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Résumé

Parmi le nouvel ordre de médicaments représentiepanticorps monoclonaux, la classe des
immunoglobulines G occupe une place écrasante m@amsmence a révéler quelques
limitations. Afin d’essayer de dépasser d’'une fagoginale ces limites, il nous est apparu
judicieux de nous consacrer a une classe d'anScqupqu’ici peu étudiée sous l'angle
d’applications thérapeutiques éventuelles : les. Ig¥ette classe présente en effet des
caractéristiques différentes et ainsi potentielleht®emplémentaires de celles des IgG. L'IgA
est 'immunoglobuline la plus abondamment syntiéétidans I'organisme. Elle présente de
plus un tropisme préférentiel pour les muqueusas,eq fait un « candidat médicament »
particulierement intéressant pour cibler les nomées tumeurs a localisation muqueuse. Un
autre argument plaidant pour le développement damts IgA thérapeutiques réside dans la
récente mise en évidence du potentiel anti-tumdesl neutrophiles via une cytotoxicité
médiée par le récepteur des IgA Rt / CD89). Le travail présenté dans ce manuscrit
concerne principalement I'évaluatiomvitro et en « phase 0 » (a I'aide de modéles animaux)
d’anticorps monoclonaux de classe IgA spécifiquesl'dntigene CD20 (exprimé par la
majorité des lymphomes B humains). Dans ce cadnes avons aussi étudié la fonction de
divers glycanes portés par la chaine lourde deé\l#din d’évaluer la possibilité de leur
élimination au sein d’lgA variantes, dont la protioic et la caractérisation pourrait étre
facilitées. Ce travail identifie ainsi des moditioms de la glycosylation potentiellement
responsables de la formation de dépoéts rénaux erl’edministrationin vivo. Il identifie
aussi des variants hypoglycosylés des IgA gardaatinnocuité apparenta vivo et dont les
propriétés fonctionnelles sont intactes.
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INTRODUCTION
GENERALE



La fonction du systéme immunitaire est d’assureddéense de I'organisme contre les
pathogenes ainsi que de contrdler certains déregiesntellulaires aboutissant a la formation de
tumeurs. Il posséde pour cela une capacité d’appsage permettant la tolérance des antigenes
du soi et I'élimination des antigenes du non seiglus souvent d’origine bactérienne, virale,
parasitaire), au moins lorsque lirruption de cesngers dans I'organisme se fait dans un contexte
d’agression et d’inflammation (selon la théoriewdnger » de Polly Matzinger). A I'intérieur de
ce systéme, la réponse immunitaire humorale abauétsécrétion d'immunoglobulines solubles
ou anticorps. Ces anticorps, sécrétés par leslezltie la lignée lymphocytaire B, sont capables
de lier spécifiquement un antigéne dans le buedeeltraliser ou de I'élimineDans les années
1970, afin d’élucider la structure fine des antxrleur liaison aux antigénes ainsi que les
regles gouvernant la synthése et l'association deaines lourdes et légéres, les
immunologistes ont cherché a maitriser le procesdnsmortalisation des cellules B. En
1975, César Milstein et Georges Kohler décrivamir la premiére fois la technique de
fusion cellulaire et de sélection des cellules tdds appliquées aux lymphocytes B primaires
d’animaux immunisés. En dehors de son intérét gaurecherche fondamentale, cette
technique constituait le premier pas vers le dgmdment d’anticorps monoclonaux (AcM) a
usage thérapeutique et I'espoir de la concrétisatmla vision des 4nagic bullets> de Paul
Ehrlich.

En effet, trées rapidement aprés la publication 'ddidle de César Milstein et de
Georges Kohler, de nombreux AcM furent générésaas fins de recherche fondamentale
gue pour le diagnostic. Il a fallu, néanmoins,iattee le début des années 90 et I'avénement
de I'ADN recombinant pour assister a I'essor dueal@ypement des AcM pour la thérapie
humaine. A ce jour, plus de 30% des essais clisigoat consacrés aux AcM recombinants
avec des indications aussi diverses que les canearget de greffe, les maladies infectieuses,
ou encore le traitement de pathologies inflammesowmu allergiques. Dans ce domaine, la
plupart des anticorps thérapeutique approuvésgpBbDA et la grande majorité des anticorps
en phase de tests cliniques sont des immunoglasutiiisotypeyl. Cette sous-classe des IgG
posséde, en effet, des caractéristiques fonctitmmparticulierement intéressantes lors d'une
utilisation en immunothérapie et notamment poutrgisements anti-cancéreux associés a des
pathologies touchant le compartiment leucocytalP&is rarement, certaines indications
thérapeutiques nécessitent l'utilisation d’anticoportant des régions Fc dérivées d’autres
isotypes tels qu’lgG2 ou IgG4, en particulier lardgimporte d’éviter l'activation de

mécanismes effecteurs et/ou pro-inflammatoires« beonopole » thérapeutique de I'lgG1 au



cours des vingt derniéres années et les trés noseseéetudes qui en ont découlé ont
néanmoins permis d’entrevoir certaines limites dangisation des anticorps conventionnels
de classe IgG, et encouragent aujourd’hui au dépelment de nouvelles formes d’anticorps

capables de relever de nouveaux défis thérapestique

La prise de conscience de limportance du systénmeunitaire des muqueuses, la
meilleure compréhension des propriétés structureéenctionnelles des IgA ainsi que les
progres dans l'ingénierie moléculaire des anticaypssuscité un intérét pour les anticorps de
classe IgA, jusqu'ici négligés au profit des IgGng\ quelques études publiées au cours des
dix derniéres années ont abordé I'évaluation demi@l thérapeutique des IgA. Elles laissent
entrevoir de nouvelles applications pour les AcN] gar un changement de classe vers I'lgA,

pourraient intervenir dans des contextes thérageesi difféerents de ceux ciblés avec les IgG.

Les travaux présentés dans ce manuscrit constituentcontribution a I'évaluation
thérapeutique d’anticorps monoclonaux de classe, lgA particulier dans le cadre du
traitements des lymphomes B. Les résultats que awoss obtenus au cours de ces études
ont permis, dans une certaine mesure de montrecalgacité cytotoxique et donc
potentiellement anti-tumorale de cette classe matségalement contribué a préciser ses
limites par rapport aux anticorps thérapeutiquessijues. Dans ces travaux, nous avons
egalement cherché a aborder de facon préliminasegdestions a ce jour quasi-inexplorées,
celles de la pharmacocinétique et la toxicité ddecelasse d'anticorps. A linstar de
'ingénierie moléculaire des 1gG, nous avons atesié des variants des IgA présentant une
structure chimérique IgA1/IgA2 et des niveaux réslaie glycosylation. En effet, 'une des
limites freinant le développement des IgA pour dgmplications thérapeutique réside
certainement dans la présence de nombreux glycamek chaine lourde, potentiellement
immunogénes et a l'origine d'une grande hétérogéndes glycoprotéines finalement
synthétisées. L'évaluation du role de ces résidusidjques dans la fonction biologique des
IgA et de leur importance dans la stabilité de @éoule nous a permis de sélectionner un
variant hypo-glycosylé d’isotype IgA2(m1) chimérisgec I'lgAl afin de réduire sa N-
glycosylation, et présentant une activité effeetnréservée. Le développement de variants
congus selon ce modele pourrait permettre de tacilia production homogéne et la
caractérisation d’anticorps produits de fagon imdeite pour des applications thérapeutiques,

tout en veillant & leur innocuité et en essayanhdatenir au minimum leur immunogeénicité.



Ce travail s’integre a un programme de recherchanéren collaboration entre notre
laboratoire CNRS, un partenaire industriel fortetnemesti dans I'exploration du potentiel
des IgA thérapeutiques, CAYLA INVIVOGEN, et unetars-up » née dans l'objectif de
valoriser un certain nombre de modeles établi@barhtoire pour la production d’anticorps a
l'aide de souris humanisées. Notre programme ocofily avait pour ambition d’améliorer
les connaissances scientifiques sur 'immunoglaleulie classe A, d’évaluer son potentiel
thérapeutique sur des cibles cellulaires ou soduldé de créer de nouveaux outils
biotechnologiques dédiés a cette étude. Pour agesedg I'un des outils obtenus au sein du
laboratoire concerne la création d’'une lignée nautransgénique modifiée de telle sorte que
les anticorps qu’elle produit sont presque exckrmsignt des immunoglobulines chimériques
de classe IgA. L'utilisation de la technologie sligsie d'isolement d'hybridomes producteurs
d'anticorps monoclonaux a permis d’obtenir, & pal ces souris, une tres large diversité
d’IgA spécifiques d’'un antigene donné. En paraltideson utilisation a des fins industrielles,
cette lignée transgénique a également fait I'othfj@be étude plus fondamentale pour évaluer
limpact de I'expression prématurée et permanentgned chaine lourdea dans le
développement lymphocytaire B. Les résultats deagtide a laquelle j'ai été associée sont

€galement présentés dans ce manuscrit.



RAPPELS
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|. Immunothérapie anti-tumorale

Au cours des deux dernieres décennies, I'immunelogis tumeurs a connu un reéel
bouleversement et un foisonnement de découvertetafentales qui se sont traduites en
applications cliniques. On peut notamment citadelfitification d’'une variété de nouveaux
antigénes tumoraux, I'élucidation de la biologies dellules dendritiques et la mise en ceuvre
de stratégies tentant de les utiliser a des figsagreutiques, mais aussi la création d’un
formidable arsenal d’anticorps monoclonaux antieéaeux tres efficaces et donc rapidement
intégrés a la pharmacopée. L'émergence de ces aoxiveoncepts et des outils qui en
découlent a fait de 'immunothérapie une nouvepéan de traitement pour certains cancers,
en complément des méthodes traditionnelles, quliaraé&onsidérablement le pronostic des

patients qui peuvent en bénéficier.

1. Cytokines et immunothérapie non spécifique

La stimulation non spécifigue du systeme immuretaiait 'objet de premiéres
expériences des 1890, lorsque William Coley, umucien new-yorkais, utilise des toxines
bactériennes pour traiter des patients atteinsadmmes. Cette approche ne peut prendre son
essor qu'apres la découverte, au milieu du XXesmeside molécules régulant l'activité et la
fonction de la réponse immunitaire. Dénommeées dyesken 1974, ces substances, a l'instar
des hormones dans le systéme endocrinien et desmnédiateurs dans le systeme nerveux,

participent a la communication entre les cellulesygstéme immunitaire.

Les techniques de génie génétiqgue permettent mwigeanent de les produire en
guantité suffisante et plusieurs cytokines deviehmes standards thérapeutiques. Méme si
leur mécanisme d'action n'est pas toujours entier@mélucidé, ces molécules sont
couramment utilisées ; I'interféron alpha dansdecaer du rein, I'interleukine 2 (IL-2) pour la
leucémie myéloide chronique ou encore les factdeirsroissance G-CSF et GM-CSF pour la

reconstitution hématopoiétique.

Néanmoins, ces traitements sont par définition spacifiques et donc souvent

accompagnés d'effets secondaires. Ainsi, lorsqu'tummeur s’y préte, l'utilisation de



cytokines peut étre avantageusement substituéeupar immunothérapie anti-tumorale

spécifique, visant a I'optimisation ciblée de lpaése anticancéreuse.

2. Antigenes tumoraux et immunothérapie active

Au cours des années 1980, plusieurs équipes iagntitle nombreux antigenes
spécifigue de tumeurs humaines capables d'induieeréponse T cytotoxique aboutissant a
I'élimination ciblée des cellules cancéreuses (Pahand Boon 1982; Muul et coll. 1987; van
der Bruggen et coll. 1991). Il est alors clairem&iabli que les cellules tumorales subissent de
nombreuses altérations génétiques et épigénétmuiesntrainent une modification de leur
profil d’expression génique qui peuvent aboutir’éxpression d’antigenes associés aux
tumeurs (TAA) (Pardoll 2003).

L’identification de différents TAA a rendu les dtegies d'immunisation active contre
les tumeurs de plus en plus spécifiques. Ainsifédihts types de vaccins ont été
développés pour immuniser les patients, tels gue afgigénes de tumeurs purifiés, des
peptides synthétiques, de 'ADN nu (Restifo 20@®s virus recombinants (Marshall et al.,
2000) ou encore des bactéries recombinantes. B&mesgsais ont été réalisés en administrant
au patient des cellules dendritiques chargées descTAA recombinants (Gregoire et coll.
2003).

Ces méthodes sont encore loin d’avoir atteint featurité et leur bilan reste a ce jour
décevant. En effet et méme si des résultats engeands ont été obtenus dans les modéles
murins, les réponses immunologiques induites clkezphtients, bien que détectables, ne
s’accompagnent pas nécessairement d’'une répomsgueli Une explication de ces échecs
réside dans le fait que ces essais ont été menéesypatients atteints de cancers avancés et
ayant déja subi divers traitements. L'enjeu majdur développement des vaccins anti-
tumoraux est donc de pouvoir les utiliser chez mhfents a un stade précoce de la maladie
(Salem Chouaib 2006).



3. Immunothérapie cellulaire

L’'immunothérapie adoptive a fait son entrée danspémoplie des approches
thérapeutiques contre certains types de canceles.cBhsiste a injecter aux patients une
population polyclonale TIL (tumor infiltrating lyniqocyte), fortement enrichie en
lymphocytes de spécificité connue ou une populationale de lymphocytes T spécifiques.
Le groupe de Rosenberg a introduit une approchéé®sur I'immuno-déplétion du patient
avec un cocktail cyclophosphamide/fludarabine aVanplantation des TIL afin d’éliminer
les lymphocytes T régulateurs qui jouent un roéléeptiel dans linhibition des effecteurs
antitumoraux. Ce traitement associant un transfertellules T autologues, de fortes doses
d’'IL2 et une préalable chimiothérapie lympho-spécié qui préserve le compartiment
myeéloide aboutie a une rapide expandgiovivo des cellules T cytotoxique implantées qui
s’accompagnent, dans cette étude, d'une rapiderudésh de tumeurs métastatique
exprimant I'antigene ciblé (Dudley et coll. 2002).

Malgré les quelques résultats indiquant une me#lewrvie des patients, le transfert
adoptif reste expérimentalement lourd, et sa diffecmajeure réside dans la production d’'un
grand nombre de cellules T spécifiques d’'un anggdeaterming, possédant des facultés

fonctionnelles adéquates et des propriétés deesappropriées.

4. La place des anticorps monoclonaux en immunothapie

Des le début du siecle dernier, un immunologistil Ehrlich, eut la vision que les
anticorps seraient utilisés en thérapeutique consi@® « magic bullets» (revue dans
Strebhardt and Ullrich 2008; Dimitrov and Marks 2DOIl a fallu pres d'un siécle et la
découverte des anticorps monoclonaux en 1975 pargég Kohler et Cesar Milstein pour
que cette vision se transforme en réalité. Cetemouléerte permettait enfin d’obtenir un
anticorps de spécificité choisie en quantité imguuk, et I'équipe de Ron Levy décrivait en
1982 le premier succes de l'utilisation d’un amps monoclonal (AcM) en thérapeutique
(Miller et al., 1982). Celui-ci, utilisé pour leaitement de lymphomes B, laissait entrevoir une
large utilisation thérapeutique des anticorps mr@ux. Pourtant, au cours des 12 années
suivantes, un seul AcM, l'anticorps Orthoclone OKI@uromonab-CD3), recevra une

autorisation des autorités réglementaires aménsagfood and drug administratiQnFDA)
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pour une utilisation clinique, en I'occurrence faitement du rejet aigu d’allogreffes rénales,
hépatiques ou cardiaque§apleau 1). Il faudra attendre 1994 pour qu’'un autre AcM, le
ReoPro (Abxisimab), recoive l'autorisation de laAPour une seconde utilisation clinique.
Cet anticorps, dirigé contre un récepteur présenies plaquettes, est utilisé pour éviter la

formation de caillots chez les patients ayant hiémefl’'une chirurgie cardiovasculaire.

Les nombreuses années qui ont séparées I'approluiioes deux anticorps résultent
de nombreux échecs d’essais cliniques réalisésdmganticorps monoclonaux, en particulier
pour le traitement des cancers. Ces échecs ayaentprincipale cause I'origine murine des
anticorps utilisés induisant, chez le patient,demfation d’anticorps humains dirigés contre
les anticorps murins (AHAM). En effet, les AHAM eaiinent une élimination rapide des
anticorps murins et des effets adverses parfo@staDe plus, les anticorps murins ont une
demi-vie courte dans le sérum, ainsi qu’'une capdamitée pour recruter des effecteurs
cellulaires ou protéiques humains (Bellet and Deswilarie 2005). L'ingénierie génétique
des anticorps a permis de transformer progressivemes anticorps murins en anticorps
humains. La création d’anticorps chimériques, plesquels environ 70% de la séquence
peptidigue est humaine, a contribué a une diminutioportante des réponses immunes
dirigées contre les régions murirgtsa conduit, a la fin des années 90, au sucagis|wdi de
plusieurs anticorps thérapeutique. Outre le RedBrBjtuxan (Rituximab) a été approuveé en
1997 pour le traitement des lymphomes non hodgks&iée Simulect (Basiliximab) et le
Remicade (Infliximab), en 1998, pour la préventt®s rejets de greffe et le traitement de la
maladie de Crohn, respectivement. Malgré le béeéfiérapeutique incontestable apportait
par les anticorps chimérique, les praticiens cdestacependant, I'apparition chez 40% des
patients, d’anticorps humains dirigés contre lesicarps chimériques (AHAC) (Hwang and
Foote 2005). Une nouvelle génération d’anticorps adgrs crée, on parle d'anticorps «
humanisés », moins de 10 % de leurs ségquenceslipegs sont d’origine murine. En 1997,
le Zenapax® (Daclizumab), premier anticorps humanislisé en clinique, marque le début

d’une utilisation thérapeutique de plus en plugdente de ce type d’anticorps.
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Figure 1 : Structure des immunoglobulines (Ig)

A. Représentation bi-dimensionnelle d’'une Ig

B. Représentation tri-dimensionnelle d'une IgG

VH, VL: régions variables des chaines lourdesggrés ; CH, CL: régions constantes des
chaines lourdes et Iégéres ; Hinge: région chanier

(Site IMGT)



ll. L’'anticorps et sa machinerie cellulaire : le

lymphocyte B

1. Structure des Immunoglobulines

La structure des immunoglobulines (lg), qu’ellesesb exprimées a la surface des
lymphocytes B (ou elles ont la fonction de réceptde I'Ag) ou excrétées par les
plasmocytes (dans ce cas on les appelle aussogig)¢ repose sur 'assemblage de deux
chaines lourdes (H pour Heavy) identiques entesat deux chaines légeres (L pour Light)
également identiques. Les chaines lourdes sont wnitre elles par un ou plusieurs ponts
disulfures. Les chaines légeres sont unies auxiebddurdes par un pont disulfure proche de
leur extrémité carboxyterminale. Chaque chainecestposée d'une région constante C et
d'une région variable V. L’association des domaMetes chaines lourdes et Iégéres définit
le site de fixation a I'antigéne tandis que les doras C des chaines lourdes conferent ses

propriétés effectrices a 'immunoglobulinéigure 1A).

L’homme et la souris possédent deux types de chdégeres, appelés et &, qui
peuvent s'associer a chacune des cing classesatteesHourdesy( o, v, € et a) définissant
respectivement les IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Legsl sont subdivisées en 4 sous-classes :
lgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3 chez la souris et IgGX32g IgG3 et IgG4 chez 'homme qui
posséde également deux sous-classes d’IgA : IgAdA&. Les chaines lourdes comportent,
selon l'isotype, trois ou quatre domaines G41,0G,2, G43 et G4. Les domaines CH1 et
CH2 sont séparées par une région flexible, la régioharniére » (ou « hinge Higure 1B).

Sur le plan structural, les régions V et C partageme structure tri-dimensionnelle
répondant a la définition de la superfamille deselgsont caractérisée par des domaines
d'’homologie organisés en feuilldigplissés. La structure tertiaire de ces domainemamtenue
par quatre régions tres conservées : les régiammalture ou "framework regions" (FR1, FR2,
FR3, FR4). Au sein des parties variables, troisorég d'une dizaine d'acides amineés, dites
hypervariables ou encore appelées régions détemtmlaacomplémentarité avec I'Ag (CDR1,
CDR2, CDR3), s'associent pour former le site dediaa I'Ag.
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Figure 2 : Organisation du locus des chaines lourde
A. Locus IgH murin

B. Locus IgH humain

V : génes codants les segments variables

D : genes codants les segments de diversité

J : génes codants les segments de jonction

L : séquence leader



2. Ontogenese B et conception du futur anticorps

La fonctionnalité et la formidable diversité desti@rps produits dans notre
organisme sont les fruits d'un processus de difiéegion complexe a l'issue duquel chaque
lymphocyte B fabrique et produit un récepteur ueigu’antigéne.

Le grand nombre de segments V, D et J disponitldesnultiples combinaisons entre
ces éléments (diversité combinatoire) ainsi quegdhécision de leurs jonctions (diversité

jonctionnelle) contribuent considérablement a lediité des Ig.

2.1 Difféerenciation indépendante de I'antigéne : g&@isation et

expression des genes d’'immunoglobulines

La différenciation B débute dés le stade embryoeneti se poursuit tout au long de la
vie. La phase indépendante des antigénes se délandda moelle osseuse et correspond a la
différenciation de cellules précurseur hématopgiés en cellules B matures
immunocompétentes. Cette étape implique les régeraants des genes d’lg, qui ne donnent
gue des transcrits stériles dans leur dispositemmmale. Ces recombinaisons somatiques
respectent globalement I'ordre précis suivantlofsée modéle " ordonné " proposé par Alt et
Baltimore) jonctions DJ dans le locus IgH, puis V@¥ec exclusion allélique), suivies de
jonctions VJ dans le locuskguis Ig\. (avec a nouveau exclusion allélique) (Alt et cb884).
Ces réarrangements séquentiels se produisentbeeitiae d’antigene exogene et caractérisent
les divers stades précoces de la maturation B.

2.1.1 Réarrangement du locus des chaines lourdssaale pro-B

Le locus des chaines lourdes (locus IgH) est sitmée chromosome 12 chez la souris
et sur le chromosome 14 chez I'homme. Il compredmelzda souris 97 segments VH (dont
environ 55 pseudogenes), regroupés en 15 souddaniiP a 14 segments DH regroupés en 4
sous-familles et 4 segments JH suivis de huit geodant les régions constantes des 8 classes
et sous-classes d'lg, répartis selon l'ordre stiiyam, v3, v1, y2a,y2b, a, ete, (Figure 2A).
Chez 'lhomme, ce locus comprend 38 a 46 segmentgovittionnels regroupés en 7 sous-

familles, 23 segments DH, 6 segments JH suivisel# genes codant les régions constantes
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Réarrangement D vers J

ADN cellule proB

Réarrangement V vers DJ

ADN cellule préB

Expression

Figure 3 : Réarrangements des genes variables dwclss IgH.

Les rectangles représentent les exons codantdrdits fins correspondent aux introns, les
triangles symbolisent les signaux de recombinaisinkes fleches et les cercles situent les
promoteurs et les activateurs, respectivement.

(D’apres Dudley et coll. 2005).



des 9 classes et sous-classes d'lg, répartis lmidre suivanty, 8, v3,v1, al, y2,v4, € eta2
(Figure 2B).

Les exons V sont précédés d'une petite séquen@® de 90 paires de bases (pb),
'exon signal ou leader (L), codant la majeure ipafN-terminale) du peptide signal de la
protéine. Chaque gene C est composé de multiplessegodant les domaines structuraux
propres a chaque chaine lourde ainsi que les regioarniéres pour certaines Ig. Enfin, des
exons codent les régions intra-cytoplasmiques atstnembranaires pour chaque isotype
(Figure 2B).

C'est au stadeproB que débutent les réarrangements des génes d’lglepar
rapprochement d'une région DH vers une région JHesudeux alléles. Vient ensuite se
recombiner sur cet assemblage DJ un gene VH afifordeer I'exon VDJ codant la région
variable de la chaine lourde (Tonegawa 1983). leggnents géniques codant les régions
variables des chaines lourdes et des chaines $ég@me ensuite associés aux exons codant la
région C des chaines correspondantes par épigeampent ainsi des ARN messagers matures
préts a étre traduits en protéinegy(ire 3)

Si ces réarrangements permettent I'expression AlRIN messager fonctionnel, la
chaine lourde: est alors synthétisée et exportée a la membraassatiation avec d’'une part
la « pseudo-chaine » légére et d'autre part, legéoules de transduction du signal

intracellulaire lge et Igf, formant ainsi le pré-BCR caractéristiquestiade pre-B

2.1.2 Réarrangement du locus des chaines légéretada pré-B

L’expression d'un pré-BCR normal permet aux ceBulgré-B dinteragir
physiquement avec les niches des cellules stronetildy recevoir un signal de survie et de
prolifération qui conditionne la poursuite de sa tumaion. Toute cellule incapable
d’assembler son pré-BCR ou d’associer et de tratespa la membrane une chaine loupde
avec une chaine légere sera éliminée (Kitamurao#t £991). Les réarrangements se
construisant de facon aléatoire avec de nombregosesions hors phase et de nombreux
réarrangements non fonctionnels, la sélection glaptocytes B implique un taux trés élevé
d’apoptose tout au long de leur développement (ghetncoll. 2004). L'expression avec
succes du pré-BCR est également un pré-requislpaluction des réarrangements des géenes
des chaines légeres.

12



Locus Igk

Locus Igh

L V1 ca2 A o

Figure 4 : Locus des chaines légéres

V : génes codant les segments variables
J : génes codant les segments de jonction
L : séquence leader
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Les genes des chaines légeres d’'lg occupent deus Indépendants : le locusest
situé sur le chromosome 6 chez la souris et s@rdhez I'homme alors que le lochsest
localisé sur le chromosome 16 chez la souris eles?@ chez 'homme.

- Le locus Igk murin, en configuration germinale, comporte 946asg@gments ¥
(dont environ 70 pseudogenes) et 5 segmanfdaht seulement 4 fonctionnels) tandis que le
locus Igc humain comporte quant a lui 31 a 35 segmemt$ovictionnels répartis en 5 sous-
familles ainsi que 5 segments. lLes segments ¥et k codent la partie variable de la chaine
légere. Un seul segmentc@ode la partie constante chez ’lhomme comme chemliris
(Figure 4). Comme pour les genes de chaines lourdes, I'assgentdlain géne fonctionnel
nécessite des réarrangements durant lesquels meselk est accolé a un des quatre segments
Jx fonctionnels. Aprés transcription de ce gene,réggons variables (VJ) et constantes sont
associees lors de la transcription par épissagidlBl messager.

- Les génes des régions variables de chaines &£gesent répartis en 4 familles
comprenant chacune une paire de segmengs Q. (.1 a J4 et Q.1 a G4). Le locus de la
souris ne comporte que trois segmenits \é segment ¥1 s’associe préferentiellement’&lJ
et A3 tandis que les segmentd/et VA3 s’associent préferentiellement 22 J34 et G4
étant défectifs). Le répertoireaMres restreint de la souris explique probablersanpartie le
faible pourcentage de lymphocytes B exprimant urane 1éger@. (environ 5% de cellules
A+ par rapport a 95% de cellules soit un rapport de 1/20). Ce rapport est larggmen
supérieur chez I'nomme (1/3) qui posséde presdiadtade genes codant les régions variables
k que de genes codant les régions variablg¢efranc et coll. 1999).

