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Partie 1 : Les immunoglobulines

A. Isotypes et allotypes

l. Isotypes

Les premiéres études sur la structure des immunoglobulines se sont basées sur une
approche consistant & scinder la molécule. En 1959, Gerald Edelman a montré que la réduction
des ponts disulfures de gammaglobulines en présence d'agents dénaturants entraine la
dissociation des molécules en morceaux de taille inférieure, que nous savons aujourd’hui étre

les chaines lourdes et les chaines légéres (Edelman, 1959).

Les IgG sont les immunoglobulines plus abondantes dans le sérum humain, représentant
75% des immunoglobulines et tous les anticorps monoclonaux commercialisés sont d’isotype
IgG (Schroeder and Cavacini, 2010; Walsh and Walsh, 2022). Les 1gG sont divisées en quatre
sous-classes chez I’homme, IgG1 (67% des IgG), IgG2 (22%), 1gG3 (7%) et 1gG4 (4%),

arborant une chaine lourde respectivement y1, y2, y3 ou y4.

Chez la souris Mus Musculus, quatre sous-classes d’IgG sont également présentes :
migG1, mlgG2a/c, mlgG2b et mlgG3 (le préfixe m sera utilisé dans ce manuscrit pour désigner
les sous-classes murines). Les sous-classes mlgG1, mlgG3 et migG4 sont retrouvées dans
toutes les souches de souris consanguines, au contraire des mlgG2a/c. Les souris consanguines
BALB/c, DBA2 et NMRI expriment des mlgG2a, tandis que les souris C57BL/6 et SJL
expriment des migG2c (Zhang et al., 2012). Les séquences d’acides aminés de mlgG2a et de
mlgG2c présentent 16% de différence (Martin et al., 1998). La répartition entre les sous-classes
d’IgG varie entre les souches de souris consanguines. Chez la souris BALB/c, la sous-classe la
plus abondante est migG1, puis mlgG2a, mligG2b et mlgG3. Dans la souris C57BL/6, mlgG2b
semble étre la sous-classe prépondérante, migG1 et mlgG3 ont des titres similaires et mlgG2c
est la sous-classe la moins abondante (Honjo et al., 2012; Klein-Schneegans et al., 1989). Des
différences ont également été observées au sein de la méme souche. Les souris C57BL/6J
(Jackson Laboratory) ont un titre deux fois plus faible de mlgG2b par rapport aux souris
C57BL/6Nhsd (Envigo) (Jones et al., 2019).



Les chaines 1égeres sont d’isotype k ou A. Chez I’humain et la souris, les génes codant
pour la chaine x et la chaine A sont localisés sur deux chromosomes différents et le
réarrangement du locus k précéde celui du locus A (Collins and Watson, 2018; Hieter et al.,
1981). Le ratio k:A est variable selon les espéces, 20:1 chez I’homme et 2:1 chez la souris

(Montafio and Morrison, 2002).

I1.  Allotypes

1. Chez I’homme

Chez I’homme, il existe un important polymorphisme des sous-classes
d’immunoglobulines. Ces variations alléliques (allotypes), qui peuvent différer entre les
individus et entre groupes ethniques, correspondent a des variations d’acides aminés détectés
par des tests sérologiques (Lefranc and Lefranc, 2012). Pour les 1gG, elles peuvent concerner
la région constante des chaines lourdes y1, y2, y3 et/ou celle de la chaine 1égere « (Jefferis and
Lefranc, 2009). Les allotypes exprimés sur la chaine lourde sont désignés par le terme Gm
(« Gamma marker ») dans lequel la sous-classe est mentionnée (par exemple, G1m désigne un
allotype de la chaine lourde y1, G3m un allotype de y3). La désignation du phénotype se fait
par un suffixe qui peut consister en un systeme alphabétique ou numérique selon les auteurs.
Les principales formes alléliques d’IgG1 sont GIm17,1, GIm3 et GIm3,1. Le phénotype G1m3
est uniquement retrouvé dans les populations caucasiennes alors que G1m3,1 est commun dans
les populations orientales (Vidarsson et al., 2014). G1m3 et G1m17 différent par le résidu 214
dans la région CH1, qui est respectivement une arginine ou une lysine, alors que G1m1 est
corrélé avec la présence d’un résidu D356 et L358 dans la région CH3 (Jefferis and Lefranc,
2009). Les chaines lourdes des IgG2 peuvent exprimer 1’allotype G2m23 qui corréle avec la
présence d’un résidu M282 dans la région CH2 et d’un résidu T189 dans la région CH1
contrairement a I’allotype G2my(..) et aux autres sous-classes d’IgG qui posseédent une proline
en position 189. L’allotypie des IgG3 est plus complexe. Pour cette sous-classe, une dizaine
d’allotypes ont été décrits sérologiquement, correspondant a des variations d’acides aminés des
régions CH1, CH2 et CH3, et I’analyse ultéricure des séquences d’ADN a mis en évidence
qu’un méme phénotype pouvait étre codé par plusieurs alleles différents. Le polymorphisme

des 1gG3 concerne également la région charniére qui peut étre codée par 2 a 5 exons,



contrairement aux autre sous-classes d’immunoglobulines, résultant en une séquence protéique

de 27 & 83 acides aminés (Dard et al., 1997).

Utilisant un modele similaire a celui des chaines lourdes, le polymorphisme des chaines
1égeres « est désigné Km (« Kappa marker ») et la désignation du phénotype se fait par systéeme
numérique. Le phénotype Kml est corrélé des résidus valine en position 153 et leucine en
position 191, le phénotype Km1,2 avec une A153 et L191, et Km3 avec une A153 et une V191
(Jefferis and Lefranc, 2009).

2. Chez la souris

Il a été initialement suggéré que les mligG2a et mlgG2c sont deux isotypes distincts.
Selon cette hypothese, les génes Igh-la et Igh-1b, codant respectivement pour mlgG2a et
mlgG2c, sont organisés en tandem sur deux loci différents du méme chromosome et
I’expression de mlgG2a ou de mIgG2c dans les souches de souris consanguines résultent d’un
mécanisme de délétion génique (Jouvin-Marche et al., 1989; Morgado et al., 1989). Plus
récemment, le séquencage des régions codantes des genes Igh-1a et Igh-1b a permis d’identifier
qu’ils sont situés sur le mémes locus et qu’ainsi mlgG2a et mlgG2c sont deux allotypes, bien
que les deux genes puissent coexister sur le méme chromosome dans certaines souches de souris
(Zhang et al., 2012).

B. Structure des 1gG

I.  Structure générale

1. Organisation en domaines

En 1969, Gerald Edelman et al. décrivaient la premiére séquence d’acides aminés
compléte d’une IgG1 humaine (Edelman et al., 1969). Ces travaux posaient les bases de la
connaissance actuelle de la structure moléculaire des immunoglobulines. Les anticorps sont des
hétérotétrameres polypeptidiques formés par deux chaines lourdes identiques d’environ 50 Kda
et deux chaines légeres identiques d’environ 25 Kda. Les chaines lourdes et les chaines 1égeres
posseédent chacune une partie constante, déenommees respectivement CH (« constant heavy »)

et CL («constant light »). La partie CH peut étre divisée en trois domaines de longueur
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similaire : CH1, CH2 et CH3. Les domaines CH1 et CH2 sont liées par une région polypeptique
« extra-domaine », dénommée région charniere. Les domaines variables sont dénommés
respectivement VH (« variable heavy ») et VL (« variable light ») pour les chaines lourdes et

les chaines leégeéres.

Dans une ¢tude publiée en 1959, Rodney Porter relatait I’utilisation de la papaine pour
cliver des gammaglobulines de lapin en trois fragments. Les fractions | et Il conservent la
capacité de fixation a I’antigéne et sont similaires en termes de poids moléculaire et de
spécificité antigénique. Le fragment 111 est extrémement stable et peut étre facilement cristallisé
(Porter, 1959). Les fragments | et Il identifiés par Rodney Porter, ayant la capacité de fixer
I’antigéne, sont dénommés Fab (« fragment antigen binding »). Le fragment 11, facilement

cristallisable est déenommé Fc (« fragment cristallizable »).

Le Fab est formé par I’appariement de VL et CL de la chaine légeére avec VH et CH1 de
la chaine lourde, le Fc par ’appariement des régions charnieres, CH2 et CH3 des deux chaines
lourdes. Les 1gG contiennent un pont disulfure intra-chaine dans chacun des domaines et des
ponts disulfures inter-chaines liant les chaines légéres et les chaines lourdes (inter H-L), et liant

les deux chaines lourdes au niveau de la région charniére (inter H-H) (Figure 1).



VL

| CL
Région Fab

.. giSulfure inter H-L
Région
Charniére

.................... Ponts disulfures inter H-H

CH1

CH2

Région
Fc

CH3

Figure 1 : Représentation schématique d’une 1gG. Les chaines lourdes sont
colorées en bleu, les chaines légeres en orange. Les ponts disulfures sont
indiqués par des traits en pointillés.

La comparaison de séquences protéiques, notamment celles des immunoglobulines,
requiert un systéme de numérotation des résidus d’acides aminés. Dans ce manuscrit, le systéme
utilisé pour la région charniére, CH2 et CH3 est la numérotation EU (Edelman et al., 1969).
Pour la région Fab (CL et VL, VH et CH1), la numérotation suivra la homenclature Kabat
(Kabat, 1991).

2. Repliement immunoglobuline

Les anticorps appartiennent a la superfamille des immunoglobulines. Les protéines de
cette famille ont en commun au minimum un motif structural caractéristique, appelé repliement
immunoglobuline, qui consiste en deux feuillets B antiparalléles superposés a la maniére d’un
« sandwich ». Les deux feuillets B sont stabilisés par un pont disulfure intra-chaine unique et
par des interactions non covalentes formées par les chaines latérales des résidus d’acides aminés

de chaque feuillet.



Le repliement immunoglobuline est classiquement constitué de sept brins B, désignés
par une lettre de A a F, par ordre alphabétique de la séquence primaire de 1’extrémité N-
terminale vers I’extrémité C-terminale. Chaque brin consiste en 5-10 acides aminés dont les
chaines latérales des acides aminés hydrophobes sont dirigées vers I’intérieur, entre les deux
feuillets, et celles des acides aminés hydrophiles sont dirigées vers I’extérieur des feuillets.
Entre ces brins, les résidus d’acides aminés forment des boucles plus « flexibles » (Bork et al.,
1994).

A partir du modele général, il existe des variations des domaines immunoglobulines,
portant notamment sur le nombre de brins au sein des domaines ainsi que 1’association entre
eux (Figure 2). Le domaine immunoglobuline type C (« Constant »), généralement compact,
est retrouvé dans les domaines CL, CH1, CH2 et CH3 des anticorps. Ces domaines sont
constitués de sept brins B, quatre brins (A, B, E, D) formant le premier feuillet et trois brins (C,
F, G) formant I’autre. Le pont disulfure intra-chaine connectant les deux feuillets est formé

entre un résidu cystéine du brin B et un autre du brin F.



Figure 2 : Domaines immunoglobulines des anticorps. (A) Représentation en collier de
perles du domaine immunoglobuline type C. (B) Diagramme en ruban d’une région
CH1 illustrant le type C. (C) Représentation en collier de perles du domaine
immunoglobuline type V. (D) Diagramme en ruban d’une région VL illustrant le type
V (numéro d’accession PDB - Protein data bank- : 1DFB)

Les domaines immunoglobuline type V (« Variable »), retrouvés dans les régions VL et
VH, ont une structure similaire aux domaines C mais comportent neuf brins B, les 2 brins
additionnels par rapport au type C étant désignés C’ et C*’. Le premier feuillet est de la méme
facon que pour le type C, forme par les brins A, B, E, D alors que le second feuillet inclue les
deux brins additionnels (C*’, C’, C, F, B). Le pont disulfure intra-chaine est également formé
entre les brins B et F. Les domaines immunoglobulines V sont généralement moins compacts
que les domaines type C, avec des boucles plus grandes entre les feuillets 3. Parmi celle-ci, les

boucles BC, C’C’’ et FG correspondent respectivement aux régions hypervariables (CDR :

10



Complementarity Determining Regions) CDR1, CDR2 et CDR3 (CDR-H1, CDR,-H2 et CDR-
H3 pour les chaine lourdes ; CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 pour les chaines légeres) (Natarajan
etal., 2015).

Il. Région Fab

La région Fab des anticorps est formée par 1’association de VL et CL de la chaine 1égére
avec VH et CH1 de la chaine lourde. Cet appariement des deux chaines concoure a la formation

du paratope a I’extrémité N-terminale de 1’anticorps.

1. Domaines constants CH1 et CL

Les 1gG contiennent un pont disulfure intra-chaine dans chacun des domaines et des
ponts disulfures inter-chaines liant les chaines légéres et les chaines lourdes. L’alignement des
séquences des chaines 1égéres k et A humaines et murines est présenté en Figure 3, celui des

domaines CH1 en Figure 4.
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Figure 3 : Alignement des séquences des chaines 1égéres k et A humaines et de
souris. Les résidus d’acides aminés sont colorés selon le pourcentage d’identité
sur chaque colonne. Les lettres correspondent aux feuillets B. Les résidus
cystéine encadrés en vert sont engagés dans le pont disulfure intra-chaine. Les
résidus cystéine encadrés en pointillés rouges forment le pont disulfure inter-
chaine avec le domaine CH1. Numéros d’accession des séquences : P01834,
POCGO04, P01837, P01843.
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Figure 4 : Alignement des séquences des domaines CH1 humains et de souris.

Les résidus d’acides aminés sont colorés selon le pourcentage d’identité sur
chaque colonne. Les lettres correspondent aux feuillets . Les résidus cysteine
encadrés en vert sont engagés dans le pont disulfure intra-chaine. Les résidus
cystéine encadrés en pointillés rouges forment le pont disulfure inter-chaine
avec la chaine légére. Numéros d’accession des séquences : P01857, PO1859,
P01860, P01861, P01868, P01863, AOAOAG6YY53, P01867, P03987.

Une analyse de plusieurs Fabs arborant une chaine 1égére k ou A a mis en évidence que
des résidus impliqués dans I’appariement CH1-CL sont conservés quel que soit I’isotype de la
chaine légére, incluant F126, P127, L128, L145, F170 et P171 sur la chaine lourde et F118,
E123 et E124 sur la chaine légere. Les auteurs pointent également I’importance du résidu 178
de la chaine légere, qui est une thréonine dans les chaines k ou une tyrosine dans les chaines A

humaines et murines, ce résidu étant situé dans une cavité entre CH1 et CL (Padlan et al., 1986)

(Figure 5).
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E123, E124

Figure 5 : Structure tridimensionnelle de la région Fab des IgG. Les résidus
d’acides aminés colorés en rouge sont impliqués dans I’interaction CH1-CL
(PDB : 5BQ7)

La chaine Iégere joue un rdle important dans 1’affinité de 1’anticorps pour I’antigéne.
Des souris invalidées pour le géne Cyl (codant pour le domaine CH1) ont été générées pour
produire des IgG1 a chaine lourde unique, dépourvues de chaines légéres. Ces souris produisent
moins d’IgG1 que des souris wild-type avant et aprés immunisation par I’ovalbumine. Les IgG1
a chaine lourde unique spécifiques de 1’ovalbumine, identifiées par phage-display, ont une
affinité plus faible pour I’ovalbumine par rapport a un anticorps monoclonal anti-OVA

conventionnel (Zhang et al., 2018).

Une différence entre les chaines légéres « et A est la position du résidu cystéine formant
le pont disulfure inter H-L. Chez I’homme et chez la souris, il est le dernier résidu C-terminal
pour les chaines k (C215) et I’avant-dernier pour les chaines A (C214). Le dernier résidu (215)
des chaines A est une sérine. La présence de ce résidu augmente la susceptibilité du pont inter
H-L a étre réduit et dégradé par la chaleur ou le pH (Liu et al., 2011; Shen et al., 2013).
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Les résidus cystéine 214 (L) ou 215 (k) interagissent avec une cystéine de la chaine
lourde, située dans le domaine CH1 pour les 1gG2, IgG3 et IgG4 (position 131) et dans la région
charniére pour les 1IgG1 (C220) pour former la liaison H-L. Chez la souris, le résidu cystéine
impliqué est également situé dans la région charniére pour les migG1 (C219) et des residus du
domaine CH1 pour les mlgG2a/c, IgG2b et IgG3 (C132).

2. Domaines variables VH et VL

Les domaines VH et VL situés dans la région N-terminale respectivement de la chaine
lourde et la chaine légére, sont associés de maniere non covalente pour former le domaine de

reconnaissance a I’antigeéne.

Les domaines variables différents présentent une identité de séquence d’environ 35%
(Chothia et al., 1998). La variabilité est la plus importante au sein des régions CDR dans VH
et VL, qui représentent environ 25% des domaines variables (Chothia et al., 1985). Les CDR
sont espacés par des régions « charpentes » (FR : Framework Regions), numérotées de 1 a 4 de
I’extrémité N-terminale a I’extrémité C-terminale (FR1, FR2, FR3 et FR4). Une structure
canonique des FR a ¢été identifiée a partie d’une base de données de plus de 5000 domaines

variables, comprenant 76 résidus dont 9 sont invariants (Chothia et al., 1998).

Plusieurs études de mutagénése dirigée ont suggéré que des résidus situés des régions
FR a I’interface VL-VH éloignés du paratope peuvent influencer la fixation a 1’antigéne.
Chatellier et al. ont réalisé des expériences de mutagénése de résidus des régions FR de VL et
de VH impliqueés dans la formation de liaisons de Van der Waals. Les anticorps portant une des
mutations Y91A, W104A ou G104A de la chaine lourde ou L36A, L38A, FI8A de la chaine
légere n’ont plus la capacité de fixer I’antigéne. Les auteurs suggérent que les résidus qui ne
sont pas directement en contact avec I’antigene peuvent influencer la fixation par i. modification
de la géométrie du paratope (repliement différent des domaines modifiant la forme d’un ou
plusieurs CDR), ii. modification de la forme du paratope par modification de 1’appariement
VH-VL, iii. modification de la mobilité affectant la capacité du Fab a s’adapter a ’antigéne
(Chatellier et al., 1996).

La troisieme CDR de VH (CDR-H3) est la plus variable. Les domaines VH résultent de
la recombinaison des géenes Vu, D et Ju. Le segment génique VH code pour les résidus 1 a 94
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qui inclue CDR-H1 et CDR-H2. CDR-H3 est formée par la fin du segment V, de D, et le debut
de Ju, participant a sa plus grande variabilité. Les domaines VL sont formés par la combinaison
des segments géniques Vi et J.. De la méme facon que pour VH, CDR-L1 et CDR-L2 sont
codes par VL alors que CDR-L3 est code a la fois par les segments Vi et J. (Chothia et al.,
1992).

Les résidus interagissant directement avec 1’antigéne sont dénommés résidus
déterminant la spécificité (SDR : specificity-determining residues) qui different par leur nombre
et leur localisation selon I’antigéne reconnu. Par comparaison de 59 complexes anticorps-
antigenes de structure connue, il a été identifie dans VL en moyenne 7 SDR pour les anticorps
anti-protéines et anti-peptides, 5 pour les anti-hapténes. Dans VH, en moyenne 9.5, 10.2 et 7.1
SDR sont présents, respectivement pour les anticorps anti-protéines, anti-peptides et anti-
hapténes. Les SDR sont distribués différemment selon la taille de I’antigéne. IIs se situent
principalement dans la région apicale des CDR pour les anticorps dirigés contre des protéines
alors que pour les anticorps anti-haptenes ces résidus sont situés en dehors des boucles CDR,
dans les feuillets . Les SDR des anticorps anti-peptides ont un profil de distribution

intermédiaire entre les anticorps anti-protéines et les anticorps anti-hapténes (Almagro, 2004).

I11. Région Fc

1. Domaines constants CH2 et CH3

a) Domaine CH2

Le domaine CH2 est le seul domaine des anticorps qui présente des interactions inter-
chaines médiées par les chaines latérales des acides aminés trés faibles, contrairement aux
interactions importantes qui se produisent entre les domaines VH-VL, CL-CH1 et CH3-CH3.
L’homodimére Fc forme une structure en « fer a cheval », dans laquelle I’espace entre les deux
domaines CH2 est occupé par les N-glycanes portés par les deux résidus asparagine 297 (Chiu
et al., 2019). La N-glycosylation de N297 est conservée entre les sous-classes d’IgG humaines

et murines (Figure 6).
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Figure 6 : Alignement des séquences des domaines CH2 humains et de souris.
Les résidus d’acides aminés sont colorés selon le pourcentage d’identité sur
chaque colonne. Les lettres correspondent aux feuillets . Les résidus cystéine
encadrés en vert sont engagés dans le pont disulfure intra-chaine. Numéros
d’accession des séquences : P01857, P01859, P01860, P01861, P01868,
P01863, AOAOAGYY53, P01867, P03987.

Le motif glycane de base « biantennaire » est constitué de 7 unités saccharidiques :
successivement 2 résidus N-acetylglucosamine et 1 résidu mannose liés de facon linéaire
chacun par une liaison 1,4 (Figure 7). Sur le premier résidu mannose, sont fixés deux autres
résidus mannose, 1I’un par une liaison al,3 et ’autre par une liaison a.1,6. Sur chacun de ces
résidus mannose est fixé un résidu N-acetylglucosamine. Cette structure est dite

« biantennaire », avec d’un co6té la branche al,3 et de 1’autre la branche al,6.

A Branche a1,3 B Branche a1,3 Fucosylation Branche a1,3

}_._r N297 :}—-@ N297 N- Acawlglucasan@—.—r N297 . N-acétylglucosamine
bissectrice
. Mannose

Branche a1,6 Branche a1,6 Branche a1,6
A Fucose
D Branche a1,3 E Branche a1,3
' O Galactose
Galactosylation N267 s.a.,m.on{;__:;.—.—lmw ’ Acide sialique
Branche a1,6 Branche a1,6

Figure 7 : Structure des N-glycanes retrouvés sur le résidu asparagine 297 de la
région CH2 des IgG. (A) Motif de base. (B,C,D,E) : Modification du motif de
base par: (B) ajout d’un résidu fucose sur le premier résidu N-
acétylglucosamine, (C) ajout d’un résidu N-acétylglucosamine bissecteur, (D)
ajout d’un ou deux résidu galactose sur les résidus N-acétylglucosamine des
branches al,3 et ou al,6, (E) ajout d’un résidu acide sialique sur le bras al,3.
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Ce motif de base peut étre modifi¢ par fucosylation correspondant a 1’ajout d’un résidu
fucose sur le 1° résidu N-acetylglucosamine, par 1’ajout d’un résidu N-acetylglucosamine
« bissecteur » sur le premier résidu mannose, par 1’ajout de résidus galactose sur le bras al,3
et/ou le bras al,6, et par sialylation, c'est-a-dire 1’ajout de résidus acide sialique (acide N-
acétylneuraminique) sur les résidus galactose par une liaison 02,3 ou a2,6 (Cobb, 2020; Reily
etal., 2019).

La composition des glycanes influence la structure quaternaire de la région Fc. Des
analyses par RMN en solution ont mis en évidence que la branche a1,6 est immobilisée par des
interactions non covalentes avec la structure protéique de la région CH2 portant cette branche.
Ces interactions glycane-protéine stabilisent le Fc et contribuent & maintenir sa structure. La
branche al,3 est plus dynamique, dirigée vers ’autre région CH2 interagissant avec 1’autre bras

al,3 de la chaine opposée (Arnold et al., 2007; Wormald et al., 1997; Yamaguchi et al., 1998).

Selon la structure des glycanes, la conformation de I’homodimeére Fc en « fer a cheval »
peut étre dans un état « ouvert », avec une distance maximale entre les deux régions ou dans un
état « fermé » lorsque la distance est minimale (Krapp et al., 2003). A titre d’exemple, la
distance entre les domaines CH2 d’un Fc humain d’isotype IgG1 passe de 11.4 A lorsque le
glycane est constitué uniquement d’un résidu N-acétylglucosamine & 36.1 A lorsque le Fc porte

des glycanes hybrides riches en résidus mannose (Ahmed et al., 2014).

Chez I’homme, les caractéristiques de la N-glycosylation des fragments Fc incluent une
faible proportion de monosialylation (5-17%), exclusivement sur le bras al,3, peu de
disialylations (2-7%), une faible proportion de résidus N-acetylglucosamine bissecteurs, une
proportion élevée de résidus fucose et une hétérogénéité dans la proportion de résidus galactose.
La présence ou non de galactose définit les glycoformes GO (agalactosylé), G1
(monogalactosylé, préférentiellement sur le bras a1,6) et G2 (digalactosylé) (Dwek et al., 1995;
Wormald et al., 1997). Chez la souris, le profil de N-glycosylation est de facon générale
similaire a celui de ’homme, incluant la structure diantennaire, une forte proportion de glycanes
fucosylés, et une proportion variable de résidus galactose (de Haan et al., 2017). En revanche,
il différe par la nature de I’acide sialique. L’acide N-glycolyneuraminique est prépondérant

chez la souris, alors qu’il est absent et immunogeéne chez I”’homme (Okerblom and Varki, 2017).
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Le N-glycome des souris C57BL/6 et BALB/c différe peu, en comparaison des souris non
consanguines CD-1 et Swiss Webster, une faible variation de la galactosylation et de la
sialylation ayant été observée (de Haan et al., 2017).

b) Domaine CH3

L’interaction non covalente entre les domaines CH3 est la premiere étape de
I'assemblage des anticorps et le dimére CH3 est la principale interaction stabilisant les chaines
lourdes (Feige et al., 2010). Le dimére CH3 est extrémement robuste, la stabilité mécanique de
I’homodimere CH3 étant plus élevée que beaucoup de complexes protéiques homo- ou
hétérodimériques incluant I’interaction antigeéne-anticorps (Bertz et al., 2013). L appariement

des séquences CH3 humaines et murines est présentée en Figure 8.
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Fiqure 8: Aliqnement des séquences des domaines CH3 humains et de souris.
Les résidus d’acides aminés sont colorés selon le pourcentage d’identité sur
chaque colonne. Les lettres correspondent aux feuillets . Les résidus cystéine
encadrés en vert sont engagés dans le pont disulfure intra-chaine. Numéros

d’accession des séquences : P01857, P01859, P01860, P01861, P01868,
P01863, AOAOAGY'Y53, P01867, PO3987.
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L’interface CH3/CH3 contient 16 résidus sur chaque domaine CH3 qui sont impliqués
dans des contacts intermoléculaires. La contribution de ces résidus a la stabilité du dimére CH3
a été analysée par scannage d’alanine (alanine scanning). Les residus identifiés ont une chaine
latérale hydrophobe (F405 et L368), polaire (T366 et Y407) ou chargée (K409). Les résidus
T366 d’une chaine et Y407 de I’autre forment une liaison hydrogéne. Le résidu K409 forme
également une liaison hydrogéne avec le résidu D399 de ’autre chaine. Les résidus L368 et

F405 forment des contacts inter-chaines et intra-chaines par interactions de Van der Waals. Ces
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résidus sont situés sur deux feuillets B intérieurs et forment un « patch » au centre de I’interface
CH3-CH3 (Figure 9). La mutation P395A influe sur la stabilit¢ de I’homodimére CH3
vraisemblablement par un effet sur la conformation de la structure, affectant les interactions

moléculaires impliquant les résidus voisins (Dall’ Acqua et al., 1998).

Figure 9 : Structure tridimensionnelle d’un fragment Fc illustrant les interactions
entre I’homodimere CH3 et entre les régions CH2 et CH3. Les résidus en rouge
sont impliqués dans I’interaction CH3-CH3 formant un « patch » au centre de
I’interface. Les résidus en jaune sont impliqués dans 1’interaction CH2-CH3
(« articulation en rotule ») (PDB : 4KUI).

Une analyse cristallographique de deux 1gG2 et une comparaison de structures d’IgG1
ont permis de caractériser I’interface entre le domaine CH3 et le domaine CH2 de la méme
chaine. Par analogie, le mouvement de CH2 relativement a CH3 se rapproche de celui d’une
articulation sphérique en rotule (« ball-and-socket joint ») dans laquelle la chaine latérale du
résidu L251 de CH2 pivote dans une poche formée par les résidus M428, H429, E430 et H435
de CH3. La majorité de ces résidus sont conservés entre les sous-classes d’IgG chez I’homme
et chez la souris, suggérant qu’il s’agit d’une propriété structurale générale de I’interface entre
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ces domaines permettant de faciliter le mouvement de CH2 par rapport a CH3 (Teplyakov et
al., 2013).

La capacité des régions CH3 a stabiliser la chaine lourde a été mise a profit pour le
développement d’anticorps bispécifiques. Les mutations « knob-into-hole » consistent a
remplacer un résidu d’acide aminé de petite taille par un acide aminé plus grand sur une chaine
(« knob »), et I’inverse sur la chaine opposée (« hole ») pour faciliter I’hétérodimérisation de
deux chaines lourdes différentes. Dans cette stratégie, la formation d”’homodimeéres est prévenue
d’une part par encombrement stérique (« knob ») et d’autre part par suppression d’interactions
non covalentes (« hole »). Une mutation T366Y d’une chaine et Y407T de I’autre permet
d’obtenir 95% d’anticorps bispécifiques anti-CD3/anti-CD4, par rapport a 57% sans mutations
(Ridgway et al., 1996). Une autre étude relate la combinaison des mutations S354C et T366W
(« knob ») d’une chaine et Y349C, T366S, L368A et Y407V de ’autre (« hole ») pour obtenir
des anticorps bispécifiques. Ces mutations permettent d’obtenir également 95% de

constructions bispécifiques (Merchant et al., 1998).

2. Région charniére

La région charniére est la région polypeptidique située entre les domaines CH1 et CH2.
Cette région «extra-domaine » n’est pas organisée en domaines immunoglobulines, lui

permettant d’étre un lien flexible entre le Fc et les deux Fabs.

La charniére haute est la région située entre 1I’extrémité N-terminale du domaine CH1 et
le premier résidu cystéine impliqué dans la formation du pont inter H-L (IgG1 : résidu 216 a
résidu 224) (Figure 10). La charniere centrale comprend les résidus cystéines formant les ponts
entre les chaines lourdes. Ces résidus sont entourés d’un nombre important de résidus proline
conférant a la charniere centrale une structure secondaire en hélice polyproline, relativement
inflexible. La charniére basse se situe entre les résidus 234 et 238, précédant le premier brin 3
du domaine CH2. Bien qu’elle soit codée par I’exon CH2, elle est associée a la région charniére

car elle possede une structure désorganisée similaire (Brekke et al., 1995; Deveuve et al., 2019).
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Figure 10 : Alignement des séquences des régions charnieres des 1gG humaines
et de souris. Les résidus d’acides aminés sont colorés selon le pourcentage
d’identité sur chaque colonne. Les résidus cystéine encadré en rouge forment les
ponts disulfures inter H-H. Les résidus cystéine encadrés en pointillés rouges
forment le pont disulfure inter H-L avec la chaine 1égére. Numéros d’accession
des séquences : P01857, P01859, P01860, P01861, P01868, P01863,
AOAOAGYY53, P01867, P03987.

a) Ponts disulfures inter-chaines lourdes

La charniere centrale est le site de liaisons des deux chaines lourdes, par des ponts
disulfures inter-chaines (inter H-H). Le nombre et la position des ponts disulfures intra-chaines

entre les deux chaines lourdes dépend de la sous-classe d’IgG.

Chez I’homme, les chaines lourdes des IgG1 et IgG4 ont deux ponts disulfures formés

par des résidus cystéine en positions 226 et 229.

Les IgG2 présentent plusieurs isoformes. L’isoforme « classique » 1gG2-A présente
quatre ponts disulfures inter-chaines en positions 219, 220, 226 et 229. Les isoformes 1gG2-A
et 1gG-A-B présentent 3 ponts disulfures inter H-H. Dans 1’isoforme IgG2-A/B, une cystéine
de la région charni¢re d’une des deux chaines lourdes (position 219) n’est plus impliquée dans
le pont inter H-H mais forme une liaison « non classique » avec la cystéine 231 dans la
formation du pont inter H-L. Dans I’isoforme IgG-B, les cystéines 219 de chacune des chaines
lourdes participent a la liaison « non classique » H-L (Wypych et al., 2008). L’isotype de la
chaine légere influence la cinétique de formation des isoformes d’1gG2, la formation d’IgG2-B

a partir d’IgG2A/B étant plus rapide pour les I[gG2k que pour les IgG2A (Liu et al., 2013). Les
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IgG2 peuvent egalement former des dimeéres par formation de cystines entres des résidus de la

chaine légere et/ou de la région charniére de deux molécules d’IgG2 (Yoo et al., 2003).

La région charniere des 1gG3 contient 11 ponts disulfures inter H-H. La séquence codée
par I’exon a comporte 2 résidus cystéine et les séquences répétées codées par les exons b,c et d
en contiennent 3 chacune. Dans certains allotypes d’IgG3, un, deux ou trois exons parmi b,c et
d sont délétés, codant ainsi pour des régions charniéres avec respectivement 8, 5 ou 2 liaisons
disulfures H-H (Chu et al., 2021). En revanche, il semblerait que les ponts disulfures des 1gG3

ne forment pas de liaisons « non classiques » (Lakbub et al., 2016).

Les 1gG4 peuvent échanger entre elles leurs parties HC/LC in vivo, formant
naturellement des anticorps bispécifiques. Lorsque des IgG4 dirigées contre I’allergéne Betv1
et des IgG4 dirigées contre Feldl sont injectés en quantité égale chez la souris nude, environ la
moitié des 1gG4 sont bispécifiques anti-Betvl et anti-Feld1 dans le sérum 48h apres injection
(van der Neut Kolfschoten et al., 2007). Ce phénomene, appelé échange du bras Fab (« Fab
arm exchange »), semble étre d0 a un équilibre entre des cystines inter-chaines (liaisons
« classiques ») et intra-chaines lourdes (« non classiques »). Cette liaison non « classique » est
formée entre les résidus C226 et C299 de la méme chaine lourde (Moritz and Stracke, 2017).
Les 1gG4 contiennent deux ponts disulfures inter H-H comme les IgG1l. En revanche, ces
liaisons se forment plus lentement et paraissent plus instables dans le cas des 1gG4 (Petersen
and Dorrington, 1974).

Chez la souris, les mlgG1, mlgG2a et mlgG2 ont trois ponts disulfures inter H-H, les
mlgG3 un seul, et les mlg2c en ont quatre. Contrairement a ’homme, il semble qu’aucune
variation de I’arrangement des ponts disulfures n’ait été décrite pour les sous-classes d’1gG

murines.

b) Flexibilite

La flexibilité de la région charniére est différente entre les sous-classes d’IgG. Les IgG3
possédent la région charniére la plus flexible, puis par ordre de flexibilité décroissante, 1gG1,
IgG4 et 19G2. Chez la souris, 1’ordre est le suivant : 1gG2b > 1gG2a > IgG3 > 1gG1 (Dangl et
al., 1988).
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La flexibilité des IgG se caractérise a deux niveaux, d’une part entre les deux régions
Fabs (Fab-Fab) et d’autre entre les régions Fabs et Fc (Fab-Fc). Elle se caractérise par la
capacité de la molécule a effectuer des mouvements de flexion, de torsion, a s’étirer ou au

contraire a se contracter (Roux et al., 1997) (Figure 11).

flexion

étirement
rétractation

flexion

Figure 11 : Structure tri-dimensionnelle d’une IgG illustrant la flexibilité de la
région charniére. Larégion charniere des IgG permet des mouvements de flexion
des segments Fab et Fc dans les trois plans de 1’espace, de torsion des parties
Fab autour de leur axe. Elle permet également des mouvement
d’étirement/rétractation des parties Fab leur permettant de se fixer sur des
antigenes plus ou moins éloignés. (PDB : 1IGY)

L’angle Fab-Fab moyen mesuré par microscopie électronique est 136° pour 1gG3, 128°
pour 1gG4, 127° pour IgG2 et 117° pour IgG1l. L’angle maximal pour IgG3 semble étre en lien
avec la taille de sa région charniere moyenne, qui minimise les éventuels encombrements
stériques entre les Fabs et le Fc, qui pourraient survenir avec les autres sous-classes dont la

région charniere est plus petite (Roux et al., 1997).
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Pour les autres sous-classes, la flexibilité Fab-Fab est principalement apportée par la
charniere haute. La charniére haute des IgG2 est restreinte, 3 résidus séparant 1’extrémité C-
terminale de CH1 et la cystéine formant le premier pont disulfure par rapport aux 10 résidus de
la charniére haute d’IgG1. La charniére restreinte des IgG2 est responsable d’une proximité
accrue entre le domaine CH1 et la charniere haute, diminuant la flexibilité Fab-Fab. Chez la
souris, la charniere haute de mlgGl est eégalement restreinte, comprenant 6 résidus, en
comparaison de mlgG2a et de migG2c qui en comprennent respectivement 9 et 10 (Burton,
1985).

Les résidus C-terminaux de la charniére haute sont relativement peu contraints. En
revanche, les résidus N-terminaux peuvent interagir avec des résidus du domaine CH1 adjacent,
altérant la flexibilité Fab-Fab (Roux et al., 1997). Une étude de dynamique moléculaire réalisée
sur des anticorps murins mlgG2a et mlgG1 a permis de valider cette hypothese. Alors que
mlgG2a est plus flexible que mlgG1, un mlgG2a mutant avec une région charniere de migG1
a une flexibilité équivalente a celle de mIgGl. La flexibilit¢ de mIgG2a n’est pas altérée
lorsqu’il est muté pour arborer des domaines CH2 et CH3 de mlgG1, suggérant peu ou pas
d’influence de ces domaines pour la flexibilité de la molécule. En revanche, lorsque le domaine
CH1 de mlgG2a est muté pour celui de mlgG1l, la flexibilité est similaire a celle de mlgG1,
soulignant I’importance de ce domaine, et notamment de la boucle formée par les résidus 131
a 139 de CHL1, pour la flexibilité Fab-Fab (Schneider et al., 1988).
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Partie 2 : Mécanismes effecteurs

Les fonctions effectrices des anticorps sont une partie importante de la réponse
immunitaire humorale et forment un lien essentiel entre immunité innée et immunité adaptative.
Ces fonctions effectrices sont médiées par la partie Fc des anticorps, qui a la capacité d’interagir
avec des composants protéiques et des récepteurs cellulaires.

L’interaction de la partie Fc avec le complexe C1 déclenche la voie classique du
complément aboutissant a la formation du complexe membranaire et a la lyse de la cellule, dans
un processus dénommé cytotoxicité dépendante du complément (CDC, «complement-
dependent cytotoxicity ») (Figure 12).

Cytotoxicité dépendante Cytotoxicité cellulaire dépendante Phagocytose cellulaire dépendante
du complément (CDC) des anticorps (ADCC) des anticorps (ADCP)
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Figure 12 : Mécanismes effecteurs qui sont susceptibles d’étre engagés par la
partie Fc des anticorps. Les 1gG regroupées a la surface d’une cellule cible
peuvent interagir avec le C1q et déclencher la voie classique du complément
(CDC). L’interaction avec les récepteurs aux fragments Fc a la surface des
lymphocytes NK et des macrophages déclenche respectivement I’ADCC et
1I’ADCP. Adapté de (Oostindie et al., 2022).

La partie Fc (incluant la région charniére) est également capable d’interagir avec
differents récepteurs aux fragments Fc (FcyR : « Fc gamma receptor ») présents notamment a
la surface des lymphocytes NK et des phagocytes (monocytes/macrophages). L’engagement
des lymphocytes NK par la partie Fc d’anticorps regroupés a la surface d’une cellule cible

entraine la libération des enzymes protéolytiques perforine et granzymes et a I’apoptose de la
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cellule, dans un processus appelé cytotoxicité cellulaire dependante des anticorps (ADCC :
« antibody-dependent cellular cytotoxicity »). La reconnaissance de la partie Fc d’anticorps par
les FcyR présents a la surface des phagocytes entraine la phagocytose de la cellule cible par un
mécanisme dénommé phagocytose cellulaire dépendante des anticorps (ADCP : « antibody-

dependent cellular phagocytosis »)

A. La cytotoxicité dépendant du complément

I. Lesystéme du complément

Le systétme du complément fait partie du systéme immunitaire inné et regroupe des
protéines plasmatiques ainsi que des protéines membranaires. Les protéines plasmatiques sont
majoritairement synthétisées par le foie dans une forme « pro-enzyme » (ou zymogeénes). Ces
protéines sont inactives jusqu’a ce qu’un clivage protéolytique permette d’exposer leur site actif

(Kindt et al., 2006).

La cascade du complément peut étre activée par trois voies : la voie classique, la voie
alterne et la voie des lectines. Toutes ces voies aboutissent a la génération des complexes
enzymatiques C3 et C5 convertases, a la formation du complexe d’attaque membranaire et a la
lyse cellulaire (Kolev et al., 2014). Les anticorps sont capables d’activer la voie classique du
complément pour lyser les cellules sur lesquelles ils sont fixés. La CDC ne semble pas impliquer

la voie alterne du complément (Bindon et al., 1988).

