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transferrine de souris sur les lignées B16F10 (a gauche) et K562 (a droite) par cytométrie
en flux.

Figure 25 : Image de microscopie confocale du VHH C3 1i¢é a la GFP sur les cellules
PANCI.

Figure 26 : Caractérisation des VHH anti-transferrine E9 et D10 marqué par de I’ Alexa
fluor® 647 maleimide en présence de transferrine sur la lignée PANCI1 par cytométrie en
flux.

Figure 27 : Détermination graphique de la demi-vie du VHH D10 GFP apres administration
IP.

Figure 28 : Détermination graphique de la demi-vie du VHH D10 GFP aprés administration
IV.

Figure 29 : Absorption relative (%) au niveau tumoral du VHH C3 en présence de hTf (en
rouge) et sans hTf (en bleu).

Figure 30 : Absorption relative (%) au niveau cérébral du VHH C3 en présence de hTf (en
rouge) et sans hTf (en bleu).

Figure 31 : Absorption relative (%) au niveau de la région rate/foie/estomac du VHH C3
en présence de hTf (en rouge) et sans hTf (en bleu).

Figure 32 : A gauche, schéma d’un systéme d’imagerie in vivo par fluorescence. A
droite, images comparant la pénétration tissulaire avec un laser de 640 nm et un laser de
525 nm, longueur d’onde d’émission de la GFP.

Figure 33 : A gauche, spectres d’excitations et d’émissions de différents fluorophores et
spectre d’absorption de I’oxyhémoglobine. A droite, images comparant
I’autofluorescence observée a une longueur d’onde de 550 nm (proche de la GFP) et a une
longueur d’onde dans le proche infra-rouge, 840 nm.

Tableau 1 : Les applications médicales des VHH.
Tableau 2 : Phage ELISA a partir des phages de la sélection A (2 tours sur transferrine hTf).

Tableau 3 : Phage ELISA a partir des phages de la sélection B. (3 tours, 1° et 2°™ sur mTf
et 3°™ sur hTY)

Tableau 4 : ELISA avec extraits périplasmiques de la sélection A.

Tableau 5 : ELISA avec les extraits périplasmiques de la sélection B. (3 tours, 1 et 2°m¢
sur mTf et 3™ sur hTY)

Tableau 6 : Résumé de I’¢tude de biodistribution du VHH C3 en présence ou non d’hTf
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Liste des abreéeviations

2YT : 2x yeast extract tryptone

Ac : Anticorps

ADC : antibody-drug-conjugate

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNC : acide désoxyribonucléique complémentaire
Alexa C 647 : Alexa 647 maleimide

Amp : ampicilline

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

BHE : barriére hémato-encéphalique

BSA : sérum d’albumine bovine

CDR : complementary determining region
CH : constant heavy

CL : constant light

Chloram : chloramphenicol

dCTP : desoxycytosine triphosphate

dGTP : dexoguanosine triphosphate
DMEM/F12 : Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMT1 : Divalent Metal Transporter 1

DO : densité optique

DPBS : Dulbecco’s phosphate-buffered saline
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
EMEA : European Medicine Agency

Fab : fragment de liaison a I’antigéne

Fc : fragment constant

FR : framework region

GFP : green fluorescent protein

Glu : glucose

H : heavy, lourd

HCAD : heavy chain antibody

HCI : acide chlorydrique

HRP : horseradish peroxidase

hTf : transferrine humaine

Ig : immunoglobuline

IgNAR : nouveau récepteur d’antigéne

IP : intrapéritonéal

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
IR : infrarouge

IV : inrtaveineuse

Kana : kanamycine

: nutrient mixture F-12
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Kd : constante de dissociation a 1’équilibre

L : 1égere

LBAgar : Luria-Bertani Agar

LIC : ligase independant cloning

MEM : minimum essential media

MST : thermophorése a micro-échelle

mTf : transferrine de souris

NacCl : chlorure de sodium

NaHCO:s : bicarbonate de sodium

NHS ester : ester sucinimidylique

Ni-NTA : nickel nitrilotriacétique

0.n. : over night, sur la nuit

PBS : phosphate-buffered saline

PCR : polymerase chain reaction

PEG : polyethylene glycol

PM : poids moléculaire

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium
RT : température ambiante, room temperature
RT-PCR : reverse transcription- polymerase chain reaction
RTf1 : récepteur 1 de la transferrine

RTf2 : récepteur 2 de la transferrine

scFv : single chain Fv

SDS Page : gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium
sfGFP : superfolder green fluorescent protein

SVF : sérum de veau feetal

Tf : transferrine

TNF-a : tumor necrosis factor o.

UKCCR : comité de coordination britannique de recherche contre le cancer
VH : variable heavy

VHH : variable fragments of heavy chain antibodies
VL : variable light

VNAR : domaine variable des [gNAR
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Introduction

REVUE DE LA LITTERATURE

Des anticorps aux VHH
1. Les immunoglobulines

1.1.Historique des anticorps

En 1890, Emil von Behring et Shibasabro Kitasato ont découvert des substances
sériques neutralisant les toxines diphtériques (Behring 1890). Quelques années plus tard, en
1990, Paul Ehrlich a émis I’hypothése de la formation d’anticorps constitués de multiples
sites interagissant avec des composés étrangers, aujourd’hui appelés antigenes. En 1948,
Astrid Fagraeus a découvert que les lymphocytes B produisent les anticorps (Fagraeus
1948). En 1972, Gerald Edelman et Rodney Porter ont obtenu le prix Nobel de physiologie
et médecine pour leurs travaux sur la structure chimique des anticorps (Porter 1959; Edelman
et al. 1961). En 1973, la premicre structure atomique d’un anticorps a été publi¢e (Inbar,
Hochman, and Givol 1972). En 1975, Milstein et Kohler ont développé des cellules hybrides,
hybridomes, afin de produire des anticorps monoclonaux. En 1998, le premier anticorps
monoclonal, Rituximab (MabThera®, Roche), est rentré sur le marché pharmaceutique

européen.

1.2.Les immunoglobulines

Les immunoglobulines (Ig), également appelées anticorps, sont des glycoprotéines
solubles sécrétées par les plasmocytes, dernier stade de différenciation des lymphocytes B.
Les Ig ont la capacité de reconnaitre un antigéne et de déclencher une réponse immunitaire.
La famille des Ig est divisée en 5 classes (IgA, IgD, IgE, IgG et I[gM). Chaque classe présente
ses propres caractéristiques : localisation, fonction, demi-vie... (Schroeder and Cavacini

2010)
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1.3.Les immunoglobulines G

Les IgG sont les Ig les plus abondantes dans 1’organisme. Elles sont constituées de
deux chaines lourdes (H, #eavy) identiques de 55 kDa et de deux chaines 1égéres (L, light)
identiques de 24 kDa. Les chaines lourdes possédent 3 parties constantes (CH1, CH2, CH3)
et 1 partie variable (VH). Les chaines 1égeres posseédent 1 partie constante (CL) et 1 partie
variable (VL). Chaque partie variable, VH et VL, se situe en position N-terminale et posséde
3 séquences de 5 a 10 résidus ou la variabilit¢ est maximum, CDR (complementary
determining region), responsable de la complémentarité avec 1’épitope de I’antigéne. La
molécule d’IgG est hydrolysable en deux fractions par la papaine : le fragment de liaison a
I’antigéne (Fab) constitu¢ des domaines CH1, CL1, VH et VL et le fragment constant (Fc)
constitué¢ des domaines CH3 et CH4, cette dernie¢re est impliquée dans les fonctions
effectrices des Ig ou dans le recrutement de cellules immunitaires. (Stanfield and Wilson

2015; Joosten et al. 2003; Padlan 1994) (Figure 1)
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C = Carboxy terminus |
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* L Fc ]
LN

Figure 1 : Structure d’une immunoglobuline G. (Schroeder and Cavacini 2010)
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2. Les anticorps monoclonaux en thérapeutique

A partir des travaux menés par Milstein et Kohler en 1975 sur les techniques de
production d’anticorps monoclonaux (hybridome), beaucoup d’espoirs ont été portés sur les
anticorps pour une utilisation en thérapeutique et en imagerie. En effet, les anticorps
monoclonaux sont stables, se fixent avec une grande spécificité et une bonne affinité a un
certain nombre de molécules, d’autre part leur production est massive et constante. De plus,
les avancées en biologie moléculaire dans les années 2000, ont permis d’obtenir des
anticorps recombinants a partir de diverses lignées cellulaires de maniére reproductible et
stable (Hoogenboom and Chames 2000).

Les premiers anticorps développés étaient des anticorps murins mais afin de réduire
I’immunogénicité des anticorps et de pouvoir les utiliser plus facilement en thérapeutique,
des anticorps chimériques, des anticorps humanisés puis des anticorps humains ont été
développés (Figure 2). A I’heure actuelle, les anticorps murins ne sont plus commercialisés

du fait d’une forte immunogénicité et d’une faible demi-vie.

Immunogenicity Risk of Therapeutic Antibodies

Murine Chimeric Humanized Human

Y

Decreasing immunogenicity
Blue = human

Figure 2 : Structure des 4 types d’anticorps monoclonaux sur le marché
pharmaceutique. De gauche a droite, par ordre décroissant d’immunogénicité :
I’anticorps murin, 1’anticorps chimérique, 1’anticorps humanis¢, ’anticorps humain.
(“Human Abs” n.d.) )

Les anticorps chimériques sont des anticorps a 70% humains. Les parties variables
murines des chaines 1égeres et des chaines lourdes (VL et VH) sont greffées aux domaines
constants humains. Plusieurs anticorps chimériques ont été approuvés par 1’European
Medicine Agency (EMEA) : Rituximab et Cetuximab en oncologie ; Basiliximab contre les
rejets de greffe; Infliximab dans les maladies auto-immunes (maladie de Crohn et

polyarthrite thumatoide). Ces anticorps sont moins immunogenes et permettent de mieux
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interagir avec les fonctions effectrices et le complément du systéme immunitaire humain que

les anticorps murins.

Les anticorps humanisés sont des anticorps a 85-90% humains, les CDR murins des
parties variables sont greffées sur une immunoglobuline humaine. Ces anticorps sont mieux
tolérés par I’organisme humain, I'immunogénicité est plus faible que celle des anticorps
précédemment décrits, par conséquent leur demi-vie est plus longue. Le Trastuzumab,

prescrit dans le cancer du sein, est un anticorps humanisé.

Le développement d’une technique de souris génétiquement modifiée a permis de
produire des anticorps humains (Lonberg 2008). Plusieurs anticorps humains sont sur le
marché tel que Adalimumab, un anti-inflammatoire prescrit dans certaines maladies auto-

immunes.

Actuellement, 22 anticorps monoclonaux sont commercialisés en thérapeutique,
principalement avec une indication en oncologie ou dans les maladies auto-immunes.
Cependant, des difficultés subsistent : le cotlit de production tres €levé di a la complexité de
la molécule, un poids moléculaire trés €élevé et une faible pénétration tissulaire, ce qui a
conduit a s’intéresser aux fragments d’anticorps.

De plus, le mécanisme d’action cytotoxique complexe, mené par la fraction Fc de
I’anticorps, activation du complément ou recrutement de cellules effectrices, peut étre
présent in vitro mais non retrouvé in vivo. La fraction Fc presente donc un réle majeur mais
est une difficulté a la production d’anticorps monoclonaux en thérapeutique.

Par conséquent, les chercheurs se sont intéressés a cette fraction Fc afin d’améliorer
la demi-vie (Magdelaine-Beuzelin, Ohresser, and Watier, n.d.) et I’efficacité des anticorps
(Desjarlais et al. 2007; Nechansky et al. 2007). En effet, plusieurs travaux de mutagénese
ont été¢ menés pour augmenter ou diminuer 1’affinité de cette fraction a différents récepteurs
Fc. Notamment I’affinité a pH acide de Fc au FcRn (rneonatal Fc receptor) a été augmentée

afin d’améliorer la demi-vie des anticorps.
D’autre part, les immunoconjugués ou Antibody Drug Conjugates (ADC) sont une

classe thérapeutique innovante qui connait un grand essor, ces derni¢res années dans le

domaine de la thérapie ciblée en oncologie. Un ADC est constitué¢ d’un anticorps monoclonal
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li¢ (par un linker) a un composé toxique. Cette nouvelle classe combine la séléctivité des
thérapies ciblées avec I’anticorps monoclonal et la cytotoxicité des chimiothérapies et
permet ainsi d’augmenter efficacité, tout en diminuant la toxicité. A I’heure actuelle, deux
ADC sont sur le marché: Kadcyla® (T-DMI1, Roche, Genentech) et Adcetris®
(Brentuximab vedotin, Seattle Genetics). La premicre spécialité est la combinaison de
trastuzumab et emtansine indiqué dans le cancer du sein HER2 positif. La seconde est la
conjuguaison de brentuximab a la védotine, cet ADC est indiqué dans le lymphome
hodgkinien CD30 positif et le lymphome anaplasique a grandes cellules systémique. Un
grand nombre d’ ADC sont, actuellement, en phase clinique et les premiers résultats semblent

trés prometteurs. (Bakhtiar 2016)

ANTIBODY

CYTOTOXIC

: / AGENT

Figure 3 : Représentation d’un immunoconjugué ou ADC. (“Antibody-Drug
Conjugates | Baxter BioPharma Solutions” n.d.)

3. Les fragments d’anticorps

3.1. Les fragments Fab, (Fab’),, scFv et le simple domaine V

Les fragments Fab et (Fab’), sont obtenus par la protéolyse enzymatique de la
pepsine ou la papaine. Les scFv (single chain Fv) sont obtenus par ingénierie moléculaire,
ils sont constitués d’un domaine VL et d’un domaine VH reliés par une chaine
polypeptidique flexible comprenant un grand nombre de composés sérines et glycines
(Huston et al. 1988). Les fragments Fab (55kDa), (Fab’), (110kDa) et scFv (25-30kDa)
contiennent les domaines VH et VL et ainsi conservent leur spécificité, monovalence et une

affinité de fixation a 1’antigéne comparable a celle de I’anticorps parent (Figure 3). De plus,
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de par leur PM, ces fragments ont une meilleure pénétration tissulaire que les anticorps
monoclonaux.
Le simple domaine variable (VH ou VL) des immunoglobulines conventionnelles perd son

affinité, est trés peu soluble et a tendance a s’agréger lorsqu’il est tout seul.

r 4

o o < & &
VhH domain  V-NAR domain V,, domain
(~15 kDa) (~15 kDa) (~15 kDa) Fab scFv
- (~55 kDa) . (~28 kDa)
( o 4 i
- V, domain e

(~15 kDa) . & Bis-scFv Diabody
, ‘E'\ . 4 (bispecific) q (bispecific)
i v L & < v (~55 kDa) (~50 kDa)

A
m " S ’ Fab ‘ - o Triabody
/4 R /(3 Y (bispeczilic) g é:\ (trivalent)
t\ Q ;\ Q (\ (~110 kDa) ‘ - (~75 kDa) d
H . /\j [S Fab, Minibody Tetrabody
IgG

(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
Camel Ig IgNAR (~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)

Figure 4 : Représentation schématique des différents formats d'anticorps. (Holliger
and Hudson 2005) De gauche a droite, domaine VHH : partie variable d’une Ig a chaines
lourdes de camélidé (HCAD) en haut, HCAb en bas ; domaine VNAR : partie variable
d’un nouveau récepteur d’antigene (IgNAR) en haut, [gVNAR en bas ; simples domaines
variables VH et VL d’une IgG en haut, IgG en bas ; fragment Fab ; fragments multiméres :
fragment avec deux fragments Fab différents, (Fab’), bispécifique ; Fabs, trispécifique ;
fragment scFv et ses multiméres : bis-scFv, diabody, minibody, triabody, tetrabody.

