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DESCRIPTION

TITRE : NOUVEAUX ANTICORPS MONOCLONAUX THERAPEUTIQUES HUMAINS ET LEURS
UTILISATIONS

DOMAINE DE L’INVENTION
L’invention concerne de nouveaux anticorps monoclonaux thérapeutiques humains et leurs

utilisations.

CONTEXTE DE L’INVENTION

Dans la granulomatose avec polyangéite (GPA ou maladie dite de « de Wegener »), la
protéinase 3 du neutrophile (PR3) est la cible d’auto-anticorps (ANCA) qui conduit a une
activation délétére des polynucléaires neutrophiles (PMN), responsable d’une vascularite
sévere, touchant essentiellement les reins, les poumons et le cerveau. Les traitements actuels
de la GPA reposent sur des immunosuppresseurs, des corticoides, et plus récemment des
anticorps anti-CD20. Il n’y a pas de ciblage précis des PMN mais une action globale sur
I’inflammation et sur les cellules de I'immunité. Les anti-CD20 ciblent plus spécifiquement
les lymphocytes B circulants exprimant le marqueur de différenciation CD20. Cela permet
d’obtenir une délétion des lymphocytes B producteurs d’auto-anticorps dirigés contre la PR3
des PMN (ANCA). Cependant, cette délétion n’est ni immédiate, ni sans effet secondaire sur
I’'immunité. En effet, les anti-CD20 délétent les lymphocytes B circulants mais n’ont pas
d’effet direct sur les plasmocytes qui produisent les anticorps. Il faut donc attendre plusieurs
semaines pour voir une diminution des ANCA. Par ailleurs, les anti-CD20 ne ciblent pas
spécifiquement les lymphocytes B producteurs d’ANCA, mais I’ensemble des lymphocytes B.
La délétion des lymphocytes B est ainsi globale et peut induire une diminution de I’ensemble
des immunoglobulines, laquelle peut conduire a un déficit immunitaire humoral avec des
risques d’infections graves. Ce risque se majore avec l’utilisation des autres traitements
immunosuppresseurs qui sont prescrits le plus souvent pour plusieurs mois.

Les traitements thérapeutiques actuels ne sont donc pas efficaces voire déléteres pour le
patient et de nombreux besoins médicaux demeurent a ce jour sans solution. Parmi ces
derniers résident notamment le besoin d’obtenir un traitement plus rapidement efficace, et
celui de réduire la durée et I’intensité des traitements immunosuppresseurs responsables

d’effets secondaires graves.
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BREF APERCU DE L’INVENTION

Dans ce contexte d’une recherche d’outils thérapeutiques adaptés et efficaces, et ainsi pallier
aux manques actuels, un premier but de I'invention est de proposer un anticorps ciblant la
protéinase 3 du neutrophile (PR3). Un second but de I'invention est de proposer des
fragments de cet anticorps. Un troisiéme but de ’invention est de proposer les outils (acide
nucléique, vecteur, efc.) permettant de produire ledit anticorps et/ou lesdits fragments. Enfin,
un autre but de l'invention est de proposer des compositions pharmaceutiques et leurs

utilisations.

DESCRIPTION DETAILLEE
La présente invention se rapporte a ’objet tel qu’il est défini et décrit ci-apres. Par ailleurs et
sauf indication contraire ou si le contexte s’y oppose, tous les termes ont leur sens ordinaire

dans le(s) domaine(s) concerné(s).

Selon un premier aspect de I'invention, celle-ci a pour objet un anticorps monoclonal dirigé
contre la protéinase 3 du neutrophile représentée par la séquence SEQ ID NO : 1, ledit
anticorps monoclonal :
»  ¢tant spécifiquement dirigé contre un épitope conformationnel de ladite protéinase 3
du neutrophile ; et
* ¢tant capable d’inhiber d’au moins 30% la production de dérivés réactifs de I’oxygéne
par des neutrophiles,
ladite production de dérivés réactifs de I’oxygene étant induite par la présence d’auto-

anticorps dirigés contre ladite protéinase 3 du neutrophile.