La voie classique du complément est initiée par I’interaction d’immunoglobulines avec
le complexe macromoléculaire C1, qui est constitué de la protéine de reconnaissance C1q (410
KDa) et d’un hétérotétramere formé par les sérine-protéases C1r et Cls (C1r2s2, 356 KDa),
’ensemble étant stabilisé par des ions Ca?*. C1q est composé de 18 chaines polypeptidiques
qui s’associent pour former une structure en « bouquet de tulipes » consistant en six bras
analogues au collagéne qui se terminent chacun par un domaine globulaire interagissant avec

les parties Fc des immunoglobulines (Zwarthoff et al., 2021) (Figure 13).
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Figure 13: Voie classique du complément initiée par la fixation des 19G. La
fixation des IgG regroupées a la surface de la cellule par le Clq provoque
’activation du complexe C1 qui permet la formation du complexe C4bC2a (C3
convertase). Le complexe C3 convertase clive C3 pour produire C3b, qui forme
un complexe avec C4b et C2a (C5 convertase). Le complexe C5 convertase clive
C5 en Cbha et en C5b. Le complexe formé par C5b, C6 et C7 s’insére dans la
partie externe de la membrane plasmique et s’associe avec C8 et plusieurs
molécules C9 pour former le complexe d’attaque membranaire. Adapté de
(Dalakas et al., 2020).

La fixation du C1qg provoque un changement conformationnel de C1r qui lui permet de cliver
Cl1s, libérant son site actif. C1s a deux substrats, C4 et C2, qui sont clivés respectivement en
Cdaet C4b, et en C2a et C2b. Le fragment C4b se dépose a la surface cellulaire a proximité de

C1, exposant un site de fixation pour la pro-enzyme C2. La sérine protéase C1s du complexe
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C1 clive C2 en C2a et en C2b, le dernier diffusant dans le milieu extracellulaire. Le complexe

formé par C4b et C2a (C4b2a) est appelé C3 convertase.

La C3 convertase clive le composant C3 en C3a et C3b. Le C3b se « dépose » a la
surface de la cellule en se fixant de facon covalente. Des molécules de C3b se fixent au
complexe C4b2a (C3 convertase) pour former un complexe trimoléculaire C4b2a3b appelé C5
convertase. Le composant C3b du complexe se lie au composant C5, qui va étre clivé par le
composant C4b2a en C5a, qui diffuse dans le milieu extracellulaire, et en C5b qui se dépose a

la surface cellulaire pour initier la formation du complexe d’attaque membranaire.

Le composant C5b est stabilisé par la liaison avec C6. La fixation de C5b6 a C7 permet
au complexe d’exposer des régions hydrophobes interagissant avec les phospholipides
membranaires et ainsi de s’insérer dans la bicouche lipidique. La fixation de C8 permet au
complexe C5b678 de créer un pore étroit (10 A) insuffisant pour provoquer la lyse de la cellule.
La fixation du composant C9, une molécule analogue a la perforine, et sa polymérisation (10-
17 molécules par complexe C5b7678) forme le complexe d’attaque membranaire. Le complexe
d’attaque membranaire forme un pore de 70-100 A, par lequel les ions et les petites molécules
peuvent diffuser, rendant la cellule cible incapable de maintenir son osmolarité intracellulaire.

La lyse cellulaire est ainsi provoquée par un influx d’eau et une perte d’électrolytes (Kindt et

al., 2006).

Les souris consanguines présentent une activité du complément tres faible par rapport a
I’homme. Dans un essai d’hémolyse d’érythrocytes de mouton sensibilisés, le complément
hémolytique 50 (CH50) du sérum humain est supérieur a 6000, celui du sérum de souris
C57BL/6 et de souris BALB/c est inférieur a 160. A la plus grande concentration testée, il n’est
pas possible d’obtenir une lyse de 100% des hématies avec le sérum de ces souris, mais
respectivement 8% et 20% pour les souris C57BL/6 et de souris BALB/c (Ong and Mattes,
1989).

I1. Oligomérisation des 1gG

L’oligomérisation de plusieurs molécules d’IgG a la surface cellulaire est nécessaire
pour activer C1 puisque 1’affinité du C1q pour une seule partie Fc est trés faible (Kd de I’ordre
de 10* M). Une analyse en cristallographie haute résolution a permis de mettre en évidence que
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les interactions non spécifiques des fragments Fc des IgG apres fixation de 1’antigéne résultent
en la formation d’hexameéres qui activent et recrutent C1. Le complexe anticorps-C1 se présente
sous la forme de deux plateformes, la premiére située a 11 nm de la membrane et la deuxiéme
a 20 nm, surplombées par une tige. Dans le modele proposé par les auteurs, la plateforme haute
correspond aux tétes globulaires de C1q. La plateforme a 11 nm correspond aux 1gG fixées a la
membrane, organisés sous la forme d’hexaméres, avec un premier niveau formé par les Fabs
liés a I’antigéne et un deuxiéme niveau plus dense formé par les Fc et les Fabs non fixés. Ce
modele suggere qu’une partie Fab de chaque anticorps est fixée sur 1’antigéne membranaire
alors que 1’autre est positionnée sur la hauteur de la plateforme. Des expériences de CDC in
vitro avec des anticorps bispécifiques monovalents (i.e. un des deux Fab ne reconnait pas
I’antigéne membranaire) ont permis de confirmer que 1’activation du complément ne requiert

qu’une fixation monovalente des IgG sur la surface de la cellule cible (Diebolder et al., 2014).

Une étude basée sur la microscopie a force atomique a haute vitesse a permis d’identifier
que la fixation du Clqg a des IgG regroupées en pentameres ou en hexameres est nécessaire a
I’activation maximale de la CDC. La CDC est inefficace dans le cas de monomeéres, et

d’oligoméres formés par 2, 3 ou 4 IgG (Strasser et al., 2019).

I11. Sites d’interaction

Les sites importants pour la CDC sont d’une part ceux sur lesquels le Clq se fixe et d’autre

part ceux responsables de I’interaction Fc-Fc (Figure 14).
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zone d’interaction avec C1q
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Figure 14: Structure tri-dimensionnelle d’une IgG illustrant les zones
d’interaction avec le Clq et la zones d’interaction Fc-Fc aprés fixation de
Pantigéne a la surface cellulaire. Le Clq interagit avec la région CH2
d’immunoglobulines organisées en pentameres ou en hexameres, ces structures
étant stabilisées par des interactions entre les fragments Fc au niveau du domaine
CH3 (PDB : 4WI2).

La zone d’interaction entre le Fc et le C1q est située dans le domaine CH2, proche de la
région charniére. Une analyse cristallographique a permis d’identifier que chaque téte
globulaire de C1q interagit avec des zones périphériques distinctes dans les deux domaines
CH2. Le premier site est formé par la boucle FG (résidus 325 a 331) d’un des deux domaines,
les résidus critiques étant P329, A330 et P331 situés a I’extrémité de la boucle. Les sites
d’interaction sur le second domaine CH2 consistent en la boucle BC (266 a 272) et DE (294 a
300) qui forment un patch négativement charge, interagissant avec des résidus arginine de la

téte globulaire de C1qg (Ugurlar et al., 2018).
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La zone d’interaction Fc-Fc est située dans les domaines CH3. Plusieurs expeériences de
mutagéneése ont permis d’identifier les résidus d’acides aminés impliqués dans cette interaction.
Alors que la fixation de I’antigéne et la fixation du Clq ne sont pas altérés, des mutations
d’1253, H433 ou N434 réduisent I’avidité apparente du C1q d’un facteur 20, résultant en une
activation réduite du complément. Le résidu K439 d’un Fc fait face au résidu S440 d’un autre
Fc et les mutations K439E et S440K inhibent la CDC. Des mutations gain-de-fonction, dont
E345R, augmentent I’avidité du C1q d’un facteur 5 et la CDC d’un facteur 10. Un triple mutant
E345R, E430G, S440Y forme spontanément des hexameres en solution, activant directement

le complément en présence de sérum humain (Diebolder et al., 2014).

B. Mécanismes effecteurs dépendant des récepteurs aux fragments Fc

l. Récepteurs aux fragments Fc

Les récepteurs aux fragments Fc (FcR : Fc receptors) constituent un groupe hétérogene
de glycoprotéines présentes a la surface de cellules hématopoiétiques et impliquées dans
I’interaction entre les anticorps et les cellules du systéme immunitaire. On distingue les FcR
pour les IgG (FcyR), pour les IgE (FceR), pour les IgA (FcaR), pour les IgM (FcuR) et pour les
IgA/IgM (Fco/uR). D’autres récepteurs exprimés sur d’autres types cellulaires interagissent
également avec les immunoglobulines, incluant le FcR néonatal (FCRn) et le récepteur
polymérique aux immunoglobulines présent sur 1’épithélium des muqueuses (Ben Mkaddem et

al., 2019).

Six FcyR ont été identifiés chez ’homme. Il s’agit des récepteurs FcyRI (CD64),
FcyRIIA FcyRIIB et FcyRIIC (CD32A, CD32B et CD32C), FcyRIIIA et FcyRIIIB (CD16A et
CD16B). Quatre classes de FcyR existent chez la souris, mFcyRI, mFcyRIIB, mFcyRIII et
mFcyRIV (Nimmerjahn and Ravetch, 2006).

1. Récepteurs activateurs et inhibiteurs

Les FcyR (excepté le FcyRI) présentent des affinités faibles pour les 1gG. Pour
déclencher le mécanisme d’ADCC et d’ADCP, ils doivent donc fixer les anticorps sous forme
de complexes immuns, ou regroupés a la surface d’une cellule cible permettant d’augmenter
I’avidité du complexe (Nimmerjahn and Ravetch, 2007). Dans le complexe, plusieurs études
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suggerent que les FcyR s’organisent sous la forme de diméres. Des formes dimériques solubles
de FcyRIIA ou de FcyRIIIA sont capables de fixer les différentes sous-classes d’IgG alors que
I’affinité des monoméres est insuffisante pour que la fixation des IgG soit détectable (Wines et
al., 2016). Des mutations des résidus d’acides aminés de FcyRIIA, identifiés par
cristallographie pour leur role dans I’interface entre deux FCyRIIA du dimeére, n’affectent pas
la fixation des 1gG mais perturbent la cascade de signalisation incluant la phosphorylation des
motifs ITAM (« immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») et la réponse calcique
(Powell et al., 2006).

Le FcyRI, FcyRIIA et FcyRIIIA chez I’homme et le mFcyRI, mFcyRIII et mFcyRIV
chez la souris sont des récepteurs activateurs, dont la signalisation se fait au travers de motifs
ITAM intracellulaires.

La partie intracellulaire de FcyRI et de FcyRIla chez I’homme et de tous les récepteurs
activateurs chez la souris ne contiennent pas de motifs ITAM intracellulaires. Ces récepteurs se
présentent sous une forme hétéro-oligomérique, constitués d’une sous-unité a permettant la
reconnaissance des IgG et de sous-unités permettant la transduction du signal, telles que la
chaine y commune. Cette protéine transmembranaire est un homodimere, constitué de deux
chaines polypeptidiques conservées chez I’homme et la souris, reliées par un pont disulfure
(Mancardi and Daéron, 2014). La sous-unité o du FcyRIIIA peut également s’associer avec la
chaine CD3( (Lanier et al., 1991). Les FcyR hétéro-oligomériques doivent étre associées avec
au moins une sous-unité pour pouvoir étre exprimées a la surface de la cellule (Wirthmueller et
al., 1992). Les souris invalidées pour la chaine y commune n'expriment pas de FcyR activateurs

(Takai et al., 1994).

Chez I’homme et la souris, le FcyRIIB est un récepteur inhibiteur, possédant un domaine

ITIM (« immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif »).

Dans le cas des récepteurs activateurs, 1’agrégation est suivie par une phosphorylation
des résidus tyrosine des motifs ITAM par des tyrosine-kinases de la famille Src, qui est Lck
dans le cas des lymphocytes NK, et Lyn et Hck pour les monocytes et les mastocytes (Junker
et al., 2020). Cette phosphorylation permet le recrutement de la tyrosine-kinase Syk par ces
domaines SH2 (« Src-homologie 2 ») et ’activation de plusieurs protéines impliquées dans la
réponse cellulaire, incluant la phospholipase C gamma 1 (PLCy), phosphoinositide 3-kinase
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(P13K) et dans le cas des cellules myéloides, la tyrosine kinase de Bruton (Btk). L’action de la
PLCy génére de I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG), aboutissant
respectivement a la mobilisation du calcium et a I’activation de la protéine kinase C (PKC).
Selon le type cellulaire, ces événements aboutissent a I’ADCC, a I’ADCP, a la dégranulation
ou a la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires (Ben Mkaddem et al., 2019; Junker et al.,
2020).

Dans le cas du FcyRIIB, I’agrégation des récepteurs inhibiteurs est suivie par la
phosphorylation des motifs ITIM par la tyrosine-kinase Lyn. Cette phosphorylation est suivie
par le recrutement et 1’activation des inositol polyphosphate-5-phosphatases SHIP-1 et SHIP-
2, induisant la déphosphorylation de protéines en aval, inhibant la cascade d’activation induite

par les FcyR activateurs (Smith and Clatworthy, 2010).

2. Profil d’expression

Le FcyRI est le seul FcyR, qui présente une affinité élevée pour les IgG (Ka de 1’ordre
de 108-10° M), est exprimé par les monocytes, macrophages et les cellules dendritiques
(Figure 15). Sur les mastocytes, I’expression de FcyRI est induite par I’IFN-y, passant de 2%
de cellules positives en cytométrie en flux a I’état basal, a 44% aprés incubation avec I’IFN-y
(Okayama et al., 2000). De la méme fagon, la stimulation par I’IFN-y induit 1’expression de
FcyRI sur les polynucléaires €osinophiles et neutrophiles. L’expression de FcyRI sur les
polynucléaires neutrophiles est également augmentée par les facteurs de croissance

granulocytaires recombinants (Graziano et al., 1989; Repp et al., 1991).
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Figure 15 : Expression des FcyR humains et murins. L’expression relative des
FcyR récepteurs activateurs est en rouge, celle des FcyR inhibiteurs en bleu, celle
des FcyRIIIB en gris. L’intensité de la coloration refléte le niveau d’expression.
Adapté de (Mancardi and Daéron, 2014).

Le FcyRlIla est le FcyR le plus largement exprimé. Il est exprimé a haut niveau sur les
monocytes/macrophages, les polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques, mais est
également présent sur les polynucléaires éosinophiles et basophiles, les mastocytes et les
mastocytes. Il est absent a la surface des lymphocytes NK (Anania et al., 2019). Le géne
FCGR2A codant pour le FcyRlla présente un polymorphisme qui se traduit par une variation
du résidu 131, qui est une histidine (FcyRIla-131H) ou une arginine (FcyRIla-131R). Le
FcyRIla-131H présente une meilleure affinité pour les 1gG2. Il a été démontré que des
polynucléaires neutrophiles de patients homozygotes (131H/131H) ont une meilleure capacité
de phagocytose in vitro de streptocoques opsonisés par des 1gG2 que les homozygotes
(131R/131R). La phagocytose par les polynucléaires neutrophiles de patients hétérozygotes
(131H/131R) est intermédiaire (Sanders et al., 1995).
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La fonction physiologique de FcyRIIB est de réguler 1’état d’activation cellulaire a
travers des interactions avec les autres récepteurs de surface. Le FcyRIIB est le seul FcR
exprimé sur les lymphocytes B. La co-ligation du récepteur des lymphocytes B et de FcyRIIB
en cis par les complexes immuns permet de limiter 1’activation, la prolifération et la sécrétion
d’anticorps (Stopforth et al., 2016). Le FcyRIIB est exprimé également sur les cellules
dendritiques et les macrophages. Des souris invalidées pour le FcyRIl présentent une
aggravation de I’inflammation dans un mode¢le d’alvéolite induite par les complexes immuns.
Les macrophage FcyRII”- ont une activité phagocytaire augmentée aprés engagement du
FcyRIII (Clynes et al., 1999).

Le FcyRII1 existe sous deux isoformes. Le FcyRIIIA est une protéine transmembranaire,
associée a la chaine y commune ou CD3(, qui est exprimée par les monocytes, macrophages et
est le seul FcyR a étre exprimé sur les lymphocytes NK. Le FcyRIIIB est ancré a la membrane
par un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI). Il est exprimé sur les polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et basophiles. Le role de FcyRIIIB n’est pas totalement élucidé
(Wirthmueller et al., 1992). Deux allotypes ont été identifiés pour le FcyRIlla, qui different par
le résidu en position 158, qui est une phénylalanine (FcyRIlla-158F) ou une valine (FcyRllla-
158V), la fréquence des deux alleles étant similaire dans la population (Watier, 2005). L’allele
158V présente une affinité plus élevée pour les IgGlet les IgG3 et a été associé a une meilleure

réponse clinique par rituximab (Cartron et al., 2002; Koene et al., 1997).

Chez la souris, les monocytes et macrophages expriment tous les FcyR activateurs et
inhibiteurs (mFcyRI-mFcyRIV), les polynucléaires neutrophiles expriment principalement le
mFcyRIIB inhibiteur et les FcyRIII et FcyRIV activateurs, les cellules dendritiques expriment
mFcyRI, mFcyRIIB et mFcyRIIL. Les lymphocytes NK n’expriment que le mFcyRIII et les
lymphocytes B n’expriment que le mFcyRIIB. Selon la localisation des génes et les similarités
de séquences, mFcyRIV semble étre 1’orthologue du mFcyRIIIA et le mFcyRIII est le plus
proche du FcyRITA (Nimmerjahn and Ravetch, 2007). Le mFcyRIV est associé a la chaine y
commune et est fortement exprimé sur les polynucléaires neutrophiles, les monocytes,

macrophages et les cellules dendritiques (Nimmerjahn et al., 2005).
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3. Sites d’interaction avec les FCYR

Dans un modéle basé sur la détermination de la structure d’IgG1 en solution, il a été
identifié que la liaison des 1gG1 au FcyRIIIB était facilitée par un faible encombrement stérique
entre les régions Fab et les FCyR, contrairement aux IgG4. Cette différence d’encombrement
stérique peut étre mise en parallele avec la différence de résidus de la charniere basse et de la
partie proximale du domaine CH2 entre les sous-classes. Les résidus impliqués dans la liaison
des IgG1 avec les FcyR incluent 2*LLGGP?® de la charniére basse et 2°DVSHE?®, 29" NST?%,
$29PAPIE®*® du domaine CH2 (Rayner et al., 2015) (Figure 16).
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Figure 16 : Structure tridimensionnelle d’une IgG illustrant la zone d’interaction
entre les 1gG et les FcyR. Les résidus d’acide aminés des IgG impliqués dans
I’interaction avec les FcyR sont situés au niveau de la région CH2 proximale et
de la charniere basse (rouge). Les deux chaines lourdes sont respectivement en
gris et en jaune, les chaines légeéres en bleu. (PDB : 1HZH).
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L’¢étude cristallographique du complexe entre un fragment Fc obtenu par digestion a la
papaine d’IgG1l humaines purifiées et de FcyRIIl soluble (sFcyRIIIl) a également permis
d’identifier que la partie basse de la région charniere et la partie haute de la région CH2 sont
impliquées dans la liaison. Deux zones de contact principales sont mises en évidence. La
premiére, dénommee « sandwich proline » par les auteurs, a lieu entre la P329 de la région CH2
d’une des deux chaines lourdes (CH2-A) et les résidus W87 et W110 du sFcyRIII. La seconde
implique les résidus L234 a S239 de la partie basse de la région charniére (Sondermann et al.,
2000). Le récepteur est également en contact avec des résidus des boucles inter-brins  BC
(D265 a E269) et DE (N297 a T299) de la chaine lourde CH2-B. Sur la base des séquences
conservées entre les FCyR et les différents isotypes d’IgG murines et humaines, les auteurs
proposaient un modele commun pour décrire leurs principales interactions. Dans celui-ci, le
« sandwich proline » est d’importance puisque les deux résidus tryptophane sont conservés
dans tous les FcR et le résidu proline est présent dans tous les isotypes d’IgG (et d’IgE). La
région charniere apparait comme un autre site important et les variations de cette séquence
semblerait étre la raison principale expliquant les différences d’affinité entre les sous-classes

d’IgG et les FcR (Sondermann et al., 2000).

La fixation Fc aux FcyR est asymétrique puisqu’elle implique des résidus différents sur
les deux chaines lourdes du fragment Fc, le « sandwich proline » et la charniére basse d’une
des deux chaines et les boucles inter-brins § BC et DE de I’autre chaine lourde. Ainsi, bien que
les 1gG possédent deux sites potentiels de fixation aux FcyR, la fixation se fait selon une

steechiométrie 1:1, i.e. un FcyR ne peut fixer qu’une seule molécule d’anticorps (Murin, 2020).

Il. ADCC et ADCP

1. ADCC

Les lymphocytes NK représentent 5 a 20 % des lymphocytes circulants. Leur phénotype
inclue ’absence de CD3 et de CD19, et la présence de CD45, CD56 et CD16. CD56 et CD16
sont exprimés a différents niveaux a la surface des lymphocytes NK, définissant la sous-
population majoritaire CD569™MCD16*, et la sous-population CD56""CD16'°"" qui représente
10% des lymphocytes NK. La sous-population CD56%™ est principalement impliquée dans

I’ADCC car elle exprime constitutivement FcyRITNIA a haut niveau (Cooper et al., 2001). Le
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cytoplasme des lymphocytes NK comprend des granules lytiques contenant les protéines
perforine, granzymes (A, B, H, M et K), Fas ligand (CD178), TRAIL (« TNF-related apoptosis-
inducing ligand » ; CD253) et granulysine (Krzewski and Coligan, 2012).

La reconnaissance des FcyRIIIA par les anticorps fixés sur leur cible provoque leur
agrégation a la surface des lymphocytes NK au niveau d’une « synapse immunologique » et le
déclenchement de la cascade de signalisation. L’activation cellulaire provoque un
réarrangement du cytosquelette permettant la concentration des granules lytiques et leur
exocytose au niveau de la synapse immunologique. La perforine a la capacité de s’insérer dans
la membrane plasmique de la cellule cible, de s’oligomériser et de former des pores de 10-25
nm. Les granzymes diffusent a travers ces pores dans le cytosol de la cellule cible ou elles
induisent 1’apoptose par des mécanismes caspases-dépendant et caspases-indépendant
(Krzewski and Coligan, 2012). Le clivage protéolytique et la perte de 1’ectodomaine de
FcyRINA contribue a la libération des lymphocytes NK de la synapse immunologique (Murin,
2020).

2. ADCP

La phagocytose est un processus basique retrouvé dans la grande majorité des types
cellulaires d’organismes multicellulaires. En revanche, seules certaines cellules, dont les
monocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques, réalisent la
phagocytose avec une haute efficacité. Ces cellules ont été caractérisées comme phagocytes

« professionnels » (Rabinovitch, 1995).

L’ADCP est un mécanisme important pour 1’efficacité des anticorps thérapeutiques

(Weiskopf and Weissman, 2015).

Alors que les phagocytes et notamment les monocytes, macrophages, coexpriment
FcyRI, FcyRIIA, FcyRINB, et FcyRIIIA, PADCP semble étre médiée principalement par
FcyRIIA. En effet, in vitro le blocage par un anticorps anti-FcyRIIA réduit la phagocytose par
des macrophages différentiés a partir de monocytes de sang périphérique, dans un modele
d’anticorps anti-EpCAM. En revanche, le blocage de FcyRlI, de FcyRIIIB et de FcyRINIA a peu
d’effet sur le niveau d’ADCC (Richards et al., 2008).
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La cascade de signalisation declenchée par la reconnaissance des anticorps agrégés a la
surface de la cellule cible par les FcyR entraine une réorganisation du cytosquelette d’actine des
phagocytes. La zone de la membrane en contact avec la cellule cible s’invagine, formant une
« coupe phagocytaire ». Puis des pseudopodes s’établissent autour de la particule a ingérer,
jusqu’a ce que la membrane du phagocyte la recouvre entierement, formant une vésicule, le
phagosome, a I’intérieur de la cellule. Le phagosome subit un processus de maturation, a travers
des interactions avec les endosomes précoces, les endosomes tardifs et finalement les
lysosomes, durant lequel il acquiert I’environnement acide et les enzymes nécessaires pour

dégrader la particule ingérée (Uribe-Querol and Rosales, 2020).

Le processus de phagocytose doit étre étroitement contrélé pour prévenir 1’élimination
des cellules saines. La régulation se fait au travers de 1’intégration de signaux pro-phagocytaires
« eat me », dont les complexes immuns, les opsonines du complément, la calréticuline et la
phosphatidylsérine exposée a la membrane, et de signaux anti-phagocytaires « don 't eat me »
via notamment I’interaction entre SIRPa (« Signal regulatory protein a ») et CD47 (Kelley and
Ravichandran, 2021). SIRPa est une protéine transmembranaire exprimée sur toutes les cellules
myéloides, incluant les monocytes, macrophages et les polynucléaires neutrophiles. CD47 est
exprimé de facon ubiquitaire sur de nombreux types cellulaires pour prévenir la phagocytose
par les phagocytes. En effet, SIRPa contient des motifs ITIM dans sa partie intracellulaire et
I’interaction entre CD47 et SIRPa, au travers de la phosphorylation de ces domaines, inhibe la
phagocytose (Qu et al., 2022). Une analyse d’échantillons de tumeurs solides a mis en évidence
que CDA47 est fortement exprimé sur les cellules tumorales, incluant des cancers de 1’ovaire, du
sein, du colon, de la vessie, du systeme nerveux, du foie et de la prostate de cancer du sein.
L’expression de CD47 est associée a une moins bonne survie globale chez ces patients. Le
blocage par un anticorps anti-CD47 améliore la phagocytose in vitro des cellules tumorales et
inhibe la croissance tumorale dans des souris NSG xénotransplantés avec des cellules tumorales
humaines (Willingham et al., 2012). CDA47 est ainsi une cible potentielle dans le traitement du
cancer, et plusieurs anticorps anti-CD47 sont actuellement en phase d’étude clinique (Jiang et
al., 2021).
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I1l.  Le récepteur au fragment Fc néonatal

Le récepteur au fragment Fc néonatal (FCRn) est un hétérodimére constitué d’une chaine
lourde apparentée aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-
I) de 45 Kda, associée de fagon non covalente a la f2-microglobuline (Simister and Mostov,
1989). Il est largement exprimé dans de multiples types cellulaires, dont les cellules
endothéliales, les cellules épithéliales placentaires, les kératinocytes et les mélanocytes, les
entérocytes, les podocytes et les cellules tubulaires proximales rénales, les cellules épithéliales
bronchiques, les glandes mammaires, les cellules éepithéliales pigmentaire rétiniennes, les
hépatocytes, ainsi que sur les cellules de la choroide, des corps ciliaires et de 1’iris dans 1’ceil
(Pyzik et al., 2015). Le FcRn est également présent a la surface des monocytes, macrophages,
cellules dendritiques, polynucléaires neutrophiles et lymphocytes B (Zhu et al., 2001).

Le FcRn a été dénommeé ainsi car ce récepteur a initialement été mis en évidence dans
le contexte du transfert des IgG de la mere vers le feetus a travers le sac vitellin chez le lapin et
a travers ’intestin de rats nouveau-nés (Brambell, 1966; Brambell et al., 1960). Chez I’homme,
la transcytose des IgG a travers le placenta est essentielle pour la transmission materno-feetale

des IgG permettant le transfert passif de I’immunité humorale (Firan et al., 2001).

Le recyclage des IgG par le FcRn est responsable de la longue demi-vie de ces protéines,
qui est d’environ 21 jours chez 1’homme, excepté pour les IgG3 dont la demi-vie est de 7 jours
(Damelang et al., 2019). Chez la souris, la demi-vie des IgG est de 6-8 jours (Vieira and
Rajewsky, 1988). Cette demi-vie est réduite a 1 jour pour des souris invalidées pour le FCRn
(Roopenian et al., 2003).

Le FcRn est majoritairement intracellulaire et contenu dans des veésicules, notamment
les endosomes précoces et les endosomes de recyclage (Ober et al., 2004). Les IgG pénétrent
dans la cellule par un mécanisme non spécifiqgue de pinocytose. Les IgG sont ensuite
acheminées vers les endosomes dans lesquels se trouvent les FcRn. L’environnement acide des
endosomes permet la fixation des 1gG au FcRn. Des structures co-cristallines d’IgG et du FcRn
ont mis en évidence que le FcRn fixe les IgG au niveau la région a I’interface entre les domaines
CH2 et CH3, les résidus des 1gG humaines et murines impliqués dans I’interaction avec le FCRn
étant 1’1253 et ’H310 de la région CH2 ainsi que 1’H435 et la Y436 (chez ’homme) ou ’'H436

(chez la souris) de la région CH3. Ce site de fixation est distinct des sites de fixation du C1q et
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des FcyR (Burmeister et al., 1994; Martin et al., 2001). Deux FcRn peuvent se fixer sur chaque
chaine lourde des IgG avec une affinité identique. Cette steechiométrie 2:1 augmente 1’avidité
du complexe et semble étre importante pour prolonger la demi-vie des IgG (Abdiche et al.,
2015). L’affinité des IgG pour le FcRn a pH < 6.5 est de I’ordre du nanomolaire alors qu’a pH
physiologique (= 7.5), aucune fixation des IgG sur le FcRn n’est détectable. A pH < 6.5, les
résidus H310 et H435 (et H436 chez la souris) de la région CH3 des IgG sont chargés
positivement et peuvent former des liaisons ioniques avec les résidus G117, E132, D137 de la
chaine lourde du FcRn et le premier résidu de la B2-microglobuline (West and Bjorkman, 2000).
Les complexes FcRn-IgG sont ensuite acheminés en dehors de la voie de dégradation
lysosomale, vers la membrane plasmique, ou apreés fusion des membranes de I’endosome et de
la cellule, le pH physiologique cause la dissociation du complexe et la libération des 1gG dans
I’espace extracellulaire. Les 1gG et qui ne sont pas associées avec le FCRn sont acheminées vers

la voie de dégradation lysosomale (Sockolosky and Szoka, 2015).

Par un mécanisme similaire mais a travers d’un site de fixation sur le FcRn distinct de
celui des IgG, le FcRn protége également 1’albumine sérique du catabolisme lysosomal,

prolongeant sa demi-vie (Chaudhury et al., 2003).

Bien que les 19G3 possédent une affinité similaire a celle des autres sous-classes pour
le FcRn, cette sous-classe posséde un résidu N435 a la place de I’H435, qui d’une part améliore
la fixation au FcRn a pH 7.4, mais d’autre part diminue son affinité a pH < 6.5. La plus faible
demi-vie des IgG3 s’explique par un mécanisme de compétition intracellulaire pour le FcRn,
en présence d’autre sous-classes d’IgG. Cette inhibition du transport dépendant du FcRn est
n’est plus effective pour le mutant N435H d’IgG3 alors qu’elle I’est pour le mutant H435N
d’IgG1, suggérant que ce seul résidu est responsable de la demi-vie plus courte des IgG3
(Stapleton et al., 2011).

Il est possible de moduler la demi-vie d’1gG par modification de leur interaction avec le
FcRn. Des expériences de mutagénese des résidus T252, T254 et T256 localisés sur une boucle
située a proximité des résidus H310, H435 et H436 ont permis d’identifier que des mutations
T252L, T254S et T256F (mutant « LSF ») permettent d’augmenter la demi-vie de migG1 par
rapport a 1’IgG non mutée (Ghetie et al., 1997). Des mutations M252Y, S254T, T266E (mutant

« YTE ») permettent d’augmenter d’un facteur 10 la fixation au FcRn a pH 6 du motavizumab,
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anticorps monoclonal de sous-classe IgG1 indiqué dans la prévention de 1’infection par le virus
respiratoire syncytial. La demi-vie du motavizumab est 4 fois plus longue que le contr6le non
muté chez le singe cynomolgus et peut se prolonger jusqu’a 100 jours chez le sujet sain
(Dall’ Acqua et al., 2006; Robbie et al., 2013).

A T’inverse, I’inhibition du FcRn augmente le catabolisme des IgG par dégradation
lysosomale. Cette stratégie est exploitée dans le traitement des pathologies autoimmunes.
L’efgartigimod (ARGX-113) est un variant d’un fragment Fc d’IgG1 portant les mutations
M252Y, S254T, T256E, H433K et N434F (“ABDEG”). L’efgartigimod a une plus grande
affinité que les 1gG endogénes pour le FcRn a pH 6 et a pH 7.2 et augmente leur catabolisme
in vivo, une seule injection permettant de réduire le niveau des 1gG endogenes de 50%. Dans
un essai clinique de phase 111, cette stratégie a démontré son efficacité dans le traitement de la
myasthénie auto-immune (Howard et al., 2021; Ulrichts et al., 2018; Vaccaro et al., 2005). Des
anticorps monclononaux anti-FcRn sont également en phase d’étude clinique, incluant le
rozanoliximab et le nipocalimab (M281) (Bril et al., 2021; Roy et al., 2019).

C. Facteurs influencant les mécanismes effecteurs

l. L’anticorps

1. Sous-classe

La capacité des IgG a induire la CDC varie selon les sous-classes. Les 1gG3 sont les
plus efficaces pour activer le complément, les IgG1 sont également efficaces alors que les 19G2
et les 1gG4 activent faiblement la CDC (Burton and Woof, 1992). Chez la souris, les migG1
induisent peu de CDC alors que les mlgG2a, migG2b et mlgG3 sont de puissants activateurs

du complément in vitro (Neuberger and Rajewsky, 1981).

Dans un modé¢le d’érythrocytes de mouton dans lequel la densité antigénique est
variable, a tres faible densité antigénique seules les IgG3 sont capable d’induire une lyse par le
complément. Lorsque la densité antigénique augmente, les IgG3 et les 1IgG1 sont efficaces pour
induire la CDC. Enfin, lorsque la densité antigénique est importante, les 1gG2 sont également

capables d’induire une lyse par le complément (Michaelsen et al., 1991).
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L’évaluation in vitro d’anticorps chimériques portant des domaines CH1, charniére,
CH2 et CH3 d’IgG1 et/ou d’IgG3 ont permis d’identifier que la CDC est maximale lorsque le
Fc est celui d’IgG3. Cela pourrait s’expliquer d’une part par le fait que I’affinité des Fc d’1gG3
pour le Clq est plus élevée que celui des 1gGl (Ka = 2,9.10% M? et 1,2.10* M*
respectivement). Par ailleurs, bien que les résidus du domaine CH2 impliqués dans 1’interaction
avec la téte globulaire de Clqg soient identiques, les résidus adjacents a cette région sont
variables entre 1gG1 et 1gG3. Il est probable que ces résidus polymorphiques participent a

I’affinité supérieure d’IgG3 pour le C1q (Natsume et al., 2008).

Un variant d’IgG3 portant un domaine CH1 d’IgG1 induit une CDC plus efficace qu’une
IgG3 non mutée (Natsume et al., 2008). Cela pourrait s’expliquer par le modéle d’interaction
entre le C1q et le Fc proposé par Gaboriaux et al. Dans ce modele, la téte globulaire de Clq
interagissant avec le domaine CH2 proche de la région charniere, s’insere dans un espace formé
entre CH2 et le Fab. Cela suggére que le bras Fab pourrait interagir également avec la téte de
Clqg (Gaboriaud et al., 2003).

La flexibilité Fab-Fc apportée par la région charniére est importante pour permettre
I’acces de la téte globulaire de Clq au site d’interaction dans le domaine CH2, qui est proche
de la région charniere. Cette importance est illustrée par la modélisation de I’interaction entre
le C1q et Mcg, une IgG1 humaine sans région charniere. Les Fabs de Mcg obstruent le site de
liaison au C1q empéchant sa fixation (Gaboriaud et al., 2003).

Concernant les mécanismes effecteurs dépendant des FcyR, la situation est plus
complexe, les différentes sous-classes d’1gG ayant des profils d’affinité différents pour les FcyR
(Figure 17). Chez ’homme, les IgG1 et IgG3 se fixent sur tous les FcyR, avec une affinité
élevée pour FcyRI et modérée pour FcyRIIA et FcyRIITIA. Les 1gG2 ont une affinité faible pour
le FcyRIIA et le FcyRIIIA et ne se fixent pas sur le FcyRI, ni sur le FcyRIIIB. Les IgG4 se
fixent sur tous les récepteurs, excepté le FcyRIIIB, ont une affinité élevée pour le FcyRI et faible
pour les autres FcyR (Bruhns et al., 2009). Le niveau d’ADCC est équivalent pour les allotypes
d’IgG1 mais différe pour les allotypes d’IgG3, les allotypes avec une courte région charniére
(2 exons) étant plus efficaces in vitro que les allotypes avec une région charniére intermédiaire

(3 exons) et que ceux avec longue région charniere (4 exons) (de Taeye et al., 2020).
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Figure 17 : Affinité des sous-classes d’IgG humaines et de souris pour les FcyR.

Les constantes d’affinité (Ka) ont été déterminées par résonance plasmonique
de surface. Adapté de (Mancardi and Daéron, 2014).

Chez la souris, les IgG1 se fixent sur le mFcyRIIB et le mFcyRIIL. Les mIgG2a et
mlgG2b se fixent sur mFcyRIIB, mFcyRIII et mFcyRIV, mais seul mIgG2a se fixe au mFcyRI.
L’affinité de mIgG2a pour mFcyRI est élevée, intermédiaire pour mFcyRIV. La fixation des
mlgG3 sur les mFcyR n’est pas détectable (Bruhns and Jonsson, 2015; Nimmerjahn et al.,
2005).

L’affinité différentielle des sous-classes d’IgG pour les FcyR peut étre décrite par le ratio
activateur/inhibiteur, i.e. I’affinité pour le FcyR activateur/I’affinité pour le mFcyRIIB. Ce ratio
est de 0,1 pour les mIgG1 (mFcyRIII/mFcyRIIB), indiquant qu’ils interagissent principalement
avec le mFcyRIIB. 1l est de 69 pour les mIgG2a (mFcyRIV/mFcyRIIB), 7 pour les mIgG2b
(mFcyRIV/mFcyRIIB), qui interagissent principalement avec les FcyR activateurs. Ce ratio ne
peut pas étre calculé pour migG3 car leur fixation sur les FcyR est indétectable. Ce ratio est
corrélé a I’activité biologique in vivo, les mlgGa étant plus efficaces que les migG2b et migG1
pour déclencher ’ADCC et diminuer le nombre de métastases dans un modéle murin de
mélanome métastatique (Nimmerjahn and Ravetch, 2005).
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2. Affinité de ’anticorps

L’effet de I’affinité de I’anticorps sur la CDC a éteé étudié dans le modéle des anticorps
anti-CD20. En étudiant la cinétique de CDC in vitro, les auteurs ont constaté qu’aprés 6h, la
CDC médiée par le rituximab est diminuée de 50%, alors que celle des anticorps 2F2 et 7D8
est maintenue a 90% du niveau initial. Le taux d’association de ces anticorps est similaire alors
qu’ils different par le taux de dissociation (« off-rate »). Le rituximab a le taux de dissociation
le plus important (30% d’anticorps fixés aprés 3h) par rapport a 2F2 et 7D8 (70%) (Teeling et
al., 2004). Cette étude suggeére qu’une fixation stable de 1’anticorps, évaluée par le taux de
dissociation, augmente la CDC. Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’un anticorps qui se
détache plus rapidement aura moins de probabilité de former une structure hexamérique avec
le Clg. Une autre possibilité est que I’instabilité de fixation de I’anticorps provoque
I’éloignement a la membrane du complexe C1 aprés sa formation. Cette distance pourrait
diminuer la capacité des composants C4b et C3b a se fixer de fagon covalente a la membrane

cellulaire, limitant la formation ultérieure du complexe d’attaque membranaire.

11 a été suggéré que le niveau d’ADCC augmente avec ’affinité de 1’anticorps, dans une
¢tude comparant plusieurs variants d’une IgG1 anti-HER2 dont la constante de dissociation
(Kd) variait entre 2,7.107 M et 1,6.10* M. Le variant avec la plus haute affinité présentait un
niveau d’ADCC in vitro plus important que les variants d’affinité modéré et de faible affinité,
et cela sur plusieurs lignées cellulaires présentant des niveaux d’expression variables d’HER2
(Tang et al., 2007).

Ces observations ont été nuancées par une étude plus récente, qui a mis en évidence que
des anticorps d’affinité plus faible sont plus efficaces pour engager I’ADCC dans des mode¢les
in vitro basés sur des variants d’affinité d’IgG1 anti-CD4, anti-EGFR et anti-HER2. Lorsque
ces anticorps sont a saturation, le niveau de cytotoxicité par ADCC et ADCP par les anticorps
d’affinité réduite est plus élevé que les anticorps de plus haute affinité. Selon les auteurs,
lorsque I’affinité est modérée, les anticorps ont un taux de dissociation plus rapide et ont ainsi
tendance a se fixer de fagcon monovalente, par rapport a la fixation bivalente qui est
prépondérante en cas d’affinité élevée. La fixation monovalente est associée a un niveau

d’ADCC plus élevé. En lien avec cette hypothese, des IgG bispécifiques anti-CD4 et anti-
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EGFR, dont un des Fabs ne pouvait pas reconnaitre 1’épitope (i.e. ne peuvent se fixer que de

fagcon monovalente) étaient plus efficaces que les 1IgG non mutées (Mazor et al., 2016).

L’effet de I’affinité de 1’anticorps sur les mécanismes effecteurs dépendant des FcyR
pourrait étre différent selon la quantité d’anticorps (et la densité antigénique). Lorsque les
anticorps ne sont pas a saturation, il se fixent de fagon bivalente et une haute affinité de
I’anticorps est un avantage par diminution du taux de dissociation et maintien de 1’anticorps a
la surface de la cellule cible. Lorsque les anticorps sont a saturation, la liaison monovalente
prédomine, d’autant plus si ’affinité de 1’anticorps est modérée. La fixation monovalente
permet a un plus grand nombre de molécules d'anticorps d'interagir avec la cellule cible, et ainsi

d’obtenir davantage de fragments Fc a la surface cellulaire pour interagir avec les FcyR.

