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Transgenese animale et humanisation des anticorpsles souris pour des hommes

Michel Cogné, Sophie Duchez et Virginie Pascal.
Université de Limoges, Laboratoire d’Immunologieacklté de Meédecine, F-87025
LIMOGES, France ; CNRS, UMR6101, Limoges, FRANCE,

Depuis I'établissement par Kohler et Milstein deétmodes de production d’hybridomes a
partir des cellules B de rongeurs immunisées, lsca@ps monoclonaux constituent la
référence en matiere d’anticorps définis et de énaytécificité [1]. Les anticorps murins
restent utilisables en thérapeutique humaine pag wtaitements brefs, et I'anti-CD3
(Muromomab) introduit en 1986 a été largement sdilipour le conditionnement
immunosuppresseur avant greffe d’organe. Immunagesteez 'homme, ces anticorps
animaux peuvent cependant étre neutralisés etfuirendes réactions allergiques. Diverses
voies ont donc été développées pour les rappradderanticorps humains et en améliorer
I'efficacité et la tolérance chez I'hnomme. Cetthumanisation » peut étre réalisée en
retouchantin vitro la séquence d’'un anticorps animal produit paredgionologie (cf autre
article de ce M/S),ou bien directemama I'immunisation d’animaux dont le répertoire des
genes dimmunoglobulines a été préalablement hwsgaide nombreux anticorps issus de
tels animaux sont en essai ou déja commercialiségpgaraissent comme des drogues
particulierement sdres. L'intérét de ces animauxiésau large répertoire d’antigenes qu’ils
peuvent reconnaitre, y compris s’agissant d’anggémumains. S’y ajoute la possibilité de
dériver ainsi aussi bien des anticorps monoclongug polyclonaux (ou des cocktails
oligoclonaux). A Tlinverse, le développement desthodes de production d’anticorps
humains a partir de lymphocytes humains garde deget en termes de répertoire,
notamment vis-a-vis des auto-antigénes.

Alors que la transgenése a pu étre utilisée chegraleds mammiferes tels la chévre pour la
production abondante d’un anticorps défini, le seumal permettant a ce jour de reconstituer
un répertoire diversifié d’anticorps humaniséslastouris. La premiére description de souris
exprimant un répertoire restreint de genes d’lg &ins date de 1989 [2]. L'utilisation de
longs transgenes humains qui incluaient 2 a 5 négi@riables (capables de réarrangements
V(D)J) et plusieurs génes constants (capables lie lsucommutation de classe) a ensuite été
combinée a linactivation des genes endogeneamt&orps de souris [3-5]. Ces modeles ont
permis malgré un répertoire V assez restreint dlbt des hybridomes producteurs
d’anticorps spécifiques parce qu’une part notalldaddiversité des anticorps provient de la
diversité jonctionnelle puis de la maturation diaté par hypermutation somatique, bien plus
gue de la diversité combinatoire des différentsreaygs germinaux. Un nombre restreint de
segments V induit cependant des lacunes du régeram particulier contre des antigénes
polysaccharides connus comme ciblés par des gogiearx séquences germinales sans besoin
d’hypermutation somatique [6].

En restant dans des fonds génétiques murins ddficour les génes d’lg endogéenes, des
lignées transgéniques disposant d’'un nombre plwg@éle segments V ont donc été générées,
améliorant I'étendue du répertoire et permettanét@nstitution de compartiments B de taille
plus proche de la normale [7, 8]. Ces lignées timpéoduites tant par transgenese classique,
gue par fusion de cellules ES avec des protoplgstes le transfert de chromosomes de
levure porteurs de larges transgenes humains, @oreenpar fusion d’ES avec des
microcellules dérivées de fibroblastes humaingpbeant un minichromosome humain. Des
lignées portant les locus IgH eklg(HUMADb mouse de Medarex), ou portant en plus le locus
IgA (Xenomouse d’ABgenix) ont notamment ainsi été créées, a pddsquelles des anticorps
de haute affinité ont été obtenus [9, 10][11, 12].



Des approches chimériques ont également été réslese parallele, avec I'établissement de
lignées murines chez lesquelles les réarrangendastsegments V, D et J endogénes sont
respectés, mais ou les segments VDJ réarrangé®mes\exprimer en association a une
région constante de chaine lourde humaine. Aidsy et Rajewsly ont-ils remplacé les exons
codant la partie sécrétée de la chayhede I'lgGl murine par des exond humains,
substituant efficacement par des IgG1 humaines @igues les réponses humorales IgG1 de
ces animaux, tout en gardant le répertoire VDJ mjr8]. Enfin I'approche chimérique peut
maintenant bénéficier de la disponibilité d’animagxi correspondent simplement a
I'insertion d’un géne constant humajih oual en aval des clusters V, D et JH du locus IgH
de la souris. Ces animaux permettent donc d’obt#emblée apres fusion, des hybridomes
spécifiques d’antigéne et d’isotype prédéfini, $9@1 soit IgA1, autorisant donc dés le stade
des hybridomes initiaux les tests fonctionnels pFepa I'isotype souhaitin fine (brevets
Cogné et coll 2005, Cogné et coll 2008).