Dans I’invention, le terme « anficorps» se référe a une immunoglobuline, protéine
multimérique constituée de 4 chaines participant a la réponse immunitaire acquise.

Les immunoglobulines sont bien connues de ’'Homme de métier et sont constituées d’un
assemblage de deux dimeres constitués chacun d’une chaine lourde et d’une chaine l1égere. Le
complexe multimérique assemblé par la liaison d’une chaine 1égere et d’une chaine lourde par
un pont disulfure entre deux cystéines, les deux chaines lourdes étant elle-méme également
reliées entre elles par deux ponts disulfures.

Chacune des chaines lourdes et des chaines légéres est constituée d’une région constante et
d’une région variable. L’assemblage des chaines qui composent un anticorps permet de

définir une structure tridimensionnelle caractéristique en Y, ou
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* Jabase du Y correspond a la région constante Fc qui est reconnue par le complément
et les récepteurs Fc, et
* Pextrémité des bras du Y correspondent a ’assemblage respectif des régions variables
de la chaine légére et variable de la chaine lourde.

Plus précisément, chaque chaine légere est constituée d’une région variable (Vr) et d’une
région constante (Cp). Chaque chaine lourde est constituée d’une région variable (Vy) et
d’une région constante constituée de trois domaines constants Cgl, Cg2 et Cyg3. Les domaines
Cn2 et Cy3 composent le domaine Fc.
La région variable de la chaine légeére est constituée de trois régions déterminant la
reconnaissance de I’antigene (CDR) entourées de quatre domaines charpentes. La région
variable de la chaine lourde est également constituée de trois régions déterminant la
reconnaissance de ’antigene (CDR) entourées de quatre domaines charpentes. Le repliement
tridimensionnel de ces régions variables est tel que les 6 CDR sont exposés du méme coté de
la protéine et permettent la formation d’une structure spécifique reconnaissant un antigeéne
déterminé.
Les anticorps décrits dans ’invention sont isolés et purifiés, peuvent étre recombinants,
peuvent appartenir a n’importe quel isotype/classe (e.g. IgG, IgE, IgM, IgD, IgA et IgY) ou a
une sous-classe (e.g. IgGl, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgAl et IgA2) et sont différents des anticorps
naturels. Ces anticorps sont matures, c’est-a-dire qu’ils possédent une structure
tridimensionnelle ad hoc leur permettant de reconnaitre I’antigéne, et possédent toutes les
modifications post-traductionnelles essentielles a leur reconnaissance antigénique, notamment
la glycosylation et la formation de ponts disulfures intra et inter moléculaires.
I1 s’agit plus particulierement d’« anticorps monoclonaux », c’est-a-dire qu’ils ne
reconnaissent qu’un seul déterminant antigénique de la protéinase 3 du neutrophile (PR3),
contrairement aux anticorps polyclonaux qui correspondent a un mélange d’anticorps, et donc
peuvent reconnaitre plusieurs déterminants antigéniques d’une méme protéine. En particulier,
il convient de noter que les anticorps monoclonaux de I’invention ciblent spécifiquement un
« épitope conformationnel » de la PR3, lequel est formé/constitué par des acides aminés qui
ne sont pas contigus dans la séquence SEQ ID NO : 1. Cependant, certains desdits acides
aminés peuvent étre immédiatement a cb6té les uns des autres et ainsi un épitope
conformationnel selon la présente invention ne peut contenir qu’un seul acide aminé qui n’est

