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PREAMBULE

Le cancer est une cause majeure de déces a travers le monde. Le terme
générique de « cancer » regroupe un ensemble de pathologies caractérisées par la
prolifération incontrélée de cellules au sein de I'organisme. La transformation d’'une
cellule normale en cellule tumorale se traduit en général par des altérations des
systemes de réparation de 'ADN ou d’une perte de contréle du cycle cellulaire. En
2012, 355 000 nouveaux cas ont été diagnostiqués et le nombre de décés par cancer
a été estimé a 148 000 en France (données de I'Institut de Veille Sanitaire). Le nombre
de nouveaux cas ne cesse de progresser et il est primordial de poursuivre I'important
effort de recherche qui est actuellement mis en ceuvre pour décrypter les mécanismes
de cancérogenése et améliorer le diagnostic ainsi que les traitements.

Les anticorps monoclonaux jouent un role clef dans le domaine du diagnostic,
de la recherche fondamentale et de la thérapie anti-cancéreuse en particulier avec
'avenement des anticorps thérapeutiques. Grace a leur haute spécificité de liaison et
leur affinité pour I'épitope reconnu, ce sont des molécules de choix pour le traitement
standard de nombreuses formes de cancers, aussi bien en monothérapie qu’en
association avec des petites molécules chimiques utilisées dans le cadre d’une
chimiothérapie. L’application des anticorps thérapeutiques est a ce jour restreinte au
compartiment extracellulaire a cause de leur taille trop importante qui les empéche de
traverser la membrane cellulaire.

La plupart des cibles thérapeutiques du cancer sont pourtant situées dans le
milieu intracellulaire, comme par exemple des oncoprotéines impliquées dans la
cancérogenése ou des facteurs non oncogénes qui favorisent la croissance et le
maintien des cellules cancéreuses. |l serait profitable de pouvoir exploiter les
propriétés des anticorps dans les cellules pour étudier et perturber l'activité de ces
cibles thérapeutiques. Néanmoins, [utilisation des anticorps dans le milieu
intracellulaire constitue un véritable challenge notamment a cause de la membrane
cellulaire et de I'environnement réducteur du cytoplasme. Ce manuscrit décrit les
travaux réalisés au cours de cette thése dans le cadre de la vectorisation d’anticorps
et de I'expression intracellulaire de fragments d’anticorps. Les résultats obtenus ont
assuréement ouvert de nouvelles perspectives pour 'immuno-intervention et I'imagerie

intracellulaires.
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INTRODUCTION

1. Les anticorps et les différents formats d’anticorps

1.1.Structure générale et propriétés des anticorps

Les anticorps sont des glycoprotéines appartenant a la famille des
immunoglobulines (lg). lls sont sécrétés par des cellules B différenciées, les
plasmocytes, afin de détecter et neutraliser spécifiguement des éléments étrangers de
'organisme. Par définition, une immunoglobuline est qualifiée d’anticorps lorsqu’elle
rencontre un antigéne lors d’'une réaction immunitaire. Les protéines de la famille des
immunoglobulines partagent plusieurs domaines structuraux caractéristiques et
notamment le « domaine immunoglobuline » constitué de 70 a 130 acides aminés
formant deux feuillets 8 antiparalléles superposés et stabilisés par des ponts disulfures
entre des cystéines trés conservées (Williams & Barclay, 1988). Chaque anticorps est
formé de deux chaines lourdes identiques (H pour « Heavy ») et de deux chaines
légeres (L pour « Light »). Classiquement, chaque chaine lourde est formée de quatre
ou cing domaines et chaque chaine légere présente deux domaines.

On distingue cinq classes d'immunoglobulines chez 'lHomme :lesIgA, D, E, G
et M (Tableau 1). La classe d’une Ig est déterminée par son type de chaine lourde a,
0, €, y ou 4. Comme il existe plusieurs types de chaines lourdes a (a1 et 2) ety (y1 a
v4), les IgA et les IgG se répartissent également en sous-classes IgA1, IgA2, et IgG1
a lgG4. Ainsi, les neuf chaines lourdes différentes définissent les neuf classes et sous-
classes (également appelées isotypes) des immunoglobulines humaines.

Dans les sections suivantes, seules les immunoglobulines de classe G seront
présentées. Elles constituent la quasi-totalité des anticorps actuellement utilisés aussi
bien pour des applications thérapeutiques, que dans le domaine du diagnostic et de la

recherche fondamentale.
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Tableau 1. Propriétés des immunoglobulines humaines.
Sous- Conc. sérum Sites de il g .
Classe classe T Ch MM (kDa) liaison Propriétés biologiques
Activation du complément,
cytotoxicité cellulaire
l9G 4 12 150 2 dépendante des anticorps
(ADCC)
Activation du complément, Ig
M i ! 900 10 de surface des cellules B
IgA 2 2 (160)n 2,4,6 Secrétoire
IgD - 0,03 180 2 Ig de surface des cellules B
IgE - 0,003 200 2 Médiation de I'allergie

1.1.1. La structure des anticorps

L’immunoglobuline G est généralement utilisée comme modéle pour décrire la
structure générale des anticorps. Les IgG forment la classe prédominante des
immunoglobulines et sont essentiellement présentes dans le sérum (environ 80% des
Ig circulantes). Les quatre sous-classes d’lgG different principalement au niveau
structural et sur le nombre et la position des ponts disulfures qui relient les chaines
lourdes et Iégéres. Chaque chaine lourde posséde trois domaines constants Cn1, Ch2
et Cu3 (Constant Heavy-chain domain) et un domaine variable V+ (Variable Heavy-
chain domain) pour une masse moléculaire d’environ 50 kDa. La chaine légéere est
formée d’'un domaine constant CL (Constant Light-chain domain) et d’'un domaine
variable VL (Variable Light-chain domain) pour une masse moléculaire d’environ 25
kDa. Une IgG présente donc une masse moyenne de 150 kDa et la combinaison des
quatre chaines aboutit a une structure tridimensionnelle en forme de « Y » (Figure 1).

Les domaines variables VH et VL constituent le fragment variable (Fv) dont la
fonction est de lier I'antigéne via les boucles hypervariables CDR (Complementary
Determining Region). Chaque domaine variable contient trois régions hypervariables
CDR (CDR1, CDR2 et CDR3) formées de cing a 15 acides aminés et situées entre
des régions charpentes ou « framework » (FR). L’ensemble des boucles CDR du
fragment Fv forment le site de liaison a I'antigéne ou paratope. Les séquences des
régions hypervariables sont trés peu conservées, ce qui fait que I'organisation spatiale
du paratope de chaque anticorps est unique. La région liée par le paratope au niveau

de I'antigéne est appelée épitope (Schroeder & Cavacini, 2010).
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Figure 1. Représentation d’une immunoglobuline G. (A) Structure tridimensionnelle d’'une 1gG2.
L’anticorps est formé de deux chaines lourdes et deux chaines légeres. Le fragment Fv constitue le
site de reconnaissance de I'antigéne via les deux domaines variables d’une chaine lourde et d’'une
chaine légere (Vu et VL). Les deux premiers domaines au niveau de I'extrémité amino-terminale de
la chaine lourde (VH et CH1) sont liés a la chaine légere par un pont disulfure formant ainsi le fragment
Fab (Fragment antigen-binding). Le fragment Fc (Fragment crystallizable) est le support des
propriétés biologiques de I'lgG dont notamment sa capacité a étre reconnue par les effecteurs de
limmunité. Il est constitué des domaines constants Ch2 et CH3. (Adapté de Harris et al., 1997 ; code
d’accession PDB : 1IGT). (B) Représentation schématique d’'une IgG. Des ponts disulfures relient
les domaines globulaires de chaque chaine ainsi que les chaines lourdes et Iégéres entre elles.

1.1.2. La diversité des anticorps

1.1.2.1. La recombinaison VDJ

Une grande diversité d'immunoglobulines est nécessaire afin de reconnaitre
limmense variété d’antigenes. La recombinaison VDJ (génes Variable, de Diversité et
de Jonction) est un mécanisme de recombinaison de 'ADN qui permet de générer
cette diversité. Chaque cellule B n’exprime qu’un seul type d’lg a sa surface. Les
chaines lourdes et Iégéres des Ig sont codées par plusieurs genes exprimés dans les
cellules B (VDJ pour la chaine lourde, VJ pour la chaine Iégére). Ces génes sont
assemblés par réarrangement combinatoire de fragments d’ADN pour former des
séquences codant pour chaque chaine des immunoglobulines (Figure 2 ; Janeway et
al., 2001). Ce mécanisme est catalysé par les ADN recombinases RAG1 et RAG2
(Recombination Activating Gene). Il existe 50 séquences V, 27 séquences D et 6
séquences J pour la chaine lourde ; 40 séquences V et 5 séquences J pour la chaine
légére. De plus, des mutations sont introduites au cours du mécanisme de

recombinaison ce qui accroit le nombre de réarrangements possibles.
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Figure 2. Réarrangement VDJ d’une chaine lourde d’un anticorps. Les génes VDJ sont en
configuration germinale, c’est-a-dire non fonctionnels car éloignés les uns des autres sur les
chromosomes. Une séquence J est fusionnée a une séquence D. Puis le fragment combiné DJ est
lié a une séquence V. Le géne de I'anticorps ainsi recombiné est transcrit avec la région constante
qui est ajoutée par épissage. Les chaines lourdes et |égéres sont assemblées en Ig fonctionnelles.
(Adapté de Janeway et al., 2001).

La recombinaison VDJ a lieu au cours de la maturation des lymphocytes B dans
la moelle osseuse. Elle permet de créer un répertoire primaire d’anticorps dont certains
seront capables de se lier a un antigéne. Cependant, les Ig de ce répertoire ne se lient
pas a un antigéne avec une grande affinité et elles sont toutes du méme isotype IgM.
Il existe également deux autres mécanismes qui augmentent la diversité du répertoire
d’anticorps aprés la recombinaison VDJ. L’hypermutation somatique (« Somatic
HyperMutation » ; SHM) et la commutation isotypique (« Class-Switch
Recombination » ; CSR) sont deux processus de mutagenése intervenant aprés la
rencontre entre une immunoglobuline présentée par une cellule B et un antigene. lls
se déroulent dans les centres germinatifs des organes lymphoides secondaires qui
sont les lieux de rencontre entre des antigénes et les cellules de I'immunité. La SHM
permet d’améliorer 'affinité d’'un anticorps et la CSR de remplacer la région constante

d’'une Ig pour modifier sa fonction et ses propriétés biologiques (Figure 3).
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Figure 3. Maturation et activation d’un lymphocyte B. (A) Le lymphocyte B est maturé et les
génes VDJ sont réarrangés dans la moelle osseuse. La cellule mature gagne un centre germinatif
au sein d’'un organe lymphoide secondaire ou elle va étre activée et potentiellement se différencier.
(B) Aprés prolifération clonale, les lymphocytes B dont les immunoglobulines de surface présentent
la meilleure affinité pour I'antigéne présenté par les cellules dendritiques vont étre sélectionnés (les
autres meurent par apoptose). Les cellules sélectionnées positivement quittent le centre germinatif
sous forme de plasmocytes producteurs d’anticorps ou de lymphocytes B mémoire.

1.1.2.2. L’hypermutation somatique

La nature a mis au point un systéme trés élaboré et original pour améliorer au
cours du temps I'affinité des anticorps aprés le réarrangement qui conduit a la diversité
et l'unicité des séquences variables. Il s’agit du phénoméne d’hypermutation
somatique qui a lieu principalement dans les centres germinatifs des ganglions
lymphatiques, a la suite du premier contact avec I'antigéne. De nombreuses études
visant a élucider les mécanismes moléculaires de la SHM ont permis de montrer que
cette mutagenése est induite par I'enzyme AID (Activation-Induced cytidine
Deaminase ; Muramatsu et al.,, 1999). AID catalyse la désamination d’une base
nucléotidique, la cytosine (C), en uracile (U) au niveau du locus des génes variables
des immunoglobulines. Exprimée exclusivement au niveau des lymphocytes B
localisés dans les centres germinatifs, elle cible les cytosines sur 'ADN simple brin
généré au cours de la transcription (Sohail, 2003). Les transitions de cytosine en
thymine (T) qui résultent de I'action d’AID sont liées aux propriétés codantes de

l'uracile (appariement spécifique avec I'adénine). Cette enzyme cible trés souvent les
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cytosines situées dans le motif WRCY (W=AouT,R=AouG,etY=CouT)ouson
complément RGYW : ce type de séquence est notamment appelé point chaud de
mutagenése ou « hotspot » (Teng & Papavasiliou, 2007).

Mais l'activité enzymatique d’AID ne suffit pas a elle seule a expliquer la
mutagenése qui a été observée au niveau des parties variables des génes des
immunoglobulines. En effet, 'apparition d’'un U est un événement assez courant dans
'ADN et ce sont des uraciles glycosylases (UDG) qui sont a la clé de la
reconnaissance et de I'élimination de cette base dans I'ADN. Dans le procédé
d’hypermutation somatique, les mésappariements résultant de I'action d’AlID ne sont
pas répares et des mutations dans les paires de bases A:T sont également observées.
Ceci est notamment di au systéme de réparation des mésappariements ou MMR
(MisMatch Repair) qui va étre « détourné » au cours de la SHM pour créer des
mutations au niveau des parties variables des anticorps qui sont activement
transcrites, en complément d’AID (Figure 4; Seki et al., 2005).

Dans les ganglions lymphatiques, les protéines MSH2 et MSH6 (MutS Homolog
2 et 6) forment un complexe et initient le mécanisme de MMR en reconnaissant les
mésappariements U:G. Ce complexe va ensuite recruter TADN polymérase n qui en
temps normal n’intervient pas dans ce systeme de réparation. L’ADN polymérase n
appartient a la famille des ADN polymérases translésionnelles qui permettent le
franchissement des lésions de I'’ADN bloquant la progression de la fourche de
réplication (ce mécanisme est détaillé dans la section 3.1.3.4. de lintroduction). Les
ADN polymérases translésionnelles possedent en outre la spécificité d’étre trés peu
fidéles lors de la duplication d’'un ADN non endommageé. Ces polymérases « infideles »
sont dénuées d'activité exonucléase 3’ - 5’ et leur taux d’erreurs est de 100 a 10 000
fois supérieur a celui des ADN polymérases réplicatives (Friedberg et al., 2002). Au
cours de la SHM, I'ADN polymérase n va donc introduire pendant la synthése
réparatrice de nouvelles mutations essentiellement aux paires A:T et contribue ainsi a
I'équilibre entre la fréquence d’apparition de mutations aux paires C:G et A:T. Le taux
d’erreurs global de la SHM est compris entre 102 et 10-3 mutations par paire de base
et par division cellulaire, ce qui justifie 'emploi du terme « hypermutation » (Delbos et
al., 2007).
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Figure 4. Mécanisme d’introduction de mutations ponctuelles au cours de I’hypermutation
somatique. Ce modele illustre le mécanisme moléculaire de la SHM. L’introduction de mutations
aux paires C/G résulte de I'activité d’AID. La mutagenése aux paires A:T a lieu aprés détournement
du systtme MMR. La synthése réparatrice effectuée par 'ADN polymérase n va introduire des
mutations essentiellement aux paires A:T. (Adapté de Seki et al., 2005).

1.1.2.3. La commutation isotypique (ou commutation de classe)

Bien que I'hypermutation somatique et la commutation isotypique soient deux
mécanismes indépendants régulés par différents types d’enzymes, I'activité d’AlID est
aussi a la base du processus de CSR. La commutation isotypique permet d’échanger
le locus Cp (segment d’ADN exprimant le domaine constant de la chaine lourde d’'une
IgM) par un autre locus afin d’exprimer une immunoglobuline d’'un autre isotype sans
changement de la spécificité antigénique. Cette modification s’effectue en fonction de
la réponse immunitaire au cours de I'activation d’'un lymphocyte B et correspond a un
réarrangement irréversible de '’ADN. La commutation isotypique est un mécanisme
complexe et hautement régulé. Il cible des régions spécifiques appelées «switch» ou
S, situées en amont de tous les domaines constants (a I'exception de Cd). Ces régions
S sont des sites de recombinaison intra-chromosomique de longueur variable et riches
en G-C (Li et al., 2004). A linstar de la SHM, AID va catalyser la désamination de C
en U au niveau des régions S. Dans ce cas, les mésappariement U:G résultants de
lactivité d’AID sont a l'origine de cassures simple-brin qui, lorsqu’elles sont
relativement proches les unes des autres, peuvent également conduire a des cassures

double-brin de 'ADN. Le mécanisme de réparation NHEJ (Non-Homologous End

19



Joining) va pouvoir lier deux régions S a partir de cassures double-brin permettant

ainsi la commutation de classe (Longerich et al., 2006).

En conclusion de ce chapitre, nous avons vu que la recombinaison VDJ,
'hypermutation somatique et la commutation isotypique sont les principaux
mecanismes qui contribuent a générer la diversité des anticorps. Le potentiel
thérapeutique des anticorps repose entre autres sur cette diversité, mais aussi sur

I'évolution des techniques de biologie moléculaire et de I'expression recombinante.

1.1.3. Les anticorps thérapeutiques

La découverte des mécanismes a l'origine de la diversité des anticorps et le
clonage des genes des immunoglobulines ont permis de développer des anticorps
pour de nombreuses applications cliniques, et dans la recherche et le diagnostic.
César Milstein et Georges Kohler ont radicalement bouleversé [I'utilisation des
anticorps en développant une technique permettant de produire des anticorps
monoclonaux (mADb) in vitro a partir d’'un hybridome résultant de la fusion entre une
cellule myélomateuse et un lymphocyte B murin (Kdhler et Milstein, 1975). Cette
meéthode a permis d'immortaliser des cellules B secrétant un seul type d’anticorps par
opposition aux anticorps polyclonaux constitués d’'un mélange d’anticorps avec des
spécificités variées qui sont obtenus a partir du prélévement direct du sérum d’un
animal immunisé avec un antigéne. La découverte des hybridomes a révolutionné
I'utilisation des anticorps dans le domaine de la recherche, le diagnostic et surtout la
thérapie. En effet, les anticorps (1) sont capables de cibler un nombre d’antigénes
potentiellement infini, (2) se caractérisent par une haute spécificité de liaison et une
affinité importante pour leur antigéne et (3) sont des molécules trés stables grace a
leurs ponts disulfures intra- et inter-domaines.

Grace a ces différentes caractéristiques, les anticorps monoclonaux ont été
développés pour étre utilisés en thérapie. lls représentent une avancée majeure dans
le traitement de plusieurs pathologies comme les cancers ou les maladies auto-
immunes, mais aussi pour contréler les réactions de rejet aprés une greffe d’organe.
Une trentaine d’anticorps monoclonaux sont actuellement sur le marché et plus de 250
molécules sont en développement (Scott et al., 2012). Il existe plusieurs générations

d’anticorps thérapeutiques. Les anticorps monoclonaux d’origine murine utilisés en
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thérapie chez ’'Homme induisent une réponse immunitaire et la production d’anticorps
humains anti-souris (réponse HAMA pour Human Anti-Mouse Antibody), ce qui réduit
considérablement leur effet thérapeutique et entraine de nombreux effets secondaires.
Les avancées technologiques dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis
de développer rapidement de nouveaux types d'immunoglobulines plus proches des
anticorps humains (Chames et al., 2009).

Le clonage des génes des immunoglobulines a rendu possible la génération de
nouveaux types d’anticorps : chimériques, humanisés et humains. Les régions
variables responsables de la spécificité sont greffées sur des régions constantes
d’origine humaine, réduisant ainsi I'immunogénicité des anticorps monoclonaux
utilisés en thérapie (Figure 5). Selon une nomenclature internationale, les suffixes
appliqués aux noms des anticorps thérapeutiques permettent d’identifier leur origine :

-omab (murin), -ximab (chimérique), -zumab (humanisé) et -umab (humain).

Souris Chimérique Humanise Humain
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Figure 5. Différentes générations d’anticorps thérapeutiques : anticorps de
souris, chimérique, humanisé et humain. La présence de régions humaines dans
un anticorps thérapeutique réduit son immunogénicité potentielle.

1.1.3.1. Les anticorps chimériques

Les anticorps chimériques sont obtenus en greffant les fragments Fv d’un
anticorps de souris sur les parties constantes d'immunoglobuline humaine Cn1, CH2,
Cn3 et CL (Figure 5 ; Imai et Takaoka, 2006). Plusieurs anticorps chimériques sont
actuellement commercialisés pour la thérapie du cancer. C’est le cas du rituximab
dirigé contre le récepteur CD20 et qui est utilisé dans le traitement du lymphome non-
hodgkinien. Méme si globalement les anticorps chimériques sont moins immunogénes
que les IgG de souris de par la proportion réduite de séquences murines, il arrive que

certains patients produisent des anticorps anti-souris dirigés contre les régions
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charpentes des domaines variables (Lobuglio et al., 1989 ; Baert et al., 2003). Les
réactions immunitaires de type HACA (Human Anti-Chimeric Antibody) reste un
probléme méme si les anticorps monoclonaux chimériques sont solidement implantés

sur le marché des biomédicaments (Tableau 2).

1.1.3.2. Les anticorps humanisés

D’autres anticorps dits humanisés ont vu le jour en 1986 (Jones et al., 1986).
Ces anticorps sont construits en greffant les régions hypervariables murines sur la
charpente d’'un anticorps humain, ce qui permet de substituer les boucles CDR de I'lgG
humaine par celles de l'anticorps monoclonal de souris d’intérét (Figure 5). Cette
technique est appelée « CDR grafting » (Chames et al., 2009). Méme si les réactions
immunitaires sont trés rares chez les patients traités avec des anticorps humanisés,
I'obtention de ce type de biomédicament est un processus complexe dont la réussite
n’est pas garantie.

En effet, le CDR grafting ne peut pas étre appliqué a tous les anticorps
(Fransson et al., 2010). L’'organisation du paratope dépend grandement de la structure
des régions charpentes. Le greffage de régions CDR murines sur un anticorps humain
conduit souvent a des paratopes d’affinité et de spécificité plus faible pour la cible
d’intérét. Il est nécessaire que les résidus essentiels a la liaison ne soient situés que
sur les boucles CDR et que I'assemblage des régions Vu et VL ne soit pas modifié par
la greffe de CDRs murins (Foote & Winter, 1992). Des modifications supplémentaires
comme des mutations ponctuelles ciblées peuvent étre introduites dans la charpente
du fragment Fv afin de restaurer I'affinité et la spécificité des anticorps humanisés par
rapport a leurs analogues murins (Ewert et al., 2009). Bien que la technologie
nécessaire pour produire des anticorps monoclonaux humanisés soit lourde a mettre
en ceuvre, ils représentent la classe principale d’anticorps sur le marché avec une

quinzaine de molécules (Tableau 2).
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1.1.3.3. Les anticorps humains

Afin d’éviter les réactions d’hypersensibilité observées avec les anticorps
contenant encore des séquences murines, la production d’anticorps entierement
humains a été développée et repose principalement sur deux méthodologies : les
banques combinatoires de régions variables d’anticorps et les souris transgéniques
exprimant les génes des immunoglobulines humaines.

Les banques combinatoires sont construites en associant aléatoirement les
génes des parties variables Vu et VL des immunoglobulines humaines provenant de
cellules B issues de donneurs naifs ou immunisés. Les fragments d’anticorps
correspondant aux régions variables sont ensuite exprimés a la surface de micro-
organismes comme le phage filamenteux M13 ou la levure Saccharomyces cerevisiae
(Hoogenboom, 2005). Les fragments d’anticorps exprimés sont testés in vitro contre
un antigene d’intérét et les fragments sélectionnés sont séquencés puis clonés afin de
reconstituer une IgG totalement humaine (la sélection de fragments d’anticorps a partir
de banques sera présentée dans la section 1.3.3. de lintroduction). L’adalimumab
(dirigé contre le TNFa, nom commercial Humira®) est le premier anticorps humain
obtenu grace a cette technologie et a été mis sur le marché en 2002 dans le cadre du
traitement de la polyarthrite rhumatoide (Tableau 2).

Cependant, la majorité des anticorps humains commercialisés proviennent de
limmunisation de souris transgéniques puisque pas moins de sept anticorps sont
approuveés pour une utilisation clinique (Tableau 2). Chez ces « xenomice », les génes
des Ig ont été inactivés et substitués par ceux des immunoglobulines humaines
(Lonberg, 2005). Les souris sont immunisées avec un antigéne d’intérét et I'obtention
d’anticorps humains se fait par la technique des hybridomes en fusionnant une cellule
B murine (exprimant des IgG humaines) avec un myélome. En dépit des problémes
rencontrés pour développer ce type de molécules, les anticorps humains représentent
une part importante des essais cliniques.

En conclusion, malgré le succes des anticorps monoclonaux dans la thérapie et
en particulier dans le traitement du cancer, il existe plusieurs limites a l'utilisation de
ces biomolécules, notamment leur colt tres élevé de production et leur taille
importante qui empéche leur pénétration dans les tumeurs solides. Il est possible

d’utiliser des fragments d’anticorps recombinants ou naturels qui offrent une alternative
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intéressante aux anticorps conventionnels, méme si leurs applications thérapeutiques

sont encore trés limitées.

1.2.Les différents formats d’anticorps

L’émergence de l'ingénierie moléculaire a permis d’obtenir différents formats

d’anticorps qui peuvent étre produits plus facilement que les anticorps complets grace

a leur taille plus réduite et une structure moins complexe. Comme évoqué dans la

section précédente, les fragments d’anticorps peuvent étre sélectionnés in vitro a partir

de banques combinatoires au contraire d’'une IgG compléte dont le clonage et la masse

moléculaire empéchent sa présentation a la surface d’'un phage filamenteux ou d’'une

levure. Il existe de nombreux formats d’anticorps et tous possédent la région capable

de lier spécifiguement I'antigéne et une délétion partielle ou totale de la région Fc

(Figure 6). Les Fab et les scFv (single-chain Fragment variable) sont les formats

d’anticorps les plus couramment utilisés et sont obtenus par digestion enzymatique

d’une IgG ou par voie recombinante.
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Figure 6. Représentation schématiques de différents formats d’anticorps (liste non exhaustive).
L’architecture en domaines des IgG a été exploitée pour construire plusieurs types de fragments
d’anticorps dont la masse moléculaire est comprise entre 12 et 150 kDa et sous forme monovalente
(n = 1) a tetravalente (n = 4). Tous les formats présentés ici sont sous forme mono-spécifique, mais
il est possible de créer grace a leur multivalence des fragments d’anticorps capables de se lier a
deux ou plusieurs antigénes (multi-spécificité). (Adapté de Carter, 2006).
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1.2.1. Le format Fab

Les formats Fab (~55 kDa) et F(ab’)2 (~110 kDa) ont été les premiers fragments
d’anticorps développés. lls sont obtenus aprés clivage protéolytique d’'une IgG par la
papaine ou la pepsine (Figure 7). La papaine clive un anticorps en deux fragments
Fab et un fragment Fc. La pepsine conduit a la formation d’'un fragment F(ab’):
compose de deux Fab reliés par une liaison covalente, la partie Fc est digérée en petit
fragments. Le format F(ab’)z conserve une activité de liaison et une affinité pour
'antigene identique a celles de I'anticorps entier. |l est également possible d’obtenir
des Fab recombinants exprimés chez Escherichia coli (E. coli), mais le rendement de
production est trés faible. A [I'heure actuelle, deux Fab sont utilisés en
immunothérapie : I'abciximab dirigé contre les récepteurs des glycoprotéines llb/llla
des thrombocytes est utilisé comme antiagrégant plaquettaire pour prévenir les risques
d’infarctus du myocarde ; le certolizumab (dirigé contre le TNFa) est indiqué dans le

traitement de la maladie de Crohn (Tableau 2 ; Chames et al., 2009).
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Figure 7. Génération de fragments d’anticorps naturels aprés digestion enzymatique d’une
lgG. Les fragments Fab et F(ab’)2 sont produits lorsque les anticorps sont clivés par la papaine et la
pepsine respectivement (Adapté de Alberts et al., 2002).
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1.2.2. Le format scFv

L’expression d’une protéine résultant de la fusion génétique des deux domaines
Vh et VL d’un anticorps a été décrite pour la premiére fois en 1988 (Huston et al., 1988).
Ce type de format d’anticorps appelé scFv est constitué des régions variables Iégéres
et lourdes d’'un anticorps reliés par un lien peptidique appelé « linker » de 10 a 25
acides aminés, le tout pour une masse moléculaire d’environ 25 kDa (Figure 6). Le
« linker » est généralement composé d’une répétition de résidus glycine et sérine qui
apportent flexibilité et solubilité (Weisser & Hall, 2009). Un scFv se lie a son antigéne
avec la méme spécificité et affinité que I'anticorps dont il est dérivé, mais avec une
avidité plus faible puisque le scFv est une molécule monovalente contrairement a une
IgG qui est bivalente et présente deux sites d’interaction avec son antigene.

En regle générale, les domaines variables d’'un scFv sont organisés sous la
forme Vu-VL méme s’ils peuvent étre agencés sous forme Vi-VH et l'orientation des
domaines a un effet sur I'activité de liaison du scFv (Desplancq et al., 1994). A partir
du format scFv ont été développés d’autres formats comme les diabodies qui sont des
dimeéres de scFv possédant deux domaines de liaison a I'antigéne. Un diabody peut
étre un homo-dimére (bivalent) ou hétéro-dimére possédant des spécificités
différentes (diabody bispécifique).

Les applications des scFv sont pour le moment principalement limitées a la
recherche fondamentale ou ils sont utilisés pour détecter et/ou neutraliser une
protéine. Il est possible de les produire a grande échelle a moindre colt et grace a leur
petite taille, leurs caractéristiques pharmacocinétiques sont meilleures que les
anticorps monoclonaux. Neéanmoins, ceci limite également leur utilisation
thérapeutique puisqu’ils sont éliminés rapidement de la circulation (Monnier et al.,
2013). Pour augmenter leur demi-vie, il est possible de multimériser les scFv sous la
forme de triabodies, tetrabodies et minibodies (Figure 6). Ces formats basés sur celui

du scFv sont notamment utilisés in vivo pour des applications d’imagerie.
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1.2.3. Le format VHH (« Nanobody »)

Il est également possible d'utiliser des fragments d’anticorps constitués d’un
seul domaine. lls sont dérivés d’immunoglobulines dénuées de chaine Iégére et de
domaine Ch1 qui existent naturellement chez les camélidés, en sus des anticorps
conventionnels : on parle de HcAb (Heavy chain only Antibodies ; Hamers-Casterman
et al., 1993). Le format d’anticorps dérivé de ces Ig est capable de lier son antigéne
uniquement par son domaine Vu (~15 kDa) et par conséquent est appelé VHH ou
« nanobody ». Contrairement aux domaines Vi humains, les VuH sont généralement
solubles et peuvent étre produits de fagon efficace chez E. coli ou la levure. Malgré
leur petite taille, les « nanobodies » sélectionnés chez des animaux immunisés
présentent des affinités similaires a celles des anticorps humains. De plus, ils sont trés
stables puisqu’ils sont capables de recouvrer leur activité apres une incubation a 80—
90°C et ils sont actifs en milieu réducteur (Dumoulin et al., 2002 ; Tanaka et al., 2003).
Par conséquent, ils résistent trés bien a la réduction cytoplasmique et peuvent étre
utilisés comme anticorps intracellulaires.

A linstar des scFv présentés précédemment, il est possible de former des
formats plus complexes dérivés des VuH en les multimérisant afin d’augmenter leur
affinité apparente par effet d’avidité (Zhang et al., 2004). Il a également été montré que
'on peut « humaniser » des VuH en substituant certains acides aminés dans la
charpente du VHH. Enfin, plusieurs « nanobodies » sont déja en phase d’essai clinique

ce qui témoigne du potentiel de ce type de molécules (Vincke et al., 2009).

En résumé, nous avons décrit les principaux types de fragments d’anticorps qui
sont utilisés en tant qu’outils de recherche fondamentale pour étudier la fonction d’'une
protéine, mais aussi pour développer de nouveaux outils thérapeutiques. lls sont plus
faciles a manipuler et a produire que les anticorps conventionnels. Ainsi, les fragments
d’anticorps sont particulierement adaptés pour I'expression a la surface de phages
filamenteux ou de levures utilisés pour construire des banques d’anticorps

recombinants.
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1.3.Les banques de fragments d’anticorps recombinants

1.3.1. Les banques naives

Le répertoire immunitaire naif correspond a 'ensemble des cellules B exprimant
des immunoglobulines avant leur rencontre avec un antigene donné. |l contient des
anticorps capables de se lier potentiellement a n’importe quelle cible avec une affinité
modérée. Ce répertoire provient du réarrangement VDJ des génes des parties
variables des immunoglobulines au niveau des précurseurs des lymphoctyes B avant
la maturation d’affinité qui a lieu aprés la rencontre avec I'antigéne. Chaque cellule B
exprime une seule combinaison de domaines VH et VL. Les génes V de ces cellules
peuvent étre amplifiés par PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir dARNm (ARN
messager) de cellules B de sujets non-immunisés, associés de fagon aléatoire, puis
clonés sous la forme de scFv dans un systeme tel que le phage filamenteux M13 afin
d’obtenir une banque combinatoire qualifi€ée de naive naturelle (Griffiths et al., 1993).

Les banques naives dites semi-synthétiques sont construites a partir des génes
V, D et J non réarrangés. Leur réarrangement est effectué in vitro en augmentant la
diversité des boucles hypervariables par PCR en utilisant par exemple des
oligonucléotides aléatoires s’hybridant au niveau des régions CDR (Hoogenboom &
Winter, 1992). La plupart des banques combinatoires sont diversifiées uniquement au
niveau des boucles CDR3. En effet, ce sont les régions les plus variables (séquence
et nombre d’acides aminés) dans les immunoglobulines et il a été montré qu’il suffit de
diversifier les régions CDR3 pour générer des fragments d’anticorps contre un large
éventail de protéines (Silacci et al., 2005).