Les domaines variables de deux types d’anticorps dépourvus de chaines 1égéres ont montré
conserver leur affinité, et restent solubles. Il s’agit des domaines variables des anticorps a
chaines lourdes des camélidés (VHH) et des poissons cartilagineux (VNAR) (Figure 3).
(Holliger and Hudson 2005; Ma and O’Kennedy 2015)

3.2. Multimérisation des fragments

Dans les systémes biologiques, les fragments d’anticorps se dissocient tres rapidement de
leur cible et ont une demi-vie trés courte malgré une haute affinité a 1’antigéne. La
multimérisation des fragments Fab, scFv et domaine VH permet d’augmenter
significativement [’affinité fonctionnelle en termes d’avidité, tout en diminuant
considérablement le temps de dissociation. Différents types de multimérisation ont été
développés, deux VH et VL identiques : diabody bivalent, deux VH et VL différents :
diabody bispécifique, trois ou quatre entités VH et VL identiques : triabody, tetrabody
(Figure 3)... (Holliger and Hudson 2005)
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4. Les anticorps a chaines lourdes des poissons cartilagineux et leur domaine
variable

En 1995, Flajnik et son équipe ont décrit pour la premiére fois un nouveau récepteur
d’antigéne  (New Antigen Receptor, IgNAR) provenant des poissons cartilagineux
(Greenberg et al. 1995). Ces IgNAR ont été retrouvés chez certains poissons cartilagineux :
requins nourrices (Ginglymostoma cirratum), requins tapis (Orectolobus maculates), et
aiguillats communs (Squalus acanthias et Mustelus canis). 1ls ont une structure
homodimerique constituée d’un domaine variable (VNAR) d'environ 13 kDa, de 5 domaines
constants et ne sont pas associés a des chaines légeres. Il existe différents types de VNAR
en fonction du nombre et des motifs des ponts disulfures, ce qui confére des nouvelles
structures aux boucles de liaison a 1’antigéne et par conséquent des possibilités
supplémentaires par rapport aux anticorps conventionnels. (Simon Krah, Christian Schroéter,

Stefan Zielonka, Martin Empting, Bernhard and Valldorf & Harald Kolmar, n.d.)

5. Les anticorps a chaines lourdes de camélidé

En 1993, Hamers-Casterman a découvert, dans le sérum des camélidés, la présence
d’anticorps différents des anticorps conventionnels retrouvés chez les mammiféres. La
particularité de ces anticorps est qu’ils sont dépourvus de chaines légeres, ils ont donc été
nommés anticorps a chaines lourdes (HCAb, Heavy Chain Antibody). Les HCADb ont un
poids moléculaire d’environ 95 kDa alors que celui des IgG est d’environ 160 kDa. Ils sont
constitués de deux chaines a 3 domaines : 2 constants CH2 et CH3, 1 variable VHH en
position N-terminal (Figure 4). Le domaine VHH est I’équivalent structurellement et
fonctionnellement du fragment de liaison a 1’antigéne des anticorps conventionnels. Le
domaine CHI, présent dans les anticorps conventionnels, est fortement impliqué dans la
liaison chaine lourde-chaine l1égeére par un pont disulfure. Une mutation au niveau du géne
de celui-ci peut expliquer I’absence de CHI et I’absence de chaines légéres. (Hamers-

Casterman et al. 1993; Joosten et al. 2003)

La famille biologique des camélidés comprend les chameaux (Camelus bactrianus), les
dromadaires (Camelus dromedarius), les lamas (Lama glama et Lama guanicoe), les
vicognes (Vicugna vicugna et Vicugna pacos). Les camélidés sont la seule famille possédant
des anticorps a chaines lourdes fonctionnels (Serge Muyldermans 2013) mais la proportion

d’anticorps a chaines lourdes, parmi I’ensemble des anticorps, varie selon I’espéce : le sérum
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des lamas en contient moins de 45%, celui des dromadaires environ 50% (Hamers-
Casterman et al. 1993) et celui des chameaux 75% (van der Linden et al. 2000). Chez
I’Homme des anticorps sans chaine légére ont déja été observés suite a une délétion
génétique du CH1 et d’une partie du VH mais ces anticorps ne reconnaissent pas d’antigene

(Cogné, Preud’homme, and Guglielmi 1989).
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Figure 5: (A) Structures des différents types d’anticorps de camélidé. A gauche, la
structure d’un Ac conventionnel ; au centre : un Ac « chaines lourdes » ; a droite, un VHH.
(B) Les séquences des VH et des VHH et leur structure repliée simplifiée. Représentation
des 3 CDR en bleu, vert et rouge. Représentation des FR en gris. Les losanges violets du FR-
2 : 4 principales mutations différenciant VH des VHH. En orange, le pont disulfure liant le
CDRI1 au CDR3 dii aux mutations cystéines. (S. Muyldermans et al. 2009)

6. Le domaine variable des anticorps a chaines lourdes, VHH

6.1. Structure

Le domaine variable des anticorps a chaines lourdes (VHH ou nanobody®) est
constitué de 118 a 136 acides aminés soit environ 15 kDa, ce qui représente 1/10 d’un

anticorps conventionnel. Il comporte 3 séquences hypervariables (CDR) comme le domaine

variable des anticorps conventionnels. (S. Muyldermans et al. 2009)
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Le domaine variable comprend 2 feuillets  de 4 et 5 brins 3 connectés par des boucles et
un pont disulfure. Dans cette structure, les CDR sont localisés dans les boucles et les 4

framework regions (FR) dans les brins B. (Serge Muyldermans 2013)

Les génes de camélidé des fragments VH et VHH présentent une grande similitude
mais aussi quelques différences, ce qui permet aux VHH de fixer un épitope sous forme d’un
seul domaine (Conrath et al. 2003).

Notamment, 4 substitutions caractéristiques au sein du FR 2des VHH
phénylalanine en position 37, acide glutamique en 44, arginine en 45 et glycine en 47. Les 4
substitutions caractéristiques du FR 2 rendent les VHH plus hydrosolubles que les VH et
empéchent leur liaison avec le domaine VL (Desmyter et al. 1996; Kastelic et al. 2009). De
plus, ces acides aminés permettent de diminuer 1’agrégation des domaines variables des
HCAD en absence de VL.

La deuxi¢me différence majeure entre VH et VHH réside dans les boucles CDRI1 et
CRD3. Ces deux boucles sont plus étendues dans les VHH, ce qui fournit un espace
d’interaction suffisant avec I’antigéne : 600 a 800 A, équivalent a I’espace d’interaction des
6 boucles des domaines VH et VL des anticorps conventionnels (De Meyer, Muyldermans,

and Depicker 2014).

Par ailleurs, les VHH présentent des cystéines supplémentaires, principalement au
niveau des boucles des CDR 1 et CDR 3 ou entre CDR 2 et CDR 3, qui forment un pont
disulfure inter-boucle, ou encore entre CDR3 et le FR2. Ce pont disulfure supplémentaire
permet d’optimiser la conformation tridimensionnelle du VHH pour une forte interaction
avec I’antigéne (Wang et al. 2016) (Figure 1.2.)

La diversité¢ des VHH réside principalement dans la longue boucle du CDR 3 (Vu et al.

1997), cette boucle est souvent plus courte chez les lamas que chez les dromadaires.

D’autre part, le VHH présente quelques différences par rapport au VNAR. Tout
d’abord, le VNAR contient une délétion au niveau de FR2-CDR2, ce qui réduit son nombre

de brins 3 & 8 et ainsi réduit son PM. Du fait de cette délétion, le VNAR contient seulement

deux CDR : CDR 1 et 3.
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6.2.Propriétés (Serge Muyldermans 2013)

Un VHH a la capacité de reconnaitre un épitope unique et est codé par un seul exon.
Lors de son clonage celui-ci n’est, par conséquent, pas modifi¢ et conserve son affinité
contrairement aux scFv qui nécessitent 1’assemblage de plusieurs exons provenant des
domaines VH et VL. L’affinit¢ des VHH est par conséquent trés bonne, leur coefficient de
dissociation est de I’ordre du nanomolaire ou méme picomolaire. De plus, cette affinité peut
étre améliorée en dimérisant ou multimérisant les VHH. Par ailleurs, de par la structure de
leur paratope, les VHH ont tendance a se lier avec des épitopes de forme concave (tel que
les sites catalytiques des enzymes) qui ne sont pas toujours accessibles aux anticorps

conventionnels (Lauwereys et al. 1998; De Genst et al. 2006).

L’expression des VHH a un bon rendement et peut se faire avec un systéme
procaryote (Arbabi-Ghahroudi, Tanha, and MacKenzie 2005), un systéme eucaryote
(Frenken et al. 1998), les levures (Frenken et al. 2000) ou des plantes (Ismaili et al. 2007).
Dans le cas du systéme procaryote, un peptide signal ajouté par ingénierie moléculaire
permet de sécréter le VHH dans le périplasme qui contient les conditions oxydantes

nécessaire a la formation des ponts disulfures des VHH.

Les VHH sont des protéines trés stables, ils conservent leur capacité a reconnaitre un
antigene pendant plusieurs mois a 4°C et bien plus longtemps a -20°C, ils semblent méme
supporter plusieurs semaines a 37°C. La dénaturation des VHH est observée, en général, aux
alentours de 60-80°C.

De plus, les VHH peuvent étre fortement stabilisés par ajout de deux cystéines a deux
positions précises permettant la stabilisation de la structure du VHH et empéchant sa
dénaturation par la pepsine et la chymotrypsine. L’ajout de ce pont disulfure pourrait par
conséquent permettre aux VHH d’étre administrés par voie orale.

Par ailleurs, les VHH sont également trés résistants dans certaines conditions chimiques
notamment en présence de détergent et de dénaturant, mais également a des taux élevés

d’urée.

Les VHH semblent étre trés faiblement immunogene, ceci s’explique notamment de

par leur petite taille, a la ressemblance des VHH aux VH, leur faible demi-vie et leur grande
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stabilité. Néanmoins, une équipe a cherché a humaniser les VHH en modifiant les 12 acides

aminés qui différent entre les deux especes (Vincke et al. 2009).

De par leur taille, les VHH sont €éliminés rapidement par voie rénale, leur demi-vie

est de ’ordre de 15min a 1h.

6.3.Applications (De Meyer, Muyldermans, and Depicker 2014).

De par leurs propriétés, les VHH sont des molécules recherchées et utilisées dans

divers domaines (Figure 5).
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Figure 6 : Répartition des VHH en fonction de leur domaine d’utilisation. Dans
I’ordre décroissant, en bleu : utilisation clinique, en rouge : recherche, en vert : outils
d’aide a la cristallisation... (Zuo et al. 2017)

Les VHH sont utilisés comme outils de recherche, par exemple les chromocorps
(chromobodies) qui résultent de la fusion d’un VHH avec une protéine fluorescente.

En biochimie, les VHH sont utilisés dans la purification et I’immunoprécipitation.

En biologie structurale, les VHH sont utilisés comme protéines chaperonnes. En
effet, les VHH peuvent permettre d’augmenter la solubilité, la stabilité, 1’affinité d’une
colonne de purification, la polarité d’une protéine membranaire ou permettre, également, par
remplacement moléculaire de résoudre la structure d’une protéine membranaire

(“Nanobody-Aided Crystallography | Structural Biology Brussels” n.d.). Les VHH ont ainsi
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permis de trouver plusieurs structures de protéines tel que : le récepteur B2 adénergique
humain stabilisé sous forme active par un VHH (Rasmussen et al. 2011), un fragment de
TSSm du systéme de sécrétion de type VI (T6SS) complexé avec un VHH (Nguyen et al.
2015)...

Les VHH ayant la capacité d’interagir avec des sites catalytiques, sont également
utilisés comme inhibiteur fonctionnel de certaines protéines, notamment dans le domaine de

I’agriculture et les souris transgéniques.

Dans le domaine agroalimentaire, des VHH ont ¢ét¢ développés pour analyser la
composition de produits alimentaires. De par leur résistance thermique, les VHH sont une

bonne alternative aux anticorps conventionnels.

Dans le domaine médical, les VHH peuvent étre utilisés en thérapeutique comme en
diagnostique.

Plusieurs VHH semblent intéressants par rapport aux anticorps conventionnels en
immuno-diagnostique, du fait de leur petite taille permettant d’atteindre certains épitopes et
de leur plus grande spécificité.

Dans le domaine de [D’infectiologie, les protozoaires du genre Trypanosoma,
responsable de la maladie de Chagas et de la maladie du sommeil, présentent une grande
variabilité antigénique, par conséquent, aucun anticorps conventionnel ne reconnait avec
spécificité ce genre mais 1’équipe de Muyldermans et al. a sélectionné des VHH anti-
trypanosomes. Concernant, le genre Taenia responsable du cysticercosis, actuellement un
test diagnostic ELISA sandwich avec un anticorps monoclonal existe mais dispose d’une
faible spécificité pour 1’espece la plus menagante pour la santé publique, Taenia solium. Des
VHH ont été sélectionnés contre Taenia solium afin de développer un test immuno-
diagnostique plus spécifique pour la cysticercosis humaine (Deckers et al. 2009).

Par ailleurs, les VHH ont été récemment utilisés pour détecter de nombreuses toxines,
notamment, la neurotoxine botulique A (agent du bioterrorisme) (Goldman et al. 2008) ainsi
que des virus et des bactéries.

De plus, en oncologie certains marqueurs tumoraux sont inaccessibles aux anticorps
conventionnels, les VHH peuvent donc étre utilisés de par leur petite taille, par exemple pour

détecter le récepteur EGF (Huang et al. 2008). (Leow et al. 2017)
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En thérapeutique, plusieurs études sont en cours pour utiliser ces VHH comme

¢lément thérapeutique en soi ou comme vecteur associ¢ a une drogue, notamment en

cancérologie (Conrath et al. 2003; Majidi et al. 2009) (Tableau 1). La société Ablynx

spécialisée dans les nanobodies® dispose du Caplacizumab qui est le premier VHH a avoir

été approuvé par I’ European Medicines Agency pour le traitement du purpura thrombotique

thrombocytopénique (Peyvandi et al. 2017) et de plusieurs projets au stade clinique.

