traggiaak, 2004).

1.1Le virus d’Epstein-Barr

Le virus Epstein-Barr, aussi appelé EBV ou virusl’'erpés 4 (HHV-4) est un virus
appartenant a la famille des Herpesviridae. Le vigpstein-Barr cause plusieurs maladies
dans le monde dont la mononucléose infectieuse Btmiphome de Burkitt. Il existe deux
types de virus EBV : EBV-1 et EBV-2.
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Le virus Epstein-Barr a pour réservoir 'lHomme. Syle viral est composé de phase de
réplication et de phase de latence. Les celluleesidu virus sont les lymphocytes B
humains. En effet, I'antigene CD21 spécifiquememdspnt sur les lymphocytes B humains
est la porte d’entrée du virus dans les cellulgges pénétration dans les lymphocytes B, le
virus grace a ses nombreux genes (environ 10@sedigerses protéines va se répliquer et se
mettre en phase de latence (qui peut durer treddomms s'il N’y a pas eu réactivation du
virus). Cette propriété d’infecter spécifiguemeas lymphocytes B humains avec le virus
EBV pour permettre leur expansion permanente ctoaaété utilisé pour produire des Acs
humainsin vitro en absence d’antigene. Des premiers travaux, lddaboratoire de Danuta
Kozbor en 1981, ont permis de produire des anticegecifiques de la toxine tétanique a
partir de lymphocytes B humains immortalisés aeegilus EBV (Kozbor and Roder, 1981).
L’inconvénient majeur de la technique d'immortalisa réside dans le faible rendement de
I'étape d’'immortalisation et dans la difficulté alsiliser les lymphocytes B immortalisés.
Danuta Kozbor proposa d’examiner la possibilité fisionner les lymphocytes B
immortalisés avec des partenaires myélomateux smuuinhumains (Kozbor et al., 1982a).
Ses travaux couplant I'immortalisation et la fusfanent repris en 1984, pour produire des
anticorps anti-CMV et anti-TT (Emanuel et al., 19Bézbor and Roder, 1981; Kozbor et al.,
1982b). L'utilisation des lymphocytes B humainsmet de disposea priori de 'ensemble
du répertoire immunologique. Cependant I'obtentéanticorps monoclonaux spécifiques
d’'un antigéne est grandement favorisée lorsqudytaphocytes B proviennent d’individus
immunisés. Ainsi, I'utilisation des lymphocytes Bemoires et de I'immortalisation a permis

de générer de nombreux anticorps monoclonaux hgmain

1.2Les lymphocytes B mémoires

Les lymphocytes B mémoires dérivent des lymphocesAprés reconnaissance des
antigenes par les lymphocytes B (lors de la répoinseunitaire primaire), certains
lymphocytes B se différencient en lymphocytes B miées et d’autres en plasmocytes,
sécréteurs d’anticorps. Les lymphocytes B mémowas pour réle de mémoriser les
propriétés de l'antigene les ayant activés, aficrder une réponse immunitaire plus rapide,
plus longue, plus intense et plus spécifique dansak d'une seconde infection par ce méme
antigene (réponse immunitaire secondaire). De pass]ymphocytes B mémoires ont une

durée de vie beaucoup plus longue que les plasemclies lymphocytes B mémoires sont
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des cellules présentes dans les organes lymphe@mmdaires. Produire des anticorps a
partir de ce type cellulaire représente une avaoncgsidérable. Récemment, le laboratoire de
Antonio Lanzavecchia en Suisse s’est intéress@adupe des anticorps humains a partir de
lymphocytes B mémoires spécifiques du coronavifRaS. A partir de prélévement de sang

d’'un patient ayant survécu a I'épidémie du coroneviSRAS en 2004, les lymphocytes B

mémoires sécréteurs d’lgGs spécifiqgues du SRASeddoaneur ont été sélectionnés par un
systeme de billes magnétiques et immortalisés Evercus Epstein-Barr. Apres clonage par

dilution limite des lymphocytes B ainsi immortakséles IgGs monoclonales, spécifiques du
SRAS ont été isolées (Traggiai et al., 2004). Denméles anticorps anti-HL1N1 et des

anticorps anti-HIV ont été obtenus suivant la mést@atégie (Buchacher et al., 1994,

Simmons et al., 2007; Traggiai et al., 2004; Yalgt2008).

Human memory B-cell
immortalization

#

Infected patient

Isolate
memary
- B cells
oy O
EBVY . '\L'Z}
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Figure 17. Production d’anticorps humains a partirde patients infectés.

La méthode permettant I'obtention d’anticorps huregasse par I'immortalisation de lymphocytes B wiéas
issus d'individus exposés a l'antigéne. Les LB migesosont isolés a partir des leucocytes du sanghggique,
puis immortalisés a l'aide du virus Epstein-BarBY§ en présence de CpGs ODN 2006. Les cellules
transformées sécrétant des anticorps sont ensléetisnnées et isolées par dilutions limites, wecqnduit a la

production d’anticorps monoclonaux totalement humsakxtrait de (Marasco and Sui, 2007).
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Lanzavecchia a proposé de cultiver les lymphocyiesmortalisés en présence
d’oligonucléotides CpG ODN 2006 pour pallier leeétuels problémes de rendement ou de
stabilité décrits précédemment dans la littératligout des CpG permet une sécrétion plus
forte en Acs, une meilleure prolifération et stidides lymphocytes B (Bernasconi et al.,
2002). Les CpGs agissent via la voie TLR4/TLR9 pttamt la prolifération et la stimulation
des lymphocytes B vitro en absence d’antigene (Poltorak et al., 1998)e(K2002).

Aujourd’hui, de nombreux protocoles de productiomanticorps monoclonaux humains,
utilisant des lymphocytes B ou des lymphocytes Bnmiées spécifiques d’une cible ou ayant
déja été en présence de la cible, existent. Lasoaps sont produits aprés immortalisation
virale avec 'EBV, aprés la fusion avec un partemanurin ou humain ou encore apres une
étape d’'immortalisation virale avec I'EBV couplée une fusion avec un partenaire
myélomateux. (Bernasconi et al., 2002; Buchacheal.et1994; Drozdowski et al., 2010;
Karauzum et al., 2012; Kozbor et al., 1982a; Koziowd Roder, 1981; Kozbor et al., 1982b;
Simmons et al., 2007; Traggiai et al., 2004; Yalgt2008).

Au cours de cette étude, nous avons cherché aiobesnanticorps humains contre

I'entérotoxine B deéStaphylococcus aure(SEB).

2 Modeéele d’étude : Entérotoxine B deStaphylococcus aureus
SEB

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureusst une bactérie de type Gram positive de 0,5 apin5de
diamétre Staphylococcus aureusprésente une cause majeure d’infections humaimnegue

1 a 5% des infections observées sont liéegmphylococcus aureus.

\ L |

. \
Figure 18. lllustration de Staphylococcus aureusn grappes
D’apréshttp:/ /swampie.wordpress.com/2008/02/17, http:Mntaborspiez.ch/fr/dok/fa/pdf_f/fact Sheet SEB df.p
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En milieu hospitalier, il est connu que 10 a 20%s deepticémies sont dues a
Staphylococcus aureugvww.Medix.free.fr). De plusStaphylococcus aureusst souvent
impliquée dans des intoxications alimentaires (o ket al., 2003) et cause le syndrome de
choc toxique (SCT) (Bohach et al., 1990¢ pouvoir pathogéne dstaphylococcus aureus
est d0 a sa capacité de synthese de nombreux facewirulence. Ces facteurs de virulence
sont regroupés en deux types : des protéines feceuet des protéines solubles secrétées a
I'extérieur de la cellule. Ces facteurs sont sésrétt/ou synthétisés a des moments différents

en fonction de la phase de croissance bactérig¢figeré 19).

Protéines de surface Protéines solubles
(phase de croissance) (phase stationnaire)
Coagulase SEs

TSST-1

Protéine A ‘ <o

Protéine de liaison
a I'élastine

.. Toxineo
o

~

Protéine de liaison
au collagéne

"

Protéine de liaison
a la fibronectine

Protéine de liaison au

fibrinogéne (climping d
factor)

Figure 19. Expression de facteurs de virulence d&taphylococcus aureus
Ce schéma présente les principales protéines threwat secrétées &e aureusD’apres (Lowy, 1998).

Membrane
cytoplasmiqug

Parmi, les facteurs de virulence sécrétéspaphylococcus aureukes entérotoxines
staphylococciques (SEs) sont a l'origine des imatons alimentaires et la toxine TSST-1

responsable elle du syndrome de choc toxique (SCT).

2.1.1 Classification des entérotoxines staphylococciquéSEs)

Les entérotoxines sont classées en fonction de #&digénicité. Neuf types
antigéniques majeurs ont ainsi été rapportés mmuehtérotoxines : SEA, SEB, SEC, SED,
SEE, SEG, SEH, SEI et SEJ (Monday and Bohach, 1988) 1962, un systéme de
nomenclature alphabétique a été développé par @asBegdoll et Robinson (Casman,

1963a). Dans ce systéme les entérotoxines sorgriiEes par une lettre suivant I'ordre de leur
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découverte de SEA a SEJ. SEF a été ultérieureraelaissé comme TSST-1 (Bergdoll et al.,
1981). Les entérotoxines produites faaphylococcus aureymssedent des similarités dans
leurs séquences de nucléotides et d'acides ankiiés.peuvent étre divisées en trois grands
groupes : un premier groupe formé de SEA, SEE & &kc une homologie comprise entre
51 et 81%, un deuxiéme groupe intégrant SEB et §HC1, SEC2, SEC3) (42 & 67%
d’homologie) et un troisiéme groupe comportant T8Sdt SPEB qui partagent des acides
aminés clés avec les autres toxines mais ayandible ftaux d’homologie (moins de 28%).
SEJ est plus proche di groupe avec 64 a 66 % d’homologie tandis que $BIEH sont
plus distantes des autres entérotoxines (BalabdrRasooly, 2000; Ulrich et al., 1995; Van
den Bussche et al., 1993Les dernieres années, 11 nouvelles entérotoxinesétent
découvertes par génotypage, nomenclaturées de Kraid n’ont pas encore été isolées pour
le moment (Jarraud et al., 2001; Lina et al., 20®dgsfalvi et al., 2008). En plus de leur
homologie de séquence d’acides aminés, la plupatedécrotoxines partagent plusieurs
régions bien conservées et possedent une struettiggre trés similaire (par exemple SEB,
SEA, TSST-1 et SEC) (Papageorgiou and Acharya,)2000

2.1.2 Mode d’action des entérotoxines staphylococciqueSEs)

Les entérotoxines sont des protéines produiteslgmbactéries ayant contaminées des
aliments. Les entérotoxines staphylococciques (8B&sent comme des toxines puissantes
au niveau gastro-intestinal. Elles sont résistaatesprotéases gastro-intestinales telles que la
pepsine et la trypsine et gardent ainsi leur aétidans le tractus gastro-intestinal apres
ingestion. Elles sont résistantes a la chaleur et dmeuvent persister dans les matrices
alimentaires apres la disparition des bactéries.plDs, elles sontstables dans une large
gamme de pH (entre 4 et 10) (Balaban and Raso000;2Dinges et al., 2000; Johnson et al.,
1991). Les entérotoxines provoquent des nausées, vibissements, des douleurs
abdominales et de la diarrhée deux a six heuressdpngestion de l'aliment contaminé
(Balaban and Rasooly, 2000; Cowell et al., 2002n$des cas séveres, des maux de téte, des
températures en dessous de la normale ou de la figne hypotension, du sang et du mucus
dans les selles peuvent avoir lieu. Cependant,didre est rarement fatale (Cowell et al.,
2002; Evenson et al., 1988). La quantité de torieessaire pour causer une intoxication est
tres faible puisqu’'une dose de l'ordre de 100 egtdrotoxines pour une prise alimentaire
suffit a provoquer les symptémes d'intoxication p@georgiou and Acharya, 2000). Dans

presque tous les cas d’intoxications alimentai@slgs entérotoxines staphylococciques, les
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aliments ou I'un des ingrédients ont été contampasdes souches &aphylococcus aureus
et exposés temporairement a des températures paniniet croissance de ces bactéries. Ces
accidents surviennent lors d’un défaut de procedsu®frigération ou lorsque la préparation
du produit comporte une étape dont la températarengt la croissance de la bactérie (par
exemple préparation du fromage). Les aliments gl dans ces intoxications different: le
lait, le fromage, les volailles, les produits aébds viande et les conserves. Dans presque tous
les cas, le réservoir d&taphylococcus aurewst I’'homme et la contamination se fait lors de
la manipulation des aliments avant ou apres tratgrpar la chaleur. En effet, ces toxines
sont thermostables et méme si la bactérie estré@enpar le chauffage, I'activité biologique
des toxines reste intacte. Cependant, la stalubt® entérotoxines vis-a-vis de la chaleur
dépend de la nature de la matrice alimentaire,Hiuy milieu, de la concentration en sel et

de la concentration en glucose.

2.2 Entérotoxine B deStaphylococcus aureus

L’entérotoxine B (SEB) est une protéine ayant uresse de 28,4 kDa. Elle est 'une
des entérotoxines produites @&raphylococcus aurewet est considérée comme étant la plus
dangereuse. SEB comme les autres entérotoxineshykiapcciques (SEs) est un
superantigéne. Un superantigéne est capable da leefois les lymphocytes T au niveau du
récepteur T des lymphocytes T (TCR) et le CMH I$ @ellules présentatrices d’antigéne
(CPA) (paragraphe plus loin 2.2.3.1 Activité supéigenique). En tant que superantigene, la
SEB provoque une dérégulation du systeme immueitpar I'activation des lymphocytes
humains T, entrainant une surproduction des cy&skiG@ette production de cytokines semble
étre a l'origine du syndrome de choc toxique (S®Bs étudedn vitro ont montré que ces
toxines pouvaient dans certains cas inhiber la r@ommunitaire humorale et empécher

ainsi la formation d'anticorps.

2.2.1 Structure

La SEB est la mieux connue des entérotoxines skapbgciques. Elle est constituée
de deux domaines (I et Il) reliés par une bouclesiderésidus et séparés par une cavité
superficielle. Le domaine 1, le plus petit, estnfiérpar 5 feuillet§ (1 a 5) et trois hélices (2,

3 et 5) et correspond a la séquence 30-120. Dadsroaine deux résidus cystéines (Cys 93

et Cys 113) forment un pont disulfure qui se sdaas une boucle tres mobile et qui dépasse
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un peu du corps compact de la molécule. Le domihiest formé de 6 feuilletf (6 & 11)
antiparalleles et de 2 héliceq1 et 4) et correspond aux acides aminés 127 al238ite de
liaison au récepteur TCR des lymphocytes T se slitunes la cavité superficielle formé par les
deux domaines et le site de liaison au complexeuwnaj’ histocompatibilit¢ CMH Il se trouve
dans un site adjacent (sites de I'activité supaganique) (Kappler et al., 1992; Papageorgiou
et al., 1998).

Figure 20. Structure de la SEB avec la région varlde de liaison aux lymphocytes T.D’apres
http://sciencedaily.com/releases/2007/05/07052112 %
http://www.laborspiez.ch/fr/dok/fa/pdf_f/fact_SheSEB_fr.pdf.

2.2.2 Voies d’expositions, toxicité et effet sur la santé

Les symptomes de l'intoxication par la SEB sonfédénts selon que la toxine a été

ingérée ou inhalée. La valeur EOIDdose efficace) orale des SEB est dey@/&g et la toxicité
(DLSO) par inhalation de 2Qig/kg. Par conséquent, environ 3§ de SEB absorbées par voie

orale entrainent l'apparition de symptémes sigaific dans 50 % des cas. Dans la littérature

spécialisée, il est décrit que la sensibilité peuier fortement d'un individu a l'autre.

2.2.2.1 Intoxication alimentaire (voie alimentaire)

Peu de temps apres l'ingestion orale (2 a 4 heuras)hyper salivation accompagnée
de nausées fait son apparition, suivie de vomisstrsbits, de crampes abdominales et de
diarrhées. Dans les cas d'intoxication orale, dpparait normalement aucun probleme
respiratoire ni aucune fiévre. La encore, des désmges peuvent causer un choc sceptique
voire la mort.
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2.2.2.2 Intoxicationpar inhalation (acte de malveillance)

L’intoxication se manifeste aprés une incubation3d@ 12 heures par I'apparition
brutale d’'un syndrome pseudo-grippal (fievre, biss céphalées et myalgies) et de toux
séche. Des symptdmes respiratoires (douleurs tiqoex rétro-sternales et dyspnée) sont
observés dans les formes plus séveres. Des fomspgatoires graves sont possibles avec
cedeme aigu du poumon et décompensation respitdtaifgoduction excessive de cytokines
par les cellules T activées par la SEB augmenpetméabilité vasculaire et peut conduire a
un cedeme pulmonaire étendu (Mattix et al., 199%s Bymptomes digestifs, nausées ou
vomissements, sont observés fréquemment. La figeweé persister jusqu’a 5 jours et la toux
pendant 4 semaines, les malades étant incapablepadre leur activité avant 2 semaines
(Rusnak et al., 2004). D'autres symptomes telsdgseproblémes respiratoires, des nausees,
un état de faiblesse voire des cedemes pulmonagesept se manifester en cas de
concentration élevée. La maladie est rarement iferte
Les symptdmes cliniqgues d’intoxication par inhalatide la SEB sont similaires a ceux
provoqués par de nombreux pathogénes a cible a¢sipég (adénovirus, Influenza virus,
mycoplasma, etc). Une intoxication par la SEB étié suspectée devant la survenue brutale
et tres rapprochée dans le temps (24 heures) gihdr@ame fébrile respiratoire (grippal) chez
un grand nombre de personnes avec une expositagraghique commune et une évolution

favorable dans la grande majorité des cas.

2.2.3 Mode d’action

La SEB posséde deux activités : I'activité supegagnique a I'origine du syndrome de

choc toxique (SCT) et I'activité émétique, a I'ong des vomissements.

2.2.3.1 Activité superantigénique

L’activité superantigénique résulte de l'interantdirecte de la SEB avec le récepteur
TCR sur les lymphocytes T et le CMH Il présent &g cellules présentatrices d’antigéne
(CPA). Un antigene normal est présenté par le téoe@ des lymphocytes T (TCR) apres
dégradation intracellulaire dans les cellules pregdces d’antigene (CPA), sous forme de
peptides associés aux molécules du CMH 1l ou |Ufeg2l). Cette reconnaissance de

I'antigene par les cellules T est une étape primadgddans la réponse immunitaire cellulaire

87



et la clé de sa spécificité. Un nombre trés radtrde cellules T peuvent reconnaitre un
antigéne spécifique présenté par le CMH des CPAvifDand Bjorkman, 1988). Un
superantigene interagit avec les cellules T parranennaissance spécifique des récepteurs T
(TCR) (reconnaissance du domain@)VIl est donc capable de lier le récepteur T aux
molécules CMH II des CPA (Figure (B) 21) déclendhane activation non spécifique de
cellules T (prolifération massive) et une forte darction de cytokines et d’interleukines
contribuant au mécanisme de toxicité de la SEB staldres SEs (Kappler et al., 1994;
Marrack et al., 1990). Cette activation dramatidae cellules T (prés de 20% de I'ensemble

des cellules T) cause le syndrome de choc toxique.

RCT
Chainea

Figure 21. Activation spécifique et non spécifiquees cellules T.

A- Activation des cellules T par un antigéne convemtal. Le peptide (antigéne) est présenté a lacuda la
CPA par le CMH Il. Ce complexe attire les cellulesportant un récepteur RCT avec une chaifie V
spécifique de I'antigéne présenté.

B- Activation non spécifique des cellules T par upesantigéne. Le superantigéne se fixe directement a
CMH 1l et se lie a la chaine pvdu RCT initiant une activation non spécifique aetflules T. D’aprés
(Balaban and Rasooly, 2000).

2.2.4 Activité émétique

L'activite émétique existe chez la SEB et chez lastres entérotoxines
staphylococciques (SEs). C’est une activité mahatarisée. Les symptdmes d’intoxication
alimentaire provoqués par la SEB peuvent avoirédifites origines: effet direct sur
I'épithélium intestinal et/ou stimulation des magtes et libération massive des leucotriénes
et de I'histamine agissant sur le nerf vague etwgtint ainsi le centre émétique (Arbuthnott et
al., 1990). La SEB possede une cystéine qui seftideimpliquée dans l'activité émétique
(Hovde et al., 1994). Une hypothese suggere quéviegé émétique facilite le passage de la
SEB a travers I'épithélium intestinal et permetsiai la toxine de rejoindre la circulation
sanguine et d’interagir avec les cellules T corahtisg I'activité super antigénique (Hamad et
al., 1997).
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2.2.5 Mise en évidence de la toxine SEB

L’entérotoxine B staphylococcique (SEB) est facikem identifiable en tant que
protéine a l'aide des méthodes immunologiquesiste sur le marché des systémes de mise
en évidence rapide, appelés Lateral Flow Assaym(inochromatographie sur membrane),
présentant une bonne sensibilité (Limite de Dé&tactr < 10 ppb ou < 10 ng/ml), qui
permettent d'identifier la SEB en une vingtainendautes (fabricant: NBC-Sys). Ce test est
avant tout congu pour des solutions aqueuses Evpraents par frottis. Un kit ELISA est
également disponible dans le commerce (fabricarBidRharm, D) et permet de mettre en
evidence différents sérotypes de SEB dans les eégrmémentaires. De méme, dans les
analyses de laboratoire classiques, on utilisengethodes immunologiques comme ELISA
Sandwich (plaques de microtitration a 96 puitsdes systemes multiplex (X-Map Luminex
Technology, BioPlex 200 de Bio-Rad), mais égalentsd procédés de spectrométrie de

masse comme Peptide-Map.

2.2.6 La SEB en tant gu’arme biologique

Dans le domaine militaire, la SEB est reconnue cemagent incapacitant. De petites
quantités suffisent pour provoquer de forts sym@®mtintoxication ayant en peu de temps
un effet completement incapacitant sur les persomfiectées. Cependant, les intoxications
|étales sont rares. L'utilisation de cet agent pgiute nombre de patients est élevé, paralyser
rapidement une infrastructure médicale. La SEBcessidérée comme une arme biologique
potentielle (facile a synthétiser, a lyophiliseaedérosoliser) et son potentiel « incapacitant» a
I'égard d’un trés grand nombre de personnes simérteent a été largement étudié aux Etats-
Unis dans les années 1960. La dose «incapacitpatenhalation pour 50% de la population
exposée (DE50) a été estimée par modélisation adlidy et la dose |étale pour 50 % de la
population exposée (DL50) a 0,p8/kg (Gill, 1982; Ler et al., 2006). Les DL50 et BIE
n'ont pas été déterminées pour les autres voiespd&tion. Une utilisation sous forme
d'aérosols ou une contamination de la chaine atmrena des fins malveillantes sont
possibles.

Aujourd’hui, il n’existe ni vaccins ni traitementsntre la SEB. Néanmoins, un vaccin
nommeé STEBVax est en début d’étude clinique (Beteal., 2003; Stiles et al., 2001; Ulrich
et al., 1998)lfttp://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00974985
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De plus, compte tenu des nombreux effets néfastegapb étre causés par la SEB
(intoxication alimentaire ou agent de malveillanceisposer de solutions et de réponses
contre la SEB est nécessaire. L'immunothérapieirgaction intraveineuse d’lgs ayant déja
fait ses preuves contre d’autres toxines, des dbives ont développé des anticorps humains
contre la SEB. Des publications ont fait état depdaduction d’anticorps chimériques et
d’anticorps humains contre la SEB (Drozdowski et2010; Karauzum et al., 2012; Tilahun
et al., 2011). Cette année un laboratoire a pratkstanticorps humains de type IgGs dirigés
contre la SEB a I'aide du phage display (Karauztmal.e 2012). D’autre part, récemment la
purification de lymphocytes B humains et leur fusimec un hétéromyélome, le CB-F7, par
électrofusion sans immortalisation virale par I'EBVpermis I'obtention de 3 hybridomes
sécréteurs d’anticorps contre la SEB (Drozdowskiakt 2010; Grunow et al., 1988;
Karauzum et al., 2012; Tilahun et al., 2011) (Larki al., 2010).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Etant donné qu’il n’existe aucune thérapie actuadiet disponible pour traiter une
intoxication a I'entérotoxine B (SEB) et compte uethe son utilisation potentielle a des fins
terroristes, nous nous sommes appliqués a prodigse anticorps monoclonaux humains
dirigés contre la SEB grace a la technique d'imalmation par le virus Epstein-Barr (EBV)

couplée ou non a la fusion cellulaire avec un myélo

1 Méthodologie utilisée

Aujourd’hui, il existe de hombreuses techniquesrgmoduire des anticorps humains
(souris transgéniques, phage display, lymphocyfesnBus avons essayé de produire des
anticorps humains en utilisant la méthodologie t¥pmee dans le laboratoire d’Antonio
Lanzavecchia a savoir la purification et 'immoigation de lymphocytes B mémoires de
donneurs ayant déja rencontré la SEB. Les antiqoepsent étre directement obtenus aprés
clonage par dilution limite a partir des lymphoeyt immortalisés, ce qui est le cas pour les
anticorps anti-SRAS et anti-H1IN1 (Buchacher eti894; Simmons et al., 2007; Traggiai et
al., 2004). Nous avons décidé de coupler I'étapmrdortalisation a celle de la fusion
cellulaire avec un myélome. En effet, des publmai font I'état de couplage de
'immortalisation et de la fusion pour stabiliset @ugmenter le rendement d’obtention

d’anticorps (Emanuel et al., 1984; Kozbor and Rp#l881; Kozbor et al., 1982b).