pas contigu aux autres dans la séquence SEQ ID NO : 1.
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Dans I'invention, I’expression « production de dérivés réactifs de I’oxygéne » (en anglais
reactive oxygen species, ROS) se réfere en particulier aux mécanismes cellulaires permettant
aux neutrophiles de produire des especes chimiques oxygénées telles que des radicaux libres,
des ions oxygénés et des peroxydes, rendus chimiquement tres réactifs par la présence
d’électrons de valence non appariés. Il peut s’agir par exemple de I’anion superoxyde O, , de
I’oxygéne singulet O,", du peroxyde d’hydrogéne H,O,, ou encore de 1’ozone Os, lesquelles
peuvent, par exemple, étre en évidence par le marquage DHR123-FITC (détection peroxyde
d’hydrogene H,0,) du par cytométrie en flux (cf. Exemples, point 14). En particulier, il
convient de noter que les anticorps monoclonaux de I’invention sont capables « d’inhiber
d’au moins 30% » cette production de dérivés réactifs de I’oxygeéne par des neutrophiles,
lesquels s’activent en présence d’auto-anticorps (ANCA) dirigés contre ladite protéinase 3 du
neutrophile. Par ailleurs et au sens de I’invention, I’expression « d’au moins 30% » doit
s’entendre comme pouvant étre d’au moins 35%, d’au moins 40%, d’au moins 45%, d’au
moins 50%, d’au moins 55%, d’au moins 60%, d’au moins 65%, d’au moins 70% ou d’au
moins 75%. Cela peut également signifier que la capacité d’inhibition de ladite production de
dérivés réactifs de I’oxygeéne par les anticorps de I'invention peut étre comprise de 30% a

80% ou de 36% a 71%.

Du fait que I’anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) de I’invention (tel que
défini ci-dessus) posséde avantageusement cette caractéristique inattendue d’inhibition
particuliere, I’'invention répond aux problématiques soulevées. En effet, 1’action d’un
anticorps ¢tant immédiate sur des cellules circulantes ou endothéliales, dans la GPA, ou la
cible des PMN est la cellule endothéliale, I’anticorps monoclonal de I’invention :
* provoque une inhibition compétitive immédiate et spécifique de I’interaction
PR3/ANCA, et
» permet de bloquer/inhiber/neutraliser rapidement et efficacement 1’activation délétére
des PMN (e.g. production de dérivés réactifs de I’oxygéne) et donc I’'inflammation
délétere qui en découle.
Cet effet permet également de maniere avantageuse, en limitant les lésions endothéliales des
les premiers jours de traitement, de réduire les risques de séquelles notamment rénales,
pulmonaires et cérébrales. Par ailleurs, il convient de noter que ’expression « anticorps
monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) » signifie que I’anticorps monoclonal de
I’invention peut étre :

" recombinant ;
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* isolé et purifié¢ ; ou

* recombinant, isolé et purifié.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet ’anticorps monoclonal
(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment comprenant :
* une chaine lourde comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- un CDRI1 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 15 ;
- un CDR2 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 17 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 19 ;
et
* une chaine légere comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- un CDRI1 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 31 ;
- un CDR2 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 33 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 35.

Au sens de l'invention, cette identité de séquence entre une séquence d’acides aminés
d’intérét et une séquence d’acides aminés de référence (e.g. CDRI1 de la chaine lourde ;
SEQ ID NO : 15) étant d’au moins 80%, cela signifie qu’elle peut étre d’au moins 81%, d’au
moins 82%, d’au moins 83%, d’au moins 84%, d’au moins 85%, d’au moins 86%, d’au moins
87%, d’au moins 88%, d’au moins 89%, d’au moins 90%, d’au moins 91%, d’au moins 92%,
d’au moins 93%, d’au moins 94%, d’au moins 95%, d’au moins 96%, d’au moins 97%, d’au
moins 98% ou d’au moins 99%. Plus particulierement, elle est d’au moins 93%. La mesure de
cette identité¢ de séquence ainsi que de toutes celles décrites par la suite dans 1’invention, le
sont par les outils classiques de comparaison de séquences connues de I’'Homme du métier
tels que les algorithmes de la plateforme BLAST ou préférentiellement le programme
MatGat2.01 sous I’algorithme BLOSUM 50 (Campanella, J. J.,, Bitincka, L., & Smalley, J.
(2003). MatGAT: an application that generates similarity/identity matrices using protein or
DNA sequences. BMC Bioinformatics, 4, 29.).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet ['anticorps monoclonal
(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment comprenant :
* une chaine lourde comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité

C-terminale :
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- le CDRI de séquence SEQID NO : 15 ;

- le CDR2 de séquence SEQID NO : 17 ; et

- le CDR3 de séquence SEQID NO : 19 ;

et

une chaine légére comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 31 ;

- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 33 ; et

- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 35.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’anticorps monoclonal

(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment comprenant :

une chaine lourde comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité avec
la séquence SEQ ID NO : 7, étant entendu que ladite région variable de la chaine
lourde comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQID NO : 15 ;

- le CDR2 de séquence SEQID NO : 17 ; et

- le CDR3 de séquence SEQID NO : 19 ;

et

une chaine légére comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité avec
la séquence SEQ ID NO : 25, étant entendu que ladite région variable de la chaine
légere comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 31 ;

- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 33 ; et

- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 35.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet 'anticorps monoclonal

(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment comprenant :

une chaine lourde comprenant la région variable de séquence SEQ ID NO : 7 ;
et

une chaine 1égere comprenant la région variable de séquence SEQ ID NO : 25.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet 'anticorps monoclonal

(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment comprenant :
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* une chaine lourde comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 3, étant entendu que ladite chaine lourde
comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 7 ;
et

* une chaine Iégere comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 21, étant entendu que ladite chaine 1égeére

comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 25.

De maniere particuliere, ’invention a pour objet I’anticorps monoclonal tel que défini
précédemment comprenant :
* une chaine lourde comprenant ou constituée de la séquence SEQ ID NO : 3 ou de la
sequence SEQ ID NO : 37 ;
et
* une chaine Iégére comprenant ou constituée de la séquence SEQ ID NO : 21.
Plus précisément, ce mode de réalisation correspond a I’anticorps dit « 4C3 » d’allotype
GIm3 — 1 (SEQ ID NOs: 3 et 21) ou a sa forme recombinante « r4C3 » d’allotype
GIml7 — 1 (SEQ ID NOs : 37 et 21) et dont ’ensemble des séquences est dans le tableau 1
ci-apres, lesquels ne se différencient que d’une seule mutation a savoir, R > K en position 224

(ou AGA > AAA en position 670-672) au sein de la région constante de la chaine lourde.
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4C3 r4C3
Acide Acide Acide Acide
nucléique aminé nucléique aminé
SEQIDNO: SEQIDNO: SEQIDNO: SEQIDNO:
Chaine Complete 2 3 36 37
lourde Région constante 4 5 38 39
Région variable 6 7 6 7
Région V 8 9 8 9
Région D 10 11 10 11
Région J 12 13 12 13
CDR1 14 15 14 15
CDR2 16 17 16 17
CDR3 18 19 18 19
Chaine Complete 20 21 20 21
legere Région constante 22 23 22 23
Région variable 24 25 24 25
Région V 26 27 26 27
Région J 28 29 28 29
CDR1 30 31 30 31
CDR2 32 33 32 33
CDR3 34 35 34 35

Tableau 1 : Séquences des anticorps 4C3 et r4C3

Selon un autre mode de réalisation particulier, ’invention a pour objet I’anticorps monoclonal
(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment comprenant :
* une chaine lourde comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- un CDRI1 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 15 ;
- un CDR2 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 17 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 19 ;
et
* une chaine légere comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :

- un CDRI1 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 31 ;
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- un CDR2 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 33 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 35,
en particulier comprenant :

* une chaine lourde comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité avec
la séquence SEQ ID NO : 7, étant entendu que ladite région variable de la chaine
lourde comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQID NO : 15 ;