Habituellement les génes des chaines Iégeres éammangés de facon séquentielle,
genesk d'abord puis genes lorsque les réarrangemenisn’'ont pas permis d'aboutir a un

exon VJ fonctionnel (Brauninger et coll. 2001).

Le stade B immatureest caractérisé par I'expression a la membrana dellule d'une
IgM composée de la chaine loundet d'une chaine Iégexeou . A ce stade, un processus de
sélection négative aboutit a I'élimination de 46086 des cellules immatures possédant des Ig

membranaires spécifiques pour les antigenes diMsdchers et coll. 1995).
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Moelle osseuse Circulation Organes lymphoides périphériques

/ Phase indépendante de I'antigene \ / Phase dépendante de I'antigene
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Figure 5 : Etapes de I'ontogénéese B

Les principales étapes de réarrangements des dégesnt représentées ainsi que les récepteurs
a l'antigéne

(D’apres Hardy et coll. 2007)



2.2. La phase dépendante des antigenes

Immunocompétent, le lymphocyte B naif va alorsttquila moelle osseuse via la
circulation sanguine et gagner les organes lymm@sosgcondaires tels la rate et les ganglions
lymphatiques. Les cellules B immatures passensglar un stade intermédiaire,dade B
transitionnel, qui constitue la derniere étape avant la rencantee des antigenes exogenes.
Loderet coll. en 1999, ont été les premiers a montrer que lgpadiment B immature de la
rate pouvait se subdiviser en deux populations distmctes : les B transitionnelles de type 1
(T1) et les B transitionnels de type 2 (TE)gure 5) (Loder et coll. 1999).

Les cellules T1 circulent dans le sang et se ditdens la partie externe des manchons
lymphoides péri-artériolaires (PALS) de la ratediargue les T2 sont uniquement retrouvées
dans la rate, aussi bien dans les PALS que darfslliesiles ou ont lieu la présentation des
antigénes exogenes et I'activation T-dépendanteceligles B matures. A la différence des
T1, les cellules T2 sont capables de proliféretesaiila stimulation par le BCR (Petro et coll.
2002). La population T1 est la cible de la sélectiégative en périphérie : seulement un petit
pourcentage de cellules T1 se différenciera enlesliT2 (délétion clonale et anergie). Les
cellules T2 vont finir d’émigrer dans les zones tcaes des follicules ou vont leur étre
présentés des antigenes exogenes dans un microraminent constitué notamment par des
lymphocytes T auxiliaires ou « helpers >+ et des cellules présentatrices d’antigenes, les
cellules dendritiques folliculaires. A ce stadele®ldeviennent des celluldd matures
folliculaires. Aprés stimulation antigénique, ces cellules Boseactivées et vont initier la

formation de centres germinatifs (CG).

Les CG apparaissent quelques jours apres la stiomlantigénique et persistent de
guelques jours a quelques semaines. lls sont a@ssacl’'expansion clonale des cellules B
blastiques et sont le siege de [I'hypermutation dmma (SHM pour somatic
hypermutation), de la commutation isotypique (CSR pouwtags switch recombinatio,
deux processus supplémentaires de diversificationédepteur B modifiant respectivement
ses domaines V (maturation de I'affinité) et C @lsification des propriétés effectrices).
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Figure 6 : Exemple de réarrangement de « switch »commutation de classe vers les IgE.
Les exons codants sont représentés par des rextdrajbes, les introns par des traits fins, le®nég
S par des ellipses et les activateurs par desesercl



2.2.1. L’hypermutation somatique

Les cellules B folliculaires vont accumuler des atiains somatiques au niveau des
séquences de leur domaine variable modifiant &osiaffinité pour I'antigéne. Ces cellules
expriment faiblement la protéine anti-apoptotiquedet fortement le récepteur Fas (CD95).

Elles semblent donc destinées a mourir sauf ssiggsux de survie leur sont adresseés
par des lymphocytesHspécifiques du méme pathogene, lors d’'une intenagihysique ou
les cellules B leur présentent I'antigéne (Yostencoll. 1994).

Ainsi, si les mutations accumulées améliorent iratié pour I'antigene, les cellules
seront sélectionnées ou « sauvées » et pourrolifiépeo puis entrer dans les compartiments
B mémoires ou plasmocytes. Au contraire, si lesatiaris ne changent pas, voire diminuent
I'affinité, ou si les interactions avec les lymplktis T4 n'ont pas lieu (cas d’anticorps

autoréactifs), ces cellules sont alors éliminéesapaptose (MacLennan 1994).

2.2.2. Le mécanisme de la commutation de classe

La spécificité antigénique des Ig est détermingelgmrégions variables des chaines
lourdes et des chaines Iégeres. Les fonctionsteffes, en revanche, dépendent des régions
constantes des chaines lourdes et varient seloisdgges. Les IgM sont majoritairement
produites au cours de la réponse primaire, aloeslgsl IgG, IgA ou IgE sont produites au

cours d'une réponse secondaire ou tertiaire.

La commutation isotypique cible des points chawsedombinaisons appelés régions
« switch » ou S, situées en amont de tous les dmwaionstants a I'exception dé. @u
cours du changement d'isotype, un processus denb@caison somatique entre différentes
régions S aboutit a I'association d’un gene réag#aviDJ (éventuellement remanié par SHM)
avec un nouveau segment constant de classe difféfegure 6). Les cellules B matures
peuvent alors exprimer et sécréter des IgG, IgAlgi spécifigues de l'antigene. Ce
processus se révele donc primordial pour la ditéefsnctionnelle des réponses anticorps. La
délétion quasi complete der@boutit & un blocage sévere mais incomplet dedantutation

de classe vers tous les domaines constants efkdahlichi et coll. 2004).
Difféerents modéles d’études ont mis en évidencedetrole de la production des

différents isotypes par les cytokines, différentasractions cellulaires directes (notamment

via les récepteurs B CD40 et Ox40L) et différenttogenes ou ligands des récepteurs de la
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famille TLR (Toll-like receptoj. L’action des cytokines semble s’exercer esskenient au
niveau des promoteurs germinaux et modulerait &n€ISR, tandis que les autres types de
signaux d’activation cellulaire induiraient la maddrie enzymatique de recombinaison. Les
cytokines induiraient I'expression ou l'activité dacteurs transcriptionnels capables de
former des complexes activateurs en se liant & lpromoteurs germinaux cibles (Stavnezer
2000).

2.2.3 Les stades terminaux de la différenciationdiiocytaire

Les cellules B mémoiresonstituent un groupe minoritaire de cellulesrgglee durée
de vie, capables de persister a I'état quiescerd peoliférer (de plusieurs mois a plusieurs
dizaines d’années chez I'homme). Elles ont la técdle répondre trés rapidement a des
pathogenes externes. Elles peuvent, en effet, me¥s@pidement et efficacement I'antigene
aux lymphocytes T lors d’'une réponse secondairgeedlifférencier en plasmocytes. Cette
différenciation peut se faire en dehors des cengeninatifs bien que les cellules B
mémoires puissent aussi recommencer de nouvealescge sélection et d’hypermutation
dans les centres germinatifs, permettant ainsitofogper encore la mémoire immunitaire de
l'individu (Berek and Milstein 1988).

Les plasmocytesont les cellules effectrices de la réponse immirei humorale. Ce
sont de vraies usines de production et de sécrdtariicorps a destination de I'ensemble de
'organisme. Deux sortes de plasmocytes peuvemt @énéerées . a durée de vie longue
(plusieurs mois ou années) ou a durée de vie c(rtéordre de deux semaines) en fonction
de l'antigéne et des signaux regus suite a la ion antigénique.

D’autres cellules B périphériques interviennent sddas réponses immunes T-
indépendantes. Leurs origines restent encore cmrgées mais leur action est essentielle
puisque ce sont ces cellules qui vont constitu@rdmiére ligne de défense contre les micro-
organismes : ce solds cellules B MZde la zone marginale folliculaire (MZ) de la ratdes
cellulesB1 présentes notamment dans la cavité péritonéateBLdZ sont spécialisées dans
les réponses contre les polysaccharides capaldssuwier un pontage multivalent du BCR
(tels gu'un certain nombre de polysaccharides rierts constituant des antigénes T-
indépendants). Les cellules B1 ainsi que les B M#Atsa l'origine des auto-anticorps
«naturels» poly-réactifs et de faible affinité dteg fonctions sont multiples : élimination des

débris cellulaires, transports de cytokines ou mncdormation des complexes
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antigénes/anticorps présentés aux cellules B @ddlices par les FDC dans les centres

germinatifs (Coutinho et coll. 1995).
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l1l. Obtention et développement des
Anticorps monoclonaux

1. Découverte des anticorps monoclonaux

L'immortalisation d’'une cellule plasmocytaire pan yprocessus malin comme le
myélome aboutit volontiers a la production d’'uneni@noclonale, dont la spécificité est
aléatoire et le plus souvent indéterminée. Dansheses 1970, afin d’élucider la structure
fine des anticorps, leur liaison aux antigenesiajng les régles gouvernant la synthese et
'association des chaines lourdes (H) et légérds Ids immunologistes ont cherché a
maitriser le processus d'immortalisation des ceiB. lls ont d’abord eu I'idée de créer des
cellules hybrides dans le simple but d’analysexdiession et 'assemblage des chaines d’lg,
en fusionnant entre elles des cellules tumoraleB/ées de myeélome de souris, ayant la
propriété de poussém vitro en culture de fagcon indéfinie. Les Ig produites ges cellules
hybrides (ou « hydridomes ») n’avaient d’utilitéegpour élucider la structure des anticorps,

mais n'avaient pas de spécificité prédéfinie.

C'est en 1975 que César Milstein et Georges Kobidrappliqué la technique de
fusion cellulaire et de sélection des cellules hdds aux lymphocytes B primaires d’animaux
immunisés. L’expérience reposait sur la fusion d'part de lymphocytes B sains provenant
d’'une souris immunisée contre des globules rougesiauton avec d’autre part des cellules
de myélome ayant perdu la capacité de synthéises Ipropres chaines lourdes et légéres
d’lg (Kohler and Milstein 1975). Les hydridomes giiobtenus héritaient de deux propriétés :
d’'une part, elles se multipliaient indéfiniment com les cellules de myélome, en donnant
naissance a des populations de cellules fillestigiees entre elles ; d’autre part, chaque clone
de cellules filles produit un méme anticorps (ddrmaclonal) et un certain nombre d’entre eux

étaient spécifiques de I'antigéne utilisé pour imisar les souris donneuses de cellules B.
Les avantages d’un tel anticorps par rapport atic@ps polyclonaux trouvés dans le

sérum sont importants. Les hybridomes sont gardédagnt des années en cultureritro ou
congelés, théoriguement sans modification de Eanpis qu’ils produisent. On dispose donc
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d’'une source illimitée de cellules produisant, anima en théorie, toujours le méme anticorps

avec la méme affinité et les mémes propriétés pbghimiques (Siberil et coll. 2005).

2. Humanisation de I'anticorps monoclonal

2.1 Ingénierie cellulaire

La technique d’obtention des anticorps monoclorsuscita immeédiatement de grands
espoirs thérapeutiques. Cependant, alors que cdétteuverte permettait des avancées
considérables et rapides dans le domaine de lengduh fondamentale et dans celui du
diagnostic, la plupart des premiers essais thétapmuaboutirent a des échecs.

En effet, I'administration d’'un Ac monoclonal deusis chez ’humain provoque, dans
84% des essais clinique réalisés (Hwang and Fdid8)2I'apparition d’anticorps humains
anti-anticorps de souris (« Hama », pbuman antimouse antibodytes complexes immuns
Ac murin/Hama entrainent de nombreux effets sedosmlaindésirables. De plus, les
interactions des Ac murins avec les partenairesamsrimpliquées dans la réponse immune
(récepteurs présents a la surface des cellulestides ou protéines du complément) soufrent
d’'une spécificité d’espéce et ne sont pas optimaéshiisant ainsi I'efficacité biologique de
ces anticorps (Hulett and Hogarth 1994).

Afin de palier a ces problemes, des hybridationdydghocytes humains avec des
cellules de myélome d’autres espéces (souris eduaavec des cellules de myélome humains
ont été tentées avec plus ou moins de succes (Oé&sab Kaplan 1980). A la fin des années
1970, la technique cellulaire la plus utilisée dares but consiste a immortaliser les
lymphocytes B d’'un donneur au moyen du virus d’EpsBarr (EBV) (Casali et coll. 1986),
puis a fusionner ces lignées B immortalisées awscadllules d’'un myélome humain pour
obtenir des hétéromyélomes sécrétant un anticaigdujp par les lymphocytes B humains
(Kozbor et coll. 1982). Cependant, la palette dgmries contre lesquels il est possible
d’obtenir des anticorps est relativement restreinize plus, linstabilité de ces
hétéromyélomes rend impossible une production wargs thérapeutique a une échelle

industrielle.
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Plus récemment, les approches visant a la productianticorps humains se sont
beaucoup diversifiées. Les travaux de Lanzavecehiaes collaborateursnt notamment
abouti a la mise au point d’'une méthode novatrigegénierie cellulaire pour I'obtention
d’anticorps monoclonaux humains. La transformapanl’EBV de lymphocytes B mémoires
CD22+ IgM—, IgD—, IgA— isolés a partir de patiemttectés et victimes du SRASynhdrome
respiratoire aigu sévejesuivie de leur stimulatiom vitro par des motifs CpG (qui stimulent
la prolifération lymphocytaire B par l'intermédiairdes récepteurs TLR9) a ainsi permis
d’isoler un grand nombre de lignées productricesticorps anti-coronavirus de forte affinité
(Traggiai et coll. 2004)Kigure 7).

Egalement, la possibilité de reconstituer des saormunodéficientes (Rag2—/—y&—
/-) avec des cellules immunitaires humaines pactign intrahépatique de cellules CD34+
du sang de cordon ouvre la voie a la générationtid@ps humains aprés immunisation de
ces souris, comme le suggére I'apparition d’'unemép de type IgG, aprés immunisation

avec I'anatoxine tétanique (Traggiai et coll. 2004)

2.2. Approche moléculaire

La manipulation des anticorps monoclonaux par ggémetique a commencé au début
des années 1980. Les principaux objectifs de cespolations ont été alors I'obtention
d’anticorps chimériques, humanisés ou humainsj gimes la modification de leur affinité, ou
la capacité a les exprimer sous forme de fragmeuntsle protéines de fusion avec des

molécules leur conférant par exemple une cytottxmtcrue.

2.2.1 Construction d’Ac chimérigue (Morrison etlc@B84; Takeda et coll. 1985)

La construction d'un anticorps chimérique nécessdans un premier temps,
'isolement de I'ADN codant pour le domaine VH et Homaine VL d'un anticorps
monoclonal de souris ou de rat. Ces fragmentsausite liés a I’ADN codant les domaines
constants H (d’isotype dans la majeure partie des cas) et L d’'une immiobogne humaine
(Figure 8). De tels anticorps possedent, ainsi, un fragrrergntierement humain qui les rend
considérablement moins immunogéniques chez le mafies épitopes immunodominants
interespéces d’lgG sont principalement localisésdas domaines CH2 et CH3) et capables
d’interagir de maniere efficace avec les effectewmains et la cascade du complément.
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Figure 8 : Anticorps chimérique et humanisés.

Les séquences murines sont représentées en rolegesétjuences humaines en vert, avec des
couleurs claires pour la chaine Iégére et des smifencées pour les chaines lourdes.
(D’aprés Chames et coll. 2009)



Néanmoins, et méme si de nombreux succes thérgpestont été obtenus grace a de tels
anticorps, la formation d’anticorps humains dirigésitre les anticorps chimériques (AHAC)
est encore détectée chez 40 % des patients (Hwahigaote 2005).

2.2.2. Construction d’Ac humanisés

En 1986, I'équipe de Greg Winter crée une nouvenération d’anticorps
thérapeutiques, les anticorps « humanisés » domtsnde 10% de la séquences peptidique est
d’origine murine. Cette nouvelle technique consiatdransférer dans un cadre humain
«accepteur» des acides aminés des régions CDR namvele I'anticorps monoclonal
«donneur» d’origine murineF{gure 8). Ce concept repose sur le fait que les six CDR de
régions variables des chaines lourdes et légémstsennent la majorité des acides aminés

constituant le site de liaison de I'antigene (Jogtesoll. 1986).

Certains acides aminés situés en dehors des sedigpervariables sur la région
charpente jouent, néanmoins, un role essentiel @ansaintien de la conformation et leur
substitution peut modifier considérablement I'atBnde I'anticorps humanisé obtenu. Le
choix des domaines VH et VL humains sur lesquetffexitue la substitution des CDR est
donc déterminant. La modélisation de la structuidinbensionnelle de la région Fab de
I'anticorps murin parental, notamment par cris@giéphie et diffraction aux rayons X donne
des informations majeures pour orienter ce choix.

De plus, la présence d’éventuels sites de glycbsylaloit étre recherchée. Bien que
la N-glycosylation de régions VH ou VL soit assez peéqtiente, elle est loin d'étre
marginale € 10-15 % des anticorps) (Wright and Morrison 193ntraine généralement un
impact important sur les capacités de liaison atibgne. Le maintien de sites de
glycosylation peut donc s’avérer étre indispenshivkede I'lhumanisation.

Lors de la conception du Zenapax, les CDR de Eantis murin anti-Tac ont été
insérés sur I'anticorps humain Eu : 67% des acaeinés des régions charpentes des chaines
lourdes et 65 % des acides aminés des régions estiagp des chaines légeres étaient
identiques entre les deux anticorps. L'anticorpseSt) avec les anticorps NEWM, KOL et
REI, parmi les plus utilisés comme cadre «acceptpour la construction d’Ac humaniseés
(Bellet and Dangles-Marie 2005).

Depuis la conception et la construction des presninticorps humanisés, des

améliorations constantes tentent d’étre apport@es dingénierie des ces molécules. La
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Figure 9 : Fragments d’anticorps : Fab et fragmentsimple chaine (scFv)

Un anticorps conventionnel et ses fragments désweés représentés en vert (clair pour la chaine
légere, sombre pour la chaine lourde, le triantga mdique un site de glycosylation). Les zones
ombrées représentent les sites de liaison.

(D’aprés Chames et coll. 2009)



technique de greffage de résidus déterminants fapées Epecificitydetermining residues
SDR) repose sur I'analyse de multiples structure8-® des sites de liaison de I'antigéne.
Cette analyse suggeére que seuls 20% a 33% des arideés des régions CDR sont critiques
dans linteraction antigéne-anticorps. Ces résidas, SDR, sont uniques pour chaque
anticorps. Une nouvelle approche de I'hnumanisagisindonc fondée sur le greffage non plus
de I'ensemble des régions CDR, mais seulement @8 & l'anticorps murin dans les
régions variables humaines (Tamura et coll. 2000)

De méme, la technique deriable domain resurfacingZhang et coll. 2005) est
toujours proposée comme une alternative a la tqokrie greffage des régions CDR. Elle est
fondée sur la notion que les anticorps humains\amtiurin sont dirigés contre les résidus
«physiquement accessibles» des chaines variabldmardeorps de souris (Padlan 1991).
Cette technigue repose donc sur I'analyse systquetie la distribution des acides aminés
exposés aux solvants dans les domaines variablessmt humains. La présence de tel ou tel
acide aminé a une position exposée aux solvaris sig effet un profil particulier, spécifique
de chaque anticorps («surface residues patter@»)peut alors, par mutagenése dirigée,
remplacer les résidus exposeés a la surface dangédams charpentes des anticorps murins
par les résidus habituellement trouvés a la surdaseanticorps humains. Malgré la difficulté
de conception de I'anticorps a humaniser et lddaimaitrise de l'influence des modifications
effectuées sur l'affinité des anticorps, cette téghe a permis d’humaniser plusieurs

anticorps monoclonaux (Roguska et coll. 1994; Drabtag et coll. 1999).

3. Génération de librairies d’anticorps monoclonaux

En 1988, I'équipe de Marc Whitlow crée une nouvgiletéine recombinante de
liaison a l'antigene. Cette petite protéine d’'unentaine de kilodaltons est composée des
séquences des parties variables (VH et VL) d'uicargs préexistant lié par un peptide de
liaison («linker») qui accroche I'extrémité carbebeyminale d’'un domaine VL avec
I'extrémité amino-terminale d’'un domaine VH, en wiine polypeptidique unique (Bird et
coll. 1988) Figure 9). Cette technique de fabrication de fragments knocpaine («scFv»,
poursingle chain Fya permis d’obtenir des fragments d’anticorpsyge tFv qui font I'objet
de modifications ultérieures en fonction de lewagesdésiré : fragment divalent, bispécifique,
addition de séquences codant des fragments a®ifgyines ou de toxines (Reiter and Pastan
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A. Phage filamenteux :
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(D’aprés Konthur et coll. 2002)

B. Technique du phage displayen
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1998). Ce procédé permet de plus la production assende fragments d’anticorps dans des
bactéries, contrairement aux anticorps entiersiqtes pour ces dernieres (Ward et coll.
1989).

De nombreuses librairies de fragments Fv ont deljouss été constituées a partir de
répertoires entiers de génes V réarrangégvo provenant de populations de lymphocytes B
d’animaux immunisés ou de patients. Elles compnetrigalement, les librairies de génes V
« semi-synthétiques » construitsvitro (Winter et coll. 1994; de Kruif et coll. 1995).

Des méthodes stringentes ont été développées pdectisnner le fragment Fv
capable de lier 'antigéne parmi le large choiXigands potentiels au sein d’une librairie. La
plus répandue reste encore la technique de « piiiagay » qui consiste a exprimer les
fragments Fv a la surface de bactériophages (Me@gfet coll. 1990; Clackson et coll.
1991). De fagon schématique, une librairie d’ADNodant des fragments variables
d’anticorps humain de type scFv ou Fab est clorades de génome de phages (Huse et coll.
1989) ou de « phagemides » (Clackson et coll. 1@&l)naniere ciblée, en amont d’'une
séquence codant une protéine de I'enveloppe du ephkmure 10.A). On utilise
préférentiellement la protéine plll pour laquekefusion plll/Fv aboutit & I'expression d’'un
seul fragment d’anticorps par phage, permettargéiiectionner des anticorps de trées bonne
affinité (Vaughan et coll. 1996). La protéine pVlgrotéine prépondérante a la surface du
phage, est également utilisée mais la sélectiontid@ps de bonne affinité est alors biaisée
par I'effet «bonus» de la multivalence ainsi créang et coll. 1991). La sélection des
phages portant les séquences variables spécifitpkantigene d’intérét est réalisée au cours
de plusieurs cycles successifs d’interaction phsgest de propagation du phageiqure
10.B). De tres nombreuses adaptations et variationdadechnique initiale du «phage
display» ont permis d’isoler, au cours des quingeni@res années, des phages ayant des
activités de liaison contre un grand nombre d’amtas et d’auto-antigenes comme le GNF
'antigene carcinoembryonnaire, la molécule CD4saique des antigenes des groupes

sanguins ABO et du systeme Rhésus (pour revue Augrooll. 1997).

D’autres approches de sélection de fragments d@ms, moins répandues, ont été
également décrites : le « ribosome display » estléosur la production d’ARNm d’'une
banque de scFv, transcrits et traduityvitro dans un systeme acellulaire. Cette bibliothéque

de scFv est caractérisée par I'absence de codprastoextrémités 3’ des régions codantes.
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Figure 11 : Principe de la technique du ribosome dplay.

Une bibliotheque de scFv est transcrite et tradnitgétro. Les ARNm résultants qui ne possedent
pas de codon stop, donnent naissance a des complese ARNm-ribosome-scFv. Ces
complexes sont directement utilisés pour une sélecsur la cible immobilisée. L'ARNmM
incorporé dans les complexes liés est €lué, paifiétro-transcrit dans des conditions favorables
a lincorporation de mutations. Le pool d’ADN codgmour des scFv spécifiques de la cible
d’intérét est enrichi au cours de plusieurs cyslesessifs.

(D’apres Hanes et coll. 2000)



Lors de la traduction, l'absence de codon stop qmoe I'apparition de complexe
mRNA/ribosome/scFv, qui vont directement se fixar sune cible immobilisée par
I'intermédiaire du fragment Fv néo-synthétisé. LIRodant le scFv spécifique de I'antigéne
est ainsi isolé et de nouvelles mutations sont @@pdors de la reverse transcription afin de
favoriser, aprés plusieurs cycles, I'obtention gment Fv de haute affinité (Hanes et coll.
2000) figure 11). La technigue du « phage display » et plus récemrcelle du « ribosome
display » ont permis de d’obtenir des fragmentsititarps qui possédent pour I'antigéne une
affinité extrémement forte surpassant, pour la giydes affinités mesurées avec les AcM

conventionnels (Luginbuhl et coll. 2006).

4. Les modeles murins humanisés

Une autre approche, visant a [I'obtention d’antisormonoclonaux humains
directement chez la souris, a vu le jour graceéuweldppement des techniques de transgénese.
Cette approche consiste a remplacer une partidodedes genes d’lg de souris par les loci
équivalents humains. Aprés immunisation, ces ammsont capables de produire des
anticorps humanisés pour tout ou partie de leugsestes, avec la possibilité de dériver aussi
bien des anticorps monoclonaux par la techniquéngdesdomes que des polyclonaux a partir

du sérum des animaux.

La premiere description de souris capables d’exgriom répertoire restreint de génes
d’'lg humains date de 1989 (Bruggemann et coll. 19B8@r la suite, une inactivation des
genes d’lg endogénes de la souris a été combingeeautilisation de longs transgénes
humains qui incluent plusieurs régions variablepabtes de réarrangements V(D)J et
plusieurs genes constantBigure 12.A). Les souris obtenues produisent des anticorps
humains de type IgM, ou IgG lors de réponses sexmeg] indiquant que les fragments
introduits permettent un certain degré de comnuiatie classe. De plus, l'analyse des
anticorps monoclonaux obtenus montre que des rantagomatiques affectent les régions
variables indiquant I'existence d’'une maturationpagemment correcte de la réponse
anticorps (Green et coll. 1994; Lonberg et colR4P Ces animaux ayant un faible nombre de
segments V présentent cependant des lacunes dan®pertoire, en particulier contre des
antigénes polysaccharides, habituellement ciblésiea anticorps provenant d’'un répertoire
V(D)J quasi germinal avec peu d’hypermutations dauas (Adderson et coll. 1992).
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Par la suite, des lignées transgéniques disposamtndmbre plus élevé de segments
V ont donc été générées, améliorant I'étendue perté@re et permettant la reconstitution de
compartiments B de volume plus proche de la norrfidiendez et coll. 1997; Green and
Jakobovits 1998)Higure 12.A). Ces lignées ont été produites par transgénessiglie ou
par fusion de cellules ES avec des protoplastes lpowiansfert de chromosomes de levure
porteurs de larges transgenes humains ou encoréugian d’ES avec des microcellules
dérivées de fibroblastes humains et apportant umichromosome humain. Les lignées
portant les locus IgH et kgentiers (HUMAb mouse de Medarex), ou portant es @ locus
IgA (Xenomouse d’ABgenix) ainsi créées, ont permistéair des anticorps de haute affinité
(Popov et coll. 1999; Kuroiwa et coll. 2000).