P
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Figure 22. Protocole de production d'lgGs anti-SEBa partir de lymphocytes B mémoires d'un
donneur immunisé contre la SEB.
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2 Sélection des donneurs sanquins et des lymphocytBs

meémoires sécréteurs d’'lgGs anti-SEB

2.1 Sélection du donneur de sang

Nous étions intéressés par produire des anticorpsims anti-SEB a partir de donneurs
humains ayant déja rencontré notre cible, la SE&1sDune premiere expeérience, il a fallu
vérifier la présence d’lgGs dirigés contre la SEBigd&e plasma des donneurs utilisés. La
présence d’lgGs anti-SEB dans le plasma des dosneflétait la présence de lymphocytes B
mémoires spécifiques de la SEB. Pour cela, lesnaasle 4 donneurs, dilués au 1/10 et au
1/100, ont été incubés une nuit sur une plaque vectas de neutravidine (5 pg/ml) en
présence ou pas de SEB-biotinylée (0,5 ng/ml) poigraceur spécifique des IgGs humaines
totales est ajouté pour détecter la présence d'l@@sSEB (paragraphe 8.3 Les dosages
immunologiques utilisant la SEB, Matériels et Métbgld Le témoin EIA (tampon de dilution
des échantillons) est utilisé comme contréle négahaque dilution de plasma est testée en
duplicat, la moyenne des points est ensuite aral\isés plasmas contenant des IgGs anti-
SEB sont les plasmas dont les signaux en présenta SEB-biotinylée sont supérieurs a

ceux observés en absence de SEB-biotinylée, ebactiserves pour le contréle négatif.
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1/10 Ratio+/- SEB-biotinylée
Donneur 1 4,28
Donneur 2 3,18
Donneur 3 3,68
Donneur 4 1,62

Plasma dilué 1/100
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1/100 Ratio+/- SEB-biotinylée
Donneur 1 2,95
Donneur 2 2,13
Donneur 3 2,36
Donneur 4 1,17

Figure 23. Dosage des anticorps IgGs anti-SEB dalesplasma de différents donneurs.

50 ul de plasmas dilués au 1/10 ou au 1/100 deuehdgnneur sont testés a l'aide d’un immunodosétisamt
des plaques de titration ou la neutravidine a pi#aiment été adsorbée. La SEB-biotinylée et I'lg&@hsont
ajoutés avant l'incubation en réactif d’Ellman. densité optique est alors mesurée a 414 nm apresriQes
d’'incubation. Un tableau donne pour chaque diluterplasma le rapport entre la présence et I'aleséaSEB-
biotinylée. SEM sur les barres d’erreurs.
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Le choix de la SEB comme antigéne d’intérét futimgopar des travaux visant a doser
la réponse en Acs notamment IgGs contre diversagipes deStaphyloccocus aureuhez
des donneurs sains. Cette étude a montré la peeskAcs spécifiguement dirigés contre
Staphyloccocus aurewet contre la SEB (Bell et al., 1987; Colque-Nawaat al., 2010; Dryla
et al., 2005). Comme attendu, nous avons constaélas plasmas des 4 donneurs testés
présentent des différences de signaux en présérame absence de SEB (ratio des signaux
obtenus allant de 1 & 4). Les plasmas testés aiatérdonc des IgGs dirigés spécifiqguement
contre la SEB (Figure 23). Ceci reflete la présedee lymphocytes B et notamment
lymphocytes B mémoires sécréteurs d’lgGs anti-SE®& des 4 donneurs testés. De plus, les
niveaux en IgGs anti-SEB sont variables selon @sndurs. Nous avons pu constater que
guelque soit la dilution testée le plasma du donrdeprésente la plus grande différence de
signal en présence/absence de SEB-biotinylée (@atih,28 au 1/10 et de 2,95 au 1/100). Le
sang du donneur 1 contenant la plus grande quatitg&s anti-SEB, il a été utilisé pour

purifier les lymphocytes B mémoires.

2.2 Purification des lymphocytes B mémoires du donneut

Les cellules mononuclées du sang périphérique @8Mont été isolées par un
Histopaque (paragraphe 3 Purification PBMCs, Mat&i Méthodes). Environ 5.4®BMCs
ont été utilisées pour sélectionner les lymphocBt@sémoires. Les lymphocytes B mémoires
possédent un marqueur spécifique le CD27. Graaeaélection positive utilisant des billes
magnétiques sur lesquelles un anticorps dirigéreda CD27 a été couplé, environ 1,8.10
lymphocytes B mémoires ont été purifiés. Ces lynogtes B ont été immortalisés par le
virus Epstein-Barr. Ce nombre de cellules (1,8. Hpparait faible. Mais, il est connu que le
sang bien qu’étant la source la plus accessibleelades, n'est pas le compartiment le plus
riche en lymphocytes. En effet, les amygdales ssm&nt une source plus importante en

terme de lymphocytes B et donc de lymphocytes B oié&s.
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3 Immortalisation des lymphocytes B mémoires par leiws
Epstein-Barr (EBV)

3.1Test de la qualité de production des virus EBV

Les virus Epstein-Barr (EBV) ont été produits ains#u laboratoire a partir de la
lignée cellulaire B95-8 de singe Marmouset. Ceklles sont capables sous différents stimuli
de sécréter le virus EBV. Aprés environ 3 semadwsgulture, ces cellules liberent dans le
surnageant de culture les virus EBV. Ces virus sérupérés par centrifugation et conservés
sous forme de Transfokits (paragraphe 6.1 Produa&s virus Epstein-Barr, Matériels et
Méthodes). Un Transfokit est capable d'infecter 3.5 PBMCs et 1.19 lymphocytes B
mémoires.

Afin de vérifier la capacité d'infection des virlEBV produits, 2 séries de 43@ellules
mononuclées du sang périphérique (PBMCs) ont élées par un Histopaque et infectées
soit par 1 transfokit produit au sein du laboraaoit par un transfokit de référence produit
dans un laboratoire & Reims (CHU de Reims - HopRabert Debré - Laboratoire
d'Immunologie J Cohen) en présence de 2,5 ug/nCme. Les CpG sont des séquences
immunomodulatrices favorisant 'immortalisation (Basconi et al., 2002). Apres environ 8
jours de culture, des grappes caractéristiques’iaiection a EBV sont observables et
illustrent I'infection des lymphocytes B présengnd les PBMCs. Ces grappes sont aussi bien
observées avec le Transfokit produit au sein durédbwe que celui provenant du laboratoire
de référence (Figure 24). La présence de cyclaspoA dans les Transfokits inhibe

I'infection des lymphocytes T et leur effet sur lpsphocytes B ayant été infectés par EBV.

A B C

Figure 24. Immortalisation. PBMCs immortalisées avec le virus EBV produitslaoratoire (A) ou par le
laboratoire de référence (B). Un grossissemenadgdppe permet de visualiser les spicules carstiggies de
I'immortalisation (C) (microscope optique x200 o0%).
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3.2 Immortalisation des lymphocytes B mémoires sécrétesl

d’'lgGs anti-SEB

Les lymphocytes B mémoires (1,8°L0sélectionnés précédemment ont été

immortalisés avec 2 Transfokits produits au seirlathoratoire. 80 puits d’immortalisation

ont été obtenus. Environ apres un mois dimmowtbs et de culture, les surnageants de
culture sont testés par le dosage ELISA précédemmiéarit. 6 puits présentent une

augmentation du signal en présence de SEB bioerstéont illustrés dans la Figure 25 ci-
apres. Ces puitslB5, 1C2, 1C6, 1E3, 2B5, 2C10) contenant des lymphocytes B mémoires

immortalisés sécréteurs d’'lgGs anti-SEB sont migxgransion puis leur contenu est congelé

pour les conserver.

2.0
1.51

1.0

Absorbance DO (414nm)

Bl +SEB
[ -SEB

Ratio+/- SEB-biotinylée
1B5 2,23
1C2 1,55
1C6 1,92
1E3 4,57
2B5 2,50
2C10 2,97

Figure 25. Dosage des puits d'immortalisation de ipphocytes B mémoires sécréteurs d’'lgGs anti-SEB.

50 pl des surnageants de culture purs sont te$tidé d’'un immunodosage utilisant des plaquesitdation ou
la neutravidine a préalablement été adsorbée. IBxt8@tinylée et I'lgGh-G4 sont ajoutés avant laatéan avec
le réactif d’Ellman. La densité optique est alorssorée a 414 nm aprés 30 minutes d’incubation.abledu
donne le rapport entre la présence et 'absen@&Edebiotinylée.
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D’aprés ces résultats (Figure 25), 6 puild5, 1C2, 1C6, 1E3, 2B5, 2C10 présentent des
signaux en présence de SEB-biotinylée 2 a 4 fais fbrt que sans SEB. Le rendement
obtenu est faible puisque seuls 6 puits immortal@é 80 puits d'immortalisation sécretent
des IgGs anti-SEB. Pour améliorer cette technolegi@ugmenter le rendement en Acs, des
techniques d’enrichissement des lymphocytes B Bpées de la cible ont été étudiées. Ainsi
Kozbor et Roder observent une augmentation de d¢austion en anticorps anti-toxine
tétanique (TT) apres sélection des lymphocytesxBnti spécifiguement I'antigéne TT et
élimination des autres lymphocytes B (Kozbor andlé?p1981). De méme, le groupe de
Lanzavecchia avant immortalisation avec le virusVE®electionnait grace a des billes
magnétiques les lymphocytes B mémoires spécifigueSRAS (Traggiai et al., 2004). Afin
d’améliorer notre rendement, nous pourrions sdéeogr les lymphocytes B mémoires
sécrétant spécifiquement des IgGs anti-SEB paysiteme de billes magnétiques spécifiques
de la SEB. D’autre part, une étape de criblage eyapit 'ELISA décrit préecédemment pour
'analyse des lymphocytes B mémoires totaux pemaietde sélectionner les meilleurs
lymphocytes B mémoires avant immortalisation. Deisplces étapes supplémentaires
d’enrichissement et de concentration cellulaire rpent également étre effectuées apres

'immortalisation par le virus EBV.

En parallele de la congélation, les cellules desiiés sont cloné par dilution limite (clonage
large 50 cellules/ml et 10 cellules/ml) pour isolarcellule productrice d'lgGs anti-SEB.
Malheureusement, aucune cellule sécrétrice n’atiguigolée. Aprés un premier clonage, les
cellules sont présentes mais ont perdu I'expressitgGs spécifiques de la SEB. Ceci
souléve le probleme de la stabilité de sécrétios lggnées immortalisées par EBV. Le
probleme de la stabilité de sécrétion en anticepgexifiques des cellules pourrait étre résolu
en cultivant les cellules immortalisées en présemme CpG, séquence favorisant
'immortalisation et la survie des lymphocytes (Ba&sconi et al.,, 2002; Krieg, 2002) ou
d’interleukines comme les interleukines 6 ou 2 §ILH.-2) impliquées dans la prolifération
des lymphocytes B. Certaines equipes, pour liméecolt induit par l'utilisation des ces
molécules, ont décidé d'ajouter une étape dimnisgdon cellulaire (fusion avec un

myélome), a celle de 'immortalisation virale.
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4 Fusion des lymphocytes B mémoires immortalisés pde
virus Epstein-Barr (EBV)

Compte tenu des problemes de stabilité rencontrésdes clonages des LB mémoires
immortalisés, nous avons décidé de fusionner leds poontenant les LB meémoires
immortalisés sécréteurs d’lgGs anti-SEB. Il a éérdl dans la littérature que la fusion avec
un partenaire cellulaire de type myélome aprésiommeortalisation augmenterait la stabilité
des LB immortalisées (Kozbor et al., 1983; Kozbbale 1982a; Kozbor and Roder, 1981;
Kozbor et al., 1982b). Divers partenaires myelonmatenurins, humains ou de type
hétéromyélome ont été utilisés pour fusionner qeetge cellules. Au laboratoire, nous
disposions de plusieurs myélomes murins (Sp20/01, N&3) et d'un hétéromyélome
humain/murin HM (don de [lInstitut Pasteur, Pari®ans un premier temps, il a fallu
décongeler les lymphocytes B mémoires immortalgas vérifier la production en IgGs

spécifiques de la SEB et ensuite fusionner.

4.1 Décongélation des puits immortalisés

Une ampoule de chacun des puits d’'immortalisatiB® £t 1C6 est décongelée. La
décongélation s’effectue selon la procédure conniécongélation rapide de I'ampoule a
37°C pour éviter les effets néfastes du DMSO etsesnsion en milieu de culture préchauffé
a 37°C. Le lendemain de la décongélation, un preanielage des surnageants de culture pur
ou dilué au 1/10 est réalisé avec le test ELISAitdans le paragraphe précédent 2.1. A ce
stade nous n’avons obtenu aucun signal. Un nougtesage ELISA est réalisé 4 jours aprées

la décongélation pour voir si les puits sont ptssitune lecture a 30 minutes est réalisée.
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Figure 26. Dosage des puits d'immortalisation décaelés de lymphocytes B mémoires sécréteurs d'lgGs
anti-SEB. 4 jours apres décongélationT=30 minutes.

50 ul des surnageants de culture de décongélaticnqu dilués 1/10 sont testés a I'aide d’un imnuosage
utilisant des plagues de titration ou la neutraneda préalablement été adsorbée. La SEB-biotirgtiéégGh-
G4 sont ajoutés avant la réaction avec le réatfifrdan. La densité optique est alors mesurée anthpres
30 minutes d’incubation. Un tableau donne le rappoire la présence et I'absence de SEB-biotinylée.
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En comparant ces résultats avec ceux obtenus [Riuefl1C6 avant congélation au méme
temps de lecture 30 minutes (Figure 25 versus Eig6J, nous pouvons constater que le taux
d’'lgGs anti-SEB est inférieur aprés I'étape de @atjpn/décongélation. En effet, avant
congélation le puits 1B5 présentait une DO d’envi@b00 (0,546) (Figure 25), alors
gu’apres décongélation, la DO est d’environ 0,d§ufe 26). De méme, le puits 1C6 présente
une forte diminution de signal, passant d’enviroh dvant congélation (Figure 25) en DO a
environ 0,167 apres décongélation (Figure 26).

Le premier dosage réalisé au lendemain de la détatian pour lequel aucun signal n’a
été obtenu, montre que la production d’anticorps lpa lymphocytes B immortalisés par
EBV est moins importante ou plus longue a se mettrgplace que celle des hybridomes
murins.

La diminution de signal observable a 30 minutesntned apres congélation témoigne
d’'une perte d’expression. Nous avons décongelé&ddlsles de deux autres puits, 2B5 et
2C10 présentant des signaux élevés avant congélatioune autre ampoule du puits 1C6
pour voir si la perte de signal observée ne sqrag dle a un probleme lors de la
congélation/décongélation ou a une instabilité prafe ce type de cellules. Les surnageants
de culture de ces puits sont testés apres 4 jaudgdongélation purs et dilués au 1/10 selon
'ELISA +/- SEB-biotinylée décrit paragraphe 2.1.
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Figure 27. Dosage des puits d'immortalisation décaglés de lymphocytes B mémoires sécréteurs d’lgGs
anti-SEB.

50 upl des surnageants de culture de décongélatimnqu dilués 1/10 sont testés a I'aide d’un imndosage
utilisant des plaques de titration ou la neutran@da préalablement été adsorbée. La SEB-biotiratlééyGh-
G4 sont ajoutés avant réaction avec le réactiflai&h. La densité optique est alors mesurée a 414pmas 1 h
d’'incubation. Un tableau donne le rapport entrgrésence et I'absence de SEB-biotinylée.
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Les signaux observés (Figure 27) pour les celldiepuits 1C6 et 2C10 sont du méme ordre
de grandeur que le témoin tampon EIA. Nous poudamg en conclure que les lymphocytes
B immortalisés en croissance dans les puits omtupletur capacité de sécrétion d’'lgGs anti-
SEB.

Concernant le puits 2B5, les rapports entre lesasig en présence et absence de SEB-
biotinylée sont respectivement de 21 et 48 poussigsageants dosés dilués au £Ffou
purs. Ainsi I'étape de congélation/décongélationt@voir des effets néfastes plus ou moins
importants sur la production d’anticorps par desgitocytes B immortalisés par EBV.

Ainsi la capacité de production des immunoglobdiserait plus ou moins stable en
fonction des cellules.

A la vue de ces résultats les cellules correspdnaarpuits 2B5 ont été utilisées pour

I'étape de fusion.

4.2 Préparation de la fusion

Compte tenu de la diversité des protocoles deifude lymphocytes B immortalisés
présentés dans la littérature, soit fusion avec pdgtenaires murins, avec des partenaires
humains ou de type hétéromyélome (Dessain et @04;2Kudo et al., 1988), nous avons
décidé d’étudier differents parametres de ces potgec Pour cela, nous avons effectuée
diverses fusions dans différentes conditions (ratidieu de culture, différents partenaires
myélomateux) afin de trouver le protocole le miegapté. Avant d’effectuer la fusion, dans
une premiére série d’expérience, nous avons comjaandortalité des lymphocytes B

immortalisés et celle des différents myélomessaddien présence d’ouabaine.

4.2.1 Mise au point de la concentration d’ouabaine

Contrairement aux lymphocytes B normaux, les lynegtes B ayant subi une étape
d'immortalisation ne meurent pas apres quelquesjdtm effet, limmortalisation par le virus
EBV permet I'expansion clonale et permanente dephlymeytes B. Une drogue appelée
'ouabaine (ou g-strophanthine), un glycoside eaagiique intervenant dans la perméabilité
des cellules et plus précisément dans le transpait des ions Na+/K+, induit la mort
cellulaire des lymphocytes B immortalisés en agissar la pompe Na/K ATPase (Roder et
al., 1986). De nombreuses publications utiliseatidbaine a des concentrations différentes

allant de 2x18 M (Kudo et al., 1988) a 10xT0oM (Kozbor et al., 1982a), ou encore 320
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M (A.Tissent, 2007). En premier lieu, nous avonalis¢ une gamme d’ouabaine dans le
milieu de culture afin de déterminer la concenbratia mieux adaptée, avec les lymphocytes
B immortalisés issus du puits 2B5. Environ 200 0@@iphocytes B immortalisés ont été

cultivées en présence ou non d'ouabaine. Deux ganuffmsbaine ont été testées: la
premiére allant de 5x10M & 5x10'° M et la seconde allant de 3xiM a 3x10'M

d’'ouabaine.

Milieu culture 5x10 “ M 5x10° M 5x10° M

5x107 M 5x10°% M 5x10° M 5x107° M

Milieu culture 3x10™ M 3x10° M 3x10° M

3x107' M 3x10° M 3x10° M 3x10° M

Figure 28. Gamme d’ouabaine.
200 000 cellules/puits sont ensemencés en plaqueuitd et la mortalité est évaluée 4 jours aprées a
microscope optiqugrossissement x40.
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Les résultats obtenus au cours des deux expérisocgdres similaires (Figure 28). En
absence d’ouabaine les lymphocytes B immortalisés@Bsentent une croissance normale.
L’ajout d’ouabaine & des concentrations allant dE0%M & 5x10° M induit une disparition
totale des grappes caractéristigues des lymphocBtesnmortalisés. A partir de la
concentration 3xIBM d’ouabaine jusqu'a 3x1§ M, l'ouabaine n'a aucun effet sur la
croissance lymphocytes B immortalisés. En effeiploserve des grappes de cellules, reflétant
une croissance cellulaire. Entre 3¥1M et 5x10’M de ouabaine, il y a une inhibition
partielle de la croissance des lymphocytes B imahisgs.

La concentration d’ouabaine la plus faible qui parefiinduire une mortalité cellulaire
totale des lymphocytes B immortalisés est cellx®08 M. Cette concentration sera utilisée
lors de toutes les expériences de fusion.

4.2.2 Vérification de [I'absence deffet de [I'Hypoxantine Aminoptérine

Thymidine (HAT) sur les lymphocytes B immortalisés

Les myélomes de souris ou humains utilisés dasdusions sont déficients en une
enzyme, I'hypoxanthine guanosine phosphoryl traas® (HGPRT). Dans un milieu de
culture contenant de I’'Hypoxantine, de I’Aminopiériet de la Thymidine, leur croissance est
inhibée (Kdhler and Milstein, 1975). Nous avonsluaavoir si I’'Hypoxantine Aminoptérine
Thymidine (HAT) ajouté dans le milieu de culture ldefusion pour induire la mortalité du
myéelome avait un effet sur la croissance des lymytescB mémoires immortalisés. Pour
cela, 200 000 lymphocytes B immortalisés 2B5 okt mdis en culture avec du milieu de
culture contenant ou pas de I'HAT 50 x (concertratpréconisée par le fournisseur) en
présence ou non de I'ouabaine a 5%
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Figure 29. Effet HAT sur des lymphocytes B immortakés par EBV.200 000 cellules/puits sont ensemencés
en plaque 24 puits et la mortalité est évaluégoaurs apres en observation au microscope optiossissement
x40.
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On peut observer sur la Figure 29 que l'ajout AN 50 x n’induit aucun effet sur la
croissance des lymphocytes B immortalisés. Pareobdjout d’'ouabaine avec ou sans HAT

induit un ralentissement de croissance.

4.2.3 Vérification de la mortalité des myélomes sous HATteuabaine

L’ouabaine agit spécifiquement sur les cellulemortalisées par EBV, nous avons
voulu cependant vérifier 'absence d’effet de I'baime sur les myélomes. Environ 200 000
cellules des différents myélomes sont incubés dedtHAT, de I'ouabaine & 5x10M ou les

2 ensemble. Aprés quelques jours, la mortalitéaoarbissance des cellules est observée au

microscope.
Myélome HAT OUABAINE HAT+OUABAINE
5x10° M
5x10° M

NS1 Mort Croissance Mort

SP2/0 Mort Croissance Mort
X63 Mort Croissance Mort
HM Mort Croissance Mort

Tableau 3. Effet HAT et/ou ouabaine sur les myélonse200 000 cellules/puits sont ensemencés en plaque 24
puits et la mortalité est évaluée a J4 en obsenvatii microscope optiq@gossissement x40.

Nous pouvons constater que tous les myélomes meereprésence de HAT. L'ajout
d’'ouabaine ne provoque aucun effet sur les myélprweselle n'agit pas sur leur pompe
Na/K ATPase (Roder et al., 1986).

4.3Fusion des LB immortalisés par EBV (puits 2B5) avedifférents
myélomes
Le puits 2B5 présente le meilleur taux d’lgGs 8tB. Pour stabiliser cette
production, différentes fusions ont été effectuéesployant différentes conditions de culture,

différents myélomes et plusieurs ratios (lymphosy® myélome). Le tableau suivant

présente les différentes conditions utilisés etsleésultats.
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Ratio LB- | PARTENAIRE NOMBRE NOMBRE MILIEU CULTURE CHANGEMENT PRESENCE
Myélome MYELOME CELLULES | CELLULES MILIEU CULTURE | HYBRIDOMES
LB EBV 2B5 | MYELOME

2-1 HM 75.10 3,75 .10 MC+HAT50X+OUABAINE | 2 NON
5.10°M

31 Sp20/0 7,5.10 2,5.10 MC+HAT50X MC+HAT50X+ NON

OUABAINE 5.10M
LENDEMAIN

1-1 HM 4,1.106 4,1.10 MOITIE FUSION 3 NON
MC+HAT50X+OUABAINE
5.10°M, AUTRE MOITIE
DANS MC SANS AGENT
SELECTIF

1,5-1 HM 4,1.10 2,7.10 MOITIE FUSION 3 NON
MC+HAT50X+OUABAINE
5.10°M, AUTRE MOITIE
DANS MC SANS AGENT
SELECTIF

1,5-1 HM/Sp20/0/X6 | 9,3.10 6,2.10 MOITIE FUSION 3 NON

3 MC+HAT50X+OUABAINE

5.10°M, AUTRE MOITIE
DANS MC SANS AGENT
SELECTIF

2-1 HM 3,3.10 1,65.10 MC+HAT50X+OUABAINE | 3 NON
5.10°M

4-1 HM 5,3.10 1,3.10 MC+HAT50X+OUABAINE | 3 NON
5.10°M

8-1 HM 5,3.10 6,6.10 MC+HAT50X+OUABAINE | 3 NON
5.10°M

16-1 HM 5,3.10 3,3.16 MC+HAT50X+OUABAINE | 3 NON
5.10°M

5-1 HM 1.16 2.10 MC+HAT50X+OUABAINE | 3 NON
5.10°M

Tableau 4. Bilan des différentes fusions effectuéesr le puits de lymphocytes B immortalisés 2B5.

Nous pouvons voir d'aprés le tableau précédent I€Bab4) que quelque soient les
conditions, le myélome et les ratios, la fusioncales lymphocytes B immortalisés ne conduit

pas a I'obtention d’hybridomes. Ceci est illustré lpa photos de microscopie suivantes.
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Myélome HM SEUL 2B5 SEUL PUITS DE FUSION

Figure 30. Résultats de la fusion.

Les produits de fusion sont ensemencés en plaqueu@§ sur lit de cellules nourricieres. La présenc
d’hybridomes est évaluée par lecture au microsoppiguegrossissement x40. Les cellules de I'hétéromyélome
HM seul et les lymphocytes B immortalisés seuls somployés comme contrdle.

Pour vérifier le réle de I'immortalisation viralgar le virus EBV dans I'absence
d’hybridomes, nous avons fusionné des lymphocytesagant pas subi d'immortalisation
avec le partenaire de fusion nous semblant le gliéxiuat, I'hétéromyélome humain/murin
HM.

4.4 Fusion des lymphocytes B sanguins avec I'hétérompahe HM

Pour cette étude, 4 fusions utilisant des rat{gnphocytes B humains/
hétéromyélome HM)) de 5-1 et 2-1 ont été réalidégartir de cellules mononuclées du sang
(PBMCs), les lymphocytes B sanguins ont été pwrifiar sélection positive a I'aide de billes
paramagnétiques sur lesquelles était greffé uraps anti-CD20. Aprés fusion les cellules
ont été resuspendues dans un milieu nourriciect#ét®ntenant de 'HAT. Cette expérience
a été réalisée 4 fois. Aprés 7 jours de culture Sleplaques de fusion réalisées pour chaque
ratio sont lues.

Pour chacun des ratios utilisés, des hybridomesgésents dans des puits de fusion.

108



Ratio 2-1 Ratio 5-1
Expérience 1 10% 65%
Expérience 2 5% 73%
Expérience 3 0% 96%
Expérience 4 48% 97%

Tableau 5. Efficacité de fusion selon les ratiosPourcentage d’efficacité de fusion (nombre de spuit
comportant des hybridomes sur les 96 puits dedgqua de fusion). Les produits de fusion sont enseé®en
plague 96 puits sur lit de cellules nourricieres.drésence d’hybridomes est évaluée par lectunei@oscope.