3. Glycosylation

a) Sialylation

Des résidus acide sialique peuvent étre ajoutés au motif de base oligosaccharidique en
N297. La présence de résidus acide sialique modifie les interactions entre les glycanes et les
domaines CH2, provoquant des changements conformationnels qui perturbent I’interaction

entre le domaine CH2 et le C1q (Sondermann et al., 2013).

Des variants du rituximab modifiés par ajout de deux résidus acide sialique en N297 (4
résidus sur la molécule d’IgG) sont moins efficaces dans un essai de CDC in vitro sur des
lignées cellulaires. De la méme facon, la capacité d’une glycoforme sialylée d’IgG1 a initier la
CDC est diminuée par rapport a I’anticorps non sialylé. Cette diminution de la CDC est associée
a une diminution de la fixation de la fixation au Clq pour les glycoformes sialylées d’IgG1
(Quast et al., 2015).

b) Afucosylation

L’interaction des IgG avec les FcyR est également dépendante de la N-glycosylation en
N297. Des glycoformes d’IgG1 sans résidus fucose (afucosylés) présentent une affinité
respectivement 50 et 18 fois plus élevée pour le FcyRI1I1-V158 et le FcyRIN-F158 que I’'[gG

native. Les auteurs proposent un modeéle dans lequel le glycane présent sur un résidu asparagine
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du FcyRINI (N162) interagit avec une région du Fc ou le résidu fucose est attaché. Le résidu
fucose empécherait le rapprochement du FcyRIII, excluant les interactions entre les résidus

d’acides aminés (Ferrara et al., 2006).

L’affinit¢ d’IgG1l recombinantes produites dans des cellules CHO déficientes pour
I’addition de fucose (lignée Lec13) est similaire pour le FcyRI et le FcyRIIA-H131, 1égérement
augmentée pour le FcyRIII-N131 et le FcyRIIB, et augmentée significativement pour le
FcyRINI-F158 et FcyRINI-V158. Le niveau d’ADCC in vitro induit par la glycoforme d’IgG1
afucosylée est augmenté par rapport a 1’IgG1 native (Shields et al., 2002).

Ces résultats in vitro ont été confirmés in vivo dans un modéle murin de cancer du sein.
Un anticorps 1gG1 anti-HER?2 afucosylé augmente la survie des souris et réduit le volume
tumoral par rapport a 1’IgG native. Cet effet est maintenu dans les souris RAG2™ invalidées
pour le FcyRI et le FcyRIT murin, exprimant le FcyRIIIA humain. En revanche, aucune
différence n’est observée par rapport entre 1’anticorps afucosylé et ’anticorps natif dans les
souris RAG2” FcyRI7~ FeyRIIT, suggérant que 1’effet thérapeutique supérieur observé avec
I’IgG1 afucosylé dépend du FcyRINA (Junttila et al., 2010).

Il. L’antigéne
1. La densité de I’antigene

Un effet de la densité antigénique sur la CDC a été observé sur des cellules mononuclées
isolées du sang de patients atteints de leucémie lymphoide chronique, pour lequel le
pourcentage de cellules CD20" était déterminé. Le pourcentage de lyse de ces cellules incubées
ex vivo avec du rituximab et du serum humain est corrélé a I’intensité moyenne de fluorescence
(MFI) du marquage CD20 (r? = 0.92). Le dép6t de C3, mesuré en cytométrie en flux, est
supérieur lorsque les cellules expriment CD20 a plus fort niveau, confirmant le réle du
complément dans cet essai (Golay et al., 2001). De la méme fagon, dans un modele de lignées
cellulaires CEM et Jurkat (CD207) transduites par un rétrovirus codant pour CD20, le
pourcentage de CDC est corrélé a la MFI du marquage CD20, dans les deux types cellulaires
(r? respectivement 0.83 et 0.88 pour les cellules CEM et Jurkat) avec une relation sigmoidale
(van Meerten et al., 2006).
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L’effet de la densité antigénique sur le niveau d’ADCC a été évalué in vitro dans un
modele basé sur des érythrocytes couplés a 1’antigéne 2.,4,6-trinitrophenol (TNP) dans des
proportions variables. L’opsonisation, mesurée par cytométrie en flux, par des 1IgG1 anti-TNP
est corrélée a la densité de ’antigéne TNP a la surface des érythrocytes. Aux plus faibles
densités antigéniques, malgré une opsonisation détectable, peu ou pas d’ADCC n’est observée.
Lorsque la densité de ’antigéne TNP est plus élevée, le niveau d’ADCC in vitro est corrélé a
la densité antigénique (Temming et al., 2019). Dans une autre étude, le niveau d’ADCC obtenu
in vitro avec des 1gG1 anti-CD20 et anti-CCR4, et leurs variants afucosylés, est corrélé au
niveau d’expression de la cible, dans un modele ou des niveaux d’expression variables de CD20
et CCR4 sont obtenus par transfection de cellules EL4, et 1’essai d’ADCC réalisé avec des
cellules mononucléaires de sang périphérique provenant de deux donneurs différents (Niwa et
al., 2005).

2. L’épitope

L’effet de la nature de 1’épitope sur la CDC peut étre illustré par les anticorps anti-CD20,
la capacité a activer le complément variant entre ces anticorps qui sont tous de sous-classe 1gG1.
Aprés fixation, les anticorps anti-CD20 de type | (e.g. rituximab, ofatumumab) activent
efficacement la voie classique du complément alors que les anticorps de type Il (e.g.
obinutuzumab — GA101) sont relativement inefficaces pour initier la CDC mais sont capables
d’induire directement la mort cellulaire par un mécanisme d’adhésion homotypique entrainant
un réarrangement du cytosquelette a la membrane et la mobilisation des lysosomes (Alduaij et
al., 2011).

Une différence importante entre les anticorps anti-CD20 de type | et de type Il est
I’épitope reconnu. Bien que les épitopes reconnus par le rituximab et le GA101 se chevauchent,
le résidu N171 est important pour la fixation du rituximab alors qu’il impacte peu la fixation du
GA101, qui implique le résidu N176. La structure cristallographique du complexe GA101-
peptide épitope met en évidence que les variations d’épitope entrainent une orientation
différente de GA101 et du rituximab aprés fixation. Une analyse par microscopie confocale
suggere que les contraintes stériques imposées par GA101 pourraient étre compatibles avec les

molécules CD20 « statiques » présentes dans les régions d’adhésion homotypique plutot que
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celles « mobiles » présentes dans les rafts lipidiques, a I’inverse du rituximab (Niederfellner et

al., 2011) (Figure 18).

peptide CD20

rituximab

Figure 18 : Illustration de I’effet de I’épitope sur I’orientation de 1’anticorps avec
I’exemple d’anticorps anti-CD20 (A) Epitopes reconnus par des anticorps anti-
CD20 de type I (rituximab et ofatumumab) et de type Il (GA-101). Adapté de
(Meyer etal., 2018) ; (B) Orientation des Fabs de rituximab et de GA-101 apres
fixation a un peptide mimant la grande boucle extracellulaire de CD20. D’aprés
(Niederfellner et al., 2011).

Il existe également des variations d’épitope reconnus par les anticorps anti-CD20 de
type | qui sont corrélés a des niveau de CDC différents. La molécule CD20 possede 4 domaines
transmembranaires et deux domaines extracellulaires formant une petite boucle de 9 acides
aminés et une grande boucle de 44 acides aminés. Une cartographie d’épitope a permis
d’identifier une différence entre des IgG entierement humaines (i.e., Fab et Fc) générés dans
des sous transgéniques (dont I’ofatumumab) et le rituximab dont le Fab est murin.
L’ofatumumab, ainsi que les autres anticorps entiérement humains, se fixent sur un épitope
formé par des résidus d’acides aminés situés a la fois sur la petite boucle extracellulaire et sur
la grande boucle extracellulaire. L’épitope reconnu par le rituximab est localisé uniquement sur
la grande boucle extracellulaire, de la méme fagon que les autres anticorps murins testés dans
cette étude. Les anticorps dont 1’épitope reconnu comprend des résidus d’acides aminés a la
fois de la grande boucle et de la petite boucle sont plus efficaces que le rituximab dans un essai

de CDC invitro. Les auteurs suggéraient que la fixation sur la petite boucle de CD20 favorise
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la CDC par les anticorps anti-CD20 par i. amelioration des interactions entre les régions Fc par
un espacement ou une orientation spatiale favorables, ii. rapprochement des Fc de la membrane

cellulaire, iii. favorisation de la translocation vers les radeaux lipidiques (Teeling et al., 2004).

3. La distance entre I’épitope et la membrane plasmique

La distance de la cible a la membrane plasmique influence le type de mécanisme
effecteur mis en jeu. Afin de tester cette hypothése, une série de protéines de fusion ont été
développées, sans domaine extracellulaire de CD137 ou possédant 1, 4 ou 8 domaines
extracellulaires de CD137, éloignant 1’épitope de la membrane respectivement de 0,3 nm, 1,5
nm, 8 nm et 16 nm. La capacité du rituximab et du campath-1H a induire la CDC est maximale
lorsque 1’épitope est distant de 0,3 nm ou 1,5 nm de la membrane. Une tendance a une
diminution de I’effet est observée lorsque 1’épitope est a 8 nm, alors que le rituximab et le
campath-1H sont inefficaces pour déclencher la CDC lorsque la cible est & 16 nm de la
membrane plasmique. La méme tendance est observée pour I’ADCC. Le rituximab et le
campath-1H induisent la lyse par des cellules mononuclées de sang périphérigues efficacement
lorsque 1’épitope est distant de 0,3 nm ou 1,5 nm, moins efficacement lorsque qu’il est 8 8 nm
et sont inefficaces lorsque 1’épitope est situé¢ a 16 nm de la membrane plasmique. A I’inverse,
le rituximab et le campath-1H ne déclenchent pas I’ADCP lorsque 1’épitope est distant de 0,3
nm de la membrane plasmique alors qu’ils sont efficaces lorsque I’épitope est a 1,5 nm, 8 nm
ou 16 nm. Ces résultats in vitro sont associés a un meilleur contréle tumoral in vivo lorsque
I’épitope est situ¢ a 0,3 nm de la membrane plasmique que lorsque qu’il est distant de 16 nm

(Cleary et al., 2017).

La CDC apparait donc favorisée lorsque I’ épitope est proche de la membrane plasmique.
La voie classique du complément est autorégulée par la courte demi-vie des composants actifs
a tous niveaux de la cascade protéolytique. En étant activés a distance, les composants C2a et
C4b ont une probabilité plus faible de se stabiliser sur la membrane plasmique et une probabilité
plus élevée de diffuser dans la matrice extracellulaire. En conséquence, 1’efficacité de formation
du complexe C3 convertase et donc du complexe d’attaque membranaire est diminuée (Cleary
etal., 2017).

Pour I’ADCP, une distance minimale entre I’épitope et la membrane semble requise. La
phagocytose implique une réorganisation intracellulaire importante pour la formation du
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phagosome. 1l est probable que ce processus nécessite une interaction plus stable entre les FcyR
et les IgG opsonisées. Lorsque I’épitope est proche de la membrane, un encombrement stérique
pourrait se produire avec les protéines a la surface du phagocyte, déstabilisant la liaison FcyR-
IgG, et ainsi diminuant ’efficacité de I’ADCP (Cleary et al., 2017).

Par ailleurs, dans les macrophages, la diffusion latérale des FcyR est inhibée par la
protéine transmembranaire CD44, immobilisée par le cytosquelette d'actine, formant des
« piquets » transmembranaires. D’autre part, CD44 se lie a 1’acide hyaluronique dans le
glycocalyx, formant une maille qui limite d’autant plus la diffusion latérale des FcyR et qui
impose également des contraintes stériques pour la fixation des complexes immuns, la taille des

FcyR étant limitée (5 nm) (Freeman et al., 2018).

De la méme facon que la CDC, la lyse cellulaire par ADCC est favorisée lorsque
I’épitope est proche de la membrane plasmique. L’activation et la libération des granules
Iytiques par les lymphocytes NK implique la formation d’une synapse immunologique,
analogue a celle mise en ceuvre par les lymphocytes T cytotoxiques (Cullen and Martin, 2008).
Au niveau de la synapse immunologique des lymphocytes T, le contact étroit entre les
complexes TCR-CD3 et CMH-peptide excluent les molécules avec un large domaine
extracellulaire, dont la tyrosine phosphatase CD45, augmentant la phosphorylation des motifs
ITAM et la cascade de signalisation, dans un modéle appelé « ségrégation cinétique ». La
synapse des lymphocytes T doit étre inférieure @ 14 nm pour exclure les molécules inhibitrices
(Choudhuri et al., 2005).

L’effet de la distance entre ’épitope et la membrane plasmique sur I’ADCP a été
également associé avec 1’exclusion de CD45 dans un modele de microbilles recouvertes d’une
bicouche lipidique supportée par un fluide, contenant des antigénes situés a 5.0, 8.9, 11.00 ou
12.2 nm de la membrane plasmique, formés par la répétition respectivement de 1, 3, 5 ou 7
domaines extracellulaires Fibcon (domaine inspiré de la fibronectine 111). La phagocytose par
les macrophages est maximale lorsque le domaine extracellulaire est proximal (5.0 nm),
diminuée pour I’antigéne de 8.9 nm et absente pour les antigénes de 11.0 et 12.2 nm.
L’engagement des IgG fixés sur I’antigéne a 5.0 nm de la membrane par les macrophages
provoque la ségrégation de CD45, a I’écart de la synapse immunologique, associée a la

phosphorylation des motifs ITAM des FcyR, ce qui n’est pas le cas avec les antigenes situés a
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plus de 10 nm de la membrane plasmique. L’exclusion de CD45 est effective pour les antigénes
de taille inférieure a celle de CD45. Un variant de CD45 plus proche de la membrane, obtenu
par CRISPR/Cas9 (7 nm), abolit la phagocytose de microbilles contenant I’antigéne de 5.0 nm
(Bakalar et al., 2018).

4. La localisation dans les radeaux lipidiques

Situés dans la bicouche lipidique des membranes cellulaires, les radeaux lipidiques sont
des microdomaines lipidiques et protéiques, riches en cholestérol et en sphingolipides, petits
(10-200 nm), hetérogenes et dynamiques. lls facilitent les processus cellulaires par la
colocalisation des récepteurs et des molécules effectrices, servant de plateformes pour la

transduction des signaux (Pike, 2006).

Dans un modele de lignée cellulaire BCL1-3B3 transfectée pour exprimer CD20
étiqueté par la YFP, les anticorps anti-CD20 humains et murins efficaces pour lyser les cellules
par CDC (incluant le rituximab) provoquent un regroupement important des molécules CD20
dans des clusters alors que les anticorps inefficaces (clone B1) ne causent qu’une redistribution
minimale de CD20. Une analyse par FRET permet de confirmer le regroupement des anticorps
anti-CD20 efficaces pour la CDC contrairement aux autres. Lorsque des lignées cellulaires sont
incubées avec des anticorps anti-CD20 puis traitées par le Triton X-100 (qui solubilise la
membrane plasmique en dehors des radeaux lipidiques), les anticorps anti-CD20 efficaces sont
détectables par cytométrie en flux, contrairement aux anticorps inefficaces, indiquant qu’ils

sont localisés dans les rafts lipidiques (Cragg et al., 2003).

Plusieurs hypotheses pourraient expliquer pourquoi la capacité des anticorps a induire
efficacement la CDC est corrélée a leur capacité a déplacer les antigenes cibles dans les radeaux
lipidiques. La premiére est que la concentration des anticorps dans une zone relativement petite
de la membrane plasmique pourrait apporter une densité optimale de parties Fc juxtaposées
pour la liaison au C1q initiant la voie classique du complément. Une autre possibilité est que
I’environnement riche en cholestérol des radeaux lipidiques apporte un avantage pour la CDC,
a travers le dépdt de C3 ou parce que la rigidité de la membrane plasmique favorise la
pénétration par le complexe d’attaque membranaire et/ou limite son internalisation (Cragg et
al., 2003).
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5. Modulation antigénique

Apres fixation, les anticorps déplétant sont susceptibles d’étre internalisés avec la cible,
diminuant la densité antigénique a la surface de la cellule. Ce phénomeéne de « modulation
antigenique » a été mis en évidence a la fois in vitro et in vivo et dans un modele basé sur les
anticorps anti-CD20. En utilisant un modéle murin de transfert passif de lymphocytes B
exprimant le CD20 humain marqués au CFSE, dans des souris invalidées pour les FcyR (pour
¢liminer I’effet de la déplétion), le traitement avec un anticorps de type I (rituximab) induit 80%
a 90% de réduction du niveau de CD20 sur les lymphocytes B, ce qui n’est pas le cas avec un
anticorps de type Il (tositumomab). Cela suggere que la modulation de 1’expression de CD20 a
la surface cellulaire est un phénomene intrinseque aux lymphocytes B, indépendamment des
FcyR. Une internalisation du rituximab avec CD20, et non du tositumomab, est mise en
évidence in vitro et in vivo par une technique d’extinction de fluorescence. Une analyse
ultérieure permettait de localiser le rituximab dans les endosomes précoces et les lysosomes

apres internalisation (Beers et al., 2010).

Le phénomene de modulation antigénique a également été observé avec le muromonab-
OKT3, anticorps monoclonal dirigé contre le CD3 indiqué dans la prévention du rejet de greffe
rénale. Muromonab-OKT3 induit une déplétion profonde des lymphocytes T. Deux a cing jours
post-transplantation, des cellules lymphocytes T CD4* et CD8" sont détectables dans le sang
des patients. In vitro, les lymphocytes T prélevés commencent a ré-exprimer CD3 apres 8h de
culture et tous les lymphocytes T sont CD3" aprés 20h (Chatenoud et al., 1982).

Certains anticorps déplétant peuvent induire une modulation profonde et rapide de la
cible a la surface cellulaire, résultant en deux effets concomitants: i. une réduction de
I’¢limination des cellules cibles, ii. une augmentation de la consommation de I’anticorps
thérapeutique par internalisation. La modulation antigénique semble dose-dépendante et n’est
effective que lorsque ’anticorps est présent de fagon continue. L’administration répétée des
anticorps thérapeutiques permet de surpasser le probléme de la modulation antigénique, a
condition que la cible reste présente a un niveau suffisant sur la surface cellulaire pour

déclencher les mécanismes effecteurs.
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Partie 3 : Les nanobodies

A. Les IgG des camelideés

La famille des camélidés comprend les chameaux (Camelius dromedarius -dromadaires-
et Camelius bactrianus -chameaux-) les lamas (Lama glama et Lama guanicoe) et les alpagas

(Vicugna vicugna et Vicugna pacos) (Muyldermans, 2013).

En 1993, Hamers-Castermann et al. ont identifié que le sérum de dromadaires contenait
trois fractions: 1gG1, 19gG2 et 1gG3. La fraction 1gG1l correspond a des anticorps
conventionnels, contenant les chaines lourdes de 50 Kda et les chaines légéres de 30 Kda, alors
que les fractions 19gG2 et 1gG3 contiennent une seule chaine lourde, respectivement de 46 Kda
et 43 Kda. Ces anticorps a chaine lourde sont abondants dans le sérum de camélidés,
représentant 75% des molécules retenues par la protéine A (Hamers-Casterman et al., 1993)

(Figure 19).

nanobody

19G2 IgG3

Figure 19 : Représentation schématique des 1gG présentes dans le sérum des
camélidés. Les IgG1 sont des anticorps conventionnels contenant deux chaines
légeres et deux chaines lourdes. Les 1gG2 et IgG3 sont dépourvues de domaine
CH1 et de chaine légére, leur domaine variable est appelé VHH. La région
charniére des 1gG2 est plus longue que celles des IgG3. Le domaine VHH sous
forme recombinante est appelé anticorps a chaine unique ou nanobody. Adapté
de (Muyldermans, 2013)
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Les anticorps a chaine lourde des camélidés sont dépourvus de chaine légeére et ne
possedent pas de domaine CH1. Dans la partie N-terminale, la chaine lourde de ces protéines
homodimériques contient le domaine variable de 15 Kda, dénommé VHH. Le domaine VHH
est relié au domaine CH2 par une région charniere comprenant 35 acides aminés pour les 1gG2

et 12 acides aminés pour les IgG3 (Hamers-Casterman et al., 1993).

Le locus H humain sur le chromosome 14 comprend de multiples segments Vu, D et Ju
en amont des génes codant pour la partie constante de la chaine lourde (IGHM, IGHD, IGHG,
IGHE et IGHA). Les camelidés possedent des segments géniques dédiés a la genération de VHH
(VHn) en plus des segments V. Durant la lymphopoiese, le réarrangement VVDJ peut impliquer
VH ou VhH. De la méme fagon que chez I’homme, les CDR-1 et CDR-2 sont codées par le
segment Vi (ou V), et CDR-3 par Vi (ou Viur), D et Ju (Conrath et al., 2003).

Chez I’homme, aprés recombinaison VDJ, le domaine VH est exprimé avec une chaine
lourde p, puis apres commutation isotypique, avec une chaine constante y dans le cas des IgG.
Les génes des immunoglobulines contiennent des introns et des exons, qui sont éliminés par
épissage de ’ARNm. Les camélidés possedent des genes IGHG dédiés a la génération
d’anticorps conventionnels et d’autres qui produiront des anticorps a chaine unique. Ces
derniers posseédent la séquence nucléotidique pour le domaine CH1, mais une mutation

ponctuelle (G vers A) entraine 1’épissage de CH1 (Achour et al., 2008; Nguyen et al., 1999).

Les VHH recombinants sont appelés anticorps a chaine unique, ou nanobodies en

référence a leur petite taille, de I’ordre du nanomeétre (Bannas et al., 2017).

Certains requins produisent également des anticorps a chaine lourde, dépourvus de
chaine légére et de domaine CH1, les immunoglobulines NAR (« new antigen receptor »), qui

reconnaissent 1’antigéne par un seul domaine variable (V-NAR) (English et al., 2020).

B. Structure des VHH

Le VHH a une structure proche du domaine VH des immunoglobulines humaines. Il
forme un repliement immunoglobuline formé par deux feuillets B, le premier formé par 4 brins

B (A, B, D et E) et ’autre formé par 5 brins B (G, F, C, C’et C””). Les CDR1, CDR2 et CDR3
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correspondent respectivement aux boucles BC, C’C”’ et FG (Figure 20). Le pont disulfure

canonique du domaine immunoglobuline relie les brins B et F.

Figure 20 : Structure tridimensionnelle d’'un VHH. La boucle CDR3 est colorée
en rouge, les boucles CDR1 et CDR2 en jaune. Les résidus d’acides aminés
colorés en bleu sont les résidus Phe37, Glu44, Arg45 et Gly47 contribuant a la
solubilité des nanobodies (PDB : 4KRN).

L’appariement des domaines VH et VL des anticorps conventionnels est assuré par une
interface hydrophobe entre les deux domaines permettant d’ordonner les CDR-H et CDR-L
pour former le paratope. Cette interface implique notamment les résidus conservés V37, G44,
L45 et W47 dans la région FR2 (Chothia et al., 1985). Dans le VHH, ces résidus sont remplacés
par des résidus dont la chaine latérale est plus petite et/ou hydrophile (F37, E44, R45 et G47)
abolissant toute interaction avec un domaine VL (Vu et al., 1997). Ces résidus conferent au
VHH une meilleure solubilité. VH en I’absence de VL a tendance a s’agréger en solution au
travers de la zone d’interface avec VL et la substitution de résidus FR2 de VH par des résidus

de VHH augmente sa solubilité (Davies and Riechmann, 1994). A I’inverse, des mutations
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Y37V, E44G, R45L d’un VHH pour reproduire la région FR2 de VH confére au VHH la

capacité de s’apparier avec des chaines VL (Conrath et al., 2005).

Les VHH possédent généralement une grande boucle CDR3. Une analyse de 217
complexes VHH-antigéne a mis en évidence que les régions CDR1 et CDR2 possedent
géneralement 7 résidus alors que CDR3 en possede 15 (Zavrtanik et al., 2018). Chez I’homme
et la souris, CDR-H3 contient respectivement 12 et 9 résidus (Wu et al., 1993). Les VHH
possedent également une région CDR1 étendue par rapport & VH (Nguyen et al., 2000).
Généralement, la boucle CDR3 se replie sur la zone de FR2 correspondant a I’interface avec
VL dans VH, formant une petite zone hydrophobe inaccessible aux solvants et contribuant a la
stabilité du VHH (Bond et al., 2003).

Alors que plus de la moitié des interactions avec 1’épitope impliquent des résidus de
CDR3, 20% impliquent CDR2, 10% CDR1 et 10 a 20 % des interactions sont médiées par les
régions FR. Celles-ci impliquent notamment les résidus N-terminaux précédant le brin B A, des
résidus de FR2 (brins C, C’et boucle CC”), de FR3 (boucle C’’D) et de la boucle DE (Zavrtanik
etal., 2018).

En plus de la cystine formée entre les brins B et F, les VHH peuvent former des ponts
disulfures inter-boucles non canoniques. Le plus commun est un pont disulfure formé entre les
régions CDR1 et CDR3. Un pont disulfure peut également se former entre FR2 et CDR3 et
certains VHH possédent des ponts disulfures intra-boucles dans CDR3 (Conrath et al., 2003).
Ces ponts disulfures additionnels contribuent a la stabilité du VHH (Mendoza et al., 2020).

C. Propriétés des nanobodies

I. Affinité et spécificité

Les nanobodies possédent une affinité similaire a celles des anticorps conventionnels
Les librairies de VHH générées aprés immunisation de camélidés avec des antigenes protéiques
permettent d’isoler des nanobodies avec haute affinité (Kd de 1’ordre de 10° M), similaire a
celle d’anticorps conventionnels obtenus aprés une seconde exposition a I’antigéne (Foote and
Milstein, 1991; Riechmann and Muyldermans, 1999). Des formes dimériques de nanobodies

permettent d’augmenter 1’avidité du complexe (Debie et al., 2020).
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Les nanobodies sont également trés spécifiques, de la méme fagon que les anticorps
conventionnels. A titre d’exemple, des nanobodies dirigés contre le récepteur P2X7 de souris,
obtenus aprés immunisation de lamas ne se fixent pas sur la protéine orthologue humaine, ni
sur les récepteurs P2X1 et P2X4 murins qui sont les paralogues les plus proches de P2X7
(Danguah et al., 2016).

I1. Faible immunogénicité

Les nanobodies semblent étre faiblement immunogénes. Apres six injections sous-
cutanées hebdomadaires d’un VHH anti-EGFR & des souris Jcl:ICR, un titre trés faible d’IgG
anti-VHH est détecté en ELISA. Au contraire, des agrégats de VHH isolés de la fraction
insoluble de lysats d’E.coli (1846 nm), ou produits par remaniement des ponts disulfures (1951

nm) générent une réponse humorale (Kibria et al., 2020).

Le profil de risque d’immunogénicit¢ de deux nanobodies non humanisés en essai
clinique de phase II, I’un dirigé contre EGFR et I’autre contre MMR (« Macrophage Mannose
Receptor »), a été analyseé in vitro. Apres capture des nanobodies, les cellules dendritiques sont
peu activées (faible expression de CD80, CD83, CD86, CD40 et HLA-DR) en comparaison a
des 19G murines, et le KLH (« keyhole limpet hemocyanin ») et LPS (lipopolysaccharides)
comme contréles positifs. Ces cellules ne sécrétent pas d’IL-12, d’IL-6 de TNF-a, ni d’IL-10

et n’induisent que faiblement la prolifération des lymphocytes T (Ackaert et al., 2021).

Des propriétés intrinséques des nanobodies contribuent a leur faible immunogénicite,
incluant leur petite taille, qui diminue ipso facto le nombre d’épitopes potentiellement
immunogenes, et leur stabilité qui limite la formation d’agrégats connus pour contribuer a
I’immunogénicité des protéines thérapeutiques (Lundahl et al., 2021). De plus, les séquences
germinales des génes IGHV des camélidés possédent une forte homologie avec les séquences
germinales des genes IGHV, IGVL et IGVK chez ’homme (Klarenbeek et al., 2015).

Les nanobodies peuvent étre “humanisés” par mutation de résidus des régions FR,
notamment de la région FR2 qui differe le plus entre VH et VHH (Vincke et al., 2009). Le
bénéfice de I’humanisation des nanobodies pour limiter leur immunogénicité n’est pas évident,
les nanobodies étant intrinsequement peu immunogénes. L’introduction de séquences humaines

peut en revanche diminuer leur stabilité et leur tendance a s’agréger (Rossotti et al., 2022).
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I. Modularité

La structure a chaine unique des nanobodies leur confére la propriété d’étre facilement
reformatés. Ils peuvent étre associés a des étiquettes His6, c-myc ou hémaglutinine pour
faciliter leur purification et/ou leur détection (Muyldermans, 2021). La fusion de deux
nanobodies identiques connectés par un linker peptidique (e.g. un linker flexible glycine-sérine
-GS-) permet d’obtenir une molécule bivalente avec une plus grande avidité pour ’antigéne
(Els Conrath et al., 2001). Des formes trimériques, tétramériques et pentamériques ont

également été développées (Huet et al., 2014).

Des formats bispécifiques de nanobodies sont obtenus par fusion de deux monomeres
dirigés contre deux antigenes différents. Ces molécules peuvent cibler deux antigenes différents
a la surface de la cellule et agir de fagon synergique (Hao et al., 2022; Zhu et al., 2017) . Des
constructions biparatopiques sont obtenues par fusion de deux nanobodies dirigés contre deux
épitopes distincts du méme antigene. Cette stratégie a été appliquée a des nanobodies anti-
EGFR et anti-CD38 (Roovers et al., 2011; Schiitze et al., 2018). La fusion d’un anticorps anti-
HER2 a un nanobody anti-FcyRINIA permet de former une construction “bispecific NK-cell
engager” (“BiKE”) et la fusion de nanobodies anti-EGFR et anti-EpCAM a un scFv anti-CD3
forme une construction “trispecific T-cell engager” (“TriTE”) (Kasuya et al., 2010; Tapia-
Galisteo et al., 2022).

La petite taille des nanobodies est propice a une bonne pénétration tissulaire mais peut
étre délétere en terme de pharmacocinétique (Cortez-Retamozo et al., 2002). Aprés injection,
les nanobodies ont un temps de demi-vie plasmatique de 1’ordre de quelques heures, les
molécules dont la taille est inférieure a 60-70 Kda étant généralement éliminées rapidement par
clairance rénale (Sargentini-Maier et al., 2019). La demi-vie des nanobodies peut étre
augmentée par 1’ajout d’un nanobody anti-albumine a la construction. L’ajout d’un nanobody
anti-albumine a une construction bivalente anti-EGFR augmente le temps de résidence dans le
sang, permettant d’améliorer la pénétration dans la tumeur d’un facteur 25 dans un modeéle de

xenogreffe de carcinome épidermoide vulvaire (Tijink et al., 2008).

Il est également possible de fusionner un nanobody a un fragment Fc pour reproduire
les anticorps a chaine lourde des camélidés. Le fragment Fc permet d’augmenter la demi-vie de

la construction, mais également I’engagement des mécanismes effecteurs selon la sous-classe.
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Cette stratégie a été appliquee a des nanobodies anti-EGFR et anti-CXCR4 fusionnés a un Fc
d’IgG1 (Bobkov et al., 2018; Tintelnot et al., 2019).

I1.  Accessibilité a des épitopes inaccessibles aux anticorps conventionnels

Le paratope des anticorps conventionnels forme une cavité, une fente ou une surface
plane (Webster et al., 1994). Les hapténes ont tendance a s’insérer dans les cavités des
paratopes, les peptides dans les fentes, et les antigénes plus larges a interagir avec des paratopes
plans (Riechmann and Muyldermans, 1999). Les nanobodies ont également la capacité de
former des paratopes convexes et la région CDR3 peut former une boucle proéminente,
conférant aux nanobodies la capacité d’interagir avec des cavités a la surface de 1’antigéne

(Muyldermans, 2013) (Figure 21).

Figure 21: Structure tri-dimensionnelle d’un VHH interagissant avec le
lysozyme. La boucle CDR3 (rouge) du VHH (gris)est saillante au-dela de la
surface d’interaction avec le lysozyme (bleu) et s’insére profondément dans son
site actif. Les boucles CDR1 et CDR2 sont en jaune. Le lysozyme est en bleu.
PDB : IMEL

Ces cavités correspondent généralement aux régions fonctionnelles des protéines (i.e.

le site actif, le site de fixation au ligand ou des sites allostériques), conférant aux nanobodies la
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propriété de moduler des activités biologiques (Koch-Nolte et al., 2019). Des nanobodies
obtenus aprés immunisation d’un dromadaire inhibent I’activité enzymatique de I’a-amylase
(IC50 de 1,5 uM et 2 uM respectivement pour deux VHH testés) et celle de I’anhydrase
carbonique (IC50 de 10 uM et 25 uM) (Lauwereys et al., 1998). Dans une étude s’intéressant
au mécanisme d’action de nanobodies inhibiteurs d’EGFR, les auteurs ont mis en évidence
qu’un nanobody (7D12) inhibe I’EGFR en se fixant sur le site de fixation au ligand, de la méme
fagon que 1’anticorps monoclonal cetuximab alors que deux autres nanobodies (EgAL et 9G8)
n’interférent pas avec la fixation du ligand. Le paratope convexe et la grande boucle CDR3
d’EgAl et 9G8 interagissent avec un épitope cryptique situé entre les domaines Il et Ill
d’EGFR, imposant un blocage stérique qui empéche I’EGFR d’adopter la conformation
nécessaire a sa dimérisation et a sa signalisation (Schmitz et al., 2013). De la méme fagon, la
structure cristallographique d’un nanobody inhibant 1’activité de la dihydrofolate réductase
(DHFR) démontre qu’il se fixe sur un site allostérique de I’enzyme, stabilisant une
conformation dans laquelle elle ne peut pas se lier au cofacteur NADPH nécessaire a son activité
(Oyen et al., 2011).

D. Nanobodies anti-P2X7 et anti-ARTC2.2

l. Le récepteur P2X7 et ’ectoenzyme ARTC?2.2

Le récepteur P2X7 fait partie de la famille des récepteurs purinergiques, qui inclue les
récepteurs P1 a I’adénosine, et les récepteurs P2 qui reconnaissent les nucléotides puriques et
pyrimidiques, dont les récepteurs métabotropiques associés aux protéines G P2Y et les
récepteurs ionotropiques P2X (Burnstock, 2018). L’adénosine 5’-triphosphate (ATP)
extracellulaire est le ligand physiologique des récepteurs P2X. P2X1, P2X2, P2X3 et P2X4 sont
activés par de faibles quantités d’ATP alors que P2X7 a un seuil d’activation plus élevé, de

I’ordre du millimolaire.

Chez I’homme et chez la souris, P2X7 est une protéine homotrimétrique de 195 Kda.
Chaque sous-unité de 595 acides aminés comprend un domaine extracellulaire volumineux
(269-288 acides amines), deux helices transmembranaires (TM1 et TM2) et des extrémités N-
et C-terminales intracellulaires (Di Virgilio et al., 2018) (Figure 22). Chaque région TM1 est

située vers 1’extérieur alors que les régions TM2 sont situées vers l’intérieur de la partie
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transmembranaire de P2X7 et sont responsables de la formation du canal ionique. Trois poches
de liaison a I’ATP sont situées aux interfaces des parties extracellulaires des sous-unités. La
fixation de ’ATP sur ces sites entraine des changements conformationnels de la partie
extracellulaire ouvrant le canal ionique formé par les trois régions TM2 (Karasawa and Kawate,
2016).

c
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Figure 22 : Structure tridimensionnelle de P2X7 et représentation schématique
de l’activation de P2X7 par I’ATP. (A) P2X7 est une protéine homotrimérique
de 195 Kda. Les 3 sous-unités sont représentées en rouge, bleu et jaune. Les
extrémités N- et C-terminales intracellulaires ne sont pas représentées (PDB :
SUIL). (B) L’ATP extracellulaire en quantité¢ suffisante (100 pM) entraine
I’ouverture du canal ionique et I’influx de Na+ et de Ca2+, ainsi que 1’efflux de
K+ (C) L’activation de P2X7 déclenche 1’activation des métalloporotéases
ADAMI10 et ADAM17 qui catalysent la perte de CD27, de CD62L et d’IL6R.
(D) L’activation de P2X7 entraine 1’externalisation des phosphatidylsérines, la
formation d’un pore non sélectif permettant la pénétration de molécules
fluorescentes, et finalement la mort cellulaire. (B, C, D) Adapté de (Rissiek et
al., 2015).
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P2X7 est largement exprimé les cellules de la lignée hématopoiétique ainsi que sur
différents types de cellules gliales, épithéliales et endothéliales (Kaczmarek-Hajek et al., 2018).
Sur les lymphocytes T, I’activation de P2X7 par I’ ATP entraine un influx de Na*, de Ca?* et un
efflux de K*, I’externalisation des phosphatidylsérines sur le feuillet externe de la membrane
plasmique et I’activation des métalloprotéases ADAM10 et ADAML17 qui catalysent la perte de
protéines de surface dont CD62L, CD27 et I’IL-6R. L’activation prolongée de P2X7 induit la
formation d’un pore non sélectif, permettant le passage de marqueurs de I’ADN fluorescents
dont I’iodure de propidium et le 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI), et qui provoque
finalement la mort cellulaire (Rissiek et al., 2015).

Chez la souris, P2X7 peut également étre activée par un mécanisme indépendant de
I’ATP impliquant 1’ecto-ADP-ribosyltransférase ARTC2.2. La famille des mono-ADP-
ribosyltransférases (ART) comprend 6 membres chez la souris, ARTC1-5, dont deux isoformes
d’ARTC2. ARTC2.1 est inactive en 1’absence d’agents réducteurs alors que D’activité
enzymatique d’ARTC2.2 est maintenue dans des conditions standards. Chez I’homme, des

codons stop rendent inactif le gene codant pour ARTC2 (Haag et al., 1994).

ARTC2.2 est une protéine monomérique de 35 Kda, ancrée a la membrane par un
groupement GPI, dont la localisation dans les rafts lipidiques a été suggérée dans un modeéle de
lignée cellulaire transfectée avec la version native d’ARTC2.2 et un variant avec le domaine
transmembranaire et la partie intracellulaire de CD8. Dans cette étude, P2X7 était associé, au
moins partiellement, avec les rafts lipidiques (Bannas et al., 2005). Une étude ultérieure a mis
en évidence que la localisation de P2X7 dans les rafts lipidiques dépend de la palmitoylation
de sa partie C-terminale intracellulaire (Gonnord et al., 2009).

En présence de son substrat, le nicotinamide adénine dinucléotide (NADY)
extracellulaire, ARTC2.2 catalyse le transfert d’un résidu ADP-ribose sur de multiples
protéines membranaires, dont P2X7. L’ ADP-ribosylation de P2X7 provoque son activation
durable, méme apres une exposition bréve a des concentrations relativement faibles de NAD™,
de I’ordre du nanomolaire (Figure 23). Ce processus, qui peut survenir a 4°C, a été appelé mort
cellulaire induite par le NAD" (NICD : « NAD induced cell death ») (Seman et al., 2003). La

NICD a un rdle important, a la fois ex vivo pour la préparation des échantillons et in vivo pour
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la régulation des cellules qui expriment P2X7 et ART2 a haut niveau, dont les lymphocytes T
régulateurs (Tregs ), invariants NKT, auxiliaires folliculaires (Follicular Helper, Tfh) et
résidents mémoire (Trm) (Borges da Silva et al., 2019; Rissiek et al., 2014; Georgiev et al.,
2018; Hubert et al., 2010).
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Figure 23 : Structure tridimensionnelle d’ARTC2.2 et représentation

schématique de 1’activation de P2X7 par ARTC2.2. (A) ARTC2.2 est une
protéine monomérique de 35 Kda ancrée a la membrane par un groupement GPI
(PDB : 10G3). (B) ARTC2.2 catalyse I’ADP-ribosylation covalente de P2X7
en présence de NAD+ entrainant I’ouverture du canal ionique et I’influx de Na+
et de Ca2+, ainsi que I’efflux de K+ (C) L’activation de P2X7 déclenche
’activation des métalloporotéases ADAM10 et ADAM17 qui catalysent la perte
de CD27, de CD62L et d’IL6R. (D) L’activation de P2X7 entraine
I’externalisation des phosphatidylsérines, la formation d’un pore non sélectif
permettant la pénétration de molécules fluorescentes, et finalement la mort
cellulaire. (B, C, D) Adapté de (Rissiek et al., 2015).
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1. Nanobodies anti-P2X7

Des nanobodies ciblant P2X7 ont été sélectionnés par phage display a partir de lamas
immunisés soit avec des cellules HEK transfectées pour exprimer P2X7 de souris, soit avec des
vecteurs plasmidiques codant pour P2X7 de souris (incluant un rappel avec des cellules HEK
transfectées). Les nanobodies selectionnés ont été évalués pour leur capacité a moduler
I’activité de P2X7 sur des cellules de lymphome de souris Yac-1 transfectées pour exprimer
P2X7 de souris, incubées avec de ’ATP ou du NAD" (Tableau 1). Certains nanobodies
augmentent (modulateurs allostériques positifs) ou bloquent (antagonistes) 1’activité de P2X7.
D’autres se fixent sur P2X7 mais ne modulent pas son activité (e.g. 7E2). Le nanobody 13A7
est le plus puissant bloqueur de la fonction de P2X7 et 14D5 le plus puissant modulateur
allostérique positif. L’administration in vivo des formes dimériques associées un nanobody anti-
albumine formant des structures dimer-HLE (HLE : « half-life extended ») a permis d’identifier
que 13A7 réduit l’inflammation dans des modéles de dermatite allergique et de
glomérulonéphrite. A I’inverse, 14D5 aggrave les scores cliniques dans ces deux modeéles
(Danquah et al., 2016)

Tableau 1 : Classification des nanobodies anti-P2X7 en fonction de leur capacité
a moduler (augmenter ou bloquer) ou non ’activité de P2X7. (*bloquent la perte
de CD62L aprés incubation avec du NAD* ; 2antagoniste pour P2X7 murin et
humain). D’aprés (Danquah et al., 2016).