Target Antigens Diseases Applications Reference
HER2 Breast cancer Diagnostic [284,285,286]
INT Explosive Diagnostic [274,287]
Ts14 glycoprotein T. solium cysticercosis Diagnostic [249]
LMM, ES, CSE, TSB, LLGPs, VF of T. solium Neurocysticercosis Immunodiagnosis [249]
VEGF-A165 Neoangiogenesis Diagnostic and therapeutic [288]
HPV-16 L1 protein Cervical cancer Diagnostic and therapeutic [289,290]
DARC Malaria (by P. vivax) Diagnostic or therapeutic [291]
Poliovirus type 1 Sabin strain particles Poliomyelitis Diagnostic and therapeutic [292,293]
CD105 Angiogenesis related tumors Diagnostic and therapeutic [294,295]
HSP-60 Brucellosis (Livestock) Diagnostic and vaccine [222,296]
Caffeine carboxylate KLH Beverages Detection and separation [251,252
SEB Toxin Sensor and diagnostic [275]
Ricin Toxin Sensor and diagnostic [275]
BoNT/A Toxin Sensor and diagnostic [235,297,298]
CEA Colon cancer In vivo imaging [299,300,301]
VCAM1 Atherosclerotic plaques Molecular imaging [302,303,304]
EGFR Tumours Detection and imaging [305,306]
Scorpion Aahll Toxin Neutralizing and therapeutic [276,307]
Heat-killed B. melitensis Rivl Brucellosis Diagnostic, therapeutic and vaccination [282,308,309,310]
RSV protein F Acute lower respiratory tract Therapeutic [311]
vWEF Thrombosis Therapeutic www.ablynx.com
TNFa, IL-6R, IgE Rheumatoid arthritis Therapeutic www.ablynx.com
RANKL Bone metastasis Therapeutic www.ablynx.com
RSV bronchiolitis and pneumonia Therapeutic www.ablynx.com
DR5 Solid tumors Therapeutic www.ablynx.com
Not stated Alzheimer’s disease Therapeutic www.ablynx.com

Tableau 1 : Les applications médicales des VHH. (Leow et al. 2017)
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La transferrine et ses récepteurs

1. La transferrine

1.1. Le fer

Le fer est un oligo-élément impliqué dans de nombreux processus biologiques. En
effet, ce cofacteur est indispensable, notamment, a la biosynthése des macromolécules, la
division et la prolifération cellulaire, la production d’énergie, le transport de I’oxygene ainsi
qu’a la synthese de I’ADN (Hentze et al. 2010). Le taux de fer chez ’Homme est de 4 a 5
grammes répartis en fer actif (80% : hémoglobines, myoglobines, enzymes et cytochromes),
complexé a la transferrine pour le transport plasmatique et sous forme de stockage avec la

ferritine et hémosidérine.

1.2. Structure et propriétés de la transferrine

La transferrine humaine sérique est une glycoprotéine de type beta-globuline de 80
kDa sécrétée par le foie dans la circulation sanguine. Elle a pour réle de transporter le fer
sous forme ferrique (Fe*") et posséde une demi-vie de 8 a 10 jours. Cette protéine comprend
deux sites (N et C) de liaison pour le fer. Dans la circulation sanguine, 4 formes co-existent :
la diferrique, la monoferrique N, la monoferrique C et I’apotransferrine. La forme diferrique
posséde I’affinité la plus forte pour le récepteur 1 de la transferrine (RTfl), avec une
constante de dissociation a I’équilibre (Kd) de 4 nM. A pH neutre (extracellulaire), les deux
formes monomériques forment également un complexe stable avec le récepteur alors que

I’apotransferrine fixe trés faiblement le récepteur (Mason et al. 2009).

1.3. Le transport transmembranaire du fer

Le complexe récepteur — transferrine est internalis¢ dans la cellule par endocytose
clathrine-dépendante, puis le fer se dissocie de la transferrine dans 1’endosome et est pris en
charge par un transporteur de cation divalent (Divalent Metal Transporter 1, DMT1) afin
d’étre utilisé par la cellule. A pH endosomal (acide, pH~5,2), I’apotransferrine a une haute

affinité pour son récepteur, ce qui lui permet d’étre recyclée a la membrane cellulaire avec
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celui-ci, puis relarguée dans la circulation sanguine (Dautry-Varsat, Ciechanover, and

Lodish 1983) et de réaliser a nouveau ce cycle. (Figure 6)
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Figure 7 : Schéma présentant le passage transmembranaire du fer et le recyclage de
la transferrine. (Domenico, Ward, and Kaplan 2008)

1.4. Le passage de la barriére hémato-encéphalique du fer

Etant indispensable a divers processus biologiques, le fer doit traverser la barricére
hémato-encéphalique (BHE) afin d’alimenter le cerveau.

La nature hydrophile de la transferrine chargée de fer ne lui permet pas de passer
cette membrane par simple diffusion, mais des RTfl sont exprimés au pole luminal des
cellules endothéliales de la BHE (Angelova-Gateva 1980; Jefferies et al. 1984). Deux
mécanismes expliquant le transport du fer a travers la BHE sont envisagés. La premiére
hypothese étant le passage du fer 1ié a la transferrine par transcytose du pole apical (sanguin)
au poéle basal (cérébral) (Moos and Morgan 2000), et la deuxieme hypothése étant la
pénétration du fer liée a la transferrine au pole apical des cellules endothéliales, libération
du fer a I’intérieur de la cellule, recyclage transferrine-RTf au pdle apical et prise en charge
du fer par d’autres molécules pour sa libération au pdle basal (Rouault and Cooperman

2006).
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Selon de récents travaux, les deux hypothéses restent possibles, les neurones
expriment des RTf1 a leur surface, donc la transferrine semble les alimenter en fer alors que
les cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes et microglie) ne présentent pas de RTfl a
leur surface. Une identification nouvelle des protéines Steap, DMT]1 et ferroportine dans les
cellules endothéliales de la BHE sont en faveur de la deuxi¢me hypothése (Skjerringe et al.

2015). (Figure 7)

Figure 8 : Schéma présentant les deux hypothéses des modéles de transport du fer a
travers la BHE. Avec transcytose de la transferrine (a gauche), sans transcytose de la
transferrine (a droite). (Skjorringe et al. 2015)

2. Les récepteurs de la transferrine

Les récepteurs de la transferrine sont des récepteurs transmembranaires
homodimériques comportant 2 monomeres qui peuvent chacun lier une molécule de
transferrine. Il existe 2 récepteurs : RTfl et récepteur 2 de la transferrine (RTf2). La
principale différence entre ces deux récepteurs réside dans leur localisation. Le RTf1 est
ubiquitaire, son expression est retrouvée dans la plupart des types cellulaires et refléte les
besoins cellulaires en fer alors que le RTf2 est principalement présent dans le foie, I’intestin
gréle et les érythroblastes (Kawabata et al. 1999, 2001). De plus, I’affinité de la transferrine
pour le RTf2 est 25 fois plus faible que celle pour le RTf1.
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3. La transferrine et ses récepteurs, cible thérapeutique

3.1._En oncologie

Les RTf sont des cibles intéressantes pour les traitements en cancérologie. Le RTf
peut étre utilis€ en oncologie en tant que thérapeutique de deux manieres (Figure 8). La
premicre comme vecteur permettant de cibler le cancer et d’internaliser un médicament dans
les cellules tumorales. La deuxieéme stratégie, similaire a celle des antifolates (methotrexate,
pemetrexed) qui bloque la synthése de I’ADN, est de bloquer le RTf ou de chelater le fer et
par conséquent bloquer 1’apport de fer, essentiel a de nombreuses fonctions cellulaires,
conduisant ainsi a la mort de la cellule tumorale (Daniels et al. 2012). Depuis les années 80,
des études ont montré in vitro que bloquer RTf par des anticorps anti-RTf permet d’inhiber

la croissance tumorale (Trowbridge and Lopez 1982).
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Figure 9 : Schéma présentant les différentes stratégies ciblant le RTf en recherche
dans les traitements anti-cancéreux. (Daniels et al. 2012)
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Ainsi plusieurs études in vitro et in vivo, concernant des traitements ciblant le RTf
par différentes stratégies ont été conduites (Calzolari et al. 2007; Daniels et al. 2012; Luck
and Mason 2013).

De nombreuses ¢études présentent une surexpression des RTf au niveau de certains
types de cancer, en comparaison aux tissus sains, notamment : cancer pancréatique, cancer
du colon, cancer pulmonaire, cancer de la vessie, cancer du sein, leucémie lymphoide
chronique, glioblastomes, lymphome non Hodgkinien, myélome. De plus, plusieurs articles
montrent que le degré de sévérité de la maladie est corrélé avec I’expression des RTT.
(Ryschich et al. 2004; Calzolari et al. 2010; Prutki et al. 2006; Kondo et al. 1990; Seymour
etal. 1987; Singh et al. 2011; Habeshaw et al. 1983; Prior, Reifenberger, and Wechsler 1990;
Das Gupta and Shah 1990; Jeong et al. 2014) La surexpression des RTf est en lien avec la
prolifération cellulaire (Luck and Mason 2013).

L’accessibilité du RTf et sa surexpression dans les cellules tumorales fait du RTf une
cible intéressante pour des anticorps dans le traitement du cancer (Daniels et al. 2006).
Plusieurs travaux ont ét€¢ menés sur des anticorps anti-RTf (Daniels et al. 2006, 2012), une
protéine de fusion avidine-antiRTf (anti-TfR 1gG3-Av) a été développée et a montré avoir
une capacité pro-apoptotique et étre capable de délivrer différente molécules dans les
cellules tumorales (Ng et al. 2002).

Plusieurs équipes ont développé et évalué in vitro, différents médicaments conjugués
a la transferrine pour cibler les cellules tumorales, notamment a la doxorubicine,
daunorubicine, cisplatine, tirapazamine, photosensibiliseur et TNF-a (Tumour necrosis
factor a). La doxorubicine est un antibiotique de la famille des anthracyclines utilisé dans le
traitement de différents cancers dont la dose est limitée par sa cardiotoxicité. La conjugaison
a la transferrine permettrait a la doxorubicine de mieux cibler les cellules tumorales,
d’améliorer son efficacité cytotoxique sur ces cellules et de diminuer sa toxicité. Des
chercheurs se sont également intéressés au développement d’immunotoxines, toxine
végétale (principalement ricine et saporine) ou toxine bactérienne (exotoxine A et toxine
diphtérique) couplée a la transferrine ou a un anticorps anti-RTf. Une phase 1 clinique a été
menée avec une immunotoxine composée de ricine couplée a un anticorps anti-RTf et 4
patients sur 8 atteint d’une tumeur cérébrale ont répondu au traitement. L’immunotoxine
dont le développement a le plus avancé, est une forme mutante de la toxine diphtérique

(CRM107) liée a la transferrine. Cette derniére a montré des résultats prometteurs mais des

36



difficultés ont été relevées, notamment au niveau de la stabilité de la transferrine et de
I’impossibilité de coupler la dose thérapeutique de toxine sur la transferrine. (Tortorella and

Karagiannis 2014)

Des nanovecteurs (composés ou le principe actif est encapsulé dans des particules
de I’ordre du nanometre : nanoliposomes, nanospheres, nanocapsules) couplés a la hTf ont
été produits afin de fournir un ciblage actif/direct. Un dendrimeére composé de
polypropylénimine a été développé avec et sans couplage a la transferrine, une étude in vivo
a mis en évidence que le dendrimere couplé a la hTf présentait une meilleure spécificité anti-
tumorale que le dendrimére non couplé (Koppu et al. 2010). De la méme maniére, plusieurs
¢tudes ont montré que les liposomes couplés a de la hTf avaient une demi-vie plus élevée,
¢taient moins sensibles a la capture par le réticulum endoplasmique et ¢étaient plus
internalisés dans les cellules tumorales (Ishida et al. 2001). L ensemble des travaux portant
sur le couplage de Tt ou dérivé aux nanoparticules est présenté dans les tableaux en annexes

(Annexes A : Tableau). (Daniels et al. 2012)

3.2. Sphére neuro-cérébrale

La présence de RTf a la surface des cellules endothéliales de la BHE laisse supposer
que la transferrine passe du coté cérébral afin d’alimenter les cellules du systéme nerveux
central en fer, si cette hypothése est vrai, le couplage de médicament a la hTf permettrait le
transit du médicament via le RTf.

En 1993, I’équipe de Frieden montre que le couplage de NGF a un anticorps anti-
RTf passe la barriére hémato-encéphalique alors que le NGF seul ne passe pas la barri¢re
(Friden et al. 1993).

Une ¢tude récente avec des nanoparticules d’or exposant a la surface de la
transferrine a été publice. Il a été montré que le taux de nanoparticules passant la BHE est
dépendant du nombre de transferrine présente a la surface soit que l’avidité de la
nanoparticule influe sur la capacité de transcytose. En effet, il semblerait que les
nanoparticules présentant un grand nombre de transferrine, présentent une forte avidité et
restent ainsi au pdle luminal des cellules endothéliales de la BHE. Alors que les
nanoparticules exposant moins de transferrine semblent se retrouver au niveau du

parenchyme cérébrale. (Wiley et al. 2013)
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Des nanoparticules couplées a la Tf par de 1’avidine ont été développées dans la
recherche de traitements dans les gliomes (Ren et al. 2010).

Afin d’améliorer le traitement du gliome, des nanomédicaments encapsulant de la
daunorubicine ont été¢ développés avec un double ciblage en intégrant a la surface des
nanoparticules de la transferrine et MAN (p-aminophenyl-o-D-manno-pyranoside, substrat
du transport de glucose GLUT 1 au niveau de la BHE), cela a permis d’augmenter de 24.5%
le passage de la BHE. (Ying et al. 2010)

Des équipes de recherche ont mis en évidence que la transferrine endogéne est un
inhibiteur compétitif de 1’internalisation des nanoparticules conjuguées a la transferrine
(Chang et al. 2009). Par la suite des anticorps anti-RTf ou anti-transferrine ont été utilisés et
plusieurs études ont notamment été réalisées avec des nanomédicaments conjugués a 0X26,
un anticorps anti-RTf de rat (Liu and He 2017; Johnsen et al. 2017).

Une étude in vivo chez la souris de nanosphére encapsulant un inhibiteur de la caspase
3, fonctionnalisé par la conjugaison d’un anticorps monoclonal anti-Tf de souris a sa surface,
est parue en 2009. Cette étude a montré par microscopie intravitale a fluorescence que la
nanospheére conjuguée était internalisée via les RTfl présents a la surface des cellules
endothéliales de la BHE. Elle permettait ainsi de passer la BHE car 1’effet inhibiteur de la

caspase 3 a ¢ét¢ démontré. (Karatas et al. 2009)
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TRAVAUX PERSONNELS

Objectifs

Comme cela a été décrit précédemment dans 1’introduction, les VHH présentent, du
fait de leur petite taille, certains avantages pour une utilisation en thérapeutique par rapport
aux anticorps monoclonaux et la transferrine est une cible intéressante pour les traitements

en oncologie et dans la sphére neuro-cérébrale.

Dans le cadre de ma theése d’exercice, nous avons décidé, avec la start-up Theranyx,
spécialisée en biotechnologie et en récepteurs couplés aux protéines G, de développer des
VHH anti-transferrine par immunisation de transferrine humaine chez un lama. Puis de les

sélectionner par phage display, et ensuite de les caractériser in vitro et in vivo, chez la souris.

Le développement de ces VHH a été effectué¢ en vue d’une utilisation thérapeutique
en les utilisant, en tant que vecteur de nanoparticule, médicament ou encore d’une toxine,
en oncologie mais également dans la sphére neuro-cérébrale. De plus, ces VHH pourraient
étre utilisés pour augmenter la demi-vie d’autre VHH fonctionnel en créant des VHH

bivalents.