Tous ces animaux mutants sont caractérisés pamatigration B relativement normale en
terme de taille des compartiments B, de réarrangtméDJ, de réarrangements de switch et
d’hypermutation [14]. lls ont ainsi permis de dénwn certain nombre d’anticorps de forte
affinité et d’intérét commercial, aussi bien cordiee petites molécules [15], des protéines de
pathogenes [16, 17], des polysaccharides [18], piegeines humaines solubles et des
cytokines comme I'lL15 [19][20, 21] ou membranaitels que I'antigéne prostate-spécifique
PSMA, CD20, CD30 ou le récepteur a I'EGF [22-24]dels Ag associés a des tumeurs
comme l'antigéne carcino embryonnaire [25].

Les premiers résultats a propos de tous ces namenck semblent trés encourageants quant a
leur faible immunogénicité chez ’homme. Ainsi, est-il avec le panitumumab, anti EGFR
bloquant la liaison récepteur-ligand (Abgenix / Aeng Thousand Oaks, CA, USA). Les
patients traités par le panitumumab ne développast d’anticorps polyclonaux contre
I'anticorps thérapeutique [26].

Un autre anticorps apparemment tres bien toléréeedenosumab [20] (Amgen, Thousand
Oaks, CA, USA), visant a combattre 'ostéoporoseciiant le régulateur du remodelage
osseux RANKL. La faible variabilité de la pharmao@tique entre patients semble indiquer
'absence de réponse immune contre le desomumab.

Méme chez des patients porteurs de pathologiesnnflatoires ou auto-immunes, la méme
absence de réponse immune a été observée vis-@uvizanolimumab [27] (Genmab,
Copenhagen), qui lie le marqueur spécifique dephaunytes T CD4 (avec un intérét dans les
lymphomes T et les pathologies auto-immunes). Méomstat avec I'ipilimumab, [28, 29] de
Medarex (Princeton, NJ, USA) et Bristol-Myers Sduifwallingford, CT) prescrit dans le
mélanome et activateur des réponses immunes eantild récepteur inhibiteur CTLA-4.
Globalement les essais cliniques semblent donayuedi une excellente tolérance de ces
anticorps. Cette observation pourrait traduire omedlleure stabilité (des CDRS3 et des paires
H-L) des anticorps sélectionnés chez I'animal, akrrélée a une moindre immunogénicité
[30].

Par contraste, d’autres monoclonaux thérapeutiqteed chimériques gu’humanisés par
greffe des CDR, voire issus de séquences humaiaeakes librairies de phage display) ont pu
se révéler occasionnellement immunogenes en gkn{glumira anti TNF, anti- IL-12, )..
[31]. Il convient d’ailleurs de noter que toute ségce V méme strictement humaine peut
étre potentiellement immunogéne chez 'lhomme gtdér 'apparition d’anti-idiotypes.

En plus de permettre I'obtention d’anticorps stabkt peu immunogénes, I'utilisation
d’animaux transgeniques présente l'intérét de fioudas molécules qui possedent d’emblée



les fonctions effectrices souhaitées pour la mddtérapeutique finale, et peuvent donc
entrer rapidement dans des tests de screeningdonet. A I'inverse, les régions variables
créées artificiellement ou par phage display nésggsun processus plus long de greffe sur
des régions effectrices avant de pouvoir étre gabcet de permettre le choix des anticorps les
plus intéressants dans une application et con&ecilnle donnée.

L’obtention d’hybridomes peut aussi permettre @wmlde la caractérisation initiale d’un
anticorps jusqu'a sa production industrielle endgat un seul systeme d’expression.
Cependant méme s’agissant d’hybridomes, I'étapka geoduction industrielle a long terme
sera souvent finalement réalisée par clonage demyetteurs d’expression et utilisation de
transfectants stables.

Pour des applications ou il serait intéressant d®emune réponse physiologique et de
reconstituer I'équivalent d'un sérum polyclonal aligoclonal capable de neutraliser
simultanément un grand nombre d’épitopes d’'un antgcomplexe, 'utilisation d’animaux
transgéniques humanisés est également intéressactequ’elle permet d’obtenir rapidement
une variété d'anticorps de mémes fonctions effeetriet possédant des paratopes et des
affinités variés.

Pour I'ensemble de ces raisons, les souris traimpges humanisées constituent aujourd’hui
des outils directs et séduisants, parmi I'ensermegestratégies propres a permettre I'obtention
d’anticorps d'intérét thérapeutique.
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Figure 1. Trangénes d'immunoglobulines humaines introduits chz la souris. Les locus des chaines lourdes
et [égére\ , k... sont représentés en configuration germinale gée®es introduits par insertion aléatoire dans le
génome des souris transgénique sont schématiggé@sant le nombre de segments V et de génesarsist
inclus dans les transgénes.

Figure 2. Séquences d'immunoglobulines humaines introduitesashs le génome de la sourite locus des
chaines lourdes de la souris a été ciblé de fagointdoduire par recombinaison homologue des sécpe

provenant de régions constanyasud des génes d’'immunoglobulines humains.
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