- le CDR2 de séquence SEQID NO : 17 ; et
- le CDR3 de séquence SEQID NO : 19 ;
et

* une chaine légére comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité avec
la séquence SEQ ID NO : 25, étant entendu que ladite région variable de la chaine
légere comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 31 ;
- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 33 ; et
- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 35,

et de préférence comprenant :

* une chaine lourde comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 3, étant entendu que ladite chaine lourde
comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 7 ;
et

* une chaine Iégere comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 21, étant entendu que ladite chaine légere

comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 25.

Selon un second aspect de I’invention, celle-ci a pour objet un fragment d’un anticorps
monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit précédemment. Dans
I’invention, le terme « fragment » désigne toute partie d’un anticorps qui conserve la capacité
de se lier a I’épitope reconnu par I'anticorps complet. Des exemples de tels fragments
incluent, sans s’y limiter, Fab, Fab’ et F(ab’),, Fd, les Fv a chaine unique (scFv), les anticorps
a chalne unique, les Fv liés par un pont disulfure (dsFv) et des fragments comprenant la

région Vi, ou V. Les fragments se liant a ’épitope, y compris les anticorps a chaine unique,
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peuvent comprendre la ou les régions variables seules ou en combinaison avec I’intégralité ou
une partie des €léments suivants : région charniére, domaines Cyl, Cy2 et Cy3.

De tels fragments peuvent contenir un ou les deux fragments Fab ou le fragment F(ab’),. En
outre, les fragments peuvent étre ou peuvent combiner des membres de I'une quelconque des
classes d’immunoglobulines suivantes : IgG, IgM, IgA, IgD ou IgE et leurs sous-classes.

Les fragments Fab et F(ab’), peuvent étre produits par clivage protéolytique, en utilisant des
enzymes telles que la papaine (fragment Fab) ou la pepsine (fragment F(ab’);).

Les fragments « I'v a chaine unique » (« scFv ») sont des fragments se liant a un €pitope qui
contiennent au moins un fragment d’une région variable (Vy) d’anticorps liée a au moins un
fragment d’une région variable (VL) d’anticorps a chaine 1égere. Le linker peut étre un peptide
court et flexible choisi pour assurer que le repliement correct en trois dimensions des régions
Vi et Vg se produit une fois qu’elles sont lides, de maniére a maintenir la spécificité de liaison
a la molécule cible de I'anticorps entier a partir duquel le fragment d’anticorps a chaine
unique est dérivé. L’extrémité carboxyle de la séquence Vi ou Vy peut étre liée de maniere
covalente par un agent de liaison a I’extrémité aminoacide d’une séquence Vi ou Vg

complémentaire.

Selon un mode de réalisation particulier de ce second aspect, ’invention a pour objet le
fragment ci-dessus d’un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que
défini précédemment, ledit fragment étant choisi parmi le groupe de fragments constitué de :

Fv, Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv),, « diabodies ».

Ceci étant, il est entendu au sens de I’invention que celle-ci a pour objet le fragment ci-dessus
d’un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment,
ledit fragment comprenant la combinaison des six (6) CDR ayant au moins 80% d’identité

avec les séquences SEQ ID NOs ; 15, 17, 19, 31, 33 et 35.

Au sens de l'invention, cette identité de séquence entre une séquence d’acides aminés
d’intérét et une séquence d’acides aminés de référence (e.g. CDRI1 de la chaine lourde ;
SEQ ID NO : 15) étant d’au moins 80%, cela signifie qu’elle peut étre d’au moins 81%, d’au
moins 82%, d’au moins 83%, d’au moins 84%, d’au moins 85%, d’au moins 86%, d’au moins
87%, d’au moins 88%, d’au moins 89%, d’au moins 90%, d’au moins 91%, d’au moins 92%,
d’au moins 93%, d’au moins 94%, d’au moins 95%, d’au moins 96%, d’au moins 97%, d’au
moins 98% ou d’au moins 99%. Plus particulierement, elle est d’au moins 93%. La mesure de