En parallele, des approches chimériques ont eégalengte réalisées avec
I'établissement de lignées murines dans lesqudbssréarrangements VDJ endogenes
s’expriment en association a une région constaatehdine lourde humaine. Ainsi, Zou et
Rajewsly ont remplacé les exons codant la partieet&e de la chaingd de I'lgG1 murine
par des exongl humains, aboutissant a un remplacement efficacka dorme murine par
'lgG1 humaine dans le systéme immunitaire de ecemaux, tout en gardant le répertoire
VDJ murin (Zou et coll. 1994 Fgure 12B).

La plupart de ces animaux mutants sont caractgaesne maturation B relativement
normale en termes de taille des compartiments Beaeangements VDJ, de réarrangements
de switch et d’hypermutation (Harding and Lonbe®§3). lls ont ainsi permis de dériver un
certain nombre d’anticorps d'intérét commercial,ssiubien contre des protéines de
pathogenes (Chang et coll. 2002), des polysacad®ii@hang et coll. 2002), des protéines
humaines solubles (Yang et coll. 1999) ou membrasdiTeeling et coll. 2004) et des Ag
variants associés a des tumeurs (Imakiire et2004).

Dans ce cadre, notre équipe a récemment créé dguoges de souris désignées
HAMIGA et GAMMAPRIM dont le génome a été modifié aiveau du locus de la chaine
lourde par introduction d'un gene constant humail @pour HAMIGA et y1 pour
GAMMAPRIM) positionné en remplacement du premieie sile commutation des genes
constants de la chaine lourde des différente§ifgufe 12B). Les anticorps produits par ces
animaux sont majoritairement des IgA humaines (H&¥) ou IgGl humaine

(GAMMAPRIM); ils ne contiennent pas d'IgM et seulemh de trés faibles quantités des

25



autres classes d'lg endogéenes. L'utilisation etdeactérisation des souris HAMIGA sera

abordée plus en détail dans la partie résultats.

5. Marché des anticorps monoclonaux

Au cours de la derniére décennie, le marché desoans thérapeutique a littéralement
explosé, atteignant 33 milliards de dollar en 20868jui correspond a une augmentation de
22,2% par rapport a 2007 et de 220% par rappoQQ#.2Le couple Genentech/Roche est
leader du marché avec 5 AcM acceptés par la FDAisswe trois grands groupes
pharmaceutiques : Johnson & Johnson, Abbott etaAgtneca/Medimmune. Quatre autres
compagnies tiennent également une place importiares le secteur ; Biogen Idec, Amgen,
Novartis et UCB Pharma (Dimitrov and Marks 2009%. formidable croissance du marché
des anticorps thérapeutiques durant ces dix desi@nnées a rapidement incité les grandes
entreprises pharmaceutiques a acquérir les petitespagnies dédiées aux anticorps.
Aujourd’hui, toutes les « big pharma » et un nomtn@ssant de plus petites entreprises de
biotechnologie identifient et développent des amfis thérapeutiques.

Le marché des anticorps monoclonaux a commencé asmension avec la
commercialisation en 1997 du Rituxan (Rituximabyumpte traitement des lymphomes non-
hodgkinien (NHL). Cette molécule est trés vite dewe le médicament standard dans le
traitement de cette maladie et le premier anticonmmoclonal qui atteignait le statut de
« blockbuster » avec un chiffre d’affaire de plesldmilliard de dollars par an (Dimitrov and
Marks 2009). A présent, le Remicade est le leadamdrché avec des ventes qui ont atteint
6,5 milliards de dollars en 2008, suivi par le Rén (5,6 Md$) I'Herceptin (4,8 Md$),
I'Avastin (4,7 Md$) et I'Humira (4,4 Md$).

Actuellement, 23 anticorps monoclonaux ont recu aun®risation de la FDA pour
une utilisation thérapeutique notamment dans laétetreent de cancers, de maladies
inflammatoires ou cardio-vasculaires. De maniéersmégidle, ces différents domaines
mobilisent plusieurs anticorps qui ciblent les ménmaladies aboutissant a une forte
compétition entre les différents anticorps. L'orogpé semble, a I'heure actuelle, le domaine
qui présente la plus forte expansion avec une tad#ide candidats-médicaments en cours de
développement ; AMG 479 dans le traitement desirtames pancréatique (Beltran et coll.
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2009), Ramucirumab pour bloquer l'angiogénése (Kskpya and Wakelee 2009),
Adecatumumab pour le cancer du sein métastatigaen(i@t et coll. 2009), Oregovomab
pour le cancer ovarien (Braly et coll. 2009), E¢@ramab pour les sarcomes (Delbaldo et coll.
2008). Les traitements anti-infectieux sont moerésentés avec un seul anticorps approuve
par la FDA mais ce secteur semble également endeéveloppement avec une recherche

intensive d’AcM dirigé notamment contre le VIH (paevue Chen and Dimitrov 2009).

A la fin de 2008, on dénombrait 25 anticorps thétdjgues en phase clinique lll, au
moins une trentaine en phase Il et 7 qui avaienb@e dans leur approbation. En moyenne,
uniguement 15% des essais cliniques aboutissemt @ise sur le marché d'un nouvel
anticorps. Malgré la croissance persistante de @&, plusieurs données freinent encore
son développement. Notamment, le colt du développenes AcM, rendent les candidats-
médicaments de faibles portées thérapeutiques, smatimactifs pour les grands groupes
pharmaceutiques. De plus, le colt du traitemenntieait les Ac en compétition constante
avec d’autres molécules moins onéreuses. Ces idn@mnts majeurs ont favorisé la percée de
nouvelles formes d’anticorps thérapeutiques venaanhcurrencer les AcM entiers,

actuellement dominants du marché.

Les fragments Fab devraient, ainsi, prendre uneeptaoissante dans le marché des
anticorps thérapeutique au cours des 5 prochaimegea. L'un des exemples de
développement industriel de ces nouveaux anticsopsles Fab «PEGylés» de UCB Celltech
qui utilise des Fab couplé a des chaines de pgligéth glycol pour augmenter la demi-vie
des fragments dans I'organisme. Parmi les 450 AcMedlement en essai clinique, 54 sont
des fragments, dont 30 des Fab, 19 des scFv et formjupartie de la troisieme génération
d’anticorps (Ac miniatures). Deux Fab sont notamimen phase Ill ;. le Naptumomab
estafenatox, un fragment Fab couplé a I'entéromXinstaphylococcique et le VB4-845, un
scFv conjugué a I'endotoxine A dseudomonagout les deux utilisés pour le traitement de

carcinomes (Nelson and Reichert 2009).

Les AcM sont pour linstant uniquement délivrés pajection ou perfusion
intraveineuse. Le développement de nouvelles valegiministration d'anticorps par
ingestion ou inhalation représente un domaine diegjon plus pratique et indolore et un
large marché potentiel pour les entreprises phagutapies. Pour ces approches, les groupes

pharmaceutiques font souvent appel a des plusepetibiotech» qui possedent des
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technologies innovantes dans ce domaine. Ce ftaded’Enzon pour le développement d’'un
scFv couplé a la «pulmonary particle technologyMdktar. De la méme fagon, Medimmune
s’est associé avec Alkermes pour développer un AdhMlable contre le virus respiratoire
(Riley 2006). Le développement d’Ac administré pafe orale fait appel, notamment, a
I'«<Emisphere technologies» développé par Eligen ufilise des agents « carriers » pour
protéger les protéines des enzymes digestives ietfagilite le transport & travers les
muqueuses intestinales. Une autre approche contzrtezhnologie «cobalamin» d’Acess
Pharmaceutical qui utilise les propriétés d’ingestile la vitamine B12 associée au candidat-

médicament (Petrus et coll. 2009).
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V. Mode d’action des Ac thérapeutiques

A I'heure actuelle, la plupart des anticorps théramue approuves par la FDA et la
grande majorité des anticorps en phase de testqudi sont des immunoglobulines d’isotype
v1l. Cette sous-classe possede, en effet, des a@stigties fonctionnelles particulierement
intéressantes lors d’'une utilisation en immunotbiérat notamment pour les traitements anti-
cancéreux associés a des pathologies touchantmpactment leucocytaire. Plus rarement,
certaines situations thérapeutiques nécessiteiitsiaion d’anticorps portant des régions Fc
dérivées d’autres isotypes tels qu’lgG2 ou IgG4sdoe lI'on veut, par exemple, éviter
I'activation de mécanismes effecteurs. Le « monepalhérapeutique de I'lgG1 au cours des
vingt derniéres années et les tres nombreusessatuilen ont découlé ont permis d’entrevoir
certaines limites dans [l'utilisation de cette maléc qui encouragent aujourd’hui au
développement de nouvelles formes d’anticorps dapabde relever de nouveau défis
thérapeutiques.

1. Pharmacocinétique sérique des IgG

Les anticorps monoclonaux d’isotypesont caractérisés par une demi-vie sérique trés
longue. Leur masse est suffisante pour échapperediltration et une élimination par les
glomérules rénaux et leur association avec divécepteurs exprimés a la surface des
leucocytes favorise leur maintien dans la circalaganguine. Le mécanisme prépondérant de
rétention des IgG dans le sérum résulte de lictema de la partie Fc avec le récepteur
néonatal FCRn exprimé a la surface des cellulesthaliales vasculaires, des monocytes et
des macrophages. Ce récepteur est également prseniveau de la barriere hémato-
encéphalique, sur les glomérules rénaux et dap#hBdium intestinal (Roopenian and
Akilesh 2007). Initialement, I'existence du FcRrété démontrée lors de l'isolement d'un
récepteur hétérodimérique impliqué dans le trarispes IgG maternelles a travers
I'épithélium intestinal de rongeurs nouveau-nés{Stier and Mostov 1989). En dehors de ce
réle dans la protection immune néo-natale, ce téaepest déterminant pour 'homéostasie
sérique des IgGHjgure 13). Le renouvellement des protéines sériques impligu effet la
pinocytose cellulaire non spécifique (concernanitds les protéines présentes) notamment

par les monocytes et les cellules épithélialesjisul’'une dégradation par acidification dans

29



a b @ (,lli'

AR AA KR RAKERRRRRRRRRRARARRRERAERRERRRRARRINERKRRERS

* * Blocage de la prolifération
’ ¥ g p

Katie Ris

Prolifération

Figure 14 : Exemple d’inhibition de signalisation ellulaire par un anticorps.

La liaison d’'un récepteur de facteur de croissan@x son ligand déclenche sa dimérisation
et l'activation d'une cascade de signalisation cmamt a la prolifération cellulaire et la
résistance aux agents cytotoxiques (a). (b, chibition de signalisation provoquée par la
présence d’'un anticorps peut se produire en blddiésenement de dimérisation (b) ou en
interférant avec la liaison du ligand (c).

(D'aprés Adams et coll. 2005)



les compartiments endosomaux. Dans ce compartitig@, rencontre un récepteur qui suit
un cycle permanent de recyclage, le FcRn. La fixatle I'lgG capturée sur le FCRn est
optimale dans les conditions d’acidité des endosorbe FcRn y capte donc I'lgG, puis la
reconduit vers la membrane cellulaire et le sérumil da libere sous I'effet de la brusque
augmentation du pH. Ce mécanisme contribue coraitEment a 'augmentation de la demi-

vie plasmatique des IgG qui peut atteindre plusisemaines (Roopenian and Akilesh 2007).

2. Mode d'action des IgG

Bien que le mécanisme d’action d’'un anticorps théudique ne soit pas toujours
évident a mettre en évidence chez le patient, ifléSrehtes voies cytotoxiques que peuvent
emprunter ces molécules monoclonales sont trés Hixrites in vitro. De maniéere
conceptuelle, les modes d’action des anticorpsapiedrtiques peuvent étre divisés en
mécanismes directs, médiés par les régions vasiageldanticorps et en mécanismes indirects,
provoqués par la liaison des domaines constants mveffecteur moléculaire ou cellulaire.
Dans ce chapitre, nous développerons essentieltelm@mécanismes mis en jeu dans les

traitements anti-tumoraux.

2.1. Mécanismes directs

L'une des familles d’antigenes associés aux tumdUli'sA) les plus communs
concerne les récepteurs de facteurs de croissan®t surexprimés sur un grand nombre
de cellules tumorales. En condition normale, leuwtivation favorise les réponses
prolifératives et la survie cellulaire qui se masik lors d’'une surexpression sur les cellules
cancéreuses par une induction de la croissanceélemet I'apparition d’une insensibilité aux
agents chimio-thérapeutiques. L'interaction d'un MAcavec ces récepteurs peut
potentiellement bloquer leur signalisation et ddaikinhiber la croissance tout en restaurant
la sensibilité des cellules tumorales pour les tgyeytotoxiquesKigure 14). Les Anticorps
qui ciblent les membres de la famille des EGFR fpattie des meilleurs inhibiteurs de
croissance tumorale. Certains d’entre eux, comn@etaximab ou le Panitumumab, bloquent
de maniére physique l'interaction du récepteur as@t ligand (Sunada et coll. 1986) ou

préviennent l'activation cellulaire en empéchantdieérisation du récepteur (Adams and
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Engagement du récepteuryRtlla et le recrutement d’'une cellule NK par latmgai~c d’'un
anticorps spécifique d'une cellule cible, conduisanla destruction de cette derniere par
exocytose de granules cytotoxiques a partir dellale effectrice.

(D’'apres Adams et coll. 2005)



Weiner 2005). D’autres, comme le Pertuzumab, peéemieta liaison avec le ligand mais

inhibent I'hétéro-dimérisation nécessaire a lagdarction du signal (Franklin et coll. 2004).

2.2. Cytotoxicité cellulaire dépendante des antisdADCC)

Un des mécanismes importants par lequel les Ig@tett le systeme immunitaire
cellulaire réside dans linteraction du domaine &eec les récepteurs ¥c(FcyRs)
(Nimmerjahn and Ravetch 2008). Chez I'homme, lailfandes FgR contient six membres
connus dans trois sous-groupes yHc(CD64), FgRIla, b, ¢ (CD32a, b, c) et #Rllla, b
(CD16a, b), exprimés par diverses cellules effeesridont les macrophages, les neutrophiles,
les cellules dendritiques et les natural killer INKes derniéres constituent I'agent principal
de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anpsa’isotypey (ADCC). Ainsi, l'interaction
d’une cellule NK avec une cellule cancéreuse, pgeimédiaire d’une liaison FRllla/IgG,
peut aboutir a la formation d'une synapse immunqlag dans laquelle le NK libere un
meélange de granzymes et de perforines qui vontr lisecellule cible Figure 15. Le
recrutement des autres types cellulaires, par I'fg@e sur la cellule tumorale, aboutit

principalement a la phagocytose de la cellule didtams and Weiner 2005).

Néanmoins, le déclenchement de 'ADCC par les amscthérapeutiques fait face a
plusieurs limitations ou rétro-contréles telles dlaeliaison possible des IgG avec des
récepteurs inhibiteurs comme le yRilb exprimé a la surface des cellules B, des
macrophages, des cellules dendritiques et desapdites (Nimmerjahn and Ravetch 2007).
A la différence des récepteurs activateurs poujuels le domaine cytoplasmique est associé
a un motif d’activation type ITAM (Immunoreceptoyrosine-based activation motif), le
FcyRIIb est caractérisé par la présence au niveaa-aditulaire d’un motif inhibiteur (ITIM)
gui régule de maniéere négative les fonctions effeest de la cellule qui I'exprime, conduisant
a linhibition de ses capacités cytotoxiques. Unirea limitation réside dans le systeme
cellulaire utilisé pour la production des AcM. Lg& présentent un site de glycosylation sur
leur domaine CH2 (Asn 297). Ce glycane est extréemérimportant car il module l'affinité
du Fc pour le FRllla, déterminant de ce fait I'efficacité des eotps dans l'induction de
'ADCC. Plus précisément, la présence des résidasskes greffés sur la chaine glucidique
semble diminuer l'efficacité de liaison auyRc(Shinkawa et coll. 2003). La nature de la
chaine glucidiqgue dépend des enzymes expriméesapiégnée cellulaire utilisée pour la
production d'anticorps (Siberil et coll. 2006). Rxemple, une IgG1l anti-CD20 chimérique
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produite par I'nybridome de rat YB2/0 déclenche AECC 50 fois supérieure en présence
de PBMC humains que celle observée avec le mémieogrg produit en CHO, lignée

cellulaire traditionnellement utilisée pour la puation des protéines thérapeutiques. Cette
différence est attribuée a I'expression élevée tlignée CHO du géne FUT8 codant pour

la fucosyltransferasel,6 (Shinkawa et coll. 2003).

Jusqu'’ici, peu de preuves cliniques démontraiesitarnent I'implication de 'ADCC
dans l'efficacité thérapeutique des AcM. Néanmaphssieurs équipes ont récemment montré
gue lefficacité du Rituximab dans le traitementsdigmphomes est significativement
augmentée chez les patients qui expriment un régefgRllla polymorphe de haute
affinité (acide aminé 158 Val/Val contre Val/PheRine/Phe) (Cartron et coll. 2008).vitro,
une affinité cinq fois plus élevée est observés tla I'interaction Fc/RRRIlla-V158 comparé
a celle observée avecyRIII-F158 aboutissant & une ADCC beaucoup plus&ig (Koene
et coll. 1997). Ces résultats indiquent que l'iattion entre le domaine de Fc de I'anticorps et
le récepteur R&RlIlla entre, au moins en partie, dans l'efficadgtidique du Rituximab et
démontre l'importance de I'ADCC dans ce traitem®ds corrélations similaires ont été
effectuées pour le Trastuzumab (Gennari et co0420e Cetuximab (Taylor et coll. 2009) et
I'Infliximab (Louis et coll. 2004). Ainsi, le renfeement de l'activité ADCC des IgG fait
partie des enjeux technologiques mises en ceuvrs Baméveloppement des nouvelles

générations d’anticorps thérapeutiques.

L’'une des approches utilisées pour augmenter aetieté réside dans la modification
de la séquence aminée du domaine Fc par mutagaléadeire afin d’augmenter son affinité
pour les récepteurs ¥R, (Shields et coll. 2001; Lazar et coll. 2006).sDeesultats
impressionnants ont été obtenus avec des varia#ségant une affinité jusqu'a 100 fois
supérieure pour FRIlla, aboutissant a une forte augmentation de CADin vitro
(Desjarlais et coll. 2007). La mutagénése de l@régc n'est pas la seule maniére d'améliorer
son affinité pour les RR. Comme cité préecédemment, la nature de la clgitreadique du
domaine CH2 a une influence importante sur l'a#indu Fc/RFc. Plusieurs groupes
universitaires et entreprises pharmaceutiques saceotrent actuellement sur le
développement de nouvelles variétés de lignéesilaedls, tels que des lignées CHO
déficientes pour le géne FUT8 menant a la prodoatidc enrichis en oligosaccharides non-

fucosylés (Yamane-Ohnuki et coll. 2004). Plusiedesces anticorps peu ou pas fucosyleés,
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Les anticorps monoclonaux initient la cascade dauptément, provoquant la formation du

complexe d'attaque membranaire, qui entraine &adgs cellules cibles.
(D’'apres Adams et coll. 2005)



possédant une activité ADCC améliorée, sont aujourden phase d’évaluation de leur

efficacité thérapeutique dans des essais cliniegard et coll. 2008).

2.3. Cytotoxicité dépendante du Complément (CDC)

La cytotoxicité dépendante du complément est uaetian cytolytique qui empreinte,
dans le cas des IgG, la voie classique d'activatiorcascade des protéines du complément
(de C1 a C9) tres abondantes dans le sérum. Cattade est initiée par la liaison de la
protéine C1q sur le domaine Fc de l'anticorps fixéa surface de la cellule tumorale. Le
complexe Ac/Ag/Clg recrute une série dautres prese du complément aboutissant a
I'activation des agents protéolytiques C3a et Cha ka formation d'un complexe d’attaque
membranaire qui provoque la lyse de la celluleeciBigure 16). De nombreux anticorps
anti-tumoraux dirigés contre diverses cibles (CDEI52, HLA-classe Il, ACE...) ont
montré leur capacité d’activation de la COCvitro. Une étude réalisée chez la souris a
clairement démontré que le Rituximab agissait fpelement chez cet animal par le
recrutement de la voie classique du complément3@itano et coll. 2003). Chez les patients
atteints d’'une leucémie lymphoide chronique, un@dex consommation des éléments du
complément est observée apres une injection deiRiél suggérant une forte implication de

la CDC dans ce traitement (Kennedy et coll. 2004).

Cependant, certains mécanismes de résistance Hekesceumorales sont mis en
ceuvre pour résister a cette réaction cytolytigueettet, il n’est pas rare d’observer sur les
lignées tumorales une surexpression de protéinesbnamaires régulatrices aboutissant a
linhibition de la cascade du complément sur la fae cellulaire et réduisant
significativement la CDC : « complement receptopetyl » (CR1 / CD35), « membrane
cofactor protein » (MCP / CD46), « decay-accelamafactor » (DAF / CD55), et protectine
(MACIF / CD59). Ce phénomene a été mis en évid@uee le Rituximab dans le traitement
de lymphomes non-hodgkiniens et sur des lignédslaeés provenant de lymphomes de
Burkitt (Golay et coll. 2000). Comme pour 'ADC& tenforcement des capacités CDC des
nouveaux anticorps est un domaine tres étudié.nbmifications de la séquence aminée du
domaine CH2 ou de la région charniere ont, par @kenabouti a la création d’Ac avec une
affinité améliorée pour Clq (Dall'Acqua et coll.0B). Une équipe japonaise a récemment
imaginé un Ac recombinant dont le domaine Fc passkrs éléments d’'une IgG3 et d'une
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IgG1l. De maniére surprenante cet anticorps possgadeactivite CDC plus importante que

celles observées avec I'lgG1 ou I'lgG3 parentdtediyiduellement (Natsume et coll. 2008).

La deuxieme génération d'anticorps humanisés andéjee a I'approbation de plus de
20 AcM utilisés en thérapieTébleau 1). Les résultats cliniques guident maintenant
'amélioration de ces anticorps vers de nouvellggraches afin de les rendre encore plus
efficaces. Une troisieme génération d’anticorpsecades caractéristiques thérapeutiques
différentes de celles des IgG conventionnelles, asstiellement évaluée dans des tests

cliniques précoces.

3. Les nouveaux formats d’anticorps

3.1 Les fragments d’anticorps

L’ingénierie des anticorps et en particulier le f& pouvoir cloner les genes des Ig a
permis de développer de nouveaux formats d’antecqopssédant des caractéristiques
thérapeutiques innovantes. Il était déja possilabtdnir un fragment Fab (50 kDa contre 150
kDa pour l'anticorps entier) responsable de I'dt#ivde liaison. L'ingénierie a permis
d’obtenir un fragment plus petit, le scFv de 25 kddastitué par les domaines variables de la
chaine lourde et de la chaine Iégere reliés pgpemtide de liaison (Dreher et coll. 1991)
(Figure 17). La petite taille de ce fragment lui permet dééproduit de facon efficace dans
Escherichia coli ce qui simplifie grandement sa production, masnet aussi de produire
différentes fusions protéiques. En raison de lailletréduite, ces fragments d'anticorps ont la
capacité de pénétrer les tumeurs solides beaudosgflicacement que I'lgG compléte, mais
cet avantage est déséquilibré par une demi-viguerirés courte qui diminue les capacités
globales d’accession aux tumeurs pour ces petitddames. Plusieurs groupes universitaires
et compagnies pharmaceutique étudient des apprattieesatives pour augmenter leur demi-
vie sérique. L’approche la plus prometteuse cormcdi@ddition chimique d'un résidu de
polyéthyléne glycol (PEG), qui augmente considénateint la taille des fragments. Un
exemple récent est le Certolizumab pegol (Blick @uwdran 2007), un fragment anti-TiF
récemment approuvé par la FDA, dont la demi-vigggérpeut atteindre 14 jours. La liaison

PEG (PEGylation) est tres efficace pour augmeatstdbilité des scFv, conférant une activité
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Figure 17 : Nouveaux formats d’Ac (1)

Un anticorps conventionnel est représenté en gkait¢ pour la chaine Iégere, sombre pour la
chaine lourde, le triangle bleu indiqgue un site glgcosylation). Les zones ombrées
représentent les sites de liaison. Les HcAd desélkdés et leur fragment (sdAb) sont
représentés en mauve et en bleu. La couleur osymglolise une spécificité différente.

scFv, Fragment simple chaine ; HcAb, anticorps ltEne lourde ; sdAb, anticorps simple
domaine; Ab-bs, Anticorps bispécifique ; Fab, fragin

(D’'aprés Chames et coll. 2009)



anti-tumorale améliorée mais également une immumoigé réduite (Holliger and Hudson
2005).

Plus réecemment, il est apparu possible d'utiliserseul domaine variable (12 a 15
kDa) pour générer une bonne affinité et spécificté type de fragment est alors appelé sdAb
(single domain antibody(Ward et coll. 1989)Rigure 17). Ce phénomeéne, qui avait été
démontré sur quelques rares exceptions dans ldesaanticorps murins ou humains, s'est
avére étre aussi utilisé par la nature. En efést,damélidés ainsi que les requins expriment
naturellement une proportion d’anticorps ne posseg@as de chaine légere (HcAb pour
heavy chain Ab) et dont l'activité de liaison estedau seul domaine variable de la chaine
lourde (Muyldermans 2001). De fagon intéressangs, domaines tres bien produits chez
Escherichia colisont extrémement stables, se lient de préférencesa épitopes non
accessibles aux anticorps conventionnels tels esesdes actifs d’enzyme (Holliger and
Hudson 2005).

3.2 Les anticorps bi-spécifique (Ac-bs)

Un grand nombre d’anticorps bispécifiquésgure 17), capables de lier fortement
deux cibles différents, ont été développés au coes 20 derniéres années. lls ont été
employés de diverses manieres, l'application la glassionnante étant la possibilité de
recruter simultanément plusieurs cellules effeetridu systéme immunitaire (Stockmeyer et
coll. 2000; Fischer and Leger 2007; Muller and kontann 2007).

Une des premieres approches imaginées pour créeAa®s a consisté a fusionner
deux variétés d'hybridomes (produisant respectimtmee lgG2a de souris et une IgG2b de
rat) afin d’obtenir une nouvelle lignée celluladike quadroma. Cette combinaison spécifique
confére aux Ac obtenus des propriétés essentiptias leur production et leur purification.
En effet, un appareillement préférentiel en fonctae I'espéce conduit & une association
correcte des chaines lourdes et légéres de champafigté sans production d’hétéro-
molécules inactives. De plus, le fragment Fc chiguér obtenu permet une purification des
molécules bi-specifiques en une étape par gradempiH sur colonne d’affinité (Lindhofer et
coll. 1995). De maniere étonnante, plusieurs état¢snontré que ces anticorps chimérique
étaient capables de recruter, via leur fragmenti€s,cellules effectrices humaines (Zeidler et
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coll. 1999). L'un des anticorps bispécifiques dépgés avec cette méthode combine la
reconnaissance tumorale via I'un des Fab, le recrent de cellules T avec l'autre Fab et
I'activation de cellules effectrices via le fragné&e. Des données précliniques de I'utilisation
de cet anticorps ont démontré l'induction d’'une imité anti-tumorale durable, découlant
probablement de l'interaction des différentes tedlieffectrices recrutées sur le site de la
tumeur (Ruf and Lindhofer 2001). Le seul inconvéhige ces molécules concerne leur nature
non-humaine, limitant les doses et le nombre dtigas qui peuvent étre administrées aux
patients. Cependant, I'une d’entre elle, le Catuwnaab, un anti-EpCAM x CD3, a
récemment démontré son potentiel thérapeutique ldatraitement d’ascite maligne en test
clinique 1I/11l (Shen and Zhu 2008).