Activité sur Modulateurs )
- . Antagonistes Peu ou pas d’effet
P2X7 allostériques positifs

14D5, 7G5, 13GS5,
Clones 7E8, 13G4, 7B4, 13F6,
7D5,

13A7, 8G11, 13G9, 7E2, 8ET*, 13B8!
7He6, 1C812 7A4, 6B7*, 13B5*
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1. Nanobodies anti-ARTC?2.2

Des nanobodies anti-ARTC2.2 ont été isolés par phage display a partir d’'un lama

immunisé par un vecteur plasmidique codant pour ARTC2.2 avec des rappels réalisés avec la

protéine recombinante (Tableau 2). Les nanobodies s-14, s+16a, s+16b et I-17 se fixent de fagon

spécifique et avec une bonne affinité (Kd entre 37,7 et 55.5 nM) sur des cellules EL4
transfectées pour ARTC2.2. Aprés incubation avec s+16a, s+16b, I-17, les lymphocytes T
murins sont protégés de la NICD, alors qu’ils ne le sont pas apres incubation avec s-14 (Koch-

Nolte et al., 2007). L’injection intraveineuse de s+16a protége les Tregs de la NICD (Hubert et

al., 2010).

Tableau 2 : Classification des nanobodies anti-ARTC?2.2 en fonction de leur

capacité a bloquer ou non I’activité d’ARTC2.2. D’aprés (Koch-Nolte et al.,

2007).
Activité sur ]
Antagonistes Peu ou pas d’effet
ARTC2.2
Clones s+16a, s+16b, 1-17 s-14

IVV.  Constructions basées sur les nanobodies anti-P2X7 et anti-ARTC2.2.

Dans ce projet, les nanobodies anti-P2X7 et anti-ARTC2.2 ont été recomposés en

différents formats (Figure 24).
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& BRI

anti-ARTC2.2 dimer-HLE
or anti-P2X7 - increased avidity
nanobody - increased half-life

N4

IgG1SF hcAb

- increased avidity
- increased half-life
- no/low Fc-effector function

IgG2a hcAb

- increased avidity
- increased half-life
- Fc-effector functions

Figure 24 : Représentation schématigue des constructions biologiques basées sur
les nanobodies utilisées dans ce projet. Les nanobodies spécifiques de P2X7 ou
d’ARTC2.2 peuvent étre recomposés sous la forme de dimeres bivalents
fusionnés au nanobody anti-alboumine AIb8 (dimHLE) ou sous la forme
d’anticorps a chaine lourde (HcAb) par fusion a un fragment Fc d’l1gG de souris.
La partie Fc peut étre de sous classe mlgG1 portant les mutations LSF (T252L,
T254S, T256F) pour obtenir des HcAb engageant peu ou pas les fonctions
effectrices ou de sous classe mlgG2a pour induire la déplétion cellulaire.

Le format « dimere & demi-vie étendue » (dimHLE : dimer half-life extended) consiste
en la fusion de deux nanobodies identiques liés par une séquence peptidique 35-GS (GGGGS)?
a un nanobody anti-albumine (clone Alb8) par un lien 9-GS (GGGGSGGGS). Ce format permet
ainsi d’augmenter a la fois I’avidité et la demi-vie des nanobodies. Une autre approche utilisée
consiste & fusionner un nanobody a la région charniére et a la partie Fc d’1gG conventionnelles
par I’intermédiaire d’un peptide de 5 acides aminés (GGGGS) pour obtenir un format anticorps
a chaine lourde (HcAb : heavy-chain antibody). De la méme facon que le format dimHLE, le
format HCcADb permet d’augmenter 1’avidité et la demi-vie, cette derniere pouvant étre davantage
augmentée par I’introduction des mutations LSF (T252L, T254S, T256F) dans le domaine CH2
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d’une partie Fc d’isotype mlIgGl (Ghetie et al., 1997). Des constructions biologiques
déplétantes peuvent étre obtenues par la fusion de nanobodies a un fragment Fc d’isotype IgG2a

permettant d’engager les mécanismes effecteurs apres fixation.

Le format dimHLE a été utilisé pour le nanobody modulateur allostérique positif de
P2X7 (clone 14D5) et le nanobody inhibiteur d’ARTC2.2 (clone s+16a), tandis que le nanobody
inhibiteur de P2X7 13A7 a été recomposé en HcAb (13A7-1gG1-°F) (Figure 25). Ce choix est
fondé sur des expériences préliminaires menées au laboratoire qui ont compare 1’efficacité de
chaque format. Pour les constructions biologiques déplétantes, les nanobodies intégrés aux
constructions ont été choisis pour leur capacité a se fixer sur P2X7 (clone 7E2) ou ARTC2.2
(clone s-14) sans moduler leur activité fonctionnelle, de fagon a éviter des bais liés a une activité

fonctionnelle dans I’évaluation de la déplétion cellulaire.
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Figure 25: Modulation de 1’activité d’ARTC2.2 et de P2X7 par des
constructions biologiques basees sur les nanobodies. La construction 14D5-
dimHLE se lie sur un site allostérique de P2X7 et potentialise son activation par
PATP ou le NAD'. La construction s+16a-dimHLE bloque [’activité
enzymatique d’ARTC2.2, inhibant I’activation de P2X7 par le NAD". La
construction 13A7-IgG1LSF inhibe I’activation de P2X7 par I’ATP ou le NAD".

V. La méthodologie AAV nanobodies

1. Les vecteurs AAV

Les virus adéno-associés (« Adeno-associated virus », AAV) appartiennent a la famille
des Parvoviridae et au genre des Dependoparvovirus, dont le cycle de réplication est dépendant

de virus auxiliaires tels que les Adénovirus.
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Les AAV sauvages sont composés d’une capside icosaédrique de 20 nm de diamétre
contenant une séquence d’ADN simple brin d’environ 4,8 kb. Ce génome contient les genes
Rep (réplication), Cap (capside) et aap (assemblage). Trois cadres de lecture permettent de
coder 8 protéines. Le géne Rep code les protéines Rep78, Rep68, Rep52 et Rep40 nécessaires
a la réplication du génome. Cap code les 3 protéines de la capside (VP1, VP2 et VP3), pour un
total de 60 protéines VP dans la capside de ’AAV avec un rapport 1:1:10 (VP1:VP2:VP3). Le
géne aap code la protéine accessoire AAP (« Assemby-activating protein ») qui favorise
I’assemblage des virions. Ces séquences codantes sont encadrées par les séquences ITR
(«inverted terminal repeat ») qui sont nécessaires a la réplication du génome et son

encapsidation (Naso et al., 2017).

Les AAV recombinants (rAAV) sont utilisés pour le transfert de génes en raison de leur
absence de pathogénicité, de leur large tropisme et de leur capacité a permettre une expression
de protéines a long terme. Dans le génome des rAAV, les genes Rep, Cap et aap sont remplacés
par le transgene codant pour la protéine d’intérét, encadré par les séquences ITR (Naso et al.,
2017).

L’interaction entre les rAAV et leurs récepteurs et corécepteurs a la surface de la cellule
cible provoque leur internalisation par endocytose (Figure 26). Dans les endosomes, la capside
des rAAV subit des modifications structurelles nécessaires a leur libération, notamment
I’exposition de la partie N-terminale de VP1 et VVP2. Aprés sortie des endosomes, les virions
s’accumulent dans la région périnucléaire de la cellule, ou ils peuvent pénétrer dans le noyau
par les pores nucléaires. Apres une étape de décapsidation, les rAVYV libérent leur ADN simple
brin, qui va étre converti en ADN double brin, puis transcrit en ARNm qui sera traduit pour
exprimer la protéine d’intérét (Li and Samulski, 2020).
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Figure 26 : Mécanisme de transduction des rAAV. Les rAAV se lient & des
récepteurs et corécepteurs a la surface des cellules cibles (étape 1) et sont
internalisés dans les endosomes par endocytose (étape 2). Apreés leur libération
des endosomes, les virions sont soit ubiquitylés et dirigés vers la dégradation par
le protéasome (étape 3), soit transportés vers le noyau (étape 4). Une fois dans
le noyau, les rAAV sont décapsidés et le génome est libéré (étape 5). Le génome
d’ADN simple brin est converti en ADN double brin (étape 6), suivi par la
transcription (étape 7) et la sortiec de I’ARNm du noyau (étape 8) pour la
traduction et ’expression du transgéne (étape 9). Adapté de (Li and Samulski,
2020)
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Actuellement 12 sérotypes naturels d’AAV (1-12) et plus d’une centaine de variants ont
été isolés a partir de tissus humains et de primates non humains. Ces sérotypes different par leur
efficacité de transduction ainsi que par leur tropisme en lien avec les récepteurs et corécepteurs

avec lesquels ils interagissent préférentiellement (Li and Samulski, 2020).

2. La méthodologie AAVnano

Dans cette étude, nous avons utilisé des vecteurs rAAV codant pour des nanobodies
ciblant P2X7 et/ou ARTZ2, permettant la production in situ des nanobodies. Cette méthodologie
repose sur une injection intramusculaire unique de rAAV permettant I’expression systémique a
long terme des nanobodies, pendant au moins 120 jours. Cette approche a été dénommée
AAVnano (Demeules et al., 2020) (Figure 27).
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Figure 27 : Comparaison entre 1’injection répétée de molécules chimiques ou
d’anticorps/nanobodies et la méthodologie AAVnano. (A) Les petites molécules
(bleu), les anticorps (violet) ou les nanobodies (vert) sont généralement injectées
par voie intrapéritonéale ou intraveineuse et nécessitent des injections répétées
tous les 1-2 jours. (B) En utilisant la méthodologie AAVnano, une seule
injection intramusculaire d’un vecteur rAAV codant pour le nanobody est
réalisée. Le nanobody est produit directement in vivo par les fibres musculaires
transduites. Le nanobody est détectable dans le sérum 7-14 jours apres
I’injection de rAAV et la concentration augmente pour atteindre un plateau 30-
60 jours aprés I’injection de rAAV. Adapté de (Demeules et al., 2020).

Une stratégie similaire, dénommé immunoprophylaxie vectorisée, permet aprés une
seule injection intramusculaire de rAAV codant pour des IgG1l dirigées contre le VIH de
prévenir I’infection intraveineuse et transmucosale de souris humanisees (Balazs et al., 2014).
Un rAAV (seérotype 1) codant pour un anticorps anti-VIH est actuellement en phase clinique
(Priddy et al., 2019). L’administration de rAAV (sérotype 8) codant pour un Fab anti-VEGF a
éte développé pour le traitement de la dégénérescence maculaire néovasculaire liée a 1’age (Liu
etal., 2018).
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Ce modéle a I’avantage d’éviter les injections intrapéritonéales quotidiennes de
nanobodies recombinants chez la souris, et est ainsi particulicrement adaptée a 1’évaluation
simultanée de plusieurs constructions. Un autre avantage est la production continue et stable
des nanobodies, qui permet de supposer que les nanobodies sont a saturation in vivo du début a

la fin de I’étude, permettant de s’affranchir d’éventuelles variations pharmacocinétiques.
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Objectifs

Les objectifs de ce travail de these étaient d’exploiter les propriétés uniques des
nanobodies pour développer et évaluer in vivo des constructions biologiques basées sur des

nanobodies dans un mod¢le d’étude basé sur le récepteur P2X7 et sur I’ectoenzyme ARTC2.2.

Le premier axe de travail s’intéressait a la capacité des nanobodies a moduler des
activités biologiques dans deux contextes, celui d’un récepteur canal (P2X7) et celui d’une

enzyme membranaire (ARTC2.2).

Dans le second axe, la modularité des nanobodies a été mise a profit pour développer
des constructions biologiques monospécifiques et bispécifiques capables d’induire la déplétion

déplétion cellulaire.
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Résultats

A. Article original: « A Methodological Approach Using rAAV Vectors
Encoding Nanobody-Based Biologics to Evaluate ARTC2.2 and P2X7

In Vivo. »

Contexte de I’étude

A la surface des lymphocytes T murins, la mono-ADP ribosyltransférase ARTC2.2
catalyse I’ ADP-ribosylation de diverses protéines de surface lorsque le NAD* est libéré dans le
compartiment extracellulaire, incluant P2X7. L’ADP-ribosylation du récepteur P2X7 par
I’ARTC2.2 constitue ainsi un mécanisme supplémentaire d’activation, complémentaire de son
déclenchement par I’ATP extracellulaire. Dans cet article publié dans Frontiers In Immunology,
nous avons évalué la capacité de constructions basées sur les nanobodies, vectorisées par des
vecteurs AAV recombinants (rAAV), a moduler les activités biologiques de P2X7 et

d’ARTC2.2 ou a induire la déplétion des cellules exprimant ces cibles.

Principaux résultats

- L’activation de P2X7 par I’ATP et le NAD", évaluée par la perte de CD27 et CD62L a
la surface des lymphocytes T, est bloquée aprés une injection unique du rAAV codant
pour 13A7-1gG1-SF. L’injection de rAAV codant pour s+16a-dimHLE bloquant
I’ARTC2.2 inhibe complétement la perte de CD27 et CD62L induite par le NAD* mais
pas par I’ATP. Apres injection de rAAV codant pour 14D5-dimHLE, ’activation de
P2X7 par I’ATP et le NAD™ est potentialisée.

- Laprésence des nanobodies a la surface des lymphocytes T résidents CD69* hépatiques
est détectable 120 jours aprés I’injection de rAAV.

- L’injection de rAAV codant pour 13A7-IgG1-SF ou s+16a-dimHLE protége les
lymphocytes T résidents CD69* et les lymphocytes NKT (exprimant fortement P2X7)
de la mort cellulaire induite par le NAD*. Au contraire, apreés injection de rAAV codant
pour 14D5-dimHLE, la mort cellulaire induite par le NAD* des lymphocytes T résidents
CD69" et des lymphocytes NKT est augmentée.
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Une injection de NAD™ in vivo entraine la déplétion des lymphocytes T régulateurs
CD47CD25". La déplétion est augmentée apres injection de rAAV codant pour 14D5-
dimHLE alors que 13A7-IgG1-SF protége de la déplétion induite par le NAD*.

Dans une autre stratégie, basée sur la fusion de nanobodies a un fragment Fc de souris
d’isotype IgG2a pour générer un format d’anticorps a chaines lourdes, nous démontrons
une déplétion durable. L’intensité de la déplétion cellulaire est plus importante pour les
constructions anti-ARTC2.2 que pour les constructions anti-P2X7, en lien avec le

niveau d’expression des deux cibles.
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A Methodological Approach Using
rAAV Vectors Encoding Nanobody-
Based Biologics to Evaluate ARTC2.2
and P2X7 In Vivo

Henri Gondé "2, Mélanie Demeules ', Romain Hardet', Allan Scarpitta’, Marten Junge?3,
Carolina Pinto-Espinoza®, Rémi Varin 2, Friedrich Koch-Nolte?, Olivier Boyer'*
and Sahil Adriouch™

" Normandie University, UNIROUEN, INSERM U1234, Pathophysiology, Autoimmunity, Neuromuscular Diseases and
Regenerative THERapies, Rouen, France, 2 Rouen University Hospital, Department of Pharmacy, Rouen, France, 2 Institute of
Immunology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Germany, 4 Rouen University Hospital, Department
of Immunology and Biotherapy, Rouen, France

On murine T cells, mono-ADP ribosyltransferase ARTC2.2 catalyzes ADP-ribosylation of
various surface proteins when nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™) is released into
the extracellular compartment. Covalent ADP-ribosylation of the P2X7 receptor by
ARTC2.2 thereby represents an additional mechanism of activation, complementary to
its triggering by extracellular ATP. P2X7 is a multifaceted receptor that may represents a
potential target in inflammatory, and neurodegenerative diseases, as well as in cancer. We
present herein an experimental approach using intramuscular injection of recombinant
AAV vectors (rAAV) encoding nanobody-based biologics targeting ARTC2.2 or P2X7. We
demonstrate the ability of these in vivo generated biologics to potently and durably block
P2X7 or ARTC2.2 activities in vivo, or in contrast, to potentiate NAD"- or ATP-induced
activation of P2X7. We additionally demonstrate the ability of rAAV-encoded functional
heavy chain antibodies to elicit long-term depletion of T cells expressing high levels of
ARTC2.2 or P2X7. Our approach of using rAAV to generate functional nanobody-based
biologics in vivo appears promising to evaluate the role of ARTC2.2 and P2X7 in murine
acute as well as chronic disease models.

Keywords: P2X7 (purino) receptor, AAV vectors, nanobodies (Vy4), animal models, extracellular ATP (eATP),
extracellular NAD*, methodological approach

INTRODUCTION

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD") is a key molecule in cellular metabolism and acts as an
intermediate in several essential enzymatic reactions (1). In addition, in response to cellular stress,
intracellular NAD™ is released into the extracellular compartment and serves as a substrate for
various ectoenzymes (2, 3). Mono-ADP ribosyl transferases (ART) represent a family of
ectoenzymes that use extracellular NAD" to catalyze posttranslational modification of cell surface
proteins by the transfer of ADP-ribose to specific amino-acid residues (4, 5). In mice, the ART
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family comprises six members: ARTCI1-5, including two
isoforms of ARTC2, termed ARTC2.1 and ARTC2.2 (6). While
ARTC2.1 is enzymatically inactive in the absence of reducing
agents, ARTC2.2 is active in standard conditions and is able to
ADP-ribosylate multiple cell-surface protein-targets when
NAD" is present in the extracellular space (7, 8). ARTC2.2 is
localized predominantly on the surface of murine T cells as a 35
kDa GPI-anchored ectoenzyme. Although its levels of expression
varies depending on mouse strain and cell-activation status,
membrane expression of ARTC2 remains overall higher on
CD8" T cells as compared to CD4" T cells (9). When murine
T cells are exposed to micromolar levels of extracellular NAD",
ARTC2.2 catalyzes the ADP-ribosylation of exposed arginines in
several cell surface protein targets, including the purinergic
P2X7, a well described protein expressed by immune cells and
involved in immune regulation (10, 11).

P2X7 assembles at the cell surface as a homo-trimeric receptor
that forms a nonselective ion channel upon gating with high
extracellular ATP concentrations (i.e., in the hundreds
micromolar range). Depending on ATP concentration and on
the extent of cell exposition, activation of P2X7 receptor can lead
to multiple cellular events starting by the rapid activation of surface
metalloproteases (leading to shedding for instance of CD62L and
CD27) and by the externalization of phosphatidylserine (11).
Prolonged P2X7 receptor activation induces the formation of
nonselective pores and to massive membrane depolarization,
ultimately leading to cell death (3). Interestingly, prolonged P2X7
activation can also be triggered by brief exposition to extracellular
NAD". Indeed, in the presence of extracellular NAD*, ARTC2.2
catalyzes covalent ADP-ribosylation of P2X7 at the arginine
residue 125, located in the vicinity of the ATP-binding site, and
thereby triggers the activation of P2X7 receptor (10). Remarkably,
much lower concentrations of extracellular NAD" (i.e., in the
micromolar range) are sufficient to activate P2X7 receptor and to
induce cell death (12, 13). This process was termed NAD-induced
cell death (NICD) and demonstrated to play a major role in vivo in
the fate and regulation of immune cells that express high levels of
ARTC2.2 and P2X7, including regulatory T cells (Treg), invariant
NKT cells, follicular helper T cells (Tfh), and tissue-resident
memory T cells (Tryy) (12, 14-18).

Nanobodies are derived from unconventional natural
antibodies devoid of light chains that are found in llamas and
other camelids (19-21). The single-chain variable fragment of
the so-called heavy-chain antibodies is termed Vyy or
nanobody. Nanobodies exhibit similar specificities and
affinities than conventional antibodies but are smaller in size
(15 kDa) and present a complementary determining region 3
(CDR3) that is usually longer, with the remarkable propensity to
reach protein cavities that are otherwise difficult to target with
conventional antibodies, offering opportunities to engineer these
molecules into original biologics (22). Such cavities often

Abbreviations: NAD", nicotinamide adenine dinucleotide; ART,
ADPribosyltransferase; hcAb, heavy chain antibody; dimHLE, dimer half-life
extended; rAAV, recombinant adeno-associated virus used as a vector;
AAVnano, methodological approach based on the injection of rAAV encoding
for nanobody-based biologics.

correspond to functional regions and allosteric sites, conferring
to nanobodies the ability to act as modulators of enzyme and
receptor activities (e.g., potentiating or blocking). Anti-ARTC2.2
nanobodies have been isolated by phage display from llamas
immunized with cDNA expression vectors encoding full-length
ARTC2.2 (23). Nanobodies s-14, s+16a, s+16b and 1-17 are able
to bind with high specificity cell line stably transfected to express
ARTC2.2. In addition, T cells can be protected from NICD by
ARTC2.2-blocking nanobodies s+16a, s+16b and 1-17, but not s-
14 (23). In additional studies, intravenous (i.v.) injection of the
ARTC2.2-blocking nanobody s+16a prevented NICD in cells co-
expressing ARTC2.2 and P2X7 ex vivo as well as in vivo.
ARTC2.2 antagonism has hence been recognized as a crucial
step for the functional studies of Treg, NKT and Try subsets
(14-16, 24). Anti-P2X7 nanobodies were generated in a similar
manner (25, 26). Taking advantage of the single-chain structure
of nanobodies, we derived highly specific P2X7-potentiating
nanobody 14D5 and P2X7-blocking nanobody 13A7 either as
homodimers fused to the Alb8 albumin-binding nanobody
(i.e., to provide improved half-life in vivo) or fused to the Fc-
region of mouse conventional antibody to reconstitute the
bivalent heavy chain antibody (hcAb) format of camelids (25,
27). Nanobody-based hcAb therefore offer the possibility not
only to increase their half-life in vivo but also to provide effector
functions related to the Fc-region that can bind to Fc-receptors
(FcR) at the surface of immune cells or activate the classical
complement cascade (26). Depending on the isotype, it is then
possible to promote antibody-dependent cell cytotoxicity
(ADCC), complement-dependent cell cytotoxicity (CDC) and
antibody-dependent phagocytosis (ADCP). Interestingly, hinge
and/or Fc-region engineering can further enhance Fc-fused
nanobody half-life or fine tune effector properties by
enhancing or abolishing FcyR and/or complement related
effector functions (28).

In this study, we report two different strategies for
manipulating the ARTC2.2/P2X7 pathway in vivo, with the
aim of better addressing the versatile role of NAD" and ATP
in immune cells. For that, we developed a methodology that rely
on nanobody-based biologics expressed directly in vivo upon a
single intramuscular (i.m.) administration of recombinant AAV
vectors (rAAV) encoding the biological constructs. We
demonstrated here the ability to durably block the activity of
ARTC2.2 enzyme or of the P2X7 jon channel in vivo upon a
single i.m. injection of the rAAV encoding a construct containing
the ARTC2.2-blocking nanobody s+16a, or a construct
containing the P2X7-blocking nanobody 13A7. In addition, we
provide evidence that P2X7 can be potentiated in vivo using an
rAAV encoding a construct containing the P2X7-potentiating
nanobody 14D5. In another strategy, based on the fusion of
specific nanobodies to mouse IgG2a, to generate a heavy chain
antibody (hcAb) format, we demonstrate durable depletion of
cells expressing high levels of ARTC2.2 in vivo. These
methodologies represent valuable tools that might be used in
future studies to better delineate the role of the NAD"/ARTC2.2/
P2X7 pathway in vivo in various pathophysiological situations
including inflammatory diseases, and immune responses to
infectious pathogens or to tumor cells.
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MATERIAL AND METHODS

Mice, Reagents, Antibodies

C57BL/6 wild-type mice obtained from Janvier Labs were used
for all experiments. Mice were housed in a specific pathogen-free
facility and were aged of 8 weeks at the beginning of experiments.
All animal experiments were approved by the local institutional
ethic committee.

Adenosine 5’-tri-phosphate disodium salt (A2383) and
B-nicotinamide adenine dinucleotide hydrate (N7004) were
purchased from Sigma Aldrich. Red blood cell (RBC) lysis/
fixation Solution, True-Nuclear transcription factor buffer set,
fluorochrome-conjugated streptavidin, and antibodies to CD45
(clone 30-F11), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), CD25 (PC-61),
CD19 (1D3/CD19), B220 (RA3-6B2), FoxP3 (MF-14), CD27
(LG.3A10), CD62L (MEL-14), CD69 (H1.2F3) or P2X7R (1F11),
and purified CD16/CD32 (TruStain FcX) were obtained from
Biolegend or Sony Biotechnology. Rabbit polyclonal antibody
K1G, specific to mouse P2X7, was described in our previous
studies (12, 13). KIG was used to stain P2X7 at the surface of
blood myeloid cells as illustrated in Supplemental Figure 3,
using a secondary donkey anti-rabbit IgG from Jackson
ImmunoResearch. Biotinylated polyclonal antibody specific to
mouse IgGa was obtained from Jackson ImmunoResearch and
monoclonal antibody to ARTC2.2 (Nikal02) from
Novus Biologicals.

Flow Cytometry Analyses

For evaluation of P2X7 and ARTC2.2 expression on T cells,
splenocytes were collected and single-cell suspensions were
prepared and washed using standard procedures. Cells were
stained with fluorochrome-conjugated antibodies, including
anti-P2X7 and anti-ARTC2.2 or related isotype controls before
fixation and red blood cell lysis using the RBC lysis/fixation
Solution (Sony biotechnology).

For evaluation of P2X7-dependent shedding of CD27 and
CD62L upon ex vivo exposition to NAD" or ATP, blood samples
were collected, washed, resuspended into PBS (without Ca®" and
Mg*"), and divided into 4 tubes. Cells were then treated with 30
UM ATP, 150 uM ATP, or 30 uM NAD", or left untreated. After
incubation for 15 min at 37°C, cells were washed in cold D-PBS
containing 10% FBS, and stained on ice with fluorochrome-
conjugated antibodies before fixation and RBC lysis. The
percentages of cells co-expressing CD27 and CD62L were then
evaluated by flow cytometry.

For evaluation of the binding of the dimHLE constructs on
liver NKT cells and liver Ty, single cells suspension were
prepared and stained with a mouse IgGl mAb that specifically
recognizes the Alb8 nanobody (kindly provided by Dr. Catelijne
Stortelers, Ablynx nv, Zwijnarde, Belgium), followed by a
secondary mouse IgGl-specific mAb. To evaluate the levels of
occupation of the target protein, cells were incubated in vitro
with a saturating concentration of the same recombinant
nanobody construct as the one produced in vivo, followed by
the same secondary detection reagents. This allowed estimation
of signal saturation that correlates with target occupation by
bounded biologics. Similar MFI were obtained with or without

addition in vitro of the corresponding recombinant nanobody
construct, confirming that target occupancy reached saturation
in vivo (data not shown). To distinguish vascular T cells from
liver parenchyma cells, a fluorochrome-conjugated CD45-
specific mAb has been injected iv. (CD45iv) 3 min before
sacrifice and preparation of liver lymphocytes. This procedure
allowed the staining of vascular T cells in vivo (CD45iv™8") while
liver resident T cells remained mostly unstained (CD45iv'™).
Untransduced mice additionally received 50 pg of recombinant
s+16a-dim construct (i.e., a dimer of s+16a that does not contain
the AIb8 nanobody, and that cannot be detected by the anti-Alb8
mAb77 detection system) 30 min before organ collection to
prevent NICD and cell loss ex vivo during cell preparation, as
described earlier (15, 18). All cells were counterstained with
mAbs directed against CD45 (coupled to a different
fluorochrome than CD45iv), CD4, and CD69 (marker of tissue
resident lymphocytes). To distinguish the NKT subset, cells were
stained with PE-conjugated CD1d-tetramer loaded with, an
analogue of o-galatosylceramide (atGal/Cer), kindly provided
by the NIH tetramer core facility.

For evaluation of the binding capacity of the nanobody-based
hcAb on T cells surface, samples were collected, washed,
resuspended into FACS buffer and stained with isotype specific
secondary antibodies, i.e. Ab directed against mouse IgG1 (to
detect 13A7-1gG1"*" hcAb), or Ab directed against mouse IgG2a
(for detection of 7E2-IgG2a or s-14-IgG2a hcAb). Cells were
washed and counterstained with fluorochrome-conjugated
antibodies directed against the indicated cell surface markers.

Flow cytometry measurements were performed using a
LSRFortessa or a FACSCanto-I (BD Biosciences) apparatus
and subsequent analyses were performed using Flow]Jo
software (Tree Star, Ashland, OR).

Nanobody Constructs

Some of the constructs used in this study were based on
nanobody dimers (“dim” format) fused to the AIb8 anti-
albumin nanobody (half-life extended “HLE” format) (25, 29).
14D5-dimHLE and s+16a-dimHLE were constructed by fusing
the coding sequences of two 14D5 nanobodies or two s+16a
nanobodies using a 35-GS linker (GGGGS);. These
homodimeric bivalent constructs were then fused to the anti-
albumin nanobody Alb8 via a 9-GS linker (GGGGSGGGS) (25).
The P2X7-blocking 13A7-IgG1™" hcAb was constructed by
fusing the nanobody 13A7 to the hinge region and Fc region
of a mutated mouse IgG1 antibody carrying the “LSF” mutations
(T252L, T254S, T256F) (30). For the design of the depleting
hcAb constructs 7E2-IgG2a and s-14-IgG2a, anti-P2X7
nanobody 7E2 or anti-ARTC2.2 nanobody s-14, were fused to
the hinge and Fc-region of a mouse IgG2a using 5-GS
linker (GGGGS).

Production of rAAV and Muscle
Transduction

For the production of rAAV, all constructs were cloned into a
pFB plasmid under the control of either a CBA promoter (for
rAAV1 constructs encoding 14D5-dimHLE, 13A7-IgG1"*" and
s+16a-dimHLE) or under the related CASI promoter (for rAAV8
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constructs encoding 7E2-IgG2a and s-14-IgG2a) (31, 32).
Production, purification, and titration of rAAV1 and rAAV8
were performed by Virovek (Hayward, California, USA) using
the baculovirus expression system in Sf9 insect cells (31). For
muscle transduction, mice hind legs were shaved under
anesthesia and 100 pL diluted rAAV were injected into 4
gastrocnemius muscle sites to reach a total dose of 10"" viral
genomes (vg) per mouse.

NAD" Treatment In Vivo

Injections of rAAV encoding either 13A7-IgG1"*" hcAb or
14D5-dimHLE were performed i.m. on day 0 and followed 28
days later by the i.v. injection of 30 mg NAD" diluted in 200 UL
PBS (pH adjusted to 7.4) as described earlier (24). Splenocytes
were collected 24 h later and single-cell suspensions were
prepared on ice and stained with fluorochrome-coupled
antibodies. After fixation, RBC lysis, permeabilization and
intracellular staining, single cell suspensions were analyzed by
flow cytometry. Absolute cell numbers collected for each spleen
was evaluated by direct enumeration using an automated cell
counter (ADAM-MC apparatus). Percentages of CD4" and
CD8" T cells were determined by flow cytometry and
compared to CD19" B cells taken as an NAD"-insensitive
reference population.

Statistical Analysis

All data are shown as mean values and error bars represent
standard error of the mean (SEM). Statistical comparison
between experimental groups was performed using one-way
analysis of variance (ANOVA). Differences were considered
statistically significant when p values were less than 0.05 (*),
0.01 (**), or 0.001 (***). All calculations were performed using
the Prism software (Graphpad, La Jolla, CA).

RESULTS

Nanobody Constructs and rAAV Used

to Study the Role of ARTC2.2 and

P2X7 In Vivo

The ARTC2.2/P2X7 axis regulates murine T cell function,
differentiation and cell fate. Both proteins are expressed on T
cell subsets but at different cell surface levels. Consistent with
previous studies (12, 13, 24), P2X7 and ARTC2.2 were detected
on CD4"CD25" Treg, CD4'CD25 conventional CD4" T cells
(Tconv), and on CD8" T cells. P2X7 is expressed at higher level
on the surface of Treg and to a lesser extent on CD4" Tconv and
on CD8" T cells (Figure 1A, upper panels). ARTC2.2 is
expressed at higher levels on CD8" T cells as compared to
CD4" T cell subsets (Figure 1A, lower panels). To explore the
role of P2X7 and ARTC2.2 in vivo, we developed a
methodological approach based on rAAV encoding various
formats of P2X7-specific or ARTC2.2-specific nanobody-based
constructs. To increase their half-life and avidity, we developed
bivalent nanobodies fused to the albumin-specific nanobody
Alb8 (dimer Half-Life Extended format, termed “dimHLE”)

(Figure 1B). In a second approach, we fused nanobodies to the
hinge and Fc region of conventional IgG antibodies (heavy-chain
antibodies format, “hcAb”) (Figure 1B). Mouse IgG1 Fc subclass
is known to only mediate low, if any, effector functions as it binds
to the inhibitory FcyRIIB and to only one member of the
activating receptors, the low affinity FcyRIII (33). IgG1 also
binds to the neonatal FcRn involved in antibody recycling and
persistence in vivo. To further increase the half-life of our
constructs, we took advantage of the described “LSF” point
mutations (i.e., T252L, T254S, T256F), known to further
ameliorate in vivo persistence by increasing the binding to
FcRn (30), to generate the mIgG1"*" hcAb construct
(Figure 1B). In contrast to mouse IgGl, mIgG2a subclass
binds all mouse activating FcyR and triggers Fc-related effector
functions (Figure 1B) (33).

In our methodological approach to target ARTC2.2 and P2X7
on T cells in vivo, implemented and evaluated here, we injected
rAAV1 or rAAV8 encoding nanobody-based constructs instead of
the corresponding purified recombinant proteins. Both rAAV1
and rAAV8 serotypes are known to efficiently transduced muscle
cells upon i.m. injection. We aimed at eliciting directly in situ the
long-term and stable production of the selected construct
following a single administration of the corresponding rAAV.
This approach was termed AAVnano (Figure 1C).

We explored here two complementary strategies for
manipulating in vivo the NAD" pathway dependent on
ARTC2.2 and P2X7. (Figure 2). The first strategy relies on the
propensity of nanobodies to bind to functional sites and thereby
modulate their enzymatic activity or receptor functions. We used
constructs based on nanobodies selected for their remarkable
ability to block ARTC2.2 enzymatic activity (nanobody s+16a,
used here as a dimHLE format), to inhibit gating of the P2X7 ion
channel (nanobody 13A7, used as IgGlLSF hcAb format), or to
potentiate P2X7 activity (nanobody 14D5, used as dimHLE
format) (Figure 2A). The choice of the format for each
biological construct (i.e, dimHLE, or IgG1"*" hcAb formats)
was based on preliminary experiments comparing the efficacy of
each formats (data not shown). The second strategy relies on the
possibility to deplete target cells expressing high levels of ARTC2.2
or P2X7. For that, we used hcAb engineered to contain the mIg2a
Fc-region, known to promote binding to FcR on immune cells and
to promote ADCC by NK cells, ADCP by macrophages, and to
facilitate CDC upon engagement on the classical complement
pathway (Figure 2B). To facilitate the interpretation of their effect
in vivo, these latter constructs were based on other nanobodies that
do not modulate the functional activity of their target (i.e.,
ARTC2.2-specifc nanobody s-14 (23) and P2X7-specifc
nanobody 7E2 (25)) that were fused to the hinge and Fc-region
of mouse IgG2a (Figures 1B, C).

Functional Modulation of ARTC2.2 or P2X7
Using rAAV Coding for Biologics With
Blocking or Potentiating Properties

To evaluate our AAVnano approach and the ability of our
constructs to modulate their target proteins, we first indirectly
studied the activity of P2X7 and ARTC2.2 on T cells harvested
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FIGURE 1 | Continued

from AAVnano injected mice. Exposure of T cells to ATP or
NAD" induces the shedding of CD27 and CD62L by
metalloproteases and this can be used as a sensitive assay to
monitor P2X7 receptor activation (13, 24). For that, we injected

FIGURE 1 | AAVnano methodological approach to study the role of P2X7 or
ARTC2.2 in vivo. (A) Expression of ARTC2.2 and P2X7 T cell subsets.
Splenocytes from C57BL/6 mice were stained with fluorochrome-conjugated
monoclonal antibodies directed against P2X7 (clone 1F11), or ARTC2.2 (clone
Nika102), or with the corresponding isotype controls (grey), and were
analyzed by flow cytometry. Cells were gated on CD4*CD25™ T cells (Tconv,
depicted in blue), on CD4*CD25" (Treg, depicted in red), or on CD8* T cells
(depicted in green) to evaluate the cell surface levels of P2X7 or ARTC2.2 on
each subset. The numbers in the upper right quadrants indicate the mean
fluorescence intensity (MFI). Staining was performed using fluorochrome
conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to BV510), CD4 (BV786),
CD8 (BV605), CD25 (PE-Cy7), P2X7 (BV421) and ARTC2.2 (AF647).

(B) Schematic representation of nanobody-based constructs. ARTC2.2-
specific and P2X7-specific nanobodies (Vi) are engineered either as bivalent
dimers fused to the albumin-specific nanobody Alb8 (dimer half-life extended,
termed “dimHLE”), or as heavy-chain antibodies (termed hcAb) when fused to
the hinge and Fc-region of conventional mouse IgG antibodies. For the latter,
nanobodies were fused to either a mouse IgG1 hinge/Fc-region bearing the
LSF mutations (i.e., T252L, T254S, T256F) to produce hcAb with no/low Fc-
effector functions, or to the hinge/Fc-region of mouse IgG2a to generate cell-
depleting hcAb. (C) Schematic representation of the AAVnano methodological
approach and the structure of the transgenes incorporated in the rAAV (of
serotype 1 or 8). The illustrated transgenes encode the nanobody-based
constructs depicted in (B) Upon a single i.m. injection of the rAAV, the
nanobody-based biologics are produced in vivo by the transduced muscle
cells under the control of a CBA (rAAV1) or a CASI (rAAV8) promoter (Prom.).

rAAV1 encoding 13A7-IgG1™F hcAb (ie., to inhibit P2X7),
14D5-dimHLE (i.e., to potentiate P2X7), or s+16a-dimHLE (i.e.,
to inhibit ARTC2.2). Blood cells were collected 17-120 days after
rAAV injection, incubated at 37°C in the absence or in the
presence of NAD™ (30 uM) or ATP (30 UM or 150 UM) to assay
ex vivo P2X7-dependent shedding of CD27 and CD62L.
Representative data obtained 30 days after AAVnano injection
are shown in Figure 3. Comparable results were obtained from
the earliest studied time point at day 17 to the last time point of
the study at day 120. The results show that T cells from
untransduced mice displayed P2X7-dependent shedding of
CD27 and CD62L within 15 min after incubation with ATP or
NAD" (Figures 3A, B). This was noticeably more pronounced
on CD4'CD25" Treg that express higher levels of P2X7 as
compared to Tconv and to CD8" T cells (Figure 3B). Injection
of AAVnano coding for 14D5-dimHLE sensitized T cells to
P2X7-dependent shedding, notably also on the T cell subsets that
express the lowest levels of P2X7 (i.e., Tconv and CD8" T cells)
as compared to untransduced control mice. In contrast, mice
injected with the AAVnano coding for 13A7-IgG1"*" hcAb were
almost completely protected from NAD"- and ATP-induced
P2X7 activation, and only Treg cells displayed limited CD27
and CD62L shedding when incubated with the highest dose of
ATP (Figure 3B). T cells from mice injected with the AAVnano
coding for s+16a-dimHLE were protected from NAD"-induced,
but not from ATP-induced shedding of CD27 and CD62L, as
expected from a nanobody construct that inhibits ARTC2.2
activity (Figure 3B). For comparison, we also evaluated the
effects mediated by recombinant nanobody-based biologics
added directly in vitro on cells from untreated animals
(Supplemental Figure 1). We observed in dose-response
experiments that each recombinant construct used at
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FIGURE 2 | Strategies used to manipulate ARTC2.2 or P2X7 functions in vivo or to deplete T cells expressing these proteins. (A) Modulation of ARTC2.2 and P2X7
activity using nanobody-based constructs. Two pathways can lead to the activation of P2X7 at the surface of mouse T cells. The ATP pathway involves direct gating
of P2X7 ion channel by extracellular ATP. The NAD* pathway involves a post-translational modification of P2X7 catalyzed by the ectoenzyme ARTC2.2 resulting in its
covalent ADP-ribosylation. The 14D5-dimHLE construct probably binds to an allosteric site on P2X7 and potentiates gating of the ion channel triggered by either ATP

(but not the ATP pathway). The 18A7—IgG1"SF hcAb construct inhibits P2X7 gating and can be used to inhibit both ATP and NAD* pathways. (B) Other nanobody-
based constructs were designed to favor depletion of their target cells in vivo. For that, nanobodies s-14 and 7E2,
do not modulate their functions, were fused to the hinge and Fc-region of migG2a. The resulting migG2a hcAb could mediate cell depletion through different

mechanisms such as complement-dependent cytotoxicity (CDC), antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) that rely on NK cells, and antibody-dependent cell

macrophage

inhibit activation of P2X7 by the NAD* pathway

that bind respectively to ARTC2.2 and P2X7 but
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FIGURE 3 | AAVhano modulate P2X7-dependent shedding of CD27 and CD62L ex vivo. C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (control) or with rAAV1 encoding
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE, P2X7-blocking 13A7-IgG1-S" hcAb or ARTC2.2-blocking s+16a-dimHLE. Blood samples were collected at different time points ranging
from day 17 to day 120 after rAAV injections. Cells were then incubated for 15 min at 37°C with PBS, 30 uM ATP, 150 uM ATP or 30 uM NAD* to induce P2X7-
dependent shedding of CD27 and CD62L on T cells. Representative results obtained 30 days after rAAV injection are shown. (A) Representative flow cytometry plots
ilustrating shedding of CD27 and CD62L on gated CD4*CD25™ T cells harvested from control mice. Numbers indicate percentages of CD27*CD62L" cells. (B) Mean
percentages of CD27"CD62L" cells among gated CD4*CD25", CD4*CD25 and CD8* T cells after incubation with PBS (grey), 30 uM NAD™ (red), 30 UM ATP (cyan) or
150 uM ATP (blue). Staining was performed using fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to APC-Cy7), CD4 (FITC), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE),

saturating doses in vitro induced a comparable effect that the one
observed ex vivo on cells collected from AAVnano transduced
mice. These data hence suggest that i.m. injection of AAVnano
induce in vivo production of each encoded construct in sufficient
quantity to substantially inhibit or potentiate the functional
activity of their target, at a level that appears to be similar to
the one obtained in vitro with saturating doses of each given
recombinant nanobody construct.