Les banques naives sont particulierement intéressantes pour sélectionner des
anticorps humains contre une cible pour laquelle 'immunisation est impossible comme
par exemple une protéine non immunogene ou un agent pathogéne mortel. En
revanche, en raison de I'absence d’immunisation et donc de maturation d’affinité,
inconvénient majeur des banques naives est I'obtention de molécules se liant a un

antigéne avec une affinité modérée.
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1.3.2. Les banques immunes

Lorsqu’'une banque est construite a partir d’'une source immunisée (animal
immunisé ou humain naturellement immunisé ou infecté), des fragments d’anticorps
de forte affinité pour leur antigéne peuvent étre sélectionnés (Burton et al., 1991). En
effet, les clones d’une telle banque proviennent d’individus immunisés, ils ont donc
subi une maturation d’affinité contrairement a une banque combinatoire formée a partir
d’un répertoire naif. La construction d’'une banque immune est contraignante puisqu'’il
est nécessaire de créer une nouvelle banque pour chaque antigene en immunisant un
individu (souris, poule, macaque par exemple) sachant que I'antigéne n’est pas

forcément immunogéne.

1.3.3. La sélection de fragments d’anticorps a partir de banques

Plusieurs systémes de sélection de fragments d’anticorps recombinants a partir
de banques combinatoires ont été développés dont I'expression de protéines a la
surface de phages filamenteux (« phage display ») qui est la méthode la plus
couramment utilisée. La puissance de cet outil réside dans le lien entre la protéine
présentée (phénotype) et I'information génétique encodée par le phage (génotype).
Dans notre étude, nous nous intéressons a I'expression de scFv a la surface du

bactériophage M13 (phage-scFv).

1.3.3.1. Le systéme « phage display »

1.3.3.1.1. Le bactériophage M13

Cycle de vie du bactériophage M13. Le bactériophage (appelé également
phage) M13 forme un cylindre flexible de 6,5 nm de diamétre dont la longueur dépend
de 'ADN encapsidé (Figure 8A ; Makowski, 1994). |l appartient a la famille des phages
filamenteux. lls infectent les souches d’E. coli possédant un pilus dont la séquence
codante est présente sur le facteur conjugatif F. L’infection est initiée par l'interaction
entre I'extrémité du pilus et la protéine de surface plll (produit du géne lll) du phage.
Les protéines de la capside du phage s’intégrent dans la membrane bactérienne
permettant a ’ADN simple brin (ADNsb) phagique de pénétrer dans le cytoplasme de

la bactérie (Bratkovi€¢, 2009). Les enzymes bactériennes synthétisent le brin
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complémentaire et 'ADN phagique est converti sous forme superenroulée RF
(Replicative Form), qui va servir de matrice pour produire les protéines du phage. Les
nouvelles particules phagiques sont assemblées au niveau de la membrane interne
de la bactérie et ce processus est qualifié de non-lytique puisque le phage M13 ne lyse
pas la cellule hote (Figure 8B). La production de telles particules est bien tolérée par
la bactérie qui continue a se diviser bien que deux fois plus lentement qu’une souche
non infectée (Kehoe & Kay, 2005).

Les protéines du phage. La capside du phage M13 est formée par les
protéines plll, pVI, pVIl, pVIIl et pIX. Elles sont toutes intégrées dans la membrane
interne de la bactérie avant d’étre assemblées sous forme de capside. Une extrémité
de la particule phagique contient cinq protéines pVIl et cinq plX ; l'autre extrémité
présente cinq protéines plll et cinq pVI. La protéine pVIll est la plus abondante puisque
prés de 2700 copies de cette protéine forment le cylindre protéique entourant '’ADN
(Figure 8A ; Kehoe & Kay, 2005). Les protéines pll et pX assurent la réplication
proprement dite et pV stabilise la forme d’ADN simple brin (ADN sb) générée et la

dirige vers I'encapsidation (Figure 8B).

Le phagémide. Un phagémide est un plasmide qui contient un signal
d’encapsidation, une origine de réplication phagique et un géne de résistance a un
antibiotique. A l'instar d’'un plasmide « classique », ce type de vecteur a la capacité de
se maintenir et se répliquer chez E. coli. Le phagémide contient le gene de la protéine
plll, ce qui permet de cloner la séquence codante de fragments d’anticorps en fusion
a celle de la protéine de surface. |l ne posséde pas les génes indispensables a la
synthése de particules phagiques. En effet, la bactérie contenant un phagémide est
surinfectée par un phage auxiliaire également appelé « helper » qui apporte les génes
codant pour les protéines nécessaires a la réplication et I'encapsidation du génome de
phage, puis 'ADN sb du phagémide est incorporé dans une particule phagique
infectieuse (Mead & Kemper, 1988). L'origine du phage auxiliaire est modifiée pour
gu’elle soit moins efficace que celle du phagémide. Ce phage confére a la bactérie
infectée la résistance a un second antiobiotique, différent de celui de phagémide afin

de sélectionner uniquement les bactéries co-infectées.
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Figure 8. Le bactériophage filamenteux M13. (A) Représentation schématique d'un
bactériophage M13 exprimant un scFv en fusion a la protéine de surface plll. Les protéines plll,
pVIl, pVI, pVIlI et pIX constituent la capside. (Adapté de Kierny et al., 2012). (B) Cycle de vie du
phage M13. Les protéines pll et pX assurent la réplication de 'ADN phagique et pV permet de
diriger 'ADN sous forme simple brin vers I'encapsidation (Adapté de Kehoe & Kay, 2005).

L’expression de fragments d’anticorps en fusion avec la protéine plll sans
phagémide (et donc sans phage auxiliaire) est possible, mais les phages
génétiquement modifiés sont moins stables car la séquence codante des fragments
d’anticorps sont trés souvent délétées (Hoogenboom et al., 2005). La construction de

larges banques et la production de 'ADN phagique sont moins aisées, c’est pourquoi
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le systéme phagémide est le plus couramment utilisé pour générer des banques de
fragments d’anticorps qui peuvent facilement étre criblées par la méthode du « phage
display » (Hoogenboom et al., 1991).

1.3.3.1.2. La sélection de fragments d’anticorps par la méthode dite « phage-display »

La présentation de polypeptides recombinants a la surface de phages
filamenteux a été décrite pour la premiere fois en 1985 (Smith, 1985). La méthode dite
« phage-display » permet de fusionner les séquences codantes de fragments
d’anticorps a l'extrémité amino-terminale du gene de la protéine plll du phage
filamenteux (Figure 8A). Il est également possible de fusionner des fragments
d’anticorps a la protéine pVIll, mais il a été démontré que I'expression de la fusion pllI-
scFv est plus efficace (Kretzschmar & Geiser, 1995).

Les phages exprimant un fragment d’anticorps a leur surface sont sélectionnés
par affinité pour une cible. En régle générale, I'antigéne (peptide, protéine) purifié est
présenté directement sur un support solide comme un puits de plaque 96 puits ou des
billes magnétiques ; il peut également étre immobilisé via une étiquette peptidique ou
une autre protéine (anticorps, ...) sur ces supports. La banque combinatoire de
phages-scFv est incubée en présence de I'antigéne. Aprés lavages, les phages-scFv
fixés sur la cible sont élués et amplifiés grace a linfection de bactéries. Aprés
amplification, les phages-scFv sont purifiés et a nouveau mis en présence du méme
antigéne pour étre sélectionnés : on parle de cycle de sélection-amplification (Figure
9). Chaque cycle permet d’enrichir progressivement la population de phages-scFv
reconnaissant spécifiquement I'antigéne. En régle générale, les phages-scFv ainsi
sélectionnés sont analysés apres trois tours de sélection-amplification.

Cette méthode trés performante permet d’isoler un clone rare spécifique a partir
d’une banque contenant plus de 108 phages (Marks et al., 1992). Bien que la méthode
dite « phage-display » soit la plus couramment utilisée, il existe d’autres méthodes de
sélection qui reposent sur le méme principe de sélection-amplification comme le

« yeast display » et le « ribosome display ».
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Figure 9. Principe de la sélection de scFv par la méthode dite « phage display ». Le scFv
présenté par le phage et sa séquence codante encapsidée illustre le lien entre phénotype et
génotype exploité par la méthode du « phage display ». Aprés I'amplification de la banque, les scFv
sont sélectionnés sur la base de leur capacité a se lier a 'antigéne. Ceux qui ne se lient pas sont
éliminés et les ligands sont élués, puis amplifiés grace a l'infection de bactéries afin d’enrichir la
population de scFv spécifiques de I'antigéne. (Adapté de Weisser & Hall, 2009).

1.3.3.2. Les autres « display »

1.3.3.2.1. Yeast display

L’expression de fragments d’anticorps est souvent plus efficace dans les
systemes eucaryotes que dans les bactéries. En effet, les modifications post-
traductionnelles et les voies de sécrétion des protéines sont assurées chez la levure.
Cet avantage est exploité par la méthode du « yeast display » dans laquelle les
fragments d’anticorps sont exprimés a la surface de la levure en fusion a une protéine
membranaire. Les scFv sont fusionnés a I'extrémité carboxy-terminale de la séquence
codante de la sous-unité Agap2 de I'a-agglutinine, un récepteur d’adhésion présent
sur la membrane de la levure. La fusion Agap2-scFv est reliée a la sous-unité Agap1
par un pont disulfure (Figure 10 ; Chao et al., 2006). Chaque levure présente entre 104
et 10° exemplaires de scFv. De la méme fagon que les phages-scFv, il est possible de
construire une banque de fragments d’anticorps chez la levure, mais la taille de celle-
ci est trés limitée (10% a 107 clones ; Boder & Wittrup, 1997). L’avantage principal de
la technologie du « yeast display » réside dans son association avec la cytométrie en

flux. Le tri cellulaire par FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) permet de
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discriminer entre des clones qui ont une affinité différente pour la cible, offrant ainsi la
possibilité de sélectionner directement les fragments d’anticorps qui ont la meilleure

affinité pour 'antigéne (Doerner et al., 2013).
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Figure 10. Principe de la technologie du « yeast display ». La fusion Agap2-scFv est reliée
par un pont disulfure a la sous-unité Agap1 au niveau de la surface de la levure. Le scFv et
'antigéne sont marqués par des fluorochromes ou révélés par des anticorps fluorescents
différents. Le tri cellulaire par FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) permet d’isoler les
levures exprimant un scFv lié a I'antigéne. (Adapté de Chao et al., 2006).

1.3.3.2.2. Ribosome display

Le « ribosome display » permet d’isoler des anticorps recombinants totalement
in vitro. Une banque de séquences d’ADN codant pour des fragments d’anticorps
fusionnés génétiquement a une séquence « spacer » est transcrite en ARNm. Ensuite,
la traduction de TARNm est bloquée grace au « spacer » de telle sorte que la protéine
néo-synthétisée reste attachée au ribosome, et donc a son ARNm. Ce complexe
protéine-ARNm-ribosome peut étre sélectionné en fonction de la capacité de liaison a
un antigéne donnée. L’ARN messager est récupéré et sert de matrice lors d'une
réaction de RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) afin
d’obtenir la séquence d’ADN codant pour le fragment d’anticorps sélectionné (Figure
11). Une nouvelle transcription / traduction in vitro permet de faire des tours de
sélection supplémentaires (Hanes & Pluckthun, 1997). Le « ribosome display » permet
de générer des banques de trés grande taille (10'? a 10" clones) puisque ce systéme
n’est pas limité par une étape de transformation dans un organisme. La sélection peut
également étre effectuée en conditions réductrices afin d’isoler des fragments
d’anticorps qui résistent a la réduction cytoplasmique et qui peuvent étre exploités en
tant gu’anticorps intracellulaires (Amstutz et al., 2001). Cependant, cette technique est

moins robuste que le « phage display » en raison de la fragilit¢ de TARNm qui limite
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les possibilités de sélection. Bien que cette technologie soit « théoriquement »
optimale, il N’y a que trés peu d’exemples dans la littérature de fragments d’anticorps

sélectionnés par « ribosome display » (Finlay et al., 2009).
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Figure 11. Principe de la technologie du « ribosome display ». Aprés
transcription d’'une banque d’ADN codants pour des fragments d’anticorps, les
ARNm sont traduits et il y a formation de complexes anticorps-ARNm-ribosome qui
sont utilisés pour la sélection de ligands contre un antigéne. Aprés sélection, les
complexes sont dissociés et les ARNm correspondants aux fragments d’anticorps
sont utilisés pour générer de 'ADN par RT-PCR. (Adapté de Amstutz et al., 2001).

1.3.3.3. Evolution moléculaire in vitro

Les méthodes de « display » présentées ci-dessus miment la sélection clonale
des cellules B par expression de fragments d’anticorps a la surface d’'un organisme ou
in vitro. Le paralléle entre ces techniques de sélection et le systeme immunitaire ne
s’arréte pas la. En effet, aprés avoir obtenu des fragments d’anticorps spécifiques
d’'une cible a partir d'une banque combinatoire naive, il est possible d’effectuer une
maturation d’affinité in vitro afin d’améliorer leur activité de liaison a I'antigéne.
Plusieurs méthodes sont employées comme par exemple I'« error-prone » PCR
(epPCR) qui introduit des mutations ponctuelles de fagon aléatoire dans la séquence
nucléotidique codant pour un fragment d’anticorps d’intérét. Une nouvelle banque de
variants peut ainsi étre construite afin de sélectionner des clones d’affinité accrue
(Daugherty et al., 2000 ; Van Blarcom et al.,, 2010). En alternant des cycles

d’introduction de mutations et de sélection par phage-display (ou par une autre
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méthode), ce type d’approche mime la maturation d’affinité qui a lieu in vivo au niveau

des centres germinatifs des organes lymphoides secondaires.

Pour conclure, plusieurs méthodes de sélection permettent d’isoler des
fragments d’anticorps a partir de banques. Notre laboratoire a récemment construit et
validé une banque naive semi-synthétique de scFv dont la charpente commune a tous
les clones est optimisée pour I'expression de scFv soluble dans le cytoplasme
(Philibert et al., 2007). Au cours des travaux réalisés lors de cette thése, nous avons
notamment choisi de sélectionner des fragments d’anticorps par phage-display a partir

de cette banque et de les utiliser pour cibler des antigénes intracellulaires.
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2. Immunociblage d’une protéine intracellulaire

L’homéostasie cellulaire est contrblée par des meécanismes indispensables
comme la transcription, la signalisation, la duplication et le maintien de l'intégrité du
génome qui reposent sur des interactions protéine-ADN ou protéine-protéine. Dans les
cellules cancéreuses, ces interactions sont dérégulées suite a I'apparition de
mutations qui conduisent in fine a la prolifération incontrélée des cellules (Luo et al.,
2009). Les propriétés des interactions protéine-protéine offrent des opportunités pour
des interventions thérapeutiques. Malheureusement, le développement de petites
molécules capables de moduler ces interactions est trés difficile. En effet, les
interactions protéine-protéine forment généralement des interfaces planes et sont
considérées comme non « druggable » (Blundell et al., 2006).

La spécificité de liaison et l'affinité des anticorps pour leur épitope leur
permettent d’interférer efficacement avec les interactions protéine-protéine. En raison
de leur taille (~150 kDa), ils ne peuvent pas diffuser librement dans les cellules et sont
donc limités a la reconnaissance d’antigénes extracellulaires. De plus, il est impossible
d’exprimer ces molécules dans le cytoplasme des cellules, environnement réducteur
qui empéche la formation de ponts disulfures et donc le repliement fonctionnel des
anticorps exprimés apres transfert du matériel génétique dans la cellule.

Récemment, plusieurs techniques ont été mises au point pour cibler
spécifiguement avec des anticorps une protéine intracellulaire et ses interactions afin
de neutraliser/perturber sa fonction ou étudier sa dynamique, mais aussi pour valider
des cibles thérapeutiques. Ces technologies sont relativement récentes, mais elles
offrent des alternatives intéressantes a l'interférence a 'ARN trés largement utilisée
pour étudier la fonction d’'une protéine en recherche fondamentale.

L’interférence a 'ARN (RNAI) est la technique la plus utilisée pour étudier la
fonction d’un géne en réprimant I'expression de la protéine codée. Cette stratégie
repose sur lintroduction dans une cellule d'un ARN double-brin (dsRNA) inhibant
'expression d’'un géne cible en induisant la dégradation spécifique de son ARNm
complémentaire (Fire et al., 1998). L'introduction de dsRNA exogene dans les cellules
peut se faire de deux maniéres distinctes : transfecter (1) directement des dsRNA
synthétiques (siRNA) ou (2) un vecteur d’expression codant pour un ARN se repliant

sous forme d’une épingle a cheveux partiellement double-brin (shRNA).
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L’interférence a 'ARN a également des applications thérapeutiques puisqu’elle
permet d’inhiber I'expression ou la surexpression pathologique de protéines
impliquées dans I'apparition de nombreuses maladies, au premier rang desquelles on
trouve les cancers. Néanmoins, malgré des résultats expérimentaux encourageants
dans les cellules en culture et chez les souris, aucun traitement concret n’est a ce jour
prét pour des applications cliniques (Zhang et al., 2004). En effet, plusieurs problémes
concernant ['utilisation de l'interférence a I'ARN restent a résoudre. Les siRNA (ou
shRNA) peuvent induire des effets sur des génes autres que ceux ciblés, on parle
d’effets « hors-cible » (ou « off-target »). Il est également nécessaire d’améliorer la
délivrance ciblée et efficace des siRNA in vivo. Enfin, l'interférence a ’'ARN est basée
sur [l'utilisation d’acides nucléiques exogénes, ce qui souléve de nombreuses

questions d’éthique dans le cadre de la thérapie chez 'homme.

21.Les techniques d’immunociblage d’une protéine intracellulaire

vectorisation ou expression d’anticorps dans le cytoplasme ?

Une alternative a I'utilisation de l'interférence a ’'ARN est de moduler la fonction
d’'une protéine cellulaire plutdt que son expression, autrement dit par interférence a la
protéine. Plusieurs méthodologies sont envisageables dont I'expression et/ou la
vectorisation d’anticorps dans les cellules. Cette stratégie repose sur deux concepts
permettant de cibler une protéine intracellulaire. La premiére option est d’introduire
dans les cellules des vecteurs capables d’exprimer des fragments d’anticorps
recombinants par vectorisation virale ou non. Ceux-ci feront alors fonction d’anticorps
intracellulaires (ou intracorps) pour perturber, neutraliser ou suivre la dynamique d’'une
protéine endogéne. La seconde option consiste a adresser un anticorps ou le fragment
d’anticorps purifié in vitro directement dans la cellule (Figure 12 ; Pérez-Martinez et
al., 2010).

39



Vectorsation virale Vectonsation non viRie

1 &
- br s 15
. feannparia i on po sTirss
{‘l':l:i-u-."l."li- /‘l{rj\
l F ) F PR
Wlids LR @ _— ] .
e oy O e FophpaEin

Sreerfarris L et s

ﬂi\‘a}\ Wemmons phasln me

Figure 12. Méthodes de vectorisation d’anticorps et de fragments d’anticorps dans les
cellules. L’introduction de vecteurs d’expression dans la cellule peut se faire par vectorisation
virale (Adénovirus, Virus adéno-associé et Rétrovirus / Lentivirus) ou non-virale (Nanoparticules
de polyméres et liposomes). La vectorisation non-virale permet en outre la pénétration dans la
cellule d’anticorps complets par fusion a des peptides d’internalisation PTD ou grace a des
méthodes physiques comme la micro-injection. (Adapté de Pérez-Martinez et al., 2010).

Contrairement a la technique de linterférence a ’ARN qui peut engendrer des
effets aspécifiques appelés « off-target », les anticorps lient leur antigéne avec une
haute spécificité (Caffrey et al., 2011). De plus, ces outils devraient permettre de cibler
des modifications post-traductionnelles d’'une protéine afin de bloquer des fonctions
précises de celle-ci. Dans la section suivante, nous nous intéresserons uniquement
aux différentes méthodes de vectorisation non-virale permettant d'utiliser les

propriétés des anticorps et des fragments d’anticorps dans un contexte intracellulaire.

2.1.1. Expression intracellulaire des anticorps : les intracorps

Les premiers travaux d'immunociblage intracellulaire ont été réalisés avec des
anticorps monoclonaux micro-injectés (la micro-injection est abordée dans la section
2.1.2.3.1 de l'introduction ; Morgan & Roth, 1988). Avec le développement du clonage
des immunoglobulines, il a été possible d’utiliser des fragments d’anticorps
recombinants produits dans les cellules eucaryotes aprés transfection de 'ADNc
correspondant (Biocca et al., 1990). Les anticorps exprimés dans le cytoplasme sont
alors appelés intracorps (ou « intrabodies »), dont le format scFv est le plus

couramment utilisé.
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Les anticorps sont des protéines extracellulaires sécrétées. Des feuillets 3
rigides stabilisés par des ponts disulfures permettent aux anticorps d’étre résistants a
la dénaturation. La formation de ces ponts disulfures est essentielle pour la fonction et
intégrité structurale de la majorité des anticorps (Stocks, 2005). Un fragment
d’anticorps de type scFv peut étre exprimé dans la cellule aprés transfert de son
mateériel génétique. Dans le cas ou celui-ci est destiné a la sécrétion, le repliement
conforme du scFv et la formation des ponts disulfures sont favorisés par des protéines
chaperones comme la PDI (Protein Disulfide Isomerase) qui sont situées dans le
réticulum endoplasmique (RE ; Mayer et al., 2000). La fusion d’un fragment d’anticorps
au peptide KDEL permet de retenir celui-ci dans le RE et ainsi de le maintenir dans
une conformation active. Dans le cas ou l'antigéne provient de la méme voie de
sécrétion, il sera piége dans le RE et ne sera pas acheminé vers la surface de la cellule
(Boldicke, 2007). Cette méthodologie a déja été exploitée a de nombreuses reprises
avec succes notamment pour perturber la sécrétion et l'activité de protéines
membranaires comme le récepteur de I'lL-2 (Interleukine 2 ; Richardson et al., 1995).
Les fragments d’anticorps peuvent aussi étre relocalisés dans d’autres compartiments
cellulaires via l'adjonction de peptides comme par exemple une séquence NLS
(Nuclear Localization Signal) qui permet d’adresser I'anticorps au noyau (Sibler et al.,
2003).

En revanche, I'expression directe de fragments d’anticorps dans le cytoplasme
est beaucoup plus délicate puisque l'absence des chaperones évoquées
précédemment empéche le bon repliement de la protéine. De plus, dans ce cas, la
formation des ponts disulfures intra-chaines n’a pas lieu a cause de I'environnement
réducteur du cytosol (Biocca et al., 1995). Dans ces conditions, la quasi-totalité de
scFv sont incapables de reconnaitre leur cible. En effet, dans la majorité des cas,
'expression transitoire de fragments d’anticorps dans des lignées cellulaires
eucaryotes entraine la formation d’agrégats insolubles qui s’accumulent dans le
cytoplasme et qui sont extrémement toxiques. L’accumulation progressive des formes
non solubles de scFv, par saturation des systéemes de dégradation, provoque la
formation de structures particulieres en périphérie du noyau appelées agrésomes
(Johnston et al., 1998). Le pH et la température intracellulaire, la présence de
chaperones, la charge et I'’hydrophobicité globale du scFv sont quelques facteurs

parmi d’autres qui vont influer sur la solubilité du fragment d’anticorps (Kvam et al.,
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2010). Plusieurs approches ont été développées pour améliorer la solubilité des
intracorps dans le milieu intracellulaire.

La stratégie la plus couramment utilisée pour obtenir des scFv correctement
repliés et capables de se lier a leur antigéne dans le cytoplasme est de modifier leur
charpente par mutagenése. Il est possible de muter des cystéines pour empécher la
formation des ponts disulfures afin de stabiliser la synthése du scFv (Wérn &
Pluckthun, 1998). L'utilisation de régions charpentes stables en absence de formation
des ponts disulfures est une alternative a I'évolution moléculaire in vitro. Cette stratégie
a été exploitée dans notre laboratoire (en collaboration avec I'équipe de Pierre
Martineau, IRCM Montpellier) pour construire deux banques de scFv solubles, V1 et
V2, a partir du scFv 13R4 qui reconnait 'enzyme (-galactosidase. La charpente de ce
scFv a été modifiée pour favoriser son repliement fonctionnel en l'absence de
formation de ponts disulfures (Figure 13A). Ainsi, ce scFv est exprimé a haut
rendement sous une conformation active et soluble dans le cytoplasme bactérien
(Martineau et al., 1998). La banque V1 a été construite en diversifiant uniquement les
boucles CDR3 de ce scFv tout en conservant une représentation en acides aminés
similaire a celle observée dans les boucles CDR3 humaines. Ces fragments
d’anticorps recombinants sont produits chez E. coli avec un rendement de I'ordre du
g/L de milieu de culture (Philibert et al., 2007). La banque V2 a été construite pour
avoir en plus d’une variation de la taille et de la composition du CDR3-H des mutations
au niveau des séquences CDR1, CDR2 et CDR3-L. La banque V1 n’est donc mutée
que sur les CDR3, tandis que la banque V2 présente une variabilité sur 'ensemble
des 6 CDR (Figure 13B).

En résumé, nous avons vu que la solubilité est un parameétre critique pour
I'activité des intracorps exprimés dans un contexte intracellulaire. Les scFv solubles
capables de se lier a une cible intracellulaire représentent un outil de choix pour I'étude
des protéines et de leurs interactions. Pour certaines applications comme la
neutralisation de I'activité d’'une protéine, I'affinité des intracorps est aussi un facteur
limitant. Afin de contourner les difficultés liées a la solubilité et a I'affinité des intracorps,
plusieurs technologies permettant d’adresser des anticorps purifiés dans la cellule ont

été développées (Marschall et al., 2011).

42



B

| Mutatione ponctuellas

Figure 13. Caractéristiques des scFv de la banque V1 et V2. (A) Expression des protéines de
fusion scFv-eGFP dans les cellules HelLa. Le scFv 13R4 dont la charpente a permis de construire la
banque est soluble au contraire du scFv 1F4 qui ne provient pas de la banque. Les cellules ont été
fixées 24 h apres transfection et observées en microscopie a fluorescence avec un grossissement
de 400 x (adapté de Philibert et al., 2007). (B) Représentation schématique des séquences codantes
du scFv 13R4 et de celles présentes dans les banques V1 et V2 aprés ingénierie moléculaire. La
banque V1 correspond au scFv 13R4 dont les CDR3 ont été échangés avec des séquences CDR3
de taille et de composition différentes tandis que la banque V2 contient en plus des modifications
ponctuelles au niveau des CDR1, CDR2 et CDR3-L.

2.1.2. Vectorisation d’anticorps dans le cytoplasme

La vectorisation d’anticorps dans le cytoplasme constitue une approche
complémentaire aux « intrabodies ». Elle repose sur 'adressage dans le compartiment
intracellulaire des anticorps a travers la membrane cellulaire qui normalement
empéche la diffusion des macromolécules. Seules les protéines extracellulaires
endocytées par la cellule sont naturellement transportées dans le cytosol. Trois types

de méthodes ont été mises au point pour vectoriser des anticorps dans la cellule.
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2.1.2.1. La transfection de protéines (profection)

Inspirée de la transfection d’ADN, une technique robuste utilisée en routine
depuis plusieurs décennies, lintroduction dans la cellule de polypeptides par
transfection (ou profection) est un procédé beaucoup plus délicat en raison des
propriétés physico-chimiques des protéines. En effet, 'organisation et la composition
de ’ADN sont uniformes par rapport a la taille, la charge et la structure des protéines
qui varient énormément. Contrairement a 'ADN, les protéines et en particulier les
anticorps doivent conserver leur structure tertiaire lorsqu’elles sont associées a un
agent de transfection. Bien que la profection soit hautement protéine-dépendante,
plusieurs études ont démontré la faisabilité de cette technique (Courtéte et al., 2007 ;
Dalkara et al., 2004).

Les systemes de profection reposent sur le méme mécanisme que la
transfection d’ADN et ce quel que soit le réactif utilisé. L’agent de transfection et les
polypeptides forment des complexes chargés positivement qui interagissent avec les
protéoglycanes présents a la surface des cellules. Ces complexes sont internalisés
dans la cellule par endocytose, puis libérés des endosomes aprés osmolyse (Figure
14 ; Khalil et al., 2006). Le ratio entre la charge de la molécule d’ADN et celle du réactif
est un parameétre critique lors de la transfection d’ADN. En ce qui concerne la
profection, il semblerait que la charge ne soit pas primordiale, mais davantage le ratio
entre la surface de la protéine et celle de I'agent de transfection, ainsi que les
interactions hydrophobes (Dalkara et al., 2004). En fonction de leur taille et de leur
nature, les complexes protéiques entrent dans la cellule via différentes voie
d’endocytose. |l existe deux types de complexes : (1) les lipoplexes obtenus avec des
lipides cationiques endocytés via la clathrine ; (2) les polyplexes qui sont endocytés
indépendamment de la clathrine et qui sont formés grace a des polyméres comme le
PEI (polyéthyleneimine) déja utilisé pour la transfection de ’ADN (Rejman et al., 2005 ;
Futami et al., 2012).
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Figure 14. Représentation schématique du transfert de protéines dans une
cellule eucaryote par transfection.

Nous avons montré qu’il est possible de vectoriser dans le cytoplasme de
cellules transformées par le virus HPV16 un anticorps dirigé contre la protéine E6 a
'aide de lipides cationiques, avec pour effet, 'arrét de la prolifération cellulaire.
L’anticorps est donc actif aprés vectorisation et ceci a été possible parce qu’il a des
propriétés physico-chimiques qui lui permettent d’interagir stablement avec les
composeés lipidiques (Courtéte et al., 2007). Il existe dans le commerce plus d’'une
vingtaine de produits a base de lipides permettant de vectoriser des protéines dans
des cellules en culture et de plus en plus de groupes les utilisent pour transférer des
protéines dans le cytoplasme (van der Gun et al., 2007 ; Chiang et al., 2010).

L’alternative principale aux lipides cationiques est I'utilisation de nanoparticules
de polymeéres (Canton et al., 2013), mais le développement de ces réactifs n’en n’est
qu’a ses prémices. A I'image de I'efficacité de transfection de ’ADN qui est un facteur
limitant pour de nombreuses applications, la profection est limitée par le faible nombre
de cellules transfectées. De plus, la vectorisation de protéines par profection reste
perfectible en raison de son efficacité protéine-dépendante, sa cytotoxicité, et de la
perte d’activité de la protéine que peut engendrer I'association avec l'agent de

transfection (Marschall et al., 2011).
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2.1.2.2. La transduction de protéines : les peptides internalisants

La délivrance d’'une protéine a l'intérieur d’une cellule peut se faire en la
fusionnant a des peptides permettant de franchir la membrane cellulaire. Ce type de
peptide est appelé PTD (Protein Transduction Domain) ou encore CPP (Cell
Penetrating Peptide). En général, un peptide PTD est issu du domaine de transduction
d’'une protéine capable d’entrer dans la cellule. Les séquences en acides aminés des
PTD sont variables, néanmoins leur charge globale est franchement positive (Fischer,
2007). Les peptides les plus utilisés et les plus étudiés font partie de la famille des PTD
riches en arginine.

Le domaine de transduction de la protéine TAT (Trans-Activator of
Transcription) du virus HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus) a été utilisé dans de
nombreuses études pour vectoriser des anticorps dans la cellule. Sa séquence est
YGRKKRRQRRR. Ce peptide peut étre fusionné génétiqguement a un scFv ou
synthétisé in vitro pour étre couplé a un Fab ou a une IgG (Cohen-Saidon et al., 2003 ;
Anderson et al.,, 1993 ; Chen & Erlanger, 2002). Comme pour les autres peptides
internalisants, le mécanisme d’entrée du PTD issu de la protéine TAT dans la cellule
n’est pas connu (Duchardt et al., 2007). Il semblerait néanmoins que les PTD soient
endocytés et que les protéines de surface de la cellule soient nécessaires pour leur
internalisation (Gump et al., 2010). La charge positive des peptides riches en arginine
pourrait entrainer leur concentration au niveau des glycoprotéines de la surface de la
cellule, de facon similaire au mécanisme de la profection décrit dans la section
précédente.

D’autres CPP ont été décrits et notamment un peptide dérivé de la protéine X
du virus de I'Hépatite B impliquée dans la transcription de I’ARN viral. Ce peptide est
uniquement internalisé par les cellules adhérentes et plusieurs types de biomolécules
(B-Galactosidase, siRNA, 1gG) conjugués a ce CPP ont été transduits avec succes
(Montrose et al., 2013). Le peptide BR2 dérivé de la buforine (peptide anti-microbien
retrouvé dans I'estomac de nombreuses espéces d’amphibiens) est un autre exemple
de CPP qui semble étre internalisé spécifiquement par les cellules cancéreuses. En
effet, la séquence codante d’un scFv a été fusionnée a BR2 et le fragment d’anticorps
a eté vectorisé avec succes dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses, mais pas

dans des cellules normales (Lim et al., 2013).

46



Contrairement a la profection ou la protéine est liée de fagon non covalente au
réactif de transfection, le couplage ou la fusion de peptides PTD a des anticorps sont
covalents. Dans le cas ou les CPP ont des caractéristiques physico-chimiques trop
différentes de celles des anticorps, I'expression de protéines de fusion anticorps-CPP
peut engendrer des problemes de production, ce qui n’est pas le cas avec la profection.
De méme, le couplage chimique de peptides sur un anticorps peut altérer sa structure
et son activité. L'utilisation de peptides d’internalisation et la transfection de protéines
partagent toutefois un parameétre critique qui est la libération de la protéine des
endosomes apres endocytose. Si les protéines endocytées ne sont pas rapidement
relarguées dans le cytosol, I'acidification des endosomes conduit a la dénaturation des
polypeptides endocytés (Marschall et al., 2011). Pour s’affranchir de la délivrance des
anticorps par endocytose, ils peuvent étre vectorisés dans le cytoplasme gréce a des
méthodes qui n’impliquent pas de modifications chimiques ou génétiques de

I'anticorps.