cette identité¢ de séquence ainsi que de toutes celles décrites par la suite dans 1’invention, le
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sont par les outils classiques de comparaison de séquences connues de I’Homme du métier
tels que les algorithmes de la plateforme BLAST ou préférentiellement le programme
MatGat2.01 sous I’algorithme BLOSUM 50 (Campanella, J. J.,, Bitincka, L., & Smalley, J.
(2003). MatGAT: an application that generates similarity/identity matrices using protein or
DNA sequences. BMC Bioinformatics, 4, 29.).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le fragment ci-dessus d’un
anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifi¢) tel que défini précédemment, ledit
fragment comprenant la combinaison des six (6) CDR de séquences SEQ ID NOs ; 15, 17, 19,
31,33 et 35.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le fragment ci-dessus d’un
anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifi¢) tel que défini précédemment, ledit
fragment comprenant :

* une région variable d’une chaine lourde ayant au moins 80% d’identité avec la
séquence SEQ ID NO : 7, étant entendu que ladite région variable de la chaine lourde
comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQID NO : 15 ;

- le CDR2 de séquence SEQID NO : 17 ; et
- le CDR3 de séquence SEQID NO : 19 ;
et

* une région variable d’une chaine légere ayant au moins 80% d’identité avec la
séquence SEQ ID NO : 25, étant entendu que ladite région variable de la chaine légere
comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 31 ;
- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 33 ; et
- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 35.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le fragment ci-dessus d’un
anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifi¢) tel que défini précédemment, ledit
fragment comprenant :

* une région variable d’une chaine lourde de séquence SEQ ID NO : 7 ; et

* une région variable d’une chaine légere de séquence SEQ ID NO : 25.
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Selon un troisiéme aspect de I’invention, celle-ci a pour objet un acide nucléique comprenant
ou constitué d’une séquence codant :
* J’anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié¢) tel que défini
précédemment ; ou
* la chaine lourde d’un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que
défini précédemment et/ou la chaine légére d’un anticorps monoclonal (recombinant
et/ou isolé et purifié) tel que défini précédemment ; ou

* e fragment tel que défini précédemment.

Selon un autre mode de réalisation de ce troisieme aspect, I'invention a pour objet ’acide
nucléique tel que défini précédemment comprenant ou constitu¢ d’une séquence codant :
* une chaine lourde comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- un CDRI1 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 14 ;
- un CDR2 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 16 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 18 ;
et/ou
* une chaine légere comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité

C-terminale :

un CDRI1 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 30 ;

un CDR2 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 32 ; et
un CDR3 ayant au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 34.

Au sens de 'invention, cette identité de séquence entre une séquence d’acides nucléiques
d’intérét et une séquence d’acides nucléiques de référence (e.g. CDR1 de la chaine lourde ;
SEQ ID NO : 14) étant d’au moins 80%, cela signifie qu’elle peut étre d’au moins 81%, d’au
moins 82%, d’au moins 83%, d’au moins 84%, d’au moins 85%, d’au moins 86%, d’au moins
87%, d’au moins 88%, d’au moins 89%, d’au moins 90%, d’au moins 91%, d’au moins 92%,
d’au moins 93%, d’au moins 94%, d’au moins 95%, d’au moins 96%, d’au moins 97%, d’au
moins 98% ou d’au moins 99%. Plus particulierement, elle est d’au moins 93%. La mesure de
cette identité¢ de séquence ainsi que de toutes celles décrites par la suite dans 1’invention, le
sont par les outils classiques de comparaison de séquences connues de I’'Homme du métier
tels que les algorithmes de la plateforme BLAST ou préférentiellement le programme

MatGat2.01 (Campanella, J. J., Bitincka, L., & Smalley, J. (2003). MatGAT: an application
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that generates similarity/identity matrices using protein or DNA sequences. BMC

Bioinformatics, 4, 29.).