Figure 31. Hybridomes issus de la fusion des lymphygtes B sanguins avec I'hétéromyélome HM
Image prise 7 jours aprés fusion. Microscope optgrossissement x40 et x100.

La fusion des lymphocytes B sanguins avec I'hétggame HM conduit a I'obtention
d’hybridomes quelque soit le ratio utilisé. Cepenidée ratio 5-1 donne une meilleure
efficacité de fusion. Dans un deuxieme temps neoessvoulu vérifier que les hybridomes
ainsi obtenus avaient gardé leur capacité a prediisecréter des anticorps. Pour cela, 50 pl
des surnageants de culture sont testés a l'aide idimunodosage utilisant des plaques de
titration ou un anticorps de lapin anti-immunoglobes humaines (RAH) a préalablement été
adsorbé. L'lgGh-G4 traceur des IgGs totales hunsa@is¢ ajouté avant réaction avec le réactif
d’Ellman. La densité optique est alors mesuréedardit aprés 1 h d’'incubation et a révélé la
présence d’'lgGs sécrétés par les hybridomes sandgbéatte expérience nous permet donc de
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confirmer que I'hétéromyélome HM et les conditiods culture sont adéquats pour
I'obtention d’hybridomes producteurs d’anticorpsus avons décidé d'utiliser ces conditions
de culture et ce myélome pour fusionner les lymgtescB immortalisés sécréteurs d’lgGs

anti-SEB précédemment congelés (3 puits).

4.5Décongélation des trois puits d'immortalisation 1C22C10, 1E3

Une ampoule de chacun des puits d'immortalisatiof, 2C10 et 1E3 est décongelée.
La décongélation s’effectue selon la procédure genrdécongélation rapide de I'ampoule a
37°C pour éviter les effets néfastes du DMSO etsesnsion en milieu de culture préchauffé
a 37°C. 4 jours apres la décongélation, on doseamgigorps anti-SEB dans chacun des
surnageants de cultuavec le test ELISA décrit dans le paragraphe prétézlé, Sélection

du donneur de sang.
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1C2 69
2C10 18
1E3 1

Figure 32. Dosage surnageants de décongélation deitp immortalisés de lymphocytes B mémoires
sécréteurs d'lgGs anti-SEB.

50 pl des surnageants de culture de décongélation gont testés a I'aide d’un immunodosage utilistes
plaques de titration ou la neutravidine a préalablet été adsorbée. La SEB-biotinylée et I'lgGh-Gts
ajoutés avant la réaction avec le réactif d’Ellmba.densité optique est alors mesurée a 414 nns dpie
d’incubation.
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Comme attendu, certains des lymphocytes B précéa@amimmortalisés ont perdu leur
capacité de sécrétion des IgGs anti-SEB (puits .1E&) contre on observe (Figure 32) que
des lymphocytes B immortalisés, issus des puitsét@Z 10, continuent de sécréter des IgGs
anti-SEB. Par conséquent les cellules des puits 8€22C10 sont fusionnés avec
I'nétéromyélome HM selon le ratio 5-1. Les cellulesrrespondant au puits 1E3 sont

également fusionnées pour servir de contrdle negati

4.6 Fusion des puits d'immortalisation 1C2, 2C10 avec M

13x10 cellules 1C2 sont fusionnées avec 2,8xddlules d’hétéromyélome HM. 15x10
cellules de 2C10 sont fusionnés avec 3xHllules d’hétéromyélome HM. 14x%16ellules de
1E3 sont fusionnées avec 2,8%t@llules d’hétéromyélome HM. Les produits de fusiont
resuspendus dans un milieu de culture contenantH#l 50X et de l'ouabaine a la
concentration de 5x10M puis déposés sur 5 plaques 96 puits contenasitcelules
nourricieres. Ces cellules nourriciéres (cellulesnonuclées du sang (PBMCs) irradiées),
produisent des facteurs de croissance favorisasunae et la croissance des hybridomes.
Aprés 7 jours et un changement de milieu, les @agie fusions sont lues pour détecter la
présence d’hybridomes.

Figure 33. Hybridomes issus de la fusion des lymphgtes B immortalisés avec I'hétéromyélome HM
Image prise 7 jours apres fusion. Microscope optixt0.
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Pour les trois fusions, 100% des puits de fusi@sgmtent des hybridomes.

Comme attendu aucun des anticorps anti-SEB n'a ddéecté, par le test
Immunoenzymatique, dans les surnageants de la fasrcellules issus du puits 1E3. De
méme I'ensemble des puits de la fusion des celll#e2C10 se sont révélés négatifs pour la
présence d’anticorps anti-SEB. Par contre, nousspo identifier un puits de la fusion des
cellules issues de 1C2 qui contenait un hybridotrgoar lequel on obtenait un signal positif
avec le test immunoenzymatique. Afin d’isoler et sdabiliser cet hybridome nous avons
réalisé un clonage par dilution. Malheureusement@us de ce clonage cet hybridome a

perdu sa capacité de production d’'lgGs anti-SEB.

112



CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES
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Du fait de I'absence de traitement contre |'eniiéxine B deStaphyloccocus aureus
(SEB), et de la possibilité de s’en servir a des finalveillantes, le développement d’outils
thérapeutiques efficaces semble pertinent. Dam®cExte, il est intéressant d’évaluer I'effet
de 'immunothérapie, nous avons cherché a prodigiseanticorps dirigés contre la SEB.

Dans un premier temps, le dosage sous un formmatimenzymatique spécifique de
la SEB nous a permis de détecter la présence d'agBsSEB dans les plasma des donneurs
de sang utilisé. La présence d'lgGs spécifiquendaigés contre la SEB est le reflet de la
présence de lymphocytes B sécréteurs d’anticomigedi contre la SEB. Nous avons mis au
point un protocole d’immortalisation efficace dgmphocytes B mémoires utilisant le virus
Epstein-Barr (EBV). Nous avons ainsi réussi a ab@puits de lymphocytes B immortalisés
par le virus Epstein-Barr et sécréteurs d’anticdgias anti-SEB. Par contre, nous avons éte
confrontés a un probléme de stabilité des lymplescyg immortalisés et a une perte de la
capacité de sécrétion en anticorps anti-SEB. Palliepces problémes, nous avons exploré
différentes pistes. La premiere a consisté a clpaerilution limite les lymphocytes B afin
d’isoler la cellule sécrétrice d’anticorps et latsliser. Ces lymphocytes B immortalisés étant
des grosses grappes, isoler une cellule s’est&é@aghpliqué voire impossible. Une seconde
piste étudiée a été de coupler I'étape d'immoréiti® virale a une immortalisation cellulaire

avec un myélome.

Nous avons exploré differents protocoles d'immiadion cellulaire impliquant des
myélomes murins et un hétéromyélome humain/muritegtlymphocytes B immortalisés.
Malheureusement, malgré diverses conditions derfusucun hybridome ne fut obtenu. Afin
de mettre au point un protocole permettant la fusie lymphocytes B humains, nous avons
comparé différentes conditions de fusion avec €r@nyelome HM qui nous paraissait étre le
partenaire de fusion le plus adéquat. Pour cettdeéinous avons utilisé des lymphocytes B
humains purifiés a partir de sang de donneurs.eG&tide nous a permis d’obtenir des
hybridomes et donc de sélectionner les conditi@ssplus favorables pour la fusion. En
utilisant ces conditions, nous avons réussi a abtenhybridome sécréteur d’anticorps anti-
SEB a partir de lymphocytes B préalablement imntisés. Au cours des étapes de clonages
nécessaire pour l'isolation et la stabilisationatine, I’hybridome a malheureusement perdu
sa capacité de production d’anticorps anti-SEB.

Malgré les limitations et les difficultés rencargs avec cette technique, les anticorps
humains issus de donneurs infectés ou vaccinésrigdg un attrait en recherche et devraient

étre développés, ce qui demanderait notamment d@exla stabilité et le rendement des
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étapes d'immortalisation virale (partenaire viraRV) et cellulaire (fusion avec un partenaire
myélomateux). On pourrait également envisager ditbt’ADN codant pour les anticorps

humains par PCR a partir des grappes de cellulesnobs aprés immortalisation et qui
produisent un anticorps d'intérét. Par la suite aeticorps pourrait étre produit dans des

cellules de mammiféres apres transfection par asnpide contenant cet ADN.
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2°™Me Partie

PRODUCTION D'’ANTICORPS
MONOCLONAUX HUMAINS
A PARTIR DE
LYMPHOCYTES B HUMAINS
DE DONNEURS NAIFS

PAR IMMUNISATION IN
VITRO
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Dans la deuxiéme partie de ma these, nous nous esnmteressés a la production
d’anticorps monoclonaux humains a l'aide de lympihes B naifs, extraits de sang
périphérique, grace a I'immunisatiégm vitro. L'immunisationin vitro consiste a stimulen
vitro par I'ajout d’un antigene-cible des lymphocytesaipinduire la production d’anticorps
dirigés contre l'antigéne. Cette stratégie pournadirmettre la production d’anticorps
monoclonaux humains contre des antigenes pourdésgun’existe pas de donneurs infectés
ou vaccinés. Mettre en place des protocoles d’imsation in vitro nécessite une bonne
connaissance sur le fonctionnement du systéme intamen des lymphocytes B et de la
réponse anticorpsn vivo. Dans un premier temps, la réponse anticdrpsvivo et la
stimulation des lymphocytes B suite a la pénétmatiaun agent étranger dans I'organisme
seront présentés. Dans un second temps, seronént#gésles résultats obtenus par
immunisationin vitro avec deux molécules modéles, le peptide N-termigalla toxine
botulique A (TBA-Nter) et la protéine transactivedr Tat101 du virus de I'immunodéficience
de type 1 (VIH-1).

1 La réponse anticorpsin vivo

In vivo, la production d’anticorps spécifiques d’'un amtigéengage des lymphocytes
B, des lymphocytes T, des cellules présentatricastigene (CPA), des cytokines et des
molécules de costimulation. Deux types de répomsgigorps existent selon la nature de

I'antigene: la réponse T-dépendante et la réporseldpendante.

1.1La réponse anticorps T-dépendante

La réponse anticorps T-dépendante implique deshpayies B, des lymphocytes T et
des cellules présentatrices d’antigene (CPA). &tebasée sur la reconnaissance combinée de
I'antigéne par les lymphocytes T et B. La réponsdépendante nécessite la reconnaissance
de l'antigéne par les lymphocytes B, et en pamllélreconnaissance de I'antigene par des
CPA qui vont activer les lymphocytes T CD4+. Lesnphocytes B et T spécifiques de
I'antigene vont ensuite interagir ensemble poutet@her la production d’anticorps.

Quand un agent étranger, un antigéne, pénetre limmge, les CPA, généralement des
cellules dendritiques, le captent, I'endocytent letprésentent sous forme de peptides
antigéniques a la surface cellulaire via leur CMHPlarallelement, les lymphocytes B naifs

qui circulent en permanence dans l'organisme capigatement I'antigene via leur Igs de
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surface, le BCR (B Cell Receptor), I'endocytentegprésentent a la surface cellulaire sur leur
CMH lI. Seuls les lymphocytes B dont le BCR recahspécifiquement I'antigéne vont étre
impliqués. Le complexe peptide antigénique/CMH 1§ d&PA va activer via leur TCR les
lymphocytes T CD4+ naifs. Les lymphocytes T CD4tivés vont ainsi reconnaitre sur les
lymphocytes B activés des peptides issus du mémgeast Les lymphocytes T CD4+
activés et spécifiques de I'antigene vont stimylar contact direct et par sécrétion de
cytokines et molécules de costimulation les lymptex B spécifiques de l'antigéne
(Goodnow, 1997; Goodnow and Cyster, 1997). Cettmusition va déclencher leur
prolifération, la commutation de classe des Igd'idetype IgM vers les isotypes IgA, 1gG,
IgE et leur différenciation en plasmocytes sécmstedianticorps et en lymphocytes B
mémoires (Pape et al., 2007). Les lymphocytes T-8¢kec linteraction de leur molécule
CD40 sur les lymphocytes B par leur ligand CD40luysnt moduler la commutation
isotypique vers des classes et sous-classes piaresud’ anticorps. Ainsi, chez les souris, les
lymphocytes T CD4+ producteurs d’'IfFNavorisent la commutation de classe des Igs vers
des IgG2a, les lymphocytes T CD4+ producteurs dE-f@vorisent les 1IgG2b et IgG3 alors
que les lymphocytes T CD4+ sécréteurs d’IL-4 fasemt les 1gG1 et IgE (Deenick et al.,
2005). Chez I'homme, quelque soit la sécrétion lgegphocytes T CD4+, les IgG1l sont
majoritairement produits (Plotkin, 2008). La réantiT-dépendante est rapide, des IgMs et de
faibles taux d’lgGs apparaissent dans le sang gaslgpurs apres I'entrée de I'antigeéne dans
I'organisme. Cette réponse constitue la réponseaps primaire. Ces anticorps produits ont
une faible affinité, car il n’y a pas eu de procssd’hypermutation/sélection. Cette réaction a
une durée de vie courte et la plupart des celloiearent par apoptose au bout de quelques
jours. Une fois I'antigéne éliminé grace aux anfisoproduits (neutralisation, cytotoxicité lié
aux anticorps, paragraphe 2 Fonctions biologiques afdicorps, Introduction), une mort
cellulaire a lieu et conduit a I'élimination desrlphocytes T et B impliqués dans la réponse.
Une nouvelle exposition a I'antigéne entraine lact&ation des lymphocytes B mémoires
générés lors de la premiere réponse. Cette activag nécessite pas I'aide des lymphocytes
T et donne lieu a des niveaux de réponse antiquyssélevés avec une cinétique plus rapide
que lors de la premiere immunisation. Les anticanagoritairement produits lors de cette

seconde exposition sont des IgGs, un pic est éladl atteint en 7 jours.
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1.2La réponse anticorps T-indépendante

La réponse T-indépendante comme son nom lindique neeessite pas de
lymphocytes T, mais implique des lymphocytes Baitigene. Cette réponse est induite par
des antigénes particuliers: de gros antigénes yrfpoks, polysaccharides,
lipopolysaccharidiques) exprimant des motifs répét®Quand ces antigénes pénétrent
I'organisme, ils sont capables d’aller se fixerediement sur les BCR des lymphocytes B.
Les lymphocytes B expriment plusieurs BCR ou Ig sueface sur leur membrane. Ces
antigenes sont capables d’agréger les BCR a lacrfles lymphocytes B grace aux
structures répétitives gu'’ils possedent. lls solftrégine du « capping » ou regroupement des
BCR qui permet d’apporter les signaux nécessaitapeolifération et a la différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d'anticaftez les rongeurs, au cours de la
semaine qui suit 'immunisation, les lymphocyteseéBdifférencient en plasmocytes subissant
un niveau moyen de commutation isotypique d'IgMsvégG et IgA. Chez I'homme,
'immunisation par les polysaccharides génere la production d'ljéffinité moyenne
présentant des mutations dans les régions varigblesas and Reason, 1999; Zhou et al.,
2004). Apres leur différenciation, les plasmocyspgcifigues des antigenes T persistent
quelques temps avant de mourir par apoptose. ltggeanas T-indépendant n’'induisent pas de
réponse B mémoire et une seconde exposition indaeanouvelle réponse primaire.

L’'immunisationin vitro tente de reproduire les interactiansvivo nécessaires entre
les différents types cellulaires pour I'activatien la différenciation des lymphocytes B en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Ces dernigneéea de nombreux laboratoires se sont
intéressés a développer des anticorps contre &éss ghour lesquels ils n’existent pas de
donneurs déja immunisés, par immunisationvitro. Différents anticorps dirigés contre
I'insuline, la myoglobine, la bactérie GranPfopionibacterium acneda toxine tétanique, la
toxine cholérique, la glycoprotéine gp120 du vikigl-1 ou contre un récepteur le dRla
ont été produit (Borrebaeck, 1983; Borrebaeck.etlaB7, 1988; Chin et al., 1994; Duefas et
al., 1996; Ichikawa et al., 1999; Jung et al., 2@i@m et al., 2001; Tomimatsu et al., 2009;
Volkman et al., 1982).

2 Limmunisation in vitro

Chez 'homme, pour déclencher la production d’anps, I'antigéne, des lymphocytes B

et T et les cellules dendritiques sont nécessdarsepté dans le cas des gros antigenes,
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paragraphe 1.2). Les stratégies d'immunisationitro visent a recréer a partir des cellules
mononuclées du sang périphérique I'environnemeonéessaire a I'activation de la réponse
immunitaire et a la production d’anticorps. Il apdaa premiere vue difficile de stimuler
vitro des lymphocytes T et des lymphocytes B, de lagaactt de les faire se différencier en
plasmocytes pour produire des anticorps (Jame®Bahd1987; Lagacé and Brodeur, 1985;
Olsson et al.,, 1983). Pourtant, malgré ces diffésyl le sang reste la source privilégiée
d’obtention de cellules. Il permet du fait d’'un ascfacilit¢ de pouvoir multiplier les
expériences. Néanmoins, le sang et les cellules mumi&es qu’il contient constituent une
source appauvrie en lymphocytes et en particulrerlyenphocytes B contrairement aux
amygdales (ganglions). Pourtant, les premieresigatlins a ce sujet par le groupe de
Borrebaeck montrent une production d’anticorps meoies cibles choisies dans leur étude
(myoglobine, KLH, gélatine) a partir de cellules monoclées du sang périphérique (PBMCs).
Le systeme d’'immunisatiom vitro de Borrebaeck repose sur la purification des @=lul
mononuclées du sang (PBMCs) sur gradient de Fisall,leur traitement avec un agent
particulier le Leu-OMe (méthyl ester de L-Leucirat) sur I'addition de cytokines ou de
lymphokines en présence de I'antigene d’intérétri@maeck et al., 1987, 1988; Danielsson et
al., 1987). La présence de cellules telles que Igephocytes Natural Killer ou des
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques inhiberait I'acticed de la réponse immunitaire et la
production d'anticorps. En effet, les cellules ¢giaques pourraient éliminer I'antigene avant
méme qu’il n"ait vu les cellules ou éliminer leglakes portant 'antigene. Pour éviter cela, on
utilise le Leu-OMe, agent provoquant la lyse debules riches en lysosome tel que les
Natural Killer ou les monocytes exprimant le réegptpour le facteur 3 du complément ou
encore les lymphocytes T cytotoxiques (Borrebadckl.e 1988; Thiele et al., 1983). De ce
fait, Borrebaeck dispose d’'un pool dellules comprenant lymphocytes B, lymphocytes T,
cellules dendritiques, pool adéquat et efficacarariunisationin vitro. L’ajout de I'antigene

et des lymphokines mime I'environnement d’activatieinpermet une prolifération et une
différenciation des cellules. Borrebaeck a montré des PBMCs traités avec le Leu-OMe en
présence de l'antigene et des cytokines augmenieritO fois la production en anticorps
comparé aux PBMCs non traités avec Leu-OMe. De mémmontre que la présence de
I'antigene est nécessaire, en effet avec la carutta cellules adéquates et les cytokines mais
sans antigéne la production en anticorps chuteOdiig. L'ajout des cytokines favorise la
réponse. Aujourd’hui, la majorité des publicatiaus I'immunisationin vitro utilise le Leu-
OMe et diverses cytokines notamment un cocktail2|LiL-4, et des séquences

immunostimulatrices, les CpG (Brams et al., 199&akawa et al., 1999; Shim et al., 2001).
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Récemment le groupe de Lanzavecchia a montré I'itapoe des CpG dans la stimulation et
la survie des lymphocytes B (Bernasconi et al. 2200

L’'immunisationin vitro est une technologie induisant majoritairement al@scorps de
type IgM contre les cibles choisies. Ces anticapst en général de faible ou d'affinité
intermédiaire (Borrebaeck, 1988; Borrebaeck etl888) illustrant ainsi la réponse primaire
en anticorps. Des publications ont montré la pridocd’anticorps de type IgG contre des
cibles a l'aide d’'une double immunisationvitro. Deux immunisation@ vitro successives
en présence de cytokines, de I'antigéne et sudiaunt anti-CD40 ont conduit a obtenir des
anticorps IgGs dirigés contre la toxine tétaniquela gp120 (Chin et al., 1994; Duefias et al.,
1996; Zafiropoulos et al., 1997; Zafiropoulos et 2000).

Aujourd’hui, pour produire des anticorps a partr lgmphocytes B naifs, des protocoles
d'immunisationin vitro utilisant I'antigéne seul (Kudo et al., 1988), l@ntigéne en présence
de cytokines (Danielsson et al., 1987; Wohlleberalet 1996) ou encore l'antigene, les
cytokines et des CpG sont décrits (Jung et al., 200&imatsu et al., 2009). Les cellules
issues de l'immunisatiom vitro peuvent étre immortalisées avec un partenaire (ERV)
ou un partenaire cellulaire de type myélome (fuserec des myélomes murins ou
hétéromyelome) pour stabiliser leur production eticarps.

Dans notre systeme d'immunisation, nous avons t@atéeproduire la réponse anticorps
sans utiliser le Leu-OMe, mais en purifiant a l&aide billes magnétiques toutes les cellules
nécessaires a une réponse anticorps (lymphocytgsnphocytes B, monocytes). Dans un
premier temps, nous avons di mettre en place uoqmie d’immunisationn vitro efficace.
Pour cela, nous avons comparé deux protocoles.rémier protocole est basé sur une
activation par des cytokines et I'antigene desutedl mononuclées du sang (PBMCs) aprées
élimination des Natural Killer (NK). Le deuxiemeopocole consiste a activer séparément des
monocytes et des lymphocytes (B et T) puis a lesultwer. Afin d’évaluer ces deux
protocoles d'immunisatiom vitro, nous avons utilisé comme modéle le peptide Nitein
de la toxine botulique A.

Une fois le protocole mis en place, nous avonsyéssda I'optimiser avec un second
modele d’étude, la protéine Tat101 du virus derfiomodéficience humaine VIH-1.

Dans une premiére partie, je vais présenter le faatiétude de la toxine botulique A et
les résultats obtenus dans la mise en place dagmietd'immunisationn vitro, puis dans une
seconde partie je m'intéresserai au modele dedetéipe Tatl01 du VIH-1 et aux résultats

obtenus avec cette protéine.
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PREMIER MODELE D' ETUDE

Clostridium botulinum A
(BONT/A)

Mise en place du protocole

d'immunisation In vitro
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Nous avons utilisé la toxine botulique A et en jgalter un de ses fragments pour mettre
au point un systeme dimmunisatian vitro efficace contre cette molécule. La toxine
botuliqgue A nous a semblé un bon modele. En effietabsence de médicaments efficaces
contre cette toxine, 'immunothérapie parait inadiguour lutter contre ses effets. Nous avons
donc cherché a produire des anticorps humainswypaunisationn vitro contre le peptide N-
terminal de la toxine botulique A qui correspondcgn domaine de liaison sur les cellules.
Dans une premiére partie, les toxines botuliquesnsalécrites avant de présenter dans une
seconde partie les résultats obtenus lors de la aispoint du protocole d'immunisatiam

vitro et sur la production d’anticorps contre cettenexi

1 Clostridium botulinumet ses toxines

1.1 Clostridium botulinum

Clostridium botulinumest une bactérie de type Gram + capable de spdikilgure

34). Elle se retrouve dans le sol, I'eau et leggeClostridium botulinuma pu étre isolée dans
différentes parties du monde (Europe, Asie, Afriqestralie, Amérique du Nord et du Sud)
ainsi que dans des sédiments marins (Holdeman, 1@&)nson and Bradshaw, 2001). Les
spores peuvent se retrouver dans les alimeéditsstridium botulinumproduit des toxines
mortelles pour ’lhomme et les animaux. Ces toxm@selées les toxines botuliques induisent
des paralysies progressives causées par l'inhibd®la libération d'acétylcholine au niveau
de la jonction neuromusculaire. Les toxines botdiua I'origine du botulisme, sont les plus

puissantes toxines actuellement connues.

Figure 34.Clostridium botulinum.
Sous forme de bacille est représentée la forme tathge tandis que les spores sont rondes. D’aprés
www.noraxx.ca/images/Clostridium_botulinum.jmage par microscopie électronique).
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1.2 Les toxines botuliques produites pacClostridium botulinum

1.2.1 Les différents types

Lorsque les conditions environnementales le peengttClostridium botulinum
produit et libére ses toxine€lostridium botulinunpeut produire sept types ou sérotypes de
toxines, de A a G. Au sein d’'un méme sérotype, stes-types basés sur des variations de
séquences en acides aminés existent. Par exemepleerdtype A possede 5 sous-types
(BONT/Al1 a BoNT/A5) (Arndt et al., 2006), (Carter &., 2009). Ces différents types sont
capables d’agir au niveau de la terminaison neevelusneurone mais n’ont pas tous le méme
mode d’action. Ainsi, ces toxines exercent desvaiét toxiques différentes et présentent des
durées de vie variables de 1 jour a plus d’'un massérotype A est le plus dangereux et le

plus toxique causant des paralysies sur des lormgrexdes (4 mois).

BONT/A BoNT/B BoNT/C BONT/E BoNT/F

Sévérité du botulisme

Forte moyenne Pas decas Trés moyenne
Durée d'action thérapeutique
> ~ 2mois ~ 4 mois ~ 4 sem. ~ 4 sem.
chez I'homme Amoig
Paralysie chez les rongeurs
1-2 mois 1-3 sem. - 4-7 jours 1sem.

Tableau 6. Action paralysante des différents séropes des BoNTsD’aprées (Poulain and Humeau, 2003).

1.2.2 Leur synthese

La bactérie Clostridium botulinum synthétise une toxine appelée neurotoxine
botulique (BoNT) de 150 kDa. Certaines toxines gmoduites a l'intérieur de la cellule et
s’échappent a travers la paroi tandis que d’awgoes libérées aprés l'autolyse des cellules
(Johnson and Bradshaw, 2001). Une fois libérée dmnsilieu, la neurotoxine botulique
(BoNT) de 150 kDa va se complexer a des protéinesmapagnatrices non toxiques (ANTPSs)
également produites p@iostridium botulinumLes protéines accompagnatrices protegent la

toxine lors de I'intoxication, rendant le compleples toxique (Sugiyama, 1980).
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Les toxines botuliques s’associent a une ou plusiANTPs dont la composition varie selon
les sérotypes et les conditions de culture. Lesnésxbotuliques sont ainsi présentes sous

forme de complexes de taille de 300 a 900 kDa.