Evaluation of Tissue Resident T Cells

In Vivo Following Administration of rAAV
Coding for Biologics

To determine whether our methodological approach could be
used to reach ARTC2.2 and P2X7 on tissue resident T cells, we
next sought to detect the presence of the biologics on resident
liver T cells 120 days after rAAV injection. For that, we focused
at the end of the experiment (i.e., upon sacrifice of animals) on

liver tissue-resident memory T cells (Try) and for comparison
on liver vascular T cells as well. Liver Try co-express higher
levels of ARTC2.2 and P2X7 than conventional T cells (18)
(Figure 4). In order to discriminate tissue resident from vascular
lymphocytes, we intravenously injected a fluorochrome-
conjugated CD45-specific mAb 3 min before sacrifice. In this
short period of time, the injected antibody stains vascular, but
not tissue resident lymphocytes (34). In order to detect the
rAAV-encoded s+16a-dimHLE or 14D5-dimHLE, we used a
monoclonal antibody (mAb77) that specifically recognizes the
Alb8 nanobody, and for detection of 13A7-IgG1"F, we used a
mouse IgGl-specific secondary antibody. We further stained
cells with a CD4-specific mAb and an oGal/Cer-loaded CD1d
tetramer to distinguish NKT cells from other CD4" T cells. NKT
cells are also known to co-express high levels of ARTC2.2 and
P2X7 and to be highly sensitive to NAD" induced cell death
(NICD) (18). Cells were counterstained with a fluorochrome-
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FIGURE 4 | Nanobody-based biologics produced in vivo following rAAV injection reach ARTC2.2 and P2X7 expressed at high levels by Try located in the liver
parenchyma. C57BL/6 mice were injected i.m. with rAAV1 encoding P2X7-blocking 13A7-IgG1-S" hcAb, P2X7-potentiating 14D5-dimHLE, or ARTC2.2-blocking
s+16a-dimHLE, or with PBS (untransduced). 120 days after rAAV injection mice received an intravenous injection of fluorochrome-conjugated CD45-specific mAb
(CD45iv) 3 min before sacrifice. Untransduced mice additionally received 50 pg of recombinant s+16a-dim construct 30 min before organ collection to prevent NICD
and cell loss ex vivo during cell preparation, as described earlier (15, 18). Cells extracted from the liver were then counterstained with mAbs directed against CD45,
CD4, and CD89 (i.e., a marker of tissue resident lymphocytes) and with a CD1d-tetramer (CD1dtet) loaded with aGal/Cer (specifically labels the invariant T cell
receptor of NKT cells). (A) Representative flow cytometry plots illustrating liver CD4* T cells and CD4*CD1dtet* NKT cells (panels 1-4), and the gating of
parenchymal (CD451/*%) and vascular (CD45iv"™") CD4*CD1dltet” lymphocytes (panel 5). (B, C) Representative flow cytometry plots illustrating the detection of the
nanobody-based constructs on the cell surface of tissue resident CD45iv°" (B) and vascular CD45i"9" (C) CD4*CD1dtet” T cells. To detect cell surface bound
dimHLE constructs, cells were stained with Alb8-specific mAb77 (mouse IgG1) followed by an migG1-specific secondary mAb. To detect cell surface bound 13A7-
I9G1-SF, cells were stained directly with the secondary migG1-specific mAb. Positive (pos) control staining was performed with liver cells from untransduced mice
using the P2X7-specific 13A7-dimHLE, mAb77, and the migG1-specific secondary mAb. Negative (neg) control staining was performed with the secondary detection
reagents alone. Numbers indicate the percentages of cells in the respective quadrants or gates (A, panel 5). Staining was performed using fluorochrome conjugated
antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5 for the one injected i.v. and to AF700 for the one added in vitro), CD4 (APC), CD69 (FITC), mouse IgG1

(Bv421) and CD1dtet (coupled to PE).

conjugated mAb against CD69, a marker that is highly expressed
by many tissue resident T cells but by only few if any vascular T
cells (35, 36). Untransduced mice were used as control and were
given recombinant s+16a-dim 30 min before sacrifice to prevent
NICD and cell loss during preparation as described before (15,
18). The results confirmed the higher level of ARTC2.2-specific s
+16a-dimHLE bound at the surface of CD69" Tgy; as compared
to tissue resident CD69~ CD4" T cells and to vascular CD4" T
cells (Figures 4B, C, panels 3). Also, higher expression of P2X7

was detected at the surface of CD69" Tgy; compared to other
CD4" subsets (Figures 4B, C panels 4). In mice injected with
rAAV1 encoding the ARTC2.2-specific s+16a-dimHLE, we
observed high proportions of NKT cells and CD69" Tgy as
expected from an ARTC2.2-blocking biologics that protect from
NICD that occurs during cells preparation (Figures 4A, B,
panels 3). In contrast, liver lymphocytes obtained from mice
injected with rAAV1 encoding the P2X7-potentiating 14D5-
dimHLE show markedly reduced percentages of tetramer-
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stained NKT cells and of CD69" Tgy, (Figures 4A, B, panels 2),
i.e. a cell populations that display high cell surface level of P2X7
(Figure 4B, panel 4). This likely reflects 14D5-dimHLE
enhanced cell death of these subsets due to NAD" released
during liver collection and cell preparation (34). Liver
lymphocytes recovered from mice injected 120 days earlier
with TAAV1 encoding the P2X7-blocking 13A7-IgG1"5F,
contained high proportion of NKT cells (Figure 4A, panel 1)
and of CD69" Tgy; (Figure 4B, panel 1), indicating that binding
of 13A7-IgG1"" rendered these subpopulations resistant to
NICD during cell preparation. However, the low level of
staining with the IgG1-specific secondary antibody (Figure 4B,
panel 1) suggests that this hcAb induced down modulation of cell
surface P2X7, possibly by hcAb-induced endocytosis. This was
not due to low binding of 13A7-IgG1"" at the surface of these
cells as incubation of the cells ex vivo with a saturating dose of
recombinant 13A7-IgG1"" followed by IgG1-specific secondary
antibody did not increased the staining (data not shown).
Similarly, in mice injected with rAAV1 encoding 14D5-
dimHLE or s+16a-dimHLE, incubation of cells ex vivo with a
saturating dose of the corresponding recombinant protein,
followed by the appropriate secondary detection reagent, did
not increased the staining intensity (not shown). This data
indicate that each of these nanobody-based constructs
produced in vivo achieved full occupancy of their respective
target proteins expressed on vascular and tissue resident CD4" T
cells, as expected from their continuous endogenous production
mediated by rAAV1 injection 120 days earlier.

Functional In Vivo Modulation of ARTC2.2
or P2X7 by rAAV Encoded Biologics

We next evaluated the effect of these biological constructs in vivo.
First, we confirmed the absence of cell depletion using these
AAVnano by evaluating the percentages of CD4"CD25" Treg,
CD4'CD25" Tconv, and CD8" T cells, throughout the study
(data not shown). We then injected NAD" i.v. and evaluated in
vivo the modulating effect of the P2X7-specific constructs. As we
previously demonstrated that the injection of 60 mg NAD"
provokes the depletion of 80% of Treg (24), we injected here a
limited dose of 30 mg of NAD" in order to evaluate the
potentiating effect of 14D5-dimHLE. For that, mice were
injected again with each AAVnano, followed 28 days after by
the i.v. injection of 30 mg NAD". Depletion of cell subsets was
evaluated by collection and analyses of splenocytes one day after.
As expected, untransduced mice showed a limited yet significant
depletion of splenic Treg (Figures 5A, B), but not of other T cell
subsets that express lower levels of P2X7. In contrast, mice
injected with the AAVnano encoding 13A7-IgG1"*" hcAb were
protected from NAD'-induced Treg depletion. Remarkably,
mice injected with the vector encoding the P2X7-potentiating
construct 14D5-dimHLE showed significantly enhanced cell
depletion, not only for Treg but also for the less sensitive
Tconv and CD8" T cell subsets, confirming the potentiating
effect observed ex vivo (Figures 3B, 5B). These data provide
evidence that P2X7 activity at the surface of T cell subsets can be
modulated in vivo following a single injection of a rAAV1

encoding blocking or potentiating anti-P2X7 nanobody-
based biologics.

Depletion In Vivo of Cells Expressing
ARTC2.2 or P2X7 Using rAAV Coding for
Nanobody-Based hcAb

Upon binding, conventional antibodies can promote target cell
depletion through their Fc-related effector functions. We aimed
here at evaluating P2X7-specifc and ARTC2.2-specific hcAb that
contain a neutral nanobody (i.e., a nanobody that bind to its
target but does not modulate its function) fused to the mouse
IgG2a Fc-region, for their capacity to promote cell depletion in
vivo. For that, we used again rAAV coding for these constructs
that we termed 7E2-IgG2a hcAb for the one targeting P2X7, and
s-14-I1gG2a hcAb for the one directed against ARTC2.2. First, we
evaluated the binding of each of these constructs to the surface of
mouse T cell subsets. For that, serum from mice injected 63 days
earlier with hcAb-encoding rAAV8 were collected and used as a
source of hcAb. These sera were then incubated with splenocytes
harvested from untreated naive mice and bound hcAb were
detected by a IgG2a-specific secondary antibody (Figure 6A).
Results confirmed higher binding of s-14-IgG2a hcAb on the
surface of the CD8" T cell subsets in agreement with the higher
expression of its ARTC2.2 target on this subset (Figure 1A). 7E2-
IgG2a hcAb was found to bind at lower levels than s-14-IgG2a
hcAD at the surface of each studied T cell subsets, in agreement
with the lower expression of P2X7 as compared to ARTC2.2 on
these cell populations. Yet, 7E2-IgG2a hcAb was found to bind
better on Treg than on Tconv and CD8" T cells (Figure 6A), in
agreement with the higher expression of P2X7 on Treg
(Figure 1A). Titration analyses indicated that around 1 ul of
serum contained saturating amounts of hcAb (Figure 6B). These
results indicate that 7E2-IgG2a and s-14-IgG2a hcAb are
produced in saturating amounts in vivo at least 63 days
following a single i.m. injection of rAAV.

For comparison, and to evaluate the kinetic and relative
abundance of hcAb production in vivo, we also used sera (or
plasma) collected at different time points from another experiment
to stain HEK293-ARTC2.2 or HEK293-P2X7 cell lines expressing
high and stable levels of surface ARTC2.2 or P2X7, obtained by
retroviral transduction of the parental HEK-293 cell line
(Supplemental Figure 2). The data confirm that 7E2-IgG2a
hcAb and s-14-IgG2a hcAb are detectable in the circulation at
the earlier time point studied (i.e., at day 13 post rAAV8 im.
injection), are produced in all animals that were studied at a rather
similar level, and slowly accumulate to reach a maximum
concentration between 45 and 66 days post rAAV8 injection
and remains stable thereafter (Supplemental Figure 2).

We next analyzed the level of target cell depletion overtime
induced by the production of ARTC2.2-specific or P2X7-specific
hcAb in vivo. Results obtained with the P2X7-specific 7E2-1gG2a
hcAb showed a modest depletion of Treg, reaching 18 + 4% at
day 25 post rAAV injection. The proportions of CD4"CD25
Tconv and CD8" T cells were only slightly decreased in mice
producing 7E2-1gG2a hcAb, consistent with lower levels of P2X7
on these subsets (Figures 6A-C). In contrast, in mice producing
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FIGURE 5 | AAVnano modulate in vivo the sensitivity to NAD*-induced cell death. C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (control) or with rAAV1 encoding the
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE construct or the P2X7-blocking 13A7-1gG1 5P heAb construct. 28 days later mice were injected i.v. with PBS or 30 mg NAD™,
Splenocytes were collected one day after and analyzed by flow cytometry to evaluate the levels of P2X7-dependent T cell depletion induced by NAD™ injection.

(A) Representative flow cytometry plots showing the relative percentages of cells in each group. In the upper panels, CD4*, CD8* and CD19" lymphocytes were
concatenated in the same subpopulation and analyzed together to visualize the level of depletion of CD4* and CD8" (CD4/CD19) T cells as compared to NAD*-
insensitive CD19" B cells. In the lower panels, the gated CD4* cells were analyzed for both, expression of Foxp3 and CD25 to evaluate the percentages of Treg
depletion in each group. Numbers indicate the percentage of cells in each indicated gate. (B) Absolute numbers of cells collected from spleen of untransduced
control mice (grey) or from mice injected with rAAV encoding 14D5-dimHLE (red) or for 13A7-1gG1-" hcAb (blue). Each group was injected i.v. either with PBS (-) or
with 30 mg of NAD* (+). Error bars represent the SEM. The statistical analysis was performed using one-way ANOVA (n=3 in each group, *p < 0.05, **p < 0.01).
Staining was performed using fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to BV510), CD4 (APC-Cy7), CD8 (BV605), CD19 (PerCP-Cy5.5), CD25

ARTC2.2-specific s-14-IgG2a hcAb, we found a substantial
depletion of the three T cell subsets analyzed. Depletion was
most pronounced for CD8" that express the highest level of
ARTC2.2. This construct was indeed found to deplete 85 + 3% of
CD8" T cells, 65 + 6% of Tconv, and 66 + 5% of Treg 25 days post
rAAVS injection. The level of depletion was slightly higher at day
82 post rAAVS injection (Figure 6C). For comparison, CD19" B
cells (that do not express P2X7 nor ARTC2.2) and myeloid non-
granulocytic CD11b" cells (that do express very little, if any,
ARTC2.2 and low level of P2X7) were also enumerated in the
blood at the same time point. Data demonstrated the absence of
depletion of these subsets in agreement with their absence of
expression or low expression of ARTC2.2 and/or P2X7
(Supplemental Figure 3). These findings illustrate the long-
term and stable depleting effects of the target T cells elicited by
these IgG2a hcAb upon a single i.m. injection of the
corresponding hcAb-encoding rAAVS.

DISCUSSION

Surface expression of the ectoenzyme ARTC2.2 is restricted to T
cells and is found at higher levels on murine CD8" T cells as
compared to CD4"CD25" Treg or CD4'CD25 Tconv
(Figure 1A) (9). P2X7 is expressed by multiple cells, including
immune cells of the myeloid and lymphoid compartments. On
murine T cells, P2X7 is differentially expressed on T cell subsets,
and was found to be expressed at higher levels on NKT cells,
Treg, Tth, and Try (12, 14-18). The homotrimeric P2X7
receptor is known to form an ATP-gated ion-channel
connected to multiple signaling pathways that regulate cell
phenotype, functions, differentiation and survival (11). For
murine T cells, P2X7 activation can be triggered by two
complementary pathways. As in myeloid and non-immune
cells, the P2X7 receptor can be gated by the presence of
relatively high concentrations of extracellular ATP (i.e., 30 to
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FIGURE 6 | AAVnano encoding nanobody-based IgG2a hcAb mediate depletion of cells expressing high levels of P2X7 or ARTC2.2. C57BL/6 mice were injected
with PBS (untransduced, grey) or with rAAV8 encoding 7E2-IgG2a (blue) or s-14-IgG2a (red) hcAb. (A, B) Sera were collected 63 days post rAAV8 i.m. injection. To
monitor the levels of hcAb in serum, splenocytes from an untreated naive C57BL/6 mouse were incubated with diluted serum, washed and bound hcAb were
detected with an IgG2a-specific secondary antibody. (A) Flow cytometry analyses illustrating the binding of each nanobody-based IgG2a hcAb on the indicated
subset of splenic cells from an untreated mouse when using 10 pl of pooled sera collected from rAAV injected mice. (B) Splenocytes from an untreated mouse were
incubated with serial dilutions of sera to titrate the relative abundance of the two hcAb. For both hcAb, serum volumes between 1-10 pL were enough to saturate the
signal. (C) To evaluate depletion of T cell subsets in vivo, blood samples were collected 25 days and 82 days after i.m. injection of rAAV encoding the indicated
IgG2a hcAb. Cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies and analyzed by flow cytometry. Normalized percentage of CD4*CD25°, CD4*CD25" and
CD8" T cells are shown, as compared to the percentages of cells found in the control group taken as 100%. Staining was performed using fluorochrome conjugated

antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE) and biotinylated antibody to mouse IgGa and streptavidin-APC.
Errors bars represent the SEM and statistical analyses were performed using one-way ANOVA (n=7 in each group, *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001).

300 uM range) that can be released from dying or stressed cells.
In addition, in murine T cells, extracellular NAD"* was found to
trigger activation of the P2X7 receptor at low micromolar
concentrations (12, 24). The mechanism involves the ARTC2.2
catalyzed covalent ADP-ribosylation of P2X7 on R125 in the
vicinity of the ATP-binding site (23). Although much was learnt
during the last years on the multifaceted P2X7 receptor, the
relative contribution of the ATP and NAD" pathways their
activation in vivo, their precise immunoregulatory roles, and
their contribution in pathophysiological conditions, remain to be
better addressed and studied. The AAVnano approach described
here uses rAAV for durable production of nanobody-containing

biologics in vivo. This could be used in future studies to better
delineate ARTC2.2 and/or P2X7 functions in animal models of
acute as well as chronic diseases.

Our results show that a single injection of rAAV1 or rAAVS
encoding P2X7-specific or ARTC2.2-specific nanobody-based
constructs (Figure 1) can inhibit or in contrast potentiate
ATP- or NAD"-induced activation of P2X7 ex vivo on splenic
T cells harvested from these mice. As one hallmark associated
with P2X7 receptor activation, we used a sensitive ex vivo assay
based on metalloprotease-dependent shedding of CD27 and
CD62L from the T cell surface. Our data demonstrate that a
single injection of a rAAV encoding the P2X7-blocking 13A7-
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IgG1"F hcAb protects T cells from NAD'- as well as ATP-
induced CD27 and CD62L shedding (Figure 3B). Similarly,
injection of a rAAV encoding the ARTC2.2-blocking s+16a-
dimHLE completely inhibits NAD"- but not ATP-induced
shedding of CD27 and CD62L (Figure 3B). Remarkably, the
P2X7-potentiating 14D5-dimHLE sensitized T cells to NAD"- as
well as ATP-induced shedding of CD27 and CD62L. This is
noticeable also for Tconvand CD8" T cells that express low levels
of P2X7 and are therefore less sensitive to activation of P2X7
than Treg (Figure 3B).

Analysis of vascular and tissue resident liver T cells from mice
sacrificed 120 days after injection of AAVnano revealed full
occupancy of ARTC2.2 by s+16a-dimHLE on CD4" T cells in the
vasculature and liver parenchyma (Figures 4B, C and data not
shown). Moreover, the high recovery of CD69" Ty indicates
that this cell population is fully protected from NAD-induced
cell death (NICD) during cell preparation in these mice
(Figure 4B). Much lower numbers of NKT cells and CD69"
Tru (i.e., the cell populations with the highest cell surface levels
of P2X7) were recovered from mice injected with the rAAV1
encoding 14D5-dimHLE, consistent with its P2X7-potentiating
activity that might enhance cell death in vivo and/or during cell
preparation. High numbers of liver Try; were recovered from
mice expressing in vivo the P2X7-blocking 13A7-IgG1"" hcAb,
consistent with its protective role on NICD. The low staining of
these cells with the IgG1-specific secondary Ab, possibly reflects
hcAb induced endocytosis of P2X7 by these cells.

We next evaluated directly in vivo the potential of these
endogenously produced constructs to modulate P2X7 receptor
activation. We previously reported that a single i.v. injection of
60 mg NAD" depletes about 80% of CD4"CD25 Foxp3"* Treg
following ARTC2.2-dependent activation of P2X7 (24). We
injected here a lower dose of 30 mg NAD" to better evaluate
the potentiating effect of 14D5-dimHLE. The results indeed
demonstrate that this dose depletes 41 + 18% of the Treg cells
in untransduced control mice, while 68 + 9% Treg cells are
depleted by the same treatment in animals whose muscle cells
had been transduced with rAAV1 coding for 14D5-dimHLE
(Figure 5B). Even the less sensitive Tconv and CD8" T cells,
which were not affected by 30 mg NAD" in untransduced mice,
were significantly depleted in animals expressing 14D5-dimHLE
(although to a lesser degree than Treg). These results are
consistent with the data obtained ex vivo, that 14D5-dimHLE
potentiates P2X7 function also in T cell subsets that display lower
P2X7 surface expression. Taken together, these data demonstrate
that the AAVnano approach described here is a feasible
approach to reproducibly modulate ARTC2.2 or P2X7
functional activities in vivo.

Several small molecules P2X7 blockers have been developed
by pharmaceutical and biotechnology companies in the past
years since P2X7 is a potential target in inflammatory diseases
and in cancer (37-41). Several studies have indeed evidenced that
pharmacological blockade of P2X7 is associated with therapeutic
benefits in pre-clinical animal models of inflammation, pain,
autoimmune and neurodegenerative diseases, and cancer.

Given that many cancer cells express high levels of P2X7
receptors (notably mutated, truncated, or splice variants that
are not able to trigger P2X7-dependent cell death), and that its
tonic activation in the tumor microenvironment is associated
with tumor proliferation and invasiveness, P2X7-blockade was
envisioned as a possible cancer therapy. This was demonstrated
in several animal studies (42, 43). Using our AAVnano approach,
coding for the P2X7-blocking 13A7-IgG1"*" hcAb, we recently
reported a similar finding (44). This suggests that the AAVnano
methodological approach, in addition to knock-out models and
small molecule inhibitors, represents an alternative and
complementary possibility to validate in vivo the importance of
P2X7 target in various animal models.

In addition to P2X7-blockers, some compounds were recently
identified as positive allosteric modulators of P2X7 activation
(45-47). As for the 14D5-dimHLE biologics described here, these
molecules offer the interesting perspective to potentiate P2X7
only in the microenvironment in vivo where NAD" and/or ATP
are present in the extracellular space in sufficient quantities
to trigger P2X7-gating, as for instance in the tumor
microenvironment (48). One such small-molecule positive
allosteric modulator of P2X7, named HEI3090, has recently
shown promising results in mouse models of non-small cell
lung cancer and melanoma (49). Interestingly, the mechanism
involves the stimulation of immune cells (i.e., dendritic cells, NK
cells, and CD4" effector T cells), and production of IL-18. This
finding underscores the notion that P2X7 stimulation may
indeed be beneficial in certain circumstances. Since both,
blocking or potentiating P2X7 seems to be beneficial in some
cancer models, the AAVnano approach described here, allowing
both modalities to be studied using the same approach, might be
used in future studies as a tool to extend our knowledge on the
positive and negative functions of P2X7 in different
disease models.

Another potential application that we explored here is the
development and use of nanobody-based hcAb to promote cell
depletion in vivo. We exploited the natural ability of Fc-region to
bind to FcR on immune cells and to mediate Fc-related effector
functions and/or to induce the activation of the classical
complement pathway. For that, we fused P2X7-specific or
ARTC2.2-specific nanobodies to the hinge and Fc region of
mouse IgG2a to generate nanobody-based hcAb. We then
evaluated the capacity of these biologics to mediate the
depletion of target-expressing cells in vivo following i.m.
injection of rAAV8 that encode these constructs. In line with
the cell surface levels of ARTC2.2 and P2X7 on T cell subsets, our
results revealed that the ARTC2.2-specific s-14-IgG2a hcAb
mediated considerably higher cell depletion than the P2X7-
specific 7E2-IgG2a hcAb (Figure 6C). Also, when considering
each construct individually, the relative level of cell depletion of
each T cell subset was found to correlate with the relative
abundance of the target protein at the cell surface. Thus, the
ARTC2.2-specific s-14-IgG2a hcAb depleted the CD8" subset
more efficiently than the other two subsets (Figures 6A, B).
Similarly, although at lower levels, the P2X7-specific 7E2-IgG2a
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hcAb depleted Treg more efficiently than the other two subsets
(Figures 6A-C). Hence, cell depletion appeared in our models to
depend on the level of the target antigen at the surface of each T
cell subset. Higher target antigen levels might indeed promote
higher FcyR cross-linking on the surface of effector cells, as well
as a higher propensity to bind Clq and to activate the
complement cascade. However, we cannot exclude that other
factors may contribute to the differences observed in the level of
depletion with these two hcAb. Factors such as the location of the
epitope recognized by the nanobody, the lateral mobility of the
target protein at the cell surface (i.e., ARTC2.2 is GPI-anchored
protein while P2X7 is a two-transmembrane domain protein), its
degree of oligomerization (ARTC2.2 is a monomer while P2X7
forms a homotrimeric ion channel), may also influence the level
of cell depletion. Nonetheless, high levels of cell depletion that
reached up to 85% of CD8" cells were reproducibly obtained in
vivo using the rAAV coding the ARTC2.2-specific s-14-IgG2a
hcAb and this level of depletion was remarkably maintained
throughout the study until the latest time point studied
(Figure 6C). We propose that this strategy may be used to
deplete cells that express the highest levels of ARTC2.2 in vivo
and provides a tool for studying the NAD"/ARTC2.2 signaling
pathways. In parallel, increasing the depleting efficiency of P2X7-
specific hcAb may also be of interest for translational preclinical
cancer studies. As mentioned earlier, P2X7 is expressed at the
surface of many cancer cells. Depleting P2X7-specific hcAb may
thus be used directly to eliminate tumor cells and additionally to
deplete Treg (i.e., T cells expressing higher levels of P2X7)
potentially resulting in the induction of two synergistic anti-
tumor mechanisms.

In this proof-of-principle study, we illustrated the potential of
two methodological approaches to study ARTC2.2 and P2X7
function in animal model using rAAV. The aim of AAVnano is
to bypass the need to produce and characterize recombinant
proteins in vitro, to avoid protein injections every 1-2 days, and
to favor a stable concentration and bioavailability. We
demonstrate that a single i.m. injection of a rAAV encoding a
nanobody-based biologic was sufficient to elicit long-term
modulation of ARTC2.2 or P2X7 activity, or depletion of the
cells expressing these proteins at high cell density. We propose
that the AAVnano methodology may be used in future studies
for further evaluating the role of ARTC2.2 and/or P2X7 in
animal models of various diseases where these proteins have
been implicated.

Although this methodological approach have many
advantages, including the possibility to explore in parallel
potential long-term side effects in vivo (i.e, on-target long-term
effects as well as off-target effects), AAVnano have also some
limitations. Considering the potential long-term side effects,
animals remained healthy in our studies during the entire
observation period (until day 120) and we did not observed
any conspicuous signs of disease or side effects. We cannot
however ruled-out that the biologics that were evaluated here
induce other effects that we did not fully explored. The P2X7-
specific hcADb that we evaluated here may for instance deplete or
influence other cells than the studied T cells as for instance

myeloid cells or microglial cells known to also express P2X7.
Even if we did not notice any significant depletion of CD11b*
myeloid cells in blood during our analyses (Supplemental
Figure 3), more detailed investigations will be required in
future studies to evaluate this possibility, notably in tissue-
resident cells as well as in diseased animal models. Apart from
unanticipated side effects, one obvious limitation of our
AAVnano approach is the difficulty to evaluate the candidate
nanobody-based biologics in therapeutic schemes. Indeed, AAV-
based transgenic expression in vivo usually require 10 to 14 days
before the biologics can be significantly produced and detected in
the circulation. This period can however be reduced to 2 to 4
days using a “self-complementary” (sc) transgene instead of the
“single-stranded” (ss) transgene packaged in classical rAAV
vectors. Production and use of scAAV may represent therefore
an interesting alternative to the ssSAAV used in this study when
rapid production of the biologics is required (as in therapeutic
protocols or for treating tumors). Hence, AAVnano represents at
least a method of choice in chronic situations and as a first in vivo
approach to evaluate efficacy and absence of long-term side
effects before evaluation of the corresponding selected
recombinant biologics in therapeutic and translational models.

Interestingly, the rAAV encoding P2X7-specific constructs
described here represent to our knowledge the first tools that can
be used in vivo to either inhibit or potentiate the P2X7 receptor
durably, offering the possibility of evaluating the role of P2X7 in
various pathophysiological animal models. This methodical
approach may be particularly promising for the reevaluation of
the role of P2X7 in cancer as well as in inflammatory and
neurodegenerative diseases where conflicting results have been
obtained so far using knock-out models and/or repetitive
administration of small-molecule inhibitors.
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Figure S1. Recombinant nanobody constructs modulate P2X7-dependent shedding of

CD27 and CD62L in vitro

(A) Splenocytes for untransduced mice were collected and incubated for 60 min a 4°C
without recombinant nanobodies (control) or with decreasing concentrations of the indicated
recombinant 13A7-1gG1-%F, 14D5-dimHLE or s+16a-dimHLE nanobody-constructs. Cells
were then incubated for 15 min at 37°C after addition of PBS (grey), 30 uM NAD (red), 30
UM ATP (cyan) or 150 uM ATP (blue). Dose-responses curves indicate the percentages of
CD27°CD62L" cells among the gated CD4°CD25 T cells. (B) Splenocytes (left) or pooled
blood samples (right) from untransduced C57BL/6 mice were collected and incubated for 60
min at 4°C with or without the indicated recombinant nanobody-construct 13A7- 1gG1-F,
14D5-dimHLE or s+16a-dimHLE added at a saturating concentration of 20 pg/ml. Cells were
then incubated for 15 min at 37°C after addition of PBS (grey), 30 uM NAD" (red), 30 pM
ATP (cyan) or 150 uM ATP (blue). Bar graphs represent mean percentages of CD27°CD62L"
cells among the gated CD4'CD25 T cells and errors bars represent SEM, (n=1 for

splenocytes and n=3 for blood samples).
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Figure S2: Kinetic and relative abundance in the circulation of the nanobody constructs

produced in vivo following a single injection of the corresponding AAVnano

(A) HEK-293 cells were transduced by a retroviral vector to express ARTC2.2 (HEK293-
ARTC2.2) or P2X7 (HEK293-P2X7), these cells were further used here to analyze the
relative abundance of 7E2-1gG2a hcAb or s-14-1gG2a hcAb in the sera or plasma of
transduced mice overtime. (B) C57BL/6 mice were injected with PBS or with rAAVS8
encoding 7E2-1gG2a or s-14-1gG2a hcAb. Plasma or sera were collected on days 13, 21, 45,



66 and 82 post rAAVS8 i.m. injection. To monitor the Kinetic and to estimate the relative
abundance of hcAb production in the circulation, HEK293-ARTC2.2 cells (for detection of s-
14-1gG2a hcAb, in red) or HEK293-P2X7 cells (for detection of 7E2-19gG2a, in blue) were
incubated with 0.3 pL of serum collected from each individual mouse or with the
corresponding quantity of plasma. In addition, cells were also incubated with higher quantities
of pooled sera (or corresponding quantity of plasma) to estimate the level of saturation at each
time point of the kinetic. For that, sera (or equivalent quantities of plasma) collected from
individual mouse at each time point were pooled, and 2.4 pL (doted pattern), or 4.8 pL
(hatched pattern) were used to stain the cells. After washing, bound hcAbs were detected
using a biotinylated IgG2a-specific secondary antibody followed with streptavidin-PE. Closed
circles correspond to the mean fluorescence intensity (MFI) staining obtained from the sera
(or equivalent quantities of plasma) of each individual mouse (n=5). Bar graphs and errors
bars represent respectively the mean and SEM values at each analyzed time points. For
negative control, sera (or corresponding quantity of plasma) collected from untransduced
mice were pooled and used. Resulting background levels were estimated to correspond to a
MFI of 243 £ 8 for detection of s-14-1gG2a hcAb (left histograms) and to a MFI of 168 + 23
for detection of 7E2-19G2a hcAb (blue histograms).
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Figure S3: Blood CD19" B cells and myeloid non-granulocytic CD11b" cells are

unaffected by nanobody-based 1gG2a hcAb constructs

(A) Flow cytometry analyses illustrating the level of expression of P2X7 and ARTC2.2 on

the surface of blood CD19" B cells and on non-granulocytic CD11b" cells of untreated mice.

Cells were gated on CD45'CD4°CD8" cells, and dead cells and granulocytes were excluded

based on the scatters. Flow cytometry histograms represent staining of P2X7 (red) or

ARTC2.2 (blue) or negative controls (black line) corresponding to isotype control (for

ARTC2.2 staining), or to secondary antibody alone (for P2X7 staining). Numbers correspond

to the percentage of cells in each indicated gate. Staining was performed using fluorochrome

El 7E2-lgG2a hcAb
Hl s-14-lgG2a hcAb



conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to BV510), CD11b (FITC), CD19 (PerCP-
Cy5.5), or ARTC2.2 (AF647). Staining for P2X7 was performed using polyclonal rabbit
antibody K1G followed by a polyclonal secondary anti-rabbit 1gG coupled to APC. (B)
C57BL/6 mice were injected with PBS (untransduced, grey) or with rAAV8 encoding 7E2-
gG2a (blue) or s-14-1gG2a (red) hcAb. On day 82, blood samples were collected and stained
using fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to BV510), CD11b
(FITC), CD19 (PerCP-Cy5.5). Representative flow cytometry dot plots were gated on
CD45"CD4°CD8" cells, and dead cells and granulocytes were excluded based on the scatters.
Numbers correspond to the percentage of cells in each indicated quadrant. Histogram graphs
represent the absolute numbers of CD11b'CD19" B cells (CD19") and the absolute numbers
of myeloid non-granulocytic CD11b"CD19 cells (CD11b") in each indicated group of mice.
Errors bars represent the SEM, n=5.



B. Manuscrit: « Nanobody-based biologics induce specific and efficient in

vivo depletion of cells expression P2X7 and/or ARTC2.2. »

Contexte de I’étude

Les anticorps déplétant sont largement utilisés dans le traitement du cancer et des
maladies auto-immunes pour leur capacité a engager les mécanismes effecteurs (ADCC, ADCP
et CDC) apreés fixation. Dans ce manuscrit, nous relatons 1’évaluation in vivo d’anticorps a
chaine lourde (HcAbs) basés sur la fusion de nanobodies a un fragment Fc de sous-classe 1gG2a
ou 1gG2c, comme format alternatif aux anticorps déplétant conventionnels. Nous avons utilisé
un modéle d’étude basé sur P2X7 et ARTC2.2, qui sont exprimés sur différentes sous-

populations de lymphocytes T et pour lequel nous disposions de plusieurs clones de nanobodies.

Principaux résultats

- Une injection unique intramuscusculaire de rAAV codant pour les constructions HCAbs
permet d’induire une déplétion stable a long terme des lymphocytes T cibles.

- La construction anti-ARTC2.2 déplete efficacement les lymphocytes T CD8+
exprimant ARTC2.2 a un niveau éleve.

- La construction anti-P2X7 déplete 40-50% des lymphocytes T régulateurs exprimant
P2X7 a un niveau éleve.

- Ladéplétion cellulaire est corrélée a la densité antigénique dans chaque sous-population
de lymphocytes T, méme si d'autres facteurs semblent moduler I'efficacité de la
déplétion cellulaire, dont le clone de nanobody et les facteurs génétiques.

- Une déplétion sélective pour les cellules exprimant des niveaux élevés des deux cibles

peut étre obtenue avec la construction bispécifique en réduisant les doses.
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Abstract:

Depleting antibodies are used to treat malignancies and autoimmune diseases by engaging
antibody-dependent cell cytotoxicity and phagocytosis, and activation of the complement
pathway. Here, we developed and evaluated nanobody-based heavy chain antibodies (HCAbs)
by fusing nanobodies to the Fc-region of IgG, as an alternative and versatile format of depleting
biologics. For rapid in vivo screening of the designed constructs, we developed a method based
on recombinant AAV vectors (rAAV) encoding either the mono- or the bi-specific biologics.
As a model, we used here nanobody-based biologics targeting the ARTC2.2 or P2X7 targets,
expressed on different murine T cell subsets, and for which several nanobody clones have been
previously generated and characterized. A single injection of rAAV elicited stable cell depletion
of the cell subsets expressing the targets. Overall, cell depletion mediated by mono-specific
HcAbs correlated with antigen density but other factors likely accounted for the level of cell
depletion. The bispecific HCAb induced lower level of depletion of the cells expressing both
ARTC2.2 and P2X7, with no obvious increase in selectivity towards the cells expressing the
highest levels of the targeted molecules. However, lowering the doses of the bispecific biologics
resulted in slightly enhanced selectivity for the cells expressing both targets. This may suggests
that high affinity of each individual nanobody for their cognate target may limit selectivity of
the bispecific biologic by enhancing dispersion to multiple cell subsets. Taken together, this
study demonstrates the efficacy and versatility of nanobody-based biologics to induce cell

depletion and provides insights on the factors governing cell depletion in vivo.



INTRODUCTION

During the last decades, monoclonal antibodies have become essential therapeutic tools
and among them, depleting antibodies (e.g., anti-CD20 rituximab, anti-CD52 alemtuzumab and
anti-CD38 daratumumab) are widely used to treat malignancies and auto-immune diseases,
given their ability to engage effector mechanisms upon binding to Fc gamma receptors (FcyR),
to promote antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC), antibody-dependent phagocytosis
(ADCP), and to activate the classical complement pathway promoting complement-dependent
cell cytotoxicity (CDC) (1-3). Despite the therapeutic importance of antibodies, still little is
known about the different factors that influence cell depletion, and their value to predict cell
depletion in vivo. However some common factors have been reported to contribute to cell
depletion. For instance, high antigen density at the cell surface have been suggested to favour
CDC and ADCC (4-6). However, antibody targeting the same antigen often display variable
efficacy to induce cell depletion, highlighting the contribution of other factors. For instance, as
discovered in the context of the development of therapeutics anti-CD20 monoclonal antibodies,
depending on the recognized epitope monoclonal antibodies can either engage effectors
functions and trigger cell depletion or can trigger direct cell apoptosis through homotypic
adhesion and contribute to limited target cells elimination independently of antibody effector
functions (7,8). Not only its density at the cell surface, but also antigen size influence efficacy
of CDC and ADCC. Reportedly binding to short antigens, or to epitopes located nearby the
plasma membrane, favour CDC and ADCC whereas ADCP require a certain distance between
the antigen and the plasma membrane (9). Also, CDC had been associated with the clustering
of target proteins in cholesterol-enriched lipid rafts (10) suggesting that lipid composition as
well as posttranslational protein modification (e.g., glycosylphosphatidylinositol anchors, or
protein lipidation by palmitoylation or myristoylation for instance) may influence depletion

efficiency. However, cell depletion by conventional antibodies can be sometimes hindered by



several poorly characterized factors, including antigen internalisation leading to so-called

antigenic modulation (11).

In the early 1990s, non-conventional immunoglobulin G (IgG) antibodies were
serendipitously discovered in the sera of camelids. In addition to conventional antibodies,
camelids naturally produce heavy chain antibodies (HcAbs) that are devoid of light chains and
Ch1 regions but exhibit similar specificity and affinity than conventional antibodies (12,13).
The antigen binding single-chain variable fragments of HcAbs, termed VuH or nanobodies, are
linked directly to the hinge and Fc-regions of 1gG heavy chains. The general structure of
nanobodies is similar to that of V4 domains of conventional antibodies, forming a classical
immunoglobulin fold, except that some hydrophobic residues found at the interface between
VH and Vi are replaced by residues bearing smaller and/or hydrophilic side chains, contributing
to the better solubility and stability of nanobodies (14-16). The CDR3 of nanobodies is usually
longer than in conventional antibodies and can form a prominent loop, providing nanobodies
with the ability to form convex paratopes and thus interact with protein cavities that are
otherwise difficult to target with conventional antibodies (17). Such cavities generally
correspond to the functional regions of proteins (e.g., the active site of enzymes, the ligand-

binding site or allosteric sites), positioning nanobodies as potential modulating biologics (18).

Another interesting feature offered by single-chain nanobodies, is the possibility to be
readily reformatted and/or combined (19). A bivalent molecule with a higher avidity for the
antigen could be obtained by fusing two identical nanobodies connected by a peptide linker
(e.g. a flexible glycine-serine linker) (20). Nanobodies could also be fused to the Fc-region of
conventional antibody to reproduce naturally occurring HcAbs in camelids, resulting in a
bivalent format with better in vivo half-life. Depending on the isotype of the Fc-region, this type
of biologic can promote engagement of effector functions with the aim to develop depleting

HcAbs as an alternative format to conventional depleting antibodies (21). Bispecific or
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biparatopic biologics can also be easily obtained by fusion of two monomers targeting two

different antigens or paratopes (22-25).