L’ingénierie des anticorps a également permis @niotrapidement des anticorps bi-
spécifiques par simple liaison de deux scFv papeptide de liaison (tandem scF®iqure
17). Un peu plus tard, I'équipe de Greg Winter a déré la possibilité de créer des
molécules bispécifiquesliabodie$ voire méme trispécifiquesriabodieg et plus compactes
en raccourcissant le peptide de liaison d’'un sdevgant ainsi la dimérisation ou la
trimérisation de la molécule sous la forme d’'undéoale compacte (Holliger and Hudson
2005). Bien que plusieurs études précliniques aiénmontré l'efficacité de ces molécules,
aucun test clinique n’a encore été rapporté (Fisahd Leger 2007). Tous les fragments bi-
spécifiques décrits comportent un linker peptidiqueentraine parfois une réponse immune
non désirée. En outre, ce linker est sensible @&olgpure protéolytique dans le sérum,
conduisant potentiellement a la production d'amgisade faible stabilité, qui s’agregent et
dont 'immunogénicité est accrue (Fischer and L&f%7). Récemment ces difficultés ont été
surmontées avec le développement d’un nouveau fasbtanu par la fusion directe de deux
sdAc de lama associé a un domaine constant huntlnoQ Gc (Figure 17). Cette molécule
sans linker ressemble étroitement a un fragmenthieatain capable de lier simultanément
deux antigénes différents tels qu'un marqueur deetw par exemple I'antigéne carcino-
embryonaire et un récepteur activateur comme le @aDIChames et coll. 2009). Des
meéthodes se développent également par l'utilisad®hinkers non protéiques (molécules de

PEG bi-fonctionnelles).
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3.3. Les anticorps fusionnés

Comme ils sont petits et faciles a produire dansh&schia coli ou la levure, les
fragments d'anticorps ont également été employésmeo 'une des parties d’une nouvelle
molécule artificielle dotée de nouvelles fonctiobss résultats intéressants ont, par exemple,
été obtenus avec des immunotoxines comme la RN&sexlun scFv humain anti-HER-2,
avec |'observation de la réduction drastique dwnw d’'une tumeur dans un modele animal
(De Lorenzo et coll. 2004). Des fragments d'anfisant été également liés a des cytokines.
Ces molécules ont le potentiel d'activer le systémmaunitaire des patients a proximité de la
tumeur, évitant de ce fait des effets secondaimgsoitants traditionnellement associés a
'administration systémique des cytokines. Des sckumeur-spécifiques ont été liés a
diverses cytokines, y compris IL-2, IL-15, le GMHESIFN-y, aboutissant a des résultats
impressionnants (Ebbinghaus et coll. 2005; Gillescoll. 2005; Kaspar et coll. 2007).
Plusieurs de ces constructions sont maintenant ie¢ash en clinique. Enfin, le scFv peut
egalement étre lié a des protéines membranaires, qéer les récepteurs chimeériques. Les
« T-bodies » sont des cellules T génétiquementbiées, armées de récepteurs chimériques
dont l'unité extracellulaire de reconnaissanceuasscFv et dont la région intracellulaire est
dérivée des parties activatrices du lymphocyteelTquie CD3 et FeRI-y (Willemsen et coll.
2003). Ces récepteurs chimériques sont introdeits vivo dans les lymphocytes T
périphériques d'un patient en utilisant des vestewtro-viraux. Cette approche a été
employée avec succés contre plusieurs cibles, ypdsndes tumeurs, des cellules HIV-

infectées et des cellules effectrices auto-immyBskhar 2008).

3.4 Intrabodies

Un intrabody est un anticorps concgu pour étre ex@rile maniére intra-cellulaire par
l'incorporation dans sa structure d’'un peptide aligte trafic intracellulaire. Les intrabodies
ont été développés contre différents antigeneseptétans divers compartiments cellulaires
tels que le cytosol, le noyau, le réticulum endsplgue (ER), les mitochondries, les
peroxisomes et la membrane plasmique (Beliard k&t 2@08). Leur liaison avec I'antigéne
cible offre la possibilité de bloquer ou de modifikes interactions moléculaires spécifiques
menant a des changements dans l'activité biologiggeprotéines cibles. De tels intrabodies

ont été, par exemple, employés pour diminuer lesgion membranaire du récepteur de
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facteur de croissance endothélial vasculaire omiqgé, menant a une inhibition
significative de la croissance tumorale (Boldick®?). Assurément, I'obstacle principal dans
I'utilisation des intrabodies demeure I'absencend¢hodes efficacaa vivo pour introduire le
matériel génétique codant I'Ac dans des cellulbkesivivantes. Jusqu’ici, toutes les études
ont employé des systemigsvitro ou les cellules sont transfectées en employanvelesurs
d'expression, tandis que les applications clinigeeigeraient des protocoles efficaces de
thérapie génique qui ne sont pas encore disponiBldsellement, des tentatives sont faites
pour délivrer les géenes d’intrabody en employarg génomes de virus ou des immuno-
liposomes (Luginbuhl et coll. 2006). Cette techg@one pourra montrer son potentiel

thérapeutique que lorsque ce goulot technologigua été franchi.

4. Limites des AcM d’isotype 1gG

Au cours des vingt dernieres années, l'intensidhesche fondamentale et les tres
nombreux essais cliniques réalisés avec les apticthrérapeutiques d’isotypeont laissé
entrevoir certaines limitations fonctionnelles d&s anticorps qui permettent de mettre en
evidence les domaines pour lesquels des outilstiaddels sont nécessaires. Dans les
modeles murins de xénogreffe, les AcM dirigés aigs antigénes tumoraux demeurent en
grande partie dans le sang et en moyenne, pasdpluZ0% de la dose administrée agit
réellement sur la tumeur (Beckman et coll. 2007ciGeprésente probablement une des
limitations principales observées avec les AcM dpbéutiques. Le dépot d'anticorps sur la
tumeur dépend d'un équilibre subtil entre pharmaétique, pénétration de la tumeur,
conservation de l'efficacité dans le tissu viséartictéristiques des AcM utilisés, telles que la
taille, I'affinité et la valence. Tandis que la gde taille des AcM et la présence de la région
Fc d’isotypey peuvent étre avantageuses en termes de pharmgipeennotamment par la
liaison avec le FcRn, elles peuvent également septér un handicap sérieux. Excepté dans
le cas d’événements tumoraux touchant le companmtinlgmatologique, les anticorps
thérapeutiques doivent pénétrer les tissus et laigaaextracellulaire pour atteindre leurs
cellules cibles. De facon saisissante, parmi legf &M approuvés en thérapie anti-
cancéreuse, seulement deux (Trastuzumab, Cetuxvisd)t les tumeurs solides, alors que
ce type de tumeurs représente plus de 85% desrsahaenains. L'une des approches
développées pour palier a ces problemes conceue/ioppement de fragments d’anticorps,
plus petits que les IgG, et donc capables de diffpkis librement & travers les tissus. Malgré
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de nombreux essais pour tenter d’améliorer leuri-dggndans I'organisme, ces molécules

restent encore relativement instables et parfoisunobgénes pour I'organisme.

Dans ce domaine et afin d’essayer de dépassemided imposées par I'utilisation
d’'lgG thérapeutiques il apparait maintenant judigiele s’'intéresser aux autres isotypes
d'immunoglobulines jusqu’ici délaissées, qui peuveprésenter des caractéristiques
différentes et complémentaires de celles des Ig@isDce cadre, nous avons choisi de
développer des anticorps thérapeutiques d’isotypelgA est I'anticorps le plus abondant
dans l'organisme. De plus, cet isotype présentaapisme préférentiel pour les muqueuses
qui en fait un candidat thérapeutique particuliegatrintéressant pour cibler les nombreuses
tumeurs a localisation muqueuse. En effet, dansnodele oncologique, il est possible
d’'imaginer que les IgA pourraient cibler des tunsewop petites et trop peu irriguées par le
réseau sanguin pour étre accessibles aux IgG.desulumeurs ou des récidives tumorales de
petite taille, a un stadén situ peu vascularisé, les IgA pourraient potentiellemsa
concentrer naturellement au niveau des muqueusiss aflandes associées, indépendamment
du systeme sanguin. Aucun anticorps monoclonalatse IgA n'est en développement pour
une application clinique. Ce contraste avec laasitin des IgG, résulte certainement de divers
verrous technologiques concernant les IgA aussi bigns leur isolement, caractérisation,
propriétés que dans leur production (Woof and Miste2005; Yoo and Morrison 2005).
Autant de limitations pour lesquelles nous avorsags, au sein du laboratoire CNRS en

partenariat avec la société CAYLA/Invivogen, d’apgpoun certain nombre de solutions.
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|\/. Structure et fonction de
'immunoglobuline de classe A (IgA)

L’immunoglobuline de classe A est découverte, finlaes années 50, par les équipes
de Gugler, et d’Heremans, lors de lisolement ddas échantillons de lait et de sérum
humain d’'une protéine de tygleglobulin possédant une glycosylation importantedler et
coll. 1958; Heremans et coll. 1959). Cette décaevet la prise de conscience de la
domination de cet isotype dans I'immunité humodis muqueuses, par opposition a I'lgG
dans le systeme immunitaire systémique, ont stifautécherche fondamentale pour I'étude

et la compréhension du mode d’action de cet amtsco

1. Caractéristiques structurales des IgA

1.1 Généralités

Largement représentée au niveau seérique et prédatsindans les sécrétions
mugqueuses, I'lgA joue un rble clé dans la protectiromunitaire. La production quotidienne
d'lgA (environ 3-5g/jour) est supérieure a celle tdates les autres classes d'anticorps
combinées. Avec une concentration de I'ordre dev@y®nl, I'IgA représente 15 a 20% des Ig
sériques (Woof and Kerr 2006). Plus de 80% de I'ekiqgue humaine est sous forme de
monomeres, alors que chez la plupart des autreecespde mammiferes, elle est
essentiellement sous forme de dimeres. Ces dingassocient a une autre protéine, le
composant sécrétoire, et forment I'lgA sécrétoiné apnstitue la principale classe d’lg des
sécrétions. Les muqueuses qui tapissent les vemsratoires, gastro-intestinales et uro-
génitales représentent une énorme surface d'eiqgrogibtentielle (environ 400 T aux
micro-organismes inhalés ou ingérés. En tant gireipale classe d'anticorps présente dans
ces sites, I'lgA-s peut étre considérée comme umeeigre arme de défense contre ces
nombreux agents potentiellement pathogeénes.
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Figure 18 : Représentation schématique des formesomomériques, dimériques (IgAld)

et sécrétoires (IgAls) d’'lgA humaine.

Les régions constantes de la chaine lourde soiguéds en rouge et les domaines variables
des chaines lourdes en rose. Pour les chaineg¢edes régions constantes apparaissent en
bleu foncé et les régions variables en bleu paleles formes monomériques, les O-glycanes
sont représentés par des cercles verts, tandiegieglycanes sont indiqués en bleu fonceé.
(D’aprés Woof et coll. 2006)

Figure 19: Modeles moléculaires
des IgA1l et IgA2m(1) humaines.
Les chaines légeres St
représentées en vert, les chal
lourdes sont en violet pour I'lgA
et en bleu pour IgA2m(1).

(D’aprés Woof et coll. 200

IgA2m(1)




1.2 Structure des IgA

1.2.1 IgA monomérique (IgAm)

Comme toutes les Ig, I'unité structurelle monomégige I'lgA est composée de deux
chaines lourdes et |égéres identiques entre €ligspsées en deux régions Fab et une région
Fc, séparées par une région charnigrggufe 18). Chez 'hnomme, deux sous-classes d'IgA,
IgAl et IgA2, co-existent, chacune produite pamene distinct. La difféerence majeure entre
ces deux isoformes se situe dans la région charngour laquelle I'lgAl présente une
séquence riche en proline, absente sur I'lgA2.e0@&ttjion est la cible de plusieurs protéases
bactériennes, qui sont inefficace sur I'lgA2 (Kiliat coll. 1996). Deux variants allotypiques
de I'lgA2, nommeé IgA2m(1) et IgA2m(2), ont été catexisés. La différence la plus notable
entre ces deux formes réside dans le fait que RlgfR) présente, comme pour la plupart des
immunoglobulines, des ponts disulfures permettariaison des chaines lourdes et légéres,
qui sont généralement absents sur la forme IgA2nK&Yr cette derniere, les deux chaines
légeres s’associent 'une a l'autre et l'interattwec les chaines lourdes est stabilisée grace a
des liaisons non-covalentes (Woof and Kerr 2008).I& suite, un troisieme allotype, IgA2n,

a également été décrit (Chintalacharuvu et coB4)9

Les deux sous-classes d’IgA humaine portent plusisites de N-glycosylation qui
contribuent a 6-7% de la masse moléculaire de Ligha 8-10% de I'lgA2 (Tomana et coll.
1976) Figure 18). La région charniere de I'lgAl porte égalemeaistia six O-glycanes liés a
des résidus Ser ou Thr (Mattu et coll. 1998; Taetltoll. 2004). Au niveau de leur région C-
terminale, les deux isotypes d’'IgA contiennent végion additionnelle de 18 acides aminés
appelée piéece basale (tailpiece. Cette région contient un résidu cystéine im@igians la
formation des dimeéres lors de la liaison avec lairh J, mais peut également déclencher

spontanément la multimérisation des IgA.

Au début des années 2000, les techniques de difinages rayons X et des neutrons,
ont permis de proposer un modele moléculaire deads IgAl et IgA2 humained-igure
19)(Boehm et coll. 1999; Furtado et coll. 2004). @Gexleles prédisent que les extrémités des
bras Fab de I'lgAl sont plus espacées que celled’lgli2m(1l). L'IgA1 peut donc
potentiellement interagir simultanément avec deokrules d'antigenes distantes, tandis que

'lgA2m(1) aurait une capacité plus limitée a cegjae. Cette caractéristique prévoit des
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avantages pour I'lgAl tels qu’'une meilleure aviditda possibilité de se lier a des structures

antigéniques répétées et espacées le long ddfdesale certains agents pathogénes.

1.2.2 1gA dimérique (IgAd)

Contrairement aux IgA sériques, qui existent essignent sous forme monomérique,

les cellules plasmocytaires des muqueuses prodyisecipalement des IgA dimériques. Ces
diméres sont constitués par deux molécules d'lgAam@rique, qui se lient de facon
covalente a une petite protéine de jonction appehééene J. La chaine J est un polypeptide de
15 kDa composé de 137 acides aminés dont 8 résidiiéine. Le géne codant la chaine J,
situé sur le chromosome 4 chez 'lhomme (Max et d®IB6) et sur le chromosome 5 chez la
souris (Yagi et coll. 1982), est principalement raxy¢ par la lignée lymphocytaire B. En
2001, I'équipe de Brandtzaeg proposent une prédictie sa structure secondaire dans
laguelle les résidus cystéine 15 et 69 forment me#s disulfures avec les extrémités du
domaine CH3 des chaines lourdgdohansen et coll. 2001).

La chaine J est détectée dans plusieurs vertélrémpris les mammiferes, oiseaux,
reptiles, amphibiens et les poissons. Sa struceste tres conservée tout au long de
I'évolution avec une homologie de 77% entre I'honenka souris. Etonnamment, la chaine J
est également détectée dans des especes animale® d¢es invertébrés qui ne produisent pas
d'lg, suggérant qu’il s’agit d’un polypeptide prithiapparu avant I'évolution des molécules
d'lg (Takahashi et coll. 1996).

1.2.3 IgA sécrétoire (IgAS)

L'IgA dimériqgue néo-synthétisée se lie aux récemeuwimmunoglobulines
polymériques (pIlgR), présents au pble basal delile®l épithéliales qui tapissent les
muqueusesHigure 22). Le complexe IgAd/pIgR est alors endocyté, tramgpa travers la
cellule par lintermédiaire du compartiment endosbrat transloqué au pdle apical des
cellules épithéliales. A la surface luminale, lgRlest clivé et son domaine extracellulaire, un
polypeptide de 80 kD, la « piece sécrétoire », ld@iré avec I'lgA sous forme d’IgA
sécrétoire (IgAs) (Mostov et coll. 1984).
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Les formes d’IgA polymeériques (IgAd et IgAs) ont niee une efficacité supérieure
(d’'un facteur cing) par rapport a la forme monompéei dans les mécanismes d’inhibition
virale par agglutination, voir d’'un facteur sepdi® dans le cas de l'infection par le virus de
linfluenza (Renegar et coll. 1998). Ainsi, la dinsation de I'IlgA contribuerait a sa stabilité
et augmenterait considérablement son efficacitépls, la présence de la piece sécrétoire
rend I'lgA beaucoup plus résistante a I'action ¢estéases fortement présentes dans les
fluides intestinaux (Crottet and Corthesy 1998).

2. Switcha et site de synthese de I'IlgA

L'induction de la production d'lgA et la redistritin des plasmablastes 1§Au sein
des muqueuses se décompose en plusieurs étapesatautation de classe vers l'isotype
dans les cellules B; la recirculation des plasnsibialgA et leur implantation au niveau des

muqueuses ; la différenciation terminale en ceflglasmocytaire productrices d’IgA.

En général, la commutation isotypique vers lisetyp (CSRy) dans la cellule B
mature naive passe par deux signaux. Le premi@ecoa les cytokines, le second est délivré
par la liaison du CD40 des cellules B avec somlige&D40L sur les cellules T (Bergqvist et
coll. 2006). La cytokine majeure pour I'inductioe ¢h CSR est le facteur de croissance
TGFB avec des contributions des l'interleukine2 (IL42}4, IL-5, IL-6 et IL-10 (pour revue
Motegi and Kita 1998; Macpherson et coll. 2001)ufBdois, plusieurs études ont montré que
la production d'IgA pouvait également étre T-indegente (Macpherson et coll. 2000). En
effet, d'autres signaux de co-stimulation peuveouér a la CSR dans les cellules B. Deux
membres de la famille du Tumor Necrosis Factor (TNBAFF B-cell activating factoy,
également connu chez 'homme sous le nom de BBylyriphocyte stimulatpet APRIL A
proliferation-inducing liganyl se sont réevélées stimuler la CSR des celluleseB Ves
isotypesy eta chez 'lhomme (Litinskiy et coll. 2002) et chezslauris (Castigli et coll. 2005).
Ces deux cytokines sont exprimées par les monoeyjtéss cellules dendritiques (BAFF et
APRIL) et par les macrophages et les lymphocytastivés (APRIL uniquement) (Mackay et
coll. 2003). He et coll. ont recemment montré gu'éponse a une stimulation Toll, les
cellules épithéliales humaines du colon pouvaiegdleiment sécréter BAFF et APRIL,
participant a l'induction de la CS$Rdirectement au niveau du compartiment muqueux
(Beckman et coll. 2007).
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Figure 20 : Commutation de classe des cellules Brgd'lgA dans les MALT et migration

vers les muqueuses.

Les cellules dendritiques des tissus périphérigless muqueuses capturent les antigenes et
migrent vers les tissus lymphoides associés auxueuses (MALT). Les sécrétions des DC
activées participent a la constitution d'un envirement cytokinique induisant la
commutation de classe vers I'lgA dans les celliBesaives. Cette recombinaison génique
s’accompagne, entre autres, d’une surexpressidintégrine a4fl et du récepteur CCR10
impliqués dans le maintien des cellules produdirifégA au niveau des muqueuses.

DC, cellules dendritique ; CSA, cellules sécrésid&anticorps

(D’apres Mora, 2007)



La partie basse de l'intestin est un habitat exmepellement riche en bactéries avec
des densités allant parfois jusqu'a®I@iicro-organismes/g de mucus (Whitman et coll. 1998
Une des premiéres découvertes sur I'adaptatiorhdeela la présence de ces microbes est le
fait que les cellules sécrétrices d’lgA au niveau agtte muqueuse sont considérablement
diminuées chez les animaux sans germes (ou danankss intestinales exclues d’'une
contamination microbienne), et sont pratiquemergeates chez le nouveau-né avant la
colonisation de son intestin par la flore commeangBlenveniste et coll. 1971). Le systeme
immunitaire des muqueuses est hautement spécialgE des fonctions largement
indépendantes du systeme immunitaire systémiquen @ile toutes les parties de ce systéeme
possédent des caractéristiques communes, lesusasidymphoides qui le constituent varient
d'un tissu a l'autre. Les plaques de Peyer, spgefi des GALTGut Associated Lymphoid
Tissug, ont été décrites comme 'un des sites principdaiXinduction de la CSR(Craig and
Cebra 1971). Les cellules dendritiques intestinales plaques de Peyer et des ganglions
lymphatiques mésentériques sécretent de maniegtittive de I'acide rétinoique, qui agit en
synergie avec I'lL-6 et IL-5 pour induire la protioa d'IgA dans les cellules B, tant chez
I'homme que chez la souris (Mora et coll. 200B)g@re 20). Ainsi, I'environnement
cytokinique et le phénotype des cellules dendrggydans les tissus lymphoides intestinaux

semblent suffisant pour générér une réponse donpiaéa production d’IgA.

Dans les souris « germ-free », 'absence de stisndéula flore microbienne intestinale
provoque une profonde carence de la productioddilns la muqueuse intestinale, alors que
les taux sériques d'IgA ne sont diminués que ddién@lacpherson et coll. 2000). Ceci
suggere que les IgA du sérum sont produites denfpentiellement indépendante des sites
mugueux. Chez la souris, les cellules péritonédéeta lignée B1 et les cellules de la zone
marginale de la rate peuvent contribuer a la prodioia’lgA sérique. Les déficiences APRIL
et TGHRII résultent en un manque global d'IgA, suggéraue les mécanismes de
signalisation les impliguant sont également nédessgour la production d'IgA sérique
(Cazac and Roes 2000; Castigli et coll. 2004).

L’implantation des cellules B dans les tissus gérmues ou muqueux est médiée par
la combinaison spécifique de I'expression de réaaptaux chimiokines sur les cellules B et
de molécules d'adhérence sur les tissus d'int&ttgjue les organes lymphoide secondaires,
la moelle osseuse, et les sites effecteurs muquians les tissus lymphoides secondaires, la

rencontre des cellules B avec l'antigene provoegue &ctivation et leur différenciation. En

44



FeRy |
e
plgR FcaRl Fca/uR  ASGP-R TR
(CD89) (CD71)

Figure 21 : Famille des récepteurs humains aux IgA.

Les cercles orange schématisent des domaines tgcehtlaires. plgR, récepteur des Ig
polymériques ; FeRI, récepteur Fc myéloide des IgA ; ofeR, récepteur Fc IgA/IgM,
ASGP-R ; récepteur asiologlycoprotéine ; TfR, réeepde la transferrine

(D’'aprés Monteiro et coll. 2003)



général, la différenciation du B vers une cellukcrétrice d’'IgA s’accompagne d’une
surexpression du récepteur CCR10 et de l'intégudfEl (Figure 20). Ces molécules vont
induire l'attraction de la cellule B vers les tisqgolon, glandes mammaires et salivaires, nez
et bronches) exprimant leurs récepteurs; les mi@éc0CL28 et VCAM-1 respectivement
(Macpherson et coll. 2008). Ainsi, la forte expressde ces récepteurs sur des cellules B
effectrices ou mémoires, induite lors de la comttade classe vers I'lgA, contribue a la
localisation préférentielle et la rétention de celules dans les muqueuses.

3. Récepteurs aux IgA

Les récepteurs cellulaires des IgA comprennentigalus membres qui peuvent étre
classés en molécules déterminant la pharmacodirgetgs IgA ou en récepteurs contribuant
aux fonctions effectrices de l'anticorps. Le prpali acteur de la pharmacocinétique de cet
isotype est le récepteur des Ig polymériques (plgR) lie I'anticorps et effectue sa
transcytose vers la lumiere des muqueuses (Mo€®4)1Plusieurs récepteurs effecteurs ont
été décrits. Toutefois, la grande majorité des exduabrte sur le récepteur myéloidexRE
(Monteiro and Van De Winkel 2003figure 21).

3.1 Le récepteur Rl ou CD89

La molécule transmembranaire oRi (CD89) a été identifiée en 1996 comme
récepteur de la partie Fc des IgA humaine (MortBfi6). Le géne FdRI se trouve sur le
chromosome 19 a proximité des genes des réceptearsellules NK (KIR) et de ceux des
récepteurs leucocytaires, avec lesquels il pamiageplus forte homologie qu’avec les autres
récepteurs Fc (Kremer et coll. 1992). Ce récepdeutype | est exprimé sur les cellules de la
lignée myéloide et plus particulierement sur lagtrogphiles, les monocytes, les macrophages,
les éosinophiles, les cellules dendritiques initezies et les cellules hépatiques de Kupffer
(Monteiro and Van De Winkel 2003). Dans le sangetissus, les neutrophiles constituent la
majorité des cellules kBRI positives (Hamre et coll. 2003). Les patients gpésentent une
déficience IgA expriment ce récepteur a niveau laingé aux individus sains, démontrant
I'expression constitutive du CD89 indépendante aeriésence d’lgA (Chevailler et coll.

1989). Néanmoins, plusieurs molécules peuvent redune augmentation de son niveau
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d’expression. Par exemple, la présence de FMLRn{flbmethionyl-leucyl-phenylalanine),
d’'IL-8 ou de TNFu induit de maniére rapide une surexpression deécepteur sur les
neutrophiles (van Zandbergen et coll. 1999). Le m@ménomene peut-étre observé sur les
monocytes et les macrophages en présence de GM@SRulocyte-macrophage colony
stimulating factoy. Des récepteurs CD89 &Rl orthologues ont été identifies chez les
chimpanzés, les macaques, les bovins, les chevdexa (Maruoka et coll. 2004; Morton et
coll. 2005). Aucun homologue n’a encore été identihez la souris.

Le récepteur membranaire dRl comprend deux domaines extracellulaires EC1 et
EC2, qui comportent une dizaine de sites potentleldN- et 0-glycosylation. Ce récepteur
présente, ainsi, un niveau de glycosylation vagiaddlon le type cellulaire aboutissant & un
poids moléculaire allant de 55 a 75 kDa sur leymatléaires neutrophiles (PMN) et les
monocytes, et de 70 a 100 kDa sur les éosinopfifEmteiro et coll. 1992). La région
extracellulaire est associée a un domaine transmagraie suivi d’'une queue cytoplasmique
qui, comme la plupart des autres récepteurs Fgongent pas de motifs de signalisation
connu. La signalisation cellulaire via ce récepteacessite donc une association avec la
chaine FcR qui porte un motif d’activation ITAM permettant feansduction du signal (van
Egmond et coll. 1999). Lors de la liaison dexRt avec son ligand, les tyrosines du motif
ITAM de la chainey sont phosphorylées caractérisant la premiére éape cascade de
signalisation qui aboutit a la relocalisation de&cepteurs dans les «radeaux» ou
« microdomaines » lipidiques spécialisés au seitadaembrane plasmique pour constituer

des plates-formes d’activation initiant la trangcucdu signal (Elsasser et coll. 1999).