Materiels et méethodes

1. Immunisation des lamas et construction de la banque de VHH

Un lama a été immunisé a 5 reprises avec une dose de 0.2 mg d’holo-transferrine
humaine plasmatique (Athens Research and Technology) aprés reconstitution volume a

volume avec I’adjuvant Gerbu, par injection intramusculaire.
Un prélevement sanguin a été effectué 7 jours apres la dernicére immunisation. A partir

de cet échantillon, les cellules mononuclées sanguines périphériques ont été isolées par

gradient de Ficoll et I’ARN total a été extrait. Ce dernier a été utilisé pour la synthése de
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I’ADNc par RT-PCR. L’ADNc total a été, par la suite, amplifi¢ par PCR1 permettant
d’obtenir les génes codants pour VH + CH1 + CH2 (bande a 900 paires de bases, pb), et les
genes codants pour les VHH + CH2 (bande a 600 pb) (Figure III.1.). La bande a 600 pb a
¢été purifiée a partir d’un gel d’agarose 1.5%, puis utilisée comme matrice pour la PCR2.
Cette amplification nous a permis d’obtenir une bande a 450 pb correspondant au gene
codant pour les VHH comportant les sites de restriction, Ncol et Notl. Cet ADN a été par la
suite digéré avec les deux enzymes de restriction, puis inséré par ligation (T4 DNA ligase)
dans le phagemide pHENI1 préalablement digéré. Le phagemide pHEN est un vecteur
permettant d’exprimer les VHH sur la capside des phages : technique phage display. En

effet, les VHH sont exprimés en fusion avec la protéine p3 du phage (Annexes : Figure B).

Le produit de la ligation a été, par la suite, transformé par é€lectroporation dans des
bactéries TGl (supE thi-1A(lac-proAB) A (mcrB-hsdSM)5(rKmK) [F'traD36 proAB
laclqgZAM15]) puis la transformation a été étalée sur une boite de milieu LBAgar+Amp+Glu
et incubée 0.n. a 37°C. Les bactéries ayant poussé sur la boite ont été, par la suite, récupérées,

utilisées pour la production de la banque en phages et conservées a -80°C.

La production de phages a été réalisée en cultivant les bactéries de la banque (100 fois
la diversité) dans du 2YT+Amp+Glu a une DOgo initiale de 0.1. Lorsque la culture a atteint
une DOgoo = 0.6, les bactéries ont été infectées avec le phage helper et incubées 30 min a
37°C sans agitation puis 30 min a 37°C avec agitation. Les bactéries ainsi infectées ont été
récupérées par centrifugation 15 min a 6 000xg puis remises en culture o.n. a 30°C dans du
milieu 2YT+Amp+Kana. Le lendemain, le surnageant de la culture a été récupéré par
centrifugation 10 min a 10 000 x g et les particules de phages ont été précipitées par ajout
de PEG-NaCl puis reprises dans une solution de PBS-glycérol puis quantifiées par mesure

de DO a 269 nm.
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2. Sélection par « phage display » et phages ELISA
Une sélection par phage display est réalisée en 4 étapes :

- Immobilisation de la cible
- Mise en contact de la cible avec des phages exprimant sur leur capside les VHH
- Elimination des phages non spécifiques par lavage

- Elution acide des phages exprimant des VHH qui reconnaissent la cible

En effet, la transferrine a ét¢ immobilisée dans un puits d’une plaque Maxisorp
(Nunc), a 20 pg/mL o.n. a 4°C. Le puits a été, par la suite, lavé 3 fois avec 200 pL de PBS
puis bloqué avec 200 pL. d’une solution de PBS-BSA 3%. Aprés 3 lavages avec PBS, la
cible a été incubée avec 100 pL de la banque de phages pendant 2 h a 4°C sous agitation.
Les phages non spécifiques ont été ¢liminés avec de nombreux lavages (25 lavages avec 200
uL PBS-tween 0.1%). Les phages fixés a la transferrine ont été élués avec 100 pL d’une
solution de glycine a pH 2. Le pH de cette solution a été par la suite neutralisé par ajout de
100 nL de Tris pHS8. Des bactéries TG1 en phase exponentielle (DOsoo = 0,6) ont été, par la
suite, infectées avec cette solution de phages. Aprés 30 min sans agitation a 37°C, étape
d’infection des bactéries TG1, des dilutions de celle-ci ont été étalées sur des boites LB-
Agar+Amp+Glu afin de déterminer le nombre de clones indépendants issus de ce 1 tour de
sélection. La culture a été, par la suite, incubée 30 min a 37°C avec agitation. Les bactéries
ainsi infectées ont été récupérées par centrifugation 15 min a 6 000 x g puis remises en
culture o.n. a 30°C dans du milieu 2YT+Amp+Kana. Le lendemain, le surnageant de la
culture a été récupéré par centrifugation 10 min a 10 000 x g et les particules de phages ont
été précipitées par ajout de PEG-NaCl. Les phages précipités ont été utilisés pour réaliser

un deuxiéme tour de sélection.

A partir de ces deux tours de sélection, 24 ou 48 clones bactériens indépendants par
tour ont été cultivés et infectés par phage helper afin de réaliser des phages ELISA. La
transferrine humaine a 20 ug/mL a été immobilisée sur une plaque de 96 puits Maxisorb
(Nunc) o.n. a 4°C. La plaque a été, par la suite, lavée 3 fois puis bloquée avec une solution
de PBS-BSA 3%, le surnageant des cultures contenant les phages a été incubé sur la plaque
pendant 1 h a 4°C sous agitation. Apres 3 lavages, la plaque a été incubée avec un anticorps
spécifique des phages couplé a la HorseRadish Peroxydase (anti-M13-HRP). Aprés 5

lavages, la présence de phages exprimant a leur surface des VHH fixés a la transferrine a été
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révélée par ajout du substrat de la peroxydase, BM Blue POD Substrate. La réaction a été,
par la suite, arrétée par ajout de HCI et le signal a été mesuré a 450 nm. Deux plaques
contrdles ont été réalisées en parallele, dans les mémes conditions mis a part la premicre
¢tape d’immobilisation, la solution de transferrine a été remplacée par une solution de PBS-

BSA 1%.

Dans ce projet, deux phages display ont été réalisés : le 1% appelé sélection A,

comprend 2 tours de sélection sur la transferrine humaine et le 2°™ appelé sélection B,
comprend 3 tours de sélection, les deux premiers sur transferrine de souris et le troisiéme sur

transferrine humaine.

3. Test ELISA protéine-protéine

Les extraits périplasmiques ont été produits a partir des bactéries TG1. Dans une
plaque de 24 puits profonds, 4 uL. de TG1 ont été cultivés dans 4 mL de milieu de culture
2YT+Amp+Glu 2%) o.n. a 37°C avec agitation. Le lendemain, 40 puL de ces précultures ont
été cultivés dans 4 mL de milieu de culture (2YT+Amp+Glu 2%) dans une nouvelle plaque
de 24 puits profonds a 37°C avec agitation jusqu'a atteindre la phase exponentielle
(DO600nm=0,6). Les cultures ont été, par la suite, incubées a RT 30 min sans agitation puis 1
mM d’IPTG a été ajouté aux cultures afin d’induire 1’expression des VHH o.n. a 20°C avec
agitation. Le lendemain, les cultures ont été centrifugées 15 min a 2 000 rpm a 4°C puis le
surnageant a €té ¢liminé et les culots ont été¢ congelés a -20°C pendant au moins 1h afin de
fragiliser la membrane externe des bactéries et ainsi libérer les VHH qui se trouvaient dans
le périplasme. Aprés congélation, les culots ont été repris dans 300 uL. de PBS et incubés
sous agitation 45 min pour casser la membrane, puis centrifugés 15 min a 2 000 rpm. Les
surnageants contenant les VHH produits ont été récupérés et 5 uLL ont été déposés sur gel de

polyacrylamide afin de vérifier les niveaux d’expression des VHH (env. 15kDa).

Dans le cadre du test ELISA avec extraits périplasmiques, le protocole est similaire
au phage ELISA avec quelques modifications. Aprés immobilisation de la transferrine et
blocage des sites libres par la BSA, les puits ont été incubés avec 100 pl d’extrait
périplasmique contenant un VHH fusionné a la protéine p3 et un myc-tag pendant 2 h a RT
puis lavés au PBS-Tween 0,1%. Les puits ont été, par la suite, incubés pendant 45 min avec

I’anticorps anti-c Myc-HRP a RT. Apres lavage, le substrat de la peroxydase a été ajouté,
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BM Blue POD Substrate et la réaction a ¢té arrétée par ajout de HCI puis le signal a été

quantifié.

4. Sous-clonage des VHH anti-transferrine

4.1.Sous clonage dans le plasmide, pET23 NN sfGFP

\ U 5
GxHiis T7 terminato, L

(3777) NotI—__

VHH pET 23-sfGFP
4708 bp

(3425) NcoI

Figure 10 : Plasmide contenant la séquence de VHH (bleu) et la superfolder Green
Fluorescent Protein (vert)

Le plasmide et le VHH ont été digérés par les enzymes de restriction Ncol et Notl.
Le plasmide digéré a été purifié a partir d’un gel d’agarose 1% et la ligation plasmide — insert
a été réalisée o.n. a 16°C. Le plasmide recombinant (Figure 9) a été, par la suite, transformé
dans des bactéries TAM E2 et étalé sur une boite LBAgar+Amp. Les colonies qui ont poussé,
ont été mises en culture o.n. et le lendemain, des minipreparations de clones ayant intégré le
plasmide recombinant ont été effectuées pour €tre envoyées au séquencage. Les clones dont

le clonage a été confirmé, ont été, par la suite produits et purifiés.
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4.2 .Sous clonage dans le plic28 Cystéine C-terminal SUMO

Le plic28 permet de réaliser un clonage sans utiliser de T4 DNA ligase (LIC : Ligase
Independant Cloning). Ce plasmide comprend le geéne SacB qui code pour 1’enzyme
levansucrase. La levansucrase convertit le sucrose en levan, composé toxique pour la
bactérie.

Le plasmide LIC est dans un premier temps digéré par les enzymes de restriction, ce qui
conduit & I’élimination du sacB, puis incubé avec la T4 ADN polymérase et de la
desoxyguanosine triphosphate (dGTP). En manquant de desoxycytosine triphosphate
(dCTP), la T4 ADN polymérase va éliminer des acides nucléiques par son activité

exonucléasique (3°=25’), ce qui aboutit a de longues extrémités 5’ sortantes.

En parall¢le, I’insert est amplifi¢ avec les oligonucléotides complémentaires aux bouts
tronqués puis par ’activité exonucléasique de la T4 ADN polymérase et en absence de
dGTP, les extrémités 3’ sont ¢liminées. L’insert et le plasmide s’hybride naturellement pas

simple complémentarité. (Figure 10)

La transformation a été, par la suite, réalisée et étalée sur une boite LBAgar+Kana+Sucrose.

Digestion Action exonucleaS|que de
) la T4 ADN polymérase
- o +dGTP

hybridation

/

Vecteur LIC

N

insert » —pe
+ PCR + Purification Action exonucléasique de
" la T4 ADN polymérase
+dCTP
oligo 4

Figure 11 : Schéma explicatif d’un clonage indépendant de la ligase
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5. Production et purification des VHH anti-transferrine

Les plasmides recombinants ont ét¢ transformés dans des bactéries B121 cultivées
dans du milieu riche 2YT + antibiotique de sélection (Kana ou Amp) +Chloram+ Glucose.
A DO=0,6 I’expression des VHH a été induite par ajout d’1lmM IPTG o.n. a 20°C. La
purification des VHH a été effectuée par affinité sur colonne nickel nitrilotriacétique (Ni-

NTA) grace aux tags histidines présents sur les VHH, suivi d’une étape de gel filtration.

6. Marquage des VHH avec des fluorophores

Deux types de fluorophores ont été¢ utilisés, de 1’Alexa fluor® 647 ester
succinimidylique (NHS ester) et de I’Alexa fluor® 647 maleimide. Le dérivé NHS ester
permet de marquer les groupements amines primaires, par conséquent le fluorophore se fixe
aux lysines du VHH. Le dérivé maleimide permet de marquer les groupements thiols des
cystéines accessibles du VHH. Plusieurs conditions de marquage ont été testées pour
améliorer celui-ci, plus précisément le ratio (molaire) fluorophore/VHH a varié de 3 a 20, le
choix du tampon (carbonate ou HEPES) et la température de la réaction de couplage (4°C et
RT). Pour exemple de protocole, une solution de 190 uL a 20 uM de VHH a été incubée
avec une solution de 10 puL a 2,7 mM de fluorophore dans un tampon de marquage carbonate
a pH 8,3 (NaHCO3 0,2 M et NaCl 0,3 M) pendant 1h a 4°C. Le complexe protéine-
fluorophore a ¢été purifié sur une colonne de dessalage (NAP-5 GE-Healthcare)
préalablement ¢équilibrée dans du tampon de marquage, afin d’¢éliminer 1’exces de
fluorophore non couplé. L’¢luat a été, par la suite, dosé au nanodrop, la lecture de la densité
optique a 280nm permet de déterminer la quantité de VHH et la lecture de la densité optique
a 647nm (maximum d’excitation de I’Alexa fluor® 647) permet de déterminer la quantité
de fluorophore en appliquant la loi de Beer Lambert. Le ratio de marquage a été calculé par

la formule : nombre de moles de fluorophore/nombre de moles de VHH.
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7. Culture cellulaire

7.1. Conditions de culture et lignées cellulaires

La culture cellulaire et tous les traitements effectués sur les cellules ont été réalisés
dans un laboratoire de niveau P2. Les cellules ont été cultivées dans le milieu de culture
adéquat a 37°C sous atmospheére humide a 5% de COz. Pour ce projet de recherche, 3 lignées
cellulaires adhérentes ont été utilisées. Les cellules PANC 1 sont des cellules humaines
dérivées de cancers pancréatiques. Les cellules HepG2 sont des cellules humaines issues
d’hépatoblastome humain et les cellules BI6F10 sont des cellules dérivées de mélanomes
murins. Ces trois lignées cellulaires adhérentes ont €t¢ entretenues et maintenues dans un
milieu DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium : nutrient mixture F-12)
contenant 10% de sérum de veau feetal (SVF) et 5 ng/mL de normocin. De plus, 2 lignées
cellulaires qui poussent en suspension ont ét¢ utilisées Les cellules K562 sont des cellules
issues de lymphoblastes dans le cas d’une leucémie myéloide chronique humaine. Les
cellules HMC1 sont des mastocytes humains. Ces deux lignées cellulaires en suspension ont
été entretenues et maintenues dans un milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute

medium) contenant 10% de sérum de veau feetal (SVF) et 5 pg/mL de normocin.

