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Les anticorps monoclonaux, une source de réeactifs
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La PlateForme de Biotechnologies Innovantes,
Laboratoire de Conception et Développement de 'UPR

Une Unité de Production de Réactifs au sein de 'EFS

1/cellu|e nationale Siege définit la stratégie, identifie les pist;
d’efficience pour garantir le dynamisme de I’activité, gére la

planification, les affaires réglementaires et la relation Client.

6 sites de production assurent la production dans le respect
des exigences réglementaires et normatives liées a la
spécificité des produits fabriqués, du budget alloué, des colts

Qproduction et des délais. /

EFS AUVERGNE - RHONE-ALYES

Lille - sérologie

Reims - Immuno-hématologie

Brest - virologie
Rennes — Anticorps Monoclonaux, Produits NGS

Martinique 973 Guyane 975 M33 )
971 Guadeloupe Nantes — Immuno-hématologie
Marseille — immuno-hématologie
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La PlateForme de Biotechnologies Innovantes

La PFBI - En quelques mots

développement d’AcM depuis plus de 35
ans, principalement pour les réactifs IH

Ses points forts:

» Savoir-faire unique pour la génération d’AcM murins et
humains

> Certifié ISO 13485: pour la production et la conception

» Outils de production

» Partenariats industriels

> Plateforme intégrée a ’'UMS BIOSIT (Univ Rennes)
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La PlateForme de Biotechnologies Innovantes

Direction Bretagne
BREPIL/DIR/FI01S

¥ ¥
Département Biologie, Thérapies et Diagnostic Département Collecte et Préparation

Jean-Baptiste THIBERT Julien ROBINET
UPR PLER

v '

Responsable régional d’activité

Une équipe polyvalente

Responsable national d'activité

UPR site de Rennes (PFBI) - PLER P — UPR
Franck VERITE Laurent GUILLON
LUFR/GRH/DEFI001
Assistant Scientifique Ingénieur de Recherche
de Biologie Moléculaire Yannic Illff\NGER
Mehdi ALIZADEH (Adjoint)
| ! Administratif

Assistante de Gestion

- Conception de clones et de réactifs innovants .
Lucie BOUILLAND

Conception et contréles de
- Production anticorps monoclonaux

produits innovants liés a la

- Fabrication et contréles des produits cédés aux
industriels
- Cession des PLER

transplantation

Technicienne L

Florence BENNASAR

Technicien(nes)

Christophe BERNARD (Référent Métrologie)
Sophie DANARD (Chargée Qualité au Laboratoire)
Pascale JEGO
Chloé RENAUD
Typhanie ROLLAND

— Lien hiérarchigue

————— » Lien fonctionnel

’ ”
% €
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Les anticorps

Pour faire quoi ?
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Outils de recherche
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Outils thérapeutique
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Obtention d’un anticorps monoclonal humain

Un procédé qui prend du temps...

0 lan

Sélection des clones,
Clonage

Stabilisati « Production

« Caractéris

Fusion avec cellules

cancéreuses = =
hybridome ation
+ Formulatio
Sélection des cellules n
sécrétrices
. . “»»»\\qt/A
Immortalisation des LyB par
le virus d'Epstein-Barr —
()

@ Séparation des cellules : \
mononucléées Cessions
(Matiére premiére, réactifs) .
Valorisa
‘ tion
Recrutement de ~ Publication ’
donneurs immunisés (Articles scientifiques, Posters)
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LCL / Hybridomes

Quelques images

Lymphoblastoid Cell Lines Hybridomes

Lymphocytes B immortalisées par ’EBv
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Un exemple de réalisation emblematique

Anticorps monoclonal humain anti-VEL

Antigéne décrit en 1953, mais identification de la protéine responsable en 2013

Antigéne publique (1/4000)

Une délétion de 17 nucléotides dans I’exon 3 définit le phénotype VEL:-1.

Responsable d’allo-immunisation avec des allo-anticorps hémolysant : intérét +++ du dépistage.

Obtention d’un anticorps monoclonal a partir d’un patient immunisé (SpG213Dc)
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un exemple emblématique (2)

Valorisation de I'anticorps anti-VEL

« Publication scientifique : AcM unique au monde

« Mise au point de réactifs utilisables dans différentes techniques d’agglutination (tube, gel-

filtration, automate PK)

« D'octobre 2015 a fin avril 2017, 981 650 dons ont été testés en provenance d’Ile de France,
Nord de France, Normandie, permettant de dépister 339 donneurs VEL:-1, confirmés par le
CNRGS au niveau phénotypique (deux sources de réactifs) et moléculaire (génotype VEL*-

01/VEL*-01).