1.2.3 Mode d’action des toxines botuliques

Les toxines botuliques s'associent a des protéamoes toxiques formant ainsi des
complexes botuliques de grande taille. Ces complake fait de leur grande résistance a
I'environnement ne sont pas dégradés lors de lessgge dans l'estomac et l'intestin. C'est
ainsi que les toxines botuliques traversent la rauge intestinale. Elles diffusent alors par
voie sanguine et lymphatique et se fixent sur lgémités des neurones dans lesquels elles
pénetrent par endocytose. Les toxines botuliquesrtdlpar protéolyse une des trois protéines
formant le complexe SNARE qui a un réle majeur dam®cytose des vésicules synaptiques.
De ce fait la libération de l'acétylcholine darespiace des jonctions neuro-musculaires du
systeme nerveux autonome (parasympathique) esté@hce qui se traduit cliniquement par
une paralysiela liaison de la toxine a la jonction neuromusaelast irréversible. La toxine
botulique ne franchit pas la barriere hémato endéple ce qui explique I'absence d'atteinte

du systéme nerveux central.

1.3Les différents modes de contamination des toxine®tuliques

Le botulisme et ses toxines ne sont pas contagi@uxdistingue actuellement chez

’lhomme quatre modes de contamination par les texiotuliques :

- le_botulisme _d'origine_alimentaire résultant de lingestion d'un aliment contaminé pa

Clostridium botulinumet dans lequel la toxine botulique a été proddiest le seul mode
actuellement en cause en France. La toxine esftcteiment ingérée avec l'aliment
contaminant, habituellement une conserve de fdiwitartisanaleLe botulisme humain est

une maladie rare avec environ 10 a 25 cas par &nagce.

-_le_botulisme néonatal ou toxi-infectionlié a la production endogene de toxines aprés

germination de spores d€lostridium botulinumdans lintestin. La flore digestive du
nouveau-né est incomplétement constituée et/outitomelle et n'a donc pas d'effet

inhibiteur sur la croissance de la bactérie.
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- le_botulisme par blessure ou_inoculationcausé par le développement @®stridium

botulinumet la production de toxines botuliques au niveas plaies contaminées. La toxine

passe alors directement dans la circulation géméral

- le botulisme par colonisation de l'intestin adultesimilaire au botulisme néonatal dans sa

pathogénese. Il apparait chez des enfants agés etddées qui ont subi une chirurgie de

I'intestin ou qui souffrent d'un gros déséquilidecleur flore intestinale.

1.4Les symptdmes de l'intoxication

Les symptdmes sont une sécheresse de la bouche etudeeuses, des troubles de la
vision, des réflexes cardiovasculaires anormaus tidribles digestifs (nausée, vomissement)
et beaucoup d’autres symptdomes qui précedent Ifgmrades troubles moteurs, a savoir une
paralysie qui affecte les muscles du crane, du @esi,membres puis du diaphragme. La mort
intervient suite a un arrét respiratoire ou a upeosde infection lors d'une assistance
respiratoire prolongée. Ces symptbmes apparaissdreg 12 h et 72 h aprés lintoxication
(Arnon et al., 2001). Les différentes toxines pipwent toutes les mémes symptomes. La
séverité des symptdmes et la rapidité de la pérntideubation dépendent de la quantité de
toxine absorbée et du sérotype (Arnon et al., 2004 xérotype A est responsable des formes
les plus séveres, en particulier d’'une forte atted@s muscles de la respiration (Woodruff et
al., 1992).

1.5Diagnostic

Le diagnostic est réalisé sur les échantillons deemta (sérum, feces, aspiration
gastrique) ou sur des échantillons de nourrituspectée. Des tests rapides et fiables comme
les ELISA et des tests bandelettes sont disponibespectrométrie de masse peut également
étre utilisée pour détecter des peptides libéras lgm toxines. Une nouvelle technique
développée utilisant un test fluorimétriqurevitro permet d’avoir des résultats comparables
au test standard dans un délai de 2 h avec unéifighsle 60 pg de toxine (Poras et al.,
2009). Les tests biologiques utilisant des sousgnt les standards de référence pour la
détection et la quantification des toxines, aves ©sultats obtenus entre 6 et 96 h et des
sensibilités de détection de 0.03 ng de toxine ¢Aret al., 2001).
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1.6 Traitements contre le botulisme

Aujourd’hui, il n'existe pas d’antibiotiques pourtter contre le botulisme. Un vaccin
basé sur une anatoxine pentavalente (A-E) détexipar lI'ajout de formaldéhyde et
reformulée est utilisé actuellement par les foraaées américaines en prévention d’'une
intoxication. Cette vaccination n’est pas appliq@ééales fins préventives au reste de la
population mondiale. En cas d’intoxication aux te@s botuliques, le seul traitement est
immunothérapie et la respiration artificielle.ibdmunothérapie consiste en I'administration
passive d’antitoxines. Deux antitoxines sont ppatement utilisées : I'antitoxine équine
bivalente et une antitoxine humaine :

- I'antitoxine équine préparée a partir de sérum Heval contient des anticorps
bivalents (anti-sérotypes A et B). Cette antitox@st la plus couramment utilisée. Il existait
egalement deux autres antitoxines équines la émval ABE et I'heptavalente ABCDEFG,
mais qui ne sont plus disponibles.

- la BabyBIG ou BIG-IV (human Botulism Immun GlobulimtraVenous) est une
antitoxine pour traiter le botulisme infantile. Gteune préparation d’lgs obtenue a partir de
sérum humain et provenant de volontaires immuraseés 5 sérotypes (A-E). Cette antitoxine
est utilisée pour le traitement des intoxicationeslaux sérotypes A et B.

Ces antitoxines doivent étre administrées le phigossible, idéalement dans les 24 h qui
suivent I'apparition des symptémes, car elles neveet neutraliser que la toxine circulante
qui ne s’est pas encore fixée aux neurones (Tatledt 4984).

Bien que ces antitoxines soient efficaces, ellesepb néanmoins certains problémes.
L’antitoxine équine induit des réactions immunigirsecondaires, allant jusqu’aux chocs
anaphylactiques. De plus, la demi-vie courte des(fg& 7 jours) limite leur efficacité.
L’antitoxine humaine ne pose pas le probleme ditse$econdaires, mais plutét celui de la
disponibilité des donneurs. Pour pallier ces souigs équipes ont développé des anticorps
chimériques (murin/humain) et humain contre la nexbotuligue A notamment. Ainsi, le
groupe de Marks a produit des anticorps chimérigaetes anticorps humains en utilisant la
technologie du phage display pour réaliser des U@ anticorps (scFv) a partir de souris
ou d’humains immunisés (Amersdorfer et al., 199€)yfakowski et al., 2002). D’autre part,
Adekar a partir du sang d’'un volontaire immunisé cavm vaccin existant a isolé les
lymphocytes B mémoires et les a fusionnés aveadisles de myélome pour produire un
anticorps dirigé contre la toxine botuligue A (Adekat al., 2008b). Cependant,

immunisation de volontaires sains non pas posrdmtéger contre une infection mais pour
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obtenir des lymphocytes B mémoires peut constitngprobleme éthique. L'immunisatiom

vitro contre la toxine botulique A nous a semblé unenbaiternative.

1.7 Les différentes utilisations des toxines botuliques

1.7.1 Un outil thérapeutique

La toxine botulique est utilisée en médecine et@meétique. En médecine, la toxine
botulique du fait de son action paralysante esedeg un outil pour traiter certaines maladies,
ou syndromes humains causés par I'hyperréactividndes périphériques.

Par exemple, la toxine botulique A a été utiliséairptraiter le strabisme et le spasme
hémifacial ainsi que différents types de dystorsgndrome de contraction continue et
involontaire des muscles qui comprend le bléphasyapa(contraction des paupieres),
dystonie cranienne, oromandibulaire, cervicale ayrigée (Mahant et al., 2000). Son
utilisation peut également s’étendre aux torticolisgraines, troubles des cordes vocales,
paralysies spasmodiques, I'’hyperhidrose (transpiraxcessive), ainsi qu’a d’autres troubles
associés a une hyperréactivité musculaire, unerbgpeition glandulaire et a la douleur.
Aujourd’hui, la toxine botulique A trouve tout samérét en cosmétique. La toxine botulique
A est utilisée comme médicament, sous la dénonsimammerciale de BotSxAllergan) et

de Dyspoft (Ipsen), pour lutter contre les rides (Wohlfarthak, 2004). La toxine botulique

B a également été commercialisée sous le nom deobled? (Elan Pharmaceuticals).

1.7.2 Une arme potentielle du bioterrorisme

La toxine botulique est la toxine la plus puissattiellement connue (Gill, 1982). La
dose mortelle chez 'lhomme a été estimée a 1 ngéginjection intraveineuse ou sous-
cutanée du sérotype A, alors que lasPkst de 3 ng/kg par inhalation. Les modes de
dissémination des toxines sont l'inhalation ou daéstion. Le sérotype A est le plus
dangereux. En raison de leur extréme toxicité ede dlisponibilité et de leur relative facilité
de production, les toxines botuliques sont consiggrcomme arme potentielle bioterroriste,
classées comme agent de catégorie A par le CDCQrgCda Contréle et de prévention des
Maladies ou Center for Disease Control and PregehtiDans les années 1930, I'armée
japonaise a testé la toxine botulique A sur desopniers en leudonnant de la nourriture

contaminée. Plus récemment (en 1990), I'lrag a admoir produit 19000 L de toxines
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botuliqgues concentrées, ce qui représente envim® fois la quantité nécessaire pour faire

disparaitre I'ensemble de I'espéce humaine patatiba (Arnon et al., 2001).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Le but de cette étude est de produire des ansicompnoclonaux humains a but
thérapeutique, a partir de lymphocytes B naifs. Nougsis utilisé comme antigene le peptide
N-terminal de la toxine botulique A (TBA-Nter) d’eénan 2 kDa. Nous avons produit des
anticorps dirigés contre ce peptide par immunigatio vitro couplée a une étape
d'immortalisation soit virale (avec I'EBV) soit delaire (fusion avec un myélome murin-

humain, 'hétéromyélome HM).

1 Vérification de I'absence d’anticorps anti-TBA-Nter dans

le plasma du donneur utilisé

L’objectif de cette étude étant la production diemips par immunisatiom vitro, a
partir de donneurs humains n’ayant jamais rencamitée cible, le peptide TBA-Nter, nous
avons veérifié I'absence d’anticorps anti-TBA-Ntendde plasma du donneur utilisé. En effet
comme nous l'avons décrit précédemment, certaiaesopnes peuvent avoir été traitées avec
de la toxine botulique ce qui peut provoquer unnge immunitaire et donc la production
d’anticorps. Pour cela, le plasma d’un donneunviddiel, dilué en série de 1/10 au 1918
été incubé une nuit sur une plague recouverte dgda TBA-Nter couplée a la BSA (TBA-
NterBSA) (1 pg/ml) et une plaque recouverte avetaddSA (1 pg/ml) en présence ou non
du peptide TBA-Nter en compétition (25 pg/ml). Dexceurs spécifiques des IgMs humaines
et des IgGs humaines totales sont ajoutés pouctdétia présence d’lgMs et d’lgGs anti-
TBA-Nter (paragraphe 8.2 Les dosages immunologiquiisant la BoNT/A, Matériels et
Méthodes). Le témoin EIA (tampon de dilution deb&tillons) est utilisé comme contréle
négatif.

Chaque dilution de plasma est testée en dupliest valeurs représentées dans les graphes de
la figure suivante correspondent a la différenceeelds signaux obtenus sur la plaque
recouverte avec de la TBA-Nter couplé a la BSA (TB#&rBSA) et ceux observés sur la

plaque recouverte de BSA.
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Figure 35. Dosage des anticorps anti-TBA-Nter darle plasma de donneur individuel.

50 pl de plasma d’un donneur individuel dilué di0lau 1/16est testé a I'aide d’'un immunodosage comparant
les résultats obtenus sur des plaques de titrabdnsoit I'immunogene TBA-NterBSA soit la BSA a
préalablement été adsorbée. Le peptide TBA-Nteb u@ml (50 pl) est ajouté ou non en compétitioas L
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs, gragh®) et IgGh-G4 (détection 1gGs, graphe (B)) sojouses.
L’activité enzymatique est ensuite révélée par tamididu réactif d’Ellman puis mesure de la densipéique a
414 nm.
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Le choix de la TBA comme antigene d’intérét fut gartie motivé par le fait que dans la
population peu de personnes ont déja été exposdastaxine botulique A excepté les
personnes ayant recours depuis quelques annéeseahldique de rajeunissement BoTox.
Comme attendu, nous avons constaté que le plasnaomheur testé ne présente pas de
différences de signaux en présence et en absenoeptide TBA-Nter pour les IgMs (Figure
35 (A)). On observe des différences de signal pesitgGs, pour les dilutions 1/10 et 1/1000
(Figure 35 (B)). On peut considérer que ces diffées sont inhérentes a la variabilité du
dosage plutdt qu'a la présence d’anticorps anti-TBAr qui aurait dO se traduire par des
signaux plus faibles en présence du peptide TBA:Nie plasma testé ne contenait donc pas
d’anticorps dirigés spécifiguement contre le peptM-terminal de la TBA. Ceci illustre
I'absence de lymphocyte B sécréteurs d’anticorpgéh contre le peptide N-terminal de la
toxine botuliqgue A chez le donneur utilisé. L'immsationin vitro en utilisant les cellules

sanguines issues du sang de ce donneur a doréabsée.

2 Mise au point d’'un protocole d’'immunisation in Vvitro

efficace contre la TBA-Nter: comparaison de deux

protocoles

Pour 'immunisationn vitro nous avons évalué deux protocoles :

- le premier protocole est basé sur une activatiordpa cytokines et I'antigene des
cellules mononuclées du sang (PBMCs) apres élimimates Natural Killer (NK).

- le deuxieme protocole consiste a cocultiver des mytes maturés en cellules

dendritiques et stimulés avec I'antigéne avec gaphocytes B et T activés avec

des interleukines et des CpG.
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2.1Protocole 1 : Elimination des lymphocytes Natural Kler (NK) et

activation par des cytokines et I'antigéne

2.1.1 Méthodologie utilisée

Cette premiére stratégie d’immunisationvitro est basée sur I'élimination des Natural
Killer (NK) des cellules mononuclées du sang (PBMEsI'activation des cellules par un
cocktail de cytokines et par I'antigéne, le peptil@A-Nter. En effet, les NK pourraient
inhiber I'activation de la réponse immunitaire &tgroduction d’anticorps contre notre cible
(paragraphe précédent 2 Immunisatinrvitro). Ce protocole se déroule sur sept jours. Le
premier jour (JO), une élimination des NK par défed magnétiques a partir de 5X10
PBMCs est effectuée. Les NK possedent un marqueunrhbranaire spécifique le CD56. Des
billes magnétiques couplées a un anticorps anti€C8giltenyi Biotec human CD56
MicroBeads) permettent d’éliminer les NK apres pgsssur colonne en présence d'un
aimant (paragraphe 4 Préparation des cellules, riditéet Méthodes). Aprés passage sur
colonne, la fraction sans NK est récupérée soits{@,@ cellules). Le taux de récupération
des PBMCs NK (75%) est satisfaisant étant donné que les cslINIK représentent un
pourcentage de 5 a 12 % des PBMCs. Nous décidatifis#r le maximum de ces cellules et
de réaliser 24 puits d'immunisatiamvitro. Sur cette fraction PBMCs NKontenant tous les
types de cellules nécessaires a I'immunité primaless cytokines de type GM-CSF et IL-4
sont ajoutées pour permettre la maturation des nytemcen cellules dendritiques. En
parallele, le peptide TBA-Nter et un cocktail dieas cytokines comprenant de I'lL-2 et I'lL-
4 et des CpG (séquences immunomodulatrices stimlagmblifération et la différenciation
des lymphocytes B,) est ajouté. La concentration 18e ug/ml en antigéne étant la
concentration la plus décrite dans la littératuvarpce type de protocole (Borrebaeck, 1983;
Borrebaeck et al., 1987, 1988; Chin et al., 199efias et al., 1996; Ichikawa et al., 1999;
Jung et al., 2008; Shim et al., 2001; Tomimatsal.e2009; Volkman et al., 1982), c’est donc

celle que nous utiliserons.
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Au troisieme jour (J3) apres la premiere stimulatione seconde stimulation avec a la
fois l'antigéne et le cocktail de cytokines IL-2-4 et CpG est effectuée pour favoriser une
réponse anticorps et peut étre une commutatiogpspte vers des IgGs. Au septiéme jour
(J7), les surnageants de culture sont testés @Rfr

/ md
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Figure 36. Protocole d'immunisationin vitro par élimination des NK et activation cellulaire smultanée.

2.1.2 Vérification de I'élimination des NK, de la présene de lymphocytes

B, T et de monocytes et mesure de I'activation de f@ponse immunitaire

Afin de vérifier que les NK ont bien été élimindsyae les lymphocytes T, B ainsi que
les monocytes sont bien présents, des expériemrcegamétrie en flux utilisant des anticorps
dirigés contre des marqueurs spécifiques de chdesntypes cellulaires et couplés a des
fluorophores sont réalisées. D’autre part, a J7 nhgsnes marquages sont réalisés. Par

comparaison avec JO, nous pourrons détermingr &’gu prolifération des cellules.

136



s W00

Caunt
L1}

00 0 18el 0e)d el
Orean flasrsasanse (ONN Miog)

Figure 37. Graphes de cytométrie. Vérification de’¢limination des NK, de la présence des cellules
nécessaires lymphocytes B, T, monocytes.

100 000 cellules a JO et a J7 sont marquées aweamteorps spécifiques de chacun des types dedlsla
couplés a des fluorophores pendant 35 min a 4t@ic@ps anti-CD3 humain marqué au PE-Cy5 (lymptex
T), anticorps anti-CD20 humain marqué FITC (lympjtes B), anticorps anti-CD14 humain couplé FITC
(monocytes) et anticorps anti-CD56 humain coupl®ByNK)).

Dans la population des cellules utilisées pourriomisationin vitro 4 % des cellules
sont CD56+, les cellules NK n’ont donc été queipbement éliminées (Figure 37).

Les marqueurs membranaires spécifiques des lympdgs®dy des lymphocytes B et
des monocytes sont respectivement les CD3, CD2Dé#t. On observe sur la Figure 37, un
fort pourcentage de cellules positives a JO pouB,GCD20 et CD14. Ces forts marquages
pourraient s’expliquer par une fixation non spégié des anticorps utilisés. Pour pallier ce
probleme, l'utilisation d’un isotype contréle de gha marqueur aurait été nécessaire. Entre
JO et J7, pour les cellules CD14+ (monocytes)ploserve une diminution du pourcentage
qui pourrait étre due a la différenciation des megtex en cellules dendritiques. Pour
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confirmer cette différenciation, nous disposonsntiGrps dirigés contre des marqueurs de
cellules dendritiques, le CD11c (cellules dendrigsj le CD40 (cellules dendritiques et
activation réponse immunitaire), le CD86 (celluteshdritiques, lymphocytes B et activation
réponse immunitaire) et HLADR (marqueur lymphocyt8s et activation réponse
immunitaire). Ces marqueurs vont également noum@itre de visualiser I'activation des
lymphocytes B et de la réponse immunitaire. Cefmdifts marqueurs sont utilisés avec des

cellules non immuniséesir vitro » et avec des cellules immunisées a sept jours, J7

CDl1l1c

is f \ g20, CDS6

Figure 38. Graphes de cytométrie. Mesure de I'actation de la réponse immunitaire.

100 000 cellules & JO et J7 sont marqués avec mems spécifiques de différents marqueurs : GD11
(cellules dendritiques), CD40 (cellules dendritisuet activation réponse immunitaire), CD86 (ce#iule
dendritiques, lymphocytes B et activation réponsenunitaire) et HLADR (marqueur lymphocytes B et
activation réponse immunitaire) pendant 35 min@.4°
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On note sur la Figure 38 une augmentation du potage de I'ensemble des cellules
marquées par les différents anticorps utiliséssappnénunisation  vitro ». Cela confirme la
différenciation de monocytes en cellules dendrémuet l'activation de la réponse
immunitaire. Pour compléter ces résultats de cytoméous avons observé les cellules avant

et aprés immunisationir vitro » au moyen d’un microscope optique.

JO 17
x200 » x200

17 x400

Figure 39. Photos de microscopie d'un puits d'immuisation in vitro & JO et a J7 Microscope optique.

Avant stimulation JO (Figure 39), les cellules samtdes. Aprés 7 jours de stimulation
«in vitro » J7 (Figure 39), on observe des cellules de forme é&totaractéristique des
cellules dendritiques. On observe également un aowsilaire caractéristique d’'une
prolifération de lymphocytes. Ces changements dehabogie des cellules viennent donc
confirmer nos résultats de cytométrie.

Afin de déterminer si l'activation de la réponsenniunitaire induite par

'immunisation «in vitro » a débouché sur la production d’anticorps spfeis du peptide
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TBA-Nter, un dosage de ces anticorps (IgMs et Ig&s6jé effectué dans les surnageants de

culture aprés sept jours d’immunisatiarvitro.

2.1.3 Dosages des anticorps anti-TBA-Nter

A J7, les surnageants de culture des puits d'imgatiionin vitro (n=24) sont testés
purs et au 1/10 selon un test ELISA utilisant diesjyes recouvertes avec de la TBA-Nter
couplé a la BSA (TBA-NterBSA) (1pg/ml) et des plagurecouvertes avec de la BSA
(Apg/ml).

Des traceurs spécifiques des IgMs humaines etgies humaines totales sont ajoutés pour
détecter la présence d’lgMs et d’lgGs anti-TBA-Nt@varagraphe 8.2 Les dosages
immunologiques utilisant la BoNT/A, Matériels et édes). En paralléle on réalise ce
méme dosage avec des surnageants correspondastcellldes stimulées avec I'antigene
seul (n=1), avec les cytokines seules (n=1) oustonulées (n=1). Un témoin sans cellules

(Tampon EIA) est également réalisé.
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Figure 40. Dosage des IgGs et des IgMs anti-TBA-Ntedans les surnageants de culture des puits
d'immunisation in vitro/élimination des NK & J7.

50 ul des surnageants de culture purs pour legdadas IgGs (A) ou dilués au 1/10 pour le dosagdgids (B)
sont testés a l'aide d’'un dosage utilisant desygagevétues de I'immunogéne TBA-NterBSA ou de BBAle.
Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) IgGh-G4 (détection 1gGs) sont ajoutés. L’activité
enzymatique est ensuite révélée par addition dutiféBEllman puis mesure de la densité optiqueld Am.

On observe sur la Figure 40 (A) que les signawernld lors du dosage IgGs avec les
surnageants purs sont tres faibles. Les différed@s/iron 0.04 DO entre les plaques TBA-
NterBSA et BSA seules pour la stimulation avec tiggne seul ou avec les cellules sans
stimulation ne sont pas significatives. D’autre tpaucune difféerence de signal n’est
osbservée entre les deux types de plaques powutaageants des cellules immunisées
vitro. On peut conclure de cette expérience que le plgatimmunisation utilisé ne permet
pas la production d’'lgGs spécifiques du peptide TBAr.

Concernant le dosage des IgMs (Figure 40 (B)) ae,nmour les surnageants des cellules
traitées suivant le protocole d'immunisation vitro ou avec l'antigene seul, des signaux
beaucoup plus élevés sur la plague TBA-NterBSA gue la plague BSA seule. Cette
différence révéle la production d’lgMs spécifiqués peptide TBA-Nter dans ces deux
conditions de culture. Par contre comme attendwraidifférence n’est observée pour les
autres conditions de culture (cytokines seulegkitles seules).

De facon surprenante I'immunisatiam vitro avec I'antigene seul semble aussi efficace que

'immunisation avec ajout de cytokines dont le ré#t d’activer la réponse immunitaire. Cela
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pourrait étre dd a la présence de lymphocytes Boirésiréactivés par I'antigéne. Cependant
dans ce cas de figure, cette réactivation devraltiire également la production d’'lgGs
spécifiqgues dypeptide TBA-Nter (voir paragraphe 1.1 la réponsgépendante), ce qui n'est
pas notre cas. On peut envisager pour expliquerésaltat que I'antigene seul active
I'ensemble des cellules nécessaires a la réponseimitaire (lymphocytes T, monocytes) et
ainsi induire la production des cytokines impligei@ans I'activation des lymphocytes B. Il
faut cependant rester prudent dans nos hypothésesirc seul puits a été réalisé avec
I'antigene seul.

L’absence d’'IgGs spécifiques tend a démontrer goemlunisationin vitro a déclenché une
réponse immunitaire primaire impliquant des lymphes B naifs.

De méme dans la littérature, la majorité des amigobtenus suite & 'immunisatiam vitro
sont des IgMs (Borrebaeck, 1988; Borrebaeck el@B8) (Borrebaeck, 1983; Borrebaeck et
al., 1987, 1988; Chin et al., 1994; Dueias etl&896; Jung et al., 2008; Tomimatsu et al.,
2009; Volkman et al., 1982).