2.1.2.3. Méthodes de vectorisation physiques

2.1.2.3.1. La micro-injection

La micro-injection a été la premiére méthode employée pour vectoriser des
anticorps monoclonaux directement dans le cytoplasme de cellules en culture (Morgan
& Roth, 1988). Cette technique est en général réalisée a I'aide de capillaires en verre
d’'un diamétre interne inférieur a 1 pm qui vont permettre de percer la membrane des
cellules. De nombreuses études ont démontré que les anticorps complets micro-
injectés sont stables et actifs dans I'environnement réducteur du cytosol (Madsen et
al., 1986 ; Marg et al., 2008). lls peuvent donc étre utilisés pour étudier la dynamique
fonctionnelle d’'une protéine ou interférer avec son activité dans les cellules vivantes.
La micro-injection d’'un anticorps dirigé contre PLK1 (Polo-Like Kinase 1) a notamment
permis de montrer que cette protéine est impliquée dans la maturation des
centrosomes lors de la division cellulaire. Les travaux présentés dans cette étude
constituent un parfait exemple d’immunociblage fonctionnel puisque les cellules
traitées avec 'anticorps ne peuvent plus se diviser normalement (Lane & Nigg, 1996).
Cependant, la reproductibilité de la micro-injection d’anticorps entre plusieurs

traitements est limitée et la technique peut se révéler trés contraignante a mettre en
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ceuvre lorsqu’il est nécessaire de traiter un grand nombre de cellules. C’est peut-étre

pour cette raison que des méthodes plus standardisées ont été développées.

2.1.2.3.2. L’électroporation

L’électroporation est utilisée depuis de nombreuses années pour introduire de
I’ADN dans les bactéries et les levures. Le principe de cette technique est d’appliquer
un champ électrique sur la membrane cellulaire qui est ainsi déstabilisée, ce qui
permet a ’ADN (chargé négativement) présent dans I'espace extracellulaire de rentrer
dans la cellule par diffusion via I'ouverture temporaire de pores membranaires. Il est
également possible d’utiliser I'électroporation pour introduire de 'ADN ainsi que des
polypeptides dans les cellules animales. Cependant, cette technique est rarement
utilisée dans le cas des cellules de mammiféres parce qu'il est nécessaire de traiter
un trés grand nombre de cellules pour obtenir suffisamment de cellules viables apres
le choc électrique. En effet, lors du choc électrique, les cellules en suspension sont
exposeées brievement a un courant de haut voltage qui induit un taux de mort cellulaire
élevé. Ainsi, plusieurs applications de vectorisation d’anticorps par électroporation
avec une efficacité relative ont été décrites (Berglund & Starkey, 1991 ; Lukas et al.,
1994).

Trés récemment, un systéeme microfluidique permettant d’électroporer
efficacement des cellules animales a été décrit (Xie et al., 2013). Le principe de cette
innovation consiste a cultiver des cellules directement sur une membrane ponctuée de
nano-canaux en aluminium qui vont acheminer les biomolécules dans le cytoplasme
par diffusion lors du choc électrique sans affecter la viabilité des cellules (Figure 15).
Une faible tension électrique est suffisante pour transporter ’ADN dans le cytoplasme
contrairement a I'électroporation classique qui s’effectue a des tensions électriques
beaucoup plus élevées dans des micro-cuvettes. Ce systéme qui semble trés efficace
pour introduire du matériel génétique dans les cellules est toutefois basé sur une
technologie microfluidique trés lourde a mettre en ceuvre, et il n’a pas été appliqué

pour l'instant a la délivrance de protéines.
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Figure 15. Schéma illustrant le principe du systéme de nano-électroporation. Les
biomolécules a vectoriser sont en solution sous la membrane sur laquelle sont cultivées
les cellules. Les nano-canaux permettent aux biomolécules de diffuser dans le cytoplasme
lors du choc électrique. (Adapté de Xie et al., 2013).

2.1.2.3.3. La sonoporation

La sonoporation est basée sur le méme type de procédé que I'électroporation.
Elle perméabilise temporairement la membrane cellulaire en appliquant localement
des ultrasons combinés a des microbulles qui sont généralement utilisées en imagerie
médicale. La sonoporation peut étre appliquée a la vectorisation de différents types de
biomolécules, dont les anticorps, et la viabilité des cellules traitées est supérieure a
celle des cellules électroporées. Le transfert par sonoporation d’'un anticorps anti-E6
dans le cytoplasme de cellules HPV positives permet de restaurer I'activité de p53
(Togtema et al., 2012). Méme si peu d’applications de cette technique récente sont
décrites a ce jour, elle représente une approche originale qui sera sirement exploitée

avec succes a l'avenir.

Les trois méthodes qui viennent d’étre présentées nécessitent de purifier et de
concentrer les anticorps qui doivent résister a I'agrégation et étre disponibles en
grande quantité, ce qui n'est pas évident quand on connait le colt de ces réactifs. De
plus, contrairement aux intracorps qui sont exprimés constitutivement dans la cellule,
la quantité d’anticorps vectorisés est définie, c’est pourquoi ces deux types
d’approches sont complémentaires. Cependant, il n’existe pas encore de protocole
geénérique et facile a mettre en ceuvre pour adresser des anticorps dans une cellule
vivante. La transfection de 'ADNc d’'un fragment d’anticorps est actuellement la
meéthode la plus utilisée pour cibler un antigéne intracellulaire avec des outils dérivés

du systeme immunitaire. Une nouvelle méthode permettant la délivrance d’anticorps
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complets et actifs dans le cytoplasme est nécessaire afin de complémenter I'utilisation

des intracorps.

2.1.3. Applications de 'immunociblage intracellulaire

2.1.3.1. Etude de la fonction et de la dynamique d’une protéine intracellulaire

Pour suivre la dynamique endogéne d'un antigéne intracellulaire, deux
approches d’immunociblage peuvent étre exploitées. D’une part, il est possible
d’'utiliser des intracorps non bloquants, c’est-a-dire ceux qui ne neutralisent pas
l'activité d’'une protéine donnée et qui se lient a leur cible sans perturber sa fonction.
On évite ainsi d’avoir recours a la surexpression de protéines sauvages, mutées ou
tronquées qui trés souvent peut biaiser les résultats obtenus (Gibson et al., 2013). En
pratique, un fragment d’anticorps peut étre étiqueté avec une protéine fluorescente
comme la GFP (Green Fluorescent Protein) afin de visualiser la localisation de la
protéine cible et ainsi étudier sa dynamique (Nizak et al., 2003 ; Rothbauer et al.,
2006). Pour ce type d’application, les fragments d’anticorps utilisés doivent bien
entendu résister a la réduction cytoplasmique.

D’autre part, les anticorps peuvent également étre utilisés pour des applications
d’'imagerie in vivo pour étudier la dynamique d’'un antigéne intracellulaire comme par
exemple des anticorps couplés a des fluorophores comme le FITC (Fluorescéine
IsoThioCyanate) ou ses dérivés qui sont trés largement utilisés pour détecter des
protéines par immunofluorescence. Il est toutefois nécessaire de disposer d’un

systeme de vectorisation efficace.

2.1.3.2. Immunisation intracellulaire

Les anticorps peuvent également étre utilisés dans un contexte intracellulaire
pour des applications thérapeutiques. L'immunisation intracellulaire repose sur
l'utilisation d’anticorps pour moduler la fonction de sa cible dans la cellule. Un
intracorps ou un anticorps vectorisé peut bloquer 'interaction d’une protéine avec ses
partenaires cellulaires par géne stérique (Biocca et al., 1990). |l est aussi possible de
fusionner la séquence codante d’un intracorps a une séquence d’adressage comme
le peptide PEST (peptide riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine) qui
permet de relocaliser la protéine ciblée vers le protéasome poury étre dégradée (Sibler

et al., 2005). Enfin, les fonctions d’une protéine peuvent étre modulées en modifiant
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sa conformation grace a la liaison d’'un anticorps. Deux scFv sont par exemple
capables d’induire un changement conformationnel du facteur de transcription p53 et
de restaurer son activité dans des cellules cancéreuses (Caron de Fromentel et al.,
1999).

En conclusion de ce chapitre, les anticorps et les fragments dérivés peuvent
étre utilisés dans le compartiment intracellulaire via deux approches différentes : la
délivrance directe dans le cytoplasme ou I'expression intracellulaire sous la forme
d’intracorps. Malgré de nombreuses investigations en cours, aucun anticorps ciblant
une protéine intracellulaire n’est utilisé en thérapie a ce jour. L’immunisation
intracellulaire s’est principalement développée autour de trois axes de recherche
basés sur le traitement du SIDA, des pathologies neuro-dégénératives et des cancers
(Lo et al., 2008).

Notre équipe s’intéresse notamment a I'étude de deux mécanismes de
cancérogenese que sont (1) la réplication de ’TADN endommagé en réponse a un
stress génotoxique et (2) la dégradation de suppresseurs de tumeurs comme le facteur
de transcription p53. Les protéines intracellulaires PCNA (1) et gankyrin (2) sont
impliquées dans ces mécanismes et ont été clairement identifiées comme des cibles
potentielles pour la thérapie du cancer (Mailand et al., 2013 ; Higashitsuji et al., 2005).
Nous souhaitons cibler PCNA et la gankyrin afin de développer notamment une
stratégie d’inhibition d’interactions protéine-protéine a l'aide d’anticorps et de

fragments dérives.
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3. Les protéines PCNA et gankyrin

3.1.PCNA
3.1.1. Structure et fonction de PCNA

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) est un facteur nucléaire de
processivité des ADN polymérases indispensable a la réplication de 'ADN des cellules
en prolifération. Cette protéine est également impliquée dans le contréle du cycle
cellulaire, la réparation des dommages a '’ADN et I'organisation de la chromatine en
facilitant de multiples interactions protéine-protéine et protéine-ADN (Moldovan et al.,
2007 ; Mailand et al., 2013). Elle est constituée de 261 acides aminés pour une masse
moléculaire de 29 kDa. PCNA appartient a la famille des anneaux de processivité ou
« sliding clamps » qui sont constitués de plusieurs sous-unités formant un anneau. lls
sont capables d’encercler 'ADN et de se déplacer le long de celui-ci. Ces protéines
sont structurellement et fonctionnellement conservées au cours de I'évolution (Kelman
et al., 1995). PCNA est un homo-trimére dont chaque monomeére est composé de deux
domaines similaires reliés entre eux par une boucle de 18 acides aminés appelée IDCL

(InterDomain Connector Loop ; Figure 16).

Figure 16. Structure tridimensionnelle de PCNA. Chaque monomére de PCNA
est de couleur différente (bleu, vert, rouge). (Adapté de Gulbis et al., 1996 ; code
d’accession PDB : 1AXC).
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Méme si la charge globale de PCNA est négative, la surface interne de 'anneau
est positive a cause de la présence de nombreux résidus lysine et arginine, ce qui
facilite le passage de I’ADN chargé négativement (Naryzhny, 2008). PCNA est chargé
autour de 'ADN au niveau de I'extrémité 3’-OH d’une jonction matrice amorce par le
complexe RFC (Replication Factor C ; Hedglin et al., 2013). PCNA ainsi chargé sur
'ADN augmente la processivité des ADN polymérases en facilitant leur maintien sur
ADN au niveau de la fourche de réplication (Figure 17). Inversement, le
« déchargement » de PCNA de 'ADN semble étre régulé par la protéine Elg1
(Enhanced level of genomic instability 1) puisqu’en absence de ce facteur, il y a une

accumulation de PCNA sur la chromatine (Shiomi et al., 2013).

Lagging strand

Figure 17. Schéma du réplisome eucaryote. L’hélicase MCM (MiniChromosome Maintenance)
sépare 'ADN double brin. Les ADN polymérases ¢ et & synthétisent ’ADN sur les brins continus et
discontinus respectivement. RPA (Replication Protein A) empéche la formation de structures
secondaires sur 'ADN simple brin et le protege de la dégradation. L’ADN polymérase a—primase
synthétise une amorce hybride ARN-ADN. Les protéines Ctf4, Cdc45 et le complexe GINS
intéragissent avec I'hélicase MCM et sont des éléments essentiels du réplisome, mais leur fonction
n’est pas clairement établie. (Adapté de Cell SnapShot : the replisome, 2010).

PCNA est localisé dans le noyau des cellules prolifératives sous deux formes
distinctes. La fraction liée a la chromatine (insoluble aux détergents) est impliquée
dans la réplication et les processus associés ; la fraction libre n’est pas engagée dans
la synthése d’ADN et peut étre extraite a 'aide de détergents (Wang et al. 2006).

L’expression de PCNA est dépendante du cycle cellulaire, c’est pourquoi la forme de
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PCNA liée a la chromatine n’est visible qu’au cours de la phase S du cycle au niveau

des foyers de réplication (Figure 18).

Mid-S Late-

Figure 18. Expression de PCNA au cours du cycle cellulaire. (Adapté de
Mabhler et al., 2012)

3.1.2. Partenaires de PCNA et motifs d’interaction

PCNA coordonne un large éventail de processus impliqués dans le
meétabolisme de 'ADN, la réplication et la transmission du génome en jouant le réle de
plate-forme d’interactions pour de nombreux facteurs. PCNA interagit avec de
nombreux partenaires différents au cours du cycle cellulaire. La régulation spatio-
temporelle des interactions entre PCNA et ses partenaires est primordiale. La plupart
des interacteurs de PCNA se lient a un site localisé dans la boucle IDCL via un motif
d’interaction appelé PIP-box (PCNA-Interacting Peptide). Ce motif conservé est
présent dans la plupart des protéines qui interagissent avec PCNA (Tableau 3), et sa
séquence consensus est Q-x-x-[ILM]-x-x-[FY]-[FY] (De Biasio et al., 2012). Dans
certains cas, le motif PIP-box est précédé d’une séquence KA (KA-box) (Xu et al.,
2001).
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Tableau 3. Liste non exhaustive des protéines interagissant avec PCNA. Les
protéines en gras contiennent un motif d’interaction PIP-box. (Adapté de

Moldovan et al., 2007).

ADN polymérases

Clamp loader

Flap-endonucléase

ADN ligase

Topoisomérase

Ubiquitine ligases E3

Enzyme de conjugaison SUMO E2
Hélicases, ATPases

Enzymes du MMR
Enzymes du BER

Enzymes du NER
ADN méthyltransférase
Régulateurs du cycle cellulaire

Facteurs apoptotiques

Pold, Polg, Poln, Poli, Polk, Polc,
PolA, Pol, Rev1

Rfc1, Rfc3, Rfc4

FEN-1

ADN Ligase 1

Topo lla

Rad18, Rad5

Ubc9

Srs2, Rrm3, Mgs1, WRN, RECQ5

Msh3, Msh6, Mih1, EXO1

UNG2, MPG, NTH1, APE1, APE2,
XRCC1

XPG

DNMT1

p21, p57, Cycline D1
ING1b, p53

Les protéines possédant des PIP-box se lient a PCNA dans la méme région,

leur liaison est donc exclusive et compétitive. L’affinité semble étre I'élément essentiel
qui gouverne I'ensemble de ces interactions (Maga et al., 2003). L’inhibiteur de CDKs
(Cyclin-Dependent Kinase) p21 bloque la réplication grace a sa capacité a se lier a
PCNA en empéchant le chargement de 'ADN polymérase sur 'anneau de processivité
(Cazzalini et al., 2003). En effet, le peptide PIP correspondant a la région carboxy-
terminale du CKI (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor) p21 se lie a PCNA avec une
affinité 200 fois plus importante que le peptide PIP issu de la sous-unité de 'ADN
polymérase & (Bruning et al., 2004). Ceci suggére (1) le roéle de l'affinité dans
l'organisation des interactions entre PCNA et ses nombreux partenaires et (2)
comment p21 exerce sa fonction d’inhibiteur du cycle cellulaire en bloquant la synthése
d’ADN.
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Un autre motif d’interaction avec PCNA appelé APIM (AlkB homologue 2 PCNA
Interacting Motif) a été récemment décrit et est caractérisé par la séquence [KR]-
[FYW]-[LIVA]-[LIVA]-[KR]. Ce motif serait important pour la liaison a PCNA de
protéines impliquées dans la réponse a un stress génotoxique (Gilljam et al., 2009).
Ce motif est présent dans plus de 200 protéines humaines et son site de liaison sur
PCNA serait situé dans la méme région que le motif PIP-box (Muller et al., 2013).

La hiérarchie des interactions de PCNA avec ces protéines met en jeu des
mécanismes supplémentaires, a la source de la régulation de la réplication de 'ADN
endommagé ou non. Parmi ces mécanismes, il a été montré que ce sont les
modifications post-traductionnelles de PCNA qui jouent un réle essentiel pour la

régulation de ces interactions (Mailand et al., 2013).

3.1.3. Modifications post-traductionnelles de PCNA

3.1.3.1. La phosphorylation de PCNA

La phosphorylation de la tyrosine Y211 stabilise la fraction de PCNA liée a la

chromatine. La kinase responsable de cette modification est TEGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), qui joue un réle essentiel dans la prolifération cellulaire. De
plus, la phosphorylation de la tyrosine Y211 prévient la dégradation de PCNA par le
protéasome en perturbant l'interaction entre I'ubiquitine ligase CRL4 (Cullin 4-based
ubiquitin ligase) et 'anneau de processivité (Wang et al., 2006). La tyrosine Y211 n’est
pas l'unique site de phosphorylation. PCNA phosphorylé sur la tyrosine Y114 induirait
le développement de tissu adipeux, suggérant ainsi un réle de PCNA dans la

différentiation cellulaire (Lo et al., 2013).

3.1.3.2. L’acétylation de PCNA
PCNA est également acétylé et cette modification post-traductionnelle (MPT)

semble affecter sa stabilité a l'instar de la phosphorylation de la tyrosine Y211.
L’acétylation de PCNA empécherait donc sa dégradation, mais I'impact de cette
modification sur la réplication de I'ADN endommageé n’est pas connu. De plus, le résidu
modifié n'a pas encore été identifié pas plus que les enzymes impliqués dans la

réaction et le mécanisme qui induit cette modification (Yu et al., 2009).
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3.1.3.3. La SUMOylation de PCNA

Chez Saccharomyces cerevisiae, la SUMOylation de PCNA permet de recruter

I'hélicase Srs2 au niveau de la fourche de réplication afin de prévenir des événements
de recombinaison. Dans les cellules humaines, la SUMOylation de PCNA commence
a peine a étre caractérisée mais il semblerait que la protéine ainsi modifiée inhibe la
recombinaison et la formation de cassures double-brin de ’'ADN lorsque la fourche de

réplication est bloquée au niveau d’'une Iésion (Gali et al., 2012).

3.1.3.4. La mono-ubiquitinylation de PCNA

La modification post-traductionnelle de PCNA la plus étudiée est sans aucun

doute sa mono-ubiquitinylation. PCNA est également poly-ubiquitinylé, mais nous
n’aborderons pas cette MPT dans cette section. Le facteur de processivité est modifié
par I'addition d’'une molécule d’'ubiquitine en réponse a des dommages sur 'ADN
(Kirchmaier, 2011). Cette modification de PCNA est un élément central de la tolérance
des dommages et notamment de la synthése translésionnelle (TLS), mécanisme qui
permet a la machinerie réplicative de franchir les Iésions de ’ADN (Ulrich et al., 2013).
En effet, PCNA est mono-ubiquitinylé sur la lysine K164 par le complexe
d’ubiquitinylation RAD6/RAD18 lorsqu’une fourche de réplication est bloquée par une
Iésion ou des structures secondaires de 'ADN. PCNA ainsi modifié recrute des ADN
polymérases spécialisées (ou translésionnelles) capables de franchir les Iésions afin
d’assurer la réplication compléte du génome (Figure 19 ; Chen et al., 2011).
Contrairement aux ADN polymérases réplicatives, les ADN polymérases
translésionnelles sont dénuées d’activité exonucléase 3’-5 et présentent une faible
fidélité de réplication caractérisée par un site actif plus flexible leur permettant de
franchir des Iésions induites par des agents génotoxiques au risque d’introduire des
mutations dans le génome. Chez 'homme, il existe au moins cinq ADN polymérases
(n, 1, K, C et Rev1) capables d’effectuer la TLS et chacune a une spécificité de Iésion
différente. Par exemple, ’ADN polymérase n est impliquée dans le franchissement de
dommages a I'ADN de type dimeres de pyrimidine induits par les rayons UV
(McCulloch et al., 2008). Lors de la TLS, le recrutement des ADN polymérases
translésionnelles est facilité grace a leur domaine de liaison a 'ubiquitine de type UBZ
(Ubiquitin-Binding Zinc finger) ou UBM (Ubiquitin-Binding Motif). Ainsi, leur affinité pour
PCNA est plus importante lorsque I'anneau de processivité est mono-ubiquitinylé

(Lehmann et al., 2007). Il est intéressant de noter que les cellules B utilisent la TLS
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pour introduire des mutations somatiques lors de la SHM afin de franchir et/ou réparer
les lésions induites par AID (Langerak et al., 2007).

La TLS décrite précédemment est un parfait exemple du réle de PCNA en tant
que plate-forme d’interactions protéine-protéine. De plus, ce mécanisme de survie est
impliqué dans la chimiorésistance acquise des cellules cancéreuses traitées avec des
drogues génotoxiques (Xie et al., 2010). Le blocage de la mono-ubiquitinylation de
PCNA devrait donc permettre d’augmenter la chimiosensibilité des cellules tumorales.
C’est une de ces propriétés pour laquelle PCNA est considéré comme une cible

thérapeutique.
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Figure 19. La mono-ubiquitinylation de PCNA : une étape clef de la synthése translésionnelle.
(A) Représentation schématique de I'échange d’ADN polymérases orchestré par PCNA mono-
ubiquitinylé pour le franchissement d’'une Iésion au niveau d’une fourche de réplication. Lorsqu’une
fourche est bloquée par une Iésion, il en résulte un découplage entre I'hélicase et TADN polymérase
réplicative entrainant I'apparition d’ADN simple brin reconnu par la protéine RPA, ce qui permet le
recrutement du complexe d’'ubiquitination RAD6/RAD18. PCNA est alors modifié au niveau de la
lysine K164 par I'ajout d’'une seule molécule d’ubiquitine, favorisant ainsi le recrutement des ADN
polymérases spécialisées permettant la réplication de TADN endommagé. La mono-ubiquitinylation
de PCNA est réversible et catalysée par 'enzyme USP1 (Ubiquitin-Specific Processing protease 1)
(Adapté de Mailand et al., 2013). (B) Structure cristallographique de PCNA mono-ubiquitinylé vue de
face. Les molécules d’ubiquitine sont représentées en bleu et le site de liaison du motif PIP-box en
violet. (C) Vue de cété. (Adapté de Zhang et al., 2012).
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3.1.4. PCNA, une cible d’intérét thérapeutique

3.1.4.1. Cancer, chimiorésistance et myélome multiple

PCNA est essentiel pour la survie des cellules en prolifération et son niveau
d’expression est plus élevé dans les cellules tumorales (Sakakura et al., 1994 ;
Naryzhny, 2008). C’est un biomarqueur universel de la prolifération et de I'agressivité
des cellules cancéreuses (Schramm et Mann, 2011). PCNA est considéré comme un
facteur non-oncogénique favorisant la croissance des cellules tumorales et de ce fait,
c’est une cible de choix pour le traitement potentiel de tous les cancers accessibles.
En effet, il est nécessaire de restreindre I'activité d’éventuels inhibiteurs de PCNA aux
cellules cancéreuses puisque cette protéine est nécessaire pour la prolifération et la
survie des cellules, ce qui pourrait engendrer des effets indésirables importants.
Plusieurs petites molécules chimiques modulant I'activité de PCNA in vitro et in vivo
ont déja été développées : des inhibiteurs de I'interaction entre PCNA et les protéines
a motif PIP-box inhibent la réplication de 'ADN et la croissance des cellules tumorales
(Tan et al., 2012 ; Punchihewa et al., 2012). |l a également été décrit que l'utilisation
de ce type de petites molécules permet d’inhiber spécifiquement la TLS afin de
chimiosensibiliser des cellules résistantes a certains agents génotoxiques utilisés en
chimiothérapie (Actis et al., 2013).

Le cis-platine est un agent alkylant couramment utilisé en chimiothérapie. Ce
type de composé génotoxique peut malheureusement induire 'émergence de sous-
populations de cellules cancéreuses qui ne répondent plus aux traitements : on parle
alors de chimiorésistance acquise (Doles et al., 2010). La TLS et plus précisément les
ADN polymérases translésionnelles sont capables de franchir les Iésions sans tenir
compte de la base modifiée par un agent génotoxique. Elles contribuent donc a
l'instabilité génétique, et il a été montré que la TLS fait partie des mécanismes a
I'origine de la mutagenése observée dans des cellules tumorales résistantes au
traitement par le cis-platine (Xie et al., 2010). D’'un point de vue thérapeutique, il serait
intéressant d’inhiber la TLS en ciblant spécifiquement les interactions entre PCNA et
les ADN polymérases translésionnelles afin d’augmenter la chimiosensibilité des
cellules cancéreuses en potentialisant I'action des drogues génotoxiques telles que le
cis-platine. Une approche similaire a recemment été utilisée pour traiter le myélome
multiple. En effet, des cellules de myélome multiple xenogreffées chez la souris sont

plus sensibles au traitement par le melphalan (agent alkylant) lorsqu’elles sont traitées
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avec un peptide constitué de la séquence consensus du motif APIM fusionnée a un
CPP (Figure 20A ; Muller et al., 2013).

La régulation des modifications post-traductionnelles de PCNA est aussi une
stratégie intéressante pour la thérapie du cancer. En effet, la phosphorylation de PCNA
sur la tyrosine Y211 est un événement fréequemment observé dans les cellules
cancéreuses. Cette phosphorylation est inhibée aprés transfection dans les cellules
d’un peptide correspondant aux 12 acides aminés de la région proximale de la tyrosine
Y211 de PCNA (la tyrosine étant remplacée par une phénylalanine Y211F) fusionné a
un CPP (Wang et al., 2006). De plus, le peptide Y211F-CPP conduit a I'arrét du cycle
cellulaire en phase S et a la mort cellulaire dans des lignées tumorales prostatiques,
et ralentit la croissance de tumeurs humaines xenogreffées sur des modéles murins

(Figure 20B ; Zhao et al., 2011).
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Figure 20. Les fusions peptide-CPP permettent d’inhiber la croissance de tumeurs
xénogreffées. (A) Le peptide APIM-CPP potentialise I'efficacité du melphalan in vivo sur des
cellules de myélome multiple. (Adapté de Mdller et al., 2013). (B) Le peptide Y211F-CPP ralentit
la croissance de tumeurs prostatiques xénogreffées chez la souris. (Adapté de Zhao et al., 2011).

3.1.4.2. Inflammation

PCNA n’est pas seulement considérée comme une cible thérapeutique pour le
traitement du cancer. Le mécanisme inflammatoire vise a éliminer un agent pathogéne
et a réparer les lésions tissulaires face a une agression. |l repose sur l'intervention de
différents types de cellules et notamment les neutrophiles, médiateurs de 'immunité
innée qui sont recrutés rapidement au site de la Iésion au cours d’'une infection. Le

neutrophile chargé de détruire 'agent pathogéne ne peut pas proliférer et il a été
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montré que PCNA est localisé exclusivement dans le cytoplasme de celui-ci (Witko-
Sarsat et al., 2010).

Dans certaines maladies inflammatoires, I'apoptose des neutrophiles est retardée et
ceci accentue les effets délétéres du processus inflammatoire. PCNA est directement
impliqué dans la survie du neutrophile en séquestrant des pro-caspases dans le
cytosol, empéchant ainsi leur activation et donc I'apoptose (De Chiara et al., 2012).
Ainsi, il serait intéressant de moduler la réponse inflammatoire en perturbant
l'interaction entre PCNA et les pro-caspases dans le cytoplasme du neutrophile afin

de déclencher I'apoptose.

En raison de son réle de facteur non-oncogénique impliqué dans la croissance
des cellules cancéreuses, PCNA constitue donc une cible intéressante pour la thérapie
du cancer. C’est pourquoi nous avons choisi cette protéine, en sus de son rdle de

plate-forme d’interactions, comme modele d’étude.
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3.2.La gankyrin

L’oncoprotéine gankyrin fait partie de la famille des protéines a motifs ankyrin
(AR) répétés impliquées dans les interactions protéine-protéine. En général, les
protéines qui posseédent des domaines AR présentent une structure concave. La
gankyrin est surexprimée dans les CHC (Carcinome HépatoCellulaire) par rapport aux
cellules hépatiques saines (Higashitsuji et al., 2000). La gankyrin également appelée
p28 est une protéine chaperone de 25 kDa. Elle est impliquée dans I'assemblage du
domaine de régulation 19S du protéasome 26S, complexe majeur de dégradation des
protéines de la cellule (Kaneko et al., 2009). Elle est composée de sept domaines
ankyrin répétés et interagit via ces domaines avec une autre sous-unité du
protéasome, la protéine S6 ATPase (Nakamura et al. 2007). Chaque motif ankyrin est
constitué de 33 acides aminés formant une structure de type B2a2 en hélice-boucle-
hélice précédée d’'une boucle en épingle a cheveux constituée de feuillets 8 (Figure

20). Les interacteurs de la gankyrin se lient via la partie concave de la protéine.

ANKT

Figure 21. Structure tridimensionnelle du complexe formé par la gankyrin et le
domaine carboxy-terminal de la S6 ATPase. (Adapté de Nakamura et al., 2007 ;
code d’accession PDB : 2DVW).

La gankyrin fait partie, tous facteurs étiologiques confondus, des principaux
éléments responsables du développement des CHC. En effet, elle est surexprimée
dans prés de 95 % des cas de CHC, mais son implication dans les mécanismes de
I'hépatocarcinogenese n’est pas connue (Fu et al., 2002). En revanche, il a été montré

que la gankyrin induit la dégradation par le protéasome des suppresseurs de tumeurs
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p53 et pRb (protéine du Rétinoblastome ; Higashitsuji et al., 2005). De récents travaux
indiquent que la surexpression de la gankyrin pourrait aussi étre impliquée dans
d’autres pathologies comme les cancers colorectaux ou oesophago-gastriques (Meng
et al., 2010 ; Ortiz et al., 2008).

Trés peu de stratégies ont été employées pour inhiber 'oncogénicité de la
gankyrin. Deux études ont démontré que I'extinction du messager de la gankyrin par
interférence a ’ARN induit 'apopotose dans la plupart des CHC traités (Li et al., 2005 ;
Higashitsuiji et al., 2005). La gankyrin est considérée comme oncoprotéine lorsqu’elle
est surexprimée, mais elle n’en demeure pas moins une protéine ubiquitaire,
chaperone de I'assemblage correct du protéasome 268S. Il serait donc plus approprié
d’'inhiber spécifiquement par interférence a la protéine les interactions dites
« oncogéniques » de la gankyrin qui entrainent la dégradation de p53 et pRb en

utilisant par exemple des fragments d’anticorps de type scFv.

Comme PCNA, la gankyrin représente un modéle d’étude intéressant pour
développer de nouveaux outils d'immunociblage intracellulaire. Les deux protéines
peuvent étre produites sous forme solubles chez E. coli, ce qui est un paramétre trés
important pour pouvoir générer des outils dérivés du systéme immunitaire capables de

reconnaitre spécifiquement ces protéines (Zhang et al., 2005 ; Desplancq et al., 2011).
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Le ciblage de protéines intracellulaires a I'aide d’anticorps et de fragments
d’anticorps recombinants présente de nombreuses applications médicales et
biotechnologiques. En effet, I'utilisation de ces molécules dans les cellules vivantes
permet de suivre la dynamique de protéines endogénes (imagerie) et/ou de perturber
leur fonction (interférence). La spécialité de notre équipe est de développer des outils
issus du systéme immunitaire afin d’étudier et perturber des mécanismes biologiques
de cancérogenése. Notre expertise principale repose sur la génération et la
caractérisation d’anticorps monoclonaux murins et polyclonaux de lapin, ainsi que des
fragments d’anticorps humains exprimés sous la forme de scFv solubles dans un
contexte intracellulaire (Philibert et al., 2007). Ces outils nous permettent d’étudier et
d’inhiber I'activité de protéines comme PCNA et la gankyrin qui sont impliquées dans
des mécanismes de cancérogenése. Les objectifs de cette thése étaient de
développer des réactifs pour I'immunociblage intracellulaire de PCNA et de la gankyrin
en exploitant plusieurs aspects de l'ingénierie des anticorps comme (1) la sélection
d’anticorps recombinants, (2) la fonctionnalisation de ces outils en tant qu’intracorps,
(3) 'amélioration de laffinité par évolution moléculaire in vitro et (4) la génération
d’anticorps monoclonaux et la mise au point d’'une technique de vectorisation dans le
cytoplasme.

Les techniques d'immunomarquage classiques ne permettent pas de détecter
la gankyrin endogéne. J'ai participé au développement d’un systéme de détection de
la gankyrin endogene dans les cellules vivantes basé sur I'association de deux scFv
fluorescents. Cette méthode permet de visualiser par FRET (Foérster Resonance
Energy Transfer) la protéine ciblée aprés co-transfection de deux scFv fusionnés a
'eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) et a la RFP (Red Fluorescent Protein)
respectivement. Les résultats de cette étude sont décrits dans l'article n°1 (Rinaldi et
al., 2013 ; page 68).

Les procédures expérimentales mises en ceuvre pour la sélection et la
caractérisation de scFv anti-gankyrin ont ensuite été appliquées a l'obtention de
ligands spécifiques de PCNA. L’objectif initial était de cibler PCNA afin (1) d’étudier la
dynamique de la protéine endogene, notamment en réponse a des stress

génotoxiques et (2) neutraliser son activité de cofacteur de la réplication de I'ADN dans
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les cellules vivantes. Les intracorps anti-PCNA obtenus ont permis de visualiser la
protéine endogéne mais pas d’inhiber sa fonction. L’article n°2 présente I'approche
originale qui a été développée pour sélectionner et caractériser des scFv anti-PCNA
fonctionnels dans les cellules (Freund et al., manuscrit en préparation ; page 71).