La fonction réelle du CD89 est longtemps restée ww@hprise. En effet, les
conclusions des nombreuses études réalisées stécepteur décrivaient d’'une part des
capacités dans l'induction d’'un programme pro-imftaatoire, ou a I'opposé un profil non-
inflammatoire. Des études récentes ont permis @exnappréhender le rdle de ce récepteur
dans le déclenchement de la réponse immune. Pasguiell. ont notamment montré que
'absence d'agrégation lors de la liaison d’'unrddjau FoRI inhibait la réponse cellulaire
initiée par les récepteurs hétérologuegRret FeRI, tandis qu’'un regroupement desuR¢
conduisait a I'activation cellulaire (Pasquier @i.c2005). De plus, a l'inverse des récepteurs
FcyRIIl et FxRI, le récepteur FdRl est parfois exprimé en absence de la chaine
conditionnant le réle inflammatoire de ce FcR (Homd-ranca et coll. 2001). Enfin, Wu et

coll. ont confirmé I'existence d’'un polymorphismand le domaine cytoplasmique du CD89
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aboutissant a I'expression de deux formes deRF@ossédant des fonctions effectrices
différentes. Notamment, dans le cas de I'expresdiomécepteur en absence de la chajne
une seule des deux alléles semble conserver saitgagdactiver la production de cytokines
pro-inflammatoire sur des neutrophiles humains (\&tu coll. 2007). Ces différentes
observations mettent en valeur le rdle crucial de récepteur dans la balance

activation/inhibition dans la réponse inflammatairduite lors de I'intervention d’une IgA.

Le site d’interaction entre BRI et I'lgA a été identifie dans le premier domaine
extracellulaire du récepteur et dans la jonctiamee@o2 et Gx3 de I'IlgA (Herr et coll. 2003).
Le récepteur ReRl semble se lier avec une affinité similaire (K&%%) a I'lgA1 et & I'igA2.

De nombreuses études de liaison avec les diff&ydotmes moléculaires des IgA ont montré
gue I'lgAp s’associait de maniére plus forte au @Be I'lgAm (Reterink et coll. 1997; van
Zandbergen et coll. 1998; Oortwijn et coll. 2007association de I'lgAs a ce récepteur est
soumise a controverse, certains pensent cetteaati@n n’est possible qu’en présence de la
protéine MAC-1 (Van Spriel et coll. 2002), d’autresggérent que cette molécule n’est pas
indispensable (Oortwijn et coll. 2007).

La liaison de I'lgA sur le récepteur &Rl suscite une large gamme de réponses
biologiques en fonction du type cellulaire impliqu&es processus incluent la cytotoxicité
cellulaire dépendante de I'anticorps (ADCC), la giaytose, la libération de cytokines, la
génération de superoxyde, la dégranulation et Esegmtation d’antigenes (pour revue
(Monteiro and Van De Winkel 2003). Pour la plupads réponses émanent d’'une activation
via la chainey, mais l'intégrine Mac-1 (CR3; CD11b/CD18) peutlégeent étre impliquée

comme co-récepteur dans certaines des fonctiofsudRi (Van Spriel et coll. 2002).

3.2 Récepteur des immunoglobulines polymériquesRpl

Le récepteur des Ig polymériques (plgR), présentpéle basal des cellules
épithéliales des muqueuse§igure 22), s'associe aux IgAd et les transporte par
lintermédiaire du compartiment endosomal au pdea des cellules, ou sa translocation
aboutit a la libération des IgAs dans la lumiérs deuqueuses. Ce processus est appelé

transcytose.
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Figure 22 : Transport des IgA par le pIlgR vers la imiére des muqueuses et fonctions
effectrices associées.



Au cours des derniéres années, de nombreuses atisesvont permis d’affirmer que
le récepteur plgR est non seulement capable desféran de larges quantités d’IgA
polymériques vers la lumiére des muqueuses, maig peut également transporter
localement des IgAp fixées a un pathogéne rencantr@iveau de la lamina propria dans la
région sous-épithéliale et ainsi contribuer a ihation de complexes immuns
potentiellement inflammatoires (Robinson et coD02) Figure 22). De plus, le transport
trans-épithélial permet aux IgA de lier et de naliger des pathogene de maniére
intracellulaire. Ainsi, de nombreuses expérienicegitro ont montré la capacité des IgAp a
neutraliser plusieurs virus intracellulaires teleedes virus de la grippe, de Sendai, de la
rougeole et de I'immunodéficience humaine dansdésles épithéliales, lors du transport par
le pIgR, ou encore d’empécher I'activation celltégpar des lipopolysaccharides microbiens
(Mazanec et coll. 1992; Bomsel et coll. 1998; Fkaiet coll. 1998; Fernandez et coll. 2003).

L'interaction des diméres d’'IgA avec le plgR impkgdes interactions covalentes
avec l'extrémité C-terminale de la chaine J etdesaines G2 du dimere d’IgA ainsi que
des liaisons de faible affinité avec les domaine8 (Kaetzel 2005). Le chevauchement
apparent des sites de liaison du pIgR et diRFsur I'lgA pourrait expliquer l'incapacité des
IgAs a promouvoir la phagocytose via le CD89. Celpai, I'lgAs reste capable d’activer une
« bouffée » oxydative via le BRI, mais ce phénoméne nécessiterait une liaisorbirE®a
avec Mac-1 afin de surmonter la faible affinitéldgAs pour le FaRI (Van Spriel et coll.
2002).

3.3 Les autres récepteurs des IgA

Le récepteur FduR spécifique des IgA et des IgM a été décrit cHeamhime et chez

la souris. Chez la souris, ce récepteur est catigéiment exprimé sur les cellules B et les
macrophages mais également sur les ganglions Iyimpka, l'intestin, I'appendice, les reins,
et les oligodendrocytes (Shibuya et coll. 2000;a88ahto et coll. 2001). La partie distale de la
région extracellulaire de ce récepteur de type ftepales caractéristiques structurales
communes avec le domaine extracellulaire du plgR . p&rticulier, la présence de résidus
conservés a des positions clés indique qu'il pdupeatager un mode d'interaction avec les
IgA similaire a celui observé avec le plgR (Hamlaurgt coll. 2004). Le récepteur &#gR

humain reste a ce jour peu étudié. Cependant, epitssiétudes ont montré que leakdR
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murin était capable de médier I'endocytose B déesilbactériennes opsonisées par des IgM
(Shibuya et coll. 2000). Vraisemblablement ce rémap pourrait également déclencher
'endocytose de cibles recouvertes d’lgA, contrittuainsi a la défense immunitaire anti-

microbienne précoce.

Initialement connu sous le nom de récepteur aalasterrine, CD71 (ou TfR) a plus
récemment été décrit par I'équipe de R. Monteinmmm@ un récepteur des IgA, liant les IgAl
humaines (polymeres plutét que monomere), maid’jggs2 (pour revue Monteiro et coll.
2002). Néanmoins, la liaison de I'lgA avec ce réeap est beaucoup plus faible que celle
réalisée avec la transferrine. CD71 est expriméleasircellules foetales hématopoiétiques
mononuclées et sur certaines cellules lymphoidesyétoides. L'expression de ce récepteur
est difficilement détectable sur les cellules maradées et sur les polynucléaires de I'adulte.
Il est cependant présent sur les cellules mésasgiat sa surexpression observée chez les
patients présentant une néphropathie a IgA sugggremplication dans les dépéts d'IgA au
niveau des reins (Moura et coll. 2001). Le CD71galément été mise en évidence sur des
cellules dendritiques interstitielles pour lesgellil peut servir de médiateur d’endocytose de

complexes IgA (Pasquier et coll. 2004).

La forte capacité des IgAs a déclencher la dégationl et la production de
superoxydes dans les éosinophiles est attribuabéxgression combinée du &Rl et d'un
récepteur spécifique pour le composant sécrétbamkhioued et coll. 1995). Le récepteur de
ce dernier n'a pas encore été entierement casgt@@me si une protéine de 15 kDa semble
impliquée. La constatation qu'un anticorps anti-8Qdourrait induire linhibition de la
production de superoxydes médiée par les éosiregpteh présence d’IlgAs donne des
indications quant a I'implication potentielle deségrines32 dans cette réponse (Motegi and
Kita 1998).

Le récepteur ASGP (ASGP-Rasialoglycoproteinreceptor) est exprimé sur les
cellules hépatiques et reconnait les résidus gmastterminaux des glycoprotéines sériques,
dont les IgA, qu'il internalise et dégrade (Tomamnaoll. 1988). Ce récepteur semble jouer un
réle important dans la clairance des IgA sérigeesparticulier des IgA2. En effet, seul un
petit pourcentage d’lgAl serait éliminé par cettéev(Rifai et coll. 2000). Cette différence
pourrait en partie expliquer la demi-vie plus ékevies IgA1 dans le sérum comparée a la

demi-vie trés courte des IgA2.
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Figure 23 : Proposition d’'un modele du mode d'actio des complexes immuns IgAs-Ag.

1) Les agents pathogénes pénétrant les cellulesnviphagocytés par les APC sous-jacentes
qui vont alors maturé, activer les cellules T vwes et la production de cytokines pro-
inflammatoires.

2) L'IgAs (en vert) masque les « motifs moléculaiessociés aux pathogénes » (PAMP) des
antigénes qu’elle transporte a travers les cellMle€e mécanisme inhiberait I'activation de
voies pro-inflammatoires et résulterait en une nigocellulaire dirigée vers la production de
cytokines médiant la production d’IgA et vers lution de tolérance.

3) L'interaction des IgAs avec les cellules T CDgumait, elle aussi, réguler I'activation
immunitaire. La conjonction de ces événements dmrgrau maintien de I'homéostasie.
(D’apres Corthésy 2007)



Enfin, I'équipe de B. Corthesy a récemment mis eidence un récepteur murin
présent sur les cellules M des plagues de Peyart{$/et coll. 2002). Ces cellules épithéliales
sont situées exclusivement en regard des follicadles tissus lymphoides associés aux
mugueuses et ont une fonction spécifique de trahgj@s antigenes alimentaires depuis la
lumiere digestive jusqu’aux formations lymphoidesisjacentes. Bien que la structure
moléculaire de ce récepteur ne soit pas encoretéais®e, on peut au moins noter que ce
récepteur murin s’associe aux IgA2 (donc la stmecest la plus proche des IgA murines),
mais pas aux IgA1 humaines. De plus, la liaisocaleecepteur sur I'lgA differe de celle du
FcoRI1 et dépend des domaineslCet Gi2 de I'lgA. Ce récepteur permet donc un rétro-
transport épithélial des IgAs de la lumiére des wewges vers les tissus lymphoides sous-
jacents ou les IgAs, éventuellement associées aantigene, pourraient étre liées et
internalisées par les cellules dendritiques dequals de Peyer. Ceci participerait donc au
transport des antigénes vers les cellules dendesiqqui est connu pour, éventuellement,
déclencher la maturation de ces cellules et lewgration vers les sites d’activation des
cellules T naives (Franklin et coll. 200&dure 23). Ainsi, lors de l'utilisation de complexes
IgAs/Ag dans des expériences d'immunisation orederétro-transport épithélial induit une
réponse immunitaire décelable au sein des muquénsssinales mais également au niveau
du sérum. Cette réponse a également été obteneg tapnsport d’antigénes de grande taille
(shigelles) mais semble néanmoins se dérouler dansontexte d’inflammation limitée
respectant ’homéostasie locale du tractus gastssiinal. Cette réponse bien contrblée
pourrait permettre, en fonction d’'une modulatiors déponses par les cellules dendritiques,
soit d'induire une tolérance (vis-a-vis d’antigemdimentaires ou de germes non pathogenes),
soit d'induire une réponse limitée contre des pgdnes, en empéchant ainsi leur
dissémination et en prévenant une réponse inflanireaéxagérée (Kadaoui and Corthesy
2007).

4. Fonctions effectrices de I'lgA... un anticorps bie tempérée !

Pendant longtemps considérée comme essentiellangqnflammatoire, I'IlgA avait
été decrite comme inefficace dans l'activation mé&gsanismes de défense immunitaire. Au
cours des derniéres années, I'amélioration derfgpEhension de I'interaction de I'IlgA avec

le récepteur cellulaire B&® a largement contribué a modifier ce point de vuéme si
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beaucoup de réponses balancent entre inductionlétarice, exclusion immune, ou induction

d’une réponse protectrice.

4.1. Mécanismes effecteurs directs médiée par I'lgA

Chez 'lhomme, la surface des muqueuses de [ltintedes voies respiratoires et du
tractus urogénital est bordée d’'une couche épdleefjui forme une barriére physique entre
I'environnement extérieur et les compartimentsrimes. La vaste superficie (environ 469m
de ces épithéliums, en contact permanent avec digplasi souches bactériennes et autres
microorganismes, représente la principale voie tdden de pathogeénes et de matériels
exogenes dans l'organisme. La production continde gransport actif des IgA a travers les
mugueuses constitue une premiére ligne de défemgeed’intrusion de ces microorganismes.
Dans la lumiere, I'lgAs se lie directement aux dggmathogénes par l'intermédiaire de ses
fragments F(ab’), les neutralise et bloque leuréntians I'organisme, un mécanisme appelé
exclusion immune. Si cette premiere ligne de déferst brisée, le transport trans-épithélial
permet aux IgA de lier les agents pathogenes deeéemeamtra-cellulaire, qui sont alors

eliminés par transport vers la lumiere des muqugeuse

La polymérisation de I'lgA améliore grandement fiedcité de cet anticorps, en
augmentant sa valence et sa stabilité. Ainsi,désdimériques et sécrétoires ont clairement
prouve leur supériorité sur I'lgA monomérique ptauneutralisation de virus (Renegar et coll.
1998), ou la cytotoxicité bactérienne (Janoff eft.ci®99). L'importance de la valence des
anticorps a été confirmée pour d’autres isotypé&sddition d’'une queue C-terminale « IgM-
like » aux molécules d’lgG induit leur polymérigati spontanée, et accroit leur capacité
d’activation du complément (Smith et coll. 1995). &itre, la polymérisation chimique d’lgG
monomeriques anti-CD19 augmente de maniére sigtiife leur capacité pro-apoptotique et

anti-proliférative sur des lignées tumorales B (ti&het coll. 1997).

La trés forte concentration d'IgA sécrétoires dEngolostrum et le lait maternel
suggere que cet anticorps pourrait jouer un rolpomant dans la protection immunitaire
passive du nouveau-né (Hanson and Korotkova 2@Rkgffet, le lait maternel contiendrait
des IgAs spécifiques d’'une grande variété d'anéigémicrobiens capables de neutraliser des

toxines et des virus. Néanmoins, le faible tauxrdesport de molécules intactes a travers le
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tube digestif du nouveau-né, laisse présager geeldés dérivées du lait joueraient
principalement un réle d’exclusion immune en prérgrn’adhérence et la toxicité de micro-

organismes (Mestecky et coll. 2005).

4.2. Mécanismes effecteurs indirects de I'lgA

L’activation de la cascade du complément est I'es thécanismes principaux de la
cytotoxicité indirecte médiée par la partie Fc dedicorps. Trois voies différentes de
l'activation du complément ont, a ce jour, été désr; la voie classique, la voie alternative et
la voie des lectines. L'IgA est considérée classment comme un faible activateur de la
cytotoxicité cellulaire médiée par le complémenD(@). Pour la plupart des auteurs, cet
isotype semble incapable de recruter la voie aassiMiletic and Frank 1995), bien que
plusieurs études aient montre, dans certaines twomsli une possibilité de liaison de I'lgA
avec la molécule C1q (Burritt et coll. 1977; Jararsl Griffiss 1989). Plus généralement, la
CDC médiée par I'lgA a été mise en évidence dars @gériencesn vitro de lyse
bactérienne (Janoff et coll. 1999) ou chez larratvo (Stad et coll. 1992) par un recrutement
de la molécule C3 aboutissant a l'activation devtae alterne du complément. Plus
récemment, Roosgt coll ont montré que I'lgA pouvait lier la protéine MBlmamman-
binding lectin) et activer le complément par laevales lectines (Roos et coll. 2001).
Cependant, la participation de cette voie a unentéedle lyse de cellules cibles n'a pas
encore été demontrée. En réalitéyivo, 'importance de l'activation du complément pa le
IgA reste incertaine. En effet, malgré de nombre@édedes sur les capacités de CDC de I'lgA,
il apparait que lors de [utilisation combinée ddéuspeurs isotypes, I'lgA pourrait
effectivement inhiber l'activation du complémentrticorps d’isotypes IgG ou IgM en
bloguant leur liaison avec les sites antigéniqtigd et coll. 1999).

La cytotoxicité cellulaire médiée par les IgA nésts le recrutement du &R,
principalement exprimé sur les cellules myéloidess de cette interaction, le récepteur
CD89 participe a différents aspects de la défemsaunitaire. Il induit la phagocytose des
complexes Ag/IgA (Gorter et coll. 1987), initie i@ponse cellulaire cytotoxique dépendante
de I'anticorps (Fanger et coll. 1980) et particgpéa clairance des IgA sériques (Morton et

coll. 1995). Fait important, le &Rl humain exprimé a la surface des macrophages
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péritonéaux de souris transgéniques s'est égaladatie efficace dans la phagocytose et la

lyse des cellules tumorales humaines (van EgmondlletL999).

A la fin des années 80, I'équipe de Neuberger apawénles capacités effectrices d’'un
panel de différents isotypes d'’Ac humains dirigéstie un méme haptene (Bruggemann et
coll. 1987). Sans surprise, les isotypes IgG1l &3ige sont avérés de meilleurs candidats
dans la médiation du complément et le recrutemestogllules NK pour la lyse de cellules
cibles tumorales portant I'hapténe antigénique. eéddpnt, dans plusieurs expériences
similaires, I'lgA semble significativement plus ielice que I'lgG dans le recrutement de
neutrophiles pour la lyse de cellules tumoraleddhtias et coll. 1997; Huls et coll. 1999). Les
neutrophiles constituent la population cytotoxidaeplus représentée chez 'homme. Une
amelioration du recrutement de ces acteurs calbdaipourrait se traduire par une
augmentation de la lyse tumorale en sang totatpsuforsque les cellules tumorales sont
résistantes au complément et que le nombre etvitécfonctionnelle des PMN sont accrus
par des traitements additionnels au G-CSF ou auG@3¥%-(Stockmeyer et coll. 2000). Ainsi,
en 2007, Dechant et coll. démontrent qu’une IgAonelginante constituée d’'une chaine
lourde humainex associée aux régions variables anti EGF-R du @ealx est capable de
recruter les neutrophiles pour 'ADCC de manieraspéfficace que son homologue IgG1
aboutissant a une meilleure élimination des celdldancéreuses EGF-Rlans des tests en
sang total (Dechant et coll. 2007).

Comme pour les récepteursyReet les récepteurs T CD3,dRI peut également étre
activé par les anticorps anti-récepteurs Fc en AD@@rse. Plusieurs anticorps bi-
spécifiques anti-CD89 ont déja montré de forteaca@s thérapeutiques vitro (Deo et coll.
1998; Stockmeyer et coll. 2000) et certains d'erdgtex ont été sélectionnés pour une

évaluation en étude pré-clinique (Elsasser et £809).

5. Roéle des glycanes dans les fonctions effectriceles IgA et
implication dans la maladie de Berger.

La région charniere de I'lgAl, absente sur I"lg&®mprend une dizaine de sites de
O-glycosylation potentiels. L'IgAl porte, égaleme sites de N-glycosylation sur les

domaines G2 et Gx3, alors que I'lgA2 contient 4 sites N-glyqués méigasur les 3 domaines
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constant G (Figure 18). En dehors de leur implication dans la clairamles IgA par
l'intermédiaire du récepteur ASGP (Rifai et coD0R) et leur importante dans le mécanisme
d’exclusion immune des IgA sécrétoires (Mesteckygal 2005), les réles physiologiques
des glycanes présents sur les IgA restent encofeanau. Néanmoins, il semble que ces
glycanes pourraient intervenir dans les liaison$Igé avec les molécules initiatrices de la
cascade du complément. En effet, plusieurs étudesnontré que des IgA1 mutantes pour
'un ou l'autre des sites de N-glycosylation préa@mt des capacités réduites dans le
recrutement du composant C3 et I'activation dede \alterne (Zhang and Lachmann 1994;
Boackle et coll. 2006)

De plus, des anomalies de glycosylation des IgAé&étimpliquées dans plusieurs
maladies telles que le syndrome de Sjogren (Bassell. 2000), la purpura Henoch-
Schonlein (Moldoveanu et coll. 2007), et la néphatbje a IgA (IgAN) (Tomana et coll.
1999). La maladie de Berger, ou néphropathie a dégAla plus fréquente des maladies
glomérulaires a travers le monde. La maladie esinidépar le dépbt tissulaire d'lg
principalement de classe IgAl, dans le mésangius glemérules rénaux, trés souvent
associés a des dépbts de C3, alors que les potina voie classique du complément (C1 et
C4) sont absentes. L'origine de cette maladie rést®nnue malgré certaines pistes
développées au cours des vingt dernieres annéeassi, Aies patients atteints d’une
néphropathie a IgA, présentent pour certains uautiéfe sialylation et de galactosylation de
la région charniere des molécules d'IgAl circulanfgllen et coll. 1995). Cela pourrait
résulter soit d'un clivage par une béta-glycosides®érienne, soit d'un déficit d’activité des
sialyltransférases et de la 31,3-galactosyltraasérLe C1 inhibiteur sérique (qui a aussi des
résidus sucrés O-glycosylés) est normalement giyeashez ces patients. Ainsi, 'anomalie
de galactosylation, portant sur les sucres O-glgéssn'est pas généralisée. Les lymphocytes
B de ces patients (mais pas les lymphocytes T siimenocytes) ont une activité 31,3-
galactosyltransférase diminuée (Allen et coll. )9%7est possible que, dans la néphropathie
a IgA, des facteurs génétiqguement déterminés motiaalisponibilité ou la fonction de cette

enzyme.

Plusieurs études ont montré que dans cette maladibl-glycanes des IgA pouvaient
également étre affectés (Amore et coll. 2001). &&sations sur les domaines CH2 et CH3
de la chaine lourde pourraient modifier lI'interaantide I'lgA avec ses récepteurs. En effet,

des IgA provenant de patients atteints d’'une nggitoe ont été décrits comme plus efficace
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(Grossetete et coll. 1998) ou au contraire commensnefficace (van Zandbergen et coll.
1998) dans leur capacité de liaison aaMdc La modification de l'affinité des IgA pour ses
récepteurs pourrait aboutir a des implications irgrdes lors de la formation de complexes
immuns et conduire a des dépbts mésangiaux pronbdiagparition d’'une néphropathie a
IgA. Par exemple, la présence dexRt soluble complexé a des IgA a été impliquée dans
pathogénie d'un modele murin d’IgAN (Launay et cd&DO00), et le récepteur de la
transferrine a été identifié comme un récepteuraddisiies mésangiales capable de lier les
IgA1 des patients atteints d’IgAN (Moura et colb(?).
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ARTICLE 1: “lgA-class anti-CD20 chimeric antibodies
outperform IgG for direct effect on target cells bu less efficiently

recruit cytotoxic effectors”.

(manuscrit en préparation)

Un peu plus de trente ans apres leur découvertdlpstein et Kohler, les anticorps
monoclonaux (AcM) ont désormais atteint leur maguen tant qu’agents thérapeutiques.
Dans le domaine de l'oncologie, les anticorps IgGdractérisés par une longue demie-vie
plasmatique (Ghetie and Ward 2000) et des fonctiogtotoxiques trés efficaces
(Bruggemann et coll. 1987), représentent l'isotiigrapeutique dominant et constituent une
nouvelle option de traitements pour certains cancees nombreux essais cliniques et
I'intensive recherche réalisée sur cet outil thétdigue désormais majeur laissent, néanmoins,
entrevoir certaines limites : mauvaise accessibditcertains tissus (Beckman et coll. 2007),
recrutement inefficace de cellules effectrices @@% de la population (Cartron et coll. 2002)
ou encore apparition de résistances totales ouelb@st Au cours des dernieres années,
beaucoup d'efforts ont été accomplis dans le dppelment d’autres formes d’AcM dans le
but de développer des caractéristiques fonctioasifférentes et complémentaires de celles
des IgG classiques (Dechant et coll. 2007; Karagsaet coll. 2007).

Largement représentée au niveau sérique, essemteil sous forme de monomére
(IgAm), et prédominante dans les muqueuses, I'lgAejun réle clé dans la protection
immunitaire. La majorité des IgA des muqueuses porduites sous forme de dimeres (IgAd)
qui sont rapidement exportés vers la lumiere deguauses ou ils sont sécrétés sous forme
d’'IgA sécrétoires (IgAs). Les IgAs constituent upeemiere ligne de défense contre
lintrusion des microorganismes qui tapissent lmikre des muqueuses et leur role dans
immunité humorale est maintenant bien établi (Plagrson et coll. 2008). Les fonctions des
IgA sériques restent, quand a elle, partiellemecbmprises. Un exemple réside dans la
controverse concernant les capacités des IgA autepcent de la cascade cytotoxique du
complément. Ainsi, malgré plusieurs études démahtears capacités a ce recrutement via la
voie alterne (Hiemstra et coll. 1987) ou la vois teetines (Roos et coll. 2001), aucun rapport
n'a pu établir, a ce jour, une quelconque acti@EC de I'IlgA contre une cible tumorale. Un
autre aspect fonctionnel des IgA concerne leusdiaiau récepteur &Rl exprimé sur les

polynucléaires neutrophiles (PMN). En effet, lerséement de cette population leucocytaire
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via les IgA a déja démontré son fort potentiel tyt@que dans quelques modeles
oncologiques (Dechant et coll. 2002).

Dans cette étude, nous avons cherché a évoludivitdcanti-tumorale d’IgA anti-
CD20 et a comparer leur potentiel thérapeutiquec asadui du rituxan, 1gG1 anti-CD20
chimeérique, qui est aujourd’hui, le médicament gdtaid dans le traitement des lymphomes
non-hodgkiniens. L’activité thérapeutique du ritmxsdeffectue par de nombreux mécanismes
regroupant des capacités d'inhibition de croissancel’induction de I'apoptose ainsi qu’un
fort potentiel de recrutement de facteurs cytotogg)aboutissant a la CDC ou a 'ADCC
(Glennie et coll. 2007). Nous avons donc créé aeis@ps chimériques d’isotype IgA1 ou
IgA2 possédant la méme spécificité de reconnaigsgne le rituxan, produits aussi bien sous
forme monomérique que dimérique. L'activité thérgjmpie de chacune de ces formes a été

evaluée sur I'ensemble des différents modes diagiopres aux AcM anti-CD20.