7.2.Lignée stable PANC1 — mCherry

Afin d’obtenir une quantité importante d’ADN du gene mCherry, 1 uL. de plasmide
contenant le géne codant pour la protéine mCherry, pmCherry-N1 (Clontech®) a été
transformé dans des bactéries TAM E2. Cette solution bactérienne a été, par la suite étalée
sur une boite LBAgar+Kana et mise en culture o.n. a 37°C sous agitation. Le lendemain, une
colonie a été repiquée dans 4 mL de milieu 2YT+Kana, cette préculture a été incubée 9h a
37°C. Au terme des 9h, la culture pour la maxipréparation, soit 200 mL de 2YT+Kana et les
4 mL de la préculture, a ét¢ remise en culture o.n. a 37°C sous agitation. La maxipréparation
a été réalisée avec le Plasmid Maxi Purification Kit (Qiagen) et en suivant les instructions
du kit. Brievement, les cellules ont été lysées, le matériel génétique, I’ADN, a été purifié sur
colonne échangeuse d’anions et le produit €lué a ¢té précipité a I’isopropanol et enfin
récupéré dans de I’eau de qualité biologique (DNA/RNA free). L’ADN a été dosé par
spectrophotométrie a 260nm. Le ratio DO a 260nm/DO a 280 nm renseigne sur la qualité de

la préparation.
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Pour la transfection, 5 x 10° cellules PANC 1/puits ont été ensemencées dans 4 puits
de 9,61 cm?, la veille de la transfection. Le jour de la transfection, les cellules étaient a 80%
de confluence. Dans un premier tube A, 11,25 pL de lipofectamine 3000 R ont été dilués
dans 375 pL de milieu Opti-MEM (Minimum Essential Media, Gibco®) dont la teneur en
sérum est réduite. Le tube A comprend donc des liposomes cationiques. Dans un deuxiéme
tube B, 7,5 uL d’ADN (mCherry) a 1 pg/uL ont été dilués dans 364 uL. de milieu Opti-MEM
et 15 pL de réactif P3000R ont été ajoutés. Apres 5 min a température ambiante, les deux
tubes A et B ont ét¢ mélangés, ’ADN chargé négativement pénétre dans les liposomes
cationiques. Apres 15min d’incubation a température ambiante, 250 uL. du mélange ont été
ajoutés dans 3 puits. La plaque a été, par la suite, incubée a 37°C sous atmosphére humide a
5% de CO». Deux jours plus tard, les cellules ont été observées au microscope a fluorescence
et le taux de transfection a été estimé. Les cellules des 4 puits de 9,61 cm? ont été récupérées
et diluées dans 4 boites de 55 cm? contenant du DMEM F12+10%SVF. Dans les trois boites
contenant les cellules transfectées, 1’antibiotique G418, antibiotique de sélection du
plasmide mCherry pour cellules de mammiféres (plasmide qui présente le géne de résistance
a la néomycine), a été ajouté a 3 concentrations différentes 0,5 mg/mL, 1 mg/mL et 1,5
mg/mL. Par la suite, le milieu a été renouvelé tous les 2 jours avec les mémes concentrations
de G418. Au bout de 2-3 semaines des plages de cellules PANC 1-mCherry résistantes au
G418 et fluorescentes étaient présentes sur les boites. Ces plages de cellules ont été
récupérées et ensemencées en dilution en série dans des plaques de culture cellulaire de 96
puits. Dix jours apres, les puits comportant qu’une plage de cellules ont été repiqués dans
une boite de 24 puits. La fluorescence de chaque puits a été analysée par cytométrie en flux
et les cellules présentant la plus forte intensité de fluorescence ont ét¢ amplifiées et

congelées.

8. Détermination de la constante d’affinité a I’équilibre par thermophorése a
micro-échelle

La thermophorése a micro-échelle (MST) est une méthode biophysique, développée
récemment, qui permet de mesurer quantitativement 1’interaction entre protéines libres en
solution. Le principe de la MST repose sur un gradient de température qui provoque un
mouvement des molécules en solution, ceci est appelé 1’effet Ludwig Soret, thermophorése
ou thermodiffusion. Ce phénomeéne est li¢ a la charge, la taille et la solvatation des

molécules. L’interaction entre deux molécules conduit a des modifications de ces propriétés,
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ainsi cette interaction peut étre quantifiée par mesure des changements thermophorétiques

(Duhr and Braun 2006).

Cette technique nécessite de marquer avec un fluorophore une des protéines impliquées
dans D’interaction (ou qu’elle soit auto-fluorescente), car la thermophorese est suivie par
fluorescence. En effet, cette technique utilise 16 échantillons, ou la protéine non marquée
est diluée en série du premier échantillon jusqu’au seiziéme, tandis que la quantité de
protéine marquée est constante dans chaque échantillon. Le suivi de la fluorescence permet
donc de voir si ce signal est modifi¢ proportionnellement a la quantité¢ de protéine non
marquée et donc de définir s’il y a interaction entre les deux molécules et si oui, la quantifier.
Le gradient de température est créé par ’application d’un laser infrarouge (IR), qui permet
également I’excitation du fluorophore couplé a I'une des protéines, a cet endroit les
biomolécules s’¢loignent de la source de chaleur, la concentration en protéine diminue et par
conséquent, I’intensité de fluorescence diminue. Cette technique est applicable a des
¢chantillons en solution dans des tampons classiques ou a des échantillons biologiques
comme le sang ou les lysats cellulaires. Les avantages de la thermophoréese a micro-échelle
sont la faible consommation d’échantillon et la possibilité d’étudier une gamme étendue de
constantes thermodynamiques de dissociation entre le sub-nanomolaire et le millimolaire.

(Figure 11)

Dans ce projet, la thermophorese a été utilisée pour mesurer les interactions entre la
transferrine humaine ou celle de souris et les différents VHH ¢étudiés. Les deux types de
transferrine ont ét¢ marqués avec de 1’Alexa fluor® 647 NHS ester selon le protocole
précédemment décrit. Les études d’interaction avec les VHH liés a la green fluorescent
protein (GFP) et les VHH non marqués, ont été réalisées avec ces transferrines marquées.
Les ¢études d’interactions avec les VHH marqués par les différents marquages décrits
précédemment (Alexa fluor® 647 dérivé maleimide et dérivé NHS ester) ont été réalisées

avec les transferrines non marquées.
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Figure 12: Principe de la thermophorese a micro-échelle. (A) Représentation
schématique d’un systéme de thermophorese. La fluorescence dans le capillaire est excitée
et mesurée a travers le méme €lément optique. Un laser infrarouge est utilisé¢ pour chauffer
localement le volume d'échantillon observé par fluorescence. La thermophorése est
directement observée comme un changement de fluorescence. (B) Une courbe de
thermophoréese typique pour un capillaire. Initialement, les molécules sont réparties de fagon
homogene et une "fluorescence initiale" constante est mesurée. Dés que le laser IR est
allumé, une variation de la température (T-jump) rapide est observée, suivi du mouvement
thermophorétique des molécules. La diminution de la fluorescence est mesurée pendant 30
s. Lorsque le laser est éteint, un T-Jump inverse est observé, suivi d’un retour a 1’état initial
(Backdiffusion), qui est purement di a la diffusion de masse. (Jerabek-Willemsen et al.
2011).

Pour les mesures d’affinité, dans un volume total de 20 ul, 20 nM de protéine
marquée ont été, préalablement, centrifugés a 13 000 x g/min pendant 5 min a 4°C afin
d’¢éliminer les agrégats. Puis, elles ont été incubés avec une concentration décroissante de
protéine non marquée de 10 uM a 0,3 nM (dilution en cascade au 1/2). Aprés incubation a
I’abri de la lumiere, environ 10 pl de chaque échantillon ont été chargés dans un capillaire
standard par capillarité. La mesure a été effectuée par I’appareil Monolith device NT.115
MST. Les mesures ont été réalisées avec les réglages suivants, puissance de LED : 90%,
puissance de la thermophorese : 20%, 40% ou 80% selon les VHH, temps de puissance de

la thermophorese : 30 secondes et temps d'arrét de la thermophorese : 5 secondes.
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Les mesures des constantes de dissociation a 1’équilibre (Kd) ont été obtenues en utilisant

I’équation quadratique dérivée de la loi d’action de masse :

[A)+[B]+Kd—+/ ([A]+[B]+Kd)2—4[AB]
2[B]

Fhorm=

A correspond au composé titré, B au composé dont la concentration reste constante et dont

la fluorescence est mesurée.

9. Cytométrie en flux

9.1.Principe général

La cytométrie en flux est une technique qui combine trois systémes : un systéme
fluidique, un systéme optique et un systéme électronique. Le systeéme fluidique permet de
séparer les cellules en suspension et de les aligner une a une devant le systéme optique. Le
systéme optique comprend un laser (source d’excitation) ainsi que des miroirs et des filtres
qui permettent de récupérer les signaux optiques, ensuite convertis en signaux électriques
par les photomultiplicateurs. Cette technique permet de différencier les cellules selon trois
parametres : la taille (diametre, FSC-forward scatter) par la diffusion de la lumiére dans
I’axe, la granularité (SSC-side scatter) par la réfraction de la lumicre a angle droit et enfin
le ou les marquages par I’intensité de fluorescence. (Figure 12)

Dans notre projet, la taille et la granularité permettent de sélectionner les cellules

individuelles vivantes et le paramétre d’intérét est la fluorescence émise.
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Figure 13 : Principe de la cytométrie en flux
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9.2.Détermination de ’expression du récepteur de la transferrine sur les différentes

lienées cellulaires

Les cellules des 5 lignées (PANCI, HepG2, K562, HMCI1 et B16F10) ont été
incubées a la concentration de 2 x 10° cellules/mL dans un milieu RPMI sans sérum pendant
30 min a 37°C afin d’éliminer la transferrine résiduelle. 4 x 10° cellules/puits de chaque
solution cellulaire ont été ensemencées dans 4 puits d’une plaque de 96 puits. La transferrine
humaine Alexa fluor® 488 (Life Technologies) a été ajoutée dans 2 puits de chaque type
cellulaire a la concentration de 312.5 nM/puits (soit 1uL d’une solution de transferrine a 5
mg/mL, PM = 80 kDa) et incubée a 37°C pendant 20 min. Puis les cellules ont ét¢ lavées a
3 reprises (apres centrifugation a 400xg pendant 4 min) avec un tampon froid composé
de Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS), 20 mM de glucose et 1% de BSA. Si
besoin, les cellules ont été fixées avec de la PFA 4%. Les cellules ont, ensuite, été analysées
par cytométrie en flux avec I’appareil Cytoflex® (Beckman), en utilisant le laser a 488nm

et le filtre de bande passante 525/40.

9.3.Analyse de Uinteraction VHH — transferrine sur cellules par cytométrie en flux

Les cellules ont été préparées comme précédemment (cf. 9.2). En parallele, la
transferrine humaine (Life Technologies) a été incubée avec un VHH li¢ a la protéine GFP
ou marqué avec de I’Alexa fluor® 647 (Life Technologies) pendant 20min a température
ambiante a ’abri de la lumicre. Puis le mélange (VHH-TY) a été incubé sur les cellules
pendant 20 min a 37°C. La méme quantit¢ de VHH a été incubée sur cellules sans
transferrine pour servir de témoin. Puis les cellules ont été lavées et fixées si besoin comme
précédemment (cf. 9.2). Les cellules ont, ensuite, été analysées par cytométrie en flux avec
I’appareil Cytoflex® (Beckman), en utilisant le laser a 488nm et le filtre de bande passante
525/40 pour les VHH liés a la GFP et le laser a 638nm et le filtre de bande passante 660/20
pour les VHH marqués par le fluorophore Alexa fluor® 647.

10. Microscopie confocale

La veille de 1’observation au microscope confocale, 4x10° cellules PANC1 sont

ensemencées dans une chambre de culture cellulaire Lab-Tek™ (Nunc) a 8 compartiments.
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Le lendemain un mélange transferrine-VHH a été incubé 20min a RT. Le milieu des cellules
a été remplacé par du DPBS, pour diminuer I’auto-fluorescence du milieu. Les cellules ont,
ensuite, été¢ incubées avec le mélange VHH-TT. L’observation a été réalisée a 37°C, avec le

grossissement, les lasers et les filtres adaptés.

11. Etude in vivo du VHH D10-sfGFP et du VHH C3-sfGFP

Les protocoles de recherche des études in vivo ont été préalablement approuvées par
le comité d’éthique en expérimentation animale rattaché a Aix Marseille Université, CE 14,
sous 1’enregistrement #2017030609535653 et cette étude est en accord avec les
recommandations du comité de coordination britannique de recherche contre le cancer
(UKCCR) pour le bien-étre des animaux en oncologie expérimentale. Les études ont été
réalisés sur des souris femelles immunodéprimées de 6 semaines de type swiss nude (Charles
River Laboratoires, France). Afin de les familiariser les souris a leur nouvel environnement,
a leur réception les souris ont été placées pendant quatorze jours dans des cages filtrées,
stérilisées au sein d’une armoire d’animalerie thermostatique a 32°C sous pression positive
et avec un cycle jour-nuit. Tout au long des études, les souris ont été surveillés
quotidiennement. Les souris ont été alimentés avec un aliment complet autoclavable (D04,
Scientific Animal Food and Engineering). Concernant 1’étude du VHH C3, I’eau de boisson
a ¢té supplémentée en paracétamol (80 mg/kg) a partir du moment ou les souris ont été

xénogreffées afin de prévenir leurs douleurs.

Deux études différentes ont été réalisées in vivo : étude de la demi-vie du VHH D10 et

étude de la biodistribution du VHH C3.

12. Etude de la demi-vie du VHH D10

Cette étude comprend deux lots (lot A et lot B) de 5 souris.

12.1. Administration

Apres acclimatation, les souris du lot A, groupe contrdle, ont recu 0.42 mg (250 uL

a 1.67 mg/mL soit 21 mg/kg) de GFP, trois souris par voie intra-veineuse (IV, intra caudale)
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et deux par voie intra-péritonéale (IP). Les souris du lot B ont regu 0.627 mg (110 uL a 5.7
mg/mLsoit 14 mg/kg) de VHH D10 marqué GFP.

12.2.  Suivi in vivo du VHH D10 et de la GFP par imagerie a fluorescence

Une cinétique a quatorze temps (0.65h a 336h) a été réalisée sur les 10 souris afin
d’évaluer semi-quantitativement la demi-vie du VHH D10 marqué GFP en IV et en IP. Pour
suivre la fluorescence, a chaque temps, quatorze images ont été acquises a des longueurs
d’onde différentes (520 nm a 780 nm) et une séparation spectrale a été effectuée afin de
discriminer les signaux et d’¢liminer I’auto-fluorescence des tissus et de 1’alimentation des
longueurs d’onde d’intérét. L’acquisition et I’analyse des données ont été effectuées avec un

imageur IVIS® spectrum et de son logiciel Living Image 4.2 (Perkin Elmer). (Figure 13)

La demi-vie semi-quantitative du VHH D10 marqué GFP a ¢été ensuite déterminée

graphiquement pour chaque type d’administration.
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Figure 14 : Les 14 images obtenues lors d’une acquisition apres séparation spectrale en
mode automatique avec ’'IVIS® spectrum et le logiciel Living Image 4.2 (Perkin

Elmer).
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13. Etude de la biodistribution du VHH C3

Cette étude comprend deux lots (lot C et lot D) de 10 souris.

13.1. Xénogreffe de cellules PANCI1

Les cellules PANCI1-mCherry ont été suspendues dans 40% de milieu RPMI et 60%
de matrice Matrigel® (Corning) puis maintenues dans la glace jusqu’a la greffe. Quatorze
jours apres leur arrivée au laboratoire, les souris ont été greffées en sous-cutané sur le flanc

gauche avec 50 pL de cette suspension soit 200 000 cellules/souris.

13.2. Administration

Dix jours apres la xénogreffe, une solution de 1.14 mg de VHH C3 marqué GFP (150
puL a 7.6 mg/mL) a été¢ administrée en IV aux 10 souris du lot C. Une solution de 1.14 mg
de VHH C3 marqué GFP (150 uL a 7.6 mg/mL) a été préalablement reconstitué¢e avec 3.75
mg d’hTf (150 pL a 25 mg/mL), incubée 30 min a 1 h a RT, a I’abri de la lumiére, puis

administrée (300 pL par souris) aux 10 souris du lot D en IV.