Nous avons eégalement imaginé et développé un systéme in vitro de
mutagenése permettant d’améliorer I'affinité des scFv, a I'image de ce qui se passe
au cours de I'hypermutation somatique mise en place par le systéme immunitaire lors
de l'activation des lymphocytes B. En associant cette méthode a la sélection de
fragments d’anticorps par « phage-display » a partir de banques combinatoires, nous
avons pu isoler avec succes plusieurs mutants de meilleure affinité. Une application
de ce systéme de mutagenése sera décrite ultérieurement (Stoessel et al., manuscrit
en préparation).

Enfin, nous avons mis au point un moyen simple et efficace pour vectoriser par
électroporation des anticorps dans le cytoplasme de cellules en culture. La méthode
mise au point est extrémement efficace puisque 100 % des cellules traitées sont
transduites. De plus, les anticorps sont actifs aprés transduction. Aprés obtention
d’'une large palette d’anticorps monoclonaux spécifiques de PCNA (en collaboration
avec le service des anticorps monoclonaux de 'lGBMC), nous avons ensuite appliqué
cette technique a 'immunociblage de PCNA dans les cellules vivantes. L’article n°3
présente cette nouvelle technique générique de transduction d’anticorps ainsi que les
essais de ciblage de PCNA avec des anticorps monoclonaux murins non bloquants
(Freund et al., 2013 ; page 90).

Les travaux réalisés au cours de cette these ont permis (1) de montrer qu’il est
possible de détecter avec des scFvs fluorescents des antigénes non détectables par
des anticorps conventionnels, (2) de sélectionner des fragments d’anticorps
recombinants (scFv anti-PCNA) utilisables en tant qu’intracorps afin de visualiser la
dynamique d’une protéine intracellulaire en temps réel et (3) de développer une

nouvelle application des anticorps monoclonaux dans les cellules vivantes.

66



RESULTATS ET DISCUSSION



RESULTATS ET DISCUSSION

1. Détection d’une protéine intracellulaire endogéne avec

des scFv fluorescents

1.1.Introduction

Les fragments d’anticorps recombinants peuvent étre exprimés dans les
cellules eucaryotes en tant qu’intracorps. En les fusionnant a des protéines
fluorescentes, ils permettent d’étudier la localisation et la dynamique d’'une protéine
intracellulaire, a condition que tous les scFv exprimés se lient a la cible. La gankyrin
est une protéine ubiquitaire trés faiblement exprimée dans les cellules. Comme les
techniques d’'immunomarquage classiques ne permettent pas de détecter cette
protéine endogeéne, nous avons développé un systéme basé sur 'utilisation de scFv
fluorescents qui permet par FRET de ne voir que les scFv liés.

A partir de la banque combinatoire de phages-scFv V1 construite au laboratoire,
un scFv (clone F5) capable de lier la gankyrin en solution a été isolé (Desplancq et al.,
2011). Au cours de ce travail, nous avons sélectionné plusieurs autres fragments
d’anticorps (R19, G3) qui interagissent avec la gankyrin en présence du F5. Des
expériences de cartographie d’épitope par cristallographie et par chromatographie
d’exclusion ont permis de déterminer des paires de fragments d’anticorps qui se lient
simultanément a la gankyrin conduisant a la formation d’'un complexe tri-moléculaire
F5 — gankyrin — R19 (ou G3). Les scFv ainsi caractérisés ont été fusionnés a 'eGFP
ou a la RFP, et nous avons mesuré lintensité du signal de FLIM-FRET aprés co-
transfection de deux scFv fluorescents dans des cellules vivantes. Dans ce cas, ne
sont révélés que les scFv qui se lient a la méme molécule de gankyrin.

Ce systéme a ainsi permis de détecter la gankyrin endogéne dans des cellules
vivantes et d’observer que la gankyrin est monomérique et localisée uniformément
dans le cytoplasme et le noyau de plusieurs lignées cellulaires différentes. Les
résultats de cette étude sont détaillés dans larticle suivant. En particulier, jai
sélectionné la paire de scFv G1 et G3 qui ont permis de confirmer les résultats obtenus

pour détecter la gankyrin par FRET.
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Introduction

Genetically encoded fluorescent proteins (FPs) have revolutio-
nised the ability to study protein localization and dynamics in
living cells. They enable the construction of fluorescent tools that
are produced by the cell transcriptional and translational machi-
neries and are well tolerated by most cell types [1]. Fluorescent
fusion proteins are the most widely used application of FPs, since
they allow specific proteins to be tracked in cells using time-
lapse microscopy [2,3] or, more recently, a fluorescence-
activated cell sorter [4]. While this technique is useful for
imaging of proteins that have a distinct localization or show an
aggregation pattern, this approach is not suitable for monitoring
endogenous proteins expressed at low levels and is uninforma-
tive if transient overexpression leads to protein accumulation up
to levels which affect its localisation. Fluorescent antibodies that
bind specifically to the target may offer a means of studying
endogenous proteins in living cells; however a technique to
deliver these molecules to cells efficiently is still being developed
[5].

The advances in recombinant antibodies technologies have
allowed cloned antibody variable domains to be stably expressed
in mammalian cells either as single-domain antibodies, such as
camelid variable heavy chain domains (VyH;) [6,7], or as single
chain Fv antibody fragments (scFvs) constituted by the assembly
of the variable heavy (VH) and light (VL) chain connected by a
flexible linker [8-13]. These so-called intrabodies can be easily
fused to FPs to allow the recognized antigen to be imaged, for
instance, by fluorescence microscopy [14-17]. Although this
technique overcomes some of the limitations associated with
overexpressing fluorescent fusion proteins, it is difficult to
determine if the fluorescence of FP-labelled intrabodies reflects
binding specifically to the protein target in the intracellular
environment. Indeed, it is likely that a large portion of the
overexpressed intrabodies remain free in the cytosol especially
when the antigen is expressed at low levels, with the results that
fluorescence does not necessarily reflect the localisation of the
antigen.

We recently isolated scFvs from an intrabody library that bind
gankyrin (GK), a cellular protein initially found to be expressed at
higher levels in hepatocellular carcinoma cells [18]. This ubiqui-
tous protein, also termed p28(GANK) or PSMD 10, interacts with
the S6 ATPase subunit of the 19S proteasome regulatory particle
and binds to pRb, cyclin-dependent kinase 4/6, MDM2 and RelA,
and thereby contributes to oncogenic processes [19,20]. Since GK
interacts with the 26S proteasome and tumour suppressors, it is
a potential drug target for liver cancers [21]. The native struc-
tures of human GK and its yeast homologue, Nas6p, have been
reported [22,23]; however, it remains unclear how GK interacts
with the aforementioned proteins in cellulo and how it regulates
their functions. One reason for this is that GK cannot be easily
detected with conventional antibodies in single cells. Since scFvs
that are stably expressed under reducing conditions and that
bind specifically to GK in solution are available, we hypothesized
that if these scFvs were used to make FP-labelled intrabodies,
they may enable GK to be visualised in living cancerous cells.
Since no washing steps can be performed under these conditions,
non-specific fluorescence from scFvs not bound to GK may be a
problem. We reasoned that this could be overcome using the

principle of a recently described method, the proximity ligation
assay (PLA) [24], which uses two antibody recognition events for
identification to enhance selectivity, and Forster resonant energy
transfer (FRET) to monitor the dual binding of the fluorescent
intrabodies to GK. FRET involves non-radiative energy transfer
between two adjacent fluorophores, a property that has been
successfully used to detect protein-protein interactions in living
cells using fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM--
FRET) [25-28].

In this study, we describe the selection and characterisation of
scFvs that bind specifically to GK in cells. Following precise
epitope binning using gel filtration and structural analysis, scFvs
fused to either enhanced green fluorescent protein (EGFP) or red
fluorescent protein (RFP) were used in combination with each
other to detect endogenous GK by FLIM-FRET analysis in living
cells. GK was found to be homogeneously expressed at a constant
rate in various cancerous cell lines including a hepatocellular
carcinoma line. This is the first example of the detection of
endogenous GK in single cells, since its low expression level
means it cannot be detected by conventional antibody-based
methods. The biosensing strategy described in this study, in
which FRET measurement is performed with pairs of fluorescent
intrabodies is likely to have many applications in live-cell
imaging and may provide a means of imaging other endogenous
proteins that are expressed at low levels in cells.

Materials and methods
Plasmid construction

pSV-scFv-E was generated by replacing the scFv 13R4 coding region
of p513-13R4-EGFP [29] with scFv fragments amplified from
PETOM-scFv vectors [18] digested with HindlIIl and Spel restriction
enzymes. This vector was used to generate pSV-scFv-G by replacing
the EGFP tag with the gluthatione-S transferase (GST) coding region
from pETM30 [18] and adding a myc tag encoded by the following
oligonucleotides 5'-CTAGTGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCT-
GAATG and 5'-CTAGCATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCA.
To construct pSV-scFv-N-R, the coding region of RFP was amplified
from pDsRed-monomerN1 (Clontech Laboratories, Mountain View,
USA) and inserted into pSV-scFv-E that had been digested with Spel
and EcoRI. Myc, B10 and NLS tags were inserted into the resulting
plasmid using oligonucleotides encoding the myc and B10 tags,
followed by the insertion of oligonucleotides 5'-CTAGTCCTC-
CAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCG and  5'-CTAGCGGG-
GTCTTCTACCTTTCTCTTCTTITTTGGA GGA into the unique Spel site.
These oligonucleotides were also used to modify pSV-scFv-E to
generate pSV-scFv-NLS-E. To construct vectors containing the -
actin promoter, the unique Spel site of pDRIVE-hf-actin (InvivoGen,
San Diego, USA) was first deleted. The resulting plasmid pfjA was
modified by inserting a scFv, followed by an EGFP, RFP, nuclear
export signal (NES) or nuclear localization signal (NLS) tag using the
unique Ncol and EcoRI restriction sites as described above for the
pSV series, generating pfA-scFv-E, pfA-scFv-R, ppA-scFv-NES and
pPA-scFv-NLS, respectively. The cloned NES sequence was the same
as that in pscFv-NES [15].

The pSV-GK vector corresponds to pCMV4-HA-gankyrin pre-
viously described [18]. To construct pSV-GK-NLS plasmid, the
coding region of GK was amplified and inserted into p513-scFv-E
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that had been digested with HindlII and Spel and oligonucleotides
encoding the NLS tag were inserted between the Spel and EcoRI
restriction sites. pSV-R-NLS-GK was generated from this plasmid
by inserting the coding region of DsRed-monomer amplified
from pDsRed-monomerN1 and GK amplified from pSV-GK as
Spel-EcoRI fragments, and then adding oligonucleotides encoding
the NLS tag as above. A similar strategy was used to generate the
pPA-based vectors containing GK. To generate pffA-GK-E, GK was
amplified from pSV-GK and inserted into pfA-scFv-E that had
been digested with Ncol and Spel. This plasmid was modified
using oligonucleotides encoding the NLS tag to generate pfA-GK-
NLS-E. pBfA-E-S6CT and pffA-R-S6CT were generated by subclon-
ing EGFP or RFP into pfA-scFv-E and then the S6 C-terminal
domain region (S6CT) amplified from pETM30-56(337-418) [18]
was added. To generate pSV-GK-NLS-Neo construct which con-
tains GK-NLS in-frame with the neomycin resistance gene from
PRSVNeo (ATCC 37198), the relevant sequences were amplified
and inserted into the pffA-scFv-E plasmid that had been digested
with Ncol and EcoRI. The primers used to amplify the neomycin
coding sequence were as following: 5'GCGCGCACTAGTAT-
GATTGAACAAGATGGATTGCA and 5-GCGCGCGAATTCTCAGAA-
GAACTCGTCAAGAAGG. The pET-GK and pET-scFv bacterial
expression plasmids have been described previously [18]. For
co-expression of S6CT, the relevant coding region was subcloned
from pETM30-S6(337-418) into the pnCS plasmid (a generous
gift of C. Romier, Illkirch), which contains a compatible origin of
replication. All constructs were verified by sequencing and stored
at —20 °C.

Cell culture, transfection and siRNA

The Hela and Huh-7 cell lines were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with L-gluta-
mine (2 mM), gentamycin (10 pg/mL), HEPES buffer (10 mM) and
10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum, at 37 °C in a
humidified 5% CO2 atmosphere. The day before transfection,
4 x 10* cells were plated in 35 mm-diameter Ibidi dishes (Bio-
valley, Marne La Vallée, France) and 8 x 10* cells were plated in
12-well culture plates containing glass coverslips. Transient DNA
transfection was performed using jetPEI (Polyplus transfection,
IlIkirch, France) according to the manufacturer’s instructions.
Stably transfected cells were selected by supplementing the
culture medium with the antibiotic G418 (0.5 mg/mL). Control
siRNA and siRNAs against GK mRNA were obtained from Ambion
(Life Technologies, Saint Aubin, France). The target siRNA
sequence for GK was 5'-UGAAUCGCUGUCAUGUUAATAT (siGK2).
For the transfection with the Neon transfection system (Life
Technologies), 1 pL siRNA (50 pM stock solution) was added to
10° cells in R buffer (Life Technologies) and the mixture was
processed in the electroporation device as recommended by the
manufacturer. Where indicated, electroporated cells were trans-
fected with jetPEI after 24 h as described above. To analyse GK
levels, treated cells were lysed in RIPA buffer (Pierce, Rockford,
USA) and approximately 25 pg of soluble protein was run per
lane for Western blotting. The primary antibodies anti-GK (H-
231; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) and anti-actin
(Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) were used. HRP-
conjugated secondary antibodies (Sigma-Aldrich) were detected
using chemiluminescence (Immobilon; Millipore, Billerica, USA).

ScFv selection and in vitro binding assays

ScFv-phages were selected as previously described [29], except that
the antigen was immobilised on plates coated with 9E10 antibody
[30] or directly on NHS-activated magnetic beads (GE Healthcare,
Velizy, France). In some experiments, biotinylated antigen bound to
streptavidin-coated magnetic beads (Dynabeads, Invitrogen) was
used for panning and pure scFv F5 (5-20 pg/mL) was added to the
washing solutions. Labelling with biotin was performed using the
EZ-link NHS biotin reagents kit (Fisher Scientific Pierce, Illkirch,
France). Following the third round of selection, the scFvs were
subcloned into the pETOM vector, expressed in Escherichia coli by
autoinduction, and purified on Talon™ beads as described pre-
viously [18]. Binding in solution was evaluated by mixing the
monomeric fraction of the scFvs with equimolar amounts of pure
antigen and loading on a Superdex 75 10/300 column (GE
Healthcare) in 25 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl and 1 mM
DTT. Chromatography was performed at a flow rate of 0.3 mL/min.
The components of the collected fractions were identified by SDS-
PAGE and Brilliant Blue G staining (Sigma-Aldrich).

Immunofluorescence and FLIM-FRET microscopy

For the analysis by conventional fluorescence microscopy, the cells
were fixed 48 h after transfection with 4% (w/v) paraformaldehyde
for 20 min, washed several times with PBS, and the coverslips
were mounted with 4',6’-diamidino-2 phenyleindole (DAPI)
Fluoromount-G (SouthernBiotech, Birmingham, UK). Where indi-
cated, the cells were permeabilised with 0.2% (v/v) Triton-X100 for
5 min after fixation and incubated with an anti-tag monoclonal
antibody or anti-GK rabbit immunoglobulin (Santa Cruz Biotech-
nology), and then with AlexaFluor488 labelled-anti-mouse or anti-
rabbit immunoglobulins (Molecular Probes), as previously
described [31]. Cells were imaged with a Leica DM5500 micro-
scope equipped with FITC and Cy3 filters. Images were collected
with a 63 x objective and analysed with Image ] or Photoshop
software. The experimental setup used for FLIM measurements
has been described previously [32]. Briefly, time-correlated single-
photon-counting measurements were performed on a scanning
microscope based on an Olympus IX70 inverted microscope with a
water immersion 63 x objective. Excitation at 900 nm was
provided by a titanium-sapphire laser (Tsunami; Spectra Physics,
Beaune la Rolande, France). Photons were collected using a short-
pass filter with a cutoff wavelength of 680 nm and a band pass
filter of 520 nm (AHF, Tiibingen, Germany). Typically, transfected
cells in DMEM without phenol red were scanned at room
temperature for approximately 30 s to achieve appropriate photon
statistics to calculate fluorescence decay. Data were analysed
using SPCImage software and images are constructed through an
arbitrary colour scale, ranging from blue (short lifetime) to
brownish-yellow (long lifetime), which corresponds to the lifetime
of EGFP. The FRET efficiency was calculated using the equation:
E=1—(t/t0), where 7 is the lifetime of EGFP in the presence of RFP
and 7, the lifetime of EGFP in the absence of RFP [33].

Crystallography
Crystals of the complex of GK with scFv F5 were obtained at

17 °C by vapour diffusion in sitting drops of protein in 0.1 M
HEPES pH 7.0, 8% PEG 8000. Data collection was performed at
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100 K on the beamline ID29 at the ESRF, Grenoble (France). The
collection of diffraction data and structure refinement was
performed as described previously [34]. Details of data collection
and refinement will be published elsewhere and can be obtained
from the authors.

Results
The structure and in cellulo binding characteristics of scFv F5

We previously described the isolation of anti-GK scFvs that were
expressed in the bacterial cytoplasm and were soluble [18]. The
scFv F5 has been extensively characterised in vitro and large
quantities of F5 bound to GK were obtained by a single gel
filtration step (Supplementary Fig. 1A). To map the surface of the
interaction between F5 and GK, we performed a structural study
of the complex. Crystals were obtained and the structure of the
complex was solved by X-ray crystallography at 2.5 A resolution.
The overall structure of the ankyrin repeats (ANK) of GK (Fig. 1A)
is identical to that previously reported [22,35], suggesting that
binding of F5 does not modify the conformation of GK. The fold of
F5 corresponds to that of the immunoglobulin domains, except
that the disulfide bridge between Cys24 and Cys98 in the VH
domain is absent. Interestingly, F5 recognizes the a-helices in the
region encompassing ANK4 to ANKG6, which is not where S6
ATPase binds to GK [35]. F5 recognises GK via the six antibody
complementary-determining region (CDR) loops forming key
hydrogen bonds and polar interactions (Fig. 1A). Details of the
structure of the F5-GK complex will be described elsewhere.

Next, the folding capacity and the binding activity of F5 when
expressed in mammalian cells were assessed. F5 tagged with
EGFP or RFP at the C-terminus was inserted into mammalian
expression vectors containing either the SV40 early (SV) or the
B-actin (BA) promoter (Supplementary Fig. 2) and transiently
transfected in Hela cells. F5 expression was monitored using
fluorescence microscopy and Western blotting. F5 was homo-
geneously expressed in the cytoplasm and in the nucleus
(Fig. 1B). This differs from the localisation of another scFv, 1F4,
subcloned from a mouse hybridoma cell line [36], which accu-
mulates as aggregates. The expression level of RFP-tagged F5 was
increased in the transfected cells when a vector containing the
SV promoter was used in place of the fA promoter (Fig. 1C). Since
cells containing varying amounts of F5 remained flat and did not
round up even after prolonged incubation (>72 h), it appears
that expressing F5 in this way does not affect the fundamental
functions of the cell. Furthermore, the presence of F5 in the
nucleus suggests that the expressed molecules are soluble and
can passively diffuse into the nuclear compartment.

We used the classical re-targeting assay [16,37] to analyse the
antigen-binding capacity of F5 in transfected cells. The expres-
sion vectors were modified so that a NLS or NES tag was
appended to the F5 coding region at the C-terminus (Supple-
mentary Fig. 2). Similar constructs were generated with D12, a
closely related scFv isolated from the same library that strongly
binds to BSA in vitro [18]. GK-EGFP was almost completely
retargeted when co-transfected with F5-NLS fused to RFP
(Fig. 1D, panel 2). However, when the same experiment was
performed with D12-NLS, the localisation of GK-EGFP was not
affected (Fig. 1D, panel 1). When similar experiments were

performed using scFvs containing at the C-terminus a NES tag,
F5 promoted the export of nuclear GK (Fig. 1D, panel 4). This was
not observed when D12 was used, or when cells were treated
with the nuclear export inhibitor leptomycin B (LMB) [38]
shortly before imaging. Nuclear export of GK was also previously
observed with another scFv, 13R4, [15] and these results suggest
that binding of monomeric F5 to its epitope on the convex side of
GK permits exogenously expressed GK to undergo nuclear import
and export.

We have previously shown that bivalent scFvs can be gener-
ated if they are tagged with GST, an enzyme that accumulates as
stable active dimers in the bacterial cytoplasm [18]. Since GST is
soluble in the reducing environment of eukaryotic cells [39], we
tested whether F5 fused to GST at the N-terminus generates
active bivalent molecules in mammalian cells. F5-GST cloned
into the pSV-based vector accumulated almost exclusively in the
cytoplasm (Fig. 1D, panel 6). This was expected since the scFv-
GST fusions have a M; of 110 kDa, and so are too large to diffuse
passively into the nucleus. GK was specifically localized to the
cytoplasm and did not move in the nucleus when cotransfected
with F5-GST; however, this was not observed when F5-GST was
expressed under the control of the B-actin promoter, likely due
to the reduced expression level under these conditions (Fig. 1C).
This indicates that a scFv fused to GST is able to sequester a
small-sized antigen in the cytoplasm. It also suggests that the
efficiency of F5 binding in the cells is correlated to its expression
level. Together with the functional analysis of F5 tagged nuclear
import or export signals, these findings illustrate that F5 can be
used to monitor the localisation of GK and that the majority of
the expressed F5 fusions were active in mammalian cells
(Supplementary Fig. 4).

Selection and characterization of scFvs that bind GK in the
presence of F5

To isolate scFvs that bind GK in a region outside of the F5
epitope, which was mapped using the crystal structure, we
performed phage display selections in the presence of excess
F5. GK was immobilized on beads using myc-tagged F5 and the
anti-myc 9E10 antibody (E), or binding biotinylated GK to
coated-streptavidin plates (R). These two approaches are sche-
matically represented in Fig. 2A. After three rounds of panning,
we subcloned the most represented clones in each selection
(scFvs E21 and R19) into expression vectors and analysed their
ability to bind to GK in vitro and in cellulo. The CDR3 loops of
these two scFvs differ greatly in length and amino acid composi-
tion and are not homologous to the CDR3 loops of F5 (Supple-
mentary Fig. 3). When equimolar amounts of bacterially-
expressed R19 were mixed with GK and analysed by gel filtra-
tion, a single peak corresponding to a 1:1 complex (retention
volume: 9.8 mL) was observed (Fig. 2B) and a similar result was
seen with F5 (Supplementary Fig. 1A). This was not observed
when R19 was mixed with GK in complex with bacterially-
expressed S6CT [35]. In this case, in addition to the main
monomer peak of R19, a smaller peak corresponding to the
GK-S6CT complex (GK/S6) was observed. Similar results were
obtained with E21, although the peaks were less sharp, probably
because E21 tends to aggregate after purification. Since a single
peak with a retention volume of 9.4 mL was observed when F5
was analysed in the presence of the GK-S6CT complex, it appears
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Fig. 1 - Analysis of the binding properties of scFv F5 in vitro and in cellulo. (A) 3D structure of the GK-F5 complex. Ribbon
representation with each ANK of GK indicated by ANK1-7 (blue to red) and the VH and VL domains of scFv F5 shown in cyan and
magenta, respectively. Dotted line represents the unstructured linker of F5. The right panel shows detailed views of the residues
involved in the interactions between the epitope and the VH (upper) and VL (lower panel) domains. Hydrogen bonds and polar
interactions are shown as dashed lines. (B) Expression of scFv F5 in HeLa cells. Representative images of cells transiently transfected
with the indicated scFv constructs tagged with EGFP (green) or RFP (red) are shown. The poorly soluble scFv 1F4 was used as a
reference [15]. Cells were fixed 48 h after transfection and the expressed scFvs were visualized using a fluorescent microscope.
Magnification: x 630. (C) Analysis of the expression of RFP- or GST-tagged F5. Whole cell extracts of 6 x 10* HeLa cells transfected
with the indicated plasmids were subjected to SDS-PAGE and Western blotting. RFP-labelled F5 (upper panel) and GST-tagged F5
(lower panel) were detected with the anti-B10 antibody [37] and the anti-myc 9E10 antibody, respectively, followed by incubation
with HRP-labelled goat anti-mouse immunoglobulins. The difference of migration on gel of the RFP-labelled fusions is due to the
size of the linker in the construct. (D) Co-localisation of scFv F5 with GK in HeLa cells. The subcellular distributions of GK-EGFP or
GK-RFP fusion proteins co-expressed with either NLS-, NES- or GST-tagged F5 were visualized using a fluorescent microscope as in
(B). F5-GST was detected with the anti-myc 9E10 antibody and Alexa488-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins. The scFv
D12 was used as a negative control. Nuclear export of the NES-tagged scFvs was inhibited by treating cells with LMB [37] shortly
before fixation. Nuclei were stained with DAPI (blue). Magnification: x 630.

GK

Lk

that the binding of R19 and E21 to GK is sterically hindered by 48 h (Fig. 2C, panel 4). This suggests that R19 does not interfere
the presence of the S6 ATPase domain. Gel filtration was used to with essential functions of the cell, as observed with F5. The
confirm that F5 and R19 bind to different regions of GK intracellular binding capacity of R19 in the presence of co-

(Supplementary Fig. 1B). Attempts to solve the crystal structure expressed GK was investigated. Fluorescently-tagged GK was
of the GK-R19 complex to map the R19 epitope have been almost completely retargeted when co-transfected with
unsuccessful so far. fluorescently-tagged R19-NLS (Fig. 2C, panel 7). R19-GST, which

The intracellular behaviour of R19 and E21 was investigated as cannot diffuse into the nucleus, co-localised with GK-NLS sug-

described above for F5. R19 and E21 fused to EGFP or RFP were gesting that close to 100% of the monovalent or bivalent R19
solubly expressed in cells, although small aggregates of E21 were molecules were active. R19-NES did not promote the export of
observed when the transfected cells were cultured for more than nuclear gankyrin, indicating that R19 differs from F5. These
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Fig. 2 - Selection and characterisation of scFvs that bind to GK in the presence of scFv F5. (A) Schematic representation of the two
methods employed to immobilise GK on a solid support for phage selection. GK (red) was immobilised in complex with F5 (blue)
using the anti-myc 9E10 antibody (immobilisation E) or biotinylated GK was bound to a plate by means of streptavidin (yellow)
(immobilisation R). In the latter, an excess of pure F5 was added during the washing steps. (B) Gel filtration analyses of the

complexes of scFv R19 with GK or with GK-S6CT (GK/S6CT). Monomeric scFv fractions were incubated with GK or with GK-S6CT at
equimolar ratios for 30 min at room temperature before they were loaded on the column. Typical elution profiles of R19 with GK
(blue) or R19 with GK-S6CT (black) are shown. The elution profile of F5 with GK-S6CT is shown in red. The column was calibrated
with standard proteins (BSA, ovalbumin, carbonic anhydrase, ribonuclease A), which eluted at defined volumes as indicated by
arrows. (C) Expression of scFv E21 and co-localisation of scFv R19 with GK in HeLa cells. EGFP- or RFP-labelled GK co-expressed
with either NLS- or GST-tagged R19 were visualised by fluorescence microscopy as indicated in the legend of Fig. 1. R19-GST was
detected with the anti-myc 9E10 antibody and Alexa568-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins. The plasmids used for

co-transfection are indicated. Nuclei were stained with DAPI. Magnification: x 630.

experiments show that the use of F5 in the phage display
selection (Fig. 2A) allowed additional scFvs to be isolated, which
are able to interact strongly with GK. Since R19 did not bind to
the GK-S6CT complex, it is a candidate for dual scFv recognition
of GK in combination with.

Detection of endogenous GK by FLIM-FRET

We have previously shown that EGFP and RFP are suitable FPs for
imaging molecular interactions in living cells using FRET and FLIM
microscopy [33]. Since numerous constructs of scFvs or GK fused to
either EGFP or RFP were available, we tested if intracellular binding
events could be observed using FLIM-FRET. Preliminary experiments
were performed using F5, R19 and E21 fused to EGFP together with
GK-NLS fused to RFP, as represented schematically in Fig. 3A (left).
The mean EGFP lifetime in the absence of any transfer [40] (i.e. when
scFvs were transfected alone) was approximately 2.6 ns (brownish-

yellow), and this decreased to approximately 2 ns (blue-green)
when scFvs were co-transfected with RFP-GK-NLS (Fig. 3B and
Table 1). This difference indicates that FRET occurred. FRET was
essentially detected in the nucleus of the co-transfected cells,
reflecting the nuclear localisation of the scFv—-GK complexes and
confirming that the majority of the expressed scFv molecules were
active, as was previously observed in fixed cells. This indicates that
binding of fluorescent scFvs to GK can be easily monitored in living
cells using FLIM-FRET.

We next investigated whether dual binding of these fluorescent
scFvs to GK can be observed using this method. This would allow
unlabeled GK to be detected, as represented schematically in
Fig. 3A. After co-transfection of various scFv constructs encoding
either EGFP or RFP with HA-tagged GK [18], a strong FRET signal
was observed between F5-NLS-RFP and EGFP-tagged R19 or E21
(Fig. 3C). The transfer efficiency was up to 24% (Table 1), a
percentage comparable to that observed after co-transfection of
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Fig. 3 - Analysis of selected scFvs by FLIM-FRET microscopy (A) Schematic representation of intermolecular FRET (white arrow)
reflecting the interaction of EGFP-based donor molecules with RFP-labelled acceptor molecules. The cartoon shows FRET
between a scFv and GK (left) or between two different scFvs (right). The spatial proximity of the labelled fusion proteins
decreases the lifetime of EGFP fluorescence (B) FLIM-FRET analysis of the binding capacity of scFvs in HeLa cells. Cells were co-
transfected with equimolar amounts of the indicated constructs and analysed by FLIM 48 h after transfection. EGFP fluorescence
lifetime measurements are converted into images [33] with a colour scale ranging from blue (1.7 ns) to brownish-yellow (2.7 ns).
The fluorescence lifetime of EGFP in the absence of a FRET acceptor was 2.7 ns. (C) FLIM-FRET analysis of fluorescent scFvs co-
expressed with unlabelled GK and processed as in (B). Representative images of individual cells expressing R19-EGFP or E21-EGFP
and RFP-labelled F5-NLS in the presence or absence of co-expressed HA-tagged GK are shown. (D) FLIM-FRET analysis of cells
expressing R19-EGFP and either F5-RFP (a), F5/D12-RFP (c) or F5/104-RFP (d). The ratio of EGFP plasmid to RFP plasmid was 1:5. A
representative image of cells co-expressing R19-EGFP, F5-RFP and untagged GK is shown in (b). The fluorescence lifetime of EGFP
was recorded as in (B). The histogram on the right corresponds to the FRET efficiencies calculated from the data collected from
approximately 25 measurements in each case ((a)-(d)). FRET is considered to be significant when the value is higher than 5% of
efficiency (dotted line).

RFP-labelled gankyrin and the EGFP-labelled scFvs. This signal was
not detected when F5 was not tagged with NLS, suggesting that
the relocation of overexpressed GK to the nucleus facilitates the
formation of complexes containing two scFv molecules and one
GK molecule. Surprisingly, we also detected significant FRET when
GK was not co-expressed, albeit at a lower level (8-9% of
efficiency; Fig. 3C). Although this might be due to non-specific
interactions between the two fluorescent scFvs in cells promoted
by the overexpression of F5, such associations were not observed
by gel filtration, even when both scFvs were present at high
concentrations. Another possibility is that the system, which is
extremely sensitive and relatively independent of changes in

probe concentration [26], is able to detect binding of the fluor-
escent scFvs to endogenous GK.

To test this hypothesis, we constructed two mutants of F5 that
were unable to interact with GK, as probed by gel filtration (not
shown), and analysed the FRET signal when these mutants were
co-transfected with R19. In one mutant, the VL domain of F5 was
replaced with that of another scFv, D12, creating the chimeric
scFv F5/D12. In the other mutant, Asp104 in the CDR3 of the F5
VH domain, which is important for the interaction of F5 with GK
(Fig. 1A), was replaced with an alanine residue to generate
F5/104. Due to the high background of FRET observed with the
vectors expressing the scFvs under the control of the SV40
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Table 1 - FRET-FLIM measurements with individual cells

48 h after transfection.

Plasmids Fluorescence Efficiency
lifetime (ns) 2 (%)
pPA-F5-E+pSV-R-NLS-GK 2.10 20
PPA-R19-E+pSV-R-NLS-GK 2.00 23
pBA-E21-E+pSV-R-NLS-GK 1.90 26
pPA-G3-E+pSV-R-NLS-GK 1.76 38
pPA-E-S6CT+pSV-R-NLS-GK 1.70 34
pBA-D12-E+pSV-R-NLS-GK 2.40 8
pSV-F5-NLS-R+pfA-R19- 2.10 20
E+pfpA-GK
pSV-F5-NLS-R+pfA-R19-E 2.40 8
pSV-F5-NLS-R+pfA-E21-E 2.00 24
+ppA-GK
pSV-F5-NLS-R+ppA-E21-E 238 9
pPA-F5-R+pfA-R19-E 235 9
pPA-F5/D12-R+ppA-R19-E 2.56 2
pPA-F5/104-R+pfA-R19-E 2.53 3
pPA-F5-R+pSA-F5-E 2.52 3
pPA-F5-E+pSA-R-S6CT 2.10 19
pPA-F5-E+ppA-R- 221 15
S6CT+siRNA Neg
pPA-F5-E+ppA-R- 2.36 9
S6CT+siRNA GK2
pPA-F5-R+pfA-R19-E 2.55 2
+ppA-GK
pPA-F5-R+ppA-R19-E 2.58 1
(in A3 or A5 cells)
pPA-F5-R+pfA-R19-E 2.35 9
(in HEK or Huh7 cells)
pPA-G3-E+pfA-R-S6CT 2.15 17
pPA-G3-R+pfA-R19-V 2.40 11.5
ppA-G3-E+ppA-G3 -R 2.55 2
pPA-G3-E+ppA-R- 2.13 18
S6CT+siRNA Neg
pPA-G3-E+ppA-R- 242 7
S6CT+siRNA GK2
pPA-G3-R+ppA-R19- 234 10
E+siRNA Neg
pBA-G3-R+ppA-R19- 2.44 6
E+siRNA GK2
pPA-G3-E+pfA-R-S6CT 2.50 4
+pBA-GK-NLS
pPA-E-S6CT+ppA-R-S6CT 2.59 0.5

¢ The indicated number in each case corresponds to the mean value of
up to 40 EGFP lifetime measurements collected from 3 independent
transfection experiments. Standard deviation of the measurements:
0.05 ns.

b the percentage of FRET efficiency was calculated using the equation:
E=(1-7/79) x 100. where 7 is the lifetime of the donor in the
presence of the acceptor and 7, is the lifetime of the donor in the
absence of the acceptor. The energy transfer process is considered to
be significant when the value of the efficiency percentage is above 5.

promoter, we used the pSA promoter-based constructs. When
these mutants were transfected into cells, they were soluble and
they were not relocalised to the nucleus in the presence of excess
GK-NLS (Supplementary Fig. 4, panel 5 and 6, respectively).
When FLIM-FRET was used to analyse cells co-transfected with
one of these mutants and R19, only background levels of FRET
were detected (efficiency was less than 5%) (Fig. 3D and Table 1).

