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L'équipe
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Les collaborateurs Les secteurs d'activité

Christiane

Porcher
Assistante de
gestion

: R&D R&D
Christophe Bernard humaine animale

Lucie Bouilland Franck Yannic

Sophie Danard Vérité | Danger
Pascale Jego Ingénieur de

Vanessa Gringoire Chef de service Recherche
Techniciens de Laboratoire

Production
AcM

Sterenn
Fraboulet

Pascale Riou
Assistantes de
Recherche
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Les Activités du Laboratoire
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> R&D

Inter-EFS

Avec des unités de recherche: CNRS,
Collaborations Universités, INSERM

Avec des industriels
Avec le CNRGS

wwwy.etablissement-francais-du-sang.f
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> Production AcM

KEL2 P3A1180L67 P1 P3NIL100
Merck-

Millipore

Cession de

réactifs et
MP IH

Bio-Rad RH8 P3P276R3

KEL2 P3A1180L67
FY2 SpA264LBgl

Diagast

wwwy.etablissement-francais-du-sang.f /EI_:S\



@. Etablissement Francais du Sang

> Production AcM

Immunotech
Cession Biocytex

de MP
\ hors IH Abliance  Anti-CD14 RMO52

J

Brevet

IGDR Brevet VHL en cours de dépot

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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> Activité PLER: Produits Laboratoire, enseignement et recherche

Enseigne-
ment

Universités
Recherche INSERM

Industriels...

Fabrication du panel de dépistage
Fourniture en CGR et sang total pour le CNRGS,
I'INTS,

'UPR et OCD |

Diagnostic

wwwy.etablissement-francais-du-sang.f /EI_:S\
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Locaux & équipements
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Les salles propres
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Le laboratoire .

Bureau du Directeur de Laboratoire

R&D i 22
' M

Secrétariat ]

Al
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Local technique

Rangement LNPRM

ESCALIER

laboratoire général
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Réactifs et Anticorps Monoclonaux
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| Réactifs de groupage sanguin
R.!IPOLYCLONAUX R. MONOCLONAUX

Ig6 (plasmas) IgG, IgA ou IgM
= mélange d'anticorps = un seul anticorps
= affinité faible = haute affinité
= spécificité large = spécificité étroite
(plusieurs épitopes reconnus) (un seul épitope)
= qualité variable = qualité constante
= risque infectieux = risque infectieux réduit
= production limitée = production illimitée

www.etablissement-francais-du-sang.fr /Elzs\
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D'ou proviennent les anticorps pour les réactifs ?

Les anticorps sont produits par les lymphocytes B (LyB). Les LyB
sont des cellules qui ne peuvent pas €tre maintenus en culture plus
de quelques jours.

Les LyB humains ciblés sont rares.
Les LyB murins sont nombreux car les animaux sont stimulés.

Kholer et Milstein en 1975 publient la stratégie pour immortaliser
le LyB murin en le fusionnant avec un myélome de souris: avénement
des Ac monoclonaux (Prix Nobel en 1984).

www.etablissement-francais-du-sang.fr m
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Anticorps monoclonaux humains
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B Pourquoi chez I'homme ?

> répertoire immunologique insuffisant chez | ‘animal
> structures moléculaires non reconnues comme des
antigenes

> pas de stimulation antigénique possible (Bioéthique)

B Comment ?

> prélevement du sang périphérique de sujets immunisés

» adaptation de la stratégie de Kholer et Milstein

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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B Stratégie en 2 étapes essentielles

» Immortalisation /n vitro des lymphocytes B humains afin
d'obtenir une amplification des LyB d'intérét en générant des
lignées lymphoblastoides sécrétrices d 'Ac

> Fusion entre lignées lymphoblastoides sécrétrices et myélome
murin ; hétérohybride homme/souris (AcM humains)

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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O é’rape n°1

g Sélecfioln d'un donneur avec allo-immunisation

» Isolement des cellules mononucléées du sang circulant (CLP)
» Tncubation des CMN avec des particules virales Epstein-Barr

CD21 + DR13
@ -

» Mise en culture des cellules en plaques 96 puits en présence de
cyclosporine A (suppression des LyT mémoires):

> obtention de lignées lymphoblastoides

> identification des lignées sécrétrices.

3
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Colonies de cellules lymphoblastoides obtenues 14
jours apres l'infection par le virus d'Epstein-Barr

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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O éfape|n°2

> Lignées lymphoblastoides et myélome murin P3Ag8.653 (HGPRT-)

» Fusion chimique avec PEG 1500 selon le rapport : 1 cell. B/ 145 cell.
de myélome

> Mise en culture des cellules en plaque 96 puits
> Double sélection chimique: aminoptérine/ouabdine:

» obtention des hybrides homme-souris
» sélection des hétérohybrides sécréteurs.

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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Obtention des hétéro-hybrides

20 minutes post-fusion

www.etablissement-francais-du-sang.fr @
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Milieu sélectif

Voie de novo (aminoptérine/ouabaine)

HGPRT-

Voie de secours v

Myélome murin Lignées Ebv

Hybride
viable
www.etablissement-francais-du-sang.fr /Elzs\
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Clonage des hétéro-hybrides

B Distribution de 100 cellules ou moins dans une plaque 96 puits :

> isoler le clone sécréteur et d 'intérét parmi les autres
hybrides du puits de fusion
» évaluer le % de sécrétion (min > 80%)

‘_l-:'l'“
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Devenir des clones

Puits de fusion positif (plaque d ‘origine) : isoler le clone
_sécréteur

"« Isolement du clone d'intérét parmi les autres clones
_* Vérification spécificité

J

clonage
n+1

"« Pourcentage de sécrétion >80% pour étude de stabilité
du clone (80 jours)