Résultats et Discussion de l'article 1 :

Dans cette étude nous avons montré que des argi@rm)-CD20 d’isotype IgA
présentaient un fort potentiel anti-tumoral coqthegsieurs lignées de lymphomes B humains.
De maniére étonnante, sur cette cible, les mécasisytotoxiques de cette classe d’lg se
sont réveélés tout a fait similaires a ceux utdigar le rituxan. Dans un premier temps, nous
avons constaté que les IgAd anti-CD20 présentaient potentiel anti-prolifératif
significativement plus efficace que I'lgGl. Par lagee avec [|'observation d'une
augmentation des effets directs des IgG aprés dguégation (Shan et coll. 2000), la
dimérisation de I'lgA pourrait étre a I'origine dia signalisation plus forte lors du « cross-
linking » du CD20 membranaire, aboutissant a urssgération de la réponse cellulaire.

Le recrutement de la cascade cytotoxique du congiémst considéré comme l'un
des modes d’'action prédominant dans I'action amtigrale des AcM anti-CD20.
Contrairement aux nombreux exemples faisant étatedabsence d’activité CDC des IgA sur
plusieurs cibles cancéreuses, les IgA anti-CD2@ sapables de déclencher efficacement la
cascade du complément conduisant a la mort deepitsslignées de lymphomes B humains.
Ce mécanisme est particulierement efficace suigteeé humaine DHL-4 pour laquelle les
trois isoformes IgA1m, IgA2m et IgA2d présentent potentiel CDC quasiment similaire a
celui du rituxan. Ce recrutement cytotoxique du pliment via I'lgA semble, néanmoins,

faiblement généralisable a d’autres cibles cellal@iD20. En effet, nos expériences montrent
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gue sur la lignée Raji, également connue pour ssitgété au rituxan dans un contexte CDC,
seul I'isotype IgA2m est capable d'induire uneddyse des cellules.

Un autre aspect important de la cytotoxicité dedAanti-CD20 repose sur la capacité
de recrutement d'effecteurs cellulaires sur le sitmoral. Dans ce domaine, nous avons
déemontré que les deux isoformes d’IgA monomérigésentaient des capacités importantes,
en particulier en ce qui concerne le recrutementPd&N, qui s'avéraient cependant
légerement diminué lors de la dimérisation de i@ps. Malgré ce fort recrutement de
neutrophiles a la surface des cellules tumoraless m’avons pas réussi a mettre en évidence
une activité ADCC de ces effecteurs cellulairessdaos test vitro. A l'inverse nous avons
montréin vivo que les capacités cytotoxiques de I'lgA2m s’av@raplus importantes dans
une lignée murine transgénique exprimant un récegtexRl humain que dans une lignée
murine sauvage, démontrant les capacités des Idgcl@ncher TADCC sur une cible CD20.
Cependant, le bénéfice thérapeutique de l'actiiBCC des IgA dans ces souris
transgénigues semblent assez faible comparé antigbtdes autres mécanismes cytotoxiques
et en particulier a celui de la CDC, qui semblaéspnter le mode d’action le plus efficace et
le plus reproductible pour la lyse de cellules CDR0un anticorps d’isotype IgA.

Cette étude s’est achevée sur une évaluation phimmlg du potentiel thérapeutique
des IgA anti-CD20 par rapport a un anticorps diipetlgG, avec deux études comparatives
de leur activité anti-tumorale vivo. Dans un premier temps, nous avons montré quadty
pouvait agir de maniére relativement rapide sur orasse tumorale d’'un lymphome B
humain implanté dans le péritoine et induire sdardeson de maniére spécifique. Cependant,
I'efficacité de ce traitement diminue rapidemené¢@les quantités d’'IgA inoculées alors que
ladministration d’'lgG anti-CD20 reste extrémemeetficace méme avec de faibles
concentrations. Une étude, a plus long terme, aéélésée sur une cohorte de souris greffées
d’'un lymphome T murin CD20+ (Di Gaetano et coll03D Afin d'obtenir une administration
prolongée des molécules thérapeutiques, les soiar$ pas recu d’anticorps proprement dit
mais ont subi une injection « hydrodynamique » dM\[plasmidique codant pour les
différents isotypes d’anticorps anti-CD20. Cettehteque est connue pour entrainer, apres
guelques heures, une rapide et importante produtpatique de la protéine codée par le
plasmide injecté. Dans cette expérience, nous aporonstater que l'injection de plasmide
codant I'lgA2m anti-CD20 aboutissait a une concaitn sérique d’lg humaine beaucoup
plus faible que celle observée dans les souristaysu un plasmide codant pour I'lgG1.
Cette faible concentration d’lgA2m s’est, cependamérée suffisante pour protéger 80% des

souris contre le développement du lymphome CD20mjdction d’'un vecteur codant I'lgAl
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anti-CD20 a également abouti a une meilleure sutei¢a cohorte murine. Le fort potentiel
anti-tumoral des deux isotypes d’IgA démontré dzette étude, reste cependant réduit face a
la protection conférée par I'administration d’'umaghide codant pour I'lgG1 anti-CD20 qui
protége 100% des souris traitées.

Dans une certaine mesure, ces resultats pourragemet liés aux propriétés
pharmacocinétiques de I'lgA, fondamentalement whfftes de celles de I'lgG. En effet,
contrairement aux IgG, I'lgA ne forme pas de limisavec le récepteur néonatal FCRn. Au
contraire, 'une des caractéristiques de cet isot@gside dans sa liaison aux récepteur ASGR
et plgR qui captent et excretent ces anticorps danbile et les sécrétions mucosales
contribuant, ainsi, a leur trés faible demie-vidgée (Rifai et coll. 2000). En conséquence,
malgré une forte activité cytotoxique des IgA CDA&0vitro, leur potentiel thérapeutique
vivo reste inférieur a celui du rituxan probablementaiude la localisation de la cible dans le
compartiment sanguin. En dehors d’applicationsgsés, I'utilisation d’IgA thérapeutiques
porte encore de nombreux espoirs pour le traitememhaladies associées aux muqueuses.
reste donc a démontrer que le tropisme préféredéetet isotype pour les muqueuses lui
permettrait d’associer activité biologique et ci#a efficace d'un compartiment peu

accessible pour I'ligG.
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Résultats complémentaires

L’isotype IgA présente un tropisme préférentiel ptes muqueuses qui en fait un
candidat thérapeutique particulierement intéresgamir cibler les nombreuses tumeurs
associées au compartiment des muqueuses, diffefieaccessible par les anticorps d’isotype
lgG. Dans ce domaine, les cancers digestifs agsmati comme des cibles majeures, tout
comme les cancers des voies respiratoires supesiede I'appareil génito-urinaire (prostate,
col de l'utérus) ou encore du sein. Cependantlisation thérapeutique des IgA reste a ce
jour dans l'attente de données expérimentales eétexrapportant leur activité aux anticorps
de référence, les 1gG. Pour cette raison, il @giortant de tester pour le rituximab, I'un des
anticorps thérapeutique les plus standards et lesxvalidés, en quoi sa transformation
d’'IgG en IgA pouvait modifier ses capacités fonatielles. Méme les lymphomes du MALT
pourraient éventuellement bénéficier d’'un traitetreerciblage muqueux, ils ne représentent
gu'une faible partie de I'ensemble des lymphomesusN nous sommes donc d’abord
intéressés dans cette premiére étude a I'analyseudgions qui miment le cas le plus général
des lymphomes, ou les cellules lymphomateuses rantacalisation aisément accessible a la
circulation sanguine, voire sont elles-mémes cactds. L'un des aspects de notre travail sur
les IgA anti-CD20, encore trop préliminaire poure@ntégré au manuscrit en préparation, a
ensuite concerné I'évaluation du bénéfice thérageatintrinséque a un anticorps d’isotype

IgA dans une application thérapeutigireyivo, touchant le compartiment intestinal.

Dans un premier temps, nous avons voulu nous assigrda capacité des IgA
dimérique exogéenes a un transport vers les compamts des muqueuses et plus
particulierement a travers I'épithélium intestinal.

Nous avons donc administré, par voie intraveingligg ou intra-péritonéale (IP),
150ug d'lgG1, d'lgA2m ou d’'lgA2d & une cohorte deugs C57black/6. La moitié des
animaux ont été sacrifies 2h apres linjection,utta moitié apres 5h et leurs fluides
intestinaux ont été récupérés. Le sérum de chaguessa également été préleve juste avant le
sacrifice. Le contenu en Ig humain des sérums etfldales intestinaux a été apprécié par
ELISA.

Les résultats de ces dosages sont présentésfgyurkal (histogramme A et B). Les

concentrations d’lg humaines sériques mesuréescesirsouris sont en accord avec les



données connues quant a la demi-vie sérique destdaur trés rapide élimination de la
circulation sanguine (figure 1A). On peut ainsi erogue I'lgA dimérique semble étre
éliminée encore plus rapidement. De maniere régigples concentrations d’lg humaine
mesurées dans les fluides intestinaux montrent alativtement bon passage des IgA
dimériques a travers les muqueuses intestinales aguesoit apres une injection par
intraveineuse ou par voie intra-péritonéale (figlB). Il est a noté qu’'une certaine quantité
de I'échantillon IgG semble également capable aleetiser cette barriére intestinale.

Ces données ont montré que des IgA dimérique @gscpar voie intraveineuse
pouvaient atteindre le compartiment intestinal ravérser I'épithélium pour atteindre la
lumiére. Ce passage traduit d'une part un passagiele des anticorps injectés dans la
circulation sanguine vers I'ensemble du compartimextracellulaire par diffusion a travers
les parois vasculaires. Secondairement, les apscties par le plgR bénéficient d’'un
transport actif trans-épithélial. La concentratilgA dimérique dans les fluides intestinaux
se révele maximale deux heures apres l'injection mais elle reste néanmoins assez faible

et décroit rapidement au cours du temps.

Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de cespae trans-épithélial d’anticorps
vers une cible cancéreuse située au niveau des ausesl intestinales, nous avons tenté
d’adapter le modele IVAK décrit dans le manuscrégédent en implantant les cellules cibles
CD20+ non plus dans le péritoine mais dans uneiatestinale de I'animal.

Concretement, des souris RAf&2/- ont recu une dose de 150ug d’lgG ou d’lgAd
anti CD20 par voie intraveineuse. Deux heures apgite injection, les souris ont été
endormies et une petite laparotomie a permis dagi¥gune portion du gréle. Deux ligatures
ont alors été réalisées sur cette portion afinéeniter une zone intestinale dans laquelle un
mélange de TOcellules cibles et controle (préalablement marguémir « matériels et
méthodes » du manuscrit) a été injecté. L'ansestim@e a alors été réintégrée dans la cavité
péritonéale et l'incision abdominale a été sutukébeures apres cette opération, I'animal a
été sacrifié et les cellules implantées ont étéapérces dans la portion d’intestin délimitée par
les deux ligatures avant d’étre analysées en cytame

Les deux premiéres expeériences realisées avee teetinique laissent entrevoir un
certain avantage des IgAd anti-CD20 comparées gGIl dans la lyse de cellules de
lymphome B humain lorsque ces cellules sont imglestdans un compartiment intestinal.
Evidemment, cette conclusion reste dépendante depétition de cette expérience afin

d’évaluer la significativité de ce résultat. Néammso cette expérience pourrait démontrer



pour la premiére fois un réel potentiel des IgA déntraitement de tumeurs associées aux

muqueuses.
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Figure 1. Potentiel anti-tumoral des IgA2 dimérigles dans un contexte muqueux.

A, B. Titres sérique et intestinaux d’lg humaines apms inmunisation passive avec les
anticorps anti-CD20. Une cohorte de souris C57b&ekrecu en IV ou en IP, 150 pg de
rituxan, d’lgA2 monomeérique ou d’IgA2 dimérique. kang et les fluides intestinaux de ces
souris ont été prelevés a 2h ou a 5h (3 sourisppant) et titrés par ELISA. Les étoiles
indiquent les différences statistiquement signifiezss selon un test non-apparié entre les
valeurs obtenues pour I'lgG1 et I'lgA2 dimériqué (<0.01, *** p<0.001).C. Evaluation du
potentiel cytotoxique des Ig anti-CD20 contre ugede B humaine implantée au sein d’'une
anse intestinale. Les cellules humaines (DHL-4écil Jurkatt/contrdle) ont été implantées
dans l'anse intestinale de souris RAG2- ayant été préalablement immunisé par voie IV
avec 150ug de rituxan ou d’lgA2 dimérique. Cingresuapres I'implantation, la lyse CD20
spécifique est calculée a partir du ratio DHL-4Kadi:
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Figure 24 : Représentation schématique des IgA ar€D20 sauvages et mutantes.

Les rectangles rouges représentent les chainedeet les rectangles bleus correspondent
aux chaines légeres (foncées pour les partiesasunstet claires pour les parties variables).
Les batonnets surplombés d'un rond rouge correspandux résidus 0-glycosylés, ceux
surplombés d’'un rond bleu, aux résidus N-glycosylés



ARTICLE 2: “Feasibility of using glycosylation-deficient variants

of human IgA as therapeutic antibodies”.

(Manuscrit en préparation)

Bien qu'elle possede plusieurs propriétés uniqlieg) présente une architecture
moléculaire similaire a celles des autres isotypdg. Les quatre formes monomériques
d’'IgA humaines (IgAl, IgA2(1), IgA2(2) et IgA(n)oat composées de deux chaines légéres
(ch.L) et de deux chaines lourdes (ch.H) deux & ddantiques. Les ch.L comportent
chacune un domaine variable et un domaine condtastch.H contiennent, quant a elles, un
domaine variable, trois domaines constants (VH, CEH2 et CH3), une région charniére
entre CH1 et CH2 ainsi qu’'une région additionnefigyée au niveau de l'extrémité C-
terminale, appelée piece basale (Boehm et colR}19% dimérisation de I'anticorps s’établit
lors de la formation de ponts disulfures entre dexmnomeres d'IgA et un petit polypeptide,
la chaine J. Des complexes oligosaccharides sspbsies a deux endroits sur la chaine lourde
de I'IgAl en position N263 sur le domaine CH2 et5R4&ur la piéce basale. L’'IgA2 contient,
deux sites additionnels de glycosylation en pasitid66 et N337 sur les domaines CH1 et
CH2, respectivement (figure 24). Les variants Ig&Ret IgA2 (n) contiennent un cinquieme
site sur le domaine CH1. En dehors de quelqueati@rs du contenu en acides aminés, les
domaines constant de I'lgAl et des IgA2 differeet fdcon significative dans la région
charniére, qui présente, pour I'lgAl, trois a sixgi®canes liés a des résidus Ser ou Thr
(Mattu et coll. 1998; Tarelli et coll. 2004).

Dans de nombreuses applications, et en particddies le cas de tumeurs solides, les
anticorps thérapeutiques doivent posséder la da&pdei pénétrer les tissus et la matrice
extracellulaire pour atteindre leur cible celludaiAlors que les interactions avec le FcRn
(Roopenian and Akilesh 2007) ou avec d’autres récep exprimés a la surface de
leucocytes effecteurs peuvent étre avantageuseterares de pharmacocinétique et de
fonctionnalité pour les IgG sériques, l'interactanec le récepteur plgR présent, entre autres,
sur les épithéliums des muqueuses, fait de I'lgiétique un candidat anticorps idéal pour
cibler les pathologies associées aux muqueusestefdb@j a ce jour, aucun anticorps
monoclonal de classe IgA n’est en développement poe application clinique. Ce contraste
avec la situation des IgG, résulte certainemendiders verrous technologiques concernant

les IgA aussi bien dans leur isolement, caract@visapropriétés que dans leur production
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(Woof and Mestecky 2005; Yoo and Morrison 2005)usPparticulierement, l'un des
obstacles entravant I'utilisation thérapeutique g% réside dans leurs nombreux sites de
glycosylation. En effet, 'unique glycane préseut k& chaine lourde de I'lgG exige déja, la
réalisation, tout au long du processus de productie nombreux tests analytiques qui
permettent de caractériser et de valider la glyetisy de I'anticorps (Beck et coll. 2008).
Dans le cas des IgA, la présence des multiples Qlgltycanes de la ch.b pourrait entrainer
une variabilité accrue de la glycosylation, diffiehent contrdlable et potentiellement
allergéne chez les patients. Dans ce domainelidation de I'lgA2 parait plus simple que
celle de I'lgAl car elle ne contient pas de siteglyZane sur sa région charniére. Un
« danger » potentiel de I'lgAl et de sa région oleae glycosylée pourrait aussi étre craint,
puisque des anomalies de cette glycosylation oét détcrites comme impliquées dans
certaines maladies de dépbts a IgA (Gomes et 2008). La forme d’IgA2 la moins
glycosylée ; I'lgA2(1) conserve toutefois, quatites N-glycane sur les domaines constant de
sa ch. H.

Peu de données sont disponibles concernant lgohdisiologique des différents sites
de glycosylation de I'lgA2. En revanche, de nombesuétudes ont porté sur le role des N-
glycanes CH2 et CH3 dans les fonctions effectrimsIgAl. Pour cet isotype, la plupart des
études s’accordent sur le fait que ces résidussaiccharidiques n’interviendraient pas dans
la liaison avec le récepteur aux IgAoRl (Gomes et coll. 2008), mais pourraient, a I'iree
jouer un role important dans le recrutement desefams de la cascade cytotoxique du
complément (Nikolova et coll. 1994). Pour évalwerdle des glycanes de I'lgA2, nous avons
créé, par mutagenese dirigée, différentes formigg\@d’ mutantes portant un contenu variable
en résidus glycosylés. Ainsi, la forme IgA2 G2 et plus que deux sites N-glycanes (N263
et N459), I'lgA2 G1, un seul N-glycane (N263) dgA2 GO, aucun glycane (figure 24). Ces
différentes chaines lourdes mutantes ont été a&esoeivec des régions variables spécifique
du CD20 humain, produite sous monomérique ou donéri(soit en association avec la
chaine J), et analysées dans des tests permettaotparer leur activité thérapeutique avec

leur homologue WT.

Résultats et Discussion de l'article 2 :

Comme décrit dans I'étude précédente, I'activitérapeutigue des anticorps anti-

CD20 s’effectue par de nombreux mécanismes regraudipzhibition de croissance cellulaire,

62



l'induction de I'apoptose et le recrutement dedacs cytotoxiques aboutissant a la CDC ou a
'ADCC (Glennie et coll. 2007). Dans un premier f@nnous avons pu constater que les
activités cytotoxiqgues médiées par les fragments ffétaient pas altérées chez nos IgA
mutantes. En effet, des tests d’évaluation de tatayicité directe, réalisés sur les formes
mutantes dimérigues, ont montré que I'éliminaties dites de glycosylation de la chihhe
modifiait pas les capacités pro-apoptotiques at@otifératives de I'anticorps.

Par la suite, nous nous sommes intéressés au ipbtdeg mutants IgA dans des tests
de cytotoxicité indirecte nécessitant le recrutemeése partenaires effecteurs. L'une des
caractéristiques des glycanes des ch.H de I'lgiAleédans leur orientation vers I'extérieur de
la molécule a l'inverse de ce qui est observé peailgG et les IgE pour lesquels les résidus
glycosylés sont piégés entre les deux ch.H. Lareatiposée des glycanes de la ch.H
suggere qu'ils pourraient jouer un role dans listéon de I'lgA avec d’autres molécules
(Gomes and Herr 2006). Le récepteuniREtse lie a I'lgA2 au niveau de linterface des
domaines CH2 et CH3 (Furtado et coll. 2004) a pnité des deux sites N-glycanes 166 et
263. En accord avec les résultats obtenus sumddsdéficientes pour leur glycosylation, ces
résidus glycanes ne semble pas intervenir dangikoh de I'lgA2 avec ce récepteur. En
réalité aucun des sucres de la clH ne semble important pour cette liaison puisque le
mutant GO présente une capacité de recrutementaied! similaire a celle de la forme WT. A
l'inverse, nous avons montré que les glycanes ad.ld de I'lgA2 jouent un réle important
dans le recrutement des facteurs du complémers. gaitticulierement, I'élimination du site
de glycosylation de la région charniere diminuestérablement le potentiel CDC de I'lgA2.

Un des principaux avantages des anticorps IgA coeckeur tropisme préférentiel
pour les compartiments muqueux. Chez la souriglaieance rapide d'IgA dimérigue injectée
par voie intraveineuse découle, en partie, d'ub fecrutement de ces diméres au niveau des
mugueuses via le récepteur pIgR, qui les transp@ne les lumieres intestinales et broncho-
alvéolaires (Steinmetz et coll. 1994). Dans cettedl& nous avons montré que les IgA2
dimériques déficientes pour la glycosylation conaiemt une demi-vie sérique comparable a
celles de la forme WT et que leur transport trgsithélial intestinal n’était pas altéré,
suggérant un role faible voir inexistant des N-glyes de la ch.ld dans la liaison avec le
plgR.

Nous l'avons évoqué plus haut, les anticorps dy®tigA sont également connus
pour leur implication relativement fréquente daes aladies rénales, et en particulier dans
la maladie de Berger caractérisée par des dépiga (thais essentiellement de classe IgAl)

dans le mésangium des glomérules rénaux. Un certaibre de publications font référence a
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limplication d'un défaut de O-glycosylation desAdf dans le déclenchement de cette
maladie (Novak et coll. 2008). L'utilisation théeapique d’IgA WT et plus particulierement
I'utilisation d’lgA déficientes dans leur glycosyien exige, donc, une évaluation de leur
prédisposition a ce type de dépdt tissulaire. Reufaire, nous avons analysé les reins de
souris ayant recu des doses élevées de notre giangtorps WT et mutants sous leur forme
monomeérique et dimérique. Les résultats de cefp&reence montrent que I'administration
des mutants IgA2 G1 et GO sous leur forme monomérapoutit a I'apparition de dépbts
alors que I'administration des formes WT et G2daites reins exempts de tout dépbt. Ceci
suggere que I'élimination du site de glycosylatia59 pourrait fortement diminuer la
stabilitéin vivo et / ou la solubilité des IgA déficientes pourgtgcane. En revanche, parmi
les formes dimériques, seule I'administration d€dame GO semble présenter un danger
potentiel de dépdt. Cette difféerence provient pbddyaent de lintensif transport trans-
épithélial des IgAd via le plgR, entrainant une idmtion rapide des IgA sérigues exogenes et
limitant, ainsi, le risque d'accession aux reinsteativement, la dimérisation pourrait
stabiliser cette IgA déficient en N-glycosylatidbes expériences montrent que l'utilisation
d’AcM d'isotype IgA mutantes pour la glycosylatie@n thérapeutique humaine devrait
privilégier les formes au moins partiellement glygiées, et sans doute également les formes
dimériques, au moins lorsqu’un transport muquets@shaité.

Les résultats obtenus dans cette étude nous pemnhdtaffirmer que I'élimination des
sites de glycosylation de la ch.kd de I'lgA2 ne réduit que faiblement ses propriétés
effectrices. Le seul glucide dont I'absence engraim déficit fonctionnel, est le glycan 459 de
la piece basale, qui semble important pour la CD€maniére plus pertinente, I'élimination
de ce résidu glucidiqgue semble favoriser le risdgielépbts rénaux des IgA administrées chez
le patient. Il apparait, néanmoins, que le mutg@t2l G2, qui ne posséde que 2 sites de
glycosylation, ne semble pas prédisposé a se déposaveau rénal et pourrait ainsi devenir
un candidat thérapeutique permettant une produdatonne caractérisation plus aisée que

pour son homologue WT.
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Article 3. “Premature replacement of mu with alpha
immunoglobulin  chains impairs lymphopoiesis and muagsal

homing but promotes plasma cell maturation”

(Manuscrit en révision a Proceedings of Nationaadamy of sciences)

Nous avons caractérisé un modeélekdeck-inpermettant chez la souris I'expression
guasi exclusive de chaines lourdes d’immunoglobslide classe IgA. Nous avons ainsi
obtenu des informations sur la fonction du BCR cait@ra IgA, et vérifié si une chaine
peut se substituer a la chajnet promouvoir le développement B ainsi que le®méps B-
spécifiqgues a l'antigéne. On sait en effet qu’ ghaine lourdeé peut fonctionner de facon
quasi-identique @ (Lutz et al., 1998) alors qu’une chainse comporte au contraire de facon
spécifiqgue, moins efficace que pour la différenciation B précoce mais hyperstiatrite
dans les cellules B matures en cas de pontage d®@ BG (méme si les modalités
moléculaires précises de cette hyper-réactivitéenesl’'objet de controverses (Pogue et
Goodnow, Tsubata, Horikawa, Waisman et al., 2007).

Cette étude nous permet de dire que la chainedauesbt capable de jouer un role
similaire a celui d’'une chaine lourgependant les étapes précoces de la différenciadion,
savoir son expression a la membrane et son assocetec les modules de signalisation
Iga/lgp au sein d’'un pre-BCR puis d’un BCR, afin de petnede développement B. Comme
pour la chaing le pré-BCRa se révele moins efficace qu’un pré-BCR u car oseole un
blocage partiel a la transition pro/préB et enttarge pre-Bll » et « small pre-Bll ».

Malgré ce blocage partiel, une population B a IgAndembrane est retrouvée dans tous les
compartiments B périphériques. Ces B peuvent &tieés apres rencontre avec un antigene
et étre a l'origine d’'une réponse spécifigue. Omamue également la présence d’anticorps
murins d’isotypes différents dans le sérum de oc@saux, indiquant que comme des B a IgM

dans le cas de la délétion isolée ge I8s cellules a IgA de membrane forcée peuveni sub
un bas niveau restant de commutation de clasd@lesence de Sp.

Le trait phénotypique le plus marqué reste I'hypasmocytose. Ces lymphocytes B a
IgA de membrane semblent constitutivement activisstat basal et ont une grande facilité a
se transformer en plasmocytes apres stimulatiom awve mitogene, d’ou I'abondance de

plasmocytes observés dans différents compartimgmigshoides périphériques de ces souris.
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Ce trait constitue un point commun avec le BCR Iy aussi hyperactivable. L'IgA
rejoindrait donc selon notre étude I'lgG parmi BSR surtout effecteurs (c'est-a-dire tres
efficaces dans les cellules matures stimuléesylidague la chain@g comme la chainé
semblent les plus efficaces composants des pre-BBCR affecteurs qui sous-tendent la
maturation B précoce et permettre a chaque clode Balider son paratope et de rejoindre en
fonction du niveau de stimulation que lui confere paratope, I'un ou l'autre des
compartiments B.

Un dernier point important de notre équipe concdiaksence d’effet positif de
'expression d'une IgA membranaire sur le homingyoeux des lymphocytes B alors que les
tissus lymphoides associés aux muqueuses sonapbigatlieu préférentiel de résidence des
cellules B normales a IgA, validant donc I'hypothégie le homing muqueux des cellules B
normales est initialement réalisé par des cellaleggl membranaires, qui commutent ensuite

sur place vers la classe IgA.
Ma part de cette étude, a consisté a la réalisatierdosages d’IgA spécifiques au niveau du

sérum et des sécrétions, en I'analyse in vitro aleéponse des B purifiés en présence de

plusieurs signaux et en la réalisation d’hybridoraesigéne-spécifiques.
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1. Amélioration des outils biotechnologiques pourd production et

I’évaluation des Immunoglobulines IgA.