By contrast, significant FRET was detected when wild-type F5
was used in place of the mutants with a mean efficiency of
approximately 9%. Furthermore, the FRET signal was homoge-
neously detected throughout the cell and was identical to the
expression pattern of GK in transfected cells (Fig. 1D, panel 1).
The FRET signal was no more observed when F5 and R19 were
co-transfected with a large excess of GK. This suggests that the
formation of complexes containing two scFvs and one GK
molecule only occurs when GK is at a very low concentration,
which is true of endogenous GK in these cells.

The expression of GK is frequently increased in hepatocellular
carcinomas, such as the HepG2 and Huh-7 cell lines [19,20]. We
attempted to analyse the binding behaviour of F5 and R19 in
these cell lines and determined if it differs from that observed in
HeLa cells. Unfortunately, the transfection efficiency of the
HepG2 cells was too low for accurate analysis by FLIM. However,
FRET signal could be detected in Huh-7 cells after transfection of
F5 and R19, and the fluorescence lifetime of EGFP was approxi-
mately 2.35 ns (9% of efficiency), which is almost identical to that
observed in HeLa cells under similar conditions (Table 1). Wes-
tern blot analysis of whole cell extracts confirmed that the
expression levels of GK were similar in Huh-7 and Hela cell
lines (Supplementary Figure S5). Finally, we assessed whether
the FRET signal generated by F5 and R19 was influenced by the
expression level of GK. Stable cell lines overexpressing GK-NLS
were generated by transfecting HeLa cells with a vector encoding
GK-NLS and the neomycin resistance gene. After several weeks of
selection with antibiotic G418, many colonies were analysed by
staining with anti-GK polyclonal antibodies and two positive
clones were identified (A3, A5). Interestingly, while HeLa cells
and cells from a negative clone (N6) formed rounded colonies as
expected, A3 and A5 cells were flat and spread over the surface of
the dish and had distinct migration properties (Supplementary
Fig. 6). This phenotype is similar to that observed in vitro
following the expression of transforming factors and is termed
“epithelial-to-mesenchymal transition” ([41]; F. Dantzer, perso-
nal communication). When A3 or A5 cells were analysed by
FLIM-FRET following transfection with the fluorescent F5 and
R19, no FRET signal was detected (1-2% of efficiency), whereas
the FRET efficiency in the negative clone (N6) was similar to that
observed in wild-type Hela cells (Supplementary Fig. 6 and
Table 1). These data indicate that the FRET signal is influenced
by the level of GK and that the system can detect far lower levels
of GK than can be detected using conventional antibodies.

Imaging endogenous GK with other pairs of binders

We decided to investigate whether other scFvs, apart from F5,
R19 and E21, could be used to image endogenous GK by
FLIM-FRET. GK was immobilised on magnetic beads either
directly before or after biotinylation and, after several rounds
of phage screening, we isolated two specific clones (scFvs G1 and
G3) with CDR3 loops that were not homologous to those of F5,
R19 and E21 (Supplementary Fig. 3). We subcloned the coding
regions of G1 and G3 into different pfA-based vectors and
analysed the localisation of GK after co-transfection with the
NLS or NES-tagged scFvs. GK was completely re-localised to the
nucleus or cytoplasm, respectively, when co-transfected with G3.
This re-localisation was not as obvious when G1 was transfected
instead of G3, suggesting that G1 and G3 bind GK differently. In
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addition, GK was excluded from the nucleus when G3-GST was
expressed (not shown), similar to the effect of F5-GST, indicating
that G3 and F5 perform similarly in cells. Furthermore, G3
behaved similarly to F5 in the in vitro gel filtration assay. In
particular, G3 stably interacted with the GK-S6CT complex
(Supplementary Figure 1C), suggesting that the G3 epitope is
not located on the concave side of GK.

As we observed that S6CT binds GK strongly in vitro, in
agreement with Nakamura and co-authors [35], we investigated
whether a S6CT fluorescent fusion protein could bind GK in living
cells. Since tagged GK overexpressed in cultured cells is precipi-
tated in a complex with co-transfected tagged S6 ATPase 6 [42],
we expressed EGFP-S6CT or RFP-S6CT under the control of the -
actin promoter (Supplementary Fig. 2). Fluorescence microscopy
revealed that both fusion proteins were homogeneously expressed
in the cytoplasm and in the nucleus (Fig. 4B), although in some
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cells they tended to accumulate in the nucleus. No aggregates
were observed and cell morphology was not aberrant even 72 h
after transfection, suggesting that almost all S6CT fusion mole-
cules were soluble and did not affect the fundamental functions of
the cell. EGFP-S6CT and RFP-S6CT were largely detected in the
nucleus when co-transfected with GK-NLS, which was not the case
when they were co-transfected with untagged GK (Fig. 4B). These
data indicate that EGFP-S6CT and RFP-S6CT are soluble and
interact with co-expressed GK in mammalian cells.

The binding of G3 and S6CT fusion proteins to GK was
examined by FLIM-FRET in living cells. Nuclear FRET with
efficiencies above 34% were observed when EGFP-labelled G3
or S6CT was co-transfected with GK-NLS fused to RFP (Fig. 4C
and Table 1). These values are slightly higher than those obtained
with F5, R19 or E21 under similar conditions, indicating that G3
and S6CT are suitable probes for FLIM-FRET. We then monitored
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Fig. 4 — Analysis of the intracellular binding properties of G3 and S6CT to GK. (A) Co-localisation of G3 with GK in HeLa cells. The
subcellular distribution of GK-RFP co-expressed with NLS-, NES- or myc-tagged G3 was visualised using a fluorescent microscope
as described in the legend of Fig. 1. The ratio of the GK plasmid to scFv plasmid was 1:5. ScFvs were stained with the anti-myc
9E10 antibody and Alexa488-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins. Magnification: x 630. (B) Co-localisation of S6CT
with GK in HeLa cells. Cells were fixed 48 h after transfection. The ratio of S6CT plasmid to GK plasmid was 1:3. Nuclei were
stained with DAPI. Magnification: x 630. (C). FLIM-FRET analysis of G3 and S6CT to GK in cellulo. Cells were co-transfected with
G3-EGFP ((a) and (b)) or EGFP-S6CT ((c) and (d)) with or without RFP-labelled GK-NLS. Representative images of cells observed by
FLIM-FRET 48 h after transfection, with ((b) and (d)) or without ((a) and (b)) transfection of the GK plasmid are shown. EGFP
fluorescence lifetime measurements were converted into images with a colour scale identical to that described in Fig. 3. (D)
FLIM-FRET analysis of cells co-expressing F5-EGFP and RFP-S6CT (a), G3-EGFP and R19-RFP (b) or G3-EGFP and RFP-S6CT (c).
Binding of G3-EGFP and RFP-S6CT to GK was valuated after co-transfection with GK-NLS (d) or siRNA-mediated depletion of GK
(e). All measurements were performed under identical conditions. The histogram on the right corresponds to the FRET
efficiencies (in %) calculated from the measurements collected in each case, as indicated in the legend of Fig. 3.
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the expression of endogenous GK using G3 and S6CT fluorescent
proteins in combination with each other, or in combination with
the other intrabodies. Fig. 4D shows representative cells mea-
sured under comparable conditions. The FRET efficiency reached
approximately 20% when fluorescent G3 and S6CT were co-
transfected, indicating that when both these fusion proteins are
bound to GK the average distance between the fluorophores is
optimal for the specific detection of endogenous GK. A slightly
weaker FRET efficiency was observed when cells were co-
transfected with F5 and S6CT, whereas the FRET efficiency of
the G3/R19 pair was similar to that of the F5/R19 pair (Fig. 4C
and Table 1). As a control, we also co-transfected GK-NLS and
found no more significant FRET signal in this case (Table 1). To
demonstrate further that these measurements specifically reflect
the detection of endogenous GK, we depleted GK using siRNA
and transfected the fluorescent proteins that previously dis-
played the highest FRET efficiencies. Several siRNAs targeted
against GK were tested and the one that reduced GK levels most
efficiently according to Western blot and RT-PCR analyses
(Supplementary Fig. 5) was selected (siGK2). Almost no FRET
was detected when cells were transfected with G3/S6CT or G3/
R19 after depletion of GK (Fig. 4C and Table 1). This demon-
strates that the FRET signal measured with the various pairs of
scFvs reflects the specific detection of endogenous GK in indivi-
dual living cells.

Discussion

The ability of scFvs to bind specific protein antigens in the
cytoplasm of mammalian cells is well established [43-45]. The
binding of these so-called “intrabodies” to the antigen can be used
to determine the localization of the protein of interest without
perturbing its biological activity, but is dependent on both scFv
and concentration. It is now evident that only a few scFvs fold
correctly and are functional in the reducing conditions of the cell.
We overcame this problem by selecting scFvs from an optimized
intrabody library [29] and almost all of the selected scFvs used in
this study accumulated homogeneously in the cell as expected.
We did not find the classical intra-domain disulfide bridge within
the VH domain of F5 in the F5-GK crystal structure, indicating that
correct folding of the VH domain does not require a disulfide
bridge, in agreement with the previously reported folding of scFvs
with optimized scaffolds [10]. Nevertheless, it has been suggested
that some of the scFvs issued from this library are mainly
insoluble and accumulate in small aggregates when overexpressed
in mammalian cells [15,46]. Whereas strong viral promoters have
been previously used to control scFv expression, we used a weak
cellular promoter and observed no aggregates after chemical
transfection, even when transfected cells where transfected for a
prolonged time. This suggests that the expression rate influences
scFv solubility. The mild expression during 48 h in bacteria also
enabled scFvs to be recovered at high yields (> 0.5 g/L culture;
19), meaning the bound epitopes in vitro could be precisely
binned. The structure presented here is the first solved structure
of a member of this intrabody library [29].

Our work was inspired by the PLA system, which allows
specific antigens to be detected in crowded media such as the
cell cytosol. In PLA, two or more antibodies bind to a protein of
interest and generate a detectable and specific signal [24,47].

This system is becoming increasingly used because the binding of
antibodies specific for different epitopes gives rise to an additive
specificity effect. This is due to the fact that the background
cross-reactivity signals of each polyreactive antibody are diluted
out when the antibodies are used together [48,49]. Dual binding
of fluorescently-labelled scFvs to an endogenous protein in a
living cell allows FRET to be used and we have applied this
approach to detect GK by FLIM microscopy [31,33]. The esti-
mated distance between the fluorophores of two FP-labelled
scFvs bound to endogenous GK is within the required proximity
needed for efficient FRET measurement (<10 nm; 27). Although
the FRET efficiency varied depending on the scFvs used, our
results suggest that gankyrin is not in oligomeric form in the cell
lines used, in agreement with that observed after overexpression
in E. coli. This conclusion is supported by the observation that no
FRET signal occurred when cells were co-transfected with the
same scFv (F5 or G3) fused either to EGFP or RFP (Table 1). Since
this was also the case when cells were co-transfected with S6CT
fused to EGFP or RFP, it is likely that a large fraction of
endogenous GK is monomeric in the cytoplasm and the nucleus
and not bound through its concave side to proteasome particles.
GK was homogenously distributed throughout the cell, which
does not match the reported granular and preferentially nuclear
distribution of proteasomes in epithelial cells [50,51]. This
homogenous distribution is consistent with the reported nucleo-
cytoplasmic shuttling activity of GK [20] and its ability to diffuse
passively from the cytoplasm into the nucleus, due to its small
molecular size. We did not observe any phenotypic changes or
cellular abnormalities following overexpression of S6CT, which
binds to the concave face of GK with a higher affinity than
several other cellular interactors [35,43]. S6CT could prevent
binding of GK to the endogenous 19S particle and may therefore
act as a dominant-negative mutant of the S6 ATPase. Since no
adverse effects were observed following overexpression of S6CT,
this indicates that GK is dispensable for proteosomal activity and
hence for cell survival and proliferation, at least in HeLa cells.
Using densitometric analysis of Western blots, we estimated that
each analysed cell contained approximatively 0.05pg of GK.
A similar quantity of GK was found in both Huh-7 and HEK cells
(results not shown), suggesting that the expression level of GK
remains comparable in various cell types. We were surprised
that GK expression was not elevated in Huh-7 cells, since several
studies have reported that this oncoprotein is overexpressed in
liver-derived cell lines ([52] and refs therein). In fact, the
detection of endogenous GK with our system was facilitated by
the relatively low expression level of the protein. Indeed, when
GK was overexpressed at levels in the range of 5 to 20 pg/cell (as
calculated from the blots of whole cell extracts of HeLa cells
transfected with the pffA-GK-NLS vector; data not shown), only
background FRET signal was detected. Furthermore, all intrabo-
dies were relocalized when GK-NLS was overexpressed (Fig. 4D
and Supplementary Fig. 4), which suggests that intrabody bind-
ing sites provided by the overexpressed GK molecules were
present in excess. The relatively low concentration of endogen-
ous GK was critical for its visualization in this system. The
concentration of endogenous GK seemed to favour the formation
of a complex containing two scFvs or one scFv in combination
with S6CT and one molecule of GK, which generated a FRET
signal that could be detected by FLIM. It remains to be deter-
mined whether the differences in FRET efficiency observed with
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various pairs of probes is linked to the proximity of the probes
following binding to GK and/or the mean number of tri-
molecular complexes formed.

To our knowledge, this is the first example of the use of
intrabodies specifically to detect an endogenous cellular protein
in single cells by FLIM, which cannot be revealed using conven-
tional antibodies. Since the FRET signal was recorded in living
cells, it may be possible to study proteins of interest with this
system by time-lapse microscopy. Preliminary results in our
laboratory using surface plasmon resonance indicate that the
affinities of the scFvs used in this study are between 10° and
108 M~1, in agreement with previous studies [18]. This suggests
that successful binding of an intrabody to an antigen that can be
detected by FLIM-FRET only requires the intrabody to have a
moderate affinity for the epitope. To be useable in this system, an
intrabody must be soluble and must be expressed in cells at a
concentration that exceeds that of the antigen by a factor of
approximately 2-3 log. This technique is easily performed when
the necessary equipment is available and is likely to have many
applications for live-cell imaging. The technique may provide the
basis of a reliable in vivo imaging system for studying the
oligomerisation states and dynamics of proteins in living cells
[53], a study that is not feasible using conventional cell staining
methods.
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Fig. S1. Gel filtration analyses of the scFv—GK and scFv—-GK-S6CT complexes. (A) The
purified anti-gankyrin scFvs F3, F10, F57 or F60 (Desplancq et al., 2011) were incubated with
pure GK, which had been preincubated with F5. All the scFvs were added to the GK/F5
complex at equimolar ratios. The graph shows a typical elution profile for each case. The
position of the expected peak that corresponds to two scFvs bound to one GK molecule
molecules is indicated (arrow). The molecular weight (in kDa) of the calibration markers is also
indicated. (B) Purified scFvs F5 and R19 were mixed with pure GK and the complexes formed
were analysed by gel filtration as described in A. When F5 and R19 were both added to GK, a
typical peak corresponding to a tri-molecular complex was detected. (C) Assessment of the
binding of scFv G3 to the GK/S6CT complex. Pure proteins were mixed and processed as in
(A). Typical elution profiles of either G3 (red), the GK-S6CT complex (black) or the tri-molecular

complex (blue) are shown.
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Fig. S2. Schematic illustration of the scFv, GK and S6CT plasmid constructs used in

this study. The plasmids listed (names on the left) are all derivatives of either the pDRIVE-
hp-actin or p513 vectors, which allow expression of proteins under the control of the B-actin
promoter (pBA) or the SV40 early promoter (pSV), respectively. Tags used to identify the
proteins (myc, B10, EGFP, RFP, GST) and tags used to direct proteins to a specific location

(NLS, NES) were inserted in frame as indicated.
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Fig. S3. Predicted amino acid sequences of the scFvs used in this study. The VH and VL
sequences of F5, E21, R19, G1, G3 and D12 are aligned based on homology with those of the
parental scFv 13R4 (38). The CDR residues are in bold.
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co-transfected with the indicated constructs. Cells were fixed 48 h after transfection and were
visualised using a fluorescence microscope. Representative images following co-expression
of F5-RFP, R19-EGFP and GK-NLS are shown (panels 1to 4). F5/D12 (panel 5) and F5/104
(panel 6) are mutants of F5 that did not bind to GK in vitro. The panels on the right [7] and [8]
correspond to cells co-expressing F5-RFP and F5-EGFP. Nuclei were stained with DAPI.
Magnification: x630.
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Fig. S5. Western blot analysis of GK in cancer cells. (A) Whole cell extracts of 10° HeLa or
Huh-7 cells were subjected to SDS-PAGE and Western blotting. GK was detected using an
anti-GK rabbit serum and HRP-labelled goat anti-rabbit immunoglobulins. Precise amounts of
pure GK were run in parallel (numbers correspond to ng of GK). Anti-actin antibodies were
used for loading control. (B) HelLa cells were treated with siRNA targeted against GK (siGK).
Cells were lysed 48 h after transfection and extracts were analysed as described in (A). The
numbers indicated below the blot correspond to the percentage of reduction in the level of GK
MRNA, determined by RT-PCR.
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Fig. S6. FLIM-FRET analysis of stable cell lines overexpressing GK transfected with F5
and R19. The A3 and A5 cell lines were generated by transfection of pSV-GK-NLS-Neo
followed by selection with G418. N6 cells correspond to a clone isolated during the selection
that did not overexpress GK. Representative phase-contrast images of cell colonies are shown
(upper row). Overexpressed GK was detected using an antiserum against GK and Alexa488-
conjugated goat anti-rabbit immunoglobulins (middle row). Representative images of cells
following FLIM-FRET analysis performed as described in Fig. 3 are shown in the lower row.
The mean EGFP lifetime (in ns) calculated from 25 measurements in each case is indicated.
These values correspond to 8% of efficiency for the Hela or N6 cells and 1% of efficiency for
the A3 or A5 cells.



1.3.Conclusion

Pour favoriser la formation de complexes tri-moléculaires et pouvoir mesurer un
signal de FRET, les scFv doivent étre présents en large excés par rapport a 'antigéne
comme le suggére l'absence de signal lorsque la gankyrin est surexprimée. La
détection d’'une protéine intracellulaire par FLIM-FRET avec des scFv fluorescents est
une méthode adaptée en particulier pour visualiser les protéines faiblement exprimées
dans les cellules comme la gankyrin. Cette méthode est donc un plus par rapport aux
techniques classiques d'immunomarquage qui ne sont pas assez sensibles pour
détecter I'antigéne lorsqu’il est présent en faible quantité dans la cellule.

Le systeme de détection repose sur I'association de deux scFv capables de se
lier en méme temps a leur antigéne. Méme si I'affinité des scFv pour leur cible est
souvent un frein pour leur utilisation dans un contexte intracellulaire, le signal de FRET
obtenu aprés la liaison de deux scFv a la gankyrin a permis de s’affranchir du bruit de
fond engendré par les liaisons non-spécifiques de chaque fragment d’anticorps dans
la cellule. Ce systéme d’'imagerie ne nécessite pas une affinité trés forte des scFv pour
leur cible contrairement a d’autres applications comme l'interférence a la protéine ou
I'affinité est un parameétre clef.

L’obtention de deux scFv ciblant simultanément la gankyrin a nécessité de
nombreux efforts de sélection et de caractérisation aussi bien in vitro que dans les
cellules. Ceci nous a permis d’améliorer notre méthodologie pour isoler des scFv par
phage-display en identifiant plusieurs paramétres critiques comme par exemple
l'alternance des supports de présentations de I'antigéne d’une part, mais aussi de
construire une collection de vecteurs eucaryotes (fusion possible des scFv a 'eGFP,
RFP, GST, séquences NLS ou NES, étiquettes myc ou B10) adaptés pour I'expression
intracellulaire des scFv d’autre part.

A notre connaissance, c’est la seule méthode décrite qui permet de détecter
des protéines endogenes faiblement exprimées dans les cellules vivantes. Notre
méthode est inspirée du systéeme PLA (Proximity Ligation Assay) qui est basé sur
I'utilisation de deux ou plusieurs anticorps pour détecter un antigéne (Soéderberg et al.,
2006). Ceci permet de s’affranchir du bruit de fond de chaque anticorps pour obtenir

la meilleure spécificité possible.
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2. Visualisation de PCNA a l’aide d’un intracorps

bispécifique fluorescent dans les cellules vivantes

2.1.Introduction

Contrairement a la gankyrin qui est trés faiblement exprimée dans les cellules
HelLa (~0,05 pg par cellule), PCNA est présent en grande quantité dans le noyau des
cellules en prolifération (~15 pg par cellule). Cette protéine nucléaire participe a des
mécanismes comme la réplication ou la réparation de ’ADN, phénoménes directement
observables dans les cellules par I'intermédiaire des fourches de réplication lors de la
phase S du cycle cellulaire. En sus, PCNA est impliqué dans le mécanisme de
synthése translésionnelle qui est étudié dans notre équipe. Nous avons utilisé PCNA
comme modeéle afin de développer un réactif permettant de visualiser une protéine
endogene a l'aide d’un intracorps fluorescent.

L’article n°2 détaille les étapes qui ont été nécessaires a 'obtention d’un réactif
optimal pour le ciblage spécifique de PCNA dans les cellules vivantes. Cette étude
apporte plusieurs innovations dans le domaine de lingénierie des anticorps
recombinants, notamment [l'application d’'une nouvelle méthode de maturation

d’affinité des anticorps et le développement d’un intracorps bispécifique.
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ABSTRACT

Intrabodies, when expressed in cells after genetic fusion to fluorescent proteins, are
powerful tools to study endogenous protein dynamics inside the cell. However, finding out the
conditions for specific imaging and precise identification of the targeted antigen with
intracellularly-expressed antibody fragments remains a challenge. Here, we describe the
selection single-chain Fv (scFv) antibody fragments recognizing proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) that were stepwise modified to obtain intracellular reagents recognizing PCNA
with high specificity in living cancer cells. After selection by phage display, the scFvs were
tested first in vitro with fixed cells. Those binding specifically to PCNA when used as bivalent
molecules were further subjected to in vitro affinity maturation to obtain anti-PCNA binders
that were somewhat equivalent to conventional antibodies. By fusing to these molecules the C-
terminal peptide of the p21 protein rendering them bispecific, we could accurately detect PCNA
bound to chromatin in the cells. Finally, by the addition of eGFP linking together the scFvs and
the peptide in the constructs, we obtained fluorescently-labelled intrabodies which allow to
track PCNA in living cells following transfection. The approach described may be applicable
to other scFvs that can be solubly expressed in cells for studying in real time the dynamics of a

variety of endogenous proteins of biological importance in the nucleus.

Keywords:

Single-chain Fv, intrabodies, affinity maturaton, bispecific molecules, PCNA, nuclear

targeting, imaging in living cells.



INTRODUCTION

Recombinant antibody technology provides valuable tools to study protein dynamics
and function in living cells. Indeed, antibodies can be expressed as “intrabodies” in the cytosol
of mammalian cells after transfection of their coding sequence (Biocca et al., 1990). The single-
chain Fragment variable (scFv) format is commonly used for such applications: it is formed by
the fusion of the variable heavy and light chain of an antibody connected by a flexible linker
(Cardinale et al., 2004). However, incorrect folding of antibody fragments in the reducing
environment of the cytosol remains a major concern (Biocca et al., 1995; Kvam et al., 2010).
We previously described the construction of a semi-synthetic scFv library based on the
framework of a human scFv optimized for high level expression in the cytoplasm of E. coli and
mammalian cells (Philibert et al., 2007). Antibody fragments selected from this library do not
need disulfide bridge formation for stable folding and are thus fully soluble and active in the
cytosol when expressed as intrabodies. Moreover, it has been found that soluble scFvs can be
fused to fluorescent proteins such as enhanced green fluorescent protein (eGFP) or red
fluorescent protein (RFP) thereby allowing direct visualization of intracellular antigens by
fluorescence microscopy (Nizak et al., 2003). Such fluorescently-tagged recombinant
antibodies have been used to study the dynamics of endogenous proteins in living cells (Rinaldi
etal., 2013).

The proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is a trimeric DNA sliding clamp essential
for DNA replication, DNA repair and cell-cycle regulation (Moldovan et al., 2007). Located in
the nucleus of proliferative cells, PCNA acts as a molecular platform for numerous proteins at
the replication fork e.g. DNA polymerases 6 and € or DNA ligase I (Mailand et al., 2013). In
addition, the expression level of PCNA is cell-cycle dependent and because of its essential role
in DNA replication as a processivity factor, PCNA can be used as a marker of S-phase
progression through the visualization of active replication factories (Mahler et al., 2012). Since

PCNA supports tumor growth (Stoimenov and Helleday, 2009) and, more recently, is a crucial



factor displaying anti-apoptotic activity in inflammation processes (Witko-Sarsat et al., 2010;
Bouayad et al., 2012), it is considered as a potential therapeutic target.

It has been found that only a small portion of PCNA expressed in the cells is involved
in DNA replication and loaded onto the chromatin by the clamp-loader complex (RFC;
Naryzhny, 2008). In addition, the number of PCNA molecules that remain bound to replicated
DNA during the S phase is tightly regulated by the Elgl protein (Shiomi and Nishitani, 2013).
However, it is not well known how these “active” molecules of PCNA within the large pool of
free PCNA in the nucleus are recruited at the DNA replication sites (foci) during fork
progression, nor how PCNA gets into action in DNA repair following DNA damage after
treatment of the dividing cells with genotoxic agents. Given the essential role of PCNA in these
biological processes ensuring genome stability and its apparent dynamic behavior in the nucleus
during the S phase and in response to stimuli (Essers et al., 2005), we thought that this protein
may represent an interesting model system to follow its fate in the nucleus of living cells with
intrabodies.

In this study, we describe the different steps that were necessary to obtain an optimal
intrabody reagent that specifically binds to the chromatin bound PCNA molecules in the
intracellular context. After in vitro selection by phage-display, the sorted anti-PCNA scFvs
were fused to eGFP or Glutathione S-Transferase (GST) and extensively characterized both in
vitro and in living cells. Within those that were found preferentially located in the nucleus, we
engineered by in vitro affinity maturation the one that was able to recognize chromatin bound
PCNA in fixed cells. By tagging this scFv with the C-terminal peptide of the p21 protein,
thereby generating bispecific molecules, we obtained an intrabody-based reagent that was most
adequate for monitoring with high precision biologically-engaged PCNA in the cells. The
described strategy might be useful for the development of comparable reagents for the tracking

of intracellular proteins in living cells.



MATERIALS AND METHODS

Plasmids

The construction of the plasmids pETOM-scFv (or scFv-GST), ppA-scFv-eGFP (or
RFP) and ppA-Gankyrin-NLS-eGFP are described elsewhere (Desplancq et al., 2011; Rinaldi
et al., 2013). For the construction of the pBA-PCNA-NLS-eGFP, the coding sequence of human
PCNA was amplified by PCR with the following oligonucleotides 5’-
GCGCGAGGTCTCCCATGTTCGAGGCGCGCCTGGTCCAGGG and 5’-GCGCGCACT
AGTAGATCCTTCTTCATC and inserted into the Ncol- and Spel-digested pBA-Gankyrin-
NLS-eGFP in order to replace the coding sequence of gankyrin. pBA-scFv-pepl0 and pPA-
scFv-conl were obtained by replacing the eGFP of the pPA-scFv-eGFP with annealed
oligonucleotides encoding an in-frame fusion of the myc-tag and the pepl0O
(KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS) or the conl (SAVLQKKITDYFHPKK) peptide sequence
(Mattock et al., 2001; Zheleva et al., 2000). To generate the pBA-eGFP-pep10 and ppA-eGFP-
conl plasmids, the coding region of the eGFP was PCR amplified with the following
oligonucleotide primers 5’-GCGCGCCATCCATGGTGAGCAAGGGCCAGG and 5’-
GGGCAAACTAGTCTTGTACAGCTCGTC and inserted into pPBA-scFv-pepl0 and pPA-
scFv-conl that have been digested with Ncol and Spel. All constructs were verified by

sequencing and stored at -20°C.

Cell culture, transfection and siRNA

The HelLa, U2-OS, H1299 and HEK 293A cell lines were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Life Technologies, Carlsbad, USA) and the MEL501 cell
line was maintained in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI; Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, USA). Both media were supplemented with L-glutamine (2 mM), HEPES buffer (10

mM), gentamycin (10 pg/mL) and 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum and the cells



were grown at 37°C in a humidified 5% CO» atmosphere. 24 hours before transfection, 10° cells
were seeded in 12-well culture plates containing glass coverslips. Transient DNA transfection
was performed using jetPEI (Polyplus Transfection, Illkirch, France) according to
manufacturer’s instructions. The siRNA against Elgl (HSS129125) was purchased from Life
Technologies. For the transfection with the Neon transfection system (Life Technologies, St
Aubin, France), 1 uL siRNA (50 mM stock solution) was added to 10° cells in R buffer (Life
Technologies) and the mixture was processed in the electroporation device as recommended by

the manufacturer.

Bio-panning by phage-display

Human recombinant PCNA was overexpressed and purified as previously described
(Hishiki et al., 2008). ScFv-phages were selected according to Philibert et al., 2007, except that
purified PCNA was immobilized on NHS-activated magnetic beads (GE Healthcare Life
Sciences, Pittsburgh, USA) or on plates coated with rabbit polyclonal anti-PCNA antibodies
(Eurogentec, Angers, France). For the first round of panning, about 1 pg of recombinant PCNA
was bound to the beads and this amount was lowered to approximately 100 ng in the next rounds
of selection. PCNA-depleted cell extracts were prepared as previously described (Janel-Bintz

et al., 2012) and added to the phage solution for the second and third rounds of panning.

Expression and purification of scFv

After sub-cloning in the pETOM vector (Desplancq et al., 2011), scFvs and GST-tagged
scFvs were expressed in E.coli BL21(DE3)pLysS cells by induction with IPTG (Philibert et al.,
2007) or by auto-induction (Studier, 2005). The expressed molecules were purified as

previously described (Desplancq et al., 2011).



Immunofluorescence experiments

40 hr post-transfection, the cells grown on coverslips were fixed with 4% (w/v)
paraformaldehyde for 30 min and permeabilized with 0.2% Triton-X100 for 5 min after
fixation. In some experiments, the cells were treated with CSK-100 modified buffer (100 mM
NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM MgCl,, 10 mM HEPES pH 6.8, 1 mM EGTA, 0.2% Triton X-
100) supplemented with protease inhibitors (Complete EDTA-free; Roche Applied Science,
Penzberg, Germany) prior to fixation. Following incubation with the scFv or scFv-GST proteins
(2 pg/mL), the cells were extensively washed and anti-myc 9E10 monoclonal antibody
followed by Alexa488 labelled anti-mouse immunoglobulins (Life Technologies) were added
as described (Courtéte et al., 2007). The coverslips were mounted with DAPI Fluoromount-G
(SouthernBiotech, Birmingham, UK). The treated cells were analyzed by conventional
fluorescence microscopy with a Leica DM5500 microscope equipped with FITC and Cy3 filters
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Images were collected with a 63 x or a 100 X

objective and treated with Adobe Photoshop software.

Construction of the scFv P40 mutant library

Mutagenesis of the scFv P40 coding sequence was performed by incubating the pET-
based construct with sodium bisulfite (Quiagen, Hilden, Germany), as recommended by the the
manufacturer. After incubation at 95°C, the deaminated DNA molecules were amplified by
error-prone PCR and subcloned into the pPCANTABG6 phagemid vector. The detailed protocol
will be described elsewhere (Stoessel et al., in preparation). Screening of the mutant library by
phage-display was done as described above, using 100 ng and 10 ng of PCNA in the first and

second round of selection, respectively.



Immunoprecipitation experiments

The binding of the purified scFvs to native PCNA was assayed by immunoprecipation
of PCNA from extracts of HeLa cells prepared as described (Sibler et al., 2003). Briefly, myc-
tagged scFvs were added to Protein A Sepharose magnetic beads (GE Healthcare) coated with
9E10 antibody. After overnight incubation at 4°C with varying amounts of extracts, the beads
were washed with TBS containing 0.1% NP-40 and bound polypeptides were analyzed by SDS-
PAGE and Western blotting onto a nitrocellulose membrane (Millipore, Billerica, USA). The
presence of PCNA was probed with the PC10 antibody (sc-56; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA) and with infrared dye-coupled goat anti-mouse secondary antibodies (LI-COR
Biosciences, Lincoln, USA). Scanning was performed with the Odyssey imaging system (LI-

COR Biosciences) at 700 and 800 nm, following manufacturer’s instructions.



RESULTS

Selection of anti-PCNA scFvs.