Nous avons testé un second protocole d’immunisationtro dans lequel les monocytes et

les lymphocytes sont activés séparément puis dos€sl

2.2Protocole 2: Activation séparée des monocytes etedsl

lymphocytes

2.2.1 Méthodologie utilisée

Nous avons testé un second protocole d'immunisatiaitro basé sur la coculture de
monocytes et de lymphocytes (B et T) préalablemaetivés. Les monocytes (CD14+) sont
purifiés & partir de PBMCs (5xicellules) grace & des billes magnétiques recoesert
d’anticorps anti-CD14 déposées dans une colonne aweaimant. Deux fractions sont
obtenues aprés passage sur la colonne : la fracfida+ qui correspond a la fraction retenue
sur la colonne contenant les monocytes et la )adiD14- correspondant a la fraction non
retenue sur la colonne dépourvue de monocytesiactidn CD14+ répresente environ 5%X10
cellules. Les monocytes ainsi obtenus sont incaves du GMC-SF, de I'lL-4 pendant 6
jours pour permettre leur maturation en cellulesddiéques sur une plaque 24 puits puis on
ajoute le peptide TBA-Nter pendant 24 heures. Eraljgde, on élimine les cellules NK
(CD56+) de la fraction CD14- grace a des billes métigues recouvertes d’anticorps anti-
CD56. A partir de la fraction CD14- contenant eamir3x1$ cellules, nous réussissons a

récupérer environ 2xf@ellules sans NK. Cette fraction contenant les lyogytes B et T
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contenus dans cette fraction (CDIMK") est cultivée pendant 6 jours dans une seconde
plaque de 24 puits. Ce protocole est plus longlgueécédent, 14 jours contre 7 jours. Afin
de pouvoir comparer les résultats de ces deux qolas, ils ont été réalisés avec le sang d’'un
méme donneur. En effet il est connu que les calligsues de sang de différents donneurs ne
répondent pas de la méme maniere a l'immunisatioritro (Matsumoto et al., 2006;
Yamashita et al., 2002)

Au sixieme jour (J6) nous réalisons une expérieseeytométrie en flux pour mesurer le
niveau d’activation des monocytes et vérifier l&@gance des lymphocytes T et B dans la
fraction CD14 NK.

2.2.2 Vérification de la présence des lymphocytes B et Ttede la

maturation des monocytes en cellules dendritiques

Apres 6 jours de culture on vérifie que des lympbes T et B sont bien présents dans
la fraction CD14 NK" et que les monocytes de la fraction CD14+ se ddférenciés en
cellules dendritiques. Pour ce faire, on réalise elgériences de cytométrie en flux utilisant

les mémes anticorps que précédemment (paragrapl2g. 2.
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Figure 41. Graphes de cytométrie. Vérification ded présence des lymphocytes B et T.

100 000 cellules de la fraction CDIMK™ sont incubées avec des anticorps spécifiques alminhdes marqueurs
des différentes cellules : CD3 (lymphocytes T), @0tonocytes), CD20 (lymphocytes B) et CD11c (defiu
dendritiques couplé a des fluorophores pendanti8mm°C.

On observe sur la Figure 41 des forts pourcentpgas les cellules CD3+ et CD20+. Cela
démontre la présence de lymphocytes T (CD3+) ephguytes B (CD20+) dans la fraction
CD14 NK'. Par contrées pourcentages tres faibles (moins de 5%) megqaésles cellules

CD14+ et CD1lc+ sont dis a une absence presquie t¢amonocytes et de cellules

dendritiques.

143



FRACTION CD14*

104

10w [ [
Qresn Flwsrescence [ORN HLag)

CD14

] 13 3 Vol

[ " [
Crean Flssrssiance FORN HLeg)

CD40

L -
Grwn P s w e [ORN L g]

CDSo

Figure 42. Graphes de cytométrie. Vérification ded maturation des monocytes en cellules dendritiques
jours aprés mise en culture sur plaque.

100 000 cellules des fractions CD14+ cultivés a8®8C-SF+IL-4 sont marquées avec des anticorps spaes
des marqueurs de différentes cellules : monocy@314+) et cellules dendritiques (CD11lc+). On utilis
également des anticorps spécifiques de marqueudaceation de la réponse cellulaire (CD40, CD80D
HLADR). Ces anticorps sont incubés pendant 35 m#fiGiavant la mesure par cytométie

Pour la fraction CD14+, on observe sur la FigureuAaZort marquage de cellules CD11c+
(94%) qui correspondent aux cellules dendritig@&ss cellules dendritiques proviennent de
la différenciation des monocytes (CD14+) pour ledlgs on obtient un faible marquage
(4%). D’autre part, on remarque des taux de margues éleveés pour les cellules CD40+,
CD86+ et HLADR qui révélent I'activation de la répse immunitaire.

L’ensemble de ces marquages témoigne donc d’uneebdifférenciation des monocytes en
cellules dendritiques et de linitiation de la rége immunitaire dans la fraction de la
coculture.

Compte tenu des résultats obtenus en cytométrieaddon CD14+ différenciée en cellules
dendritiques est mise en contact avec l'antigeaepdptide TBA-Nter, durant 24 h. En
parallele, la fraction CDIANK" est incubée avec le cocktail de cytokines predédier2, IL-

4 et CpG) durant 24 h. Le lendemain les 2 fractweikulaires : CD14+ ayant vu I'antigéne et
la fraction CD14 NK™ ayant vules cytokines sont mélangées. La coculture va dujeurs.
Trois jours aprés le début de la coculture (J1@f testimulation avec l'antigene et les

cytokines est effectuée.
144



Afin d’observer les modifications de morphologiesd®llules au cours des différentes étapes
JO le jour de la purification des cellules, J7|dedemain de la coculture et J13, sept jours

apres la coculture), nous avons observé les celaanicroscope optique.

JO J+1 COCULTURE

J+7 COCULTURE

Figure 43. Photos de microscopie d'un puits d'immuisation in vitro a JO, J7 (J+1 jour apres coculture) et
J13 (J+7 jours aprés coculture) Microscope optique.

A JO, avant stimulation, les cellules sont rondeseesont pas différenciées (Figure
43). Aprés 6 jours de stimulation avec GMC-SF+Ildvis d’'1 jour de coculture avec les
cytokines et I'antigene (J+1 Coculture), nous pawvalistinguer des amas de cellules
caractéristiques de la prolifération des lymphogywt des cellules en forme d’étoile
caractéristiques des cellules dendritiques. Aprgeurs de coculture (J+7 Coculture), on
observe la disparition des cellules de formes &tsilalors que les amas cellulaires ont grossi.
Cela démontre que les lymphocytes continuent af@ret.
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2.2.3 Dosage des anticorps anti-TBA-Nter

Pour vérifier l'efficacité de limmunisationin vitro en termes de production
d’anticorps spécifigues de TBA-Nter, nous réalisbmsdosage de ces anticorps dans les
surnageants de culture.

Apres 7 jours de coculture J7, les surnageantsutfere des puits d’immunisatioim vitro
(n=24) sont testés purs et au 1/10 selon un test ELISAnw®ndécrit précédemment
(paragraphe 2.1.3) pour détecter la présence d’lgiMlgGs anti-TBA-Nter (paragraphe 8.2
Les dosages immunologiques utilisant la BONT/A, dfigls et Méthodes). En parallele on
réalise ce méme dosage avec des surnageants omiatasp a des cellules stimulées avec les
cytokines seules (n=1) ou non stimulées (n=1). &nadin sans cellules (Tampon EIA) est

eégalement réalise.
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Figure 44. Dosage des IgGs et des IgMs anti-TBA-Ntedans les surnageants de culture des puits
d'immunisation in vitro/ coculture apres 7 jours.

50 ul des surnageants de culture purs pour legdadas IgGs (A) ou dilués au 1/10 pour le dosagdgids (B)
sont testés a l'aide d’'un dosage utilisant desygagevétues de I'immunogéne TBA-NterBSA ou de BBAle.
Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) IgGh-G4 (détection 1gGs) sont ajoutés. L’activité
enzymatique est ensuite révélée par addition actifé@’Ellman puis mesure de la densité optiqdd.& nm.

Comme pour le premier protocole on observe suridarE 44 (A) que les signaux obtenus
lors du dosage IgGs avec les surnageants purstamtfaibles. Les faibles différences
observées entre les plaques TBANter-BSA et BSA o pas suffisantes pour affirmer
gu’une production d’lgGs spécifiques s’est produite

Concernant le dosage des IgMs (Figure 44 (B)) de,nmour les surnageants des cellules
traitées avec l'antigéne et les cytokines (coloAnéigene), des signaux plus élevés sur la
plague TBANter-BSA que sur la plague BSA seuleteCdifférence de I'ordre d’'une unité
d’absorbance lorsque I'on dose ces mémes surnageans, révele la production d’lgMs
spécifigues du peptide TBA-Nter. Les différences gilgnaux observées pour les autres
conditions sont plus faibles et sont du méme odare pour les dosages effectués avec les
surnageants purs.

Il faut noter que ce deuxiéeme protocole semble mafficace que le premier pour la
production IgMs spécifiques du peptide TBA-Nter. Efiet, les différences de signaux
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obtenus pour lesurnageants du premier protocole (comparablesremetee dilution) sont
beaucoup plus importantes.

Ces résultats montrent que nous avons réussi aremati point deux protocoles
d'immunisationin vitro. Ces deux protocoles sont capables de mimer Ens&pprimaire en
anticorpsin vivo puisqu’ils induisent la production d’lgMs contretreocible.

Le but initial étant de produire des anticorps nuwmaaux humains anti-TBA-Nter aprés

immunisationin vitro, les puits sont immortalisés par EBV afin de poules cloner.

2.3Immortalisation

Apres immunisatiorn vitro, un puits de chaque protocole présentant un igmabkest
immortalisé a l'aide d’'un transfokit et des CpGrgmraphe 6 Immortalisation, Matériels et
Méthodes). Pour ce qui concerne les cellules issleed'immunisationin vitro apres
élimination des NK, 89 des 100 puits mis en cultajpees immortalisation présentaient des
cellules sécrétant des IgMs anti-TBA-Nter. Danschs des cellules issues de lissue
limmunisation in vitro par coculture, seuls 9 des 90 puits mis en cultapges
immortalisation présentaient des cellules sécrétaatigMs anti-TBA-Nter. Cette différence
de rendement entre les deux protocoles pourepuer par une plus faible concentration
de lymphocytes B producteurs d’lgMs anti-TBA-Nteomume semble le montrer les
différences de concentration en IgMs mesureés pefoatent.

Malheureusement, comme précédemment observé Isrexgeriences d'immortalisation des
lymphocytes issus de personnes immunisées, lessclantenus ne sont pas stables. Aprées
quelques jours de culture, 'ensemble des puitsose révélés négatifs pour la production en
IgMs anti-TBA-Nter.

3 Production d’'anticorps monoclonaux humains anti-TBA

Nter a partir du protocole comportant I'élimination des
NK

Pour confirmer et améliorer les résultats précégjenbus avons utilisé le protocole
impliquant I'élimination des cellules NK des PBMQ@gmi semble donner les meilleurs
résultats. Pour cette nouvelle étude, nous avoosictiévaluer l'influence du nombre de
stimulations sur 'immunisation iR vitro ».
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Brievement, nous éliminons les cellules NK danslainde 5x18 PBMCs. Sur cette
fraction PBMCs NK contenant tous les types de cellules nécessaif@sraunité primaire,
des cytokines de type GM-CSF et IL-4 sont ajoutpear permettre la maturation des
monocytes en cellules dendritiques. En parallélg@eptide TBA-Nter et un cocktail d’autres
cytokines comprenant de I'lL-2 et I'lL-4 et des Cjg& ajouté. A J3 une seconde stimulation
(restimulation) avec I'antigene et le cocktailaj@okines IL-2, IL-4 et CpG est effectuée dans
certains puits. A J7, les surnageants de cultune g@levés afin de doser les anticorps anti-
TBA-Nter. Les puits sont rechargés en milieu ddural et une troisieme stimulation avec
I'antigene et le cocktail de cytokines IL-2, IL-4 €pG est effectuée dans certains puits. A

J12, les surnageants de culture sont prélevésiafitoser les anticorps anti-TBA-Nter.

3.1Vérification de l'absence d’anticorps anti-TBA-Nter dans le

plasma du pool de 5 donneurs utilisé

Pour cette étude, nous avons décidé d'utilisempdets de cing donneurs proposés par
'EFS, ce qui permet de disposer d’'un lot de PBNMIs important. Comme précédemment,
nous avons Vérifié I'absence d’anticorps anti-TBfefNdans le plasma du pool de 5 donneurs

utilisé (voir paragraphe 1).
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Figure 45. Dosage des anticorps anti-TBA-Nter dane plasma d’un pool de donneurs.

50 ul de plasma d’un pool de 5 donneurs dilué d0 &l 1/18 est testé & I'aide d’un immunodosage comparant
les résultats obtenus sur des plaques de titrabidnsoit 'immunogéne TBA-NterBSA soit la BSA a
préalablement été adsorbée. Le peptide TBA-Nteb u@ml (50 pl) est ajouté ou non en compétitioas L
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs, grapkleet IgGh-G4 (détection IgGs, graphe B) sont &sut
L'activité enzymatique est ensuite révélée par tmdidu réactif d’Ellman puis mesure de la densjpéique a
414 nm.

hY

Les résultats obtenus lors de ces dosages sontsiméifaires a ceux obtenus
précédemment avec le sang d'un seul donneur (@glagr2.1) puisqu’aucune différence de
signal significative n’est observée en absenceréagnce du peptide TBA-Nter. Ce pool de
sang ne contient donc pas d'IgMs et d’'lgGs dirigpécifiquement contre le peptide TBA-
Nter ce qui démontre I'absence de lymphocytes Bésgars d’anticorps dirigés contre le
peptide TBA-Nter. L'immunisatioim vitro peut donc étre réalisée en utilisant ce sangdssu
5 donneurs. Nous utiliserons désormais ce condigioramt qui nous permet de disposer d’un

plus grand nombre de cellules.
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3.2 Vérification de l'absence des cellules NK, de lar@sence
lymphocytes B, T et monocytes et mesure de l'actittan de la

réponse immunitaire

Comme précédemment lors du premier protocole dimsationin vitro, nous avons
vérifié I'élimination des NK, de la présence lympiias B, T et monocytes et de I'activation
de la réponse immunitaire par des expériences tienéyrie de flux. Les résultats obtenus
sont identique a savoir : élimination seulementipiée des cellules NK, prolifération des
lymphocytes B,différenciation de monocytes en cellules dendritiqe¢ activation de la
réponse immunitaire (2% cellules NK+ aprés passagecolonne, reste des résultats non

présenteés).

3.3Dosage des anticorps anti-TBA-Nter

A J7, les surnageants de culture des puits d’'imsationin vitro sont testés purs pour

rechercher la présence d’'IgMs et/ou d’lgGs anti-HBt&r selon le test utilisé auparavant.
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Figure 46. Dosage des IgGs et IgMs anti-TBA-Nter de&é les surnageants de culture des puits
d'immunisation in vitro aprés 7 jours.

50 ul des surnageants de culture purs pour le dadag IgGs (A) et pour le dosage des IgMs (B) sesiés a
'aide d’'un dosage utilisant des plaques revétueslilhmunogene TBA-NterBSA ou de BSA seule. Les
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGH (détection 1gGs) sont ajoutés. L’activité enzymadiq
est ensuite révélée par addition du réactif d’Bhrpuis mesure de la densité optique a 414 nm.

Comme on peut I'observer sur la Figure 46 (A) legaux obtenus pour les IgGs sont
toujours trés faibles méme aprés 2 stimulations,ntraat clairement I'absence de
commutation isotypique des IgMs vers des IgGs ateani de la réponse spécifique.
Concernant les IgMs anti-TBA-Nter (Figure 46 (Bls résultats obtenus montrent une
augmentation de leur concentration suite a la dao&istimulation. On note également des
signaux élevés pour les cellules stimulées avexy&skines seules quelque soit la phase
solide utilisée pour le dosage (TBA-NterBSA ou BS3&ule). Ces signaux résultent
probablement de la présence d’'IgMs non spécifiguegseptide TBA-Nter qui s’adsorbent sur
la BSA et sont détectées par I'anticorps traceNtgEn effet, il est connu que les IgMs sont
les immunoglobulines qui induisent le plus de bas non spécifiques lors de dosages
immunologiques sur plaque. Lors du premier pro®adimmunisationin vitro avec des
PBMCs NK, les signaux obtenus avec une stimulation emptdgancytokines seules étaient
beaucoup plus faibles (environ 0.1DO). On peut denc conclure que la deuxiéme
stimulation avec les cytokines seules induit ums fiorte prolifération non spécifique des

lymphocytes B engendrant une forte augmentatiofageoduction des immunoglobulines
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(IgGs et IgMs). Mais cette hypothése reste a \érifar les signaux obtenus sur BSA lors de

la double stimulation avec les cytokines sont beap@lus faibles.
A J12, les surnageants de culture des puits d’imsationin vitro sont également testés purs

pour la présence d’lgMs et/ou d’lgGs anti-TBA-Nter.
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Figure 47. Dosage des IgGs et IgMs anti-TBA-Nter des les surnageants de culture des puits
d’'immunisation in vitro apres 12 jours.

50 pl des surnageants de culture purs pour legdades IgGs (A) et pour le dosage des IgMs (B) sstés a
'aide d'un dosage utilisant des plaques revétuesl'idimunogene TBA-NterBSA ou de BSA seule. Les
traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGH (détection 1gGs) sont ajoutés. L'activité enzymadiq
est ensuite révélée par addition du réactif d’Bhrpuis mesure de la densité optique a 414 nm.
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Le dosage des IgGs et IgMs spécifiques du peplié#sNter (Figure 47 (A) et (B)) montre
gu’il n’a aucun changement significatif aprés lauxieme stimulation et la troisieme
stimulation au niveau du profil de production. Pantre on peut noter une baisse des signaux

mesureés a J12 probablement dle a une mortalitdaiedl au cours du temps.

3.4Immortalisation et fusion

Les cellules du puits présentant le meilleur sigoed du test pour la détection des
IgMs anti TBA-Nter ont été immortalisées avec leusi EBV suivant le protocole
précédement décrit. Apres un mois de culture, 73fepuits réalisés présentent des IgMs
anti-TBA-Nter dans leurs surnageants.
Les autres puits de 'immunisatiam vitro ont été fusionnés avec I'hétéromyélome HM mais
aucun hybridome n'a été obtenu. Sur les 7 puitdecamt des lymphocytes B immortalisés
sécréteurs d’lgMs anti-TBA-Nter, nous avons vouludéer I'effet de I'acridine orange sur la
commutationsotypique. En effet recemment, des publicationsdéuerit I'effet de I'acridine
orange, agent intercalant de ’'ADN sur la commotatles IgMs en IgGs (Paizi et al., 1995;
Spira et al., 1996). Nous avons testé cet agenffératites concentrations et aprés plusieurs
clonages en dilution limite, malheureusement sénssir a obtenir des IgGs anti-TBA-Nter.
D’autres stratégies, comportant notamment ['utiisa de cytokines ou des UV qui
induiraient la commutation isotypique pourraienté&valuées (Aversa et al., 1994; Avery et
al., 2008; Coffman et al., 1993; Péne et al., 263%&én and Klein, 1983).
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CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES
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L’objectif de cette étude était d’établir un pradée permettant I'obtention d’anticorps
monoclonaux humains spécifiques d’'une cible d’éttér partir de lymphocytes B naifs. Pour
atteindre cet obijectif, il était nécessaire de raedts point une immunisatidn vitro afin de
stimuler la différenciation de ces lymphocytes Bplasmocytes sécréteurs d’anticorps dirigés
contre notre cible. De plus pour cloner ces plagtescet assurer une production illimitée en
anticorps, une étape dimmortalisation est indispbles Nous avons choisi comme cible
modeéle un peptide de la toxine botulique A. Ce xlaoété basé sur deux critéres :

1) I'obtention d’anticorps monoclonaux humains gis contre la toxine botulique et
potentiellement neutralisant est d’un intérét thétdique évident;

2) rares étant les personnes susceptibles d’até&réprésence de toxine botulique A,
il devait donc étre plus aisé d’obtenir du sangldeneurs naifs vis-a-vis de ce peptide.

Dans un premier temps, le dosage sous un formatimenzymatique spécifique du
peptide N-terminal de la toxine botulique A, noupeamis de mettre en évidence I'absence
d’'IgMs et d'lgGs anti-TBA-Nter dans le plasma desideurs de sang utilisé.

Puis nous avons testé deux protocoles d’'immunisatigitro:

1) élimination des Natural Killer (NK) et activati par des cytokines et I'antigéne

2) activation séparée des monocytes et des lynypdmsuivie d’'une coculture.

Nos résultats montrent que ces deux protocoles gitgnt de déclencher une réponse
anticorps primaire qui se traduit par la productibigMs spécifiques de la cible. Cependant
le premier protocole donne de meilleurs résultateigeau de la réponse en IgMs spécifiques.
L’augmentation du nombre de stimulation avec lewlages et 'antigene au cours de ce
protocole a permis d’améliorer Iégérement cettemép en IgMs, mais pas de déclencher une
réponse en lgGs spécifiques.

D’autre part aucune méthode d’'immortalisation @de de 'EBV ou d’un myélome) n'a
permis d’obtenir des clones stables des lymphocBtggoducteurs d’anticorps anti-TBA-
Nter. Nous avons précédemment montré que la fusidre les lymphocytes B humains et
I'hétéromyélome HM était réalisable. Les problémas nous rencontrons sont dis soit a des
modifications induites par I'immortalisation avecEBV qui empéche [|'obtention
d’hybridomes stables, soit au faible pourcentagelydgphocytes B humains producteurs
d’anticorps spécifiques de notre cible qui rend @katoire un fusion aprés immunisation
vitro.

Pour pallier ces problemes, nous pourrions envisage réaliser un enrichissement des
lymphocytes B stimulés qui se différencient en plasytes. En effet comme lors de leur

différenciation les lymphocytes B perdent leurs inmmglobulines membranaires, nous
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pourrions éliminer les lymphocytes B non stimulésl'@de de billes magnétiques
fonctionnalisées par le greffage d'un anticorpsi-Bmimunoglobuline humaines. Un
enrichissement des lymphocytes B basé sur ce pareidéja été décrit par Kozbor et Roder
1981 (Kozbor and Roder, 1981). Dans cette expé&iene seule stimulation serait effectuée
car nous avons montré que lincrémentation du nembe stimulations conduit a
'augmentation de la stimulation non spécifique dgmphocytes B. L'augmentation du
pourcentage en lymphocytes B différenciés par Imuwation devrait nous permettre
d’accroitre nos chances d’obtenir des hybridomeslyecteurs d’anticorps dirigés contre notre

cible.

Une premiere expérience a été réalisée afin de cenrtes plasmocytes producteurs d’lgMs
spécifigues en plasmocytes producteurs IgGs spéesi mais sans succés. Cependant
d’autres pistes basées sur l'utilisation des U\bletde cytokines particulieres (IL-21) ou

molécules de costimulation (CD40) restent a exgfoit
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DEUXIEME MODELE
D'ETUDE
La protéine transactivatrice Tat
du virus de 'immunodéficience
humaine type 1 (VIH-1)
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Compte tenu des difficultés, cette étude a éténtezesur une nouvelle cible pour
réaliser nos expériences d’immunisatiansvitro. Nous avons utilisé comme modéele, la
protéine transactivatrice Tat du virus de I'immurfoziénce humaine type 1 (VIH-1). Dans
une premiere partie, la protéine Tatl01, ses aaniatijues et propriétés, ainsi que les raisons
gui nous ont conduit a utiliser la protéine Tattahs notre systéme d'immunisationvitro
seront présentés. Dans une seconde partie, ledatésnbtenus avec la protéine de fusion
ZZTat101 et ses dérivés dans le systéme d’'immuorsat vitro précédemment mis en place

seront présentés. L’ensemble de ces résultatéolgjiet d’un article soumis pour publication.

1 La protéine transactivatrice Tatl01l du virus de

I'immunodéficience humaine type 1 (VIH-1)

1.1 RO0le de Tatl01 dans l'infection au VIH-1

Tat est le transactivateur transcriptionnel du viotad’immunodéficience humaine de
type 1 (VIH-1). Tat est une protéine d’'une masséémdaire d’environ 11,5 kDa constituée
de 86 a 101 acides aminés. Tat permet de réguteariacription des genes viraux durant les
étapes précoces du cycle viral et joue donc un e8kentiel dans la multiplication et la
réplication du virus VIH-1 (Dayton et al., 1986)atTest synthétisé lors de I'infection par le
VIH-1 de ses cellules cibles, les lymphocytes T €D#at apparait précocement lors de
I'infection puisque c’est une des premieres moléswxprimées par le virus et son génome
viral (un génome ARN). Tat permet de diriger leSn@&nts de la machinerie de transcription
de la cellule infectée vers 'ARN viral en cours sithese. Elle permet donc d’activer la
transcription du génome viral. C’est pour cela He'eest appelée transactivateur
transcriptionnel. L'expression de Tat a pour reéguld production d’ARN viraux fonctionnels
entiers et polyadénylés dans la cellule infectée. dflleurs, Tat exerce de nombreux effets
lors de l'infection par le VIH-1. Par exemple, Tamble impliqué dans la régulation de la
transcription inverse qui précéde l'intégration génome viral dans le génome cellulaire
grace a la transcriptase inverse. Tat joueraitedgaht un réle dans le remodelage de la
chromatine et dans le « capping » des ARNm virduxs de linfection par le VIH-1, Tat
interfere avec 775 protéines différentes de mamgeete (dérégulation faisant intervenir une
interaction physique) ou de maniere indirecte (gdiations via l'activation de voies de
signalisation) (Fu et al., 2009; Ptak et al., 2008)
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1.2 Structure et organisation de Tat101

Des études ont montré que Tat ne possede pasidist secondaire et tertiaire bien
définis (Campbell and Loret, 2009). Son repliemedépendrait des conditions
environnementales.

Tat est codé par deux exons. Chaque exon code pwumpartie de la protéine avec des
fonctions spécifiques. Le premier exon code pour sagquence de 72 acides aminés
contenant le domaine nécessaire a l'activité des#retivation de Tat. Le second exon code
pour une séquence C-terminale de 14 acides amindsnéoessaire a la propriété de
transactivationin vitro de Tat mais nécessaire a la transactivaitiorivo (Campbell and

Loret, 2009). La protéine Tat est organisée enrégions schématisées dans la Figure 49.

Chague région posséde une composition en acidegamarticuliere et un réle spécifique.

— 4 -
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Figure 48. Structure et organisation de Tat101.

La région | (résidus 1 a 21)est une région riche en proline. Cette région ixieale

intervient dans la libération de Tat par les celuhfectées et sa translocation dans le cytosol
des cellules avoisinantes (Johri et al., 2011)teCediractéristique est basée sur la présence

d’un résidu tryptophane en position 11.