- ~ ¢

[uu IAW;IA VEL® VEL

VoxSanguinis ST rmmmsn

Vax Songuinis (2015

ORIGINAL PAPER O e e e oo 11

Characterization of a new human monoclonal antibody
directed against the Vel antigen
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Réactifs UPR pour automate PK
Tous gagnants !

Renforcer la sécurité transfusionnelle en comblant I'indisponibilité de réactifs sur le marché.

Enrichir des panels avec une meilleure couverture des antigenes érythrocytaires.

Maitrise des colts avec des réactifs internes

Evaluation de réactifs anti-RH8 et
anti-KEL3 pour automate PK7300

'
! Christophe Bernard!, Lucie Boulland, Poscale Jego!, Venessa Gringoire!, Sophie Danard',
‘Sterenn Fraboulet!, Gilbert Semand?, Franck Vérité! ‘et Yannic Danger*

/—\ Evaluation d'un réactif monoclonal
[EFS:

anti-Vel pour automate Olympus b*DE”,{

Pascale Riou', Yennic Danger!
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Nouvelles méthodes de génération d’anticorps

monoclonaux
Toujours se renouveler

1) Anticorps recombinants

Diversification du patrimoine par clonage des régions variables des
AcM a disposition dans des cellules hotes permettant une modification
d’'isotype (IgG - IgM) et une forte capacité de sécrétion

2) Edition du génome

Intégrer dans le génome de cellules productrices des séquences
spécifiques pour des Ac d’intérét (diagnostic ou thérapeutique)
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Les anticorps recombinants

Quelques rappels

Chaine légeére (L) Chaine Lourde (H)
. _ : c
TN LV J C ; L v D J 1
(@) comineona = (- —(——@= | =<ll-= - =R -
~— 30-38 1-5 I 40 23 6
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Created in BicRender.com bio
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Les anticorps recombinants

Une multitude de possibilité
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Exemple : Anticorps anti-FY1 IgM

Contexte

efs.sante.fr

Echecs immunisation souris
Difficulté d’obtention prélévement (immunisation récente)

Plusieurs AcM humain anti-FY1 IgG disponibles

Stratégie

Etablissement francais du sang e Anticorps Monoclonaux - TACT e 09/06/2023
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Résultats

» Génération de 2 lignées exprimant un anticorps
recombinant IgM anti-FY1

» Etude de stabilité conforme sur 80 jours de
culture

» Capacité de production validée

» Optimisation de la lignée en cours pour
améliorer le taux de sécrétion

efs.sante.fr

Controle Igh anti-FY2

Controle IgG anti-FY2

Controle IgG anti-FY2
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Edition de génome pour la modification d’hybridome

CRISPR Cas9
3500
' . 3000
Nouvelle méthode en pleine expansion S 2500
S
_ o _ S 2000
Prix Nobel de chimie 2020 (JA Doudna et E Charpentier) 2 1500
S
e R ) . 5 1000
Utilisation du systéme de défense des bactéries Z oo
> D VD >0 0 A DO D N D
QNN N NNNNNNDAL Q&
TSP E S S S P S S

Modification de I'isotype de I’anticorps : Substitution de la séquence Cgamma par une séquence
Cmu dans des hybridomes établis

Modification de la physiologie de la cellule (ex : voie métabolique)

Modification du type d’anticorps sécrétés (ex : anticorps thérapeutiques dans des cellules B)

Etablissement francais du sang e Anticorps Monoclonaux - TACT e 09/06/2023
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Edition du génome

Comment ca marche ?

gy m .‘ ; m,,_,..,v_,

Cassure double brins

Réparation par homologies
Insertion d'un géne d'intéret

T
XX
1 0 11

ADN Donneur

SIARAIAD 11008 111 HALRRRA
ADN répare

Etablissement francais du sang

A) Choix de la séquence cible

=¥
1

B) Intégration de la cassette au locus

——a
o

1 B B
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Edition de gene: Retro-switch des hybridomes

Des résultats prometteurs

Validation du procédé de remplacement de la chaine lourde avec 3 hybridomes différents

Etude et caractérisation des lignées obtenus en cours => impact sur la sécrétion et croissance cellulaire

Hématies #2
FY1.2
KEL-1.2
MNS3 .4
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Anti-FY1 Anti-KEL1 Anti-MNS3
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Edition du génome : application thérapeutique
Projet BAR-B

Ex vivo cultured

IgH constant region
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£L>-| IgH VDI ={ Linker =

q

Specificlg expressiy

o
Gene edited @ Q B
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Ueda, N., Cahen, M., Danger, Y., Moreaux, J., Sirac, C., & Cogné, M. (2021). Immunotherapy
perspectives in the new era of B-cell editing. Blood Advances, 5(6).
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