In a previous work, we selected and analyzed the behavior of several scFvs able to detect
endogenous gankyrin in living cancer cells (Rinaldi et al., 2013). These scFvs were obtained
by screening a semi-synthetic human scFv library (library V1) designed for cytoplasmic
expression of the encoded antibody fragments. A second scFv library (library V2) has recently
been constructed by taking into account the sequence data of the antibody fragments isolated
from the library V1 (Robin et al., manuscript in preparation). Here, we used both libraries (V1
and V2) for the screening of the scFvs by phage display. Two types of selection with pure
recombinant human PCNA (Supplementary Figure 1) were performed: three rounds with
PCNA coated on NHS Sepharose magnetic beads (selection B) or three rounds with PCNA
either coated on beads (round 1 and 3) or immobilized on plastic by means of anti-PCNA
polyclonal antibodies for the second round (selection P). The reactivity of the scFv-phages
retained on the solid support after each round of panning was tested by phage-ELISA. As shown
in Figure 1A, both approaches gave rise to the identification of specific binders that were
detactable after two rounds of selection.

To analyze whether the selected scFvs expressed on the tip of the phages bind to
intracellularly-expressed PCNA, we pooled the phages from the two third rounds and sub-
cloned the scFv coding sequences in fusion with the red fluorescent protein (RFP) into a
mammalian expression vector harboring the -actin promoter (BA). We randomly picked 300
individual clones and and co-transfected each of these ppA-scFv-RFP plasmids with pBA-
PCNA-NLS-eGFP in HeLa cells. In this vector, we have added the NLS sequence of SV40 to
the coding region of PCNA to relocalize into the nucleus all overexpressed PCNA molecules
Under these conditions, we found 10 scFvs that strictly co-localized with PCNA after co-

transfection (Figure 1B). After DNA sequencing, only five unique sequences with distinct VH



and VL sequences were present within the 10 identified scFvs (Supplementary Figure 2). These
five scFv clones, named P1, P18, P26, P40, P5 that were present in the nucleus only when co-

expressed with PCNA-NLS (Supplementary Figure 3) were kept for further analysis.

Binding of selected scFvs to endogenous PCNA in cells.

To assess the binding capacity of the scFvs to endogenously-expressed PCNA in cells,
we expressed the 5 scFvs either as mono- or bivalent reagents in E. coli (Supplementary Figure
4) and tested their reactivity by immunofluorescence in fixed HeLa cells. We have previously
shown that such scFvs, when fused to gluthatione S-transferase (GST), are produced as bivalent
molecules with enhanced avidity (Desplancq et al., 2011). The scFv F5, which binds
specifically to gankyrin (Rinaldi et al., 2013), was used as a negative control. In this test, the
scFvs (Figure 2A) or scFv-GST fusion proteins (Figure 2B) were thus used as primary
antibodies. In parallel, we also tested their performance for revealing PCNA after treatment of
the cells with CSK buffer before fixation, which allows to wash out soluble PCNA. When used
as scFvs without GST tag, P26 was the only one exhibiting a week nuclear staining (Figure
2A), but it is worth mentioning that it has a tendency to form dimers, as observed by gel
filtration (data not shown). However, endogenous PCNA was readily detectable with all the
GST-tagged anti-PCNA scFvs, albeit at different levels. P26-GST and P40-GST presented less
background than P1-, P18- and P51-GST and allowed to clearly identify the replication foci in
the treated cells, as generally observed in S-phase with conventional antibodies. P40-GST was
also able to detect chromatin-bound PCNA (i.e. in cells treated with CSK). These results
suggest that the isolated scFvs, when used in monovalent form, do not remain bound to the
antigen in this assay and need apparently to be in bivalent form to detect endogenous PCNA in

fixed Hela cells.



Since the aim here was to use the anti-PCNA scFvs in the intracellular context of living
cells, we expressed them in HeLa cells as intrabodies with the eGFP as tag. After transfection
of the corresponding pBA-derived vectors, all scFv-eGFP fusions were uniformly expressed
throughout the cell, as observed for the scFv F5 (Figure 3A). Even when the amount of
plasmidic DNA used in the transfection mixtures was reduced to decrease the number of copies
taken up by the cells or when the cells transfected under standard conditions were examined
shortly post-transfection, we could not clearly observe a preferential nuclear localization of the
scFv-eGFP fusions (data not shown). We concluded that the isolated scFvs may not of sufficient
affinity to be exclusively present in the nucleus under these conditions. Another possibility
would be that they have no access to endogenous PCNA within the time frame of these
experiments.

Having shown in a previous work that fusion scFv-GST fusions are also functional in
mammalian cells (Rinaldi et al., 2013), we decided to test them in this format since due to their
size (approximately 100 kDa) they cannot diffuse passively into the nucleus and those binding
to neo-synthesized PCNA can reach the nuclear compartment. As shown in Figure 3B, most of
them were found present in the cytoplasm and the nucleus, whereas the anti-gankyrin F5-GST
that remained exclusively in the cytoplasm, as expected. Interestingly, the staining pattern of
P26-GST was similar to that observed with the control, suggesting that its epitope may not
being not accessible under these conditions. These results show that the scFv-GST format of
P1, P18, P40 and P51, which strong binding to native PCNA contained in HeLa cell extracts
was confirmed by immunoprecipitation (Supplementary Figure 5), are not adequate for imaging

PCNA in living cells.



Affinity maturation of scFv P40.

Since the fusion of the scFvs to GST, which render them bivalent, was not beneficial
for identifying PCNA in the cells, nor easily amenable to a fluorescent reagent allowing the
tracking of PCNA in living cells, we decided to focus on the scFv that was readily functional
in vitro, namely P40. Since avidity seemed to be of importance for specific detection of PCNA
in cells with this scFv, we explored the possibility of improving its affinity by mutagenesis. In
addition, P40 was well expressed in E. coli, thereby facilitating the analysis of the mutants. We
generated a library of approximately 10° P40 variants using sodium bisulfite and error-prone
PCR. This type of mutagenesis reproduces in vitro the mode of action of AID and DNA
polymerase eta, which are the main enzymes involved in the antibody affinity maturation
processes in vivo. The mutants were screened by phage-display and, as shown in Figure 1, after
two rounds (R) of panning, we tested the bound scFv-phages by phage-ELISA (Figure 4A).
Although R1 showed more signal than R2, both preparations were enriched phages with
enhanced reactivity, as compared to the third round of phages selected from the V1 library.

DNA sequencing of a limited number of clones in the R1 and R2 preparations showed
that only two scFvs that differ from P40 were selected. They were named P40M1 and P40M2
(Figure 4B). Compared to the parental P40, P40M1 harbors three residue substitutions L142Q),
L186R and M187I, whereas P40M2, the most frequent mutant within those sequenced,
contained only the two amino acid substitutions L142Q and L186R. These mutations are all
located in the VL chain framework region. After subcloning in a pET vector and expression in
E. coli, we found that these mutations do not affect the yield of the recovered scFvs
(Supplementary Figure 6).

To examine whether these variants were of interest to detect PCNA present in the cells
we tested them at first by immunofluorescence. As shown in Figure 4C, PCNA could be readily
detected under these conditions with both mutants, indicating that the mutations were beneficial

for the production of active scFvs usable for the in vitro binding to PCNA. When compared to



the parental scFv, with which almost no signal was observed, P40M1 seemed to be more
efficient than P40M2. This confirmed the results obtained with the phage-ELISA analysis, since
the R1 preparation was highly enriched in P40M1 phages as compared to R2 that contained
almost only PA0M2 phages. This also shows that sequential selection by phage display selects
out scFvs that are expressed with a lesser efficiency in the bacterial system.

The performance of these mutants when used as intrabodies was investigated as
described above for P40. P40M1 and P40M2, fused to either eGFP or GST, were found to be
homogeneously expressed in the transfected cells (Figure 4D). However, no significant
differences were observed between P40 and these two mutants, suggesting that the
modifications did not influence the repartition of the expressed fusions. Thus, despite its in vitro
higher reactivity to detect PCNA in fixed HeLa cells, PAOM1 may not be of sufficient affinity

to remain bound to PCNA for a prolonged period in the cells.

Design of peptide-conjugated intrabodies.

It has been reported that many interactors of PCNA harbors a region called PCNA
Interaction Protein sequence (PIP-box; Mailand et al., 2013) and that several defined peptides
corresponding to this region present in the cyclin-dependent kinase inhibitor p21 protein, for
instance, bind with high affinity to PCNA (Mattock et al., 2001). Since peptides can be easily
linked to scFvs by genetic fusion, we tested whether such a complementary binding capacity
could improve their behavior in the cells. The pep10 peptide corresponding to the residues 141-
160 of p21 (Warbrick, 2006) was fused to the scFvs that were found of relevance in the GST
approach and the resulting constructs were transfected in HeLa cells.

As shown in Figure 5A, P1-, P40-, PAOM1-, P4A0M2-pep10 were essentially localized in
the nucleus as opposed to F5-, P18- or P51-pep10, indicating that appending of pepl0 re-
localizes the P1, P40, PAOM1 and P40M2 (not shown) into the nucleus and may significantly

improve the specific binding to PCNA in the cells. Similar results were obtained with other cell



lines transfected with the pBA-P40-pep10 construct (Supplementary Figure 6). Of note, in some
cells, when the P1-, P40- and P40M1-pepl0 molecules were overexpressed, they were also
present in the cytoplasm, suggesting that the expression levels are of relevance under these
conditions. This underlines the importance of the B-actin promoter used in our constructs, which
allows a moderate expression of the scFvs in the cells, as compared to that observed with the
SV40 promoter (Rinaldi et al., 2013). It suggests that the amount of scFv-pep10 expressed in
the cells represents a critical parameter that needs to be tightly controlled to visualize
specifically PCNA.

Since P40 and P40M1 shared a comparable nuclear staining after transfection, we next
examined whether a triple fusion scFv-eGFP-pep10 could allow direct identification of PCNA
in living cells. Since it was not possible to express the P40-eGFP-pep10 fusion protein in the
HelLa cells, we replaced pep10 by the peptide conl, a peptide with similar properties and coding
for the PCNA-binding domain of both DNA ligase I and Pogo transposase (Zheleva et al.,
2000). The exchange of pepl10 with conl allowed the detection of the triple fusions (scFv-
eGFP-conl) in the cells. Interestingly, under these conditions we could clearly monitor a
difference of staining with P4A0M 1, as compared to P40 or the peptide conl alone (Figure 5B).
Indeed, whereas the signal observed with both P40-eGFP-con1 and eGFP-conl molecules was
relatively diffuse in the nuclei of the positive cells, that of PAOM1-eGFP-conl in a large part of
the cells was speckled. This staining may correspond to the replication foci that can only be
seen in S-phase following removal of the soluble PCNA. In addition, almost no fluorescence
signal was present in the cytoplasm of the cells transfected with P4A0OM1-eGFP-conl, suggesting
that all molecules were active. This was not the case in the cells expressing P40-eGFP-conl
(Figure 5B). This different reactivity of P4AOM1 versus P40 allowing to visualize the replication
foci was also observed in U2-OS cells following transfection with the relevant scFv-eGFP-conl

constructs (Supplementary Figure 8). Thus, improving the binding capacity of anti-PCNA



scFvs by rendering them specific was advantageous for the accurate visualization of PCNA in

the nucleus.

Specific detection of chromatin-bound PCNA in living cells.

To confirm that PAOM1-eGFP-conl molecules bind to PCNA involved in replication,
we used cells that were pre-treated with siRNA against the Elgl protein. This protein regulates
PCNA levels on chromatin and acts as an unloading factor (Shiomi and Nishitani, 2013). When
its expression is severely inhibited, PCNA accumulates at discrete sites in the nucleus that
correspond to replication foci. Of note, these subnuclear structures where PCNA is bound to
chromatin can only be clearly observed in classical immunofluorescence experiments when the
cells are subjected to Triton extraction before fixation (Figure 6, right panel). By using anti-
Elgl siRNA, we were interested to increase the PCNA on chromatin, thereby mimicking the
detergent treatment. As shown in Figure 6 (left panel), we could readily detect PCNA
accumulation on discrete sites in cells transfected with the scFv-eGFP-conl plasmids. Since the
percentage of cells with large speckles in the nucleus was significantly increased with PA0OM1-
eGFP-conl (21%), as compared to P40-eGFP-conl (4%), it shows that the incorporated
mutations into P40 modifies the binding properties in favor of the recognition of unloaded
PCNA in the absence of Elgl. Alternatively, it could be that these molecules, due to their strong
binding to PCNA, inhibit somehow the cell cycle progression of the transfected cells in S phase.
Together, it shows that PCNA bound to chromatin at a defined cell stage can be easily detected

with bispecific scFv-peptide fusion proteins in living cells.



DISCUSSION

We described here a novel application of scFvs selected from an intrabody library. After
several steps of engineering of the scFvs initially selected by phage-display and further
diversified with a novel method of in vitro affinity maturation which mimics the in vivo
processes, we obtained fluorescently-labelled scFv-peptide reagents allowing the detection in
real time of endogenously-expressed PCNA. The development of a recombinant intrabody-
based reagent suited for imaging PCNA was a real challenge considering the numerous limits
of the intrabody strategy. Indeed, their solubility in the intracellular context is of crucial
importance for cell-imaging experiments. We have selected scFvs that do not require disulfide
stable folding in order to make sure that the expressed molecules were active. In addition, the
binding capacity of such of recombinant reagents is often questioned with regard to classical
antibodies, especially when used for cell staining. We found that the scFv P40M was more
efficient for the detection of PCNA in fixed HeLa cells than the PC10 mAb which is the
reference to immunolabelling of PCNA as it is used in almost all PCNA-related studies showing
immunofluorescence experiments (Waseem and Lane, 1990; Cazzalini et al., 2003; Punchihewa
et al., 2012). Furthermore, the P40M-eGFP-conl fusions were found to bind to endogenous
PCNA after transfection and we have previously shown that PC10 mAb could not recognize its
epitope on PCNA after transduction in living cells (Freund et al., 2013). Interestingly, we
obtained the same type of result with the P26-GST molecules that were strictly located in the
cytoplasm of the transfected cells, but able to detect PCNA in fixed cells. Thus PC10 mAb and
the scFv P26 have no access to their epitope in the cytosol, suggesting that they may recognize
another region of PCNA than the scFv P40.

Beyond solubility, another critical parameter for accurate binding of intrabodies to
target is likely affinity. We have shown here an application of a new antibody affinity
maturation method developed in our laboratory combining sodium bisulfite mutagenesis and

error-prone PCR. Even if we performed only one round of mutagenesis, we were able to select



mutants (P40M1 and P40M?2) that could detect PCNA when expressed in monovalent form, a
condition that was not achievable with the parental scFv P40. The gain of affinity through this
diversification in the framework region of the VL chain is not known, but it has already been
shown that mutations which are not located in the CDR regions can improve not only the
stability but also the affinity of defined antibodies (Wang et al., 2013; Rani et al., 2012;
Fukunaga and Tsumoto, 2013). It is possible that the fusion of pep10 or conl peptides to the
anti-PCNA scFvs also led to a significant affinity increase of the tagged intrabodies. The
dissociation constants of the peptides pep10 and conl have been measured in vitro and are close
to 100 nM (Zheleva et al., 2000). Their expression in cells when fused to eGFP seems to inhibit
colony formation in tumor cell lines likely by interfering with PCNA natural interactions, but
to our surprise no convincing micrograph indicating the cellular distribution of these
overexpressed fusions was shown (Warbrick, 2006). In addition, in contrast to this study, we
could not record any deleterious effect of these peptides on cell proliferation even after several
days of incubation of the transfected cells. As PCNA is a trimeric protein, it will now be of
interest to investigate whether P40 and pep10 (or conl) bind both to the same monomer or if
each “arm” of our bi-specific intrabody-based reagent binds to a separate subunit within the
same molecule of PCNA.

The study of intracellular proteins relied for too long on the use of overexpressed or
truncated polypeptides leading to aggregation problems. Furthermore, classical
immunofluorescence approaches are prone to artifacts mainly through the fixation and the
permeabilization procedures of the cells. In agreement with Schnell et al., 2012, we think that
live-cell imaging using validated tools will provide a more accurate view of the dynamics of
endogenous proteins. The fact that PCNA could be readily detected and possibly tracked with
a fluorescent intrabody-based reagent is reminiscent to that recently described as being a “Cell-
Cycle Marker”, which consists of an anti-PCNA VHH fragment isolated from immunized

camels fused to eGFP (Rothbauer et al., 2006; Burgess et al., 2012). We expect that the fusions



expressed in cells with our constructs may behave similarly and that especially PAOM1-eGFP-
conl might be useful for live-cell imaging. In this context, we seek to test this reagent for the
analysis of PCNA in real time after genotoxic stress or UV treatment of cancer cells. Since we
found that the expression of the P40M1-eGFP-conl fusions can promote the accumulation of
cells arrested at a defined stage in S phase when the Elgl protein is downregulated, the results
described may provide a basis to develop an intrabody-based reagent that can interfere with the

activity of PCNA in living cancer cells.
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Figure 1. Phage-display selection of scFvs binding to human PCNA. (A) The enrichment of
scFv-phages binding to recombinant human PCNA during the panning cycles was evaluated by
polyclonal phage-ELISA. (B) Individual clones from the third round of selection (R3-B and
R3-P) were cloned in the plasmid ppA-scFv-RFP and co-transfected with pBA-PCNA-NLS-
eGFP in HeLa cells. The scFv-RFP fusions co-localizing with PCNA in the nuclei of HeLa
cells were further characterized. The expressed polypeptides were visualized using a fluorescent

microscope. Nuclei were stained with DAPI (blue). Magnification: x 630.
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Figure 2. Detection of endogenously PCNA in fixed HeLa cells. Soluble proteins were
removed by extraction with CSK buffer (+ CSK) or not (- CSK). After fixation, HeLa cells
were incubated either with anti-PCNA scFvs (A) or scFv-GST proteins (B). The binding of the
scFvs and scFv-GST proteins to endogenous PCNA was detected with the anti-myc 9E10
monoclonal antibody followed by Alexa488-labelled goat anti-mouse immunoglobulins. Nuclei
were stained with DAPI (blue). Magnification: x 630. All panels show typical cells that were

micrographed with an exposure time of 1 sec.
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Figure 3. Characterization of anti-PCNA scFvs in HeLa cells. (A) Expression of eGFP-
labelled anti-PCNA scFvs in HeLa cells. (B) Cellular distribution of the anti-PCNA GST-
tagged scFvs revealed with anti-myc 9E10 antibody and Alexa488-conjugated goat anti-mouse
immunoglobulins. Nuclei were stained with DAPI (blue). Magnification: x 630. Exposure times

are identical for all pictures. All micrographs were recorded with an exposure time of 1 sec.
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Figure 4. Affinity maturation of the scFv P40. (A) The library containing the mutated P40
clones was screened by phage-display and the enrichment of anti-PCNA scFv-phages was
evaluated by polyclonal phage-ELISA. Their reactivity was analyzed in parallel with the third
round of selection R3-P (V1 library). (B) Sequences alignment of the two mutated clones
selected by phage-display, as compared to the scFv P40. The amino acid substitutions are
highlighted in red. The CDR3 sequences of the VH and VL chains are indicated in bold and the
linker sequence is underlined. (C) Fixed HeLa cells were incubated with the scFv P40 or the
scFvs P40M1 and P40M2. The binding of the scFvs was detected with anti-myc 9E10
monoclonal antibody followed by Alexa488-labelled goat anti-mouse immunoglobulins. (D)
Expression in HeLa cells of the scFvs P4A0M1 and P40M2 fused to either eGFP or GST, as

compared to the scFv P40. The scFv-GST fusions were revealed with anti-myc 9E10 antibody



and Alexa488-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins. Nuclei were stained with DAPI

(blue). Magnification: x 630. All micrographs were recorded with an exposure time of 1 sec.
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Figure 5. Cellular distribution of the anti-PCNA scFvs fused to the pep10 peptide. (A) The
scFvs were fused to the carboxy-terminal peptide of p21 (pep10) and transfected in HeLa cells.
After 48 hrs of incubation, the fusion proteins were detected with anti-myc 9E10 antibody and
Alexa488-conjugated goat anti-mouse immunoglobulins. (B) HeLa cells were transfected either
with eGFP-conl alone or with scFvs P40 and P40M1 both fused to eGFP-conl. Nuclei were
stained with DAPI (blue). Magnification: x 630. The different panels show typical cells that

were micrographed with an exposure time of 1 sec.
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Figure 6. Targeting endogenous PCNA with bi-specific scFvs in HeLa cells. (A) The P40-

and P40M1-eGFP-conl constructs were co-transfected with siRNA targeting Elgl in HelLa
cells. The percentage of transfected cells exhibiting typical speckles was determined (number
in the bottom right corner; 300 cells per condition were counted). (B) HeLa cells were extracted
with CSK buffer and stained with the PC10 mAb followed by Alexa488-labeled anti-mouse
immunoglobulins. Nuclei were stained with DAPI (blue). Magnification: x 630. The different

panels show typical cells that were micrographed with an exposure time of 1 sec.
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Figure S1. Purification of recombinant human PCNA. The upper panel shows the gel
filtration analysis of purified human PCNA. Aliquots of the peak fractions corresponding to
trimeric PCNA (12-14 mL of retention volume) were analyzed by SDS-PAGE and Coomassie

staining (lower panel).



scFv CDR3-H CDR3-L

F5 GVIDKFDY ISYISSNTRL
P1 SSGYSGMDV CSSYTYYSTRV
P18 SSITIFGGGMDV RMSKRFSTKWA
P26 YSGVEHLRWIPGLDH HQYGIITPFT
P40 GRRTWLQQGYGFDH LQSNGVPYT
P51 RAVWWLGIDAFDY QQYSSSPRFT

Figure S2. CDR3 sequences of the scFvs used in the study. The scFv F5 binding to gankyrin
was used as a negative control for the cells experiments. The five other scFvs (P1, P18, P26,

P40, and P51) recognize specifically PCNA.
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Figure S3. Selection of anti-PCNA intrabodies co-localizing with PCNA-NLS-eGFP in

HeLa cells. The micrographs show the binding behavior of the five scFvs after co-expression
with PCNA-NLS-eGFP. These were used throughout this study. Nuclei were stained with
DAPI (blue). Magnification: % 400. All micrographs were recorded with an exposure time of 1

SEC.
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Figure S4. Analysis of purified scFv and scFv-GST fusion proteins. (A) Fractions of the
purified scFvs obtained after IMAC and gel filtration were analyzed by SDS-PAGE and
Coomassie staining. (B) Fractions of purified scFv-GST recovered by affinity chromatography
were also analyzed by SDS-PAGE. The gels shown correspond to the purification of the scFv

P40 and P40-GST. S: soluble fraction; I: insoluble fraction.
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Figure S5. Immunoprecipitation of PCNA. Whole cell extracts were subjected to
immunoprecipitation with the scFvs captured on magnetic beads. The bound complexes were

analyzed by SDS-PAGE and western blotting. PCNA was revealed with PC10 antibody.



Figure S6. Expression levels of the scFvs P40, P40M1 and P40M2 in E. coli. Aliquots of
induced and non-induced E. coli cells were analyzed by SDS-PAGE and Coomassie staining.

M: marker; N.I.: non-induced.
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Figure S7. Cellular distribution of P40-pep10 fusion in different cancer cell lines. The

micrographs show a typical cell observed after transfection of MEL501, H1299, U2-OS and
HEK 293A cells. Nuclei were stained with DAPI (blue). Magnification: x 630. All micrographs

were recorded with an exposure time of 1 sec.
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Figure S8. Cellular distribution of P40 and P40M1 in U2-OS cells. Nuclei were stained with
DAPI (blue). Magnification: x 630. All micrographs were recorded with an exposure time of 1

S€C.



2.3.Conclusion

Les fragments d’anticorps exprimés dans le cytoplasme, encore appelés
intracorps, représentent une approche attractive pour cibler des antigénes
intracellulaires. Nous avons décrit dans cet article la méthodologie mise en ceuvre pour
développer un réactif capable de se lier spécifiquement a la protéine nucléaire PCNA
et qui permet d’observer directement la dynamique endogéne de PCNA. Cet intracorps
se présente sous la forme d’une protéine de fusion formée par (1) le scFv P40M1 qui
a été sélectionné par phage-display a partir d’'une banque de scFv solubles, et qui a
été amélioré par maturation d’affinité ; (2) la protéine fluorescente eGFP ; (3) le peptide
con1 qui se lie au niveau de la région IDCL de PCNA (Zheleva et al., 2000). Nous
avons observé que le réactif bispécifigue P40M1-eGFP-con1 se lie a PCNA apres
transfert du matériel génétique dans les cellules vivantes.

Cette étude a également permis de valider une nouvelle méthode de maturation
d’affinité des scFv basée sur la mutagenése induite par le bisulfite de sodium et
I'« error-prone » PCR (méthode détaillée dans le chapitre suivant et qui sera décrite
dans un article en préparation). En effet, le scFv P4A0M1 a été isolé a partir d’'une
banque de mutants construite aprés diversification de la séquence codante du scFv
P40. Il a notamment été observé que le scFv P40M1 détecte PCNA endogéne dans
des cellules fixées au contraire du scFv P40, ou encore de I'anticorps monoclonal de
référence PC10 qui nécessite d’extraire les protéines solubles des cellules pour révéler
PCNA en immunofluorescence. La capacité de liaison a PCNA du scFv P40M1
conjuguée a celle du peptide con1 a permis de cibler précisément PCNA dans un
contexte intracellulaire.

A ce jour, il N’y a pas de scFv anti-PCNA décrit dans la littérature. Les scFv
présentés dans cet article constituent donc les premiers exemples de scFv capables
de se lier a PCNA dans les cellules. A terme, nous souhaitons développer un systéme
d'imagerie de cellules vivantes et utiliser lintracorps P40M1-eGFP-con1 pour
visualiser PCNA en temps réel. Des expériences d’'imagerie de type « time-lapse » a
intervalle unique devraient nous permettre d’observer des événements dynamiques

dans une cellule.

72



3. Développement d’un systéme de mutageneése in vitro

inspiré de la SHM

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que I'affinité est un paramétre
critique pour la liaison d’un scFv a sa cible. Nous nous intéressons ici au
développement d’'un systéme de mutagenése in vitro des scFv inspiré de

I'hypermutation somatique des anticorps naturels.
3.1.Introduction

La mutagenése (aléatoire ou non) est fréquemment utilisée pour générer de la
diversité génétique afin de construire des banques de mutants. Ces banques
permettent d’obtenir des variants aux propriétés désirées pour de nombreuses
applications d’ingénierie des protéines comme par exemple I'étude structure-fonction
d’'une enzyme ou 'amélioration de I'affinité d’un anticorps (Wong et al., 2006).

Le développement d’'un systéeme de mutagenése permettant de maturer I'affinité
des scFvs a constitué une partimportante des travaux réalisés au cours de cette thése.
A l'inverse des méthodes classiquement utilisées qui visent a diversifier les fragments
d’anticorps aléatoirement comme le « DNA shuffling » par exemple (Rani et al., 2012),
nous proposons ici une méthode qui s’inspire de ce qui se passe au cours de la SHM
mise en place par le systéme immunitaire. L’enzyme AID, qui catalyse la désamination
d’'une cytosine en uracile, est a la base de ce mécanisme de mutagenése. Le
mésappariement qu’elle induit au niveau de 'ADN est « réparé » par une ADN
polymérase infidéle, ce qui permet de diversifier la séquence codante des scFv traités.
Ainsi, une banque de mutants peut étre construite et criblée par phage-display afin de
sélectionner des scFv dont les affinités pour 'antigéne sont différentes.

Pour obtenir des scFv de meilleure affinité, nous avons initialement tenté
d’utiliser les propriétés des activités enzymatiques a la base de la SHM en co-
exprimant AID et une ADN polymérase translésionnelle procaryote dans un systeme
de mutagenese bactérien chez E. coli. Les essais de co-expression ont permis de
montrer que les deux enzymes sont capables de muter de maniére non aléatoire des

genes rapporteurs situés soit au niveau du chromosome bactérien ou sur un plasmide.
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Malheureusement, nous n’avons pas pu trouver les conditions permettant d’obtenir
une fréquence de mutagenése et un spectre de mutations similaires a celles observées
lors de I'hypermutation somatique sans affecter la viabilité des bactéries. C’est pour

cette raison que nous avons opté pour un systeme in vitro.

3.2.Principe du systéme de diversification des scFv in vitro

Nous avons développé une stratégie de maturation d’affinité in vitro pour
optimiser la capacité de liaison des scFv issus des banques combinatoires disponibles
au laboratoire. A l'image de la réaction catalysée par AID, le bisulfite de sodium
(NaHSO3) provoque la désamination de cytosine en uracile au niveau de 'ADN. C’est
un composeé chimique utilisé en épigénétique pour mapper les cytosines méthylées
(Huang et al., 2010). Nous avons associé ce composé a '« error-prone » PCR
(epPCR) afin de disposer d’un outil de diversification des scFv. Notre systéme in vitro
nous permet donc en quelque sorte de « mimer » la SHM en I'appliquant a la séquence

codante d’un scFv (Figure 21).
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Figure 21. Représentation schématique du principe de I’hypermutation
somatique et de la méthode de mutagenése in vitro. (A) L'enzyme AID désamine
une cytosine en uracile au niveau des régions variables des génes des
immunoglobulines. La lésion U:G qui en résulte est ensuite réparée grace aux ADN
polymérases translésionnelles aprés excision (ou non) de I'uracile par la protéine UDG.
(B) La désamination d’une cytosine en uracile est induite par le traitement au bisulfite
de sodium (NaHSO3) et I'activité des ADN polymérases translésionnelles est remplacée
par 'epPCR dans le systéme de mutagenése in vitro proposeé.

74



3.2.1. Traitement au bisulfite de sodium

Ce composé est généralement utilisé pour analyser la méthylation de 'ADN
(Figure 22A). Le bisulfite de sodium désamine spécifiquement les cytosines (non
méthylées) en uraciles (Figure 22B). Il a été observé qu’en fonction de la taille du
fragment d’ADN muté, plusieurs heures d’'incubation a 90°C sont nécessaires pour
effectuer une conversion compléte de toutes les cytosines en uraciles. La mutagenése
induite par le bisulfite est donc directement corrélée au temps d’incubation (Liu et al.,
2009). Il est possible de moduler cette durée afin de contrdler la fréquence de
mutations induites par le bisulfite de sodium sur une séquence d’ADN donnée.

En épigénétique, la cartographie des cytosines méthylées d’'un fragment d’ADN
s’effectue par séquencage apres traitement au bisulfite de sodium. Dans notre
systeme de diversification des scFv, I'amplification du segment d’ADN muté par le
NaHSO3 est remplacée par une réaction d’« error-prone » PCR qui permet, en sus des
mutations induites par le bisulfite de sodium au niveau des cytosines (donc des paires

C:G), d’introduire des erreurs aux paires de bases A:T.
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Figure 22. Structure chimique du bisulfite de sodium. (A) Formule du bisulfite de
sodium. (B) Réaction chimique catalysée par le bisulfite de sodium. Le NaHSOs3
convertit une cytosine en uracile.

3.2.2. PCR mutagéne ou « error-prone » PCR

L’« error-prone » PCR est une méthode couramment utilisée en évolution
moléculaire. Elle est basée sur I'utilisation d’ADN polymérases peu fidéles qui n’ont
pas d’activité exonucléase 3’-5" pour amplifier un fragment d’ADN. Ces polymérases
favorisent I'apparition de mésappariements au cours de la synthése d’ADN. Il est

possible de moduler le nombre et la nature des erreurs en changeant les conditions
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de la réaction de I'epPCR en ne respectant pas I'équimolarité des quatre
désoxyribonucléotides ou en modifiant la nature des cations divalents utilisés. Ainsi,
les ions magnésium Mg?* nécessaires a I'activit¢ des ADN polymérases dans la
réaction de PCR peuvent étre partiellement remplacés par des ions manganése Mn?*,
ce qui entraine une augmentation des erreurs au cours de la synthése d’ADN et
notamment aux paires de bases A:T. Nous avons observé qu’une concentration de 50
UM d’ions Mn?* dans une réaction d’« error-prone » PCR induit I'apparition de plus de
70 % d’erreurs aux paires de bases A:T (Tableau 4). La proportion plus importante de
mutations aux paires A:T permet de compenser les erreurs générées par le bisulfite
de sodium au niveau des cytosines afin d’obtenir un équilibre semblable au spectre de

mutageneése de la SHM (Figure 21).

Tableau 4. Nature des mutations introduites lors d’une réaction d’epPCR.
Cible A:T 721 % Cible G:C 279 %
AT TA 341 % GC=2> AT 58,8 %
AT=> G.C 59,1 % GC=2>TA 23,5 %
AT = CG 6,8 % GC=2CG 17,7 %

3.2.3. Sélection de scFv diversifiés

Le systéme de mutagenése in vitro original qui repose sur la combinaison du
traitement au bisulfite de sodium d'un fragment d’ADN combiné a une étape
d’amplification par « error-prone » PCR a été utilisé pour diversifier la séquence
codante de plusieurs scFv. Ceci permet de construire une banque de phages a partir
de laquelle on peut sélectionner des mutants d’affinités différentes pour I'antigéne. La
procédure expérimentale mise en ceuvre pour obtenir une banque de mutants est
présentée schématiquement dans la Figure 23. Brievement, le plasmide purifié
contenant la séquence codante d’'un scFv est incubé avec du bisulfite de sodium a
90°C afin de générer des mutations aux paires de bases G:C. La séquence du scFv
ainsi altérée est amplifiée par « error-prone » PCR qui va introduire des erreurs
préférentiellement aux paires A:T. Le fragment d’ADN est ensuite digéré par les
enzymes de restriction Ncol et Notl et cloné dans un nouveau vecteur en fusion a la
séquence codante de la Chloramphénicol AcétylTransférase (CAT), enzyme

responsable de la résistance au chloramphénicol chez E. coli. Le vecteur d’origine
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(pscFVACAT) contient une version tronquée d’'un scFv : la protéine de fusion scFv-
CAT est produite uniquement si la séquence compléte d’un scFv est insérée. Ceci
permet de s’affranchir des scFv non exprimés en sélectionnant les bactéries
transformées en présence de chloramphénicol. Enfin, les séquences diversifiées par
mutagenése sont clonées via les sites de restriction Ncol et Notl dans un phagémide
afin de produire des particules phagiques aprés infection de bactéries E. coli. La
banque de phages-scFv mutés est criblée par phage-display afin de sélectionner des

mutants d’affinité améliorée.
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Figure 23. Représentation schématique des étapes de la construction d’'une banque de scFv
diversifiés. Aprés traitement au bisulfite de sodium, la séquence codante du scFv est amplifiée par
« error-prone » PCR. Le fragment amplifié est digéré et cloné en fusion au géne de résistance au
chloramphénicol qui code pour la CAT (Chloramphénicol AcétylTransférase). La fusion scFv-CAT
permet de sélectionner les mutants qui ne contiennent pas de codons stop. Les scFv mutés et
exprimés sont enfin clonés dans un phagémide afin de produire des particules phagiques et refaire
une sélection de scFv par phage-display.