La région |l (résidus 22 a 37)est une région riche en cystéines. Elle possedecgsigines

bien conservées en position 22, 25, 27, 30, 31et337 La région Il porte l'activité de
transactivation de Tat. La mutation de chacuneedecgstéines a I'exception de la cystéine 31
a pour conséquence une perte de la capacité dmattaration de Tat (Kittiworakarn et al.,
2006).

La région |Il (résidus 38 a 48)ou région core est une région riche en résidusopyobbes.

Elle présente une phénylalanine en position 38net séquence conservE&GLGISYG*®

entre les résidus 41 a 48 (Johri et al., 2011).
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La région |V (résidus 49 a 57)est riche en acides aminés basiques. Ce domasigubaest

nécessaire pour la liaison et 'internalisationTade dans les cellules (Johri et al., 2011). Cette
région contient une séquence de localisation niel¢ALS) permettant la translocation de

Tat vers le noyau.

La région V (résidus 58 a 72)est riche en résidus glutamine et est impliquées da

polymérisation des microtubules et 'apoptose ddisiles T médiée par Tat.

La région VI (résidus 73 a 101)contient un motif RGD impliqué dans la liaison aux

intégrines. Cette région C-terminale ne joue pasbtedans la transactivation vitro mais
dans la transactivatiom vivo (Campbell and Loret, 2009). Cette région est \deiset
certains isolats présentent une mutation ponctgeiierée un codon stop donnant lieu a une
protéine tronquée de 86 résidus. La protéine TaB@lacides aminés est la forme la plus
utilisée en recherche (Campbell and Loret, 2009tteCrégion est impliguée dans les
modifications de structure du cytosquelette aing dans la signalisation et I'activation des
cellules T (Johri et al., 2011).

1.3 Propriété autoadjuvante de Tat101

Des publications indiquent que Tatl01l présenteagésités pro-inflammatoires. En
effet, Tat est capable d’induire la sécrétion dendbattractants (Izmailova et al., 2003) et de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1,U'6 et le TNF (Buonaguro et al., 1992).
Tat est également capable de favoriser la maturagsnmonocytes en cellules dendritiques
(Fanales-Belasio et al., 2002). Ces caractérissiqamnt celles que possedent un adjuvant,
substance ou molécule déclenchant et favorisamépganse immunitaire. Récemment, le
groupe de Michel Léonetti au CEA de Saclay a s@ula\question de savoir si la protéine Tat
pourrait étre dotée d'une propriété adjuvante nisgque. Pour répondre a cette question, la
protéine Tat de 101 acides aminés a été injectée lhsouris en absence d’adjuvant. Le
déclenchement des réponses immunitaires anticorpoet été examinées (Kittiworakarn et
al., 2006). Cette étude a permis de montrer quedeéine Tat est capable de déclencher des
réponses anticorps de type IgG et des réponsesabsamce d’adjuvant de maniére spécifique
et dose dépendante (Kittiworakarn et al., 2006aude part, dans la méme étude les auteurs

ont voulu déterminer la ou les régions de Tat iqy#es dans ce phénomeéne. Pour cela
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différentes constructions de Tat comportant chacdes différentes régions ou incluant
plusieurs régions ont été construites et injecéédss souris. Ce travail a montré que I'effet
autoadjuvant de Tat est indépendant de la cap@aaiiéactivatrice de Tat et que les régions Il
avec ses cystéines et la région Ill sont respoasate la propriété adjuvante intrinseque de
Tat. Par ailleurs, cette étude a permis de moujuerl’oligomérisation de Tat par des ponts
disulfures est requise pour I'effet autoadjuvamt.effet, la substitution des résidus cystéines
par des résidus sérines a conduit a des formesligmmériques incapables de déclencher des
réponses anticorps (Kittiworakarn et al., 2006).

Dans un second temps, Michel Léonetti et son grampenontré que la capacité de Tatl01 a
déclencher une réponse anticorps dépend de saitéapaler les héparanes sulfate sur la
région basique (Gadzinski et al., 2012; Léonettlgt2010). Les héparanes sulfates sont des
protéoglycanes exprimés de maniere ubiquitaire &uldace des cellules qui possedent
plusieurs rdles notamment dans la présentationgémtue et l'activation des cellules
dendritique.

La propriété autoadjuvante de TatlOl a induire lgg3ds chez la souris nous a
particulierement intéressés. En effet, le systéenmardunisationin vitro que nous avons mis
en place permet seulement la production d’anticdgoy/pe IgM. Nous avons voulu savoir Si
Tat dans notre systéeme d’immunisatiorvitro pourrait induire des IgMs et/ou des IgGs.

En outre, il a été montré que le domaine ZZ, domaieel4 kDa de la protéine A de
Staphylococcus aureusapable de lier les fragments Fc des immunoglobslide surface,
augmente I'immunogénicité des molécules auxqudllest fusionné (Léonetti et al., 1998).
Nous avons donc produit une protéine de fusioneel@rdomaine ZZ et la protéine Tat
(ZZTat101) et avons observe les effets de cett@p® dans notre systeme d'immunisaiion

vitro.
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Dans cette étude, nous avons voulu évaluer lacit#pde la protéine de fusion,
ZZTatl01 (25 kDa) a déclencher une réponse ansicég et/ou IgG dans le modele
d'immunisationin vitro que nous avons précédemment mis en place (paregap3 Premier
modele d’étude Peptide N-terminal de la BoNT/A)r Rdleurs, différentes formes ou
constructions mutantes de ZZTat101 ont été tegtées examiner le mécanisme d’action de
ZZTat101 sur la production des anticorps.

1 Vérification de I'absence d’anticorps anti-Tatl01 @ns le

plasma des pools de donneurs utilisé

Dans un premier temps, nous avons verifié I'absebaeticorps anti-Tat101 dans le
pool de plasma des donneurs utilisé pour étre sérles signaux potentiellement observés
suite a I'immunisationn vitro seraient bien dds a notre stimulation et pas dyseshocytes
B mémoires déja présents. Pour cela, le plasmapmbohde cing donneurs, dilué en série de
1/10 au 1/18 a été incubé une nuit sur une plaque revétueatiOT (1 pg/ml) ou de BSA (1
pg/ml) (réle de contrdle négatif pour doser lesiaigk non spécifiques) en présence ou non
de la protéine Tatl01 en compétition (2 ug/ml). Baseurs spécifiques des IgMs humaines
et des IgGs humaines totales sont ajoutés pouctdétia présence d’lgMs et d’'lgGs anti-
Tat101 (paragraphe 8.4 Les dosages immunologigeesuaticorps anti-Tat101, Matériels et
Méthodes). Chaque dilution de plasma est testéduplicat. Les signaux observés dans les

graphes suivants sont les signaux obtenus en abseren présence du compétiteur Tat101.
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Figure 49. Dosage des IgGs (A) et IgMs (B) anti-Ta01 dans le plasma d'un pool de donneurs.

50 ul de plasma dilué du 1/10 au Ttun pool de cing donneurs sont incubés une nditGisur des plaques
revétues de la protéine Tat101 ou de BSA (plagmeitd. On ajoute dans les puits soit 50| de tanpi@nsoit
50 pl de Tat & 2 pg/ml diluée en tampon EIA. Leseurs, IgMh puis SAL-G4 (détection IgMs) et IgGA-G
(détection IgGs) sont ajoutés. L'activité enzymagicest ensuite révélée par addition du réactiflai&h puis
mesure de la densité optique & 414 nm. Les sigisaus de la plaque témoin revétue BSA ont été abéahent
soustraits a ceux obtenus sur la plaque revétdate
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Nous pouvons constater sur la Figure 49 que geedqit la dilution de plasma, il n’'y
a pas de différence significative entre les signabienus en présence et en absence de
compétiteur Tatl01 a la fois pour les IgMs et plesrigGs. Aux plus faibles dilutions (1/10
et 1/100) du plasma, des IgMs sont détectées maisegeont pas spécifiques de Tatl01 (pas
d’'effet de compétition avec Tatl01l). Comme les gignaésultants de liaisons non
spécifiques a la BSA ont été soustraits, on pensgreque ces signaux proviennent de liaisons
non spécifiques des IgMs avec Tatl01l. Nous obtetemsémes résultats en utilisant des
plaques recouvertes avec les cing peptides immuniodots de Tat (Turbant et al., 2009;
Tahtinen et al.,, 1997): P1, P10, P15, P16 et Pé&8ultats non présentés). Ces résultats
illustrent I'absence de lymphocyte B sécréteursntitarps dirigés contre Tat chez les
donneurs utilisés. L'immunisatian vitro contre Tat et sa protéine de fusion ZZTat101 peut

donc étre entreprise.

2 Veérification de I'élimination des lymphocytes NK etde la

pureté des lymphocytes B utilisés pour I'immunisabn in

Vitro

Pour cette étude nous souhaitions évaluer la dépde Tat et de la protéine de fusion
ZZTat101 a déclencher une réponse anticorps sigrpgopulations cellulaires différentes: les
PBMCs, les PBMCs sans NK et les lymphocytes B m#ifEn effet, la comparaison des
résultats entre les PBMCs et PBMCs N#oit nous permettre d'évaluer I'effet réel des
cellules NK qui sont décrites comme étant non fabtes a lI'immunisationin vitro
(Borrebaeck et al., 1987, 1988; Thiele et al., 29B8s lymphocytes B purifiés ont été utilisés
pour évaluer la capacité de Tat a induire une répamticorps en absence de lymphocytes T
et de cellules dendritiques.

L’élimination des NK par des billes magnétiques atipale 1x16 PBMCs est effectuée
comme précédemment. Aprés passage sur colonnmddoh sans NK représente 8,5%10
cellules, soit 85 % des cellules de départ. Lafisation des lymphocytes B a partir de 5%10
PBMCs est effectuée a l'aide de billes magnétiqgcesplées a un anticorps anti-CD20
(paragraphe 4 Préparation des cellules Matérieldéthodes). Aprés passage sur colonne et
élution, la fraction contenant les lymphocytes BEagfion CD20+) est constituée d’environ
8,5x10 cellules. Si on considére que les lymphocytes Béssmtent 10 & 15 % des PBMCs,

le taux de récupération des lymphocytes B est d@rwviron 20%.
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Pour évaluer la pureté des trois types celluladtes,marquages de cytométrie en flux utilisant
des anticorps spécifiqgues dirigés contre chaqoe ¢gllulaire ont été réalisés.
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Figure 50. Graphes de cytométrie. Vérification de’élimination des NK et de la pureté des lymphocyteB
utilisés pour I'immunisation in vitro.

100 000 cellules sont incubées pendant 35 min avEe€des anticorps spécifiques des marqueurs tlelese
NK (CD56) et des lymphocytes B (CD19) et coupléscages fluorophores.

Les PBMCs obtenus a partir d'un pool de plasma derfheurs contiennent 10% de cellules
NK et 15 % de lymphocytes B (Figure 50). Les régalbbtenus avec la fraction PBMCs NK
montrent que le protocole utilisé pour éliminer Edlules NK est efficace. En effet, les
cellules NK (CD56+) représentent environ 0,42% adraction cellulaire récupérée, donc
95% de ces cellules ont été éliminées. Apres patitin des lymphocytes B, 98% des cellules
récupérées sont CD20+. L’enrichissement des lymybed a donc été efficace, puisque le
taux de lymphocyte B est passé de 15% a 98%. [@'aqadrt, dans les PBMCs NKO% des
cellules sont des lymphocytes B, cellules indispbles pour 'immunisatiom vitro.
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3 Expérience préliminaire : vérification du systeme

d'immunisation in vitro sur ZZTat101.

Cette étude préliminaire consiste a vérifier qes leffets cumulés des deux
composants de ZZTatl0l, a savoir, l'effet adjuvgftat) et l'augmentation de
limmunogénicité (ZZ) permettent I'obtention d’acirps spécifiques de Tatl01l sans autre
stimulation.

Dans la premiere partie consacrée a la mise e plac protocole d'immunisatiom vitro,

le protocole « élimination des NK et activation gas cytokines» s’est révélé le plus efficace.
Nous avons donc utilisé ce protocole avec ZZTataOdifférentes concentration et des
cellules PBMCs NK A JO, des PBMCs NK(1x1& dans 1 ml) sont déposés dans les puits
d’'une plaque 24 puits auquel on ajoute 10 pg, bwg.1 pg de l'antigéne ZZTat101 (50 pl
d’'une solution a 200, 20 ou 2 pg/ml). En paralldes puits contrdles contenant des cellules
sans antigene sont réalisés. A J3, une secondelatiom est effectuée dans les mémes
conditions que la premiere.

A J7, les surnageants de culture des puits sotéstgmirs pour la présence d’lgMs et/ou
d’'lgGs anti-Tat selon un test immunométrique ELIG®#isant des plaques recouvertes avec
les peptides immunodominants de Tat (Turbant e28D9; Tahtinen et al., 1997):P1, P10,
P15, P16 et P18 (1ug/ml) et des plaques recouvavess de la BSA (1pg/ml). Des traceurs
spécifiqgues des IgMs humaines et des IgGs humaotakes sont ajoutés pour détecter la
présence d’lgMs et d’lgGs anti-Tat (paragraphe Be$ dosages immunologiques des
anticorps anti-Tat101, Matériels et Méthodes). Péiss témoins EIA (tampon de dilution des
échantillons) sont utilisés pour évaluer le sighiahux liaisons non spécifiques des traceurs.
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Figure 51. Dosage des IgGs (A) et des IgMs (B) ameptides de Tat dans les surnageants de cultureJd.
50ul de surnageants de culture des puits d’immtiaisa vitro sont testés a I'aide d’'un immunodosage utilisant
a la fois des plaques de microtitration revétuegeptides Tat (P1 a P18, peptides recouvrant laeses
compléete de Tatl0l :P1 (1-15), P10 (46-60), P158@®6 P16 (71-85), P18 (86-101)) ou de BSA (plaque
témoin). Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (détectighls) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés.clilaté
enzymatique est ensuite révélée par addition dutifébEllman puis mesure de la densité optiqueld A4m. Les
signaux issus de la plaque témoin ont été préatahie soustraits a ceux obtenus sur la plaque rewdts
peptides Tat.
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Apres sept jours d’immunisatian vitro, nous détectons la présence d’lgMs anti-Tat10% dan
les surnageants de culture correspondant aux eifies concentrations de ZZTat101 (Figure
51). Malgré I'hétérogénéitée des résultats obtenus pes différents peptides de Tat, on
observe que les signaux correspondant aux IgMs enigmt avec la concentration de ZZTat
utilisée pour I'immunisatiotin vitro. Par contre lors du dosage des IgGs nous n’obsedes
signaux que pour les deux concentrations les ghigés en ZZTatl01 et ces signaux sont
beaucoup plus faibles que ceux obtenus pour les.IgMautres expériences devront étre
effectuées afin de confirmer la production d’'lg@edfiques. Comme attendu aucun signal
n’est obtenu pour les cellules seules.

Ces résultats démontrent que ZZTat101 seul pogeaddes signaux nécessaires pour activer
une réponse anticorps. Pour les expériences sasjamous utiliserons ZZTat a une
concentration de 10 pg/ml. Compte-tenu de I'hét@négé des résultats obtenus avec les
peptides de Tat, les prochains dosages en IgGgVEt $eront effectués a I'aide de plaques
revétues de TatlOl. La spécificité des signaux seauée en réalisant ou non une

compétition avec de la protéine Tat101.

4 Immunisation in vitro avec ZZTat, ZZ, Tatl01l ou un
meélange ZZ+Tat101

Pour comparer les effets de ZZTatl01l avec lestsefiesus de chacun de ces
composants (Tat ou ZZ) et de leur mélange (ZZ +),TAZTatl01 et chacun de ses
composants ZZ et Tat ou un mélange ZZ + Tat ontagaté sur trois types cellulaires :
PBMCs, PBMCs NKet lymphocytes B purifiés en absence de cytokieesparallele, des
puits contrdles contenant des cellules sans argigént réalisés. A J3, une restimulation est
effectuée avec chacun des antigenes. A J7, les geans de culture des puits
d'immunisationin vitro sont testés purs pour la présence d’'lgMs et/ogGslanti-Tat selon
un test immmunomeétrique ELISA utilisant des plagues£tues de Tat101 (1pg/ml) ou de BSA
(Apg/ml) en employant ou non de la protéine Tatt®inme compétiteur. Des traceurs
spécifiqgues des IgMs humaines et des IgGs humagaiakes sont ajoutés pour détecter la
présence d’lgMs et d’lgGs anti-Tat (paragraphe Be$ dosages immunologiques des
anticorps anti-Tat101 Matériels et Méthodes). Dassgamoins EIA (tampon de dilution des

échantillons) sont utilisés pour évaluer le sighiahux liaisons non spécifiques des traceurs.
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Figure 52. Dosage des IgMs spécifiques de Tat apr&smulation par ZZTat, de chacun de ces composants
ZZ et Tat.

(A) PBMCs NK; (B) PBMCs; (C) Lymphocytes B purifiés. 50ul darnageants de culture des puits
d'immunisationin vitro sont testés a I'aide d’'un immunodosage utilisastmlaques revétues de Tat ou de BSA
(plaque témoin). La protéine Tat est utilisée &g2mi (50 pl) dans la moitié des puits pour chaquadiion de
stimulation. Les traceurs, IgMh puis SAL-G4 (déimetigMs) et IgGh-G4 (détection IgGs) sont ajoutés.
L'activité enzymatique est ensuite révélée par tamui du réactif d’Ellman puis mesure de la densjpéique a
414 nm. Les signaux reportés sur les graphes gameent aux signaux spécifiques (signaux avec Oiaunte
compétiteur soustraits des signaux sans Tat).
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N’ayant pas obtenu de signaux lors du test de tiétedes 1gGs spécifiques, la Figure 52 ne
présente que les résultats concernant le dosagtgllissspécifiques. On constate qu’aprés
sept jours dimmunisation, la stimulation par ZZIGt induit la production d’IgMs
spécifiqgues quel que soit le type cellulaire wiliOn remarque également que seule la
protéine de fusion ZZTat101 est capable de déctniehproduction d’'lgMs spécifiques de
Tat. Ceci démontre que l'induction de la réponsmimitaire spécifique n’est possible qu’en
présence des deux partenaires liés de facon coealen

D’autre part, il est surprenant que les signauxdgidtenus avec ZZTat101 soient équivalents
pour les trois types cellulaires (PBMCs, PBMCs NK lymphocytes B purifiés). En effet
dans la littérature, il est décrit que la présateeellules cytotoxiques NK n’est pas favorable
a I'immunisationin vitro (Borrebaeck et al., 1987, 1988; Thiele et al., )9&%la semble
egalement indiquer que ZZTatl01 permet d’appogsrsignaux nécessaires pour activer les
lymphocytes B et la sécrétion d’anticorps en absede cellules dendritiques et de
lymphocytes T. Ce résultat nous laisse penser Ei€afZ pourrait étre un antigene T-
indépendant.

Des publications du groupe de Michel Léonetti memitrque chez la souris ZZTat101 est un
antigene T-dépendant ((Gadzinski et al., 2012; kéoet al., 2010). On pourrait imaginer
que ZZTat101 via son interaction avec les Igs d&asa (r0le de ZZ) et son interaction avec
les héparanes sulfates (réle de Tat) est capabtgatjer les BCR déclenchant le « capping »
des BCR et l'activation des lymphocytes B commefdit les antigenes T-indépendant.
D’autre part, Tat déclenchant l'effet autoadjuvapar sa capacité a oligomériser
(Kittiworakarn et al. 2006), on pourrait imaginetugieurs molécules de ZZTat1l01

s’oligomériser et activer les lymphocytes B.

5 Détermination de la région de ZZTat impligué dans &

réeponse humoralen vitro

5.1R0éle de la liaison avec les héparanes sulfates

Tat est un ligand des héparanes sulfates (Aldirale 1996a) et cette liaison est
impliquée dans le déclenchement de la réponseocapsiet T chez la souris (Gadzinski et al.,
2012; Léonetti et al., 2010).
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Afin d’observer si cette capacité de liaison intentiegalement dans le déclenchement
de la réponse humoraie vitro, nous avons comparé l'effet de ZZTat101 et de ZX0HD,
deérivé acétylé de ZZTat qui a perdu la capacitdiateles héparanes sulfates. ZZTat101 et
ZZTatl01@ ont été ajoutés sur des PBMCs MKdes lymphocytes B purifiés. A J3, une
deuxieme stimulation est effectuée avec chacunadégénes et a J7, les surnageants de
culture des puits d’immunisatian vitro sont testés purs pour rechercher la présence d’IgM

et/ou d’lgGs anti-Tat. Cette expérience a été ggpdeux fois consécutivement avec deux lots

de sang différents.
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Figure 53. Dosage des IgMs aprés stimulation par ZIAtl01 et ZZTatl01@ sur deux expériences
indépendantes.

50ul de surnageants de culture des puits d'immtiaisen vitro sont testés a I'aide d’un immunodosage utilisant
des plaques revétues de Tat ou de BSA (plaqueingnh@ protéine Tat est utilisée a 2 pg/ml (50 gdns la
moitié des puits pour chaque condition de stimokatiLe traceur, IgMh puis SAL-G4 est ajouté. L'aité
enzymatique est ensuite révélée par addition detiféEliman puis mesure de la densité optiqueld Am. Les
signaux reportés sur les graphes correspondensignaux spécifiques (signaux avec Tat comme cotepéti
soustraits des signaux sans Tat).
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Comme précédemment aucun signal n'a été obtenuwilodosage des IgGs. On observe sur
la Figure 53 que les PBMCs Nkt les lymphocytes B purifiés incubés avec ZZTa€10
perdent leur capacitéiaduire des IgMs. Ce résultat montre que la capatst Tat a lier les
héparanes sulfates est requise pour induire lansgpanticorps.

On note également que contrairement a I'expéripnéeédente les signaux obtenus avec une
stimulation par ZZTat101 sont plus élevés avedPBMCs NK gu’avec les lymphocytes B
purifiés. On observe également une variation degeésultats obtenus avec les deux lots de
sang. Cette variabilité dans nos résultats semlaetner que I'efficacité de la stimulation

dépend des donneurs de sang.

5.2R06le des cystéines

Il a été décrit que la région Il de Tat contenad I cystéines conservées était
responsable de l'oligomérisation et de la propriagtdoadjuvante de Tat chez la souris
(Kittiworakarn et al., 2006). Afin de déterminer ctte région joue le méme réle lors de
limmunisation in vitro, nous avons comparé l'effet de ZZTat101l, de ZZI&?2, et de
ZZTat22-5¢¢2-37)s.ZZTat22-57 correspond aux régions Il (riche en é&ysts) Il et IV.
ZZTat22-5¢¢2-37)scorrespond a ZZTat22-57 dont les 7 cysteines ntanplacées par des
sérines.

ZZTatl01, ZZTat22-57 et ZZTat22-§%.-37)sont eté ajouté sur des PBMCs NWK J3, une
deuxieme stimulation est effectuée avec chacunadégénes et a J7, les surnageants de
culture des puits d’immunisatian vitro sont testés purs pour évaluer la présence d’IgMs

et/ou d’lgGs anti-Tat
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Figure 54. Dosage des IgMs aprés stimulation par ZI/at101 et des formes ZZTat22-57, ZZTat22-5,».

37s

5())ul de surnageants de culture des puits d'immtiaisen vitro sont testés a I'aide d’'un immunodosage utilisant
des plaques revétues de Tat ou de BSA (plaque m¢ma protéine Tat est utilisée a 2 pg/ml (50 gdps la
moitié des puits pour chaque condition de stimarfatiLe traceur, IgMh puis SAL-G4 est ajouté. L’aité
enzymatique est ensuite révélée par addition ddatiféd’Ellman puis mesure de la densité optiqu&ld nm.
Les signaux reportés sur les graphes corresporaaxtsignaux spécifiques (signaux avec Tat comme
compétiteur soustraits des signaux sans Tat).

Comme précédemment, nous n‘avons pas mesuré daugigour les IgGs donc seuls les
résultats obtenus avec le dosage des IgMs sordsemes (Figure 54). Tat 22-57 induit une
réponse humorale qui aboutit a la production d'lgMs&-Tat ce qui signifie que ce domaine
de Tatl01 contient I'ensemble des éléments perntefitde immunisationn vitro. On note
egalement que les signaux obtenus avec Tat 22+ phes faibles que ceux obtenus avec Tat
101. Cela pourrait s’expliquer au moins en partielpdormat du dosage. En effet dans un
cas I'immunisation conduit a la production d’antg®rdirigés contre Tat1l01l et dans l'autre
contre le domaine 22-57 de Tatl0l. Ainsi sur lagpéarecouverte de Tatl0l1l la quantité
d’anticorps pouvant se fixer simultanément poumtié plus importante pour les surnageants
de culture issus de 'immunisation avec Tat101 deqguaduirait a un signal plus élevé.

La mutation des cystéines en sérines au niveau al22%7 conduit a une baisse tres

importante des signaux qui apparaissent méme éofiéria ceux obtenus avec les cellules
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seules (contréle). Les 7 cystéines jouent don®dlenmajeur dans I'induction de la production
des IgMs spécifiques par les lymphocytes B. |l fdidilleurs observer que les signaux
obtenus avec les cellules seules sont particuli@ner@levés pour un contrble expérimental

négatif.

6 Production d’'anticorps anti-Tatl01 par immortalisation

avec un partenaire cellulaire HM

Notre but premier était d’obtenir des anticorps-aat101 et donc d’immortaliser les
lymphocytes B producteurs des ces anticorps. Nesglteds obtenus avec I'immortalisation
via 'EBV ont montré l'instabilité des clones etnfipossibilité d’aboutir a une production
d’anticorps pérenne. Nous avons donc décider derfusr les lymphocytes B, stimulés
vitro, directement avec I'’hétéromylome murin/humain (HMa fusion est réalisée avec les
cellules d’une plague de 24 puits apres immunisativitro (tous positifs pour la production
d’ IgMs spécifiques) et I'hétéromyélome HM. Nous asoobtenus trois hybridomes. Le
faible nombre d’hybridomes obtenu résulte probabl@mdu faible nombre de cellules
présentes et aussi de leur état. En effet, seuleameiton 3,5x1Bcellules ont été récupérées
aprés immunisatiorin vitro alors que 24x10cellules avaient déposées a l'origine. Cette
evolution du nombre de cellule reflete une forte tal@é cellulaire (plus de 85%) en 7 jours.
Afin de disposer d’'un nombre plus important dewudes, il faudrait procéder a 'immunisation
de plusieurs plagues simultanément. Malheureusemantfaible quantité de protéine
ZZTatl01 disponible n’a pas permis d'effectuer umepérience plus large permettant
I'obtention d’'un nombre plus élevé d’hybridomes.