In our previous studies, modulating nanobody-based biologics targeting ARTC2.2 and
P2X7 have been characterized and evaluated (18,26-28). ARTC2.2 is a 35 kDa GPI-anchored
monomeric ectoenzyme predominantly expressed on the surface of murine T cells (29,30). In
presence of extracellular NAD", ARTC2.2 catalyzes the ADP-ribosylation of several cell
surface proteins, including P2X7, a 195 kDa protein that assemble in a homotrimeric purinergic
receptor. Activation of P2X7 on T cells, by extracellular ATP or by ARTC2.2-mediated ADP-
ribosylation, triggers formation of a nonselective cation channel resulting in membrane
depolarization, calcium influx, metalloproteases activation, phosphatidylserine exposure, and
ultimately to cell death (31-35). We previously demonstrated that biologics based on the
modulating nanobodies s+16a or 13A7 respectively inhibits ARTC2.2 and P2X7(1,28,36). In
contrast, biologics based on nanobody 14D5 potentiate activation of P2X7 by its ligands,

behaving as an allosteric modulator (1,28,36).

In the present study, we aimed to develop and evaluate nanobody-based biologics
depleting cells expressing ARTC2.2 and/or P2X7. For that, we made used of other available
nanobody clones that bind to P2X7 (nanobody clones 7E2, 8G11, 1C81) or that bind to
ARTC2.2 (clone s-14) (26,28). Nanobody 7E2 and 8G11 binds mouse P2X7 and display little
if any effect on P2X7 functional activity. Nanobodies 1C81 and 13A7 are potent blocker of

P2X7 activation by both extracellular ATP and NAD* (28,37).

We generated mono- and bi-specific HcAbs targeting ARTC2.2 and/or P2X7 by fusing
these nanobodies to murine 1gG2a or IgG2c¢ Fc-regions and evaluated their capacity to deplete
cells in vivo. For rapid and comparative evaluation of their cell depleting efficiency in vivo, we
generated rAAV vectors coding for each of these available nanobody-based biologics to

promote they direct in vivo production. Using this screening method, we demonstrated that a
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single intramuscular injection of rAAV8 coding for these biologics was sufficient to elicit long-
term and stable cell depletion of their target T cell subsets, albeit at different levels. Nanobody-
based biologic derived from s-14, targeting ARTC2.2, very efficiently depletes up to 90% of
CDB8+ T cells which express high levels of ARTC2.2 at the cell surface. In contrast, nanobody-
based biologic targeting P2X7 deplete at most up to 40-50% of the Tregs subset, expressing the
highest target level at the cell surface. Hence, in line with other studies, cell depletion correlated
with the antigen density in each T cell subset, even if other factors appear to modulate cell
depletion efficacy including nanobody clone and genetic factors. The bi-specific biologics did
not show specificity for cell expressing the highest levels of both targets, but selectivity could
be increased by reducing the doses. Overall, the present study paves the way for the
development of mono-specific as well as bi-specific nanobody-based biologic harbouring the
Fc-region of classical IgG depleting antibodies. Moreover, the tools developed in the present
study could of interest in the study of the biological roles of ARTC2.2 and P2X7, as well as in

the study of T cells subsets.



MATERIAL AND METHODS

Mice

C57BL/6 and BALB/c wild-type mice obtained from Janvier Labs were housed in a
specific pathogen-free facility. Female mice aged of 8 weeks, at the beginning of the
experiments, were used. All animal experiments were approved by the local institutional

committee.

Reagents and antibodies

Red blood cell (RBC) lysis and intracellular staining permeabilization wash buffer were
purchased from Sony Biotechnology. Fluorochrome-conjugated streptavidin and antibodies to
CD45 (clone 30-F11), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), CD25 (PC-61), CD19 (1D3/CD19), FoxP3
(MF-14), and purified CD16/CD32 (TruStain FcX) were obtained from Biolegend or Sony
Biotechnology. Biotinylated polyclonal antibody specific to mouse IgGa was obtained from
Jackson ImmunoResearch and monoclonal antibody to ARTC2.2 (Nikal02) from Novus
Biologicals. P2X7-specific polyclonal rabbit antibodies K1G (33) was used to stain P2X7 at
the surface of T cells, followed by a secondary donkey anti-rabbit 1gG from Jackson
ImmunoResearch. Purified anti-CD47 monoclonal antibody (MIAP410), and relative mouse

IgG1k isotype control (MOPC-21), were obtained from Bioxcell.

Generation and design of nanobody-based mono- and bi-specific constructs

Amino acid sequences of HcAb constructs are depicted in Supplemental Table 1.
Monospecific HCAbs were constructed by fusing anti-P2X7 (7E2, 8G11, 1C81, 14D5 and
13A7) (28) or anti-ARTC2.2 (s-14) (26) to the hinge region of mouse subclass 1gG2a using a
5-GS linker (GGGGS). For the design of bispecific HcAbs, C-terminal part of anti-ARTC2.2
nanobody s-14 was linked to N-terminal part of anti-P2X7 nanobody 7E2 using a 35-GS linker

(GGGGS)7. Using an additional 5-GS linker, C-terminal part of 7E2 was fused to the Fc-region
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of mouse subclass 1gG2a, or IgG2c. As a negative control, 7E2 was fused to a mutated 1gG2a
Fc-region bearing the effector-attenuating mutations L234A, L235A, and P329G

(IgG2a-ALAPS) (38).

Production of recombinant nanobody-based HcAbs biologics

HEK293-EBNA1-6E cells (HEK-6E) were obtained from National Research Council
Canada (CNRC). Cells were cultured according to supplier’s recommendations in serum-free
F17 medium (ThermoFisher Scientific) supplemented with Kolliphor P188 (Sigma) and L-
Glutamine (ThermoFisher Scientific). Transient transfection was performed using
polyethylenimine hydrochloride (PEI MAX) obtained from Polysciences. Six days after,

culture supernatant was collected and HcAbs were purified on HiTrap Protein G HP columns

(Cytiva).
Production of rAAVS8 vector and muscle transduction

All constructs were cloned in a pFB plasmid under the control of a CASI promoter,
combining the CMV enhancer, the chicken B-actin promoter and the ubiquitin enhancer region
flanked by splice donor/acceptor sites (39). Production, purification and titration of rAAV
serotype 8 (rAAVS8) were performed by Virovek (Hayward, California, USA) using the
baculovirus expression system in SF9 insect cells (40). For muscle transduction, mice were
anesthetised, hing legs were shaved, and 100 pL diluted rAAV8 were injected into 4
gastrocnemius muscle sites to reach a total dose of 1.10! viral genomes (vg) per mouse, except

when otherwise indicated for experiments evaluating different doses of rAAVS.
Generation of HEK-293 cell lines expressing P2X7 and/or ARTC2.2

HEK-293 cells cultured in DMEM 5% FCS were transduced using a retrovirus encoding

mutated variants of P2X7 (R294A) or ARTC2.2 (E209Q) displaying no biological activities



(29,41). Transduced HEK-293 cells were sorted using antibodies to P2X7 (1F11) and ARTC2.2
(Nika 102) using a BD FACSAriall (Becton Dickinson). To obtain HEK-293 cells expressing
both P2X7 and ARTC2.2, previously sorted HEK-P2X7 cells were transduced with the
retrovirus encoding ARTC2.2 (E209Q) followed by an additional cell sorting (Supplemental

S1)

Flow cytometry analyses

For evaluation of P2X7 and ARTC2.2 expression on T cell subsets, splenocytes were
collected and single-cell suspensions were prepared and washed using standard procedures.
Cells were stained using fluorochrome-conjugated anti-ARTC2.2 monoclonal antibody
(Nika102, from Novus Biologicals), and/or using anti-P2X7 polyclonal rabbit antibodies K1G
(33) counterstained with fluorochrome-conjugated donkey anti-rabbit 1gG, or with related

isotype controls.

For binding assays of nanobody-based HcAbs on HEK-293 cell lines, cells were
incubated with serial dilutions of recombinant HcAbs, washed and stained with antibody
against mouse IgG2a. For the evaluation of the binding of HcAbs on T cell subsets, splenocytes
were collected, washed, resuspended in FACS buffer and stained with antibody against mouse
lgG2a. Cells were washed and stained with fluorochrome-conjugated antibodies directed

against the indicated cell surface markers.

For the evaluation of cell depletion, blood samples were collected on D-PBS containing
2.5mM EDTA. Absolute numbers were obtained by weighting collection tubes before and after
blood sampling followed by cell counting using ADAM-MC automated cell counter
(NanoEntek). Cell were then stained with the indicated surface markers and analysed by flow
cytometry to evalute the percentages of each indicated cell subsets. Results were expressed as

percent of cells normalised to the control groups, set as 100%.



Statistical analyses

All data are shown as mean values and errors bars represent standard error of the mean
(SEM). Statistical comparisons between experimental groups were performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple comparisons post hoc tests. Differences
were considered statistically significant when p values were less than 0.05 (*), 0.01 (**), or
0.001 (***). All graphs and calculations were performed using the Prism software (Graphpad,

La Jolla, CA).
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RESULTS

Cell depletion mediated by different anti-P2X7 nanobody-based HcAbs depend on nanobody

clones

We designed 5 different nanobody-based HcAbs biologics targeting P2X7, based on 5
different nanobodies named 7E2, 8G11, 1C81, 13A7 and 14D5 (Figure 1A). For their
evaluation directly in vivo, we turned to a methodological approach that we have previously
developed termed AAVnano (1,36,42). This method is based on the single injection of an rAAV
vector coding for the designed nanobody-based biologics, with the aim to elicit its stable
production directly in vivo for several weeks (1,36,42). rAAV8 vectors encoding for the five
different anti-P2X7 HcAb biologics were produced and injected following the intramuscular
(i.m.) route, at a dose of 10! vg/mouse, in different group of mice (Figure 1). Cell depletion
induced by anti-P2X7 HcAbs, were evaluated in two different genetic background, in C57BL/6
strain (Figure 1B) and in BALB/c strain (Figure 1C). Blood samples were collected at different
time points post-rAAVS injection, and the data showed remarkably a stable level of cell
depletion overtime for each individual evaluated biologics from day 21 to day 120, suggesting
a rather stable level of the biologics in vivo in line with our previous observations (data not
shown, and (1,36,42)). The data are illustrated here using blood samples obtained 4-5 weeks
post rAAVS injections (Figure 1B,C). Some of the evaluated anti-P2X7 HcAbs were able to
partially deplete P2X7-expressing CD8" T cells, conventional CD4"CD25 T cells (Tconvs),
and/or CD4"CD25" regulatory T cells (Tregs), albeit to a variable extent (Figure 1B,C). In both
mouse strains, the constructs 7E2-1gG2a and 8G11-1gG2a appear to represent the most potent
biologics to deplete Tregs, while the construct 13A7-1gG2a display little if any effect (Figure

1B,C, right panels). Focusing on 7E2-1gG2a, one of the most potent biologic constructs on both

mouse strain, data highlighted differences in the levels of cell depletion observed in the two

different genetic background. Indeed, the Tregs were reduced to 71% (i.e.; equivalent to a 29
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% depletion) in the C57BL/6 strain, while around 48% of the Treg cells were depleted by the

same construct in the BALB/c strain (Figure 1B,C, right panels). Also, when comparing the

depletion induced by 7E2-1gG2a in the different T cell subsets, only a slight 7-8% reduction of
CD8" T cells and Tconvs was observed in the C57BL/6 strain, while 28% of the CD8% cells
and 44% Tconvs were depleted in the BALB/c strain. The differences on the levels of CD8* T
cells and Tconvs depletion between the two strains can be partially attributed to the expression
of P2X7 at the cell surface in these different cell subsets (Figure 2B,E). However, as P2X7 is
expressed at a similar level on Tregs of both mouse strains, the data suggest that other genetic
factors contribute to depletion efficiency. Indeed, cell depletion appears to be overall more
pronounced in BALB/c than in C57BL/6 mice (Figure 1 B,C). Altogether, these data suggest
that cell depletion mediated by anti-P2X7 HcAbs depends on the nanobody clone included in

the constructs and on the animal genetic background.

T cell depletion mediated by anti-P2X7 HcAb 7E2-1gGa biologic correlates with antigen

density at the cell surface of each T cell subset

As HcAbs based on 7E2 appears as one of the most potent constructs to deplete P2X7-
expressing cells in C57BL/6 and BALB/c mice, we further evaluate this construct in vitro and
in vivo. First, we aimed to evaluate the binding capacity of 7E2-IgG2a HcAb, on a cellular
model in vitro. For that we generated HEK-293 cells transduced to stably express P2X7 at a
stable level (HEK-P2X7), and incubated serial dilutions of recombinant 7E2-1gG2a to evaluate
the its binding to P2X7 expressing cell by flow cytometry. Data confirm that 7E2-1gG2a bound
specifically to HEK-P2X7, and not on the untransduced parental HEK-293 cells (data not
shown). The binding curve, showed that half-maximum effective concentration (ECso) is
obtained around 22 nM, while saturation is obtained at 30-40 nM, as expected for a high affinity
nanobody clone (Figure 2A). In the next steps, we thought to establish the binding curves to the

T cells subsets, using the serum of the animal producing in vivo the HcAb 7E2-1gG2a upon
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injection of the corresponding rAAV8 vector, with the aim to better compare cells depletion to
binding levels. Before that, we first evaluated expression of P2X7 on the different T cells
subsets, using a previously validated K1G polyclonal antibody and confirmed in line with our
previous results (33) that in C57BL/6 mice, P2X7 is mainly expressed on Tregs (MFI: 27,379)
and to a lesser extent on Tconvs (MFI: 13,194) and CD8" T cells (MFI: 5,178) (Figure 2B). We
then collected and pooled serum from mice injected 9 weeks earlier with rAAV encoding 7E2-
IgG2a, and incubated splenocytes from an untreated C57BL/6 mouse with different dilution of
these serums. Evaluation of the presence and binding of 7E2-IgG2a to the T cell surface was
then performed using flow cytometry. Results indicated that the in vivo produced 7E2-1gG2a
was present in the collected serums at high level, as 1 pL of serum was enough to achieve
saturation of the binding at the surface of each T cell subsets (Figure 2C). Expectedly, binding
levels correlated with the level of expression of P2X7 on each T cell subsets. Indeed, higher
binding of 7E2-19gG2a at the cell surface was observed on Tregs, expressing the highest cell
surface level of P2X7, whereas binding on Tconvs and CD8" T cells was weaker but detectable
compared to the control staining (Figure 2C). Of notes, the levels of binding of the in vivo
produced 7E2-1gG2a biologic at the surface of each T cells subsets, correlates with the level of
cell depletion observed in the previous experiments suggesting that antigen density and binding

level constitute important factors to achieve cell depletion in vivo (Figure 1B compared to

Figure 2B,C).

We next evaluated again cell depletion induced by injection of the rAAV8 coding for
7TE2-1gG2a HcAb, comparing this time an early (3-4 weeks) and a late time point (13-14 weeks)
post rAAYV injections. In line with the previous results (Figure 1B), 18 days after the single
injection of the corresponding rAAV, the in vivo produced 7E2-1gG2a induced a modest
decrease of Tregs (28 + 7% depletion) and only a slight decrease of CD8* T cells (13 + 5%)

and of Tconvs (16 + 3%) (Figure 2D). Interestingly, cell depletion was maintained overtime as
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the data obtained at day 92 post of rAAV injection are comparable to those obtained at the
earlier time points. Indeed, at day 92, Tregs remained the most affected subset (27 + 3% cell
depletion), while CD8" T cells and Tconvs remained less affected (14 + 3%, and 13 + 3% cell

depletion, respectively) (Figure 2D).

As observed in C57BL/6 mice, P2X7 in BALB/c mice was also expressed at the highest
level on the Tregs subsets (MFI: 27202, Figure 2E). However, compared to C57BL/6 mice,
P2X7 in BALB/c mice was found at relatively higher levels on Tconvs (MFI: 18394) and CD8*
T cells (MFI: 10136). The hierarchical differences between the subsets remained however
conserved in BALB/c mice, with CD8" T cells expressing the lowest level of P2X7, Tconvs
showing intermediate level, and Tregs displaying the highest P2X7 expression. As before, we
evaluated again cell depletion induced 7E2-1gG2a HcAb in vivo at an early (3-4 weeks) and a
late time point (13-14 weeks) post rAAV injections. At day 27 post rAAV8 injection, the level
of CD8" T cells decreased to reach 77% of the level observed in the control group (23%z 18%
depletion). In line with the P2X7 expression levels, an even more pronounced decrease was
observed for Tconvs (46 + 15% depletion) and for Tregs (52%z 12% depletion) (Figure 2F).
Results obtained at the latest time point, at day 97 post rAAV8 injection, confirmed the results
and show again a comparable pattern of depletion that correlated well with P2X7 expression on
the different T cell subsets and demonstrated again long-term and stable level of cell depletion
in our model system. Of notes, when comparing depletion of Tregs in the two mouse strains,
Tregs appears to be more affected in BALB/c (around 50% depletion) that in C57BL/6 (around
27% depletion) while the levels of P2X7 expression at the surface of the Tregs appears rather
similar in both strains (Figure 2B, E). Taken together, these data demonstrate that a single i.m.
injection of rAAV8 vector coding for 7E2-1gG2a induces long-term and stable cell depletion

of T cell that correlates with the target antigen density at the surface of each T cell subsets.
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However, the level of Tregs cell depletion conspicuously differs in the two mouse strains

suggesting that other genetic factor may influence cell depletion in addition to antigen density.

Anti-ARTC2.2 s-14-1g2a HcAb very efficiently depletes CD8" T cells

We next aimed to evaluate a nanobody-based biologic directed against another cell
surface protein target, namely ARTC2.2 a 35 kDa GPIl-anchored protein expressed at higher
level than P2X7 on T cells and notably on CD8" T cells. For that we designed an anti-ARTC2.2
HcAb based on nanobody s-14 fused to the hinge region of mouse 1gG2a by a short 5 amino
acid linker and termed this construct s-14-1gG2a (Figure 3A). Again, we first assayed binding
of the recombinantly produced s-14-1gG2a HcAb on a cell model in vitro. For that, HEK-293
cells were retrovirally transduced to express ARTC2.2 (HEK-ARTC2.2) at relatively high level

at the cell surface (Supplemental S1). Dose-response binding curve indicate that around 100

nM s-14-1gG2a was necessary to obtain a saturating level of binding of the biologic at the cell
surface, while half-maximum saturation (ECso) was obtained at around 33 nM (Figure 3B).
Evaluation of the expression of ARTC2.2 at the surface of C57BL/6 T cell subsets, using a
commercial monoclonal antibody, confirmed that ARTC2.2 is expressed at higher level on

CD8" T cells (MFI:26092), and to relatively lower level on Tregs (MF1:21918) and Tconvs

(MF1:18372) (Figure 3C).

Next, as for the previous target model, a rAAV8 vector coding for s-14-19G2a was
produced and injected i.m. to C57BL/6 mice. To confirm the biologic is produced in vivo, we
collected serum from transduced animal 9 weeks post rAAV8 injections and assayed for the
presence s-14-1gG2a in theses serums. For that, serums were incubated at different dilutions
with splenocytes from a naive mice and binding of s-14-19gG2a to the surface of T cell surface
was evaluated by flow cytometry. Results confirmed presence and binding of the biologic to
the different T cells subsets, and absence of binding to other immune cells confirming

specificity and expression of the ARTC2.2 target solely on T cells (Figure 3D, and data not
15



shown). Data again suggested production of s-14-1gG2a at relatively high level in vivo, as 2-3
ML of serum was enough to achieve saturation of the binding at the surface of the T cell subsets.
As expected from ARTC2.2 expression levels (Figure 3C), higher maximum binding of s-14-
IgG2a was detected on CD8" T cells, followed by Tregs and lastly by Tconvs, confirming a
direct relationship between ARTC2.2 density at the cell surface and maximum binding (Figure
3C,D). Hence, this data confirmed that s-14-1gG2a HcAb can be produced directly in vivo upon
a single i.m. injection of the corresponding rAAV8 and can bind to its ARTC2.2 target at the

surface of the T cell subsets at a level that depends on its density.

To evaluate the level of cell depletion induced by s-14-1gG2a HcAb in vivo, we injected
rAAV8 vectors encoding this construct in C57BL/6 mice (Figure 3E), and in BALB/c mice
(Figure 3F), and evaluated the percentages and total numbers of each T cell subset at an early
(3-4 weeks) and a late time point (13-14 weeks) post rAAV injections. In C57BL/6 mice, in
vivo produced s-14-1gG2a induced a profound and stable depletion of CD8" T cells expressing
the highest levels of ARTC2.2 (86% = 1% at day 18, and 85 + 3% at day 92). The depletion of
Tconvs (70% + 3% at day 18, and 65 + 3% at day 92) and Tregs were also significant (62% +
4% at day 18, and 67% + 5% at day 92). In BALB/c mice, ARTC2.2 is mainly expressed on
CD8" T cells and poorly on Tconvs and Tregs (Figure 3F). Accordingly, Tconvs and Tregs
were not affected by the in vivo produced s-14-1gG2a, and only the CD8" T cell subset was
partially depleted (28 + 6% depletion observed at day 27 and 97) (Figure 3G). The lower level
of depletion of CD8" cells in BALB/c, as compared to C57BL/6, is in line with the lower and
relatively more heterogenous expression of ARTC2.2 on the surface of these cells (Figure
3C,F). These data thus confirmed efficient and specific depletion of ARTC2.2 expressing target

cells, at levels that depend relatively well on density of the target antigen at their cell surface.

Evaluation in vivo of a bispecific nanobody-based HcAb targeting ARTC2.2 and P2X7
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In the next step, we thought to make use of the modularity and versatility offered by the
single-chain structure of nanobodies to develop a bispecific HCAb with the aim to more
selectively deplete cells expressing high levels of two protein targets, mainly Tregs from
C57BL/6 mice in our ARTC2.2/P2X7 model. For that, we designed the bispecific biologic
termed s-14-7E2-1gG2a using anti-ARTC2.2 nanobody s-14 linked to anti-P2X7 nanobody 7E2
using a 35-amino acid flexible linker, and fused as before the construct to the Fc-region of
IgG2a and (Figure 4A). We first aimed to evaluate the binding profiles of s-14-7E2-1gG2a
HcADb on cells expressing only P2X7, only ARTC2.2, or both targets. For that we used again
HEK-P2X7, HEK-ARTC2.2, or HEK-P2X7-ARTC2.2 (corresponding to HEK-293 cells

transduced to express both targets, Supplemental S2). Cells were incubated in vitro with serial

dilutions of recombinantly produced s-14-7E2-1gG2a or with the corresponding monospecific
biologics for comparison and stained with a secondary antibody specific to 1gG2a subclass to
detect the bound molecules at the cell surface (Figure 4B). At saturating concentrations, on cells
expressing only on target protein (i.e., HEK-ARTC2.2 or HEK-P2X7), the maximum numbers
of bound bispecific s-14-7E2-1gG2a appears similar to that obtained with the monospecific
counterparts, indicating that the bispecific construct can still bind to each target when expressed
independently. However, as compared to the monospecific biologics, 2- to 3-fold higher
concentrations were needed for the bispecific construct to reach maximum or half-maximum
signals, possibly suggesting partial steric hindrance between the two fused nanobodies and/or
partial loss of avidity (Figure 4B, first two panels). When analysing the binding profiles on cells
expressing both targets (i.e. HEK-P2X7-ARTC2.2), the maximum numbers of bound bispecific
construct was slightly lower than observed with the monospecific s-14-19G2a (targeting
ARTC2.2 expressed at higher level than P2X7 in our cellular model). Similar results were
observed when the sera of mice injected with rAAV vectors were incubated with naive

splenocytes (Supplemental S2). As compared the monospecific biologics, 2- to 3-fold higher
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concentrations were needed for the bispecific construct to reach maximum or half-maximum
signals. This was rather unexpected as each bispecific biologics is tetravalent, which should
have increased avidity as compared to the bivalent monospecific biologics. This again
suggested possibly steric hindrance and/or partial loss of affinity/avidity of the bispecific
construct as compared to the monospecific counterparts. Yet, the data still demonstrate that the
bispecific construct is able to bind to either one target, or possibly both, at the surface of the

cells.

We next evaluated cell depletion in vivo induced following injection of rAAV8 coding
for the bispecific s-14-7E2-1gG2a construct. For that, groups of C57BL/6 and BALB/c mice
were injected with the rAAV8 coding for either the bispecific construct, for only one of the
corresponding monospecific biologics, or for both monospecific biologics for comparisons
(Figure 4C,D). In line with the binding profile of s-14-7E2-1gG2 on transfected HEK cell
models, the bispecific construct induced equivalent or fewer depletion the monospecific
counterparts, but not higher levels of cell depletion. Also, the bispecific did not show increased
cell depletion efficiency as compared to conditions where both monospecific biologics are
produced in vivo. This was somehow expected given that simultaneous incubation with both
monospecific recombinant biologics on HEK-ARTC2.2-P2X7 resulted in a better binding
profile and to a higher maximum signal as compared to the bispecific construct, reflecting

cumulative binding on both targets at saturating concentrations (Supplemental S3). Also, the

bispecific construct did not show a better selectivity profile for T cell subsets expressing higher
levels of both target protein, and notably Tregs in the C57BL/6 background, as compared to the
monospecific constructs taken independently or together (Figure 4C). Taken together, these
data suggest that bispecific construct s-14-7E2-1gG2a binds less efficiently to cells expressing

P2X7, ARTC2.2, or both, resulting in a lower level of cell depletion in vivo as compared to the
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monospecific counterparts. Moreover, depletion was not more selective for cells expressing

high levels of both ARTC2.2 and P2X7.
Enhanced cell depletion selectivity induced by the bispecific HCAb at lower concentrations

We finally explored strategies either to increase the level of cell depletion or to enhance
selectivity of the bispecific s-14-7E2-1gG2a HcAb. Two allotypes of 1gG2 exist in congenic
mouse strains, differing notably in their hinge region. 1gG2a is expressed in BALB/c mice
whereas C57BL/6 mice express 1gG2c (43). We evaluated in the next steps the influence of
these allotypes in the level of cell depletion. For that, we designed an additional construct where
we substituted the 1gG2a Fc-region by the IgG2c Fc-region (s-14-7E2-1gG2c). We also
included a “silent” variant of s-14-7E2-1gG2a as a control, bearing L234A, L235 and P327G
mutations (LALA-PG) to attenuate effector functions (38). We then generated the
corresponding rAAV8 coding for these additional constructs that were evaluated upon a single
i.m. injections in C57BL/6 mice (Figure 5A). Evaluation of cell depletion in the different groups
showed that s-14-7E2-1gG2c slightly improved Tregs depletion (evaluated to 57 + 5%)
compared to s-14-7E2-1gG2a (evaluated to 42 + 6%), leading to a 1.35-fold increased depletion.
As expected, the “silent-Fc” bearing s-14-7E2-1gG2a-*“""¢ taken as an additional control, did
not induced cell depletion. These results indicate that substituting the Fc-region to an IgG2c

slightly improves cell depletion of Tregs, but did not significantly ameliorate selectivity.

Next, we evaluated the effect in vivo of anti-CD47 antibody on cell depletion in our
model. Indeed, the interaction of CD47, a ubiquitous cell surface protein, with signal regulatory
a (SIRPa), on the surface of phagocytes provides an inhibitory “don’t eat me” signal that
prevents ADCP. Hence, blocking SIRPa-CDA47 axis has been reported to enhance cell depletion
in some models (44). We thus evaluated the effects of the i.p. injection of anti-CD47
monoclonal antibody (or irrelevant control monoclonal antibody) on the depletion elicited upon

injection of rAAV8 coding for the bispecific construct s-14-7E2-1gG2a (Figure 5B). One day
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after injection of the anti-CD47 monoclonal antibody, blood samples were collected, and cell
depletion was evaluated. The results did not show any significant improvement of cell depletion
in these conditions, suggesting that SIRPa-CD47 axis is not a major limiting factor in our

model.

Next, we posited that a lower concentration of bispecific HcAbs would result in a
preferential binding to cells expressing high levels of both ARTC2.2 and P2X7 targets, and
would thus enhance selectivity for Tregs. In an exploratory experiment, we evaluated the dose-
response relationship, using decreasing doses of rAAV8 coding for s-14-7E2-1gG2a.
Interestingly, the data demonstrate an almost linear correlation between CD8" cell depletion
and the injected rAAV8 doses, ranging from around 70% cell depletion at the highest rAAV8
dose of 10! vg/mouse to a gradual complete loss of the depleting effect at the lowest dose of

3.125x10° vg (Supplemental S4, left panel). Of notes, CD8" cells in C57BL/6 mice express

high levels of ARTC2.2 but very low levels of P2X7, suggesting that ARTC2.2 is the major
target of the bispecific HCADs in this cell subset. In contrast, Tregs express both targets at their

cell surface (Figures 2B, 3C). Remarkably, the results demonstrate that the dose-response

relationship on this cell subset does not follow a linear gradual profile, and that depletion effect
was relatively well maintained even at the lowest rAAVS dose of 3.125x10° vg (Supplemental

S4, right panel). Hence, even if a partial loss of efficacy in the level of Tregs depletion is

noticeable at the lowest doses (32 % cell depletion as compared 46% at the highest dose), the

selectivity for Tregs is greatly increased in these conditions (Supplemental S4). Based on these

resulted, we conducted a second experiments where we compared the highest dose of 10! vg
to the two lowest doses 6.25x10° vg or 3.125x10° vg (Figure 5C). Remarkably, the data
confirmed that the lowest doses allowed a selective depletion of Tregs (33 + 5%, and 27 £ 6%
depletion) without inducing any substantial depletion of CD8" T cells nor Tconvs. However,

the enhanced selectivity was accompanied by a moderate 1.8-fold attenuation of depletion
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efficacy, as compared to the highest dose of 10 vg that induces depletion of 47 + 6% of the
Tregs subsets (Figure 5C). Hence, these data demonstrate that selectivity of the bispecific
construct towards target cells that express both protein targets can be achieved by lowering the

bioavailability of the bispecific HCAD, albeit at the expense of cell depletion efficiency.

21



DISCUSSION

We demonstrated the ability of rAAV-encoded HcAbs to durably induce T cell depletion
in a model based on P2X7 and ARTC2.2 as model antigens. Nanobody moieties were fused to
a Fc-region of mouse IgG2a for its capacity to engage effector mechanisms in fully competent
wild-type mice. In this model, it is unlikely that CDC plays a pivotal role in cell depletion since
congenic mouse strains display only few activity of complement compared to humans (45).
IgG2a isotype interacts with FcyRs through the lower hinge and the upper CH2 regions. In
mice, ADCC is mainly mediated by the FcyRIIl on NK cells and ADCP is triggered by the
engagement of FcyRIV on granulocytes, monocytes, and macrophages. ADCP seems to be the

prominent effector mechanism in mouse models (46).

Recombinant AAV vectors are commonly used in gene therapy and represent an
efficient and safe approach to transfer genes and to achieve long-term in situ systemic
production of a transgenic protein (47,48). In our experiments, a single intramuscular injection
of rAAV (1.10* viral genomes) was sufficient to elicit effective stable cell depletion since the
intensity of cell depletion was achieved on day 18 and was maintained for almost 100 days.
Avoiding the need for repeated injections of the corresponding recombinant protein, this
approach facilitates in vivo mouse experiments and may also represent a less invasive
alternative to conventional antibody therapy schemes for patients in a translational perspective.
This may also provide more favorable pharmacokinetics by maintaining a stable saturating
concentration of the construct in vivo and avoiding peak/decline cycles achieved after repeated

injections of the recombinant proteins.

This study was performed using P2X7 and/or ARTC2.2 specific HcAbs as model
antigens. We hypothesised ARTC2.2 and P2X7 to be suitable model antigens to explore factors

influencing cell depletion mediated by nanobody-based HcAbs. Their expression pattern is
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variable among murine T cell subtypes and differ between wild-type C57BI/6 and BALB/c
mice, and the structures of ARTC2.2 and P2X7 on the cell surface are totally different.
ARTC2.2 is a 35 kDa GPl-anchored monomeric protein whereas P2X7 is a 195 kDa
homotrimeric protein containing three transmembrane domains. In addition, we benefited from
the availability of different nanobodies targeting P2X7 to explore the effect of the epitope.
P2X7 receptor form an ATP-gated ion-channel involved in multiple signaling pathways that
regulate cell phenotype, differentiation and survival (35). P2X7 can be gated in the presence of
high concentrations of extracellular ATP that can be released from dying or stressed cells. In
addition, in murine T cells, P2X7 activation can be triggered by relatively low concentrations
of extracellular NAD™ (33). The mechanism involves the ADP-ribosyltransferase ARTC2.2
catalyzed ADP-ribosylation of P2X7 on R125 localized in the vicinity of the ATP-binding site
(26). Anti-P2X7 nanobodies isolated from phage-display libraries constructed from immunized
Ilamas were clustered in 18 families according to immunization strategy and length of their
CDR3 (28). Depending on their family, anti-P2X7 nanobodies mediate different biological
effects that can be relied to a different epitope bound on P2X7. Nanobodies 8G11, 1C81 and
13A7 block activation of P2X7 by both extracellular ATP and NAD* indicating that their
paratopes overlap both with the ATP-binding site as well as with the site of ADP-ribosylation.
In contrast 14D5 potentiates activation of P2X7 and 7E2 displays no modulating properties
proving their paratopes not to recognize the same epitope on P2X7. Five anti-P2X7 nanobodies
were included in our depleting HcAb constructs. We observed that the intensity of cell depletion
depended on the clone. The difference of the epitope they recognized may account for this
difference, at least in part. Such a dependence of the epitope for the biological effect was
illustrated in the model of anti-CD20 antibodies. Type | and type Il anti-CD20 monoclonal

antibodies differ by the epitope they bind, resulting in a different orientation of the Fc-regions.
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In the case of type | antibodies, this orientation favours the engagement of effector mechanisms

through improved interactions of the Fc-regions with C1q complex and activating FcyRs (7,8).

Overall, anti-P2X7 7E2-1gG2a as well as anti-s-14-1gG2a mediated cell depletion
correlated with the level of expression of the target. This is quite intuitive since higher levels
of HcAbs bound on the cell surface leads to enhanced clustering of Fc favouring the interactions
with FcyRs at the surface of NK cells and phagocytes, as well as with Clq (4,6,49).
Nevertheless, whereas P2X7 is expressed at similar levels on the surface of Tregs from
C57BL/6 and BALB/c mice, cell depletion was more pronounced in BALB/c mice. We cannot
exclude that effector mechanisms differ in both mouse strains. To our knowledge, such
differences are not yet reported in the literature and thus remain to be evaluated. Another
explanation may be attributable to the internalisation of P2X7 upon binding of HcAbs, similar
to the antigenic modulation occurring with type I anti-CD20 monoclonal antibodies (11).
Internalisation of P2X7 in C57BL/6 Tregs may result in its decrease at the surface of cells and
consequently fewer cell depletion by HcAbs. The P2X7 receptors of BALB/c and C57BI/6 mice
differ in a single amino-acid at position 451 in the cytoplasmic tail (50) and one may suppose

that this difference may account in antigenic modulation process.

Most therapeutic monoclonal antibodies are complete monospecific 1IgG molecules
which consists of two heavy chains and two light chains. Alternatively, extensive research
focused on developing bispecific and multispecific antibodies to target multiples antigens or
epitopes present on a cell. Bispecific constructs are obtained by quadroma technology or Fc
heterodimerization through introduction of point mutations favouring the association of Fc
heterodimers (51-54). We benefited of the single-chain structure of nanobodies to engineer
bispecific HcADbs. This approach allows to circumvent major bottlenecks faced with quadroma
technology and Fc heterodimerization, notably mispairing of heavy chains and mispairing of
heavy and light chains in the heterodimers (55). Bispecific HcAbs consisting of two identical
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heavy chains may be produced more efficiently than conventional bispecific antibodies in cell
lines as well as in vivo in the context of rAAV vectorization. Interestingly after a single injection
rAAV, bispecific HcAbs are produced in similar amounts than monospecific HcAbs despite
their difference in size, as reflected by the binding assays on naive splenocytes from the serum
sampled from treated mice. Results indicated that bispecific s-14-7E2-1gG2a HcAb was less
effective in inducing cell depletion than monospecific s-14-1gG2a in C57BL/6 mice and 7E2-
lgG2a in BALB/C mice. At saturating concentrations, conventional antibodies tend to bind
target cells with only one Fab, which would likely be similar for HcAbs. However, the higher
avidity provided by the four paratopes of the bispecific s-14-7E2-1gG2a probably results in a
binding with the two arms of the molecule in the context of saturating amounts. This may lead
to a decreased exposure of Fc-regions on the cell surface and thus a lower depletion of cells
expressing both ARTC2.2 and P2X7 in vivo. The high avidity may also contribute to the
absence of selectivity of the bispecific construct to deplete cells expressing high levels of
ARTC2.2 and P2X7, e.g. Tregs in C57BL/6 mice. In binding assays, EC50 was higher than
monospecific counterparts on both HEK models and naive splenocytes, which could suggest a
steric hindrance provided by one monomer relative to the other, i.e. the binding of one monomer
hinders the binding of the other, despite the long 35 amino-acid linker separating both
monomers in the bispecific construct. In line with this hypothesis, co-injection of rAAV
encoding 7E2-1gG2a and s-14-1gG2a did not result in enhanced cell depletion of T cell subtypes
despite a majored binding on HEK cells expressing both P2X7 and ARTC2.2. This discrepancy
between the binding on HEK models and the intensity of cell depletion in vivo may be linked
to the localization of the targets. On T cells, P2X7 and ARTC2.2 were found to colocalize in
lipid rafts (56). It is conceivable that translocation in lipid rafts would be less prominent in HEK

cells transduced to express high levels of P2X7 and ARTC2.2.
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Finally, we explored strategies to optimize cell depletion mediated by bispecific HCAb
including switching the Fc-region, co-injection of anti-CD47 monoclonal antibody and
injection of decreased doses or rAAV. We observed a trend to a majored cell depletion induced
by HcAbs fused to 1gG2c, although no statistically significant as compared to HcAbs fused to
lgG2a. 19gG2a and IgG2c allotypes, expressed respectively in BALB/c and in C57BL/6 mice,
differ mainly in the sequence and length of the hinge region separating Fabs and Fc-regions of
the 1gG molecule (43). Such differences may account in the engagement of effector mechanisms
since the hinge region of 1gG is involved in the interaction with FcyRs and Clq (57,58). CD47
is a transmembrane protein expressed on various cell types, including T cells (59). The
interaction of CD47 and its ligand SIRPa. present on phagocytes provide a “don’t eat me signal”
(44). Blockade of CD47-SIRPa through daily injections of anti-CD47 monoclonal antibody
inhibited tumor growth in a mouse model of breast cancer (60). In our experiments, anti-CD47
monoclonal antibody injected 68 days after the injection of rAAV encoding bispecific HCAb
failed to significantly enhance cell depletion. One can assume that a single injection of anti-
CD47 monoclonal antibody may be less effective in boosting cell depletion than daily
injections. Finally, we observed that injection of reduced doses of rAAV enhanced selectivity
for cells expressing high levels of both P2X7 and ARTC2.2, namely Tregs of C57BL/6 mice.
Depletion of Tregs is of interest in the field of oncology since it has been demonstrated to
promote antitumor response and inhibit tumour growth (27,61). The four paratopes may provide
bispecific s-14-7E2-1gGa with high avidity leading to the dispersion of the bispecific construct,
i.e. binding to cells expressing ARTC2.2 and/or P2X7 with a lack of specificity for cells
expressing both targets. Lesser amounts of bispecific HcAbs may then favour the binding on
cells expressing both targets. However, the enhanced selectivity was accompanied by a decrease
in the intensity of cell depletion, consistent with fewer Fc-regions exposed on the surface of

targets cells. Combining the injection of reduced doses of rAAV and strategies to boost cell
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depletion, including daily injections of anti-CD47 monoclonal antibody and/or fusing HcAbs
to an 1gG2c Fc-region could promote substantial depletion of Tregs by bispecific HCADb

preferentially to other T cell subsets.
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Supplemental Table 1 : Amino-acid sequences of nhanobody-based biologics.

Nanbody-based construct

Amino acid sequence

QvVQLOQQSGGGLVQAGGSLTLSCRVSGTHFPIRPLAWYRQAPGKERELVASISAGHVTNYNVAVEGRFIISRDNYKDTVYLKMNNVKPEDTAVYLCNLGPATMSTDFRPTDFWGQGTQVTVSSAA GGGGSE

s-14-1gG2a PRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHOQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQV
YVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPERTYSMGWFRQAPGKEREFVAGSGWDGIPTRYADSVKGRFTISRDNAKNTVSLOMSGLKPEDTAIYYCATGTSVYHYQYWGQGTQVTVSSAAGGGGSEPRGPTIKP

TE2-1gG2a CPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHOQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEE

EMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

s-14-7E2-19G2a

QVQLQQSGGGLVQAGGSLTLSCRVSGTHFPIRPLAWYRQAPGKERELVASISAGHVTNYNVAVEGRFIISRDNYKDTVYLKMNNVKPEDTAVYLCNLGPATMSTDFRPTDFWGQGTQVTVSSAA GGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVOAGGSLRLSCAAPERTYSMGWFRQAPGKEREFVAGSGWDGIPTRYADSVKGRFTISRDNAKNTVSLOMSGLKPEDTAIYYCATGTS
VYHYQYWGQGTQVTVSSAAGGGGSEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKC
KVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

s-14-7E2-1gG2c

QVQLQQSGGGLVQAGGSLTLSCRVSGTHFPIRPLAWYRQAPGKERELVASISAGHVTNYNVAVEGRFIISRDNYKDTVYLKMNNVKPEDTAVYLCNLGPATMSTDFRPTDFWGQGTQVTVSSAAGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLYQAGGSLRLSCAAPERTYSMGWFRQAPGKEREFVAGSGWDGIPTRYADSVKGRFTISRDNAKNTVSLOMSGLKPEDTAIYYCATGTS
VYHYQYWGQGTQVTVSSAAGGGGSEPRVPITQNPCPPLKECPPCAAPDLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPMVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVDVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWM
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Figure 1: Cell depletion mediated by anti-P2X7 HcAbs depends on the clone.