Ce systeme de mutagenése présente plusieurs avantages par rapport a
I'epPCR seule ou a la technique de « DNA shuffling » qui sont classiquement utilisées
pour maturer I'affinité des anticorps. En effet, la fréquence de mutagenése peut étre
contrélée en jouant sur les temps d’incubation avec le bisulfite de sodium et sur la
concentration en ions Mn?* dans la réaction d’« error-prone » PCR. En général, la
principale limite de I'utilisation de 'epPCR pour maturer I'affinité des anticorps est sa

faible fréequence de mutations. C’est pourquoi plusieurs « tours » de mutagenése sont
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bien souvent nécessaires pour obtenir le nombre de substitutions d’acides aminés
souhaité. Dans notre cas, il apparait que 'amplification d’'une séquence d’ADN mutée
par le NaHSO3 permet d’augmenter cette fréquence de mutation puisque nous avons
observé un taux de mutagenése semblable a celui de la SHM naturelle qui est de
'ordre de 1 %. Ceci suggeére que la présence d’uraciles ou d’intermédiaires de réaction
favorise les erreurs de la Taq polymérase et ce phénoméne est accentué en présence
d’ions manganése. Nous avons également observé que 100 % des séquences
analysées par séquengage aprés mutagenése que nous appelons « SHM-like »
présentent au moins une mutation. De ce fait, 'association du bisulfite de sodium et

de I'epPCR ne nécessite pas de réaliser plusieurs tours successifs de mutagenése.

3.3.Applications

La méthode de diversification des scFv a été validée en l'appliquant a deux
modeéles. Une banque de variants de l'intracorps anti-PCNA P40 a été construite et
nous avons isolé des mutants aux propriétés améliorées pour l'immunociblage
intracellulaire de PCNA. Ces résultats sont présentés brievement dans I'article n°2,
mais détaillés de fagon plus exhaustive ci-aprés. Nous avons également appliqué cette
meéthode a un groupe de scFv dirigés contre la région Fc d'immunoglobulines de lapin
anti-bactéries (E. coli et P. aeruginosa) qui a été sélectionné et caractérisé dans notre

laboratoire.

3.3.1. scFv anti-PCNA P40

Parmi tous les scFv anti-PCNA présentés dans l'article n°2, le scFv P40 est le
fragment d’anticorps le plus performant pour détecter PCNA endogéne. En revanche,
il Nest pas adapté en tant qu’intracorps pour visualiser PCNA dans des cellules
vivantes. Nous avons voulu vérifier s’il est possible d’améliorer ce réactif en essayant
d’augmenter son affinité. Ainsi, le scFv P40 a été choisi pour valider le systéme de
mutagenese « SHM-like ». Pour cela, le phagémide contenant la séquence codante
du P40 a été traité au bisulfite de sodium pendant une, deux ou trois minutes a 90°C.
Ces durées d’incubation permettent d’incorporer plusieurs niveaux de fréquence de
mutations qui ont été analysés par séquengage (entre 103 et 102 mutations par

nucléotide). Des essais préliminaires ont montré qu’un traitement trop long au bisulfite
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de sodium entraine des difficultés pour 'amplification par epPCR du fragment d’ADN
altéré. Les plasmides traités par les différentes conditions d’incubation sont ensuite
regroupés. Aprés purification du vecteur, la séquence mutée du P40 a été amplifiée
par epPCR puis clonée en fusion a la CAT dans un vecteur d’expression procaryote
afin de sélectionner les mutants exprimés et d’estimer la proportion de clones sans
codons stop (environ 14 %). Ce clonage a également permis d’évaluer le nombre de
clones de la banque de variants du scFv P40 a environ 10° mutants. La nature des
mutations a été analysée sur les séquences de 13 clones repiqués au hasard dans la
population de mutants du P40 (Figure 24). Chaque séquence étudiée présente des
erreurs et la fréquence de mutations au niveau nucléotidique est de 1,43 % soit 10,7
mutations par séquence codante de scFv en moyenne. Cette fréquence est du méme
ordre que celle de I'hypermutation somatique naturelle (0,1 a 1%) et correspond a 7,3

substitutions d’acides aminés par scFv.
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Figure 24. Analyse de la nature des mutations induites par la mutagenése au
bisulfite de sodium et epPCR sur la séquence du scFv P40. (A) Spectre des
mutations au niveau nucléotidique. (B) Changements d’acides aminés résultant des
mutations présentées en A. F : fréquence de mutations ou de substitutions d’acides
aminés.

La banque de scFv mutés a ensuite été clonée dans le phagémide pour produire
et titrer les phages-scFv. Deux tours de sélection par phage-display ont été effectués
contre 100 ng (premier tour de sélection ; R1) et 10 ng (second tour de sélection 2 ;

R2) de PCNA immobilisé sur des billes magnétiques. La réactivité de chaque tour de
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sélection a été testée en phage-ELISA polyclonal et 12 clones par tour ont été
séquencés afin d’étudier I'enrichissement significatif ou non d’un ou plusieurs clones
(Figure 25). Les phages issus du premier tour de sélection ont montré une meilleure
réactivité contre PCNA que ceux du R2. A partir des données de séquencage de 24
clones choisis aléatoirement, seuls deux mutants nommés P40M1 et P4A0M2 étaient
présents dans les deux tours de sélection. La séquence du P40M1 n’a été retrouvée
gu'une seule fois et ce dans le R1. Il est intéressant de noter que toutes les
substitutions d’acides aminés observées sont situées dans la région charpente de la
chaine légére VL et non dans les CDR. Les substitutions d’acides aminés L142Q et
L186R ont été retrouvées chez les deux mutants P40M1 et P40M2. Ceci suggére une
importance particuliere de ces acides aminés dans la liaison entre les scFv diversifiés
et leur antigéne puisque les fragments d’anticorps présentant ces mutations ont été

spécifiguement sélectionnés par phage-display.
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Figure 25. Sélection par phage-display de variants du scFv P40. (A) Différentes
quantités de phages-scFv issus de chaque tour de sélection ont été testées contre
PCNA couplé ou non aux billes. RO correspond a la banque de scFv mutés, R1 et R2
aux tours de sélection 1 et 2 respectivement. (B) Tableau présentant les mutations et
la représentation des deux mutants présents sur 24 séquences de scFv analysées
provenant des deux tours de sélection.

Pour vérifier que les scFv mutés sont actifs, les séquences codantes des scFv
P40M1 et P4A0OM2 ont été insérées dans un vecteur d’expression procaryote de type
pET pour produire les protéines dans la souche d’E. coli BL21(DE3)pLysS. Aprés
induction de I'expression des protéines a I'lPTG et lyse des bactéries, les scFv ont été
purifiés par chromatographie d’affinité sur une résine IMAC (Immobilized Metal ion
Affinity Chromatography). Le profil d’expression et de purification des scFv P40,
P40M1 et P40M2 est similaire (Figure 26A et 26B). Les substitutions d’acides aminés
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L142Q, L186R et M187I au niveau de la région charpente des scFv ne semblent pas
affecter leur expression chez E. coli (Figure 26A). Les scFv purifiés ont été testés en

tant que réactifs primaires pour détecter PCNA par immunofluorescence.
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Figure 26. Expression et purification du scFv P40 et des mutants P40M1 et P40M2. (A)
Analyse de I'expression chez E. coli des trois scFv par SDS-PAGE et coloration du gel au bleu
de Coomassie. (B) Les scFv ont été purifiés sur une résine chargée en ions cobalt et les éluats
ont été déposés sur gel SDS-PAGE avec les fractions insolubles et solubles. M : marqueur ;
N.I. : non-induit ; IS : fraction insoluble ; S : fraction soluble ; E1 : éluat 1.

Le scFv P40 est capable de se lier a PCNA endogéne dans des cellules HelLa
fixées uniquement sous forme bivalente P40-GST (résultats décrits dans I'article n°2).
En effet, la dimérisation des scFv permet d’augmenter leur affinité apparente par effet
d’avidité (Desplancqg et al., 2011). Pour tester la réactivité des mutants P40M1 et
P40M2 par rapport a celle du scFv parental P40, nous avons vérifié s’ils sont capables
sous forme monovalente de détecter PCNA par immunofluorescence (Figure 27).
Contrairement au scFv P40, le scFv P4A0M1 (et dans une moindre mesure le scFv
P40M2) est caractérisé par un marquage nucléaire qui correspond a la localisation
typigue de PCNA dans des cellules HeLa en prolifération. La réactivité des scFv
P40M1 et P40M2 est donc supérieure a celle du scFv P40. La sensibilité de détection
observée avec le scFv P40M1 et la protéine de fusion P40-GST est équivalente. Ceci
suggére que laffinité du scFv P40M1 est améliorée vis-a-vis du scFv P40. Des
expériences d’ELISA compétitif ou de SPR (Surface Plasmon Resonance) doivent étre
conduites pour confirmer cette observation. L'impact de 'amélioration du scFv P40 sur

la détection de PCNA endogéne dans les cellules est décrit dans I'article n°2.
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Figure 27. Détection de PCNA par immunofluorescence. Les scFv P40,
P40M1 et PA0OM2 ont été incubés a une concentration de 1 ug/mL avec des
cellules Hela fixées, puis révélés avec un anticorps anti-myc de souris
(dilution 1/3000) et un anticorps anti-souris couplé a un fluorophore Alexa 488
(dilution 1/3000). Les noyaux sont colorés au DAPI et les cellules sont
observées en microscopie a fluorescence avec un grossissement de 630 x.
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Les résultats obtenus avec le scFv P40 comme modéle ont montré que le
systeme de mutagenése associant bisulfite de sodium et « error-prone » PCR permet
de diversifier les séquences de fragments d’anticorps, et d’obtenir ainsi des mutants
de capacité de liaison variable. Pour valider cette méthode, nous I'avons également
appliguée a un mélange de scFv anti-immunoglobulines de lapin récemment isolés

dans notre laboratoire.

3.3.2. scFv polyclonaux anti-lgG de lapin

Bien que mon activité au laboratoire soit centrée sur limmunociblage
intracellulaire, j’ai également participé au développement de réactifs destinés a des
applications de diagnostic comme la détection de bactéries par immunofluorescence.
En fait, de nombreux systéemes de détection reposent sur ['utilisation d’anticorps
couplés a des marqueurs (enzyme ou fluorophore), mais le colt de génération de ces
réactifs reste trés élevé. Basée sur I'utilisation d’'un anticorps primaire et d’'un anticorps
secondaire couplé a un fluorophore, 'immunofluorescence indirecte est une technique
trés utilisée en recherche fondamentale et dans le domaine du diagnostic. Ces réactifs
sont en général des immunoglobulines conjuguées a des fluorophores de type FITC
ou ses dérivés Alexa et DyLight.

Pour proposer une solution alternative aux anticorps secondaires obtenus a

partir d’animaux immunisés et utilisables en immunofluorescence indirecte, des scFv
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dirigés contre la région Fc des immunoglobulines de lapin ont été sélectionnés a partir
de la banque de fragments d’anticorps disponible au laboratoire. Les détails de la
sélection de scFv dirigés contre la région Fc d’'lgG de lapin sont présentés dans un
manuscrit en préparation. Brievement, trois tours de sélection par phage-display ont
été effectués, et 'ensemble des fragments d’anticorps du dernier tour ont été clonés
en fusion a la GST et 'eGFP dans un vecteur d’expression procaryote de type pET.
Au lieu de caractériser chaque scFv individuellement, nous avons opté pour une
approche polyclonale afin d’obtenir la meilleure sensibilité de détection possible. Ainsi,
nous souhaitions exploiter un réactif polyclonal recombinant original : scFv-GST-
eGFP. La fusion a la GST permet d’obtenir une molécule bivalente dont l'affinité
apparente est améliorée par rapport au scFv seul (Desplancq et al., 2011). L'eGFP
quant a elle permet au polypeptide recombinant d’étre détecté par microscopie a
fluorescence sans couplage chimique d’un fluorophore. De plus, il est possible de
remplacer 'eGFP par une autre protéine fluorescente comme la mCherry afin de
rendre le systtme modulable et adaptable a différentes longueurs d’onde d’excitation
pour la détection. Un autre avantage de ces protéines de fusion de type scFv-GST-
eGFP est qu’elles peuvent étre purifiées en une étape sur une résine de Glutathion
Sepharose. Dans ce cas, le rendement de production chez E. coli est de 'ordre du
milligramme par litre de culture bactérienne.

Pour tester l'efficacité de ce réactif recombinant, nous avons incubé des
bactéries E. coli avec un anticorps polyclonal de lapin anti-E. coli, puis avec un
anticorps anti-immunoglobuline de lapin fluorescent ou le réactif scFv-GST-eGFP
(Figure 28). Le protéine de fusion est fonctionnelle puisqu’elle permet de détecter les
bactéries par immunofluorescence. Cependant, la sensibilité de détection obtenue
avec les IgG marquées commerciales (GAR Alexa488 a 1 pg/mL) est supérieure
puisqu’il est nécessaire d’incuber le réactif scFv-GST-eGFP a une concentration de
10 pug/mL pour obtenir un signal comparable. Nous avons donc décidé d’appliquer
notre méthode de maturation d’affinité au groupe de scFv formant le réactif scFv-GST-
eGFP et d’essayer de voir s’il est possible d’augmenter la sensibilité de détection de

ce test grace a une amélioration de I'affinite.
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Figure 28. Performance du réactif scFv-GST-eGFP pour détecter par immunofluorescence
des bactéries préincubées avec un anticorps anti-E. coli. L’anticorps anti-immunoglobuline
de lapin (GAR : Goat Anti-Rabbit) couplé a un fluorophore Alexa488 est utilisé pour révéler
I'anticorps polyclonal de lapin anti-E. coli. Le réactif recombinant scFv-GST-eGFP dirigé contre
la région Fc des immunoglobulines de lapin permet également de visualiser des bactéries E. coli
reconnues au préalable par I'anticorps 407. Les bactéries sont observées en microscopie a
fluorescence avec un grossissement de 1000 x.

Les scFv polyclonaux anti-lgG de lapin présentés ci-dessus (nous les
appellerons R3) ont été sélectionnés par phage-display a partir de la banque V1. Pour
diversifier les séquences codantes des scFv R3, nous avons appliqué les mémes
conditions de mutagenese que pour diversifier le scFv anti-PCNA P40 et ainsi construit
une banque contenant environ 10 mutants de scFv anti-IgG de lapin. La fréquence de
mutation de ces mutants est comparable a celle observée avec la banque de variants
du scFv P40 (Figure 24). Enfin, trois tours de sélection par phage-display contre des
immunoglobulines de lapin ont été réalisés. Les scFv isolés a partir de la banque de
mutants de scFv anti-lgG de lapin ont été appelés R3-SHM.

Contrairement a lI'approche entreprise avec le scFv anti-PCNA P40, nous
n‘avons pas caractérisé individuellement chaque mutant sélectionné. Le but était de
vérifier s’il est possible d’améliorer le réactif scFv-GST-eGFP par maturation d’affinité
du mélange des fragments d’anticorps qui le compose. Nous avons analysé par
séquencgage les séquences des scFv « R3-SHM » (Figure 29). 11 séquences mutées
différentes ont été observées sur 30 séquences étudiées. La fréquence de mutations
est de 1,02 % soit 6,9 erreurs par scFv au niveau nucléotidique. On note en moyenne
3,3 substitutions d’acides aminés par fragment d’anticorps situées principalement dans

toutes les régions « framework » et dans la région CDR2 de la chaine V+.
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Figure 29. Analyse de la nature des mutations induites par la mutagenése au
bisulfite de sodium et epPCR sur les séquences des scFv anti-lgG de lapin
sélectionnés par phage-display. (A) Spectre des mutations au niveau
nucléotidique. (B) Changements d'acides aminés résultant des mutations
présentées en A. F : fréquence de mutations ou de substitutions d’acides aminés.

La réactivité des phages-scFv R3 et R3-SHM a ensuite été testée en phage-
ELISA, ce qui a permis d’évaluer le gain d’affinité aprés mutagenése (Figure 30). Des
immunoglobulines de lapin purifiées ont été adsorbées dans les puits d’une plaque de
microtitration, puis incubées avec différentes quantités de phages-scFv révélés par un
anticorps de souris anti-M13 couplé a 'HRP (HorseRadish Peroxidase). La quantité
de phages nécessaire pour obtenir un signal comparable est inférieure pour les
phages-scFv diversifiés que pour les phages-scFv originaux, ce qui suggeéere que la
diversification par mutagenése a permis d’améliorer la capacité de liaison des phages-
scFv aux IgG de lapin immobilisées dans un puits (Figure 30A). Sur le graphique, la
phase linéaire du signal correspond a la zone ou les quantités de phages-scFv sont
limitantes par rapport a I'antigéne immobilisé (Figure 30A). En incubant une quantité
limitante de phages-scFv R3 ou R3-SHM avec des concentrations croissantes d’lgG
de lapin en solution, il est possible d’estimer I'affinité apparente des phages-scFv dans
une expérience de phage-ELISA compétitif (Figure 30B). Dans ce cas, la concentration
d’lgG de lapin nécessaire pour obtenir une diminution de 50 % du signal de liaison des
phages-scFv a l'antigéne immobilisé peut étre considérée comme la constante
d’affinité apparente. Cette valeur calculée des phages-scFv non diversifiés est de 67
nM (concentration molaire équivalente a 10,1 pg/mL). Celle obtenue avec les phages-

scFv sélectionnés aprés mutagenése est de 20 nM (concentration molaire équivalente
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a 3 yg/mL). Ceci montre que la diversification des séquences des scFv a permis

d’améliorer d’environ 3,3 fois leur affinité apparente pour les immunoglobulines de

lapin en utilisant le phage-ELISA comme test.
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Figure 30. Comparaison de la réactivité testée en phage-ELISA des scFv anti-lgG de
lapin avant et aprés maturation d’affinité. (A) Différentes quantités de phages provenant
des sélections avant et aprés mutagenése ont été testées par phage-ELISA polyclonal. (B)
La quantité de phages correspondant a une absorbance de 0,7 dans I'expérience de
phage-ELISA polyclonal a été utilisée pour effectuer un phage-ELISA compétitif. Cette
expérience a permis d’estimer I'affinité des scFv anti-IgG de lapin. R3 : phages-scFv avant
mutagenése. R3-SHM : phages-scFv aprés mutagenése. Dans les deux expériences, les
IgG de lapin ont été utilisées a une concentration de 5 pg/mL.

Parallelement a la maturation d’affinité du scFv anti-PCNA P40, les scFv anti-

immunoglobuline de lapin ont également été améliorés grace a la diversification au

bisulfite de sodium et « error-prone » PCR, validant ainsi cette méthode de

mutagenese. Les résultats des expériences de phage-ELISA présentés ici sont

préliminaires et au laboratoire, d’autres tests sont en cours pour confirmer si

'augmentation de l'affinité des scFv permet d’améliorer le réactif scFv-GST-eGFP

pour visualiser des bactéries E. coli en immunofluorescence.
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3.4.Discussion

La méthode de diversification des scFv a été validée en I'appliquant a deux
modéles distincts. Concernant la banque de mutants du scFv P40, il aurait été
intéressant de construire une banque plus large au départ (10° clones). En effet, nous
avons constaté qu'un seul tour de sélection aurait été suffisant puisque (1) le R1 a
présenté plus de signal que le R2 en phage-ELISA et (2) le clone P40M1 n’a pas été
retrouvé dans la population du R2 analysée par séquengage. En revanche, trois tours
de sélection ont été nécessaires pour observer une augmentation du signal en phage-
ELISA a partir de la banque de variants des scFv anti-IgG de lapin qui contenait 10°
clones (Stoessel et al.,, manuscrit en préparation). Ceci suggére que le nombre de
clones d'une banque de mutants doit étre le plus élevé possible afin de pouvoir
sélectionner un grand nombre de mutants qui ont des affinités différentes pour la cible.

Indépendamment de la cible (PCNA ou IgG de lapin), tous les mutants qui ont
été sélectionnés présentent des mutations aussi bien dans les régions FR que dans
les CDR, comme lors de I'hypermutation somatique naturelle des anticorps (Teng &
Papavasiliou, 2007). Nous n’avons pas observé de points chauds ou « hotspots » de
mutagenese sur les séquences de scFv mutés par le bisulfite de sodium et 'epPCR.
Néanmoins, une trés large proportion (82 %) des substitutions d’acides aminés
observées sont situées dans la région charpente des scFv. Ceci n’est pas étonnant
puisque de nombreuses études pointent I'importance de la région charpente dans la
stabilité de la liaison d’un anticorps a son antigéne et c’est pourquoi l'introduction de
mutations dans les régions FR peut améliorer I'affinité d’un fragment d’anticorps pour
sa cible (Wang et al., 2013 ; Fukunaga & Tsumoto, 2013). De plus, les mutants
sélectionnés présentent moins de mutations que la fréquence d’erreurs de la banque
de scFv mutés (F = 1,43%), ce qui suggére qu’un trop grand nombre de mutations
peut avoir un effet délétére sur I'expression des scFv chez E. coli et/ou affecte la
capacité de liaison des fragments d’anticorps a leur cible. Pourtant, il a été démontré
qu’'une fréquence de mutations élevée permettait d’obtenir des scFv avec un gain
d’affinité plus conséquent qu’avec une faible fréquence de mutations (Daugherty et al.,
2000). Ceci souligne a nouveau lI'importance de la taille de la banque de scFv utilisée
pour la sélection puisque si la fréquence de mutations est élevée, le nombre de
mutants avec une perte de fonction sera également considérable, d’ou l'intérét d’avoir

la banque la plus large possible.
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4. Vectorisation d’anticorps monoclonaux pour
I'immunociblage analytique et fonctionnel de protéines

intracellulaires dans les cellules cancéreuses vivantes

En sus du développement du systéme de mutagenese imaginé pour améliorer
les scFv ciblant PCNA, nous avons mis en place au laboratoire un programme de
génération d’anticorps monoclonaux. Les avantages principaux de ces molécules sur
les fragments d’anticorps sont principalement leur affinité pour leur cible et leur
bivalence. Nous avons décidé de dérisquer le projet de sélection de scFv anti-PCNA
en générant en paralléle des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre PCNA.
Comme les anticorps monoclonaux ne peuvent pas étre exprimeés dans les cellules en
tant qu’intracorps, il a fallu mettre au point un systéme de vectorisation efficace de ces
molécules dans le compartiment intracellulaire pour pouvoir bénéficier des avantages
des IgG obtenues aprés immunisation par rapport aux scFv contenus dans la banque

naive a disposition.
4.1.Introduction

Au laboratoire, il avait été montré qu'il est possible de vectoriser dans le
cytoplasme de cellules transformées par le virus HPV16 un anticorps dirigé contre
'oncoprotéine E6 a 'aide de lipides cationiques (Courtéte et al., 2007). En recherchant
un systéme qui ne soit pas anticorps-dépendant comme les lipides, nous avons utilisé
un appareil d’électroporation de matériel génétique et adapté les conditions de son
utilisation a la transduction d’anticorps purifiés. La méthode ainsi mise au point a une
efficacité maximale puisque 100 % des cellules traitées sont transduites avec 98 % de
survie cellulaire apres traitement. De plus, les anticorps sont actifs aprés transduction :
malgré leur taille qui les empéche de diffuser au noyau, ils sont capables de cibler des
antigénes nucléaires lorsque I'épitope reconnu est accessible au cours de la néo-
synthése dans le cytoplasme (mécanisme de co-transport de type « piggy-back »).
Ainsi, la vectorisation d’un anticorps anti-ADN polymérase a bloquant entraine I'arrét

de la division cellulaire et la mort par apoptose.
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Nous avons ensuite appliqué cette technique a 'immunociblage de PCNA dans
les cellules vivantes. Les conditions d’électroporation d’anticorps monoclonaux de
souris dans les cellules en culture et I'application de cette technologie au ciblage de

PCNA sont présentées dans l'article n°3.
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4.2. Article n°3

Targeting endogenous nuclear antigens by electrotransfer of monoclonal
antibodies in living cells.
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Targeting endogenous nuclear antigens
by electrotransfer of monoclonal antibodies
in living cells
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Antibodies are valuable tools for functional studies in vitro, but their use in living cells remains challenging because they
do not naturally cross the cell membrane. Here, we present a simple and highly efficient method for the intracytoplasmic
delivery of any antibody into cultured cells. By following the fate of monoclonal antibodies that bind to nuclear antigens,
it was possible to image endogenous targets and to show that inhibitory antibodies are able to induce cell growth
suppression or cell death. Our electrotransfer system allowed the cancer cells we studied to be transduced without loss
of viability and may have applications for a variety of intracellular immuno-interventions.

When antibodies specific for endogenous cellular proteins are
introduced into intact mammalian cells, it becomes possible to
study the functional activity of these proteins in their natural
environment. Since antibodies are too large to diffuse passively
into cells, several methods have been developed to introduce
them into various cell types. Microneedle injection (microinjec-
tion) and osmotic lysis of pinocytic vesicles were the first meth-
ods used to deliver antibodies in the cytoplasm of cultured cells.’
Although both techniques showed that mature antibodies were
stable and functionally active in the cytoplasm, the microinjec-
tion approach was too time-consuming when large numbers of
cells had to be injected. Osmotic lysis of vesicles results in mas-
sive cell damage, requiring several days of incubation for cellular
repair, which severely limits the readout assays when individual
cells are observed microscopically. Proteins have also been intro-
duced into eukaryotic cells using liposome-mediated delivery and
fusion of red cell ghosts loaded with protein,® but this method
was difficult to control. More recently, it was shown that a small
subset of anti-DNA autoantibodies can penetrate into cells due
to an unusual high frequency of basic residues in the CDRs,
which favors their interaction with macromolecules at the sur-
face of the cells.** It is likely that these observations stimulated
the development of synthetic vectors for delivering a larger frac-
tion of antibodies into cells by protein transfection, i.e., by so-
called “profection,” an approach similar to that used for DNA
and siRNA transfection. Such a direct delivery of proteins fol-
lowing in vitro association of protein and transfection reagent is

*Correspondence to: Etienne Weiss; Email: eweiss@unistra.fr
Submitted: 04/08/13; Revised: 05/17/13; Accepted: 05/18/13
http:/dx.doi.org/10.4161/mabs.25084
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more challenging than DNA transfection since proteins vary in
structure and charge much more than nucleic acids. Intracellular
protein delivery by means of cationic polymers has also been
reported,’ although most commercially-available protein trans-
fection systems use lipid-based delivery agents.®” We previously
tried to deliver neutralizing antibodies that recognize HPV16 E6
protein expressed in keratinocytes, using various cationic lipid
formulations and found that only a few antibodies were able to
interact with cationic lipids and could be successfully delivered to
the cytoplasm.® Depending on the formulation, only up to 30%
of treated cells were positive, indicating that this approach was
not sufficiently robust to allow antibody-mediated intracellular
targeting.

An alternative delivery technique is electroporation, which
utilizes a brief electric pulse of high field strength to create tran-
sient pores in the cell membrane. This technique has been used
successfully for many years to introduce DNA and RNA in bacte-
rial and yeast cells, but is rarely used for transfecting animal cells
because of the very large number of cells that must be treated
to recover enough viable cells. Alchough a few groups succeeded
in delivering antibodies into mammalian cells by electropora-
tion,”"! the method has not been widely used for the intracellular
transfer of proteins, possibly because there is no convenient way
to distinguish viable from damaged cells after incorporation of
the protein of interest.

There recently has been renewed interest in the electroporation
of nucleic acids for delivering genes to mammalian cells that are
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Figure 1. Intracellular localization of delivered antibodies as probed

by immunofluorescence microscopy. (A) Micrographs show typical
Hela cells transduced with either 4C6 or 7C2 antibody. The delivered
antibodies were revealed with Alexa 448-labeled goat anti-mouse
immunoglobulins 24 h post-transduction. Both antibodies are IgG1x.
Magnification: 630x. (B) The pictures correspond to typical fields of
HelLa cells transduced with the indicated antibodies at 24, 48 and 72 h
post-treatment. The delivered antibodies were revealed as in (A). The
panels on the right correspond to the staining by indirectimmunofluo-
rescence of Hela cells incubated with the relevant antibody (in vitro
staining). Magnification: 630x. (C) The pictures show typical nuclei of
Hela cells either transduced and fixed at 48 h post-treatment (in cells)
or stained by indirect immunofluorescence (in vitro) with 2H3 antibody
without (— UV) or with (+ UV) UVCirradiation 8 h before analysis. Mag-
nification: 100x.

difficult to transfect with conventional synthetic vectors. Several
companies currently propose improved devices for the electro-
poration of nucleic acids that achieve a high cell viability in a
wide range of cell lines. To deliver antibodies into cells by elec-
troporation, we used a device for gene transfection that does not
involve classical cuvettes (Neon®, Life Technologies) and adapted
it to the electrotransfer of monoclonal antibodies (mAbs) to cul-
tured cells. We show here that this method of intracytoplasmic
delivery of antibodies retains a high degree of cell viability and
is extremely effective for targeting endogenous nuclear proteins.
Initial experiments were done with two mAbs, 4C6 and 7C2,
that bind to the HPV16 E6 oncoprotein® and the C-terminal

www.landesbioscience.com
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domain of the RNA polymerase II largest subunit' (RNA Pol
IT), respectively. By varying several parameters of the electro-
poration protocol, we obtained optimal conditions for deliver-
ing the two mAbs to HeLa cells (Table S1). Their presence in
the cells was revealed using a fluorescent anti-mouse antibody,
24 h post-treatment. As shown in Figure 1A, the 4C6 antibody
was detected in the cell cytoplasm, indicating that the nuclear
membrane had not been permeabilized by the electric shock,
whereas the 7C2 antibody was found almost exclusively in the
nucleus. This result suggests that the 7C2 antibody binds to de
novo synthesized RNA Pol II in the cytoplasm and is translo-
cated into the nucleus in a piggyback fashion with the nuclear
enzyme.” The same result was obtained with the 7G5 mAb that
recognizes another epitope on the same RNA Pol II subunit
(Fig. S1). These findings are in agreement with previous observa-
tions obtained after microinjection of the 3E9 antibody, which
binds to native B-importin." Since HeLa cells do not contain
HPV EG6 protein, the 4C6 mAb remained in the cytoplasmic
compartment, as expected. It should be noted that all treated
cells were positive (compare DAPI and anti-mouse IgG staining
in Fig. 1A) and that almost no floating dead cells were detectable
24 h post-treatment.

We recently isolated new mAbs against the proliferating cell
nuclear antigen (PCNA), a nuclear protein involved in DNA
replication and genome integrity surveillance. To demonstrate
that these mAbs are useful for detecting endogenous nuclear
proteins in living cells, we analyzed the behavior of two mAbs,
2H3 and 2HS5, that bind in vitro exclusively to native and dena-
tured PCNA, respectively (Fig. S2). Both antibodies, as well as
the anti-PCNA reference mAb PC10," were transduced in HeLa
cells and their presence was detected at different times post-
treatment. After three days incubation, the 2H3 mAb exhibited
a nuclear staining pattern indistinguishable from that observed
when it was used as primary antibody to immunostain fixed cells
in vitro (Fig. 1B). Since all 2H3 antibodies were located in the
nucleus, this suggests that the corresponding PCNA epitope is
accessible in the cytoplasm and that the antibodies, which are
diluted after each cell division, remain fully active after several
days of incubation. By contrast, the transduced 2H5 mAb was
present essentially in the cytoplasmic compartment after 24 h and
subsequently spread within the entire cell with no specific nuclear
enrichment. Although mAb PC10 easily revealed the PCNA pro-
tein both by western blot (Fig. S2) and by conventional in vitro
immunostaining (Fig. 1B), this antibody did not co-localize with
PCNA in living cells after transduction, even after three days
of incubation. This suggests that the PCNA epitope recognized
by mAb PC10, which has been mapped precisely,' is not acces-
sible in the cellular context, in contrast to the one recognized by
mAb 2H3. These results demonstrate that our procedure allowed
antibodies to bind to the accessible epitopes of nuclear proteins
in living cells. We also established that mAb 2H3 was success-
fully electrotransferred and specifically stained PCNA in other
cell lines such as CaSki, H1299, MEL501 and U20S (Fig. S3).
We also investigated how UV irradiation of treated cells affected
the nuclear pattern of PCNA revealed by antibodies. Since UV
irradiation blocks cellular proliferation,"” the typical S phase
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PCNA pattern obtained with transduced 2H3 disappeared while
the nucleoli became clearly visible in nearly all UV-treated HeLa
cells (Fig. S4). This UV-induced change was observed both by
staining in the cells (after transduction) and after conventional
immunostaining in vitro (Fig. 1C). The PCNA contained within
replication/repair foci could therefore be precisely localized under
physiological conditions using this mAb delivery system.