Sur les trois hybridomes obtenus, aprés de nomhesix de criblage, aucun ne s’est révélé
capable de secréter des anticorps IgMs dirigésedmit101.
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CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES
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Au cours de cette étude nous nous sommes intérésage protéine de fusion,
constituée de Tat qui est le transactivateur trgotsannel du virus de I'immunodéficience
humaine de type 1 (VIH-1) et du domaine ZZ capathe lier les fragments Fc des
immunoglobulines de surface. Le choix de ces detntémes découle des propriétés
intéressantes qu’elles semblent présenter poumltimsationin vitro :

- Tat est capable de déclencher des réponses rstide type 1gG et des réponses T en
absence d’adjuvant de maniere spécifique et dogendi@nte
- le domaine ZZ de la protéine A &aphylococcus auremigmente 'immunogénicité des

molécules auxquelles il est fusionné.

Dans un premier temps, le dosage sous un formmatuimenzymatique spécifique de
la protéine Tat, nous a permis de détecter I'alesefgMs et d’'lgGs spécifiques de Tat dans
le plasma des donneurs de sang utilisé. L'absefacgiabrps spécifiguement dirigés contre
Tat est le reflet de I'absence de lymphocytes Bé&éars d’anticorps contre Tat. Différents
marquages réalisés en cytométrie de flux nous ennig de vérifier la qualité des trois
fractions cellulaires utilisés pour I'immunisatiom vitro, PBMCs, PBMCs NK et
lymphocytes B purifiés. Une premiere expériencdisatit la nouvelle molécule cible,
ZZTatl01 dans le protocole d'immunisatiam vitro avec des PBMCs NKa permis de
montrer que ZZTat est capable d’apporter les signaésessaires pour déclencher une
réponse anticorps IgMs spécifique de Tatl01l. Malezement aucune production d’'lgGs
n'a été détectée dans cette expérience. Il fauermgmt noter que cette expérience a été
réalisée plusieurs fois a permis d’observer pardeis faibles signaux pour les IgGs (environ
5% des expériences). Ces résultats aléatoires embrafue le systeme d’'immunisationvitro
pourrait une fois optimisé permettre la sécrétioly@s. Des molécules de costimulation
CD40 et des cytokines IL-21 responsables de la as@aiion isotypique pourraient par
exemple étre ajoutées dans les expériences (Aetral, 1994; Avery et al., 2008; Pene et
al., 2004). D’autres expériences ont permis de nrrogue ZZTat101 est capable d'initier une
réponse anticorps IgMs spécifiques de Tat de madiguivalente sur des PBMCs totaux, des
PBMCs NK et des lymphocytes B purifiés. Les résultats oldesnec les lymphocytes B
purifiés montrent que I'utilisation de ZZTat101 pet une induction de la réponse humorale
en absence de cellules dendritiques et de cytokiegsises dans les autres modéles
d'immunisationsn vitro. Cela suggere un mécanisme d’action de ZZTat1Qymeantigene

T-indépendant.
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Dans un second temps, le mécanisme d’action de ZBTaur la réponse humorale a
été étudié. Nous avons montré que la réponse hilanuegoeut étre initiée que lorsque ZZ est
lié covalemment a Tatl0l1l. En effet la protéine £dls, la protéine Tatl01 seule ou le
mélange ZZ+Tatl01l ne permettent pas d’induire ladpetion d’anticorps spécifiques.
Différentes constructions synthétisées au labaetont permis de mieux cerner le domaine
de Tat impliqué dans déclenchement de la répons®otale. En effet le domaine 22-57
comportant la région Il riche en cystéines, la@édill core et la région IV, riche en acides
aminés basiques, permet a lui seul le déclenchenerit réponse en IgMs spécifiques.
D'autres expériences utilisant ZZTat22-pg37s mutant de ZZTat22-57 incluant la
substitution des cystéines par des sérines, ontipate confirmer que les 7 cystéines jouent
un réle primordial dans le déclenchement de la ré@dmumorale dans la région 22-57. Enfin
nous avons également montré que la capacité deriale Tat aux héparanes sulfates de Tat
est nécessaire pour déclencher une réponse humGesaésultats sont en accord avec ceux
déja décrits par I'équipe de Michel Léonetti dambttérature dans des études réalisgasvo
chez la souris.

Des expériences de fusion entre les cellules ptéselans les puits d’immunisation
vitro sécréteurs d’'IgMs anti-Tat et I'hétéromyélome midmumain HM ont été realisées.
Malheureusement, aucun des trois hybridomes obt&ausonservé la capacité a secréter des
IgMs anti-Tat101.

Afin de vérifier que la protéine de fusion ZZTatl€st un outil présentant des qualités
plus larges pour induire la production d’anticonpwitro contre d’autres antigénes, il faudra
réaliser des immunisations avec de nouvelles preséile fusion du type ZZTatl01l-antigéne
ou ZZTat22-57-antigene.
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Production of human antibodies by "in vitro" immzatiion using a fusion protein containing
the transcriptional transactivator of HIV-1.

Ait Mebarek M., Wijkhuisen, A., Adel-Patient K., Lamourette P., Léonetti M., Volland H.,

Abstract

Antigen-specific activation of human B cells remeis a key step for the production of monoclonal
antibodies. Since thirty years, several approaghere developed in order to improve the process of
lymphocyte activation “in vitro”. In the presentudy, we investigated whether the transcriptional
transactivator (Tat) of the Human Immunodeficientiyus, which possesses numerous biological
activities, is able to trigger antibody secretiohen incubated with human PBMCs. In fact no such
effect was observed when using Tat as a free pratwever, we found a significant IgM antibody
production when Tat is previously fused to a douldenain, called ZZ, derived from protein A of
Staphylococcus aureudhe effect is also observed when the fusion prptealled ZZTat101, is
incubated with purified B cells indicating that thikenomenon does not require T-cell help. Antibody
secretion is observed in absence of cytokinesdteusually used during the vitro immunization
experiments indicating that ZZTat101 provides thlygnals required for the initiation of the immune
response. Antibody secretion is observed using BaZ fhutant,containing only the Tat residues 22 to
57, called ZZTat22-57, indicating that this regisnsufficient to initiate the immune response. In
contrast, the effect is not found with a ZZTat22+hidtant devoid of the seven Tat cysteins located
between residues 22 to 37, demonstrating that tlees@ues play a crucial role in the phenomenon.,
Our results pave the way to the development ofraineritro immunization method based on antigens

associated with ZZTat.
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Introduction

Initially used for detection and diagnosis purpose®noclonal antibodies have rapidly become
important therapeutic tools and are involved in atous medical fields such as cancerology, organs
transplantation, auto-immune diseases. Among tleetap proteins, monoclonal antibodies due to
their affinity and specificity characteristics taklee leadership with more than 30 monoclonal
antibodies currently approved for clinical applioas. The first generation of therapeutic antibsdie
appears in the late 1990s. Starting from murinébadies, chimeric or humanized antibodies were
prepared in order to overcome limitations inducgdcdnogenic antibodies: lack of effector functions,
short serum half-life and immunogenic reactionschifsometimes could cause anaphylactic reactions.
Nowadays a new generation of full human monoclomatibodies appeared thanks to several
approaches (Steinitz, 2009), mainly the phage ajspiethod (Marks et al., 1991; McCafferty et al.,
1990) or transgenic mice with human immunoglobglemes (Jakobovits et al., 1993). On the other
hand, “in vitro” strategies were described involyimuman B lymphocytes further immortalized either
by fusion with either human or heteromyeloma (Kazbioal., 1983), (Adekar et al., 2008a; Dessain et
al., 2004) or using the Epstein Barr (EBV) viruooékor et al., 1982b; Traggiai et al., 2004). Human
B lymphocytes could be obtained from transgenicenvc human donors (infected or vaccinated).
However, transgenic mice technology is quite expenand time consuming, thus affordable by only
few research groups. It is also worth noting tlfiat,many antigens, specific human B lymphocytes
from sensitized donors are not available, thustiimithe number of human monoclonal antibody
produced by this strategy. To overcome this problenvitro immunization was used by different
groups to produce human monoclonal antibodies aga@veral targets: proteins, bacteria, cells (Chin
et al., 1994; Ichikawa et al., 1999; Shim et &0QP).In vitro stimulation of naive lymphocytes by an
antigen in presence of cytokines triggers an immeaseonse (Borrebaeck et al., 1988). Nevertheless,
some authors argued against this technique bechutsepoor yield and reproducibility (Brams et, al.
1993a, b; Uthoff and Bdldicke, 1993). We thus dedidio check if “in vitro” immunization process
involving Tat protein, the transcriptional transeator of the human immunodeficiency virus type 1

(HIV-1) could lead to improved yield.
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The Tat protein was selected due to several bictbgiffects linked to immune response (Albini et al
1998), (Buonaguro et al., 1992), (Fanales-Belasi@le 2002), (Izmailova et al., 2003), further
suggesting that Tat may contribute to the trigggdhthe immune response. Indeed Tat was shown to
raise an immune response in the absence of adj@adzinski et al., 2012; Kittiworakarn et al.,
2006) in mouse and this property could be usedfonan vaccination protocol (Ensoli et al., 2009;
Ferrantelli et al., 2011). Tat can also bind hepawaifate proteoglycans, thus increasing the b

an antigen to stimulate T cells (Léonetti et 201@).

Aiming to transfer the ability of Tat to raise anmaral immune response to other antigens, a
recombinant protein hnamed ZZTat101 (26 kDa) andlinmg Tat and the Ig-binding double domain
ZZ (11 kDa) of the protein A fronstaphyloccocus aureusas designed. It has been shown that
antigens fused to protein A or to the double Igdbig domain of this protein increase

immunogenicity undein vivo conditions (Léonetti et al., 1998).

The present study investigated whether Tat or th€aZl01 fusion protein can trigger am vitro
immune response in human cells and also tried tteibeharacterize the features of the protein

required for this induction.

Materials and methods

PBMC purification

Blood (about 250 ml) from healthy donors (negafiee HIV-1/2, HTLV-I/ll, HCV, HBsAQ) were
obtained from EFS Rungis (Rungis, France). Humatiplperal blood mononuclear cells (PBMC)
were separated by two successive density-gradenitifuigations at 1200 g for 30 min (Histopaque
1077, Sigma Aldrich, St. Louis, MO).Plasma from thenors were isolated and stored at —80°C for
serological analysis. The cells were washed in BESS: Phosphate Buffer Saline: 10 mM potassium

phosphate pH 7.4 and 150 mM sodium chloride) suppteed with 2mM EDTA .
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Cell separation

Isolation of B lymphocytes

B lymphocytes were isolated from PBMC using MACSmbeads according to the manufacturer's
protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Genyp Briefly, 5 1 PBMC were washed in
MACS buffer (PBS supplemented with 2 mM EDTA and&%, BSA) at 4°C.150 pl anti-CD20
microbeads were added (5 pl anti-CD20 microbeadd @eells) and the cells were incubated for 15
min at 4°C. Then, the cells were rinsed, centrifljgand passed through magnetic columns.
Enrichment was assessed by flow cytometry ana({&imva, Millipore, Billerica, MA) using an anti-

human CD19-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch GladbaGkeymany).

Depletion of Natural Killer cells

Natural killer (NK) were depleted from PBMC using A@S microbeads according to the
manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec, BergisGiadbach, Germany). Briefly, 1 1®BMC were
washed in MACS buffer (PBS supplemented with 2 mBPITE and 0,5% BSA) at 4°C. 800 pl anti-
CD56 microbeads were added (80 pl anti-CD20 miaadbeer 10cells) and the cells were incubated
for 15 min at 4°C. Then, the cells were rinsed,tciged, and passed through magnetic columns.
Depletion was assessed by flow cytometry analySisaya, Millipore, Billerica, MA) using an anti-

human CD56-PE (BD Biosciences, United States).

The PBMC, purified B lymphocytes and NK-depletedMRBs were cultured at a 1 A@ells/ml
density of in RPMI-1640 supplemented with 2 mM Ligimine, penicillin (50 Ul/ml), streptomycin

(50 pg/ml), 50 uMs-mercapthoéthanol and 10% heat-inactivated fetahieoserum.
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Antigen preparation

Chemical synthesis of Tat101

Synthesis of Tatl01 was performed using the Fradddutyl strategy on an Applied Biosystems
433A synthesizer. The chemical procedure used @nblrof Fmoc-Asp(OtBu)-PAL-PEG-PS resin, a
10-fold excess of each amino acid, dicyclohexylodiinide/1-hydroxy-7-azabenzotriazole, and
diisopropylethylaminéd-methyl pyrrolidone. Incorporation of GIn54 was foemed twice manually.

Cleavage and deprotection were achieved wusing a turaix of trifluoroacetic

acid/triisopropylsilane/water (9.5/0.25/0.25, vljv/\he crude material was precipitated twice with
cold tert-butyl methyl ether and subsequently dissolved5% laqueous acid. The crude protein was
then purified by HPLC on a Jupiter C4 column. TH#&8) moieties were then removed from the
cysteines using degassed 0.1 M phosphate buffeB.pHcontaining 6 M urea and dithiothreitol (50
eg/Cys). After completion of the Cys deprotectitbie, mixture was acidified to pH 2.2 and purified by

HPLC on a C4 column, and the fully reduced Tatgirst were kept freeze-dried at -20 °C.

The synthesized protein was characterized by s@sstrometry and amino acid analysis.

Genetic construction of ZZ fusion proteins.

2z

The pCP vector (Drevet et al., Protein ExpressiarifP1997, 10, 293-300) is coding for the ZZ

protein.
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ZZTatl101

ZZTat101 was designed using a synthetic sequence encodinf0Irgconsensus sequence as

determined in Kittiworakarn et al., J.B.C. 2006128.05-3115):

GGTACCCATGGAGCCAGTAGATCCGAAACTGGAGCCCTGGAAGCATCCAG

GTAGCCAGCCTAAGACTGCTTGTAACAACTGCTATTGTAAAAAGTGTTGC

TTTCACTGCCAGGTTTGTTTCACCAAAAAAGGCCTGGGCATCTCCTATGG

CCGCAAGAAGCGCCGTCAGCGCCGCCGTGCTCCGCAGGACAGCCAGACTC

ACCAGGTTTCTCTGTCCAAGCAGCCGGCATCCCAGCCCCGCGGTGACCCG

ACTGGCCCGAAGGAATCCAAGAAGAAGGTGGAGCGCGAGACCGAGACTGA

TCCGGTGGATTAGGATCC (Kpnl and BamHI sequences are in italics) and ligated in a
Kpnl/BamHlopened pCP vector (Drevet et al., Protein ExpoasBiurif. 1997, 10, 293-300) coding

for ZZ protein.

ZZTat variants

ZZTat22-57 represents the 22-57 region of Tat1@&duo ZZ.

GGTACCAGCAATAATTCCTATAGCAAAAAAAGCAGCTTTCATAGCCAGG

TGAGCTTTACCAAAAAAGGCCTGGGCATTAGCTATGGCCGTAAAAAACGT

CGTCAGCGTCGTCGTTAASGATCC (Kpnl and BamHI sequences are in italics) ligated in a
Kpnl/BamHlopened pCP vector (Drevet et al., Protein ExpoesBiurif. 1997, 10, 293-300) coding

for ZZ protein.

For both ZZTat101 and ZZTat22-57, a variant inahgda mutation of the 7 cysteine residues into

serine , named ZZTatl1@3,.37sZZTat22-5¢,.37swas designed.
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ZZTatl019

ZZTatl01dcorresponds tan acetylatedZTat101 molecule.

Briefly, ZZTat101 was acetylated with an 81 timesess of acetic anhydride as compared to the
lysine content of the fusion protein. 0,525 mg @TAt101 was resuspended in 0,4 ml of Phosphate
buffer pH 7,5. 4 pL of acetic anhydride were add&fter an incubation of 1 h at room temperature
under stirring the reaction was stopped by addidgnQ Glycine 0,1M in Phosphate buffer pH 7,5.
Then the mixture was desalted using a PD10 colunthazetic acid 0,5M pH 3,d4s eluent. The

fusion protein was kept lyophilized at -20°C.

Fusion protein production and purification

All ZZ fused protein used in this study were progdidn BL21(DE3)plysS and purified on IgG

sepharose column (column IgG sepharose 6Fast flgin0869-02 Amersham).

Flow cytometry analysis

On day 0 and 7 flow cytometry analysis was achideeghalyze different cell membrane markers and
to evaluate the cells purity (day 0) and differatitin (day 7). All flow cytometry staining proceesr
were performed at 4°C in PBS supplemented with 19A.BLG of each subcell population (PBMC,
purified B lymphocytes and NK-depleted PBMC on @agnd only purified B lymphocytes and NK-
depleted PBMC on day 7) were stained 35 min witlirfaunman CD19-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) and with anti-human CD56, amitdn CD40-FITC, anti-human CD80-FITC,
anti-human CD86-FITC and anti-human HLA-DR-FITCI (&bm BD Biosciences, United States)
before washing. Then cells were fixed at room teamoee with 4 % paraformaldehyde for 10 min and

washed before FACS analysis using a Guava threescibbw cytometer.
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)/Platearation

Coating was performed onto 96-well microtiter pka(®axisorp, Nunc,Roskilde, Denmark) with Tat
peptides P1 (1-15), P10 (46-60), P15 (66-80), P685), P18 (86-101), Tatl01 and BSA at 0,1
png/well in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7,8)r@om temperature over night. Plates were
washed once with washing buffer (0.01 M potassitmasphate pH 7.4 containing 0.05% Tween 20)
and saturated with enzyme immunoassay buffer (f0A) M phosphate buffer pH 7.4 containing 0.15
M NaCl, 0.1% bovine serum albumin and 0.01% sodamitle) and stored at 4°C. Before use the

plates were washed three times with washing buffer.

Conjugate antibody preparation

The monoclonal antibodies (mAbs) were linked to toholine Esterase (AChE) using a protocol
previously described. Briefly, F(apfragments were obtained from purified antibodigstrieatment

with pepsin in acidic medium. Fab' fragments wesaimed from F(aly)by reduction in the presence
of 0.02 M 2-mercaptoethylamine and subsequenthyplealito AChE using the heterobifunctional
reagent N-Succinimidyl-4-(N-Maleimidomethyl)-Cyclekane-1-Carboxylate (SMCC) as previously

described (Grassi et al., 1989).

Measurement of acetylcholinesterase activity

Acetylcholinesterase (AChE) activity was measurgdhe method of Ellman (Ellman et al., 1961).
Ellman's medium comprises a mixture of 7.5' M acetylthiocholine iodide (enzyme substrate) and
2.5 10* M 5,5"-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (reat for thiol colorimetric measurement) in

0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Enzymatic activitys expressed in Ellman Units (EU). One EU is
defined as the amount of enzyme producing an aheogbincrease of one unit during 1 min in 1 ml of

medium, for an optical path length of 1 cm and egponds to about 8 ng of enzyme.
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Anti-Tat antibodies detection

The presence of anti-Tat antibodies was analyseplaama of blood donors and in cell culture
supernatants ah vitro immunization. 50 pL of serial dilutions of plasmasupernatant oih vitro
immunization wells were transferred into microtipdates coated with Tat, Tat peptides and BSA with
50ul of EIA buffer or 50 pl of Tat101 (2pug/ml inAbuffer) to assess the specificity of signals.eft
an overnight incubation at 4°C, plates were wagheek times with washing buffer before revealing

the presence of anti-Tat antibodies.

To detect anti-Tat IgMs, 50 pl of rabbit anti-humégM (1pg/ml, Jackson Immunoresearch
Laboratories) were added to the plates and incdbater night at 4°C. After washing, 50 ul at 2,5
UE/ml of a AChE-labeled mouse anti-rabbit Immundgilins was added during 4h at room

temperature.

To detect anti-Tat 1gGs, 50 pl of AChE-labeled noasti-human 1gG (monoclonal antibody from
Meridian Life Science, Cincinnati, United State3)5(UE/ml) were added and incubated over night at
4°C. After three washing cycles, 200 ml of Ellmamnéagent was added and the absorbance was

measured at 414 nm after 1 h and 2h.

In vitro immunization

Thein vitro immunization of PBMC, NK-depleted PBMC and purifiB lymphocytes was performed

in 24-well plates at 1.facells per well in a final volume of 1 ml mediumRRII-1640 supplemented
with 2 mM L-glutamine, penicillin (50 Ul/ml), strépmycin (50 pg/ml), 50 uMs-mercapthoéthanol
and 10% heat-inactivated fetal bovine serum). Tifierdnt cell populations were incubatedvitro in

the presence or absence of ZZTat101, ZZ, Tatl(d aamixture containing ZZ+Tat101, respectively.
50ul of a 200 pg/ml solution of each Ag was incedaby well. At day 3, 50ul of each Ag was added
to the wells, except for the control wells. On dgythe supernatants of the wells were tested by the
ELISA test to detect the specific antibodies praliby the cells. In a second series of experiments,

cells were incubateth vitro with 10 pg/well of different fusion proteins reddt to ZZTat101, i.e.
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ZZTatl019, ZZTat22-51,-37sand ZZTat22-57. The experiments then proceededréabd previous

experiments.

Results

Production of Tatl01l in a free form or fused to lgnbinding domain and investigation of the

transactivating activity.

To investigate Tat ability to trigger the immunepense “in vitro” we selected, a 101 residues Tat
protein, called Tat101, issued from a viral isoldescribed previously (Groenink and al., J Virol.,
1991). This Tatl01 protein was produced as a freeein by peptide synthesis as previously described
(Kittiworakarn et al., 2006). The Tat protein wasoaprepared using molecular biology. For this
purpose, the sequence coding for Tat was fusdtktedgquence coding for a double Ig-binding domain
of protein A fromStaphyloccocus aureusalled ZZ. The resulting fusion protein, calledTat101,
was then expressed i coli.

Next, we compared the transactivating potency a0k and ZZTatl01, since it is known that this
activity can deregulate many genes, and thus indatreating or inhibiting effects. To investigatest
aspect we incubated Hela cells transfected witkasnfid encoding for both HIV-1 LTR and EGFP
(Kittiworakarn et al., 2006) with the free and fdg@oteins, respectively. Then, we examined cellula
fluorescence by FACS and observed that free Tatl0apable to trigger EGFP expression (figure 1).
In contrast, ZZTat101 does not increase the exioress the GFP even for high protein concentration.

Therefore, these results demonstrate that trana#iog activity is lost when Tat101 is fused to ZZ.

Selection of blood devoid of anti-Tat antibodies

Since the present study aims at evaluating Tatbdityao trigger anin vitro immune response for B
lymphocytes naive for this antigen, we selecteddleamples using as a criteria the absence of
antibodies directed against Tat101 in their plasheeevaluate the presence of anti-Tat101 antibodies

serial dilutions of different plasmas were inculdlate microtiter plates coated with either Tat101 or
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BSA, in the presence or absence of a solution gontaan excess of Tat1l01. The interaction between
antibodies and the protein coated into the plate reaealed using anti-lgGs and anti-lgM antibodies
labeled with AChE.

After subtracting the signal observed on controAB®ated plates to that measured on Tat101 coated
plates, no difference was observed between thalsigibtained in absence or presence of Tatl01 as
competitor, whatever the plasma dilution used (Bgl). These results demonstrate the absence of
anti-Tat101 IgM (figure 2A) or IgG (figure 2B) irhé plasma and suggest that the corresponding

blood contains B cells naive for Tat.

Preparation of the different cell subpopulationsifiovitro immunization

The capacity of Tatl01 to induce antibody productweas examined using three different cellular
populations. We used full PBMCs as they includetlad mononuclear cells found “in vivo”. We
selected NK-depleted PBMCs because previous woak® Ishown that immune response is more
effective when PBMCs are beforehand depleted cetloells (Borrebaeck et al., 1987, 1988; Thiele et
al., 1983). Last, we used purified B-lymphocytegider to evaluate the potential of Tat101 to ®igg
antibody production in absence of dendritic cetid &-helper lymphocytes.

NK-depletedPBMCs were recovered from PBMCs as atatimed cells after affinity purification of
the NK cells using anti-CD56 antibodies coated omgnetic beads. The further flow cytometry
analysis (figure 3A) showed that NK cells represambut 10% of the PBMCs before fractionation
while at most 0.42% of NK cells remained after rdffi chromatography, demonstrating a yield of
more than 95% vyield for this depletion step. Thee&ind of process was performed to isolate the B
lymphocytes,. The affinity chromatography step imed anti-CD19 antibodies coated on magnetic
beads that allow to retain and purify specific@iymphocytes. The flow cytometry analysis (figure
3B) showed that B-lymphocytes represent about 15%PBMCs while the percentage of B-

lymphocytes reaches 98% after the magnetic beads rificption.
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In vitro immunization experiments using Tatl01 and ZZTat101

To compare the capacity of Tatl01 free or fusechvidZ to trigger the production of specific
antibodiesn vitro, Tat101, ZZ, ZZTat101 and a mixture of ZZ and Ddtivere compared iim vitro

immunization experiments. Preliminary studies weagied out in presence or absence of IL-2, IL-4

and CpG ODN 2006 (5- TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT- 3pcause several publications
showed positive effect of these two cytokines ahdhe TLR ligand duringn vitro experiments
(Danielsson et al., 1987) (Brams et al., 1993d)ikiowa et al., 1999). However, our results showed
that the cytokine cocktail and CpG did not provadey benefit on immune response against Tat101
(not shown). Therefore all the following experirtenwere carried without cytokines and CpG.
Starting from NK-depleted PBMCs, the supernataatiected after 7 days of incubation at 37°C were
analyzed using ELISA to detect IgM and IgG speaificTat101. As shown in the figure 3A for anti-
Tat101 IgM detection, no signal different from aahtwas observed using the free Tat protein. The
same results were observed when analyzing the kgponse (data not shown). These results
demonstrated that the Tat101 protein failed taatatanyin vitro antibody response. This behavior
changes when Tatl01 is fused with ZZ since a dpelgi signal is observed for the supernatants
resulting from the incubation with ZZTat101. Thigesific signal was not observed using either
Tatl01 mixed with ZZ or ZZ alone, showing that heit ZZ alone, nor the mixture of the two free
proteins were able to trigger a specific IgM antipoesponse. Altogether these results show tHgit on
the covalent association of Tat101 and ZZ may teagh “in vitro” humoral specific response. On the
other hand, whereas anti-Tat IgMs were systematicdiserved in our experiments, the presence of
specific IgGs was found in only, one out of 6 expents (not shown). This suggests that ZZTat101 is
able to initiate the signals required to triggepramary immune response but fails to induce the
isotypic switch.