(A) Schematic representation of the anti-P2X7 nanobody-based HcAbs tested in these
experiments. Each colour referred to a different anti-P2X7 clone that was fused to the hinge
of 1gG2a Fc region using a 5-amino acid linker (GGGGS, pale blue). C57BL/6 (B) or
BALB/c (C) mice were injected i.m. with PBS (untransduced, grey) or with rAAV encoding
the indicated anti-P2X7 HcAb. Blood samples were collected 34 days (B) or 47 days (C) after
injection of rAAV and cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies to be
analysed by flow cytometry. Normalized percentages of CD8 + T cells (red), Tconvs (green)
and Tregs (blue) are expressed relative to the number of cells in the control group taken as

100%. Staining was performed using fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45



(coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8 (PE-Cy7) and CD25 (PE). Errors bars
represent the SEM and statistical analyses were performed using one-way ANOVA (n=5 in

each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure 2: Anti-P2X7 7E2-1gG2a is able to bind P2X7 and to mediate cell depletion of cells

expressing P2X7.

(A) HEK cells transduced to express P2X7 (HEK-P2X7) were incubated with serial dilution
of recombinant 7E2-1gG2a that was counterstained with biotinylated antibody to mouse
IgG2a and streptavidin APC. (B) P2X7 expression on CD8" T cells (red), CD4"CD25
(Tconvs, green) and CD4"CD25" (Tregs, blue) from C57BL/6 mice compared to isotype
control (grey). (C) Splenocytes from an untreated mouse were incubated with serial dilutions
of serum collected on day 63 post-injection from C57BL/6 mice injected with rAAV8
encoding 7E2-1gG2a or with PBS (negative control). After washing, bound 7E2-1gG2a was

detected using IgG2a-specific secondary antibody. (D) C57BL/6 mice were injected i.m. with



PBS (untransduced, grey) or rAAV encoding 7E2-1gG2a. Blood samples were collected 18
days and 92 days after injection and cells were stained with fluorochrome-conjugated
antibodies to be analysed by flow cytometry. (E) P2X7 expression on CD8" T cells (red),
CD4*CD25" (Tconvs, green) and CD4"CD25" (Tregs, blue) from BALB/c mice compared to
isotype control (grey) (F) To evaluate cell depletion, BALB/c mice were injected i.m. with
PBS (untransduced, grey) or rAAV encoding 7E2-1gG2a. Blood samples were collected 27
days (middle panel) and 97 days (right panel) after injection and cells were stained with
fluorochrome-conjugated antibodies to be analysed by flow cytometry. (D)(F) Normalized
percentages of CD8 + T cells (red), Tconvs (green) and Tregs (blue) are expressed relative to
the number of cells in the control group taken as 100%. Staining was performed using
fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-
Cy7), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE), biotinylated antibody to mouse 1gGa and streptavidin-APC
(A,C) or polyclonal K1G and secondary donkey anti-rabbit monoclonal antibody coupled to
APC (B,E). Errors bars represent the SEM and statistical analyses were performed using one-

way ANOVA (n=5 in each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure 3: Anti-ARTC2.2 S14-1gG2a is able to bind ARTC2.2 and to mediate cell depletion of

cells expressing ARTC2.2.




(A) Schematic representation of S14-19G2a. (B) HEK cells transduced to express ARTC2.2
(HEK-ARTC2.2) were incubated with serial dilutions of recombinant S14-IgG2a that was
counterstained with biotinylated antibody to mouse 1gG2a and streptavidin APC. (C)
ARTC2.2 expression on CD8* T cells (red), CD4"CD25  (Tconvs, green) and CD4*CD25*
(Tregs, blue) from C57BL/6 mice compared to isotype control (grey). (D) Splenocytes from
an untreated mouse were incubated with serial dilutions of serum collected on day 63 post-
injection from C57BL/6 mice injected with rAAV8 encoding S14-1gG2a or PBS (negative
control). After washing, bound S14-lgG2a was detected using lgG2a-specific secondary
antibody. (E) C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (untransduced, grey) or rAAV
encoding S14-1gG2a. Blood samples were collected 18 days (middle panel) and 82 days (right
panel) after injection and cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies to be
analysed by flow cytometry. (F) ARTC2.2 expression on CD8" T cells (red), CD4*CD25
(Tconvs, green) and CD4"CD25" (Tregs, blue) from BALB/c mice compared to isotype
control (grey). (G) BALB/c mice were injected i.m. with PBS (untransduced, grey) or rAAV
encoding S14-1gG2a. Blood samples were collected 27 days (middle panel) and 97 days (right
panel) after injection and cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies to be
analysed by flow cytometry. (E)(G) Normalized percentages of CD8 + T cells (red), Tconvs
(green) and Tregs (blue) are expressed relative to the number of cells in the control group
taken as 100%. Staining was performed using fluorochrome conjugated antibodies specific to
CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE), ARTC.2.2
(APC) (C,F) or biotinylated antibody to mouse IgGa and streptavidin-APC (B,D). Errors bars
represent the SEM and statistical analyses were performed using one-way ANOVA (n=5 in

each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure 4: Evaluation of cell depletion induced by bispecific anti-ARTC2.2 and anti-P2X7 s14-

7E2-19G2a

(A) Schematic representation of s14-7E2-1gG2a. The C-terminal part of anti-ARTC2.2
nanobody S-14 was fused to the N-terminal part of anti-P2X7 nanobody through a 35-amino

acid linker (GGGGS)7 and the C-terminal part of 7E2 was linked to to the hinge of a mouse



lgG2a Fc region with a 5-amino acid GGGGS linker. (B) HEK cells transduced to express
ARTC2.2 (HEK-ARTC2.2), P2X7 (HEK-P2X7) or both (HEK-P2X7-ARTC2.2) were
incubated with serial dilutions of recombinant S14-7E2-1gG2a that was counterstained with
biotinylated antibody to mouse 1gG2a and streptavidin APC. (C) C57BL/6 mice were injected
i.m. with PBS (untransduced, pale grey) or rAAV encoding 7E2-1gG2a (green), s14-1gG2a
(red), bispecific s-14-7E2-1gG2a (blue) or both 7E2-1gG2a and s-14-1gG2a (dark grey). Blood
samples were collected 82 days after injection and cells were stained with fluorochrome-
conjugated antibodies for flow cytometry analysis. (D) BALB/c mice were injected i.m. with
PBS (untransduced, pale grey) or rAAV encoding 7E2-1gG2a (green), sl4-1gG2a (red),
bispecific s-14-7E2-1gG2a (blue) or both 7E2-lgG2a and s-14-1gG2a (dark grey). Blood
samples were collected 35 days after injection and cells were stained with fluorochrome-
conjugated antibodies for flow cytometry analysis. (C)(D) Normalized percentages of CD8 +
T cells (red), Tconvs (green) and Tregs (blue) are expressed relative to the number of cells in
the control group taken as 100%. Staining was performed using fluorochrome conjugated
antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8 (PE-Cy7),
CD25 (PE) and biotinylated antibody to mouse IgGa and streptavidin-APC. Errors bars
represent the SEM and statistical analyses were performed using one-way ANOVA (n=5 in

each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure 5: Strategies explored either to enhance cell depletion mediated by bispecific s14-7E2-

lgG2a or to enhance the selectivity of the construct.

(A) C57BL/6 mice were injected i.m. with PBS (untransduced, pale grey) or rAAV encoding
either s-14-7E2-1gG2a (blue), a variant fused to murine 19G2c Fc part, or a variant fused to a
murine 1gG2a bearing L234A, L235 and P327G mutations (LALA-PG) to abolish effector

functions. Blood samples were collected 82 days after injection and cells were stained with



fluorochrome-conjugated antibodies for flow cytometry analysis. (B) PBS (untransduced) or
rAAV vectors encoding s-14-7E2-1gG2a were injected to C57BL/6 mice. After 68 days, 200
pg of anti-CD47 or irrelevant antibodies were injected i.p. The next day, blood was collected
and cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies for flow cytometry analysis.
(C) C57BL/6 mice were injected either with full dose (1.10" vg) or with 6.25x10° vg or
3.125x10° vg of rAAV. Cell depletion was evaluated on blood collected from mice 21 days
after the injection of rAAVs. (A)(B)(C) Normalized percentage of CD8 + T cells (red),
Tconvss (green) and Tregs (blue) are shown, as compared to the percentages of cells found in
the control group taken as 100%. Staining was performed using fluorochrome conjugated
antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8 (PE-Cy7),
CD25 (PE) and biotinylated antibody to mouse IgGa and streptavidin-APC. Errors bars
represent the SEM and statistical analyses were performed using one-way ANOVA (n=5 in

each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Supplemental S1: HEK-293 cell models

HEK-293 cells were transduced by a retroviral vector to express P2X7 (HEK-P2X7),
ARTC2.2 (HEK-ARTC2.2) or both (HEK-P2X7-ARTC2.2). Staining was performed with

antibodies to P2X7 (1F11) coupled to PE and ARTC2.2 (Nikal02) coupled to APC.
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Supplemental S2: Binding of in vivo produced HcAb constructs on splenocytes

C57BL/6 mice were injected with PBS (negative control, grey) or with rAAV encoding 7E2-
IgG2a (green), s-14-1gG2a (red) or bispecific s-14-7E2-1gG2a (blue). Sera were collected 63
days after the injection of rAAV. Splenocytes from an untreated C56BL/6 mouse were
incubated with serial dilutions of sera. After washing, staining was performed using
fluorochrome conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-
Cy7), CD8 (PE-Cy7), CD25 (PE) and biotinylated antibody to mouse 1gGa and streptavidin-

APC.
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Supplemental S3: Binding of HcAbs on HEK-P2X7-ARTC2.2

HEK cells transduced to express ARTC2.2 and P2X7 (HEK-P2X7-ARTC2.2) were incubated
with serial dilutions of recombinant 7E2-1gG2a (green), s-14-1gG2a (red), s14-7E2-19G2a
(blue) or both 7E2-1gG2a and s-14-1gG2a (orange) After washing, staining was performed
with biotinylated antibody to mouse 1gG2a and streptavidin APC and samples were analysed

by flow cytometry.
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Supplemental S4: Injection of different doses of rAAV

PBS (untransduced) or rAAV vectors encoding s-14-7E2-1gG2a were injected in C57BL/6
mice. After 68 days, 200 ug of anti-CDA47 or irrelevant antibodies were injected i.p. The next
day, blood was collected and cells were stained with fluorochrome-conjugated antibodies for
flow cytometry analysis. (C) C57BL/6 mice were injected either with PBS (untransduced,
grey), full dose (1.10' vg, n=5) or with diluted doses of rAAV (n=1). Blood was collected
from mice 21 days after the injection of rAAVs. Normalized percentage of CD8 + T cells
(red), Tconvs (green) and Tregs (blue) are shown, as compared to the percentages of cells
found in the control group taken as 100%. Staining was performed using fluorochrome
conjugated antibodies specific to CD45 (coupled to PerCP-Cy5.5), CD4 (APC-Cy7), CD8
(PE-Cy7) and CD25 (PE). Errors bars represent the SEM and statistical analyses were

performed using one-way ANOVA (n=5 in each group, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).



Discussion générale

Depuis la mise sur le marché du muromonab-CD3 en 1986, ’utilisation des anticorps
en tant qu’agents thérapeutiques a considérablement augmenté au cours des dernieres
décennies. A coté des anticorps « conventionnels », glycoprotéines constituées de deux chaines
lourdes et deux chaines légeres, des formats alternatifs de molécules biologiques ont été
approuvés ou sont en phase d’étude clinique (Walsh and Walsh, 2022). Parmi ceux-ci, le
premier médicament biologique basé sur des nanobodies, le caplacizumab, a été approuvé en
2018 (Peyvandi et al., 2016). Les nanobodies, molécules monocaténaires dérivées de la partie
variable des anticorps a chaine lourde des camélidés, présentent des propriétés remarquables
pour le développementde médicaments biologiques, notamment d’étre facilement

reformatables et leur capacité a moduler des activités biologiques (Koch-Nolte et al., 2019).

Nous avons utilisé deux approches pour augmenter a la fois I’avidité et la demi-vie de
nos molécules biologiques basées sur les nanobodies. Le format « dimer-half-life extended »
(dim-HLE) est une construction bivalente dans laguelle les deux nanobodies sont fusionnés par
I’intermédiaire d’un peptide GS de 35 acides aminés (GGGGS)7, ce dimere étant lié a un
nanobody anti-albumine (Alb8) par un peptide GS de 9 acides aminés (GGGGSGGGS). Le
nanobody Alb8 permet la fixation non covalente de la construction a 1’albumine sérique et ainsi
d’améliorer la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des nanobodies (Van Roy et al.,
2015). Le format-dimHLE permet d’augmenter 1’effet bloquant ou potentialisateur de P2X7
d’un facteur 20 par rapport a la forme monomérique (Danquah et al., 2016). La fusion a
nanobody anti-albumine est une approche utilisée actuellement en clinique dans le cas d’un
nanobody anti-récepteur a 1’IL-6, en essai de phase Il dans le lupus érythémateux disséminé
(NCT02437890) et dans la polyarthrite rhumatoide (NCT02287922) administré toutes les 2 & 4
semaines. Une autre approche utilisée consistait a fusionner un nanobody a une partie Fc par
I’intermédiaire d’un peptide de 5 acides aminés (GGGGS) pour obtenir un format bivalent a
chaine lourde (HcAb : « heavy-chain antibody »). De la méme facon que le format dim-HLE,
ce format permet d’augmenter ’effet biologique des nanobodies 13A7 et 14D5 par rapport a la
forme monomerique (Danquah et al., 2016). Dans le cas de la construction 13A7, la sous-classe
de la partie Fc utilisée est I’'IgG1 de souris, activant peu les mécanismes effecteurs et portant
les mutations T252L, T254S et T256F (LSF) (Nimmerjahn and Ravetch, 2005). Cette mutation

146



permet d’augmenter la demi-vie des 1gG chez les souris C57BL/6 et BALB/c par augmentation
de I’affinité pour le FcRn (Ghetie et al., 1997). La fusion de nanobodies a une partie Fc permet
non seulement d’améliorer 1’avidité de la construction et d’augmenter la demi-vie, mais elle
offre également la possibilit¢ de promouvoir la déplétion cellulaire apres fixation des
nanobodies sur les cellules cibles. Pour cela, nous avons fusionné les nanobodies a une IgG de
souris de sous-classe 1gG2a pour sa capacité a engager les fonctions effectrices dépendantes

des FcyR et pour induire 1’activation de la voie classique du complément (Baum et al., 2021).

Approche basée sur les vecteurs AAV

Dans nos expériences, nous avons démontré qu’une seule injection intramusculaire
d’AAV (1.10* génomes viraux) permet la production in vivo des constructions basées sur les
nanobodies et un effet biologique durable et stable au cours du temps. Dans nos expériences,
cet effet était maintenu pendant 120 jours apres injection de rAAV, pour les points d’analyse
les plus tardifs. La persistance du transgéne est cohérente avec le fait que les cellules
musculaires se renouvellent peu en dehors de contextes pathologiques (Spalding et al., 2005)
et représentent ainsi une potentielle source stable et a long terme de protéines d’intérét codées
par les vecteurs AAV (Martinez-Navio et al., 2020). Cette méthodologie basée sur des rAAV
codant des codant des constructions basées sur les nanobodies, que nous avons appelée
« AAVnano » présente plusieurs avantages par rapport a [I’injection de molécules
recombinantes (Demeules et al., 2022, 2020; Gondé et al., 2021). Elle permet d’éviter le recours
a des injections quotidiennes de constructions recombinantes, limitant les manipulations des
animaux et facilitant les procédures expérimentales. Nous pouvons également supposer que
cette méthodologie permet d’obtenir une pharmacocinétique plus favorable en maintenant une
concentration plasmatique saturante et stable in vivo, en limitant les cycles de pic/déclin obtenus
aprés l’injection d’une molécule recombinante. Cela pourrait favoriser une meilleure

biodisponibilité et une meilleure pénétration tissulaire.

Nous avons utilisé des rAAV de sérotype 1 sous le controle d’un promoteur de -actine
de poulet (CBA : « chicken f-actin ») pour les constructions modulatrices 14D5-dimHLE,
13A7-HcADb et s+16a, et des rAAV de sérotype 8 avec un promoteur hybride CASI pour les
constructions deplétantes. Les promoteurs CBA et CASI ont été intégrées aux constructions pour

leur capacite a permettre une expression robuste et a long terme du transgene de fagon
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ubiquitaire. Les sérotypes d’AAV 1 et 8 présentent un tropisme important pour le muscle
squelettique et sont ainsi adaptés a la méthodologie que nous avons employée, consistant en
une administration par voie intramusculaire (Li and Samulski, 2020). Il est important de noter
que les AAV1 et AAVS présentent également un tropisme hépatique, et de fagon intéressante,
dans une expérience non présentée dans ce manuscrit, une injection intraveineuse d’AAVS8
permettait d’obtenir une intensit¢ de déplétion similaire a celle obtenue aprés injection

intramusculaire.

Etude de la capacité des nanobodies & moduler des activités biologiques

L’ATP et le NAD" sont des métabolites intracellulaires classiqguement impliqués dans
le métabolisme cellulaire. En réponse a un stress cellulaire, I’ ATP et le NAD* sont susceptibles
d’étre libérés dans 1’espace extracellulaire et agir comme des « signaux de danger » (Haag et
al., 2007). L’ATP extracellulaire est le ligand physiologique du récepteur P2X7, qui est un
canal cationique non sélectif, exprime a la surface des cellules immunitaires, notamment les
monocytes, macrophages et les lymphocytes T. P2X7 est notamment connu pour jouer un réle
central dans I’inflammation par sa capacité a activer 1’inflammasome NLRP3 et entrainer la
libération d’IL-1P et d’IL-18 (Di Virgilio et al., 2017). A la surface des lymphocytes T, en
fonction de la concentration d’ATP extracellulaire et la durée d’exposition, 1’activation de
P2X7 peut aboutir & plusieurs évenements cellulaires. Une exposition bréve entraine
’activation des métalloprotéases de surface ADAM10 et ADAM17 entrainant la perte de CD27
et CDO62L et I’externalisation des phophatidylsérines membranaires. L’activation prolongée de
P2X7 induit la formation d’un pore non sélectif, perméable a des molécules jusqu’a 900 Da,
provoquant une dépolarisation membranaire et aboutissant a la mort cellulaire (Rissiek et al.,
2015). Le NAD" libéré dans I’espace extracellulaire peut agir sur plusieurs ectoenzymes dont
la mono-ADP ribosyl transférase ARTC2.2. En présence de NAD®, ’ARTC2.2 catalyse le
transfert d’un résidu ADP-ribose sur des protéines membranaires, dont P2X7, entrainant son

activation.

La capacité de 13A7-1gG1-SF & bloquer durablement I’activation de P2X7 par I’ ATP et
celle de 14D5dim-HLE a la potentialiser peut étre mise a profit pour étudier le role de P2X7
dans des modéles murins, dans plusieurs contextes physiopathologiques. Plusieurs études

précliniques dans des modéles d’inflammation, de douleur, de maladies auto-immunes et
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neurodégénératives ont mis en évidence que le blocage de P2X7 par des agents
pharmacologiques pouvait présenter un intérét thérapeutique (Arulkumaran et al., 2011;
Hofman et al., 2015; Inoue and Tsuda, 2021; Matute et al., 2007). Dans le cancer, il a été
attribué a P2X7 des rbles contrastés. P2X7 semble jouer un réle comme promoteur de la
croissance des cellules cancéreuses et de la dissémination métastatique. De nombreux types de
cellules cancéreuses expriment P2X7 et son activation tonique dans le microenvironnement
tumoral est associée a la prolifération des cellules cancéreuses (Adinolfi et al., 2012; De Marchi
etal., 2019). Au contraire, d’autres études ont mis en évidence que P2X7 pouvait étre a 1’origine
du rejet de tumeurs par un effet sur la stimulation de réponses immunitaires. Ainsi, des agents
pharmacologiques modulateurs allostériques positifs, capables de potentialiser P2X7, ont été
développés. Une de ces molécules, HEI3090, a démontré des résultats prometteurs dans des
modeles de cancer du poumon et de mélanome, par sa capacité a stimuler les cellules
immunitaires, notamment les cellules dendritiques, les lymphocytes NK et les lymphocytes
CD4" (Douguet et al., 2021). Notre stratégie basée sur les rAAV, qui permet le blocage ou la
potentialisation de P2X7 a long terme, représente un outil complémentaire pour mieux délimiter
le role de P2X7, notamment dans le cancer. En comparaison aux molécules chimiques, les
constructions basées sur les nanobodies offrent une meilleure spécificité. Les nanobodies (et
les anticorps conventionnels) sont capables de distinguer des cibles proches appartenant a la
méme famille, contribuant a limiter la survenue d’effets indésirables. Dans ce travail de thése,
les constructions basées sur des nanobodies sélectionnées se lient spécifiguement au récepteur
P2X7 de la souris et ne reconnaissent pas les paralogues les plus proches P2X4 et P2X1
(Danquah et al., 2016).

A cbté des inhibiteurs pharmacologiques, des modeles murins déficients pour P2X7 ont
également été développés pour étudier de role de P2X7 in vivo. Ces modéles présentent
plusieurs limites. Dans un modele murin développé par Glaxosmithkline, ciblant I’exon 1 de
P2X7, il a été mis en évidence que le variant P2X7k n’est pas invalidé (Nicke et al., 2009). Ce
variant résultant d’un épissage alternatif de P2X7 est exprimé majoritairement sur les
lymphocytes T au contraire du variant P2X7a, invalidé dans ce modéle, qui est exprimé
principalement sur les monocytes et macrophages (Nicke et al., 2009). Dans un autre modele,
développé par Pfizer, ciblant ’exon 13, la version tronquée de P2X7 dans sa partie C-terminale

pourrait conserver une activité biologique, bien que diminuée (Masin et al., 2012).
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Une exposition bréve a des concentrations relativement faibles de NAD™ (de I’ordre de
1-30 uM) suffit pour induire la mort cellulaire dépendante de P2X7 (Rissiek et al., 2015). Le
NAD™ est susceptible d’étre libéré en quantités suffisantes lors du prélévement de tissus de
souris et de la préparation de cellules. Au cours d’expériences, ces manipulations sont réalisées
en routine sur la glace (a 4°C) pour préserver la viabilité des cellules isolées. Cependant,
I’ectoenzyme ARTC2.2 est active a 4°C et, dans ces conditions, est capable de catalyser I’ ADP-
ribosylation covalente de protéines de surface, dont P2X7. En revanche, I’activation de P2X7
par ADP-ribosylation ne se produit qu’a des températures supérieures a 22°C (Scheuplein et
al., 2009). Ainsi les effets fonctionnels de I’ ADP-ribosylation sont susceptibles de se manifester
lors de la ré-incubation des cellules a 37°C, provoquant la mort cellulaire d’une fraction
substantielle de lymphocytes T, notamment les populations qui co-expriment des niveaux
élevés de P2X7 et ARTC2.2., incluant les Tregs, les lymphocytes NKT et les lymphocytes T
résidents mémoire (Trm) (Georgiev et al., 2018; Rissiek et al., 2018, 2014; Seman et al., 2003;
Stark et al., 2018)

Notre approche basée sur I’injection d’AAV codant pour 13A7-1gG1-F ou s+16-
dimHLE constitue ainsi un outil intéressant pour préserver les cellules de la mort cellulaire
induite par le NAD" et ainsi permettre leur étude ultérieure ex vivo lorsque les protocoles
expérimentaux impliquent une réincubation des cellules a 37°C, ou dans le cas d’expériences
de transfert adoptif. Parmi ces deux approches, celle consistant a bloquer ARTC2.2 par s+16a-
dimHLE interfere probablement moins avec la fonction des lymphocytes que 1’approche
consistant a bloquer P2X7 par 13A7-1gG1-5F, qui bloque également son activation par I’ATP.
En effet I’ATP extracellulaire stimule et module la fonction des lymphocytes T. L’ATP
synthétisé par les lymphocytes T CD4" agit de facon autocrine sur P2X7 pour augmenter la
production d’IL-2 apres engagement du TCR et I’absence de signalisation par P2X7 lors de
I’activation des lymphocytes T affecte 1’activation de la voie MAP kinase et induit un
programme transcriptionnel caractéristique de 1’anergie (Schenk et al., 2008). De la méme
facon, une autre approche décrite dans la littérature, basée sur le blocage de P2X7 par 1’agent
pharmacologique KN62 présente ce méme inconvénient (Georgiev et al., 2018). Par ailleurs,
bien que KN62 soit un puissant antagoniste non compétitif de P2X7, il est aussi susceptible de
pénétrer dans la cellule et agir comme inhibiteur sélectif de protéine kinase 11 Ca*/calmoduline
dépendante qui joue un réle clé dans ’activation de la kinase IkB médiée par le récepteur des

lymphocytes T (Rissiek et al., 2018). A I’opposé, le blocage d’ARTC2.2 pour prévenir la mort
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cellulaire induite par le NAD" semble préserver la fonction des cellules. L’injection de s+16a
recombinant, sous forme monomérique, 15 min avant le sacrifice des animaux permettait de
préserver, non seulement la viabilité, mais également la fonctionnalité suppressive des Tregs in
vitro et la capacité des lymphocytes NKT a proliférer et a sécréter de I’INF-y en réponse a une
stimulation par I’a-galactosylcéramide. Ce blocage d’ARTC2.2 permettait également
d’améliorer la survie des Tregs et des lymphocytes NKT aprés transfert adoptif (Rissiek et al.,
2014). De la méme fagon, I’injection de s+16a 30 min avant le sacrifice des animaux permet

d’améliorer la fonctionnalité des Trm (Rissiek et al., 2018).

Nous avons comparé 1’effet obtenu avec les constructions produites in situ apres
injection de rAAV avec celui obtenu in vitro avec des formes recombinantes. Pour cela, nous
avons incubé des splénocytes provenant d’une souris naive (non transduite par des vecteurs
AAV) avec des doses croissantes de constructions recombinantes, puis avec du NAD™ ou de
I’ATP. Nous avons observé que chaque construction a dose saturante in vitro (de 1’ordre de 10
pg/mL) induisait un effet biologique comparable a celui observé ex vivo en utilisant 1’approche
basée sur les rAAV. Nous pouvons ainsi soutenir que I’injection de rAAV permet la production
in vivo d’une quantité suffisante de constructions biologiques pour saturer les cibles et ainsi
obtenir un effet biologique maximal, similaire a celui obtenu avec des concentrations saturantes

in vitro.

Notre analyse des Trm hépatiques a permis de mettre en évidence que 120 jours apres
une injection d’AAV, s+16a-dimHLE sature ARTC2.2 & la surface de ces cellules. De la méme
fagon, et malgré I’effet potentialisateur sur la mort cellulaire induite par le NAD+, 14D5-
dimHLE était détectable sur les Trm CD69*. En revanche, 13A7-1gG1-SF était détecté a des
niveaux plus faibles a la surface des Trm. Cela n’était pas dii a une faible fixation de la
construction sur P2X7 car I’intensité moyenne de fluorescence, évaluée par cytométrie en flux,
n’était pas augmentée lorsque ces cellules étaient incubées par la suite avec une dose saturante
de 13A7-1gG1-SF recombinant ex vivo. Nous pouvons ainsi supposer que 13A7-1gG1-SF induit
une modulation négative de 1’expression de P2X7, probablement par son internalisation. Nous
pouvons émettre plusieurs hypothéses pour expliquer que 13A7-1gG1-SF soit internalisé aprés
fixation sur P2X7 alors que 14D5-dimHLE ne I’est pas, bien qu’ils soient tous les deux
specifiques de la méme cible. Tout d’abord, cet effet pourrait étre lié a un épitope différent

reconnu par les clones 13A7 et 14D5 sur P2X7. Cette influence de 1’épitope sur le niveau
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d’internalisation a été mise en évidence in Vitro dans le cas d’anticorps monoclonaux anti-CD73
(Terp et al.,, 2013). Il est également envisageable que la différence d’affinité de ces
constructions puisse jouer un rdle (Opalinski et al., 2018; Rudnick et al., 2011). Enfin, il est
possible que le format HcAb de 13A7-1gG1-SF puisse favoriser la réticulation de P2X7 par
rapport au format dim-HLE, dans lequel les deux nanobodies du dimeére sont séparés par un
long linker de 35 acides aminés, et ainsi favoriser 1’internalisation de la cible aprés fixation
(Moody et al., 2015). En lien avec cette hypothése, la construction consistant en la fusion de
14D5 a une partie Fc, également évaluée dans notre laboratoire, s’est comportée comme un
antagoniste partiel sur 1’activit¢ de P2X7 plutét que comme un modulateur positif de son
activité comme c’est le cas avec le format dim-HLE (données non présentées). Ainsi, la capacité
de blocage de P2X7 par 13A7-1gG1-5F pourrait étre liée a son activité intrinséque bloguante sur
P2X7, a I’internalisation de P2X7 ou une combinaison des deux effets. L’exploration des
mécanismes par lesquels cette construction bloque I’activation de P2X7 fera 1’objet de futures

expériences.

Etude de la capacité des nanobodies a induire la déplétion cellulaire

La déplétion cellulaire est médiée par I’interaction de la partie Fc des anticorps d’une
part avec le complexe C1 et I’activation de la voie classique du complément aboutissant a la
formation du complexe membranaire (CDC : complement-dependent cytotoxicity) et d’autre
part avec les FcyR présents a la surface des lymphocytes NK (ADCC : antibody-dependent
cellular cytotoxicity) et des macrophages (ADCP : antibody-dependent cellular phagocytosis).
Dans notre approche, consistant en I’évaluation de nos constructions dans des souris wild-type,
nous pouvons supposer que I’ADCP est le mécanisme effecteur majoritairement mis en jeu. En
effet, il est peu probable que la CDC joue un rdle important dans la déplétion cellulaire, étant
donné que les souris consanguines ne présentent qu’une faible activit¢ du complément
comparativement a I’homme et a d’autres especes animales (Ong and Mattes, 1989). Plusieurs
arguments suggérent que I’ADCC médiée par les lymphocytes NK n’est également pas le
mécanisme prépondérant dans les modéles murins. In vivo, I’activité déplétante d’un anticorps
murin anti-CD20 d’isotype IgG2a est abolie par le blocage du FcyRIV (exprimé a la surface
des monocytes/macrophages) mais pas par le blocage du FcyRIII, qui est le seul FcyR exprimé

a la surface des lymphocytes NK murins (Hamaguchi et al., 2006). De la méme facon, le
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blocage du FcyRIV mais pas celui du FcyRIII abolit ’activité anti-tumorale d’un anticorps
d’isotype 1gG2a (Nimmerjahn and Ravetch, 2005). Par ailleurs, in vitro, contrairement aux
lymphocytes NK humains isolés du sang périphérique, qui présentent une forte capacité
cytolytique, les lymphocytes NK murins fraichement isolés ne présentent qu’une faible capacité
Iytique. Cette différence a été attribuée a une différence dans la traduction et I’expression de la
perforine et du granzyme B. Chez la souris, les ARNm de la perforine et du granzyme B sont
constitutivement transcrits mais faiblement traduits en protéines, jusqu’a 1’activation de la
cellule qui entraine une traduction rapide des ARNm, alors que chez I’homme, le cytoplasme
des lymphocytes NK comprend a 1’état basal des niveaux élevés de perforine et de granzyme B
(Sungur and Murphy, 2013).

Nous avons évalué nos constructions dans deux modéles murins, dans lesquels les
profils d’expression de P2X7 et d’ARTC2.2 sur les sous-populations de lymphocytes T sont
différents, nous permettant d’explorer les facteurs influencant le niveau de déplétion cellulaire.
De fagon geénérale, nos résultats montrent que le niveau de déplétion cellulaire des sous-
populations de lymphocytes T, évalué sur des prélevements sanguins apres injection de rAAV
codant pour 7E2-1gG2a ou s-14-1gG2a a des temps précoces (18 jours pour le modele
C57BL/6 ; 27 jours pour BALB/C) et des temps plus tardifs (92 jours; 97 jours) est en
corrélation avec la densité antigénique a la surface des cellules. Ces résultats ne sont pas
surprenants puisque davantage de constructions sont susceptibles d’étre fixées a la surface des
cellules lorsque la densité de la cible augmente, exposant plus de fragments Fc susceptibles
d’interagir avec les FcyR et le C1q pour engager les mécanismes effecteurs. A coté de la densité
antigénique, nos résultats suggérent que d’autres facteurs sont susceptibles d’influencer la
déplétion médiée par nos constructions basées sur les nanobodies. La comparaison des niveaux
de déplétion des Tregs médiés par les constructions anti-P2X7 7E2-1gG2a et anti-ARTC2.2 s-
14-1gG2a montre que, bien que les deux cibles soient exprimées a haut niveau a la surface de
ces cellules dans le modele C57BL/6, s-14-1gG2a induit une déplétion profonde (de 1’ordre de
70%) alors que la déplétion provoquée par 7E2-IgG2a est plus modeste, de 1’ordre de 30%.
est probable que la différence de taille, de structure et d’oligomérisation entre ARTC2.2 et
P2X7 influence le niveau de déplétion. En effet, ARTC2.2 est une protéine monomérique de
35 Kda ancrée a la membrane par un groupement GPI alors que P2X7 est une protéine

homotrimérique de 195 Kda, dont chaque sous-unité comprend un domaine extracellulaire de
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269-288 acides aminés, deux domaines transmembranaire et des extrémités N- et C-terminales

intracellulaires (Di Virgilio et al., 2018).

Dans le modéle C57BL/6, 7E2-IgG2a provoque une déplétion d’environ 15% des
Tconvs (MFI du marquage de P2X7 : 13194) alors que dans le modéle BALB/c, bien que P2X7
soit exprimé a un niveau plus faible sur les LT CD8* (MFI : 10136), le niveau de déplétion est
plus important (environ 25%). De la méme fagon, alors que P2X7 est exprimé a niveaux
similaire sur les Tregs des souris C57BL/6 (MFI : 27379) et BALB/c (MFI : 27202), le niveau
de déplétion médiée par 7E2-1gG2a est plus élevé dans le modéle BALB/c (50%) que dans le
modele C57BL/6 (30%). Dans notre approche basée sur la production in vivo des constructions
biologiques aprés injection de rAAV, nous pourrions supposer que le niveau de production des
protéines puisse varier entre les souches de souris, et que la différence de concentrations
plasmatiques résultante pourrait influencer le niveau de déplétion. Cette hypothése parait peu
probable puisque nous constatons que le niveau de déplétion varie trés peu entre les temps
précoces et tardifs pour les souris C57BL/6 et BALB/c, suggérant que ’effet est maximal et par
conséquent que les constructions sont a saturation, indépendamment de la souche de souris.
Une autre explication pourrait étre une internalisation de P2X7 a la surface des cellules des
souris C57BL/6 provoquée par la fixation de 7E2-1gG2a, similaire au phénoméne de
modulation antigénique survenant avec les anticorps anti-CD20 de type I (e.g. rituximab) (Beers
et al., 2010). Dans cette hypothése, 1’internalisation de P2X7 provoquerait une diminution du
nombre de cible a la surface des cellules et par conséquent un plus faible niveau de déplétion.
Le récepteur P2X7 des souris C57BL/6 et BALB/c differe par un seul acide aminé en position
451 dans la partie intracellulaire C-terminale de P2X7, connue pour participer a la transduction
des signaux et a la formation du pore membranaire suite a la stimulation prolongée du récepteur
par I’ATP. Le variant 451L, exprimeé dans les souris C57BL/6 présente une susceptibilité plus
faible a la formation du pore non sélectif provoqué par I’ATP que le variant 451P exprimé dans
les souris BALB/c. Il a été suggéré que la mutation P451L pourrait affecter la capacité du
récepteur a interagir avec d’autres protéines (Adriouch et al., 2002). Nous pouvons spéculer
que cette différence d’un seul aminé, qui est importante pour la fonctionnalité de P2X7, puisse
également influencer le phénomeéne d’internalisation. Une autre hypothése est que 1’efficacité
des mécanismes effecteurs mis en jeu difféere entre les souches de souris. Selon les résultats
exposés précédemment, les mécanismes effecteurs seraient plus efficaces dans les souris

BALB/c. Or I’évaluation de la construction anti-ARTC2.2 s-14-1gG2a suggeére I’inverse. Apres
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injection de rAAV codant pour cette construction, environ 70% des Tconvs des souris C57BL/6
(MFI d’expression d’ARTC2.2 : 18372) sont déplétés alors que dans le modele BALB/c, S-14-
IgG2a provoque une déplétion d’environ 30% des LT CD8, alors que ces cellules ont niveau
d’expression d’ARTC2.2 similaire, (MFI : 13457). Au total, nous ne pouvons pas exclure que
I’efficacité des mécanismes effecteurs différe entre les souris wild-type C57BL/6 et BALB/c,

et a notre connaissance cela n’a pas été reporté dans la littérature.

Dans le cancer, les Tregs sont susceptibles d’infiltrer la tumeur, contribuant a diminuer
la réponse immunitaire anti-tumorale et I’infiltration de Tregs dans la tumeur est corrélée avec
un mauvais pronostic (Shang et al., 2015). La déplétion des Tregs représente un moyen
d’augmenter la réponse immunitaire anti-tumorale. Plusieurs études précliniques chez la souris
ont démontré qu’un anticorps anti-CD25, capable d’induire une déplétion des Tregs
CD4*CD25", inhibe la croissance tumorale et améliore la survie des souris (Golgher et al.,
2002; Onizuka et al., 1999; Shimizu et al., 1999). De la méme fagon, I’ipilimumab, anticorps
anti-CTLA-4 de sous-classe IgG1l approuvé dans le traitement du mélanome, bloque la
cosignalisation négative médiée par CTLA-4 et CD80/CD86, mais a également démontré sa
capacité a induire une déplétion des Tregs contribuant a son efficacité anti-tumorale (Selby et
al., 2013; Simpson et al., 2013). Dans le modéle C57BL/6, les Tregs expriment a la fois P2X7
et ARTC2.2 a haut niveau. Ainsi, nous avons développé une construction bispécifique ciblant
a la fois ARTC2.2 et P2X7 avec I’objectif d’induire une déplétion sélective des Tregs par

rapport aux autres sous-populations de lymphocytes T étudiées.

La construction bispécifique induit un niveau plus faible de déplétion cellulaire in vivo
que s-14-1gG2a dans le modéle C57BL/6 et que 7E2-1gG2a dans le modéle BALB/c. Cette
observation est probablement liée a une densité de fragments Fc plus faibles a la surface des
cellules obtenue avec s-14-7E2-IgG2a qu’avec les constructions monospécifiques. Dans le cas
d’anticorps conventionnels, lorsque les concentrations d'anticorps sont faibles par rapport a la
cible, la plupart des cibles a la surface de la cellule sont inoccupées et disponibles pour la liaison
de I'anticorps. Dans ces conditions, une forte proportion d'anticorps a la surface de la cellule est
liée de maniere bivalente. La proportion d’anticorps liés de maniére monovalente deviendra de
plus en plus fréguente a des concentrations d'anticorps plus élevées, car les anticorps doivent
entrer en compétition pour les cibles libres (Dunlap and Cao, 2022; Harms et al., 2014, 2012).

Nous pouvons supposer que les constructions monospécifiques basées sur les nanobodies se
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comportent de la méme fagon que les anticorps conventionnels. En revanche, la construction
bispécifique possede quatre paratopes, deux dirigés contre P2X7 et deux contre ARTC2.2 et
ainsi possede une avidité plus élevée que les constructions monospécifiques pour les cellules
exprimant les deux cibles. Cela pourrait favoriser sa fixation bivalente, trivalente par trois
paratopes ou tétravalente au travers des quatre paratopes, y compris dans le cas de
concentrations saturantes. Ainsi, moins de constructions bispécifiques sont susceptibles d’étre
présentes simultanément a la surface des cellules exprimant a la fois P2X7 et ARTC2.2,
comparativement aux constructions monospécifiques, exposant moins de fragments Fc a la
surface de la cellule. Nos résultats d’essais de fixation sur des splénocytes de souris C57BL/6
et sur nos modeles HEK confortent cette hypothese. Sur les cellules HEK-ARTC2.2 et sur les
cellules HEK-P2X7, la MFI a saturation obtenue avec la construction bispécifique est similaire
a celles obtenues avec les constructions monospécifiques, suggérant une fixation monovalente,
alors que sur les cellules HEK-P2X7-ARTC2.2, la MFI a saturation obtenue avec la
construction bispécifique est inférieure & celles obtenues avec les constructions
monospécifiques, résultant d’une densité plus faible de fragments Fc. Cela suggére qu’a
saturation la construction bispécifique aura moins tendance a se fixer de facon monovalente,
favorisant un mode de fixation bivalent, voire trivalent ou tétravalent. Par ailleurs, nos résultats
d’essais de fixation suggerent que I’EC50 de s-14-7E2-1gG2a est supérieure a celles des
constructions monospécifiques sur les cellules HEK-P2X7, HEK-ARTC2.2 et HEK-P2X7-
ARTC2.2, ainsi que sur des splénocytes de souris C57BL/6. Cette observation semble indiquer
que dans la construction bispécifique, chague monomere de nanobodies (S-14 et 7E2) interfere
avec ’autre pour la fixation sur la cible, génant sa fixation. Cette interférence pourrait étre
provoquée par un encombrement stérique, malgré le linker de 35 acides aminés liant les deux
monomeres, ou encore étre la conséquence d’interactions entre des résidus d’acides aminés de

chaque monomere dans la molécule.