13.3.  Suivi in vivo du VHH D10 et de la GFP par imagerie a fluorescence

Radient Efficency = |Display: [Overlay__ ~ optors v][ sifo || Mgy im
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Figure 15 : Sélection des 4 ROI : tumeur, cerveau, rate/foie et corps dans sa totalité
avec le logiciel Living Image 4.2 (Perkin Elmer).
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Le suivi de la fluorescence a été réalisé sur 23 temps de 0.08 h a 336 h sur les 10
souris xénogreffées afin d’évaluer la biodistribution du VHH C3 marqué GFP en présence
ou non d’hTT. Pour suivre la fluorescence, a chaque temps, quatorze images ont été acquises
a des longueurs d’onde différentes (520 nm a 780 nm) et une séparation spectrale a été
effectuée en mode automatique afin de discriminer les signaux et d’éliminer I’auto-
fluorescence des tissus et de I’alimentation des longueurs d’onde des fluochromes d’intérét :
mCherry, pour localiser la tumeur et GFP, pour suivre la localisation du VHH. L’acquisition
et I’analyse des données ont été effectuées avec un imageur IVIS® spectrum et son logiciel
Living Image 4.2 (Perkin Elmer) (Figure 13). Les régions d’intérét (ROI) ont été
sélectionnées sur I’image du signal GFP apres la séparation spectrale. Les quatre ROI qui
ont systématiquement été mesurés sont : la fluorescence totale, le cerveau, la tumeur et la
région rate/foie (Figure 14). Finalement, les résultats ont été exprimés en % d’absorption par
rapport a la fluorescence corporelle totale. Les différences de distribution ont été testées sur
Sigma Stat 2.0. (Jandel Scientific) en utilisant I’analyse de variance a un facteur ou test t, en
fonction de la distribution des données. Une valeur p <0,05 a été considérée comme

statistiquement significative.
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Resultats

1. Immunisation, construction de la banque et sélection

Immunisation du lama

Récolte du sang
Isolation des PBMC

\4
Extraction ARN
Conversion ADNc
Amplification par PCR

900pb
Ll 600pb

A.

Purification
Amplification par PCR,
amorces VHHP1, VHHP2

B.

VHH
Ligation dans le
phagemide
450pb

l

Transformation
Production des phages

i

Tour 2 : Tourl: < Phage display
9,4x10° clones 2x10%clones

T

Phage ELISA

Tour 1 » 4 clones

—> Séquencage

Tour 2 » 41 clones

y
N ;
4 ) : 1

Figure 16 : Schéma des résultats de I'immunisation, construction de la banque,
production, sélection sur transferrine humaine et phage ELISA
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Les ARNm des VHH sont présents dans les lymphocytes de camélidé immunisé avec
la holo-transferrine humaine. Afin de récupérer les séquences d’ADN des VHH du répertoire
immunitaire du lama, son sang a été prélevé et les cellules mononuclées sanguines (PBMC)
ont été isolées. L’ARN total des PBMC a été extrait puis converti en ADNc par RT-PCR.
Une premiére PCR a été réalisée afin de séparer les VHH des VH. A partir du gel d’agarose
1,5% (Figure 15, A), la bande a 600 pb, contenant I’ADN des VHH et des fragments de
CH2, a été purifiée. La bande d’ADN purifiée a été¢ amplifiée avec des amorces contenant
les sites de restriction Ncol et Notl et s’hybridant avec les framework des VHH. L’ADNc¢
des VHH autour des 450pb (Figure 15, B) a été purifi¢ et digéré par les enzymes de
restriction adéquates puis ligué dans le phagemide pHEN 1 préalablement digéré. Des
bactéries TG1 ont, ensuite, été transformées par électro-poration avec le produit de la ligation

et les phages exprimant des VHH fusionnés a la protéine p3 de leur capside ont été produits.

1.1.Sélection A. 2 tours sur transferrine humaine (hTf)

Le premier tour de la sélection A a été réalisé sur de la transferrine humaine et 2x10°
clones indépendants ont été obtenus. Le deuxiéme tour de la sélection A a été également
réalisé sur de la transferrine humaine et 9,4x10° clones indépendants ont été obtenus. A
I’issue de ces deux tours, 48 clones de chaque tour ont été repiqués et les phages ont été
produits afin d’effectuer un phage ELISA (Figure 15, C et Tableau 2) sur de la transferrine
humaine. Ce phage ELISA a révél¢ la présence de 4 clones du tour 1 et 41 clones du tour 2
positifs, soit 45 phages-VHH qui interagissent a la transferrine humaine. Ces 45 clones ont,

ensuite, été¢ envoyés au séquencage.

Abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A -0,1 -0,1 -0,4 239 -0,1 20 -0,1 =01/ -0,1 -0,1 -0,1 -0,1
Tour1 B 0,1 =01 =0),2 =0;1" =01 =011 0,1 -0,1 -0,2 -0,1 Q31 =011
c =01 -0,1 3 =0} 0,1 -0;1 -0,1 -0,1 -0,1 =0,1 -0;1 -0,1
D Sojal =0/ -0,1 -0,1 -0,1 -0,1 -0,1 -0,4 -0,1 =0,1 =01 2,5
E Zojal 252 34 -0,1 =0,1 2,8 3 =01 27 3 2,7 2,8
Tour 2 F -0,2 3 3 3,2 3/ 3 2,8 2,9 3L -0,1 2;5 2,6
G 2,3 2,6 8,2 34 332 14 33 3 219 34 245) 18
H 2,5 3,2 3 -0,1 2,6 2l S 2,7, 2,6 0,7 -0,9 0

Tableau 2 : Phage ELISA a partir des phages de la sélection A (2 tours sur transferrine
hTY).

Parmi les 45 clones envoyés au séquencage, 19 séquences différentes ont été

identifiées (Figure 16). Les séquences différent notamment au niveau du CDR3 qui est le
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principal domaine impliqué dans I’interaction avec 1’épitope (De Genst et al. 2006). Les
quatre substitutions dans le FR 2 confirment que ce sont des séquences de VHH et rendent
les VHH plus hydrosolubles que les VH de par leur nature hydrophile : en position 37, une
phénylalanine (F) ou une tyrosine (Y) a la place d’une valine ; en position 44, un acide
glutamique (E) ou une glutamine (Q) a la place d’une glycine ; en position 45, une arginine
(R) a la place d’une leucine et en position 47, une lysine (L) ou une phénylalanine (F) a la

place d’un tryptophane (W).

FW1 CDR1 FW2 CDR2 FW3 CDR3 FW4

A4 HAEVQLYESGGG
63 MAEVOLVESGGG
E7  HADYALYESGGG
62 HAEYQLYESGGG
G611 HAEYQLYESGGG
66  HADYOLYESGGG
G4  MAEVOLVESGGG
E10 HAEVOLYESGGG
68 MAEVOLVESGGG
65 HADYOLVESGGG
E6  HAEY(LYESGGG
F5 HAEVQLYESGGG
F11 HAEVOLYESGGG
A6 HAEYQLYESGGG
F3 HAEVQLYESGGG
3 HADVQLYESGGG
D12 HAEVQLYESGGG
E3  HAEYOLYESGGG
E2 MAEVOLYESGGG

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 128
4 & & & + 4 + 4 + & & 1

Figure 17 : Séquences des 19 VHH différents issus de la sélection A. Les acides aminés
encadrés en bleu sont les 4 mutations qui différencient les VHH des VH. Les séquences ont
été cachées par mesures de confidentialités.

1.2. Sélection B, 3 tours : tours 1 et 2 sur transferrine de souris (mTf) et tour 3 sur

transferrine humaine (hT1)

Au terme du premier tour de sélection sur la transferrine de souris, la sous bibliotheque
était composée de 5,1 x10° clones indépendants et au deuxiéme tour de 5,4 x10° clones
indépendants. Les phages obtenus a partir du deuxiéme tour de sélection ont été incubés sur
la transferrine humaine afin d’obtenir des VHH qui interagissent a la transferrine humaine

et a la transferrine de souris.
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A mTf
Abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,3
Tour 1
B -0,2 0 -0,6 -0,6 0 0 -0,6 0 0 -0,9 -0,3 0
Tour 2 C 0 0,3 -0,8 0,3 -0,1 -2 -1,7 -1 1,4 -2 -1,7 -0,7
D 3.1 2,1 -0,8 -0,4 -1,3 -1,8 2 -0,2 a1kl 3,6 -0,3 3,4
E Wl 02 3,6 -1,8 3,6 3,7 3,7 9 12 9, 3,6 21
F -1,5 1,6 -1,1 2,4 (o)) 1,9 2.7, -0,2 3,6 -1,3 -1,1 -0,4
Tour3
G 3,6 -2 2 -2 2,1 -2 22 -0,8 12 3,6 3,7 -1,4
H 2 2 1,5 0,8 3 2,9 2,5 0,7 3,6 5Ly 0 0
B hTF
Abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,1 -0,3
Tour 1
B 0,2 0 0,6 0,5 0 0,1 -0,6 0 0 -1,3 0,3 0
C 0 0 -1 -0,3 -0,1 -2,3 -1,7 -1,2 3,4 -2,5 -2 -0,7
Tour 2
D 0,1 0,3 -0,5 -0,4 0,2 -2,3 3,5 0 -1,4 3,6 -0,3 3.3
E 3,8 3,3 34 -1,8 3,6 3,6 3,7 -2,3 -1,7 -2,1 3,6 -2
Tour3 F -0,8 34 -0,8 33 24 -1,2 33 0,4 3,6 -1 -1,1 -0,1
G 3,5 1,1 33 0,8 3,6 0,6 2,2 0,3 1,8 3,6 3,6 1,4
H -1,8 -0,3 1.5 -0,3 3,6 3,8 -2,4 2,5 377, -1,1 0,4 0

Tableau 3 : Phage ELISA a partir des phages de la sélection B. (3 tours, 1°" et 2¢™ sur
mTf et 3°™¢ sur hTf) (A) Transferrine de souris immobilisée. (B) Transferrine humaine

immobilisée.

Le phage ELISA a été réalisé sur la transferrine humaine et sur la transferrine de

souris, en parallele, avec 24 clones provenant du tour 1, 24 clones du tour 2 et 48 clones du

tour 3.

A partir de la sélection B, 27 clones ont été positifs en phage ELISA sur la transferrine

humaine et sur la transferrine de souris et 2 clones ont ét¢ uniquement positifs sur la

transferrine de souris (Tableau 3).

2. Test ELISA protéine-protéine

Avant de réaliser le sous clonage et les purifications des VHH, les extraits

périplasmiques des clones de VHH sélectionnés ont été évalués en ELISA.

2.1.VHH issus de la sélection A

Les extraits périplasmiques des 19 VHH ont ét¢ produits et déposés sur gel (Figure 17) afin

de vérifier I’expression des VHH, PM d’environ 15kDa.
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Figure 18 : SDS Page des extraits périplasmiques contenant VHH issus de la sélection
A. Encadré orange, les VHH autour de 15kD. Encadré jaune, fusion protéine p3-VHH. A
droite, controle négatif : TG1 non transformées.

A4 A6 C3 D12 E2 E6 E7 E9 E10 F3 F5 F11
G2 G3 G4 G5 G6 G8 G11
Abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,98 0,6 0,71 1,46 0,71 0,5 152, 1552 0,93 0,38 0,57 0,56
hTrans
B 1,91 1,47 P65 1,24 1,4 0,28 il
C 0 -0,01 0 -0,01 0,1 -0,02 0 -0,02 -0,05 -0,19 -0,01 -0,01
mTrans
D 0,01 0,01 -0,03 0,07 -0,04 -0,01 -0,01
hAlb E -0,01 -0,11 0,01 0 -0,01 -0,02 -0,01 -0,02 -0,08 -0,3 -0,01 -0,02
F 0 -0,02 -0,03 0,01 -0,05 -0,01 -0,02 0,03 0,09 0,1

Tableau 4 : ELISA avec extraits périplasmiques de la sélection A.

Sur les 19 VHH de la sélection A, 17 semblent spécifiques a la transferrine humaine
en extrait périplasmique selon le test ELISA (Tableau 4). Afin de diminuer le nombre de
VHH a sous cloner et a purifier, les séquences des 17 VHH positifs ont été analysées et
regroupées par classe en fonction de leur homologie de séquence. Pour la suite du projet, 6

VHH ont été sélectionnés : A4, C3, D12, E2, E9, F11 et G5.

2.2.VHH issus de la sélection B

Les 27 clones positifs en phage ELISA ont été produits et les extraits périplasmiques ont
¢été chargés sur gel pour vérifier la présence des VHH, PM autour de 15 kDa (Figure 18). La
transferrine humaine et la transferrine de souris ont ét¢ immobilisées et un test ELISA a été

réalisé avec les extraits périplasmatiques des clones issus de la sélection B.
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Figure 19 : SDS Page des extraits périplasmiques contenant VHH issus de la sélection
B. Encadré orange, les VHH autour de 15kD. Encadré jaune, fusion protéine p3-VHH. A
droite, controle négatif : TG1 non transformées

c9 D7 D10 D12 El E2 E3 ES E6 E7 E11 F2
F4 F7 F9 G1 G3 G5 G7 G9 G10 G11 H3 HS
Prot immobilisée He H8 H D12 D2 161
Abs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,04 0,03 0,15 0,17 0,14 0,03 0,16 0,16 0,12 0,11 0,18 -0,03
mTf B 0,03 0,07 0,12 0,16 0,05 0,02 -0,16 -0,02 0,13 0,14 -0,08 0,03
C 0,02 -0,12 0,18 0,02 0,02 0
F 0,34 0,37 0,57 0,57 0,47 0,41 0,54 0,55 0,57 0,53 0,54 0,2
hTf G 0,36 0,44 0,57 0,5 0,23 0,39 0 0,26 0,55 0,52 0,01 0,31
H 0,3 Ol 0,57 -0,01 0,01 0

Tableau 5 : ELISA avec les extraits périplasmiques de la sélection B. (3 tours, 1°* et 2¢me
sur mTf et 3*™ sur hTf)

Ce test ELISA a révélé 13 clones positifs pour les deux transferrines, mTf et hTf
(Tableau5). L’ADN de ces 13 clones a été envoyé au séquencage. A partir du séquengage,

une seule nouvelle séquence, D10, a ét¢ identifiée.