Alors que les premiéres études concernant les Igisaient principalement des
protéines de myélome purifiées, les progres enniegé moléculaire des protéines
permettent maintenant la génération de formes rbowntes d’'IgA. Comme pour les autres
classes d’lg, ces techniques permettent la prasluatilgA possédant une spécificité bien
définie, en quantité suffisante pour des essaislipigues et potentiellement pour des tests
cliniques. Il a été montré de plus gqu'un assemblageect des quatre composants de I'lgA
sécrétoire (chaine lourde chaine légere, chaine J et composant sécréjpiejait-étre
réaliséin vitro. Ainsi, au cours des dix derniéres années, undgrammbre d’anticorps
chimérique de classe IgA ont été produits contkerdies cibles potentielles tumorales ou
virales (Terskikh et coll. 1994; Huls et coll. 19¥%echant et coll. 2007). L'expression d’IgA
recombinante a été obtenue dans plusieurs systéfegpression, notamment dans des
cellules de mammiféres, (Johansen et coll. 199®)sattes (Carayannopoulos et coll. 1994)
et de végétaux (Bomsel et coll. 1998) mais aussisda lait d’animaux transgéniques

(Bioprotein Technologies).

Néanmoins, ces meéthodes moléculaires ne permetttitenir que des IgA
recombinante associées de maniére artificielle igyons variables d’autres anticorps, la
plupart du temps d’lgG, déja bien définis et déppks pour une application précise.
L’obtention d’anticorps monoclonaux innovants sgliprincipalement, encore aujourd’hui, la
meéthode traditionnelle de productions d’hybridorapses immunisation d’'un animal, le plus
souvent la souris, avec un antigéne d’intérét. B souris de type sauvage cette méthode
aboutit & I'obtention d’AcM presque exclusivemertaasse 1gG. Pour pallier a cette limite,
notre équipe a créé des animaux transgéniqueslggquels la séquence de commutation de
classe § des chaines lourdes d'immunoglobulines a été r@eépl par un transgene codant
pour la région constanteaC des Ig. Les souris de cette lignée dénomoidd produisent
essentiellement des Ig de classe IgA dont le doenabnstant de la chaine lourde est
humanisé et dont les domaines variables sont dherigiurine (Cogné et coll. 2005). Dans
ces souris, la multiplicité des genes V et la pgoksi de mutation et de recombinaison
somatique de ces genes, permet I'obtention d’'uee large diversité d’IgA spécifiques en
réponse a une stimulation antigénique. La techi®lotassique d'isolement d'hybridomes
producteurs d'anticorps monoclonaux par fusion diélome avec des plasmocytes de la
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rate s'applique parfaitement a ces animaux. De reumbhybridomes sécréteurs d'IgAl
spécifiqgues de divers antigénes viraux ou tumormnixdéja été isolés et plusieurs sont en

cours de caractérisation par I'équipe de I'entsepB-Cell Design qui exploite ce brevet.

Ces souris constituent non seulement un outil gfkace pour la génération
d’anticorps monoclonaux contre des cibles théragees, mais également un modéle animal
utilisable pour évaluein vivo un effet thérapeutique potentiel de ces mémesaps. En
effet, I'administration d’IlgA humaine dans une dewauvage aboutit assez rapidement (de
guelques jours a quelques semaines) a I'appadams le sérum des animaux d’lgG anti-IgA
humaine qui entrainent I'élimination rapide des kgpfogenes. A l'inverse, les soud$Kl ne
semblent pas élaborer de réaction immune lorsadieninistration d’IgA humaine, permettant
ainsi des immunisations passives successives sassinb d'immunosuppression ou
d’utilisation d’animaux immunodéficients. Un autespect limitant dans I'évaluation du
potentiel thérapeutique des IgA chez la souris eore I'absence d’'un homologue du
récepteur FeRl chez ces animaux. Cette limitation a été surémrar la création d’'une
lignée murine transgénique exprimant lexRt humain, chez laquelle I'expression cellulaire
de ce récepteur ainsi que sa régulation par dekiogs est similaire a celle observée chez
I'hnomme (van Egmond et coll. 1999). En effet chez animaux, I'expression et la fonction du
FcoR1 humain est tributaire d’'une co-expression awecHaine de signalisation FcRvan
Egmond et coll. 1999) ; ainsi, I'administration @CSF entraine une augmentation des
capacités de phagocytose des cellules hépatiquessdsouris (Stockmeyer et coll. 2000). Le
croisement de ces animaux avec la lignée transgéanitkl nous a permis de mettre au point
un nouveau modele d’étude vivo cherchant & mimer la situation de I'organisme hama
Cette double lignée transgénique présente un tntasidérable pour I'évaluation de
l'activité thérapeutique des Ighk vivo, en particulier dans des expériences d’immunisatio
passive d'animaux greffés d'une masse tumorale.nlise en place de ces expériences
nécessite néanmoins l'obtention d’animaux de foédégjque pur qui a été initiee il y a

plusieurs mois au laboratoire.

Une autre avanceée technologique qui a permis diameélles méthodes de production
des IgA concerne la mise au point de nouveaux pescéle purification de ces anticorps.
Une purification maximale est demandée pour topitegeines injectées chez un animal. Cette
exigence a pu étre remplie pour les 1gG thérapeesiggn grande partie grace a I'existence de

protéines d’origine bactérienne spécifiquemennafipour cette classe d'immunoglobulines.
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De nombreux fournisseurs proposent deux de cesgipest (protéine A de Staphylocoque et
protéine G de Streptocoque) fixées sur divers supmlides pour des purifications par
chromatographie d’affinité. La purification des Igést beaucoup plus laborieuse en
particulier pour I'lgA2 pour laquelle aucun systerde purification par affinité n’était
commercialisé. Des protéines bactériennes poueaiter spécifiquement a des IgA ont bien
été décrites mais a I'exception d’'une protéine MStieeptocoque et plus spécifiguement un
fragment désigné SAP (pour streptococcal IgA-bigdieptide) de cette protéine, elles n'ont
pas été exploitées pour cette propriété. Le pefdhle fixé sur support solide peut-étre utilisé
pour une purification par affinité en une seulepétale toutes les IgA sous leur forme
monomeérique ou dimérique (Sandin et coll. 2002)lddine jacaline est une autre protéine
de fixation des IgA d’origine végétale dont I'uséition est limitée a la purification des seules
IgA1l, le support de reconnaissance se trouvankascinaine O-glycosylée (Monteiro et coll.
1985). Cette propriété de la jacaline est intérgsspour fractionner les IgA1 d’'un mélange
d’IgA séparées par affinité sur colonne SAP. Unreasupport solide greffé avec la toxine
SSL7 deStaphylococcus aurewst maintenant également disponible pour laipatibn des

deux formes d’IgA (Langley et coll. 2005).

2. Glycosylation et risque de pathogénicité des IgA

Malgré ces nombreuses améliorations techniquegrateefforts restent a fournir sur
le plan technologique avant de pouvoir imaginevdi@ment thérapeutique des anticorps de
classe IgA. En effet, leur utilisation en compasaisles IgG, présente de sérieux obstacles qui
résident aussi bien dans leur production, leurfigation, leur caractérisation, leurs propriétés
pysico-chimiques, et les incertitudes quant a Issfiilité de les administrer a un organisme
vivant dans un but d’immunothérapie passive.. Ldences limitations concerne sans aucun
doute leur fort niveau de glycosylation. En eflat,caractérisation complete des nombreux
sites de glycosylation de la chaine lourde de I'i@#flant jusqu ‘a 7 glycanes) parait bien
complexe a mettre en place dans I'hypothése d'umaluystion d’anticorps a I'échelle
industrielle. Elle représente pourtant un pré-requidispensable lors d'évaluation de
I'anticorps en essais clinique et parait d’autdas pmportante lors de I'utilisation d’IgA. En
effet, la nature des motifs des chaines latérdiepgylées peut jouer un réle important dans
la fonction biologique des IgA, en particulier lade leur interaction avec des récepteurs

cellulaires (Rifai et coll. 2000). Les néphropathmar accumulation des IgA1 au niveau des
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cellules mésangiales pourraient, ainsi, avoir patugine une absorption anormale sur un
récepteur du fait d'une glycosylation incomplets dbaines O-glycosylées (Launay et coll.
2000; Moura et coll. 2001). D’autre part, il estimanant bien décrit que la souris ajoute un
groupement galactosyl supplémentaire en fin de neha certains motifs glucidiques
contrairement aux hominidés qui ont perdu la cdpade faire cette transformation par
mutation au cours de ['évolution. Cettegalactosylation ajoutée au fait que les rongeurs
peuvent utilisent pour leurs sialylation un variade l'acide sialique, l'acide N-
glycosylneuraminique(NGNA), compromet ['utilisation de systemes de prciibn des
glyco-protéines par des systéemes cellulaires isRisrongeurs; en effet, ces systemes
pourraient créer des épitopes sucrés anormauxntmtement cibles ultérieures d’une
réponse immunitaire en cas d’administration a I'nmendes glycoprotéines concernées. Le
sang humain contient ainsi des anticorps natureigéd contre les motifs &-gal ». Notons
gue ce point ne semble pas constituer un probléuelps IgG thérapeutiques, sans doute du
fait de leur faible glycosylation (I'unique chaigkycosylée étant relativement « enfouie » au
sein de la structure tertiare chaine louydeendant sans doute ce motif galactosylé éventuel
peu accessible a des anticorps). Hybridomes etamgd murins possédent, semble-t'il & des

degrés divers, l'activite-galactosyl-transférase responsable de cette matidn.

Afin d’essayer de limiter les problémes potentlis a la forte glycosylation des IgA,
il nous est apparu important d’évaluer la poss#iti’utilisation de mutants possédant une
glycosylation réduite, voir inexistante dans uneligption thérapeutique. Nous avons ainsi
pu observer que I'élimination des glycanes de &ireh lourde de I'lgA n’altére que peu ses
fonctions biologiquesn vitro. Cependant nous avons aussi observé qu'une déglation
compléte de I'IlgA semblait réduire fortement sabsii® et/ou sa solubilité sérique,
aboutissant a I'apparition rapide de dépdts d’'lghk ks glomérules rénaux lors de son
administration chez la souris, surtout avec la fommonomeérique de I'lgA. Il apparait donc
gue l'utilisation d’IgA déficientes dans leur glysydation semble possible mais en maintenant
dans tout les cas le glycane de la région charngineé sur I'asparagine 459, qui semble
indispensable pour la stabilité sériqgue de la mdéecUne molécule hybride IgA2/IgAl,
limitée pour ses N-glycosylations a celle présestas'lgAl, mais dépourvue du hinge des
IgAl (et donc de ses O-glycosylations) nous seralilsi comme méritant de poursuivre des
explorations en vue d’applications thérapeutiquis)s la mesure ou toutes ses propriétés
biologiques semblent respectées sans que ne soidnites de propriétés toxiques ou

d’instabilité¢ de la protéine. Avant de pouvoir dai le développement de ces formes
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mutantes d’anticorps pour d’autres cibles, il noaste cependant un aspect important a
étudier. En effet, les observations réaliséesesitdA hypoglycosylées dans le compartiment
sanguin, nous ameénent a penser que les glycaneda dehaine lourde auraient
préférentiellement un rdle dans la stabilité dentl@rps in vivo plutét que dans sa
fonctionnalité. Il apparait alors primordial de mes la stabilité de nos IgA mutantesvivo,
dans les divers compartiments humoraux, aprés astnaition a un animal receveur. Outre la
demi-vie sériques, il conviendra aussi de testeséxrétions digestives, et de s’assurer que la
demi-vie de I'anticorps muqueux et/ou sa résistaace protéases n’'est pas altérée lors de
I'élimination de 'un ou l'autre de ses glycanelssédrait aussi intéressant de pouvoir veérifier
dans la lumiére muqueuse si ces IgA variantes defisent la tendance naturelle des IgA a se
concentrer au contact de I'épithélium au niveaurdicus (une propriété que I'on considere
habituellement comme plus médiée par le composzEwire associé que par I'lgA elle-

méme)

3. IgA et immunothérapie anticancéreuse : 'approhe anti-CD20

Depuis ces derniéres années, le rituximab (IgGlmeéhgue anti-CD20) a
considérablement fait évoluer la stratégie théragee contre les lymphopathies,
particulierement contre les lymphomes « non-Hodgkis » (NHL). Depuis peu, d’autres
anticorps monoclonaux anti-CD20 reconnaissant teautpitopes du CD20 ou plus fortement
inducteurs d’ADCC grace a des interactions plugeforavec RRllla viennent aussi
compléter I'arsenal thérapeutique (veltuzumab,toframab...). Le rituximab, seul ou en
combinaison avec les chimiothérapies, s'est moetii€ace dans le traitement des NHL a
différents stades d’évolution. Cependant, 30 a B@%patients restent totalement résistants a
tout traitement. Les causes exactes de ces rasstame sont pas encore parfaitement
identifiées : plusieurs hypothéses sont soulevéesmmment le taux faible d’expression de
CD20 a la surface de certains lymphomes, la masas®rale trop importante pour une
pénétration efficace de I'lg, la surexpression lgatumeur d’inhibiteurs membranaires du
complément et/ou la présence dun polymorphisme rdoepteur FRIIl réduisant
considérablement le potentiel ADCC de I'anticofpans ce contexte, nous avons évalué une
solution alternative aux immunothérapies par 165 &n produisant des IgA monoclonales
humanisées possédant la méme spécificité de reissanae que le rituximab mais qui, du

fait de la différence de classe, offrent la podéisébid’induire des mécanismes biologiques
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alternatifs. Il resterait bien sir a démontrer gegs mécanismes alternatifs pourraient étre
actifs dans certains cas de résistance aux traitisnpar IlgG, ou bien se réveleraient capables
de synergie avec I'lgG. L'un des arguments pharecHaix de la classe IgA résidait
notamment dans la récente mise en évidence dutj@bt@nti-tumoral des neutrophiles par un
déclenchement de I'ADCC via le récepteunRE aboutissant a la lyse de diverses cibles
tumorales, documentée par diverses équipes (HuslletLl999; Dechant et coll. 2002; Otten
et coll. 2005).

Malgré de nombreux essais, nous n'avons pas r@useproduire cette induction
d’ADCC, in vitro, sur notre modele CD20 en présence de neutrophiuesains purifiés.
L'utilisation des souris transgénique CD89+ noupeamis de constater que cette activité
pouvait, néanmoins, s’opérir vivo mais dans une faible mesure. En réalité, il sembéele
mécanisme préférentiel utilisé par les IgA pourlyse des lignées CD20 repose sur le
recrutement de la cascade cytotoxique du complérheatnombreuses études ayant évalué le
potentiel anti-cancéreux des IgA avait pourtantitiéet isotype comme incapable de recruter
efficacement la CDC. Méme si elle est clairemeriispnte, il faut reconnaitre que cette
capacité de CDC s’est avérée cependant moins edfigae celle médiée par I'lgGl. En fait,
les IgA anti-CD20 ne surpassent le rituxan que diesstests mesurant les effets directs de
'anticorps, en particulier pour l'inhibition de leroissance cellulaire. De la méme facon,
I'évaluation du potentiel thérapeutique des IgA,vivo, s’est avérée ambivalente. Certes,
nous avons montré pour la premiére fois qu’une agéi-lymphome pouvait présenter un fort
potentiel thérapeutique dans le compartiment sango@is nous avons aussi constaté qu’elle
était moins efficace que son homologue IgG1. Ceéateod étudan vivo souffre cependant de
'absence d'un récepteur effecteur aux IgA chezdesBnaux utilisés, sous-estimant ainsi
potentiellement ce que pourrait apporter une Igécmue en thérapeutique humaine, et la
validation de ces conclusions nécessitera certaneiadaptation de ce modeéle dans les

souris transgénique CD89.

En paralléle, nous avons également tenté d'évaldans des expériences
supplémentairedn vitro en sang total, le potentiel d’'une bi-thérapielissht un cocktail
d’'lgGl et d’IgA anti-CD20 contre une lignée de lyingones B. Les résultats de ces
expériences ont montré que la présence de I'lgAnélmrait pas I'effet cytotoxique global
observé avec I'lgG1 seule et qu'au contraire ebeticbuait a inhiber le potentiel cytotoxique

de ce dernier, lors d'utilisation & des concerdratisub-optimales.
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Il est bien entendu impossible de généraliserdssltats que nous avons obtenus sur
le modéle CD20 a I'assemble des cibles tumoralépaurraient étre visées par les IgA. En
effet, le faible recrutement ADCC et a l'inverseréel potentiel CDC vont a I'encontre de la
plupart des études publiées jusqu’ici sur le pagetitérapeutique des IgA. Il apparait donc
gue, comme souvent décrit pour les IgG, ce potedépend en grande partie de la cible
oncologique visée et de la lignée cellulaire w@#isd’'une fagcon probablement notamment
modulée par le spectre des inhibiteurs membranaitegomplément que peut exprimer
chaque lignée. Néanmoins, au regard de la faibrei-tiee sérique de l'lgA, il apparait
raisonnable d’affirmer que cet isotype ne poureleénent concurrencer I'lgG sur une cible
tumorale que s'il est capable d’associer ses effeescts a un recrutement efficace des
neutrophiles et a un certain degré d’activatiotedeascade cytotoxique du complément.

4. Dualité des fonctions de I'lgA via le récepteuFcaRlI

Au cours des dix dernieres années, les travauxigauplar les équipes de Thomas
Valerius et Jan G. J. van de Winkel ont largementrdbué a modifier le point de vue jusqu’a
la établi quant au caractére « anti-inflammatoireles IgA sériques. En effet, leurs
publications relatent plutét un réle activateur dg& sur les polynucléaires neutrophiles,
mesuré dans la majeure partie des cas par ADQ@ro sur une cible cellulaire tumorale
(Dechant et coll. 2002; Otten et coll. 2005). Ceglés ont également contribué a élever les
neutrophiles au rang de population cellulaire ¢ffee attractive dans le cadre
d'immunothérapie par anticorps. De nombreuses mg®uwe I'activité cytolytigue de ces
cellules ont été obtenuem vitro, sur une large variété de cellules tumorales esi@lirs
étudesjn vivo, ont démontré un réle important de cette poputatians les traitements anti-
cancéreux (Midorikawa et coll. 1990). Les neutrtghiactivés sécretent, de plus, une
pléthore de médiateurs inflammatoires et de cytxigui contribuent a I'attraction d’autres
cellules immunitaires tels que des monocytes, ddisiles dendritiques et des cellules T,
favorisant ainsi la généralisation de la réponsaume anti-tumorale (Scapini et coll. 2000).
L’expression constitutive du récepteuraRt a la surface de cette population myéloide, ainsi
que sur dautres populations effectrices regroupgast monocytes, les macrophages, les
cellules dendritiques et les éosinophiles, a faitcg récepteur une cible de choix pour

limmunothérapie anti-tumorale.
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Dans le méme temps, cependant, d’autres étudesréaftirmé I'activité anti-
inflammatoire des IgA en décrivant notamment ue iddportant du FeR| dans l'inhibition
des fonctions effectrices des cellules qui 'exnnt Il apparait ainsi, qu’une liaison de I'IgA
ou d'un anti-FaRI sur ce récepteur peut également contribuerreadtivation des effets
cytotoxiques mediés par les immuno-récepteurs tlétgfues FeRI1 et FgR (Pasquier et coll.
2005), aboutir au déclenchement d’'un programme tafigne des cellules exprimant le
récepteur (Kanamaru et coll. 2007), ou encore rédile développement de maladies
inflammatoires (Kanamaru et coll. 2008). De mang#aérale, ces études s’accordent sur le
fait qu’'une préalable liaison de I'lgA avec sonigéhe est déterminante dans l'orientation de
la réponse cellulaire vers signalisation pro- owantraire anti-inflammatoire lors du cross-

link du récepteur FeRlI.

Les difficultés que nous avons rencontrées dansllié@tion de l'activité ADCC de
nos IgA anti-CD20 pourraient s’expliquer, en parpar les fonctionnalités ambivalentes du
récepteur FeRI. En effet, nous avons montré que ces IgA étatapiables de recruter un
nombre important de polynucléaires neutrophilesusir cible cellulaire. Cependain,vitro,
nous ne mesurons aucune lyse spécifique des cebpisonisées, relative a ce recrutement.
Nous avons pu néanmoins observer, que l'incubat@osang humain avec un complexe IgA
anti-CD20/Ag fixé sur un support, aboutissait a ugponse cellulaire des neutrophiles,
mesurée par une surexpression membranaire du nuardlaetivation CD11b. A I'opposé,
une incubation similaire en présence de complex@dAlg solubles n’entraine pas de
surexpression de ce marqueur. Ces observatiorsrdiu peut-étre I'importance du degré
d’aggrégation des IgA s’associant au récepteaRFclans le déclenchement de l'activation
cytotoxigue des neutrophiles, et pourraient traduime vocation des IgA a reconnaitre plutot
des antigénes particulaires tels que des corp€fiats ou des virus. Dans ce cadre, il est
€galement important de noter que nous n’'avons passr a répéter ces expériences
d’activation sur une population de neutrophiles huns purifiés. Pour cette population, les
méthodes d’isolement les plus populaires utiligkeg gradients de densité réalisés avec des
polyméres de glucose (Ficoll) ou avec des particae gel de silice (Percoll). Bien que
couramment utilisées pour la purification de la pali des populations leucocytaire,
'adaptation de ces méthodes a I'isolement de ophiles ne semble pas sans conséquence
sur le niveau d’activation et/ou la fonctionnalité ces derniers (Venaille et coll. 1994). En
réalité, il est probable que la purification desutngphiles s’accompagne dans la majeure

partie des cas, d’'une modification, méme minimdgede état physiologique qui aboutit a leur
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mort rapide quelques heures seulement apres lelement. Il apparait alors qu’une
observation réaliséen vitro, sur une population de neutrophiles purifiés paitirs’avérer

biaisée par une modification de la réactivité dalte des cellules induite lors de leur
purification. Cette constatation s’ajoute a laidiffté d’appréhension du réle ambivalent de

I'lgA sur cette population leucocytaire.

La compréhension de ces mécanismes semble pouitatispensable dans
I'éventualité d’'une l'utilisation d’IgA thérapeutig chez I'hnomme. En effet, il apparait que
'administration d’'une IgA anti-tumorale pourralb@utir a une action ambivalente, combinant
dans le méme temps, en fonction d’'une préalabieoliaa I'antigene, des effets cytotoxiques
intéressants dans les traitements anti-cancéreua bimverse une inhibition du systéme
immunitaire qui pourrait s’avérer dangereuse d&solution de la maladie. Dans d’autres
applications thérapeutiques, c’est d’ailleurs p&tuog- plutdt ce versant anti-inflammatoire qui
pourrait étre recherché. Dans tous les cas, larmitionnalité nécessite donc un discernement
précis,in vivo, des mécanismes contrélant 'une ou l'autre dedees réponses antagonistes
et une évaluation systématique de la prédispositioret/ou anti-inflammatoire de toute IgA

développée avec un objectif d’application thérajoeat

5. Potentiel thérapeutique des immunoglobulines @otype IgA

5.1. Fonctions bloquant®esi agonistes

L’une des applications thérapeutique des AcM rédates leur capacité d’altération ou
d’activation de certaines réponses biologiques.sizancadre, les exemples les plus nombreux
concernent le potentiel bloquant de certains arggspécifiques de récepteurs impliqués
dans la croissance ou la survie des cellules tuew(&hosh et coll. 2003; Sandborn et coll.
2007). Il apparait que lorsque la neutralisatiaimé’ cytokine ou d’un récepteur est l'objectif
central, une activité effectrice excessive peut @rejudiciable, en particulier si la cible est
aussi exprimée a la surface des cellules sainassi,Aplusieurs approches alternatives a
'administration d’'lgG1 ont été développées avetilisation d’anticorps bloquants de classe
lgG4 (natalizumab, anti chaine d’intégrind) et 1gG2 (panitumumab, anti-EGF-R), une
classe connue pour sa faible capacité activatBtebpings et coll. 2007 ; Jefferis, 2009). Plus
réecemment, un fragment Fab anti-TdN& également été validé pour le traitement de la
maladie de Crohn (Melmed et coll. 2008).
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Dans larticle 1, nous avons montré que lI'lgA patvégalement présenter des
fonctions effectrices directes intéressantes etntéelement supérieures a I'lgG dans
certaines conditions. En effet, I'lgA anti-CD20uscsa forme dimérique, est plus efficace que
son homologue IgG1l pour linhibition de la prol#g&on cellulaire de plusieurs lignées de
lymphome B. Bien que cet isotype soit aussi capalileduire une réponse immunitaire
inflammatoire, ses capacités dans ce domaine sfamtdures a celles de I'lgG1, lui conférant
un potentiel intéressant en tant que candidat/raéwkat dans les applications pour lesquelles

I’AcM doit jouer un réle d’agoniste ou d’agent nelisant.

La premiere utilisation d’IgA thérapeutique cheholnme concernait justement
I'exploitation du caractére neutralisant de I'lgEn 1995, I'équipe du Pr. Hetch rendait
publics les résultats d’'une étude clinique de pHaskans laquelle 27 patients atteints de
cancer réfractaire évolué avaient été traités aesc doses croissantes d'IgA murine anti-
récepteur de la transferrine (Brooks et coll. 1995 transferrine est impliquée dans
'absorption cellulaire de fer sérique et joue wterimportant, en autre, dans l'activité
proliférative des cellules tumorales. Les résultitsette étude clinique ont montré que I'lgA
thérapeutique avait bien été tolérée malgré ume lakpression de ce récepteur par les tissus
normaux. Suite a cette administration, les pati@rssentaient une augmentation de la
concentration de la ferritine dans le sérum etdinenution dose-dépendante du taux sérique
du récepteur a la transferrine. L'un des avantagpsrtant de I'utilisation d’IgA murine dans
ce type de thérapie réside dans son incapacitératee le récepteur &l humain réduisant
de maniere importante le risque de réaction inflatome. Cependant, comme lors de
'administration d’'lgG murine, 1/6 des patients igpés dans cette étude, ont présenté une
réponse HAMA réduisant les possibilités de ré adbtrimtion ultérieure de [I'lgA
thérapeutique.

Aujourd’hui encore, un certain nombre d’'industs&htéressent de prés aux fonctions
neutralisantes des IgA. Ainsi, une application paitirvoir le jour dans une utilisation
combinée avec une chimiothérapie. En effet, l'affitd des molécules utilisées en
chimiothérapie est parfois limitée par I'apparitide réaction inflammatoire de la muqueuse
intestinale, de la cavité buccale et/ou de I'cespph@écessitant parfois une médication
supplémentaire et qui s’accompagnent dans la né@jdes cas d’'une rapide alopécie. La
société Planet Biotechnology a développé une Igéréséire humaine anti-doxorubicine

(DoxoRX®) qui permettrait de neutraliser, par voie topique orale, la toxicité de la
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doxorubicine sans compromettre son activité amtieale. L'efficacité de tels anticorps sur
'alopécie a été mise en évidence chez le rat éBiakt coll. 1994) et plus récemment lors
d’'une étude préclinique chez 'homme. Il n'exisesm@ ce jour, a notre connaissance, d’'IgA
développée pour une action agoniste. Il apparaiitaot que l'isotype IgA semble présenter

des prédispositions tout a fait intéressantes dam®omaine.