Nous avons exploré deux stratégies pour augmenter le niveau de déplétion médiée par
la construction bispécifique. La premiére consistait a fusionner les nanobodies & une partie Fc
de sous-classe 1gG2c. 1gG2a et IgG2c¢ sont deux allotypes, présents respectivement dans les
souris BALB/c et C57BL/6 (Zhang et al., 2012). Nous avons observé une tendance a
I’augmentation du niveau de déplétion avec la construction s-14-7E2-1gG2c (57%) dans les
souris C57BL/6, notamment sur les Tregs sans que la différence avec s-14-7E2-1gG2a (42%)

ne soit significative. La comparaison des séquences d’acides aminés d’IgG2a et IgG2c
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présentée dans I’introduction de ce manuscrit (figure 10) met en évidence des différences
localisées dans la région charniere notamment dans la charniére centrale (résidus 220 a 230).
La région charniére d’IgG2c est également plus longue de 5 acides aminés. Ces différences
pourraient contribuer a I’augmentation de la déplétion médiée par IgG2c. La région charniere
des 1gG est un lien flexible entre la partie Fc et la partie Fab des anticorps conventionnels, ou
la partie nanobody dans notre étude, qui est impliquée dans I’interaction avec les FcyR (Roux
et al., 1997; Sondermann et al., 2000). Dans les études menées sur des modeéles syngéniques
C57BL/6 décrites dans la littérature, les IgG peuvent étre de sous-classe 1gG2a ou IgG2c¢ mais,
a notre connaissance, aucune étude n’a comparé ’effet de ces deux sous-classes in vivo. En
revanche, la comparaison de la fixation d’IgG sur les FcyR murins suggére qu’IgG2c a une
affinité un peu plus importante pour le FcyRIV qu’IgG2a (Wang et al., 2022). Une autre étude
a également mis en évidence une affinité plus forte d’IgG2c pour le FcyRIV, mais également
pour le FcyRI, alors qu’IgG2a a une affinité plus forte pour le FcyRIII (Shinde et al., 2020).
Cette affinité plus élevée de la sous-classe IgG2¢ pour le FcyRIV pourrait contribuer a la

tendance a I’augmentation de la déplétion cellulaire que nous avons observée.

L’interaction de CD47 et son récepteur SIRPa, qui est exprimé sur les cellules
phagocytaires incluant les monocytes, macrophages, les cellules dendritiques et les
polynucléaires neutrophiles, transmet un signal «dont-eat me ». Ce signal inhibiteur
contrebalance les signaux pro-phagocytaires provoqués par I’interaction des anticorps
déplétants et des FcR activateurs a la surface des cellules phagocytaires, inhibant le processus
d’ADCP. Ainsi, ’administration d’anticorps anti-CD47 en association a des anticorps
déplétants permet d’améliorer la réponse anti-tumorale dans des modeles précliniques murins
et en phase clinique chez I’homme (Advani et al., 2018; Sockolosky et al., 2016; Zhang et al.,
2021). Dans notre étude, nous avons constaté qu’un anticorps monoclonal anti-CD47
administré 68 jours apres 1’injection de rAAV codant pour s-14-7E2-Ig(G2a n’augmente pas le
niveau de déplétion médiée par cette construction. Nous pouvons émettre plusieurs hypothéses
pour expliquer ces résultats. La premiére est liée a notre schéma d’administration, qui consistait
en une injection unique de 200 pg de I’anticorps monoclonal commercial MIAP410.
Contrairement aux modeles de xénogreffe de tumeur, dans lesquels I’anticorps monoclonal
utilisé est dirigé contre le CD47 humain et donc ne cible que la tumeur, dans les modeéles
syngeniques, ainsi que dans nos modeles wild-type exempts de tumeurs, CD47 est exprime

virtuellement sur toutes les cellules, notamment sur les erythrocytes et les thrombocytes. Cette
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expression ubiquitaire aboutit a un effet puits d’antigéne important (« antigen sink ») limitant
la quantité d’anticorps anti-CD47 sur les cellules d’intérét, i.e. les lymphocytes T dans notre
modele (Ingram et al., 2017; Zhang et al., 2020). Nous pouvons supposer que I’administration
de doses plus ¢levées et/ou des administrations plus fréquentes d’anticorps anti-CD47
pourraient conduire a un niveau de déplétion plus important. A titre de comparaison, dans les
études menées sur des modeles murins immunocompétents, les schémas thérapeutiques incluent
des injections de 400 pg par jour, 400 pg tous les deux jours et 200 pg par jour pendant 14 jours
(Liu et al., 2015; Majeti et al., 2009; Willingham et al., 2012). L’administration d’anticorps
ciblant SIRPa pourrait également étre utilisée en alternative a un anticorps anti-CD47, le profil
d’expression de SIRPa étant plus restreint que celui de CD47 (Gauttier et al., 2020). Nous
pouvons envisager que d’autres mécanismes rendent les lymphocytes T peu susceptibles a
I’augmentation de I’ADCP médiée par le blocage de CD47. 1l apparait de fagon générale dans
la littérature que 1’administration d’anticorps anti-CD47 entraine peu de toxicités systémiques
malgré 1’expression de cette protéine sur de nombreux tissus sains (Feng et al., 2019; Reinhold
etal., 1995). En pratique, 1’efficacité du blocage de CD47 n’est pas uniquement la conséquence
de son expression a la surface des cellules, mais semble également liée a la présence de signaux
additionnels pro-phagocytaires « eat me », notamment 1’exposition de la calréticuline a la
surface cellulaire (Feng et al., 2019). Contrairement aux cellules tumorales, qui sont
susceptibles d’exprimer la calréticuline a leur surface, les cellules saines ne 1’expriment pas.
Apreés injection d’anti-CD47, le signal anti-phagocytaire CD47/SIRPa est bloqué, devoilant le
signal pro-phagocytaire calréticuline sur les cellules tumorales et entrainant leur phagocytose.
Au contraire, le blocage de CD47 sur les cellules saines n’entraine pas leur phagocytose car le
signal pro-phagocytaire est absent (Chao et al., 2010). Bien que la calréticuline puisse étre
exprimée a la surface des lymphocytes T périphériques activés (Arosa et al., 1999), il est
probable que dans notre modéle 1’absence ou le faible niveau de signaux pro-phagocytaires
contribue a I’absence d’effet du blocage de CD47 sur la déplétion cellulaire médiée par la

construction bispécifique s-14-7E2-1gG2a.

Apreés injection de 1.10 génomes viraux (gv) de rAAV codant pour s-14-7E2-1gG2a
dans des souris C57BL/6, nous observons une déplétion des LT CD8+ de 1’ordre de 90% et des
Tconvs et Tregs de I’ordre de 40%. L’absence de sélectivité de la déplétion médiée par la
construction bispécifique in vivo pour les cellules exprimant a la fois P2X7 et ARTC2.2 (i.e.

les Tregs dans le modéle C57BL/6) est vraisemblablement liée a un effet de dispersion de la
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molécule. A des concentrations saturantes in vivo, s-14-7E2-1gG2a est susceptible de se fixer
sur les cellules exprimant P2X7, ARTC2.2 et celles qui expriment les deux, provoquant leur
déplétion. Dans le cas de concentrations plus faibles, les constructions bispécifiques auront
tendance a cibler prioritairement les cellules exprimant les deux cibles par effet d’avidité. Dans
nos expériences, nous avons en effet observé qu’aprés injection de 0.0625.10* gv (1/16° de la
dose pleine) ou 0.03125.10! gv (1/32®), la déplétion est plus sélective pour les Tregs puisque
dans ce contexte les niveaux de LT CD8+ et Tconvs sont proches de ceux des souris controle.

C. Limites du modele

Le géne ARTC2 est non fonctionnel chez I’homme a cause de la présence de codons stop
prématurés. De ce fait, les effets liés au blocage d’ARTC2.2 par la construction s+16a-dimHLE
ne sont pas directement transférables a I’homme. De la méme facon, I’évaluation de la déplétion
sur le modéle P2X7/ARTC2.2 ne constitue pas un modele translationnel. Dans ce travail de
these, nous avons fait le choix de ce modele d’étude car d’une part nous disposions directement
des séquences de plusieurs nanobodies dirigées contre ces deux cibles, et d’autre part les
différences intrinséques entre ces deux protéines et leur niveau d’expression différent entre les
sous-types cellulaires dans deux modéles murins nous permettait d’explorer les facteurs
influengant la déplétion cellulaire. Bien que des nanobodies déplétants ciblant ARTC2.2 ne
présentent pas d’intérét chez I’homme, la déplétion cellulaire des cellules exprimant P2X7
pourrait présenter un intérét dans le cancer. Comme évoqué précédemment, P2X7 est exprimé
sur de nombreux types de cellules cancéreuses. Chez 1’homme, I’expression de P2X7 a
notamment été mise en évidence dans le cas de cancers de la prostate, du poumon, du rein, du
sein, de I’ovaire, de la vessie, du pancréas, dans le mélanome, la leucémie lymphoblastique et
la leucémie lymphoide chronique, le neuroblastome, ainsi que dans les cancers colorectaux,
gastriques et osseux (Lara et al., 2020). Par ailleurs, il est important de mentionner que la
plupart des tumeurs expriment un variant de P2X7 non fonctionnel (nfP2X7), qui n’est pas
présent sur les cellules saines. Le variant nfP2X7 conserve la fonction de canal ionique mais sa
stimulation par I’ATP n’induit pas la formation du pore non sélectif et la mort cellulaire
(Burnstock and Knight, 2018). Le récepteur nfP2X7 est caractérisé par 1’exposition d’un
épitope, E200 (correspondant a la séquence d’acides aminés en position 200 a 216), qui est

normalement masqué sur P2X7 (Barden et al., 2014). Ainsi le développement d’anticorps a
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chaine lourde ciblant 1’épitope E200 sur nfP2X7 et capables d’induire la déplétion cellulaire
pourrait constituer une approche thérapeutique dans plusieurs types de cancer, limitant la

survenue d’effets indésirables sur les cellules saines.

Nos modeles d’étude de la déplétion cellulaire étaient les souris C57BL/6 et BALBI/c.
La relevance de ces modeles d’étude, pourtant largement répandus dans la littérature, est
questionnable. 1l existe en effet des différences dans les acteurs moléculaires et cellulaires
impliqués dans les mécanismes effecteurs des IgG chez I’homme et la souris. Chez ’homme,
il existe six FcyR (FcyRI, FcyRIIA FeyRIIB, FeyRIIC, FeyRIIIA et FeyRIIIB) alors que quatre
sont presents chez la souris (mFcyRI, mFcyRIIB, mFcyRIIl et mFcyRIV). Le profil
d’expression, ainsi que I’affinité des sous-classes d’lgG pour les FcyR est différente entre
I’homme et la souris consanguine (Bruhns and Jonsson, 2015). Les souris présentent également
une activité du complément plus faible que chez I’lhomme (Ong and Mattes, 1989). Comme
évoque précédemment, dans les souris consanguines le mécanisme effecteur prépondérant
semble étre I’ADCP, alors chez I’homme la CDC et I’ADCC sont également susceptibles de
jouer un r6le important dans la déplétion induite par les anticorps thérapeutiques (Arnould et
al., 2006; Kennedy et al., 2004).

Dans ce travail de thése, nous n’avons pas évalué¢ 1’efficacité des constructions
déplétantes dans des modeles tumoraux. Des cellules de lymphome murin EL4 exprimant
P2X7, ARTC2.2 ou les deux simultanément ont été générées au laboratoire et les expériences
de greffe syngénique ectopique ont été réalisées dans des souris C57BL/6 a plusieurs reprises.
Malheureusement, les résultats n’étaient pas interprétables car les lignées cellulaires du
laboratoire se sont avérées largement contaminées par des mycoplasmes, limitant leur
croissance in vitro et in vivo. Par manque de temps, ces expériences n’ont pas pu étre reproduites

apres que les lignées cellulaires aient été décontaminées.

Dans nos expériences, I’effet de sélectivité de la construction bispécifique obtenu avec
des doses plus faibles de rAAV s’atténuait au cours du temps, en lien avec la production
continue in vivo de la construction et I’augmentation de sa concentration plasmatique. Ainsi,
bien que notre modele basé sur les rAAV permette d’obtenir des concentrations saturantes de
constructions biologiques, il est moins adapté aux cas ou la concentration plasmatique doit étre

maitrisée. L’injection de formes recombinantes permettrait un meilleur contrdle de la
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concentration in vivo. Afin d’améliorer la sélectivité in vivo des constructions bispécifiques,
nous avons également envisagé de diminuer I’affinit¢ des monomeéres de nanobodies par
mutagénese dirigée de résidus arginine des régions CDR. Les mutants d’affinité (mono- et
bispécifiques) ont été genérés par nos partenaires allemands dans ce projet (Institute of
Immunology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf). En revanche, 1’évaluation de
leur fixation in vitro sur nos modeles HEK n’a pas permis de mettre en évidence de différence
avec les variants non mutés. De la méme facon, in vivo, le niveau de déplétion observé était
similaire a celui de la construction non mutée. Par ailleurs, une analyse ultérieure par Western
Blot nous a permis d’identifier que le poids moléculaire de ces constructions mutées eétait
différent de celui des constructions non mutées, suggérant des différences supplémentaires aux
mutations arginine-alanine des régions CDR, limitant les possibilités de comparaison avec la

construction non mutée.

Notre approche basée sur des vecteurs AAV est susceptible d’entrainer des réponses
immunitaires dirigées contre les protéines de la capside et le produit du transgene (Ronzitti et
al., 2020). Une des propriétés des nanobodies est leur faible immunogénicité bien qu’ils
proviennent d’une espéce différente, par leur petite taille, leur stabilité limitant la formation
d’agrégats protéiques et la forte homologie avec les séquences VH chez I’homme et chez la
souris. Par ailleurs, dans les formats HcAb, les fragments Fc étaient murins (IgG1 ou 1gG2a)
limitant leur immunogénicité dans notre modele d’étude. Se pose alors la question de
I’'immunogénicité des rAAV. Nos résultats suggerent que les réponses immunitaires dirigées
contre les capsides des AAV sont faibles et/ou inefficaces dans nos modeles murins, au vu de
la persistance de nos constructions dim-HLE ou HcAb dans le sérum, ainsi que la durabilité des
effets biologiques.
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Annexe

Revue de la littérature « Novel biologics targeting the P2X7 ion channel » dans le cadre de la
collaboration avec nos partenaires allemands dans ce projet de 1’Institute of Immunology,
University Medical Center Hamburg-Eppendorf.
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Introduction

P2X7 is a non-selective ligand-gated cation channel
expressed at the cell surface of various leukocytes, in
particular monocytes, macrophages, and regulatory T’
cells (Tregs) [1,2] (Figure 1). The physiological ligand
of P2X7 is extracellular ATP, which is released from
stressed cells as a danger associated molecular pattern
(DAMP) during inflammation and tumor development

[3,4°,5]. In LPS-primed monocytes and microglia gating
of P2X7 by ATP provides a strong stimulus for the
formation of the inflammasome, a multiprotein complex
that drives caspase-mediated maturation and release of
IL-1pB, IL.-18, and I1.-33 as potent inflammatory cytokines
[6,7]. On Tregs, chronic activation of P2X7 by ARTC2-
catalyzed ADP-ribosylation induces cell death (Figure 1).
Gating of P2X7 by extracellular NAD*-dependent ADP-
ribosylation regulates the survival of Tregs and NK'T cells
[8,9]. P2X7 also controls the development and survival of
tissue resident memory T cells [10-13].

The 3D structures of zebrafish P2X4 and panda P2X7
have provided insight into the structure of ligand binding
site and separate allosteric sites, and the molecular mech-
anism of gating and allosteric modulation [14,15°°]. The
lipid composition of the plasma membrane, post-
translational modifications and soluble allosteric media-
tors influence the sensitivity of P2X7 to extracellular
nucleotides [16]. Pharmacological antagonists and ago-
nists of P2X7 have been proposed as potential
therapeutics for sterile inflammation, cancer, pain, and
brain-diseases [1,17-19]. P2X7-specific antibodies and
nanobodies — single domain fragments derived from
heavy chain antibodies that naturally occur in camelids
— have been shown to modulate gating of P2X7
[20,21°°,22]. 'These biologics represent a novel class of
therapeutic agents (Figure 1). Here we summarize recent
progress and perspectives for using these biologics and
adeno-associated viral vectors (AAV) to modulate P2X7
function iz vivo.

P2X7 as a sensor of extracellular NAD* and
ATP

NAD™ and ATP are released from cells as DAMPs during
stress, inflammation and tissue damage [4°,23]. Immune
cells are equipped with sensors for extracellular nucleo-
tides. Among these, the P2X7 ion channel is unique
because of its role in triggering the release of proinflam-
matory cytokines and in inducing Treg death [1,2,9].
P2X7 is also overexpressed by many cancer cells and
by immunoregulatory cells in the tumor microenviron-
ment, raising the possibility that targeting P2X7 may be of
therapeutic benefit in cancer [24°,25,26,27°].

P2X7 is a homotrimeric ion channel (Figure 2) [14,28].
Each subunit contains an extracellular ATP binding
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P2X7-modulating nanobodies and antibodies.

One subunit of the homotrimeric P2X7 ion channel is color-coded according to the body parts of a dolphin (see Figure 2), the other two subunits
are depicted in grey. ATP, bound to the deep ligand binding site at the interface of two adjacent subunits, is depicted in orange. Arg125 — the
target for ADP-ribosylation by ARTC2 is depicted in black. ARTC2 and bound NAD* are depicted in yellow and cyan, respectively. Models of a
P2X7 modulating nanobody (cyan) and antibody (orange) are shown for size comparison. Assembled in PyMOL with models of P2X7 (pdb file

5u2h), ARTC2 (pdb file 10g3), IgG1 (1hzh), and a nanobody (pdb file 1mel3).

domain, two transmembrane domains that line the chan-
nel, and cytosolic N-terminus and C-terminus that mod-
ulate gating of the receptor and intracellular signaling
(Figure 2a). Ligand-binding induces a conformational
change that allows influx of Ca** and Na* ions and efflux
of K" ions [28]. P2X7 differs from other P2X family
members in important characteristics: its requirement
for rather high concentrations of extracellular ATP, its
capacity to dilate from a cation channel to a dye
permeable pore, its capacity to trigger the formation of
nonselective pores by other membrane proteins including
pannexin 1 and gasdermin D, and its unique gating by
NAD*-dependent ADP-ribosylation, a post-translational
modification catalyzed by the ectoenzyme ARTC2
[2,3,8,29].

The 3D structures of the extracellular and transmem-
brane domains of panda P2X7 and zebrafish P2X4 in

closed and ATP-bound open conformations have pro-
vided insight into the ATP binding site of the homo-
trimeric receptor, the orientation of the transmembrane
domains of the ion channel pore, conformational changes
during gating, and an allosteric binding pocket
[14,28,30%,31]. The extracellular P2X7 domain adopts a
dolphin-like shape. ATP binds to a pocket cradled by the
head, upper body, and left flipper of one subunit and the
lower body and dorsal fin of the adjacent subunit
(Figure 2a) [14,28]. Activation of P2X7 results in the
narrowing of the allosteric binding pocket, explaining
why binding of a molecule at this site can prevent gating
of the channel [31] (Figure 2b).

P2X7 as a target in sterile inflammation, pain,
cancer, and neurological diseases

Activation of P2X7 on T cells causes exposure of phos-
phatidylserine on the outer leaflet of the plasma
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Figure 2
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3D structure of the P2X7 ion channel.

(a) Each subunit of the P2X7 ion channel resembles a dolphin. One subunit is color-coded according to the body parts of a dolphin, the other two
subunits are depicted in grey. ATP bound to the ligand binding site is depicted as a space-fill model in orange. (b) Schematic diagrams illustrating
the closed and open conformations of P2X7 with bound small molecule antagonist A804598 (green) and ATP (orange), respectively. Antagonistic
and potentiating Nbs 13A7 (magenta) and 14D5 (cyan) might stabilize the closed and open conformations of P2X7, respectively. Figure modified

from Refs. [14,15°°].

membrane and metalloprotease-mediated shedding of
CD62L. and CD27 [4°,8,32]. Gating of P2X7 on macro-
phages, microglia, and dendritic cells induces assembly of
the inflammasome and caspase-1-mediated cleavage and
release of the leaderless proinflammatory cytokines
IL-1B, IL-18, and IL.-33 [2]. On Tregs cells, prolonged
exposure to ATP or brief exposition to NAD" causes
P2X7-dependent pore formation, membrane blebbing
and — ultimately — cell death [8,9].

Genetic inactivation of the P2X7-encoding gene has
revealed an importantrole for P2X7 in sterile inflammation,
chronic pain, and cancer [24°,33,34]. P2X77/~ animals show
reduced inflammatory responses in several experimental
models of sterile inflammation, including experimental
autoimmune encephalomyelitis [35], experimental colitis
[27°], and antibody mediated nephritis [36]. Also, tumors
were shown to grow faster in P2X7 /'~ mice implying a role
of P2X7 in the anti-tumor immune response [24°,27°].
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In the human, allelic polymorphisms of P2X7 have
been associated with enhanced or decreased risks for
inflammatory and neurological diseases [37-39]. While
gain-of-function haplotypes are associated with
increased risk to develop inflammatory and psychiatric
disorders, loss-of-function haplotypes provide protec-
tion against multiple sclerosis and other inflammatory
disorders [1,37].

The effects of genetic inactivation of P2X7 have been
recapitulated to some extent by pharmacological studies
using P2X7 antagonists [1,19]. Small-molecule antago-
nists, including brilliant blue G (BBG) and oxidized ATP
(0ATP), have shown therapeutic benefit in animal models
[35,36]. P2X7 antagonists have also been shown to reduce
tumor growth in several models where the tumor itself
expresses P2X7 [26]. However, these small molecules are
fraught with lack of specificity and off-target side effects.
Two small-molecule inhibitors (SMI) with higher selec-
tivity have failed in clinical studies [40,41]. Biologics offer
higher specificity, cell subset targeting and new perspec-
tives for immunoregulation. Table 1 provides an overview
of P2X7-specific biologics and their possible modes of
action.

P2X7-specific biologics: antibodies,
nanobodies, AAV

Antibodies and nanobodies are highly specific. They can be
administered either by repeated systemic injections or via
continued endogenous synthesis after transduction of cells
in vivo with adeno-associated viral vectors (AAV) coding for
these biologics. AAV provide a means for producing P2X7-
specific antibodies 7z vive and they may also provide a
strategy to specifically alter the function of P2X7-
expressing cells (see Sections ‘Modulating the function
of P2X7-expressing cells with P2X7-specific biologics’ and
‘Depleting P2X7-expressing cells’, below). In contrast to
small molecule drugs, antibodies typically demonstrate
exquisite specificity for a single protein target that rarely
can be matched by small molecules. Antibodies targeting
membrane proteins, cytokines and growth factors are estab-
lished therapeutics in oncology and inflammation. With a
size of 150kDa, however, conventional antibodies are
rather large molecules when compared to the exposed
surface of ion channels (Figure 3). Nanobodies retain the
same specificity as antibodies but in a smaller (15kDa)

Table 1
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more flexible format with higher solubility [42] (Figure 3a).
The complementarity determining region 3 (CDR3) of a
nanobody is usually longer and can extend into cavities on
protein surfaces [43]. Such cavities often correspond to
functional regions of proteins (e.g. the active site, the
ligand-binding site, or allosteric site), positioning nanobo-
dies as potential modulating biologics (i.e. blocking or
potentiating).

Nanobodies can readily be fused to other nanobodies to
generate bispecific reagents or to the Fc-region of con-
ventional antibodies to generate nanobody-based heavy
chain antibodies (hcAbs) (Figure 3b) [44°45°]. Monova-
lent and bivalent nanobodies ensure high tissue penetra-
tion combined with rapid renal clearance while bivalent
format offers higher avidity. Bispecific formats can be
used to increase serum half-life and/or cell specificity.
Fusion of nanobodies to the Fc-region offers the possi-
bility to confer effector functions that can be further
manipulated using protein-engineering, for example to
abolish binding to complement and FcyR receptors or to
enhance complement-dependent cytotoxicity, antibody-
dependent cellular cytotoxicity, or serum half-life
[46-50]. Bispecific reagents that combine a selective
binding moiety targeting a given cell differentiation
marker with a P2X7-blocking nanobody open the possi-
bility of blocking P2X7 selectively in the targeted cell
subset (Figure 3c¢). Such biologics are easier to construct
with nanobodies than with conventional antibodies, as the
modular nanobody format avoids solubility and mispair-
ing problems inherent to conventional Vy—Vy, pairs [47].

Modulating the function of P2X7-expressing cells with
P2X7-specific biologics

In principle, there are several strategies to modulate the
function of P2X7-expressing cells with P2X7-specific
biologics: (i) by antagonizing or potentiating the function
of P2X7 itself, (ii) by depleting cells expressing P2X7, and
(ii1) by tuning the function of P2X7-expressing cells using
retargeted viral vectors. In the following sections we will
summarize the current status, challenges, limitations, and
perspectives for each of these strategies.

Blocking or activating the function of P2X7
A number of monoclonal antibodies (mAb) and nanobo-
dies (Nb) have been developed that modulate the

Potential modes of action of P2X7-targeting biologics

Biologic Mode of action

Antibodies, nanobodies
Fc-optimized antibodies

Bispecific antibodies or nanobodies
AAV

Retargeted AAV

Block or potentiate nucleotide-induced gating of P2X7

Deplete P2X7-expressing cells

Block or potentiate P2X7 on specific immune cells, deplete specific immune cell subsets
Local and systemic expression of P2X7 modulating antibodies or nanobodies

Modulate the function of P2X7-expressing cells
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Figure 3
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P2X7-targeting biologics.

(a) Conventional P2X7-specific antibodies are composed of two heavy
chains and two light chains. Each of the two antigen-binding
paratopes (in red) is formed by the variable domains (VH, VL) which
interact via a hydrophobic interface (black ovals). The antigen binding
paratope of a P2X7-specific llama heavy chain antibody is formed by
a single variable domain (VHH or nanobody). The region of the VHH
corresponding to the VH-VL interface of the conventional antibody is
hydrophilic, accounting for the high stability and solubility of
nanobodies. (b) Owing to their excellent solubility, nanobodies can
easily be fused genetically to other nanobodies. Fusion to a second
identical nanobody yields a bivalent P2X7-specific dimer. Fusion to an
albumin-specific nanobody mediates an extended in vivo half-life.
Fusion to an engineered Fc region yields a heavy chain antibody
(hcAb) and can confer modified effector functions. (c) Fusion of a
P2X7-specific nanobody to a nanobody directed against another cell
surface protein can target the P2X7-specific nanobody to a particular
subset of immune cells. Fusion to an albumin-specific nanobody or an
optimized Fc domain, again, can prolong the half-life or enhance the
cytotoxicity of P2X7-subset-specific nanobodies. Figure modified from
references [45°,62].

function of human and mouse P2X7 (Table 2). The L4
mAb and the Danol Nb inhibit gating of human P2X7
[20,21°°], the 1F11 mAb and 13A7 Nb inhibit gating of
mouse P2X7, whereas Nb 14D5 potentiates gating of

P2X7 by subthreshold levels of ATP [21°°,22]. mAb
Hano43 prevents ADP-ribosylation of mouse P2X7
[51]. These biologics illustrated exquisite specificity for
P2X7, that is they did not show any detectable binding to
P2X4 or P2X1, the closest paralogs of P2X7. Nbs 13A7
and 14D5 were readily reformatted into half-life
extended homo-dimers by fusion to the albumin-specific
nanobody Alb8. Systemic administration of half-life
extended Nb 13A7 ameliorated inflammation in DNFB
induced allergic dermatitis and antibody-induced glomer-
ulonephritis [21°°]. Similarly, in a human surrogate
inflammation model with endotoxin treated blood sam-
ples, Nb Danol blocked ATP-induced release of IL.-13
from monocytes at >1000-fold higher potency than small
molecule inhibitors of P2X7. Nb Danol showed complete
blockade of human P2X7, in contrast to the partial effect
of the L4 mAb [20,21°°].

Therapeutic antibodies are commonly injected systemi-
cally to maximize delivery. As in case of small molecule
drugs, antibodies presumably cross the endothelium and
reach the surface of cells in the tissue parenchyma. In case
of ARTC2.2 we observed that intact antibodies take
longer than nanobodies to reach and occupy ARTC2.2
on the cell surface of T cells in the spleen and lymph
nodes [46,52]. Exploring other injection routes, nanobo-
dies have been administered to the respiratory tract and
lung via aerosols [53]. In future studies, intracerebroven-
tricular injections of P2X7-blocking biologics may offer
benefit in brain diseases such as multiple sclerosis, epi-
lepsy, and depression [54]. Antibodies and nanobodies
might also be engineered for enhanced permeation of the
blood brain barrier, for example by linkage to a ligand for a
brain-shuttle transcytosis receptor [55,56].

An emerging alternative to systemic delivery of antibo-
dies is the endogenous production of the therapeutic
antibodies directly / vivo upon administration of AAV
vectors. AAV vectors have been used successfully to
produce therapeutic anti-HIV antibodies 7z vivo, confer-
ring protection in animals that were not classically vacci-
nated (a concept termed vectored-immunoprophylaxis)
[57]. A single intramuscular injection of AAV coding for
HIV-neutralizing antibodies resulted in long lasting
serum levels of the therapeutic antibodies in mice and
non-human primates [58,59]. We have made similar
observations using AAV coding for P2X7-specific nano-
bodies (Adriouch e a/., unpublished).

Depleting P2X7-expressing cells

Depletion of Tregs by activation the ARTC2/P2X7 axis
can be used to promote anti-tumor immune responses.
We have previously observed that mouse Tregs cells are
particularly sensitive to NAD™-induced cell death —
mediated by ARTC2.2 catalyzed ADP-ribosylation of
the P2X7 receptor [9]. This resulted in more effective
anti-tumor responses. This strategy is not applicable to
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Antibodies and nanobodies that modulate the function of P2X7

mAb/Nb Effect on P2X7 function Inflammation models Refs.
mAb L4 Inhibits gating of human and rat P2X7 Inhibits ATP-induced release of IL-1 [20]

mAb Hano43 Inhibits ADP-ribosylation of mouse P2X7 - [49]

mAb Hano44 Potentiates gating of mouse P2X7 - [49]

mAb 1F11 Inhibits gating of mouse P2X7 Ameliorates experimental colitis [22]

Nb Dano1 Inhibits gating of human P2X7 Inhibits ATP-induced release of IL-11 [21°7]

Nb 13A7 Inhibits gating of mouse P2X7 Ameliorates experimental glomerulonephritis and contact dermatitis [21°7]

Nb 14D5 Potentiates gating of mouse P2X7 Aggravates experimental glomerulonephritis [21°7]

Nb s+16 Inhibits ADP-ribosylation of mouse P2X7 Ameliorates experimental T1DM [9,10,44°]

humans, since the human ARTC2.2 encoding gene is
inactivated by premature stop codons [60]. Instead, anti-
bodies targeting Treg cell surface markers such as CTLA-
4, CD25 and CD137 can be used to deplete Tregs and to
promote anti-tumor response [61,62,63°°]. As P2X7 is
expressed at high level on Tregs, and at lower levels
by many tumor cells, a similar strategy using P2X7-
specific hcAbs to deplete Tregs could have the additional
beneficial effect of blocking P2X7-dependent prolifera-
tion of tumor cells. Again, combining a P2X7-specific
nanobody with a binding module directed against a cell
surface marker restricted to Tregs might further facilitate
the specific depletion of this immune cell subset.

Interestingly, Fc-engineering can be used to modulate
the capacity of antibodies to deplete target cells, as
certain IgG isotypes more effectively activate the com-
plement system and/or Fc-receptor mediated cytotoxicity
and phagocytosis [48,63°°]. Combining hcAbs may also
have some advantages. Recently, we observed that

complement is activated more effectively by combina-
tions of two hcAbs that target non-overlapping epitopes
on the same protein than by a single mAb or hcAb
[49,64°]. Similar effects were observed when two distinct
nanobodies were genetically linked into a biparatopic
hcAb. Combinations of hcAbs and biparatopic hcAbs
presumably crosslink the target protein into larger oligo-
mers on the cell surface, thereby facilitating binding and
activation of the first complement component Clq
[49,64°]. It will be interesting to determine whether
oligomerization of P2X7 with hcAbs targeting different
epitopes more efficiently deplete P2X7-expressing cells.

Tuning the function of P2X7 expressing cells

As discussed earlier, AAV vectors can be used to produce
antibodies or nanobodies /2 vive (see Section ‘Modulating
the function of P2X7-expressing cells with P2X7-specific
biologics’ above). AAV can also be used to modulate the
function of the transduced cell, for example via expres-
sion of transgenic proteins and/or RNA in the target cells

Figure 4
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AAV vectors as tools for modulating the function of P2X7 and/or the function of P2X7-expressing cells.

(a) Adeno-associated viral vectors (AAV) are established gene therapy vectors. The AAV capsid is assembled from 60 capsid proteins, with VP2
and VP3 representing N-terminally truncated versions of VP1. The AAV genome, maintained as an episome in the transduced cell, can carry one
or more therapeutic genes under the control of a given promotor. A strong ubiquitous promotor such as the cytomegalovirus (CMV) promotor
drives expression of the transgene in all transduced cells, a tissue-restricted promotor such as the foxp3 promotor would be active only in a
particular subset of transduced cells (e.g. Foxp3* Tregs). The gene of interest can encode various effectors such as secreted P2X7-specific
nanobodies or antibodies, a pro-apoptotic protein, an inhibitory micro RNA (miRNA), a guide RNA and Cas9 for a specific genomic modification.
(b) Incorporation of a P2X7-specific nanobody into a viral capsid protein provides a strategy to selectively promote transduction of P2X7-

expressing cells with such redirected AAV.
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(Figure 4). For instance, the AAV-vector can be used to
express a pro-apoptotic protein, an interfering miRNA
targeting P2X7 itself or other downstream proteins such
as IL-1B or gasdermin D, or guide RNA and Cas9 for
genetic modifications of the transduced cells iz vivo
[65,66] (Figure 4a).

AAV-based modulation of cell function, however, is limited
by the broad tropism of AAV vectors making it difficult to
targeta particular cell subset. One strategy to overcome this
limitation is to use cell-specific promoters limiting the
expression of the transgene to the targeted cell subset. A
second strategy is to use a P2X7-specific nanobody as
targeting module to redirect AAV to P2X7-expressing cells
(Eichhofteral., unpublished) (Figure 4b). If successful, this
could allow selective modulation of P2X7-expressing cells
for therapeutic intervention.

Conclusions and outlook

Thanks to its pivotal roles in triggering the release of the
leaderless cytokines IL.-13, I1.-18, and I1.-33, and its role in
controlling the development and survival of regulatory and
tissue resident T cells, P2X7 has emerged as an attractive
target for immunomodulation. Small molecule inhibitors
have shown promising results in animal models but have
failed so far in clinical studies. Meanwhile, functional
antibodies and nanobodies have been generated and these,
too, have shown promising therapeutic benefit in animal
models of sterile inflammation. P2X7-specific antibodies
and nanobodies pave the way for several new strategies for
experimental and therapeutic immunomodulation. Bispe-
cificreagents and the use of AAV vectors appear particularly
challenging and promising.
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In vivo evaluation of mono- and bispecific biologics derived from single-chain antibodies
from camelids (nanobodies): a study on their ability to modulate biological activities or to
induce cell depletion.

Nanobodies are derived from the variable part of camelid heavy chain antibodies. Among their
remarkable properties, the single-chain structure confers to nanobodies the ability to be easily
reformatted. In addition, nanobodies can act as modulators of biological activities. In this work,
we evaluated in vivo the capacity of recombinant adeno-associated vectors (rAAV)-encoded
nanobody-based biologics first to modulate biological activities, and then to induce cell
depletion. Taking advantage of the availability of several nanobody clones in the lab, in this
study the targets were the purinergic receptor P2X7 and the ADP-ribosyltransferase ARTC2.2.
In the first part, we demonstrated that activation of P2X7 by ATP and NAD" is blocked by
13A7-1gG1-SF construct. The s+16a-dimHLE construct is a potent blocker of ARTC2.2-
dependent activation of P2X7. Conversely, activation of P2X7 by ATP and NAD" is potentiated
by 14D5-dimHLE. 13A7-IgG1-S5F and s+16a-dimHLE protect CD69* resident T cells and NKT
cells (that express high levels of P2X7) from NAD*-induced cell death. In contrast, NAD-
induced cell death is increased by 14D5-dimHLE. An injection of NAD™ in vivo leads to the
depletion of CD4*CD25" regulatory T cells, increased by 14D5-dimHLE, while 13A7-1gG1-5F
protects T cells from NAD"-induced depletion. In the second part, we evaluated the ability of
mono- or bispecific nanobody-based biologics to induce cell depletion. A single injection of
rAAV encoding these constructs achieves long-lasting depletion of cells expressing the targets.
In this model, the intensity of cell depletion mediated by anti-P2X7 7E2-lgG2a and anti-
ARTC2.2 s-14-1gG2a constructs correlates with the antigen density on the cell surface.
However, the epitope recognized and the nature of the target protein seem also to influence cell
depletion. The bispecific S-14-7E2-1gG2a construct fails to achieve selective depletion of
CD4*CD25" regulatory T cells expressing high levels of P2X7 and ARTC2.2. The intensity of
cell depletion is lower than that observed with monospecific counterparts. Switching the Fc part
and the co-injection of anti-CD47 monoclonal antibody did not increase the intensity of cell
depletion. The injection of lower doses of rAAV results in a more selective depletion of cells
of interest, suggesting that nanobody affinity and target multiplicity are to be considered.
Together, these results highlight that nanobodies are versatile biologics that can be used in
mono- or multi-specific formats to modulate the activity of their targets, or to deplete cells
expressing them, paving the way for multiple therapeutic applications.

Keywords: nanobodies, biologics, activity modulation, cell depletion



Evaluation in vivo de molécules biologiques mono ou bi-spécifiques dérivées des anticorps
monocaténaires de lama (nanobodies) : étude portant sur leurs capacités a moduler les
activités biologiques ou a induire la déplétion cellulaire

Les nanobodies, dérivés de la partie variable des anticorps a chaine lourde des camélidés,
présentent plusieurs propriétés remarquables. Leur structure a chaine unique leur confere la
capacite d’étre facilement recomposés en différent formats et ils ont la propriété de moduler
des activités biologiques. Dans ce travail, nous avons évalué in vivo la capacité de molécules
biologiques basées sur les nanobodies, vectorisées par des vecteurs adéno-associés
recombinants (rAAV), d’une part a moduler des activités biologiques, et d’autre part a induire
la déplétion cellulaire. Les molécules ciblées, prises comme mode¢les d’études, sont le récepteur
purinergique P2X7 et I’ADP-ribosyltransférase ARTC2.2 pour lesquels nous disposions de
différents clones de nanobodies. Dans la premiere partie, nous avons démontré que I’activation
de P2X7 par I’ATP et le NAD" est bloquée par la construction 13A7-1gG1-5F. La construction
s+16a-dimHLE bloque I’activation de P2X7 par I’ARTC2.2. A I’inverse, I’activation de P2X7
par PATP et le NAD*" est potentialisée par la construction 14D5-dimHLE. 13A7-1gG1-SF et
s+16a-dimHLE protegent les lymphocytes T résidents CD69" et les lymphocytes NKT
(exprimant fortement P2X7) de la mort cellulaire induite par le NAD™ alors qu’elle augmentée
par la construction 14D5-dimHLE. Une injection de NAD™ in vivo entraine la déplétion des
lymphocytes T régulateurs CD4*CD25". La déplétion est augmentée par la construction 14D5-
dimHLE alors que 13A7-1gG1-5" protége de la déplétion induite par le NAD*. Dans la seconde
partie du travail, nous avons évalué la capacité de constructions mono- ou bispécifiques a
induire la déplétion cellulaire. Une injection de rAAV codant pour ces molécules biologiques
permet d’obtenir une déplétion durable des cellules exprimant les cibles. Dans ce modeéle
d’étude, I’intensité de la déplétion cellulaire médiée par les constructions anti-P2X7 7E2-19G2a
et anti-ARTC2.2 s-14-1gG2a corréle avec la densité antigénique a la surface des cellules cibles.
Cependant I’épitope reconnu et la nature de la protéine cible semblent également influencer la
déplétion cellulaire. La construction bispécifique S-14-7E2-1gG2a ne permet pas d’obtenir une
déplétion sélective des lymphocytes T régulateurs CD4*CD25" (exprimant fortement P2X7 et
ARTC2.2) et le niveau de déplétion est inférieur a celui des constructions monospécifiques. La
modification du fragment Fc ou la co-injection d’un anticorps monoclonal anti-CD47 n’ont pas
permis d’augmenter le niveau de déplétion. L’injection de doses plus faibles de rAAV permet
d’obtenir une déplétion plus sélective des cellules d’intérét suggérant que 1’affinité¢ des
nanobodies et la multiplicité de leurs cibles sont des criteres importants a prendre en
considération. Au total, I’ensemble de ces résultats suggere que les nanobodies constituent des
molécules biologiques versatiles qui peuvent étre utilisées sous des formes mono- ou multi-
spécifiques, dans 1’objectif de moduler ’activité de leurs cibles, ou de dépléter les cellules qui
les portent, ouvrant la voie a de multiples applications thérapeutiques.

Mots-clés : nanobodies, molécules biologiques, modulation d’activité, déplétion cellulaire
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