J

* Cryopréservation cellulaires a tous les niveaux et
création des banques (SB, MB et WB)

Production

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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Fusion des

cellules d’'intérét
avec d’'un

AcM d'origine humaine

Production
myélome CelLine,
Cellstack
Roller
Bioréacteur
Clonage
Transformation Sélection des Stabilisation —
lymphoblastoide P d |
: cellules sécrétrices es clones
par le virus immortalisées —
d’Epstein-Barr =
Séparation des
cellules

mononucléées

Recrutement de
donneurs

immunisés

www.etablissement-francais-du-sang.fr
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En systéme roller

Milieu base : RPMI 1640
peptones + Sérum de Veau Foetal
lot > 150 litres

4-5 semaines de production

v Vv Vv VWV

www.etablissement-francais-du-sang.fr /_\



@. Etablissement Francais du Sang

En Bioréacteur

Poche & usage unique

Gestion 4 gaz

Monitoring de la culture (pH, O,)
Cycle de production de 25 L

v Vv v V9

Bioréacteur BIOSTAT® CultiBag
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Systéme de production CellLine

Nutrient Cell
compartment compartment

Metabolites
Nutrients *
Oxygen >

Cell products

Cell mass

Cultivation
chamber port

‘ i Nutrient
membrane
Nutrient supply i
chamber T
Cultivation I

chamber
Oxygen supply
chamber =~ |
w | E e
Transparent mount Gas
0, supply with gas ducts membrane
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Extraction et purification
des anticorps produits

B Concentration (ultrafiltration et
diafiltration):

> Elimination des cellules a grande
échelle par centrifugation
continue

> Ultrafiltration a flux tangentiel
permet I'obtention d'un concentré
de 1a 5 g d'anticorps par litre

> La diafiltration permet de
concentrer I'anticorps dans un
milieu défini

www.etablissement-francais-du-sang.fr /Elzs\
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Développement d'un Réactif
d'Origine Humaine
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Lot pilote

Formula-
tion

Etude

Expertise
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Développement d’'un réactif:
référentiel EN13485

*Clone stabilisé
*Contrdle du surnageant produ it

*Ajout de macromolécules
*Et/ou concentration par ultrafiltration

Etudes de performances et de spécificité

eLaboratoire indépendant: CNRGS

www.etablissement-francais-du-sang.fr

Stabilités

Evaluation

Validation

Dossier
technique

eAccélérée: 2 mois a 37C
*En temps réel

Evaluation clinique sur un minimum de 500
donneurs, 50 receveurs et 10 néonataux

2 lots de matieres premiéres
*3 lots de réactifs finis
*Conditions de transport

eCompilation des données
*Rédaction du dossier technique
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Dynamisme de la R&D

www.etablissement-francais-du-sang.fr

)-
I-ID
11
w

'E



. . . 14

> FY1 (32)
> FY2
> KEL1
> RH1

45 prélevements traités

www.etablissement-francais-du-sang.fr

1220 plaques traitées
=400 000 tests

25 fusions

70 tests positifs

v

“ 7 clones anti-KEL1 IgM “
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| Les anticorps d'origine humaine depuis 2010

> Les AcM du phénotypage étendu : > Les anticorps de collection :
v Anti KEL1 IgM v Anti-VEL IgG
v' Anti-KEL3 IgM
v Anti-MNS1 IgM
v' Anti-MNS2 IgM
v Anti-MNS3  IgM
v' Anti-FY1 Ig6G
v Anti-FY2 IgM et IgG
v Anti-LU1 Ig6

3
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| Les spécificités recherchées

>Les anticorps du phénotypage étendu:
v Anti-FY1 (IgM)
v' Anti-KEL4

v Anti-MNS3 et anti-JK2 plus
performants

»>Les anticorps « exotiques »:
v' Anti-Diego (DI1)
v" Anti-KEL6 (Jsa)

3
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R&D animale

» VHL (IGDR):

La mutation de cette protéine serait responsable de certains cancers et en particulier de
cancers du rein. Le développement d'AcM permettra de mieux caractériser la forme
mutée de la protéine dans un but de diagnostic. Un premier anticorps reconnaissant la
forme longue de la protéine a été publié.

> TRPV2 (INSERM):

Cette protéine, sous sa forme multimeére, constitue un canal ionique. Sa surexpression a
été identifiée dans différentes formes de cancers. Il n'existe pas d'outils spécifiques
pour étudier les fonctions de ce canal.

> CD95 Ligand (INSERM):

La surexpression de cette protéine est un marqueur pronostic dans le cancer du sein. Le
développement d'un kit diagnostic est essentiel pour le suivi et le traitement des malades.

www.etablissement-francais-du-sang.fr @
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‘ Glossaire

o Anticorps monoclonaux:

anticorps issus d'un lymphocyte B unique. Les anticorps monoclonaux sont produits par
des hybridomes. La culture des hybridomes en laboratoire permet d'obtenir de grandes
quantités d'anticorps monoclonaux.

o Hybridome:

produit de la fusion de cellules différentes : LyB et myélome murin non sécréteur
d'immunoglobuline. Si les LyB sont d'origine humaine, il s'agit d'hétérohybride.
o Virus d'Epstein-Barr:

ce virus infecte spécifiquement le LyB humain et de primates. Il induit la prolifération
des LyB. Il est utilisé lors de la phase de transformation des LyB humains.

a Mxélome:
lignée cellulaire établie issu d'un lymphocyte tumoral et immortel. La fusion entre le
LyB et le myélome permet d'obtenir une lignée immortelle. Au LNPRM, le myélome
utilisé est d'origine murine. L'équivalent humain n'est pas disponible.

www.etablissement-francais-du-sang.fr m
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Merci pour votre attention
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