5.2. Prédominance des muqueuses dans les appis#ti@rapeutiques

L’un des espoirs les plus importants dans le d@psment d’IgA thérapeutique réside
sans aucun doute dans la possibilité de pouvoilercidirectement les compartiments
mugueux. En effet, quelque soit son potentiel {utique, la trés courte demi-vie sérique de
'lgA représente toujours un obstacle dans une iegdn systémique. Au contraire, le
transport trans-épithélial de cet anticorps versluimiere des muqueuses et la récente
découverte de son retro-transport vers la lamimgor@ lui conférent des caractéristiques
unigues qui constituent déja le fondement de nooda® pistes thérapeutiques utilisant cet
isotype.

Plusieurs études ont déja démontré que des IgAtége par voie intraveineuse
pouvaient atteindre les sécrétions nasales, l&de8ubroncho-alvéolaires (Steinmetz et coll.
1994) ainsi que le compartiment intestinal (Mazameccoll. 1989). D’autre part, des
indications importantes sur les mécanismes depoahsges IgA ont été obtenues a partir des
souris déficientes pour la chaine J (Hendricksooo#t 1996). Ces animaux présentent des
taux sériques d'IgA élevés, et une absence comgligi@ sécrétoire. Les niveaux d’IgA des
sécrétions biliaires et fécales de ces souris sggalement diminués, alors que les
concentrations d'IgA dans leur lait maternel etrdesécrétions nasales ne sont pas
significativement différentes. De maniére plus @éamte, les niveaux d’'IgA des souri§ J
dans les liquides broncho-alvéolaire sont plus édevque chez les souris contréle. Ces
données suggérent qu’il existe des mécanismes sEaga des IgA vers les muqueuses,
indépendants du pIgR qui peuvent varier en fonatiorsite muqueux observé. Globalement,
ces données montrent également que les mécanigreandport des IgA vers les différents
compartiments muqueux de I'organisme sont encoifecoranus, et c’est encore plus le cas
pour ce qui concerne le transport des IgA exogédies.meilleure connaissance de ce dernier
aspect constitue ainsi une priorité pour le déysopent d’anticorps de classe IgA. Plus
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précisément, la connaissance du devenir d’'une [Asaune injection par voie intraveineuse
ou lors d’'une administration orale, permettraitr@éater de maniére plus efficace I'évaluation

du potentiel thérapeutique de cet anticorps.

Dans ce cadre, la finalisation de notre étude ldés anti-CD20 nécessite une
évaluation de leur activité cytotoxique dans un partiment muqueux. Pour l'instant, nous
avons pu montrer que des IgA dimériques administgggr voie sanguine ou péritonéale
pouvaient atteindre, en quelques heures, la lumigestinale. Nous n'avons pas pu nous
procurer d’anticorps anti-piece sécrétoire muring gous auraient permis de valider la
présence de ce récepteur tronqué sur les IgA hesmagtupérées dans les fluides intestinaux
des souris. Néanmoins, nous avons montré que sagmetait dramatiquement réduit lors de
administration d’IlgA monomérique suggérant uner@u récepteur plgR dans le transport
des dimeres. De maniere étonnante, nous avongwgralebservé un passage des IgG vers ce
compartiment intestinal lors de leur injection pare intraveineuse, entrainant cependant une
concentration dans les fluides intestinaux beauqaup faible que celle mesurée lors de
'administration d’IgA dimérique. L’'étape suivantonsistera donc a comparer I'activité
biologique de ces deux formes dans la lumiére tinie. Les expériences préliminaires
réalisées dans ce domaine tendent pour l'instamiprtrer que les dimeres d’IgA pourraient
présenter une supériorité thérapeutigue dans ceadiment. Les enjeux et les résultats de
cette étude sont importants car ils pourraient eorer de nombreux cancers affectant les
mugueuses et leurs annexes glandulaires, notamenat#s stades peu invasifs et peu
vascularisés. Dans ce cadre, les cancers digegiffaraissent comme des cibles majeures,
tout comme les cancers des voies respiratoiresrisupgs, de I'appareil génito-urinaire

(prostate, col de I'utérus) ou encore du sein.

En dehors de leur potentiel cytotoxique, les IgAtsavant tout connues pour leur réle
protecteur dans la lumiére des muqueuses qui €ex@r la neutralisation de pathogenes ou
de toxines empéchant leur entrée dans l'organisGedte fonction est a l'origine du
développement de divers anticorps thérapeutiquescldsse IgA qui comprennent
essentiellement des IgA antivirales. Le grand agate ces anticorps réside dans leur mode
d’administration : ils sont directement adresséss Mes muqueuses lors d'immunisation
passive orale ou nasale selon le compartiment eiblé sont supposés étre ensuite résistants
a la protéolyse au sein de ces seécrétions. Dansadee, de nombreux exemples

d'immunisation passive, réalisées chez la souns,démontré le potentiel d'IlgA administré

79



par voie nasale dans la réduction du titre viraglamonent lors d’infection par le virus de
I'influenza, le virus Sendai ou le virus syncyt{@our revue, Weltzin and Monath 1999).
Plusieurs études ont également été réalisées dmmnrhe. La plupart d’entre elles ont
consisté en I'administration par pulvérisation masHun pool d’IgA antivirales aboutissant
dans la plupart des cas a une réduction signi¥ieatu taux d’infection des voies respiratoires
pendant quelques semaines (Weltzin and Monath 1299)des exemples d’administration
d’IgA par voie orale concerne I'utilisation de slgAonoclonale murine, dirigée contre une
protéine d’adhésion detreptococcusnutans qui a eté administrée localement dans la cavité
buccale de volontaires en bonne santé. Dans datte,des sIgA ont montré un effet prolongé
par rapport aux I'lgG dans I'inhibition de la reonlsation buccale des streptocoques oraux,
démontrant un potentiel préventif dans le contd@d’apparition de caries (Ma et coll. 1998).
Dans ce domaine, I'un des aspects qui nous ingrpagiculierement concerne le rétro-
transport des IgA décrit dans le compartiment timiek via les cellules M des plaques de
Peyer (Weltzin and Monath 1999). En effet, il a é@éntré que ce rétro-transport de
complexes IgA/Ag pouvait, dans certain cas, jousrr@le dinhibition des voies pro-
inflammatoires et induire une tolérance de l'anigéendocyté. A l'inverse, en présence
d’adjuvant, ce méme transport peut aboutir a I'tisin d'une réponse immune
inflammatoire contre I'antigéne opsonisé. Ce mérari reflete encore une fois la dualité
fonctionnelle de I'lgA dont le réle principal auveiau des muqueuses et de maintenir
’lhoméostasie tissulaire mais qui doit aussi éaeable de donner le premier signal d’alarme
de l'invasion d’'un pathogéne. L'utilisation théragigue de ce rétro-transport doit donc étre
utilisée de maniere prudente. Néanmoins, le paketdiérogéne d’'une IgA via ce transport
nous semble particulierement intéressant a dévetopp particulier pour le traitement

d’allergie alimentaire.

Ainsi, les potentielles applications d’lgA en th@ehumaine sont multiples et variées.
Elles présentent tout a la fois, des activitésvaates, anticancéreuse mais aussi un fort
potentiel neutralisant et peut-étre des capacitéds dlinduction de tolérance. Bien que les
outils technologiques permettant de les étudiesogent accumulés au cours de ces dernieres
années nos connaissances de cet isotype, et @ulpartia compréhension de ses différentes
fonctions parfois antagonistes, restent malgré teldativement limitées. Néanmoins, les
données s'amassent, rendant de plus en plus aonarétpossible entrée des IgA dans la
famille des anticorps monoclonaux a visée théraqpeaei. .
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ANNEXES



Création de modeles murins rapporteurs de
I'activité NFxB

1. Etude des TLR et systemes rapporteurs NdB

De maniére indépendante de I'étude des IgA thétapms, mon programme de these
comprenait également un projet d’intérét appliqueftinent a I'activité R&tD de I'entreprise
Cayla-Invivogen sur les récepteurs Toll et au gafaie du laboratoire concernant la création

de souris transgeéniques.

La famille des Toll-Like récepteurs (TLR) joue uble crucial dans la réponse
immunitaire innée lors de l'invasion d’agents pgérmes dont ils sont capables de reconnaitre
les structures. Ces récepteurs hautement consanvésurs de I'évolution (homologues du
gene Toll de la drosophile) sont spécifiques d'amgd tres variés de PAMPdthogen-
associated microbial patterhs correspondant a des motifs structuraux spé@8qet
communs a de nombreux pathogenes microbiens (Medzét coll. 1997). La dénomination
de PAMPs regroupe des molécules de structurevangses, qui peuvent étre aussi bien des
composants de parois bactériennes (lipopolysadsarpeptidoglycane, lipopeptides,
flagelline...) que des fragment d’ADN bactérien dWARN viraux. La stimulation des
récepteurs TLR initiés par les PAMPs induit, encteon du TLR activé, plusieurs cascades
de signalisation qui font intervenir un certain foede protéines, telles que MyD88, TRIF et
IRAK (pour revue West et coll. 2006). Ces cascatiesignalisation conduisent a l'activation
de facteurs de transcription, tels que AP-1xBIFet IRF qui cible et active des genes
principalement impliqués dans la sécrétion de gk pro-inflammatoires aboutissant a
'activation et a l'orientation de la réponse imntaire adaptative (Schoenemeyer et coll.
2005; Costa-Mattioli and Sonenberg 2008).

L’importance de ces récepteurs dans la réponse imtame est cruciale pour bien des
aspects. Le nombre de publications dédiés aux TiERfait que croitre au cours des dix
dernieres années d’une part, parce que la dérémuld leur signalisation semble impliquée
dans de nombreuses pathologies (Redecke et cOM., Ku et coll. 2005; Means and Luster
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Figure 25 : Représentation schématique du vecteurontenant le systeme rapporteur
NFkB-GFP

Le gene codant pour la GFP est sous le contrdle pfamoteur IFI§. En amont, la cassette
AP-1 contient 5 sites de liaison kB supplémentaires. Ce vecteur contient une cassette
d’expression d’'un gene de résistance a la néomycine



2005), d'autre part, parce depuis le XIX siecl€atministration de toxines bactériennes par
William Coley pour le traitement de sarcomes, lgibfage en thérapeutigue humaine s’avere
extrémement efficace mais encore peu exploité (ot coll. 2006; Grauer et coll. 2008).
Au cours des dernieres années, I'entreprise Cayliadgen, est devenu leader mondial pour
la fourniture de réactifs nécessaires a l'expératem des voies de signalisation des
récepteurs de type Toll. Dans ce cadre, une pddideur gamme de produit concerne
plusieurs lignées cellulaires qui ont été génétigere modifiées de telle sorte qu’elles
possedent un gene rapporteur de l'activité NFkBactivation de ce facteur étant le point
commun des différentes voies de signalisation elesskmble des récepteurs TLR, ce systeme
rapporteur permet donc de suivre et de quantifievjtro, I'activation cellulaire déclenchée

par la liaison d’un récepteur Toll.

Dans ce cadre, la création de modeles murins téaipges possedant dans I'ensemble
de leurs cellules ces systémes rapporteurs devitdcNFkB présentait plusieurs avantages ;
la mesure de l'activation TLR directement sur daltutes primaires (MEF, lymphocytes B ou
T...), la création par immortalisation de nouvellggmées cellulaires qui possédent déja le
systeme rapporteur et bien sOr I'étude de lI'a@&iViLtR in vivo. A ce stade, il est important
de préciser que de tels modeles murins possédagénan rapporteur de I'activité MB ont
déja été créés par le passé. Les modéles murirB-BEFP de christian Jobin et KB-
Luciférase de Sankar Ghosh ont, par exemple, dbené& plusieurs publications décrivant,
entre autres, le role du facteur de transcriptiansdle déclenchement de mécanismes pro-
inflammatoires (Karrasch et coll. 2007) ou danslégeloppement lymphocytaire T (Voll et

coll. 2000), respectivement.

2. Création des lignées murines transgéniques

En réalité, la nécessité de création de nouvellggés transgénique découlait de la
volonté de commercialisation des lignées cellusapmvenant de ces souris, voir de la vente
des souris elles-mémes. De plus, I'utilisation desteurs construits par Cayla, déja validés
dans de nombreuses lignées, pouvait apporter utaircenombre de caractéristiques
innovantes dans ces nouvelles lignées transgéni@ire®ffet, ces vecteurs possedent des
séquences codantes modifiées pour les débarrassesitds de méthylation qui pourraient
diminuer leur niveau d’expression. Cet aspect @aiticulierement important pour I'un des
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Figure 26 : Vérification de la fonctionnalité du swtéme rapporteur sur les clones ES
différenciés

La différenciation des clones E@ été obtenue en éliminant l'inhibiteur de difféaiation
(LIF pour Leukemia inhibitory factor) du milieu deilture et en diminuant la concentration
en CO2. Apres quelques jours de culture et le airaegt de morphologie des cellules, la
population a été séparée en deux et 'une des gatties a été cultivée en présence de
20pg/ml de LPS K12 (Cayla). Les photos ont étéigéas sur un microscope a
epifluorescence avec un grossissement 10X sur ulagres provenant de deux clones ES
différents.



systemes rapporteurs que nous avons utilisé etaqaprenda « green fluorecent protein »
(GFP). Une étude réalisée il y plusieurs annédatmratoire avec I'expression d’'une GFP de
séquence « sauvage » dans les lymphocytes B avaientré que lI'expression de cette
protéine semblait fortement réprimée dans le cotimpant B (Guglielmi et coll. 2003). Ainsi
nous espérions que I'élimination des sites de niailoy pourrait palier a ce probléme dans
cette lignée lymphocytaire. L’autre systeme rappartjue nous avons utilisé pour la création
de ces souris comprend un gene d’expression deaidéédase differant des systémes
rapporteur luciférase déja existant puisqu’il pdsséa caractéristique de produire une
luciférase sous forme sécrétée. L'utilisation dieh systéme dans des animaux permettait
ainsi d'imaginer pouvoir suivre l'activité NB dans le sérum, dans l'urine ou dans les

sécrétions des animaux.

La carte de I'un des vecteurs, contenant les dgsteses rapporteurs, utilisé pour la
création des lignées transgéniques est présentéelafigure 25. Dans ces constructions, le
gene rapporteur se trouve sous le contrle d’'umpteur IFNS qui possede plusieurs sites de
liaison au facteur NkB auquel ont été rajoutés en amont une cassette édtenant 5 sites
de liaison NKB supplémentaires qui permettent une forte amplifony du signal. Ces lignées
murines ont été établie par la méthodologie destemtion préalable de cellules ES.
L'utilisation de cette technique, par rapport &rémsgénese classique, nous a permis de tester
la fonctionnalité de nos transgenes dans les clB&eayant incorporé au moins une copie du
vecteur et de sélectionner les clones pour lesdfaelsvation du transgene était inductible en
présence d’'un ligand TLR. Cette sélection a néeeslds expériences de différenciation de
nos clones ES qui ont été réalisées par l'induatieria formation de corps embryonnaire et
leur différenciation en fibroblastes apres quelgoess de culture. Ces derniers ont ensuite
éte cultivés en présence ou non de différents digdrLR (LPS ; CpG ODN) afin de vérifier
inductibilité de la réponse NéB. Les photos de ligure 26 montrent des populations de
fibroblastes obtenues a partir de deux clones HS [@squels la présence de LPS induit
I'expression de la GFP. Ce sont ces deux clone®ifuété sélectionnés pour I'injection en
blastocystes et la dérivation d’animaux transgésqu

Nous avons ainsi établi deux nouvelles lignéessganiques murines portant chacune

un systeme rapporteur de l'activité RB-analysable en fluorescence avec les souris GFP ou

en luminescence avec les souris luciférase. Ces lagwees murines font aujourd’hui I'objet
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Figure 27 : Stimulation TLR de splénocytes B puriies provenant de souris
transgéniques NkB-luciférase

Les cellules B ont été purifiées par déplétion s tri magnétique CD43 Les cellules B
ont ensuite été mises en culture en présence féeatfifs ligands TLR (LPS, 20pg/ml et ODN
CpG, 2ug/ml) ou en absence de stimulation (PBS) B@ surnageant cellulaire ont été
prélevés et la concentration cellulaire a été esgimux jours 1 et 3. L’activité luciférase a été
mesurée aprés |'addition de son substrat (Sigma@ne¢née & une activité relative pouf de
cellules vivantes.



d’'une utilisation par I'entreprise Cayla en parlieupour la dérivation de lignées cellulaires
immortalisées variées, provenant de différentaisiset qui constitueront de nouveaux outils
pour |'étude, entre autres, des récepteurs TollesElfont également I'objet d'une

caractérisation au laboratoire qui s’avere pourstant préliminaire mais qui nous aidera a

définir les applications pour lesquels l'utilisatide ces souris pourrait s’avérer intéressante.

3. Caractérisation fonctionnelle des souris transgeques : données

préliminaires

Concernant la caractérisation de ces souris, haus rsommes contentés, pour

I'instant, de valider la fonctionnalité des vectedans certaines populations cellulaire.

3.1. Souris luciférase

La particularité du vecteur utilisé pour ces sowéiside dans le fait qu’il produit une
luciférase sécrétée. Les applications de I'utiiisatie ces souris sont de deux types : mesure
de I'activité luciférase dans le surnageant deutadlen culture ou mesure de cette activité sur
des prélévements effectués directement sur lessseurparticulier sur le sérum, les urines ou
les sécrétions (salive, prélevement vaginal). D@nsadre, nous avons réalisé des cultures de
B purifiés & partir de splénocytes en présenceiffiérehts ligands TLR ; LPS (TLR4) et
'ADN CpG (TLR9) (Figure 27). Nous avons ainsi pu confirmer, d’une part, gy’iavait
bien sécrétion de la luciférase dans le milieu ulture et d’autre part que I'expression de
cette protéine était inductible par une stimulatoa type TLR. Pour linstant, nous ne
disposons pas de résultats concernant l'inductei’ekpression de cette protéine sur des
prélevements sériques ou urinaires. |l apparaimegnt que le niveau d’expression basale de
cette protéine est déja important dans le sérusodés en environnement EOPS. Une étude
vient d'étre lancée sur la potentialité de suivemparition d’une inflammation rénale en
mesurant l'activité luciférase dans l'urine des r&uaprés une injection toxique
d’adriamycine (connue pour déclencher chez la sdarisurvenue d’'une glomérulonéphrite

toxique en quelques semaines).
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Figure 28 : Evaluation de I'expression basale de I&FP dans les différentes populations
cellulaires de la rate

A. Photos de coupes de rate d’'une sourisBNGFP (fixation PFA + congélation) marquées
avec un anti-CD5 PE (rouge) et un anti-B220 AP€uplLa GFP apparait en vert.

B. Dot plot de cytométrie sur une population de spigtes d’'une souris NB-GFP (en
ordonnées) apres un marquage membranaire rédl@deade plusieurs anticorps couplés PE
(en abscisses) spécifiques des différentes popotatcellulaires de la rate (anti-B220,
lymphocyte B ; CD4, lymphocyte T CD4 ; CD8, lymplyte T CD8 ; CD11b, macrophage ;
CDl11c, cellule dendritique ; CD138, plasmocyte).

Ces resultats sont représentatifs des observatatisées sur trois souris difféerentes



3.2. Souris GFP

Au contraire des souris « MB-luciférase », I'expression de la GFP est intlatate.
Les souris « NkB-GFP » devraient donc nous permettre d’étudiedliction de l'activité
NFkB de maniere géographique, au sein d’'un organeepample. Pour comparer avec la
forte expression basale observée dans le sérumsales « NkB-luciférase », nous avons
dans un premier temps testé I'expression basaléa deFP dans différentes populations
cellulaires d’intérét. Ainsi, nous pu observer das coupes de rate réalisées a partir des souris
NFkB-GFP que certaines cellules de cet organe expgimhdortement la GFP sans besoin
préalable d’'une activation du systéme immunitasesddes animaux hébergés en condition
de relatif «repos immunitaire » (en cellule d’aalerie EOPS, exempte d’organismes
pathogénes spécifiqueslrigure 28.A). Les marquages immunologiques que nous avons
réalisés sur ces coupes (anti-B220 APC et anti EBbne nous permettent pas de conclure
sur la nature des cellules GFP+ méme si leur mdogioet leur localisation laisse a penser
gu'il pourrait s’agir de macrophages. Nous pouvoésnmoins observer que la GFP est
totalement absente de la zone folliculaire et &t#nt présente dans la zone inter-folliculaire
T.

Afin d’affiner ces observations, nous avons anabsé&ytométrie des splénocytes de
souris NiKB-GFP apres leur marquage avec différents anticogpsiettant d’analyser une a
une les différentes populations de la r&igre 28B). Comme dans |'observation des coupes
de rate, cette analyse montre que I'expressionidadsala GFP dans la population B est tres
faible. A l'inverse, 'ensemble des populations D4Let CD8 exprime fortement le transgéne.
Les marquages anti-CD11b montrent qu’'une partiéesent des macrophages exprime la
GFP en absence de stimulation et que le niveawpuiggion dans la population GFést trés
important. En ce qui concerne les populations dleles dendritiques et de plasmocytes, ils
semblent également qu’ils expriment un niveau basal élevé de GFP. Ces observations
sont cruciales pour l'orientation des applicatiposentielles de ces souris. En effet, il parait
plus probable de pouvoir suivre une induction @gpression du transgene dans une lignée
cellulaire pour laquelle le niveau d’expressionab@as’est pas trop élevé. Ces observations
nous ont donc pousseés a évaluer I'inductibilitél’eepression de la GFP en réponse a une
stimulation immunitaire dans la population B quirgit étre, parmi les splénocytes, la

population la moins « active » en condition nomstge.
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Figure 29 : Evaluation de l'induction de I'expressbn de la GFP aprés une immunisation

dans les cellules B de la moelle et de la rate
Dot plot de cytométrie réalisés sur des populatamisilaires de moelle osseuse ou de rate de

souris NkB-GFP (en ordonnées) ayant recu (a droite) unetioje d’'adjuvant de Freund
complet ou n'ayant rien recu (a gauche). Les asdldles deux organes ont été marquées avec
un anti-B220 PE (en abscisses) afin de distingesepbpulations B du reste des cellules.



L’observation de population B extraites de la moetseuse ou de la rate de souris
ayant recu une injection péritonéale de Freund d¢emmontre effectivement une
augmentation de I'expression de la GFP par rapaocelle observée sur des cellules B
provenant de souris hon immuniséég(re 29). Un marquage anti-B220 sur des cellules de
moelle osseuse permet de différencier les cellBlasrécurseurs (B220) des cellules B
matures re-circulantes (BZ20 Il apparait sur cette derniére figure que ledlules
précurseurs expriment déja fortement la GFP en rdeldaune activation immunitaire.
L’expression de la GFP dans cette population semé&d@&moins légerement augmentée dans
les souris immunisées. Cette induction est, aurawe} particulierement importante pour la
population re-circulante. De la méme facon, dangak®, le niveau d’expression sans
immunisation est beaucoup plus bas que celui obsapves une injection de Freund. Cette
expérience reflete parfaitement ce qui est déjaemur I'induction de I'activation du facteur
de transcription NkB par le pré-BCR (pour revue Siebenlist et coll020 A l'inverse,
'expression de ce facteur semble n’intervenir, s cellules matures, qu’au cours de la
réponse immunitaire. Ces observations montrentyed’part que notre systeme rapporteur
NFkB-GFP est fonctionnel et inductible dans le compaantt B a I'inverse des modeles déja
existants pour lesquels la GFP reste éteinte aansellules B. D’autre part, cette expérience
nous désigne les populations B matures comme oaitde choix pour la recherche

d’applications intéressantes de ces souris.

Dans ce domaine, I'activation TLR est loin d'éteeseul mécanisme de recrutement
du facteur NKB. En effet, ce facteur de transcription est imp#icnon seulement dans la
réponse immune innée mais également dans la répatesatative, notamment pour les
cellules B dans les cascades de signalisation ahdes CD40 et du récepteur BR3 pour
BAFF-R, mais aussi avec une implication de la digaagon du BCR. De maniere plus
générale, N®kB semble fortement impliqué dans la réponse ausstreellulaire. Les

applications potentielles sont donc Iégion, il a’'plus qu’a choisir...

87



Article 4: “Glycotranscriptome study reveals a gen&c switch
modulating glycosaminoglycan synthesis along B calevelopment

and activation”

(Manuscrit en prochaine re-soumission)

Parallelement a la signalisation via le BCR, ledutes B sont continuellement
soumises a des signaux provenant de différents ategéols solubles ou résultant de
l'interaction avec d’autres populations cellulair€zes signaux interviennent, entre autres,
dans linduction de la migration ou au contraire lderétention des cellules B dans un
compartiment donné. Dans de nombreux types cetbslala modulation des réponses a des
stimuli externes découle en grande partie de lareates glycanes exprimés a la surface de la
cellule intrinséquement liée a I'expression simmda de plusieurs enzymes impliqués dans la
glycosylation des protéines. L'étude de la tramdimn des genes de ces enzymes dans
plusieurs populations B a différents stades deldppement, a montré que les deux enzymes
CSGalNACT-1 et EXTL1, subissaient de fortes vaoiasi d’expression en fonction du stade
de différenciation. CsGalNacT1 semble absent aatkest B au repos mais exprimé aux stades
immatures et B activés. A l'inverse, Extll n'essmxprimé aux stades B immatures mais au
stade B au repos avec une expression qui diminkestades B activés. Ces deux enzymes
sont impliguées dans la biosynthese de formes naliges de glycosaminoglycanes:
chondroitine sulfate et héparane sulfate, respgaunt. Le niveau d’expression inversé de
ces deux genes tout au long du développement Besaigmie I'expression séquentielle des
résidus chondroitine sulfate et héparane sulfatergid avoir un réle important lors de

certaines étapes du développement B.

Afin d’évaluer le réle fonctionnel de ces enzymesigl la lymphopoiese By vivo,
nous avons réalisé des lignées de souris transgEnsur-exprimant de facon B-spécifique
ces deux protéines. Les deux lignées transgénmhtesues présentent un blocage partiel des
cellules B entre les stades pro-B et pre-B qui &avplus prononcé sur la lignée sur-
exprimant I'enzyme CSGalNAcT-1. En périphérie, céfadt semble étre entierement
compensé puisque les deux lignées présentent aepactiments B normaux et des taux
sériques d’anticorps tout a fait conformes a lamade. In vitro, I'activation polyclonale des

splénocytes B en réponse a la présence de LPSepshdant profondément altérée. On
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observe alors une forte augmentation de la prali@n pour les cellules de la lignée
CSGalNACcT-1 par rapport a des splénocytes « de ftymaevage» et au contraire une
prolifération tres réduite des cellules provenamtallignée EXTL1. Il apparait ainsi que la
nature des résidus glycosylés présents a la suttatzecellule B pourrait jouer un réle majeur
dans leur différenciation, en particulier au codes stades précoces du développement ou

lors 'activation TLR.

Ma contribution personnelle a ce travail a consigténs I'étude de I'activation
polyclonale in vitro des splénocytes B et danaulgi £t le typage des lignées transgéniques
aprés le départ en post-doc de Sophie Duchez, @gfia puisse étre realisées des

expérimentations complémentaires.
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