Les 6 VHH issus de sélection A et le VHH issu de le sélection B : A4, C3, D12, E2,
E9, F11, G5 et D10 ont été sous clonés dans le plasmide pET 23 NN sfGFP (NN : site des
enzymes de restriction, Nco et Notl ; sfGFP : fusionné au géne de la superfolder Green
Fluorescent Protein) puis purifiés par affinité sur colonne nickel suivie d’une étape de gel
filtration. Les VHH ont été produits, dans un premier temps, fusionnés avec la GFP afin de

pouvoir les suivre plus facilement par cytométrie en flux et par microscopie confocale.
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3. Détermination de I’expression du récepteur de la transferrine sur les différentes
lignées cellulaires

Préalablement a 1’étude des VHH, I’expression du RTf1 par les 5 lignées : PANCI,
HepG2, HMC2, K562 et B16F10, a été vérifiée par cytométrie en flux en quantifiant la
transferrine Alexa fluor® 488 (Life Technologies®). Pour se faire, les cellules ont été
incubées avec de la transferrine humaine Alexa fluor® 488 (Life Technologies®) a la
concentration de 125 nM pendant 20min a 37°C puis analysées par cytométrie en flux. Les
5 lignées capturent la transferrine humaine, y compris la lignée de mélanome murin B16F10.
Les lignées cellulaires classées par ordre croissant de capture de transferrine sont HMCI,

B16F10, HepG2, K562 et PANCI (Figure 19).
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Figure 20 : Détermination de I’expression des récepteurs de la transferrine par
les lignées cellulaires. Analyse par cytométrie en flux des cellules incubées avec de la
transferrine humaine Alexa® fluor 488 (Life Technologies) a la concentration de 125
nM. (A) Lignée cellulaire PANC 1. (B) Lignée cellulaire HMC1. (C) Lignée cellulaire
K562. (D) Lignée cellulaire HepG2. (E) Lignée cellulaire BI6F10. (F) Récapitulatif de
la capture de la transferrine humaine en fonction des lignées cellulaires.
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4. Etude in vitro des VHH liés a la superfolder Green Fluorescent Protein

4.1 Détermination des constantes de dissociation par thermophorése a micro-échelle

La transferrine humaine a ét¢ marquée avec de 1’ Alexa fluor® 647 NHS ester afin
de réaliser les études d’interaction par MST. Les constantes de dissociation (Kd) des VHH
C3, D12, E9 et D10 fusionnés a la GFP pour la transferrine humaine ont pu étre estimées
par cette méthode, respectivement, a 37£3 nM, 102+9,5 nM, 81,5+6,9 nM et 440+65,2 nM.
Selon cette technique, les VHH A4, E2, F11 et G5 ne semblent pas interagir avec la

transferrine humaine. (Figure 20)
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Figure 21 : Détermination des constantes de dissociation (Kd) par thermophorése a
micro-échelle des VHH fusionnés a la GFP pour la transferrine humaine. (A) VHH A4.
(B) VHH C3. (C) VHH D12. (D) VHH E2. (E) VHH E9. (F) VHH F11. (G) VHH G5. (H)
VHH D10.
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4.2 Etude de ’interaction transferrine-VHH GFP sur la lignée PANCI1

Pour caractériser fonctionnellement les VHH par cytométrie en flux, des cellules
PANCI ont été incubées 20min a 37°C avec un mélange composé de transferrine humaine
(hTf) ou murine (mTf) non marquée a 312,5 nM et de VHH fusion GFP a 1,05 uM. En
parall¢le, une expérimentation contréle contenant une quantité identique de VHH mais sans
transferrine a été réalisée afin de détecter les VHH aspécifiques. En effet, si un VHH interagit
avec un ou des composés cellulaires en absence de transferrine, la fluorescence émise sera
supérieure au contrdle négatif (Figure I11.7.G, PANC1-hTf NM, orange), autour de 10° UA.

Le VHH pourra étre considéré comme aspécifique. (Figure 21, Courbes rouges)
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Figure 22 : Caractérisation des VHH anti-transferrine fusion GFP en présence de
transferrine sur la lignée PANCI1 par cytométrie en flux. Analyse par cytométrie en flux
des cellules incubées avec : un VHH fusionné a la GFP a 1,05uM, en rouge et un mélange
de transferrine (non marquée, humaine : hTf ou de souris : mTf) de 312,5nM et de VHH
fusionné a la GFP de 1,05uM (soit VHH 3,3x - hTf 1x), en vert. (A) VHH A4. (B) VHH C3.
(C) VHH D12. (D) VHH E2. (E) VHH E9. (F) VHH F11. (G) VHH G5. (H) VHH D10 issu
de la sélection B, ELISA avec extrait périplasmique positif avec hTf et mTf.

64




En présence de transferrine, si le VHH n’est pas considéré comme aspécifique lors

de I’expérimentation de contrdle, il existe trois possibilités :

(1) le VHH se fixe a la transferrine et n’empéche pas 1’interaction transferrine-RTf
(2) le VHH se fixe et empéche I’interaction transferrine-RTf

(3) le VHH ne se fixe pas a la transferrine.

Si la fluorescence émise par les cellules est positive (supérieure a 10° UA), le
complexe VHH-transferrine se fixe au RTf. La fluorescence de la GFP du VHH est donc
observable, que le VHH soit a la surface de la cellule ou internalisé (1). A I’inverse, si la
fluorescence émise par les cellules est négative (autour de 10° UA), les interprétation (2) et
(3) restent possibles : le VHH se fixe et empéche I’interaction transferrine-RTf ou le VHH

ne se fixe pas a la transferrine.
Selon cette expérimentation,

- Le VHH GS5 est aspécifique

- Les VHH A4, C3, D12 et E9 semblent spécifiques a la transferrine et
interagissent a celle-ci sans empécher sa fixation au RTf

- Les VHH E2, F11 et D10 ne sont pas caractérisables avec ce test, soit ils ne se

fixent pas a la transferrine soit ils se fixent et bloquent I’interaction Tf-RTfT.

(Figure 21).

Afin de caractériser les VHH E2, F11 et D10, un test de compétition a été réalisé. Le
VHH C3, étant positif par cytométrie en flux et ayant obtenu la plus haute affinité par
thermophorése a micro-échelle (Kd = 3743 nM, cf 11.4.1), a été choisi pour réaliser un test
de compétition avec les VHH en question. Pour cette expérimentation, les VHH E2, F11 et
D10 ont été incubés a différentes concentrations de 625 nM a 10 uM avec une quantité fixe
de VHH C3 a 625 nM et de transferrine a 312,5 nM avant d’étre incubés sur cellules.
S’il n’y a pas de compétition entre le VHH a tester et le VHH C3, le VHH ne se fixe pas a
la transferrine. A D’inverse, si le VHH se fixe & la transferrine et bloque 1’interaction
transferrine-RTf, le signal de fluorescence décroit lorsque la concentration en VHH « a
tester » augmente.

Les résultats obtenus montrent que le seul VHH qui est capable de modifier la
fluorescence émise par le VHH C3, estle VHH D10, ce qui suggere qu’il bloque I’interaction

entre la transferrine et son récepteur (Figure 22.C). Par ailleurs, la fluorescence du VHH C3-
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GFP est constante quel que soit la concentration en VHH E2 et F11, par conséquent, ces

deux derniers ne semblent pas interagir avec la transferrine (Figure 22.A et B).
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Figure 23 : Etude de compétition pour caractériser les VHH anti-transferrine E2, F11
et D10 en présence de transferrine sur la lignée PANC1 par cytométrie en flux. Analyse
par cytométrie en flux des cellules incubées avec un mélange de transferrine (non marquée,
humaine : hTf) de 312,5 nM, du VHH C3 fusionné a la GFP de 625 nM et des 3 VHH ¢étudiés

E2, F11 et D10 a différentes concentrations de 625 nM a 10 uM. (A) VHH E2. (B) VHH
F11.(C) VHH D10.
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Figure 24 : Etude pour caractériser le VHH anti-transferrine D10 en présence de
transferrine de souris sur les lignées B16F10 (2 gauche) et K562 (a droite) par cytométrie
en flux. Analyse par cytométrie en flux des cellules incubées avec un mélange de transferrine
de souris marquée avec Alexa fluor® 647 NHS ester de 312,5 nM et le VHH D10.

Dans le but, de vérifier que le VHH D10 bloque également 1’interaction entre la transferrine
de souris (mTf) et le RTt, la mTf a ét¢ marquée par de I’ Alexa fluor® 647 NHS ester. Ce

test a été réalisé sur une lignée cellulaire humaine (K562) et une lignée cellulaire de souris
(B16F10).
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Sur les deux types cellulaires, la présence du VHH D10 impacte sur la fluorescence de
I’Alexa fluor® 647 de la mTf. Par conséquent, le VHH D10 bloque, également, I’interaction
mTf-RTf. (Figure 23)

A--
B--

2 min 15 min

Figure 25 : Image de microscopie confocale du VHH C3 lié a 1a GFP sur les cellules
PANCI. (A) Tf humaine marquée Alexa fluor® 488 (NHS ester). (B) Mélange Tf-VHH C3
GFP. A gauche, image 2 min aprés incubation. A droite, image 15 min aprés incubation.

Le VHH C3 fusionné a la GFP accompagné de la transferrine (non marquée) en
concentration équimolaire (170 nM) a été observé en microscopie confocale, il se fixe a la
membrane cellulaire, et est internalisé. (Figure 24.B) Un controle avec 49 nM de transferrine

humaine, marquée par de I’ Alexa fluor® 647 NHS ester, a été réalisé (Figure 24.A).

Pour la suite du projet, les VHH sélectionnés a partir de ces résultats sont les VHH C3,
E9, D10 et D12. Dans le but de les tester in vivo, chez la souris, les VHH ont été produits
avec une cystéine en C-terminal afin d’éliminer la fusion GFP et de pouvoir les marquer

avec des fluorophores maleimides.
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5. Etude in vitro des VHH Cystéine C-terminal

Les constantes d’affinité des VHH E9 et D10 non marqués pour la transferrine humaine
et la transferrine de souris ont été étudiées par thermophorese a micro-échelle. Le VHH E9
présente un Kd de 8,4 nM pour la transferrine humaine. Le VHH D10 présente un Kd de
0,418 nM pour la transferrine humaine et de 360 nM pour la transferrine de souris (Annexes,
Figure C). Par conséquent, les affinités obtenues pour les VHH en fusion avec la GFP (cf
rubrique Matériels et méthodes, 4.1.) sont de 10 a 1 000 fois inférieures a celles obtenues
pour les VHH seuls. Cette perte d’affinité est probablement dii a un encombrement stérique

engendré par la GFP.

5.1 Marquage des VHH

Les VHH D10 et E9 ont été marqués avec de 1’Alexa fluor® 647 maleimide dans un
tampon HEPES 20 mM a pH7 et NaCl 300 mM. Le ratio fluorophore/VHH en phase
d’incubation est de 3,26. Aprées passage sur la colonne de dessalage (NAP-5 GE Healthcare),
la solution de VHH D10 récupérée est de 3,5 uM, le ratio de marquage fluorophore/VHH
est de 1,4 et concernant le VHH E9, sa concentration est de 4,2 uM et le ratio de marquage

de 0,6.

5.2 Caractérisation des VHH par cytométrie en flux

Afin de vérifier que les VHH conservent leur interaction avec la transferrine, les VHH
marqués par fluorophore Alexa 647 maleimide (Alexa C 647) ont été, préalablement,

incubés avec de la transferrine, puis sur cellules, et analysés par cytométrie en flux.

Le VHH E9 C647 a été incubé a différentes concentrations : 35 nM, 87,5 nM et 175 nM
avec de la transferrine humaine non marquée a 312,5 nM et analysé avec la bande passante

660/20 nm afin d’observer le VHH.
Le VHH D10 C647 a été incubé a différentes concentrations 319 nM, 797,5 nM, 1,6 uM,

2,39 uM et 3,1 uM avec de la transferrine humaine Alexa fluor® 488 a 312,5 nM et analysé

avec la bande passante 525/40 nm afin d’observer la transferrine.
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Figure 26 : Caractérisation des VHH anti-transferrine E9 et D10 marqué par de
I’Alexa fluor® 647 maleimide en présence de transferrine sur la lignée PANC1 par
cytométrie en flux. Analyse par cytométrie en flux des cellules incubées avec un mélange
de transferrine humaine (non marquée : hTf ou marquée par Alexa fluor® 488 : hTf 488) de
312,5nM et de VHH (A) VHH E9, en jaune, orange et rouge : controle négatif, VHH sans
transferrine ; en dégradé de bleu, mélange hTf avec différentes concentrations de VHH E9

C647. (B) VHH D10, en bleu foncé : controle, hTf 488 seule.

Selon cette expérimentation, les VHH E9 et D10 conservent leur interaction a la

transferrine humaine avec le marquage C647 ainsi que leur fonction. Le VHH E9 fixe la

transferrine sans bloquer son interaction avec le récepteur a la transferrine. Le VHH D10

fixe la transferrine et bloque son interaction avec son récepteur, ce blocage est a son

maximum a partir de 797,5nM (Figure 25).

Néanmoins, le marquage ne semble pas suffisant pour observer ces VHH par

microscopie confocale. Afin d’augmenter la capacité¢ de marquage, trois génes synthétiques

des VHH C3, E9 et D10, comportant trois acides aminés mutés en cystéine et une cystéine

en C-terminal, ont ét¢é commandés. Le choix des acides aminés mutés a été réalisé en

s’appuyant sur une publication (Pleiner et al. 2015). Ces VHH ont, par la suite, ét¢ sous

clonés dans le plic28 et sont en cours de purification.

6 Etude in vivo du VHH D10 lié a la superfolder Green Fluorescent Protein

6.1 Etude de la cinétique du VHH D10 GFP aprées administration intrapéritonéale

En se basant sur les mesures des vingt-quatre premiceres heures et par détermination

graphique la demi-vie d’une dose de 0.627 mg de VHH D10 en fusion a la GFP en

administration IP est de 4,4 heures, selon cette étude (Figure 26).
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L’aire sous la courbe de 0 a 24h, reflétant 1I’exposition, par la méthode des trapezes

est de 6,48 x 10! p/sec.h’! suite a une administration IP d’une dose de 0.627 mg de VHH
D10 en fusion a la GFP.

0,0E+10
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Figure 27 : Détermination graphique de la demi-vie du VHH D10 GFP aprés
administration IP.

6.2 FEtude de la cinétique du VHH D10 GFP aprés administration intraveineuse

En se basant sur les mesures des vingt-quatre premicres heures et par détermination
graphique la demi-vie d’une dose de 0.627 mg de VHH D10 en fusion a la GFP en

administration IV semble étre de 2.3 heures (Figure 27).

L’aire sous la courbe de 0 a 24h, par la méthode des trapézes est de 2.86 x 10!

p/sec.h’! suite 4 une administration IV d’une dose de 0.627 mg de VHH D10 en fusion 4 la
GFP.
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Figure 28 : Détermination graphique de la demi-vie du VHH D10 GFP aprés

administration IV.

L’étude de la cinétique du VHH D10 a montré une différence en fonction de la voie

d’administration. En effet, I’exposition du VHH D10 est augmentée de +126% et la demi-

vie est augmentée de 91% lors d’une administration intrapéritonéale par rapport a

I’intraveineuse. Ces

différences

s’expliquent,

principalement,

par une résorption

probablement plus lente dans le péritoine, ce qui conduit également a un ralentissement de

I¢élimination par rapport a une injection intraveineuse directe.
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7 Etude in vivo de la biodistribution VHH C3 lié a la superfolder Green Fluorescent
Protein

Cette étude a éte réalisée dans son intégralité par le laboratoire SMARTc,, Aix-Marseille
Universite.

7.1 Au niveau tumoral
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Figure 29 : Absorption relative (%) au niveau tumoral du VHH C3 en présence de
hTf (en rouge) et sans hTf (en bleu). (A) au cours des six premiéres heures. (B) jusqu’a
trois cent trente-six heures aprés I’administration IV.
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Le VHH C3 ne semble pas se concentrer significativement au niveau tumoral en présence

de hTf puisqu’il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes selon 1’analyse

de variance a un facteur avec p>0.05. (Figure 28)

L’ensemble des résultats sont présentés en annexe (Annexes : E, tableau 1).

7.2 Au niveau cérébral
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Figure 30 : Absorption relative (%) au niveau cérébral du VHH C3 en présence de
hTf (en rouge) et sans hTf (en bleu). (A) au cours des six premicres heures. (B) jusqu’a
trois cent trente-six heures apres 1’administration I'V.
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Le VHH C3 ne semble pas se concentrer significativement au niveau cérébral en
présence de hTf puisqu’il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes selon

I’analyse de variance a un facteur avec p>0.05. (Figure 29)

L’ensemble des résultats sont présentés en annexe (Annexes : E, tableau 2).