Similar results were found when the total PBMC fiat was used (figure 3B), indicating that NK
cells do not modify then vitro stimulation provided by ZZTat101l. The same behaviwas also
observed using purified B lymphocytes B (figure 3@pgesting that th& vitro stimulation induced

by ZZTat101 does not requires the presence of dendells and helper T-lymphocytes.
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Determination of the molecular determinant of thsidn protein involved in the induction of the

vitro humoral immune response.

To determine the molecular determinant of the fugimtein involved in the induction of the vitro
humoral immune response, we prepared a series DAtZA1 derivatives. As Tatl01 contains many
lysines which may play a role in numerous biolobi@etivities of the protein, we first attempt to
investigate their role in the "in vitro” immune pemse using a ZZTat101 fusion protein in which we
previously modified its lysines using an excesamlfiydride acetic. We incubated ZZTat101phi and
ZZTatl01 in the presence of PBMCs to compare thbility to trigger the immune response "in
vitro". After 7 days of incubation, we collectedetBupernatants and added them to microtiter wells
previously coated with Tat101. As shown in Figureéhe optical density observed with supernatants
from incubation with ZZTat101phi does not diffeorfn that observed with supernatants from PBMC
incubated in the absence of Ag. In contrast, ardédgerence is found between the supernatants from
incubation with ZZTat101 and those from incubatidgthout Ag. Therefore, these results indicate that
acetylation of ZZTat101 abrogates the ability igger the immune response "in vitro" and indicate
that some lysine residues of the fusion proteirtrgaute to the phenomenon.

To further delineate the molecular determinant im@d in the humoral immune response “in vitro”,
we prepare to ZZ-Tat mutants. The first, called Z2ZPR-57, was selected since we recently showed
that a peptide derived from the 22-57 sequenceabislcapable to raise an antibody response in the
absence of adjuvant in mice indicating that it daitiate the immune response. The second
corresponds to a ZZTat22-57 mutant in which thestaine residues were replaced by serines. This
mutant, called ZZTatlQ},37s was selected since the Tat22-57 region containgsaich region
(residues 22 to 37) which is involved in severaltgfbiological activities, including the capacity
trigger anin vivo immune response in absence of adjuvant (Kittivanalet al., 2006). We incubated
ZZ-Tatl01, ZZTat22-57 and ZZTatlQks7sin the presence of NK-depleted PBMCs to compare
their ability to trigger the immune response "itrae/l. After 7 days of incubation, we collected the
supernatants and added them to microtiter wellgiguely coated with Tatl01l. When compared to
supernatants from ZZTat101 incubation, the supantafrom ZZTat22-57 incubation exhibited a
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reduced IgM production. However this production veignificantly higher than that found for the
control supernatants (Figure 6), indicating that tlagion 22-57 of Tat triggers a significantvitro
immune response. In contrast, no IgM response Wwsereed with supernatants from ZZTatd@ls7)s
incubation indicating that the cysteine-rich regioh Tat101 controls the mechanism iof vitro

immune response.

Discussion

The human peripheral blood cells represent anyeasilessible B lymphocytes source which was used
to develop strategies aiming at the specific atibwaof human B cells (James and Bell, 1987; Lagacé
and Brodeur, 1985; Olsson et al., 1983). The amhes currently described led to variable results
(Brams et al., 1993a, b; Uthoff and Boldicke, 1988Y in this context, the aim of the present study
was to evaluate whether Tat, which exerts seveotbdical activities (Albini et al., 1996a; Albirat

al., 1996b; Ensoli et al., 1994), (Albini et al99B), (Buonaguro et al., 1992), (Fanales-Belasial.et
2002), (Izmailova et al., 2003), might be an appade protein in the field ah vitro immunization.
The first experiments demonstrate that the freeldokbgically active Tat101 molecule is unable to
initiate antibody secretion by PBMCs. This behavwompletely changes when Tat101 is covalently
linked with ZZ, the double Ig-binding domain of pm A from Staphyloccocus aureubdeed, the
fusion protein, ZZTat101, is able to trigger thequiction of antibody against Tat101 when incubated
with PBMCs. Furthermore, the effect is not obsernwben free Tat101 is incubated in the presence of
ZZ indicating that it is not related to bystandéfieets that might be provided by the IgG binding
domain. These data therefore demonstrate that Tatdfin vitro stimulate the immune response
when covalently coupled to ZZ. Moreover, the pheeoan is not related to the main biological
activity of Tat, i.e. its transactivating activitsince we observed that ZZTat101 lacks this agtivit

Our results show that, in the fusion protein, tla¢ Moiety plays a crucial role in the inductiontloé

"in vitro" humoral immune response. Indeed, the ZZR-5¢,.snsmutant, which has a preserved ZZ

domain but is devoid of the seven Tat cysteinesinable to trigger the Ab response. These results
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further indicate that one or more of the Tat cysteicontribute to the phenomenon. Interstingly, the
cysteine-rich region located between residues 2237Fois itself located inside the molecular
determinant controling the effect. Indeed, theigbilf the mutant ZZTat22-57 to trigger the immune
response "in vitro" strongly indicate that thisetetinant is mainly located in the region of Tat52-
During our experiments, we detected the presenspafific anti-Tat101 IgMs whereas specific anti-
Tatl01 IgGs were hardly ever detected. Furthermmes,also observed an IgM secretion using
purified B lymphocytes. These two observationsrgjhy suggest that the fusion protein activates B
cells according to a T-independent mechanism. fi@ishanism may be related both to the interaction
with the immunoglobulins expressed at the B lymptes surface and to the oligomerization
properties of Tat mediated by its cysteine residi§gtiworakarn, JBC) since we found that the
ZZTat22-5¢,-37s Which is devoid of Tat cysteines, is not capableaise an immune response “in
vitro”. Thus, binding to immunoglobulins and theopess of Tat oligomerization would lead to Ig
capping, B-cell activation and Ab secretion. As @h bind to monomorphic sites of Abs (Léonetti,
JI, 1998) while the Tat B-cell epitopes can be geized by specific Abs we postulate a scenario in
which two populations of B lymphocytes might beiatied. The first population expresses Ig that can
be bound to ZZ, thus leading to a non-specific glolyal antibody secretion. The second corresponds
to B lymphocytes recognizing Tat and thus producirgpecific anti-Tat Ab polyclonal response. This
population might also contains cell expressingpgcific of Tat and capable to be bound by ZZ. Our
results support such a scenario since among thedigfected, a high proportion appears not directed
against Tat.

The fusion protein ZZTat triggers the immune reggousing PBMCs without adding cytokines and
without depleting cellular populations able to reglthe immune response (Borrebaeck, 1988) such as
NK cells (Thiele et al., 1983),(Borrebaeck et 4B87). All these results using ZZTat101 leads to a
simplification of thein vitro immunization procedures. Moreover since the gerststem developed
for producing ZZTat101 allows producing one or salvantigens in tandem (Kjerrulf M, Léwenadler
B, Svanholm C, Lycke N. Mol Immunol. 1997 Jun;34(8599-608), it could thus appear as an useful
tool for expressing other proteins linked to ZZTatorder to provide to these newly incorporated
antigens anin vitro stimulating capacity. The future experiments wéValuate this aspect.
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Furthermore, they will be focused on the possipitib trigger an isotypic switch leading to the

production of specific IgGs.
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FIGURE 1: The transactivating activity is abolishedwhen Tat is coupled to ZZ. A: A Hela cell
line stably transfected with a plasmid coding for he LTR sequence of HIV-1 and for the
sequence of EGFP was incubated with either TatlOhr ZZTat101. After a 45-h incubation

period, EGFP expression was examined using FACS dgais
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Figure2: Measurement of specific Ab anti-Tatl01 befre in vitro immunization of human
PBMCs.

A : IgM anti-Tatl01 Ab response in individual plesraf blood donors (EFS Rungis, France). Anti-
IgM response was assessed by enzyme immunoassey.diations of the plasma were incubated on
plates coated with Tatl01 in presence or not of0hatas a competitor (2 pg/ml final concentration)
for 1 night at 4°C.

B : IgG anti-Tatl01 Ab response in individual plaswf blood donors (EFS Rungis, France). Anti-
IgG response was assessed by enzyme immunoassiay ddeations of the plasma were incubated on

plates coated with Tat101 in presence or not ot@hias a competitor (2 pg/ml final concentration)
199



for 1 night at 4°C. After three washing cycles, 2@0 of Ellman’s reagent was added and the

absorbance was measured at 414 nm after 1h.
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Figure 3: Cell population purity revealed by flow g/tometry.
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A : PBMCs and the fraction of PBMCs depleted ofuyal Killer were incubated with an anti-human

CD56 labelling with Phycoerythrin PE (pink histogra As control PBMCs and the fraction of

PBMCs depleted of Natural Killer alone receivedami-human CD56 labelling with Phycoerythrin

PE (black histogram).

B : PBMCs, the fraction of PBMCs depleted of Nakadler and the B purified lymphocytes were

incubated with an anti-human CD19 labelling withy&berythrin PE (pink histogram). As control
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PBMCs, the fraction of PBMCs depleted of Naturalldtiand the B purified lymphocytes alone

received no anti-human CD19 labelling with Phycdeny PE (black histogram).
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Figure 4: Effect of ZZTat101 on IgM antibody resporse.
6 6
Anti-Tat101 Ab response of PBMCs NK- (1xtells per well) (B), PBMCs (1x16ells per well) (B)

6
and B purified lymphocytes (1x1dells per well) (C) after immunization by the fusigrotein

ZZTat101 (10 pg/ml final concentration) or its camnpnts : ZZ, Tatl01, or a mixture of ZZ and
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Tat101 (10 pug/ml final concentration). After a bbasday three and seven days of immunization, the
presence of specific IgM anti-Tat101 Abs in purd sapernatant culture was assessed by enzyme
immunoassay in presence or not of Tatl01 as a ditop@ g/ml). After three washing cycles, 200

ml of Ellman’s reagent was added and the absorbams=measured at 414 nm after 2h. Specific

signal corresponds to the signal in presence of(Olatsubstracted from the signal in absence of

Tat101.
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Figure 5: The role of the ability of Tat101 to bindheparan sulfate on IgM response.

After a boost at day three and seven days of impatioin by the complete fusion protein ZZTat101 or
ZZTatl019 corresponding to ZZTat101 without theligbto bind heparan sulfate on PBMCs NK
and B purified lymphocytes, the presence of sped¢gM anti-Tatl01 Abs in pure cell supernatant
culture was assessed by enzyme immunoassay impeese not of Tat1l01 as a competitor (2 pg/ml).
After three washing cycles, 200 ml of Ellman’s reaigwas added and the absorbance was measured
at 414 nm after 2h. Specific signal correspondhéosignal in presence of Tatl01 substracted from

the signal in absence of Tat101 of two differergeskments are shown.
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Figure 6: The region 22 to 57 of Tat101 suffices tmitiate the IgM immune response through its
seven cysteines.

After a boost at day three and seven days of impation on PBMCs NKby the fusion protein
ZZTat101, or its different form : ZZTat22-57 inckdl the core and the cysteine region , ZZTat22-

57C(22_37)Scorresponding to ZZTat22-57 with 7 cysteines nattdh serines, the presence of specific

IgM anti-Tat101 Abs in pure cell supernatant cudtwas assessed by enzyme immunoassay in
presence or not of Tatl01 as a competitor (2 pgikiter three washing cycles, 200 ml of Ellman’s
reagent was added and the absorbance was measdredl mam after 2h. Specific signal corresponds

to the signal in presence of Tat101 substractad tree signal in absence of Tat101.
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Les anticorps, produits en réponse a la présenoa dgent du non-soi dans
I'organisme, se sont révélés étre des outils reuznigs en médecine, pour traiter différentes
maladies. En effet, des années de recherche ontigpale modifier et d’améliorer ces
molécules en faisant d’elles d’excellentes candsldhérapeutiques. Leur grande spécificité
et affinité en font des outils bien adaptés powdaceérologie et la neutralisation des toxines.
Aujourd’hui, plusieurs formes d’anticorps thérapgués sont disponibles : les anticorps
murins, les anticorps chimériques, les anticorpsndnisés et les anticorps totalement
humains. En raison de l'absence d'effets seconslgmevoqués a leur administration a
'Homme, les anticorps totalement humains sembére le meilleur candidat pour cette

application.

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommesss#éra produire des anticorps
humains suivant deux approches basées sur la tehdiimmortalisation virale par le virus
Epstein-Barr (EBV) couplée ou non a une immortétisacellulaire avec un partenaire de
type myélome. La premiere approche utilisait despljocytes B mémoires du sang
périphérique isolés a partir d’'un donneur qui a é&técontact avec I'entérotoxine B de
Staphylococcus aureUSEB). La seconde stratégie impliquait I'immun@atin vitro des
lymphocytes naifs de sang périphérique contre la¢olotulique A et contre la protéine Tat
du virus de 'immunodéficience humaine VIH-1. L’énttoxine B deStaphylococcus aureus
(SEB) et la toxine botulique A font partie des agee la menace bioterroriste classeés par le

CDC respectivement en catégorie B et A.

L'utilisation des lymphocytes B mémoires et l'imrtadisation virale par le virus
Epstein-Barr a permis I'obtention de 6 puits coaténdes lymphocytes B immortalisés
sécréteurs d’'lgGs anti-SEB. Afin de stabiliser Ieoduction d’'lgGs anti-SEB par les
lymphocytes B mémoires, nous avons choisi d’ajouter étape d’'immortalisation cellulaire
a 'immortalisation virale. De nombreux partenaicediulaires, dans différentes conditions de
culture furent testés. Malgré les difficultés, rtenaire de fusion cellulaire le plus adapté,
I'hétéromyélome HM, fut sélectionné et un hybridosécréteur d’'lgGs anti-SEB a été
obtenu. Malheureusement, cet hybridome a perdapacité a sécréter des IgGs anti-SEB au

cours du temps.
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L'utilisation de lymphocytes naifs extraits de sgmgriphérique pour produire des
anticorps a été possible grace a I'immunisatiomitro. Nous avons réussi a mettre au point
deux protocoles d'immunisatian vitro:

- Elimination des Natural Killer des PBMCs (PBMEK") et stimulation par des cytokines
et 'antigéne

- Coculture de monocytes maturés en cellules diquaies et de cellules lymphocytaires en
présence de l'antigéne.

Ces deux protocoles ont permis la production d’Igifs-toxine botulique A. Le protocole
élimination des Natural Killer des PBMCs et stinida par des cytokines s’est révélé le plus
efficace et le plus rapide. L'immortalisation panirus Epstein-Barr a permis d’isoler 7 puits
comportant des lymphocytes immortalisés sécrétast ateicorps IgMs dirigés contre la
toxine botulique A. Afin d’obtenir des IgGs, despéxriences de restimulation ou de boosts a
différents temps et des expériences de mutatiompagent mutagene, I'acridine orange, ont
été menées. Malheureusement ces expériences raeniggmis le passage d’'lgMs vers des
lgGs. D’autre part, 'immortalisation cellulaire ev I'’hétéromyélome HM n’a pas donné

d’hybridomes stables sécrétant des anticorps axitiv botulique A.

Nous avons également utilisé le protocole d’imraation in vitro PBMCs NK
comportant une stimulation par des cytokines pawrbtéine de fusion ZZTat101. Ce choix
d’antigene fut motivé par le fait que Tat et ZZ g@étent des propriétés intéressantes pour
immunisationin vitro :

- Tat est capable de déclencher des réponses mgstide type Thl IgG et des réponses T en
absence d’adjuvant de maniere spécifique et dgsend@nte

- le domaine ZZ de la protéine A &aphylococcus aurewmigmente 'immunogénicité des
molécules auxquelles il est fusionné.

A partir de cette protéine de fusion, nous avonerab des anticorps IgMs anti-Tat aprés 7
jours d’'immunisationsin vitro en utilisant différentes populations de celluld8BMCs,
PBMCs NK et lymphocytes B purifiés. Ces résultats montigue ZZTat1l01 est capable
d’induire une réponse humorale en I'absence deileslldendritiques et de lymphocytes T.
Par contre aucune des expériences menées au cargelétude ne nous a permis de mettre
en évidence la production d’lgGs anti-Tat signifiva. La suite du travail a consisté a étudier
le mécanisme d’action de la protéine Tat dans femutation «in vitro » de PBMCs, de
PBMCs sans Natural Killer et de lymphocytes B pésif Dans une premiére étude, nous

avons comparé l'effet de la protéine compléte ZZUatet de ses deux composants, ZZ et
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Tat, pris individuellement ou mélangés sur la paiidun d’immunoglobulines. Cette étude a

montré que pour obtenir des anticorps, ZZ doit B&eessairement lié de facon covalente a
Tat. Par la suite, nous avons montré que les Biogst du domaine 22-57 de Tat ainsi que la
capacité a lier les héparanes sulfates de Tatnétaelispensables et suffisantes pour
déclencher la production d’anticorps.

A travers cette étude, nous avons produit des@pt totalement humains et montré
comme largement débattu dans la littérature scigmg, que la production et la stabilisation
de telles molécules étaient tres difficiles. Cemandl’intérét de I'immunisatiom vitro pour
obtenir des anticorps contre des cibles pour Idkguie n’existe pas de donneurs infectés ou
immunisés demeure et une approche impliquant ZOMatbmme outil semble dans ce cadre
tres prometteuse pour I'avenir. Il conviendrait gerticulier d’évaluer rapidement si une
protéine de fusion tripartite dérivéee de ZZTatlQil cemportant une cible protéique
supplémentaire fournit des résultats similairegretparticulier des anticorps (IgM et 1gG)

dirigés contre la cible.
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NOUVELLES APPROCHES METHODOLOGIQUES POUR L'OBTENTIO N D'ANTICORPS

HUMAINS MONOCLONAUX
Les anticorps monoclonaux représentent aujourdinuoutil de choix en thérapeutique et en diagnokts anticorps thérapeutiques sont
des biomédicaments en plein essor depuis les arrg¥&s et représentent 10% du marché des produ#iBmalteutiques. Les anticorps
monoclonaux sont utilisés dans divers domaines cagrtérologie, pour lutter contre les maladies -&mtounes ou en infectiologie. Le
nombre des anticorps monoclonaux en développengecesse d'augmenter. Les premiers anticorps mamaioutilisés en thérapie étaient
d’origine murine et leur administration & 'Hommst esusceptible de déclencher des effets second@iseesiouveaux anticorps visant a
limiter voir faire disparaitre ces effets indésiembtels que d’'abord les anticorps chimériquess fes anticorps humanisés et enfin les
anticorps totalement humains ont été développémiRas anticorps, les anticorps totalement humsams théoriquement « transparents »
pour le systéme immunitaire. 9 anticorps totalenhembains sont actuellement sur le marché et d'aswat en cours de développement. Le
phage display, les souris transgéniques et I'atitid de lymphocytes B humains sont les trois &gias mises en ceuvre pour produire des
anticorps totalement humains. La majorité des ami& humains existant sur le marché sont issus tdigep display et des souris
transgéniques. L'utilisation des lymphocytes B himsapeu étudiée a cause d’'un faible rendemenrg grablémes de stabilité, a connu ces
derniéres années un regain d'intérét grace a l'irtatisation virale par le virus Epstein-Barr eeadécouverte de myélomes humains. Dans
ce contexte, I'objectif de mon projet de théseéd@production d’anticorps monoclonaux humainagimpde lymphocytes B humains.
Pour ce faire, deux approches basées sur I'imngatadn virale par le virus Epstein-Barr coupléenmn & une immortalisation cellulaire
par des myélomes ont été mises en ceuvre. La peemproche utilise des lymphocytes B mémoires ssdi sang périphérique de
donneurs infectés ou vaccinés. L'entérotoxine BStiphylococcus aureuUSEB) a été utilisée comme modeéle. La transfomnatdes
lymphocytes B mémoires par le virus Epstein-Bapeemis la génération de 6 lignées de lymphocytasrBortalisés produisant des IgGs
anti-SEB. Aprées différentes tentatives d'immortatien cellulaire avec des myélomes murins, I'imralisation avec un hétéromyélome
humain-murin HM a permis d’obtenir un hybridomei malheureusement perdu sa capacité de producig@santi-SEB.
La deuxiéme approche implique une immunisatiowitro de lymphocytes B naifs extraits de sang périphériCette stratégie pourrait
permettre la production d’anticorps humains comtes antigenes pour lesquels il n'existe pas de elosninfectés ou vaccinés. Deux
modeéles, le peptide N-terminal de la neurotoxinge&lostridium BotuliniumA (BoNT/A) et la protéine de fusion ZZTat101, cooniant le
domaine ZZ deStaphylococcus aured covalemment a la protéine transactivatrice dlatvirus de 'immunodéficience humaine VIH-1,
ont été employés. Les monocytes, les lymphocytes IBmphocytes T CD4 ont été isolés apres dépléamNatural Killer NK et utilisés
pour mettre en place deux systémes d’'immunisatioritro efficaces.Nous avons réussi a obtenir des IgMs dirigés cdatreeurotoxine
Clostridium BotuliniumA, ainsi que des IgMs (et peut-étre des IgGspégicontre la protéine Tat. L'immortalisation pastein-Barr, nous
a permis d'isoler 7 lignées de lymphocytes imméséal sécrétant des anticorps IgMs anti-TBA-Nter &ims1 Malheureusement apres
l'immortalisation avec I'nétéromyélome humain-muHM, aucun hybridome sécréteur d’anticorps dirigéstreClostridium BotuliniumA
ou Tat n'a pu étre obten@es résultats confirment les problémes de rendefaéie et de perte de capacité de sécrétion eiccaps
rapportés par la littérature. L'immunisationvitro produisant essentiellement des IgMs, la possitddyction d’lgGs aprés stimulation par
la protéine ZZTat101 se révele un résultat trésrgssant. Nous avons montré que la productionid@aps par ZZTat101 impliquait les 7
cystéines, la région 22-57 et la liaison aux hémesasulfates de Tat. Les résultats obtenus ave@atZAT nécessitent d’étre confirmés et
approfondis. Il faudra évaluer la capacité de femsle la production en anticorps de ZZTat101 auttes antigenes ce qui ferait de
ZZTat101 un outil trés intéressant pour 'immunisain vitro et pour la vaccinologie.

NEW METHODS TO PRODUCE HUMAN MONOCLONAL ANTIBODIES
The number of monoclonal antibodies used as drumder clinical investigation increases rapidlyeThist murine monoclonal antibodies
(mAbs) used in therapy induces human anti-mouséaties (HAMAs) when administered to patients. Su¢dAMAs hamper the
therapeutic efficacyf mAbs and induceside effects. To limit these effects, new antibedieere developed during the, last 30 years.
Chimeric, humanized and fully human antibodies wergineered. The use of human monoclonal antibqtiéss) appears ideal to solve
the problem of HAMAs. Nowadays 9 fully human anties are available and others are evaluated iicalitrials or currently investigated
in research labs. Three methods exist to produlte Human antibodies: the phage display, the tranggmice and the use of human B
lymphocytes. The majority of fully human antibodresulted from the phage display and the transgeiie methods. The use of human B
lymphocytes is less investigated due to a poodyéld stability problems. These last years, the antatization process, thanks to the
involvement of the Epstein-Barr virus and human lmys, induced a rise of interest for human B lympjtes. In this context we decided
to develop fully human monoclonal antibodies udinghan B lymphocytes through immortalization using Epstein-Barr virus followed or
not by an immortalization with a human/mouse hetgreloma HM. The first approach is based on hAbsipeton from peripheral blood
memory B lymphocytes isolated from infected or vaated donors. Th8taphylococcuaureusenterotoxine RSEB) was used as a model.
Memory B lymphocytes were purified and culturedtire presence of Epstein-Barr virus (EBV). The tfamsation of memory B
lymphocytes by EBV allowed the generation of imratized B lymphocytes lines producing IgGs antibedirected against SEB. We
succeeded in isolating 6 EBV-immortalized memorylyBiphocytes lines secreting anti-SEB IgGs antibedigfter many attempts to
immortalize EBV immortalized memory B lymphocyteimels secreting anti-SEB antibodies with myeloma fhsion of a EBV
immortalized memory B lymphocytes with the humanis® heteromyeloma HM led to an hybridoma. Unforteiyathis hybridoma has
rapidly lost its capacity to secrete d’'lgGs antiBSHn the second approach the hAbs production ispthein vitro immunization of
peripheral blood naive lymphocytes. This strategyla allow the hAbs production against antigensvitiich no infected or vaccinated
donors may be available. Ti@ostridium Botulinurmeurotoxin A (BoNT/A), the most powerful toxin, cits N-terminal peptide (TBA-
Nter) or the fusion protein ZZTat101 wassed as models. ZZTat101 is a fusion between thddafdain ofStaphylococcus aurewd the
Tat protein of the human immunodeficiency virus HIVMonocytes, B lymphocytes and T lymphocytes weotated from human PBMC
depleted of Natural killer. These cells were tdolslevelop efficientn vitro immunization protocols. IgMs directed against FRFer and
also IgMs (and possibly 1gGs) directed against Wate obtained. The use of the Epstein-Barr virguiéed 7 EBV immortalized lines
secreting anti-TBA-Nter IgMs antibodies. Unfortuglgt after fusion with the heteromyeloma HM no hglbma was isolated against TBA-
Nter and Tat. The ZZTat101 mechanism involved omdwal response was studied, showing that the 2icyst, the region 22-57 and the
ability of Tat to bind heparane sulfate are neagssatrigger the humoral response.
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