PCNA detection was facilitated by the fact that it is an abun-
dant nuclear protein'® (-5 x 10°> molecules per cell). To determine
whether this “in cellulo” staining protocol could also be applied
for targeting nuclear proteins that are less abundant, we decreased
the amount of delivered antibodies and measured the amount of
antibody remaining in the cells as a function of the amount added
in the transduction mixture. Interestingly, the residual amount
was proportional to the amount of antibody added (Fig. S5). We
estimate that about 10° antibody molecules were present per cell
when using 1 pug of mAb in the reaction mixture. The same result
was obtained when we tested three different antibody prepara-
tions, indicating the general applicability of our protocol. When
we used 2 pug of the 2H3 antibody (Fig. 1B), we found that nearly
all molecules were translocated into the nucleus, in agreement
with the conclusion that the PCNA in this case was in excess. It
seems likely, therefore, that our protocol could be applied to the
specific imaging of other nuclear proteins simply by adjusting the
antibody concentration in the delivery mixture. Since 10° cells are
able to integrate about 10" antibody molecules, this represents a
very low percentage of the antibody added in the reaction mixture
(-4 x 10" molecules/g). When we tried to improve the delivery
efficiency by increasing the number of electric pulses, we found
that cell viability was severely impaired.

We used this new transfer method to assess the activity of
several inhibitory mAbs delivered to living cells such as CaSki
cells, which express the HPV16 E6 oncogene that mediates the
degradation of the p53 protein. We have previously shown that
the 4C6 mAD, when delivered in CaSki cells with cationic lipids,
is able to inhibit the E6-mediated p53 degradation that contrib-
utes to cell growth arrest.® Following electrotransfer of 4C6 in
CaSki cells, we found that p53 levels, which were undetectable in
untreated cells, were restored in all cells to the level observed after
anti-E6 siRNA treatment (Fig. 2A). Since EG6 is preferentially
localized in the nucleus of cervical carcinoma cells,” we chemi-
cally modified the 4C6 antibody to direct it to the nucleus after
it entered the cell. This was done by conjugating a peptide cor-
responding to the SV40 nuclear localization signal (NLS) to the
4C6 mADb (4C6-NLS; Fig. $6). The 4C6-NLS conjugate accu-
mulated exclusively in the nuclei and 48 h post-transduction, the
p53 levels were slightly raised compared with what was observed
with unmodified 4C6 (Fig. 2A), indicating that the antibodies
that moved to the nucleus were still active. The biological effect
of this procedure was confirmed by clonogenic assays (Fig. S7),
indicating that it is possible to target a nuclear antigen.

To examine if the same effect occurred with other well-
characterized inhibitory antibodies, we tested two validated
mAbs, 4E9 and SJK132-20 (SJK132), that specifically bind to
DNA polymerase o, a nuclear enzyme essential for the repli-
cation fork progression in mammalian cells. Both antibodies
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Figure 2. Biological effect of delivered anti-E6 and anti-DNA poly-
merase a antibodies. (A) Micrographs of typical CaSki cells following
transfection with anti-E6 siRNA or transduction with 4C6 antibody.

At 48 h post-treatment, the 4C6 antibodies were revealed with Alexa
568-labeled goat anti-mouse immunoglobulins, in parallel with p53 as
indicated in the method section. Magnification: 630x. (B) Micrographs
of HelLa cells either stained by indirectimmunofluorescence (in vitro)
or after transduction at 48 h (in cells) with the indicated antibody. The
monoclonal antibodies were detected as indicated in the legend of
Figure 1. Magnification: 630x. (C) The panels on the left represent typi-
cal Hela cells after transduction of 4E9-NLS and SJK123-NLS conjugates
and stained with Alexa 488-labeled goat anti-mouse immunoglobulins
as in (B) (in cells). Magnification: 630x. The micrographs on the right
represent typical fields of cells after 2 or 5 d post-treatment with each
conjugate observed under the optical microscope. Typical enlarged
nuclei are ticked with black arrows. Magnification: 200x.
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allow the enzyme to be detected in the nucleus of Hela cells
(Fig. 2B; in vitro). Although both antibodies are able to immu-
noprecipitate. DNA polymerase o from whole-cell extracts
(E. Weiss, unpublished observation), only SJK132 was found
to block DNA synthesis in an in vitro replication reaction
assay.”” After transducing both antibodies into HeLa cells, we
found that after two days, mAb 4E9 was mainly localized in
the nucleus whereas mAb SJK132 remained in the cytoplasm
(Fig. 2B, in cells). In view of what we observed earlier with mAb
PC10, we hypothesized that the epitope recognized by SJK132
in de novo synthesized DNA polymerase o might be masked in
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the cytoplasm and becomes accessible only after the molecule
reaches the nucleus. This possibility was tested by preparing
NLS peptide-antibody conjugates (4E9-NLS and SJK132-NLS)
to bring them closer to the polymerase antigen. At 24 h post-
transduction, both 4E9-NLS and SJK-NLS were exclusively
present in the nuclei of treated cells (Fig. 2C). However,
whereas the cells transduced with 4E9-NLS were growing at
the same constant rate as those containing 4E9 or SJK132, the
cells treated with SJK132-NLS stopped growing shortly after
incubation started. This was easily observed using an optical
microscope. After 48 h, the average size of the nuclei of SJK132-
NLS-treated cells had increased considerably compared with the
nuclei of 4E9-NLS-treated cells (from 16 +/- 2 wm to 25 +/- 3
pm; Fig. 2C). This is similar to what is observed when hydroxy-
urea, a potent and selective inhibitor of replication, is added to
cell culture medium.” After prolonged incubation, nearly all
SJK132-NLS-treated cells rounded up (Fig. S8) and became
detached from the plastic. After four days incubation, there were
almost no cells left on the dishes whereas cells transduced in
parallel with 4E9-NLS were nearly confluent (Fig. 2C). Similar
results were obtained with U20S cells, which are p53-positive
tumor cells (not shown). These findings show that our protocol
makes it possible to target nuclear antigens with antibodies and
that this can lead to cell death by apoptosis, if the antibody
interferes with an essential biological activity. Our results also
suggest that the active region of DNA polymerase o is not acces-
sible to the SJK132 antibody following its de novo synthesis in
the cytoplasm.

The present study shows that mAbs can be efficiently trans-
duced into living cancer cells using an electroporation device ini-
tially designed for nucleic acid transfection. Since our protocol
was successful with all the cells we used and allows all treated
cells to be transduced, irrespective of the amount (jLg range) of
antibody that was added in the electroporation mixture, we were
able in all cases to ascertain the intracellular fate of the delivered
antibodies. This is a major advantage compared with methods
that use synthetic vectors such as cationic lipids, which make it
difficult to control endosomal escape after endocytosis, that are
likely to limit efficient delivery. It also suggests that the delivered
antibodies remain stable in the dividing cells and are not sub-
jected to proteolysis or degradation that would be easily detect-
able. To date, we have tested 17 different antibodies and five
different cell lines and have not observed any difference in the
transduction efficiency, suggesting that the method may be appli-
cable to many commercially-available antibodies. Furthermore,
since chemically modified antibody molecules can also be elec-
trotransferred, the method may be useful for validating targets
either with neutralizing antibodies or with antibody-drug conju-
gates that could allow the specific intracellular delivery of small
molecules. Another possible application is the imaging of sites
of endogenous nuclear proteins that are accessible in living cells,
using fluorophore-labeled antibodies. Since we have shown that
antibodies that inhibit the activity of an antigen in vitro often
possess the same functional activity in living cells, it is also likely
that the same approach could be used as a functional screening
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test for isolating neutralizing antibodies able to bind to intracel-
lular targets of therapeutic interest.

Materials and Methods

Generation and purification of anti-PCNA monoclonal anti-
bodies. BALB/c mice were immunized with purified human
PCNA protein overexpressed in BL21 cells. After 3 injections
of 0.1 mg protein/mouse mixed with poly I-poly C polymer,
the spleen cells of the responding animals were fused with
SP2/0-Agl4. Growing clones were screened by ELISA using
microtiter plates coated with pure PCNA protein (0.5 pg/well)
and by cell staining using fixed HeLa cells. The positive cul-
tures were cloned twice in soft agar. All antibodies were purified
from either ascitic fluid or hybridoma supernatant on Protein G
Sepharose (GE Healthcare). They were subsequently dialysed
against PBS and concentrated with centrifugal filtration units
(Merck Millipore) to obtain antibody samples of 2—5 pg/mL.

Preparation of antibody-NLS peptide conjugates. Purified
antibody (1 mg) in PBS was incubated with a 20-fold molar excess
of sulfosuccinimidyl-4- (/V-maleimidomethyl) -cyclohexane-
1-carboxylate (sulfo-SMCC; Thermo Scientific) for 1 h at room
temperature. Excess crosslinker was removed using a Zeba Desalt
spin column (2 ml; Thermo Scientific). The antibodies recovered
in the flow-trough were mixed with a 5- to 15-fold molar excess
of the NLS-encoding synthetic peptide (CAGPKKKRKVED)
containing a cysteine residue at the N-terminal end. After
incubation for 1 h at room temperature, the antibody-
NLS peptide conjugates were purified on desalting columns
as described above and stored at 4°C at a concentration of
2 mg/mL.

Cell culture and electroporation. The HeLa, CaSki, Mel501
and U20S cell lines were grown according to ATCC guide-
lines and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s tissue cul-
ture medium (DMEM; Life Technologies) supplemented with
L-glutamine (2 mM), gentamicin (50 pwg/ml) and 10% heat-
inactivated fetal calf serum at 37°C in a humidified 5% CO,
atmosphere. Fresh cells were thawed from frozen stocks after 12
passages. Transduction experiments with purified mAbs were
performed according to the Neon® transfection system protocol
(Life Technologies). Typically, 10° cells in R buffer (provided in
the kit) were mixed with 2—5 pg of antibody in a total volume of
12 pl. The mixture was then transferred in a Neon® pipette tip
chamber (10 wl) and subjected to electroporation in the system
pipette station by applying the following optimized parameters:
1550 V, 10 ms and 3 pulses. The treated samples were deposited
into 24-well plates containing sterile glass coverslips in 500 pl
pre-warmed culture medium without the antibiotic. After incu-
bation for 24 h at 37°C, the culture medium was replaced with
complete medium. Where indicated, the cells were irradiated
with 20 J/m? UVC 8 h before harvesting. For the electroporation
of siRNA (final concentration 50 nmol/L), settings were 1005V,
35 ms and 2 pulses.

Immunofluorescence microscopy. The electroporated cells
were fixed at the indicated time with 4% paraformaldehyde (w/v)
for 30 min and washed twice with PBS. After permeabilization
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with 0.2% Triton X100 for 5 min, they were incubated for 1 h
with AlexaFluor 488 or 568 labeled-anti-mouse immunoglobu-
lins (Molecular Probes, Eugene). Following several washes with
PBS, the coverslips were mounted with 4',6'-diamino-2 phenyl-
indole (DAPI) FluoromountG (SouthernBiotech). Staining of
the p53 protein was done with rabbit antiserum as previously
described.® The cells were imaged with a Leica DM5500 micro-
scope equipped with FITC and Cy3 filters. Images were collected
with a 63x or a 100x objective and analyzed with Photoshop
software.

Western blot analysis. For the quantification of the delivered
antibodies, cells were electroporated in the presence of varying
amounts (0.5 to 5 pg) of antibody and incubated for 24 h in
24-well plates as above. Following recovery by trypsinization
and counting, the cells were lysed in RIPA buffer and soluble
extracts corresponding to 5 x 10° cells were analyzed by western
blotting, in parallel with calibrated antibody preparations. The
heavy chain content of these extracts was finally quantitated after
incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse
globulins and ECL reagent (GE Healthcare) and analysis with
the ImageQuantLAS 4000 imager (GE Healthcare). The analy-
sis of the binding activity of the anti-PCNA antibodies was essen-
tially performed as above, except that extracts from untreated
cells were used. The actin polypeptide was revealed with rabbit
polyclonal antibody A206 (Sigma-Aldrich).

Clonogenic survival assay. Clonogenic survival assays were
done essentially as described.® Briefly, CaSki cells were plated
in triplicate in 12-well plates (10° cells/well) and, after 24 h,
treated with siRNA (25 pmol) or antibody (3 wg) as described
above. After 48 h of incubation at 37°C, the cells were harvested
by trypsinization and 1/30 of the pooled cell suspension was
replated in triplicate in 60 mm-diameter tissue culture dishes.
After 6—7 d of incubation in complete medium, the growing cells
were counted manually.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Table S1: Efficiency of the delivery of 4C6 and 7C2 antibodies to HelLa cells as a function of

the electro-transfer parameters used. The parameters indicated in bold correspond to those

used throughout the study.

Voltage Duration Number of pulses Efficiency® Viability®

(V) (in ms) (%)
1005 10 3 - 100
1005 20 2 - 100
1005 35 2 + 90
1200 10 3 80
1200 20 2 + 80
1200 35 2 ++ 50
1400 10 3 + 80
1400 20 2 ++ 40
1400 35 2 ++ 10
1500 10 3 ++ 100
1550 10 3 +++ 100
1600 10 3 +++ 70
1600 20 2 +++ 10
1600 35 1 +++ 10

a: intensity of fluorescence expressed as the exposure time needed for distinct
microscopic visualization of the intracytoplasmic antibodies after staining of the treated
cells with Alexa 488-labelled goat anti-mouse immunoglobulins ( - , no detection; +, 5
sec; ++, 2 sec; +++, 0.5 sec).
b: number of cells fixed to the plastic after 24 hr of incubation at 37°C divided by the
number of cells in the electroporation mixture. Counting was performed in the presence
of Trypan blue.
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Figure S1: Localization of 7G5 antibody in HelLa cells 24 h post-transduction. The delivered
antibodies were revealed with Alexa 488-labelled goat anti-mouse immunoglobulins (anti-

mouse IgG) and the nuclei were counterstained with DAPI (DAPI).
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Figure S2: Comparison of the in vitro binding activities of the anti-PCNA antibodies. A. The
upper panel shows the analysis by Western blotting of the binding of PC10, 2H3 and 2H5
antibodies following incubation with whole-cell extracts of HeLa cells (10 ug) deposited on a
SDS-gel. Anti-actin antibodies were used as loading control. B. The lower panel corresponds
to a typical immunoprecipitation experiment of PCNA from whole-cell extracts (75 ug) as in A
using both 2H3 and 2H5 antibodies. H, heavy chain; L, light chain.
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Figure S3: Localization of transduced 2H3 antibody in carcinoma cells. A. CaSki cells were
subjected to electroporation in the presence of 2H3 antibody. The delivered antibodies were
revealed with Alexa 488-labelled goat anti-mouse immunoglobulins (anti-mouse IgG) at 24,
48 and 72 h post-treatment. B. The same experiment was performed with H1299, Mel501
and U20S cells. The pictures show typical fields of cells at 72 h post-treatment after

revelation of the delivered 2H3 antibodies as in A.
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Figure S4: Nuclear distribution of 2H3 antibody following UV irradiation. HelLa cells were

transduced with 2H3 antibody as indicated in the legend of Figure 1B. At 40 h post-

treatment, cells were subjected to UV irradiation (see Methods section) and further incubated
for 8 h. The pictures correspond to micrographs of cells with (+ UV) or without (- UV)
irradiation after fixation and incubation with 488-labelled goat anti-mouse immunoglobulins

(anti-mouse 1gG). Counterstaining with DAPI is also shown.
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Figure S5: Analysis of the quantity of delivered antibody per cell. HeLa cells were transduced
with the indicated amount (in ug) of 2H3 (squares), 4C6 (circles) and 2H5 (triangles)
antibodies. 24 h post-treatment, the cells were harvested and counted. The amount of
transduced antibodies in the corresponding soluble extracts was determined by Western
blotting. Calibrated amounts of each antibody were run in parallel. The curves show the

calculated number of antibody molecules per cell in each case.
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Figure S6: SDS-PAGE analysis of the 4C6 antibody-peptide conjugate. Activated 4C6
antibodies were mixed with NLS peptide (Materials and Methods section) and aliquots were
subjected to analysis by SDS-PAGE. The picture shows a typical gel with 4C6 antibody
alone (1) or with the 4C6-NLS conjugate (2) after Coomassie blue staining. Approximately 3

ug of proteins were co-migrated with calibrated molecular weight markers (M).
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Figure S7: Clonogenic survival of CaSki cells treated with siRNA or 4C6 antibody. CaSki
cells seeded in ftriplicate were either transfected with HPV16 E6-specific siRNA or
transduced with 4C6 or 4C6-NLS. 48 h post-treatment, the cells were replated and the
rescued cells were counted after 1 week of growth. Relative survival rates (in %) were
obtained by dividing the cell counts in each case by that of cells subjected to electroporation

without any additive (mock). The bars show mean values from 3 independent experiments.



Figure S8: Phenotypic modification of the 4C6-NLS antibody-treated cells. (a) HelLa cells
were transduced with SJIK132-NLS conjugate as indicated in the legend of Figure 2C. The
picture corresponds to a micrograph of the cells accumulating in the middle of the dish after 3
days of incubation. Magnification: x 200. (b-d) Nuclear shape of cells treated as in (a). The
typical shrinkage of the nucleus of rounded cells is shown (c, d), as compared to that of a flat
cell (b). Magnification: x 1000.



4.3.Conclusion

L’électroporation est une méthode efficace pour vectoriser des anticorps
monoclonaux dans le cytoplasme de cellules en culture. En effet, tous les anticorps
testés ont été transduits avec succes dans le compartiment intracellulaire de plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses. Cette méthode représente un outil sans équivalent a
I'heure actuelle pour 'immunociblage analytique et fonctionnel. Nous avons montré
qu’il est possible d’induire un changement phénotypique des cellules cancéreuses
apres électroporation d’anticorps neutralisants qui vont atteindre et bloquer leurs cibles
intracellulaires. La simplicité de mise en ceuvre de I'électroporation d’anticorps nous
permet d’envisager des applications a grande échelle pour identifier et valider
aiséement de nouvelles cibles d’intérét thérapeutiques. Ceci ouvre également de
nouvelles perspectives en termes de criblage a haut débit de petites molécules
chimiques qui ciblent les mémes protéines et reproduisent le méme effet dans les
cellules que les anticorps électroporés.

En revanche, cette technologie semble difficilement applicable en tant que telle
a la thérapie. Le traitement des tumeurs accessibles pourrait constituer 'une des
seules applications thérapeutiques envisageables. De plus, la quantité finie d’anticorps
vectorisée dans le cytoplasme est un frein pour interférer efficacement avec I'activité
d’'une protéine qui est présente en grand nombre de copies dans la cellule et/ou de
courte demi-vie.

A court terme, nous envisageons d’utiliser I'électroporation pour vectoriser des
anticorps marqués dans le cytoplasme et ainsi développer I'analyse en temps réel par
vidéo-microscopie d’antigénes intracellulaires. En particulier, I'efficacité et la non-
toxicité de I'électroporation associées a la performance des anticorps couplés a des
fluorophores devraient nous permettre d’étudier le transport au noyau de PCNA qui
est dépourvu de séquence NLS. De plus, contrairement aux intracorps anti-PCNA que
nous avons isolé et dont le niveau d’expression est difficilement contrdlable dans la
cellule, la quantité d’anticorps électroporée peut étre ajustée par rapport a la cible
(voire article n°3, figure supplémentaire n°5). Un ratio anticorps électroporé / antigéne

proche de un devrait ainsi favoriser I'imagerie spécifique de la protéine ciblée.
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CONCLUSION GENERALE

L'immunociblage intracellulaire est une stratégie qui permet de perturber,
neutraliser et donc étudier I'activité d’'une protéine intracellulaire. Les travaux réalisés
au cours de cette thése illustrent avec plusieurs approches l'efficacité des anticorps et
leurs applications potentielles dans un contexte intracellulaire. Les anticorps et leurs
fragments dérivés sont donc des outils de choix pour cibler efficacement des protéines
dans les cellules, mais il est nécessaire de les caractériser et de les valider de maniére

extensive pour les utiliser a cette fin.

Immuno-intervention intracellulaire

PCNA et la gankyrin sont des facteurs impliqués respectivement dans la
prolifération des cellules tumorales et dans la cancérogenése. Ce sont deux cibles
thérapeutiques potentielles clairement identifiées, et il serait intéressant de disposer
d’inhibiteurs de ces protéines permettant d’induire un changement phénotypique des
cellules cancéreuses traitées (Tan et al., 2012 ; Meng et al., 2010). Nous avons un
anticorps monoclonal de souris et plusieurs scFv capables de se lier a PCNA ainsi que
trois scFv ciblant spécifiguement la gankyrin dans les cellules vivantes. Les
expériences réalisées a ce jour indiquent qu’aucun de ces réactifs ne semble affecter
I'activité de PCNA et de la gankyrin per se dans les conditions testées. En revanche,
nous avons montré que la vectorisation d’un anticorps bloquant dirigé contre la sous-
unité catalytique de 'ADN polymérase a entraine la mort cellulaire dans plusieurs
lignées de cellules cancéreuses. Ce résultat a permis de valider le concept d'immuno-
intervention intracellulaire et montre que les anticorps peuvent étre utilisés pour
identifier et valider des cibles d’intérét thérapeutique dans les cellules. Les anticorps
ou scFv non bloquants dirigés contre PCNA et la gankyrin peuvent étre utilisés sous
la forme d’anticorps marqués ou d’intracorps fluorescents pour suivre la dynamique

endogene de PCNA ou de la gankyrin dans les cellules vivantes.
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Imagerie des protéines endogenes

Au-dela de I'immunociblage fonctionnel qui consiste a interférer avec des
interactions protéine-protéine dans un but thérapeutique, il est nécessaire pour la
recherche fondamentale de développer des solutions afin de visualiser en temps réel
la localisation des protéines intracellulaires dans les cellules vivantes. En effet, les
techniques d’'immunofluorescence utilisées classiqguement pour observer des
antigénes dans des cellules fixées ne refletent pas forcément la situation in vivo,
notamment a cause de phénomenes de relocalisation des protéines qui peuvent étre
causeés par la fixation et/ou la perméabilisation des cellules (Schnell et al., 2012). La
fusion génétique d’un polypeptide a une protéine fluorescente permet déja d’'observer
directement sa dynamique intracellulaire, par expression transitoire ou par expression
continue apres sélection de lignées stables. Néanmoins, la taille de la protéine
fluorescente, la possibilité qu’elle puisse interférer avec la fonction de la protéine
d’intérét et la surexpression non constitutive de la protéine de fusion sont plusieurs
facteurs qui limitent l'utilisation de ces systémes (Giepmans et al., 2006). Dans le cas
particulier de PCNA, il a été montré que la dynamique de la protéine de fusion GFP-
PCNA au cours du cycle cellulaire est différente de celle de PCNA endogéne, ce qui
souligne l'importance de I'étude des protéines natives dans un contexte de cellules

vivantes (Burgess et al., 2012).

Etude de PCNA

Cette étude a été abordée en exploitant deux types de molécules : les scFv et
les anticorps monoclonaux. En ce qui concerne les scFv, nous avons mis au point un
réactif bispécifique (P40-eGFP-con1) que nous souhaitons maintenant exploiter afin
de visualiser en temps réel la localisation de PCNA par vidéo-microscopie. Cet
intracorps devrait nous permettre d’étudier par exemple I'import au noyau de PCNA
ou encore la dynamique de PCNA aprés un stress génotoxique. En effet, lorsque les
cellules en culture sont irradiées aux UV, nous avons montré que l'organisation
spatiale de PCNA dans le noyau est modifiée probablement en raison du recrutement
de la protéine au niveau des sites de réparation de 'ADN. A terme, il devrait donc étre
possible d’observer directement la dynamique de PCNA lors de ces événements de

réparation.
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En paralléle, il serait judicieux de compléter la caractérisation des intracorps
anti-PCNA en produisant les protéines de fusion P40-pep10 ou P40-con1 sous forme
recombinante chez E. coli afin de vérifier I'éventuel gain d’affinité de ces molécules
bispécifiques par rapport aux scFv seuls. Nous souhaitons aussi cartographier
I'épitope du scFv P40 afin de déterminer si le scFv et peptide pep10 (ou con1) se lient
sur le méme monomeére de PCNA (dans ce cas les épitopes reconnus sont distincts)
ou si chaque entité de I'anticorps bispécifique se lie a un monomeére différent. Enfin, il
a été décrit que le peptide pep10 affecte la viabilité des cellules en culture mais nous
n’avons pas constaté d’effet délétére induit par l'intracorps bispécifique anti-PCNA sur
la prolifération cellulaire (Mattock et al., 2001 ; Warbrick, 2006). Il serait pertinent
d’étudier plus en détail I'effet potentiel sur les cellules de la protéine de fusion P40-
eGFP-con1 en conduisant des tests de viabilité.

PCNA a également été étudié en utilisant des anticorps monoclonaux de souris
dont le premier a été I'anticorps 2H3. En sus de cet anticorps, nous avons isolé de
nouveaux anticorps monoclonaux dirigés contre PCNA. Des expériences préliminaires
ont montré que ces anticorps sont capables : (1) d’'induire la mort cellulaire de cellules
en culture aprés transduction par électroporation, cet effet étant amplifié par co-
traitement avec un siRNA anti-PCNA ; (2) d’'inhiber la monoubiquitinylation de PCNA
in vitro. Ces premiéres observations nécessitent d’étre confirmées, mais elles
constituent déja un nouvel exemple d’immuno-intervention intracellulaire. Comme ces
anticorps peuvent étre vectorisés par électroporation pour tester s’ils empéchent la
formation de PCNA monoubiquitinylé dans les cellules, ils ouvrent la voie a une preuve

de concept innovant : l'interférence a la modification post-traductionnelle.

Perspectives de la vectorisation d’anticorps monoclonaux

Nous avons décrit au cours de cette thése plusieurs stratégies pour cibler et
visualiser des antigénes intracellulaires a I'aide d’anticorps complets ou de fragments
d’anticorps recombinants. La vectorisation par électroporation est un moyen sans
équivalent a I'heure actuelle pour délivrer des anticorps dans le compartiment
intracellulaire. Comme nous l'avons évoqué précédemment, cette technique est
difficilement applicable en tant que telle a la thérapie. En revanche, elle offre un large
éventail d’applications, notamment dans le cadre de I'imagerie puisque nous avons

observé lors d’expériences préliminaires que des anticorps marqués avec des
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fluorophores sont actifs aprés vectorisation dans les cellules. Mais cette technique
peut aussi étre exploitée pour valider des cibles d’intérét thérapeutique. En effet, si un
anticorps bloquant est capable d’induire un changement phénotypique des cellules
traitées, l'identification de I'épitope reconnu sur la protéine cible par résolution de la
structure du complexe anticorps-antigéne permettrait d’orienter le criblage de petites
molécules chimiques présentant le méme effet que I'anticorps bloquant. Elles sont
evidemment plus adaptées a la thérapie grace a leur masse moléculaire qui leur
permet de diffuser librement dans la cellule par rapport aux anticorps monoclonaux
murins que nous utilisons. Au-dela de leur taille importante, ils nécessiteraient
également d’étre humanisés avant de penser a une éventuelle application
thérapeutique. Actuellement, les deux principales limites de l'utilisation des anticorps
monoclonaux en clinique sont justement leur pénétration difficile dans les tumeurs
solides et leur colt élevé de production. C’est dans ce sens que les fragments
d’anticorps de type scFv, qui ont une taille environ six fois plus petite que celle des

IgG, sont considérés comme une alternative possible aux anticorps conventionnels.

Ingénierie des fragments d’anticorps

De nombreuses études démontrent I'intérét d’utiliser des scFv pour traiter
différentes pathologies (Miller & Messer, 2005 ; Crépin et al., 2010), mais aucun
fragment d’anticorps de ce format n’a été validé pour la thérapie a ce jour. Plusieurs
fragments d’anticorps de type scFv sont actuellement en phase d’essais cliniques, les
antigénes ciblés étant exclusivement extracellulaires. Les scFv présentent plusieurs
avantages par rapport aux anticorps thérapeutiques. lls disposent d’'une faible demi-
vie qui leur permettent d’étre éliminés rapidement de l'organisme (ceci est
particulierement important pour l'imagerie in vivo effectuée avec des fragments
d’anticorps marqués radioactivement). Les scFv pénétrent plus efficacement les tissus
par rapport aux anticorps complets et ne sont pas immunogénes lorsqu’ils sont
sélectionnés a partir de banques combinatoires humaines. En outre, ils peuvent étre
aisément modifiés par fusion génétique afin de les multimériser ou de développer des
réactifs bispécifiques pour améliorer leurs caractéristiques pharmaco-cinétiques et/ou

leur capacité de liaison.

96



L’étude des fragments d’anticorps destinés a étre employés dans les cellules a
permis de mettre en évidence des limites a leur emploi dans cette perspective. En
effet, ce travail a montré que les scFv sélectionnés ne semblent pas assez affins pour
se lier efficacement a une protéine intracellulaire. |l apparait que l'affinité est un
parameétre critique pour I'activité de liaison des anticorps en général, en particulier
lorsqu’ils sont utilisés dans un contexte intracellulaire (Griffin et al., 2006). Aussi, nous
avons imaginé un systéme trés simple de mutagenése in vitro qui mime
I'hypermutation somatique in vivo pour obtenir des mutants de scFv dont l'affinité est
augmentée. Nous avons obtenu des résultats encourageants sur les deux modéles
testés : le scFv anti-PCNA P40 et les scFv polyclonaux anti-immunoglobulines de
lapin. Mais il est indispensable de compléter cette étude en calculant le gain d’affinité
des scFv diversifiés a I'aide de méthodes biophysiques quantitatives comme la SPR.
La stratégie globale de maturation d’affinité in vitro pourrait aussi étre repensée. Ainsi,
il serait judicieux d’alterner les procédés de mutagenése et de sélection, c’est-a-dire
construire une premiére banque de mutants et effectuer un tour de sélection par
phage-display, puis refaire une banque a partir des phages-scFv isolés et ainsi de
suite. Ceci permettrait d’enrichir graduellement la population de phages-scFv
spécifiques de I'antigéne en faisant des cycles de mutation-sélection, un peu a la
maniére de ce qui se passe dans les centres germinatifs des ganglions lymphatiques
lors de la sélection des anticorps naturels. Il serait également pertinent de faire la
sélection de scFv par phage-display a 37°C puisqu’ils sont destinés a étre utilisés dans
le compartiment intracellulaire.

En conclusion, il a été montré que I'affinité des scFv est essentielle pour inhiber
la fonction d’'un antigéne intracellulaire (Lobato & Rabbitts, 2004). Ainsi, nous
souhaitons continuer a tirer profit de ces biomolécules en insistant sur 'amélioration
de l'affinité pour tenter d’interférer efficacement au niveau des interfaces protéine-
protéine dans les cellules.
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L’ensemble des travaux de thése présentés ici ont permis d’établir les bases de
plusieurs stratégies innovantes d'immunociblage intracellulaire et de mettre en lumiére
l'importance des différentes étapes de validation d’anticorps ou de fragments dérivés
utilisés comme anticorps intracellulaires. La vectorisation d’anticorps complets par
électroporation, le développement d’un intracorps bispécifique original et la mise au
point d’'une méthode de mutagenése inspirée de I'hypermutation somatique
constituent les principales innovations apportées par cette thése dans le domaine de
la recherche technologique en biotechnologie.

Il est maintenant possible de délivrer efficacement des anticorps complets dans
le compartiment intracellulaire grace a I'électroporation. Ces anticorps proviennent
d’animaux immunisés et disposent donc d’une haute affinité pour I'antigéne, et nous
avons deéja décrit plusieurs exemples d’immuno-intervention intracellulaire avec des
anticorps monoclonaux. Méme si, a court terme, nous continuerons d’exploiter les
scFv et les anticorps monoclonaux en paralléle en raison de leurs caractéristiques
complémentaires, il serait pertinent a 'avenir de miser sur les anticorps complets pour

cibler des antigénes intracellulaires.
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o’ Sélection et caractérisation d’anticorps
et de fragments d’anticorps pour
I'immunociblage intracellulaire

Résumé

Les anticorps thérapeutiques sont des molécules de choix pour le traitement standard de
nombreuses formes de cancers. Leur application est a ce jour restreinte au compartiment
extracellulaire a cause de leur taille trop importante qui les empéche de traverser la membrane
cellulaire. Comme la plupart des cibles thérapeutiques du cancer semblent étre situées dans le
milieu intracellulaire, ce serait un plus de pouvoir exploiter les propriétés des anticorps dans les
cellules pour étudier et perturber 'activité de ces cibles. Néanmoins, I'utilisation des anticorps dans
le milieu intracellulaire constitue un véritable challenge, notamment a cause de la membrane
cellulaire et de l'environnement réducteur du cytoplasme. L’ensemble des travaux de thése
présentés dans ce manuscrit ont permis d’établir les bases de plusieurs stratégies innovantes
d'immunociblage intracellulaire et de mettre en lumiére l'importance des différentes étapes de
validation d’anticorps ou de fragments dérivés utilisés comme anticorps intracellulaires. La
vectorisation d’anticorps complets par électroporation, le développement d’un intracorps bispécifique
original anti-PCNA et la mise au point d’'une méthode de mutagenése inspirée de I'hnypermutation
somatique constituent les principales avancées apportées par ce travail dans le domaine de la
recherche technologique en immunobiotechnologie.

Mots clés : anticorps, scFv, intracorps, PCNA, gankyrin, immunociblage intracellulaire, maturation
d’affinité, imagerie de cellules vivantes.

Résumé en anglais

Therapeutic antibodies are interesting molecules used to treat numerous pathologies such as
cancer. Because of their size, their application is currently limited to the extracellular space. Indeed,
antibodies cannot cross the cell membrane. Almost all therapeutic targets in cancer seem to be
located inside cells, it would be beneficial to take advantage of antibodies in cells in order to
neutralize the activity of these targets. The use of antibodies inside the cells is a real challenge,
because of the cell membrane and the reducing environment of the cytoplasm. Several strategies of
intracellular immunotargeting are presented in this thesis.

Keywords : antibody, scFv, intrabody, PCNA, gankyrin, intracellular immunotargeting, affinity
maturation, live-cell imaging.