7.3 Région rate/foie/estomac
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Figure 31 : Absorption relative (%) au niveau de la région rate/foie/estomac du
VHH C3 en présence de hTf (en rouge) et sans hTf (en bleu). (A) au cours des six
premicres heures. (B) jusqu’a trois cent trente-six heures aprés I’administration IV.

74




Les experts de Perkin Elmer ont été contactés afin de déterminer la zone anatomique
qui émet de la fluorescence dans les longueurs d’onde de la GFP, mais ils n’ont pu répondre

avec certitude et proposent la rate, le foie ou encore I’estomac.

Au cours des six premieres heures, le VHH C3 en présence de hTf s’accumule
significativement dans cette région selon ’analyse de variance a un facteur avec p<0.05. Par
contre, il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes sur les 336 heures
d’¢étude selon I’analyse de variance a un facteur avec p>0.05. (Figure 30)

L’ensemble des résultats sont présentés en annexe (Annexes : E, tableau 3)

L’ensemble des résultats de cette étude de biodistribution montre des différences non

significatives entre les deux groupes selon I’analyse de variance a un facteur avec p>0.05.

% VHHC3 VHC3-hTf
Tumor 1,41 £0,58 1,07 = 0,66 n.s.
Brain 6,66 +2,12 5,7 £2,99 n.s.
Spleen* 4,76 £ 2,17 4,41 £5,92 n.s.

Tableau 6 : Résumé de I’étude de biodistribution du VHH C3 en présence ou non d’hTf
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Conclusion et perspectives

Ce projet réalis¢ pour ma thése d’exercice en pharmacie a permis d’obtenir des
résultats préliminaires sur le développement de nanobodies® anti-transferrine. En effet, 3

VHH anti-transferrine (C3, E9 et D10) ont ét¢ développés et caractérisés.

Pour les VHH C3 et E9, une affinité nanomolaire pour la transferrine humaine a été
déterminée par thermophorese a micro-échelle (MST) (Figure I11.6). Par cytométrie en flux,
ces deux VHH ont montré qu’ils se fixent a la transferrine et n’empéchent pas 1’interaction
transferrine-RTf (Figure II1.7 et III.11). De plus, le VHH C3 semble étre internalisé a
I’intérieur des cellules selon les images obtenues par microscopie confocale (Figure I11.10).

Le VHH DI10 reconnait les deux transferrines humaine et souris (Figure III.6 et
Annexes, Figure V.2). Les expérimentations par cytométrie en flux ont permis d’identifier
que le VHH D10 ne présente pas le méme effet que les VHH précédents. Le VHH D10
semble empécher I’interaction transferrine-RTf (Figure IIL.7, IILS, IIL9 et IIL11),
probablement parce que le VHH a son épitope sur le site de fixation de la Tf a son récepteur
ou le VHH crée un encombrement stérique et/ou modifie le site de fixation de la Tf a son

RTf. Ceci pourrait expliquer que ce VHH n’est pas internalisé.

Les études in vivo, chez la souris, de la cinétique du VHH D10 et de la biodistribution
du VHH C3 ont été réalisées avec des VHH couplés a la sfGFP. Les résultats obtenus n’ont
pas été ceux attendus.

En effet, I’étude in vivo de la cinétique du VHH D10 (non internalisé) par suivi de la
fluorescence émise par le VHH n’a pas montré une demi-vie du VHH proche de celle de la
transferrine, 8 a 10 jours, mais a révélé une demi-vie de quelques heures seulement.

Concernant 1’étude in vivo de la biodistribution du VHH C3 (VHH anti-transferrine
internalis¢) chez des souris xénogreffées par une lignée PANCI1-mCherry, n’a montré
aucune différence significative entre les deux groupes, VHH C3 couplé a la transferrine
humaine (groupe a évaluer) et VHH C3 seul (groupe contrdle négatif).

Néanmoins, il est important de souligner que la Green Fluorescent Protein n’est pas
le fluorophore le plus adapté pour réaliser des études in vivo par suivi de fluorescence. De
ce fait, les résultats de ces études doivent étre interprétés avec précaution. En effet, a la

longueur d’onde d’émission de la GFP se superpose le spectre d’absorption de
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I’oxyhémoglobine. Par conséquent, une analyse a 450 nm (pic d’émission GFP) conduit a
une image avec une auto-fluorescence trés importante. En outre, au plus un laser est proche
des longueurs d’ondes infrarouges, au plus il pénétre dans les tissus. Le laser a 525 nm ne

pénétre pratiquement pas dans les tissus.

—J ccp

Imaging
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\ \
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640nm laser — penetrates tissue

525nm laser (GFP)— no penetration

Figure 32 : A gauche, schéma d’un systéme d’imagerie in vivo par fluorescence. A
droite, images comparant la pénétration tissulaire avec un lase de 640 nm et un laser de
525 nm, longueur d’onde d’émission de la GFP.

(“Laurent_Cronier IMageurInVIvo formation nov2013.pdf’ n.d.)
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Figure 33 : A gauche, spectres d’excitations et d’émissions de différents fluorophores
et spectre d’absorption de I’oxyhémoglobine. A droite, images comparant
I’autofluorescence observée a une longueur d’onde d €550 nm (proche de la GFP) et 4 une
longueur d’onde dans le proche infra-rouge, 840 nm.

(“Laurent_Cronier IMageurlnVIvo formation nov2013.pdf” n.d.)
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Dans le futur, de nouvelles études in vivo pourraient étre réalisées en couplant des
VHH a des fluorophores plus adéquats (longueur d’onde supérieur a 600 nm et différente de
680 nm) tel que I’Alexa fluor® 750. De plus, il serait pertinent de réaliser des études in vivo
¢tudiant 1’effet antitumoral avec le VHHC3 utilis¢ comme vecteur (d’un médicament ou
d’une toxine), chez des souris xénogreffées avec une lignée de cellules tumorales
surexprimant le récepteur a la transferrine. Ces études pourraient apporter des réponses

supplémentaires en les comparant a I’effet antitumoral du médicament ou de la toxine seule.
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B. Figure : Carte du phagemide pHEN1

HindIII

1] su36. P}

Figure : Détermination des constantes de dissociation (Kd) par thermophoreése

a micro-échelle.

[Ca~ LED 90 %. 85 %. MST Power 80 % == Fit KO

[[@ " LED 85 % MST Power. 20 % ww= Fit KA
v T T T T T 700

107 10° 10! 102 10°

872 t t + t t
! 10° 10' 102 10° 10
Concentration

Concentration

LED85% MST Power 80% emmm Fit Kd

1 10° 10 10? 10° 10!

Concentration

Détermination des constantes de dissociation (Kd) par thermophorése a micro-échelle.
(A)VHH E9 Cystéine C-terminal avec la transferrine humaine marquée par de I’Alexa

fluor® 647, Kd = 8,4nM. (B) VHH D10 Cystéine C-terminal avec la transferrine de souris
marquée par de I’ Alexa fluor® 647, Kd = 360nM. (C) VHH D10 Cystéine C-terminal avec

la transferrine humaine marquée par de 1’ Alexa fluor® 647, Kd = 0,418nM.
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D. Tableau 1: Cinétique du VHH D10 et de la GFP administrés par voie

intrapéritonéale
Time (h) IP VHH D10 SD IP GFP SD
0,65 2,67E+10 n/a
1 5,66E+10 4,15E+10 1,44E+10 n/a
1,35 2,25E+10 n/a
1,5 6,87E+10 7,12E+10
1,7 2,94E+10 n/a
2,5 7,75E+10 3,87E+10 2,18E+10 n/a
2,85 3,14E+10 n/a
5 5,76E+10 6,18E+09 7,11E+09 n/a
5,35 6,98E+09 n/a
6,5 2,57E+09 4,38E+08 2,83E+09 n/a
6,85 6,47E+09 n/a
8 2,30E+10 1,06E+09
24 1,23E+10 1,18E+09 2,38E+10 2,65E+10
30 1,46E+10 2,79E+09 8,25E+09 9,55E+09
96 1,54E+10 4,88E+09 1,65E+09 3,89E+07
120 5,34E+09 1,62E+09 8,64E+09 7,26E+08
144 1,56E+09 2,40E+07 3,06E+09 5,59E+08
168 2,40E+10 3,17E+10 1,91E+09 2,12E+07
288 9,70E+09 7,58E+08 9,70E+09 7,58E+08
336 1,89E+10 5,87E+09 2,37E+10 2,49E+10
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D. Tableau 2 : Cinétique du VHH D10 et de la GFP administrés par voie

intraveineuse
Time (h) IV VHH D10 SD IV GFP SD
1 3,58E+10 3,69E+10
1,2 7,90E+09 3249861741
1.5 4,67E+10 5,84E+10 5,34E+09 1111695252
2,5 4,51E+10 5,97E+10 8,77E+09 161967075
5 7,65E+09 1,05E+09 6,11E+09 192666378
6,5 8,63E+09 9,52E+08 5,55E+09 1585452301
7,5 6,68E+09 1,33E+09
8 8,12E+09 1,05E+09
24 5,76 E+09 7,05E+08 5,15E+09 6,47E+08
30 4,62E+09 6,13E+08 5,00E+09 3,24E+11
96 1,83E+09 3,75E+08 2,02E+09 9,33E+08
120 9,94E+08 2,25E+08 2,41E+09 327519974
144 5,59E+09 5,14E+08 2,21E+09 172143351
168 4,55E+09 8,49E+08 2,14E+09 319877060
288 7,04E+09 3,36E+08 2,27E+09 2,95E+10
336 9,10E+09 5,32E+09 6,95E+09 8,52E+08
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E. Tableau 1 : Etude de la biodistribution du VHH C3 en présence ou non de

transferrine, au niveau tumoral

Tumor uptake (%)

GROUPE C: VHH C3

GROUPE D : hT{-VHH C3

Time (h) Mean SD SEM Mean SD SEM
0,08 2,07 1,02 0,458 0,53 0,143 0,064
0,13 0,504 0,504 0,356
0,17 1,2 0,127 0,0859
0,18 0,623 0,986 0,57
0,25 2,23 4,13 1,3 0,749 0,913 0,527
0,30 0,884 0,388 0,274
0,32 0,255 0,334 0,193
0,33 3,37 0,551 0,389
0,50 0,821 0,516 0,182
0,58 0,733 0,533 0,25 0,611 0,392 0,226
0,63 0,527 0,173 0,0999
0,67 0,51 0,382 0,27
1,00 1,32 0,779 0,348 0,706 0,589 0,263
1,17 0,669 0,716 0,413 0,545 0,248 0,111
2,00 0,92 0,71 0,36 0,434 0,335 0,126
3,00 0,492 0,463 0,267 0,536 0,275 0,0972
3,25 1,06 0,325 0,188
4,00 1,9 1,7 0,539 1,05 0,656 0,208
5,00 1,69 0,74 0,234 0,875 0,656 0,208

6 1,12 0,462 0,146 1,01 0,716 0,226
24 1,46 0,589 0,186 1,49 0,747 0,236
48 1,84 0,763 0,254 1,71 0,768 0,243
72 1,95 0,881 0,278 1,75 0,619 0,196
96 2,23 0,859 0,271 1,51 0,544 0,172

168 1,3 0,68 0,215 1,81 0,973 0,308
192 0,785 0,494 0,156 1,67 0,73 0,258
216 2,46 4,46 1,41 1,21 0,314 0,0992
240 1,48 0,986 0,312 1,51 0,824 0,26
264 0 0 0 1,09 0,391 0,148
336 0 0 0 1,5 0,65 0,23
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E. Tableau 2 : Etude de la biodistribution du VHH C3 en présence ou non de
transferrine, au niveau cérébral

brain uptake (%)
GROUPE C : VHH C3 GROUPE D : hTf-VHH C3
Time (h) Mean SD SEM Mean SD SEM
0,08 5,62 2,33 1,04 4,25 1,8 0,806
0,13 2,6 1,56 1,1
0,17 2,24 0,0596 0,0422
0,18 1,92 3,05 1,76
0,25 3,99 1,97 0,624 2,95 3,07 1,77
0,30 4,34 0,645 0,456
0,32 16,3 22 12,7
0,33 10,7 1,32 0,932
0,50 4,66 1,97 0,698
0,58 4,33 0,407 0,288 2,66 2,81 1,62
0,63 4,43 0,654 0,378
0,67 4,04 3,18 2,25
1,00 7,87 6,96 3,11 4,22 3,54 1,58
1,17 5,32 3,71 21,4 4,24 1,75 0,783
2,00 4,6 4,69 17,7 4,65 2,16 0,817
3,00 7,01 2,24 1,29 4,13 1,66 0,586
3,25 3,37 0,676 0,391
4,00 6,85 3,27 1,04 5,73 2,66 0,841
5,00 8,44 7,27 2,3 7,12 3,6 1,14
6,00 8,75 3,79 1,2 6,41 3,15 0,996
24,00 8,78 2,71 0,856 9,48 1,65 0,52
48,00 9,79 2,16 0,683 2,74 33,4 10,6
72,00 7,941 2,69 0,852 7,9 0,982 0,31
96,00 8,75 1,39 0,439 6,92 1,16 0,367
168,00 8,76 2,12 0,67 6,37 1,45 0,459
192,00 7,46 1,49 0,473 7,42 2,54 0,803
216,00 7,73 0,758 0,268 6,06 1,26 0,399
240,00 7,44 2,39 0,755 5,26 2,05 0,649
264,00 5,24 1,52 0,482
336,00 6,65 8,24 2,61
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E. Tableau 3 : Etude de la biodistribution du VHH C3 en présence ou non de

transferrine, au niveau de la rate/foie

Spleen uptake (%)
GROUPE C : VHH C3 GROUPE D : hTf-VHH C3
Time (h) Mean SD SEM Mean SD SEM
0,08 4,49 3,77 1,69 0,8 0,328 0,147
0,13 2,74 3,16 2,23
0,17 1,82 1,82 1
0,18 1,45 2,03 1,17
0,25 4,07 2,76 0,872 0,967 0,842 0,486
0,30 9,74 0,121 8,58
0,32 1,83 0,865 0,499
0,33 31,2 35 24,8
0,50 2,54 1,32 0,466
0,58 1,62 1,12 0,649
0,63 0,98 0,313 0,181
0,67 1,08 1,24 0,875
1,00 2,45 1,22 0,546 1,08 1,11 0,495
1,17 2,37 2,52 1,2 1,08 0,643 0,287
2,00 2,43 1,2 0,6 2,16 1,28 0,482
3,00 8,8 4,96 2,86 1,84 1,08 0,381
3,25 2,54 0,121 0,0697
4,00 4,61 3,33 1,05 1,92 1,63 0,514
5,00 3,9 2,89 0,915 2,58 1,49 0,472
6,00 7,96 3,94 1,25 2,02 1,52 0,48
24,00 7,66 4,73 1,5 9,78 6,09 1,93
48,00 7,28 3,51 1,11 6,62 3,5 1,11
72,00 5,09 2,23 0,705 4,31 2,16 0,684
96,00 7,32 1,55 0,491 7,28 9,02 2,85
168,00 4,79 4,63 2,34 0,738
192,00 6,92 4,67 1,81 0,571
216,00 4,32 3,93 1,17 0,371
240,00 3,89 3,9 0,95 0,3
264,00 4,78 1,65 0,625
336,00 4,19 1,2 0,38
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Serment de Galien

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers
de I'Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

- D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele
a leur enseignement.

- D'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation
en vigueur, mais aussi les regles de 1'honneur, de la probité
et du désintéressement.

- De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine, de respecter le
secret professionnel.

- En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confreres, si j'y
manque.
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