Selon un autre mode de réalisation de ce troisieme aspect, I'invention a pour objet ’acide
nucléique tel que défini précédemment comprenant ou constitu¢ d’une séquence codant :
* une chaine lourde comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- le CDRI de séquence SEQID NO : 14 ;
- le CDR2 de séquence SEQID NO : 16 ; et
- le CDR3 de séquence SEQID NO : 18 ;
et/ou
* une chaine légere comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 30 ;
- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 32 ; et
- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 34.

Selon un autre mode de réalisation de ce troisieme aspect, I'invention a pour objet ’acide
nucléique tel que défini précédemment comprenant ou constitu¢ d’une séquence codant :

* une chaine lourde comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité avec
la séquence SEQ ID NO : 6, étant entendu que ladite région variable de la chaine
lourde comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQID NO : 14 ;

- le CDR2 de séquence SEQID NO : 16 ; et
- le CDR3 de séquence SEQID NO : 18 ;
et/ou

* une chaine légere comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité avec
la séquence SEQ ID NO : 24, étant entendu que ladite région variable de la chaine
légere comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 30 ;
- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 32 ; et
- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 34.

Selon un autre mode de réalisation de ce troisieme aspect, I'invention a pour objet ’acide

nucléique tel que défini précédemment comprenant ou constitu¢ d’une séquence codant :
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* une chaine lourde comprenant la région variable de séquence SEQ ID NO : 6 ;
et/ou

* une chaine Iégére comprenant la région variable de séquence SEQ ID NO : 24.

Selon un autre mode de réalisation de ce troisieme aspect, I'invention a pour objet ’acide
nucléique tel que défini précédemment comprenant ou constitu¢ d’une séquence codant :

* une chaine lourde comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 2, étant entendu que ladite chaine lourde
comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 6 ;
et/ou

* une chaine Iégere comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 20, étant entendu que ladite chaine 1égére

comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 24.

De maniére particuliere, I'invention a pour objet l'acide nucléique tel que défini
précédemment comprenant ou constitué d’une séquence codant :
* une chaine lourde comprenant ou constituée de la séquence SEQ ID NO : 2 ou de la
sequence SEQ ID NO : 36 ;
et/ou
* une chaine Iégére comprenant ou constituée de la séquence SEQ ID NO : 20.
Plus précisément, ce mode de réalisation correspond a I’anticorps dit « 4C3 » d’allotype
GIm3 — 1 (SEQ ID NOs: 2 et 20) ou a sa forme recombinante « r4C3 » d’allotype
GIml7 — 1 (SEQ ID NOs : 36 et 20) et dont ’ensemble des séquences est dans le tableau 1
ci-dessus, lesquels ne se différencient que d’une seule mutation a savoir, R > K en position

224 (ou AGA > AAA en position 670-672) au sein de la région constante de la chaine lourde.

Selon un autre mode de réalisation particulier de ce troisieme aspect, I’invention a pour objet
un vecteur d’expression comprenant au moins un acide nucléique tel que défini
précédemment, ledit acide nucléique étant sous contrdle d’éléments permettant son
expression.

Par « vecteur d’expression », il est défini dans I'invention une molécule d’ADN (acide
désoxyribonucléique) qui possede des éléments permettant sa réplication (duplication) dans
au moins un organisme vivant. Ces éléments permettant la réplication sont notamment des
origines de réplication de levure ou de bactéries, ou encore des éléments de contrdle de la

réplication d’un virus.
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Les vecteurs selon I’invention sont notamment des plasmides, des phages, des chromosomes
artificiels de levure (YAC), des chromosomes artificiels de bactéries (BAC), les génomes
modifiés de virus réplicatifs ou de virus intégratifs, efc.

Ces vecteurs sont dits « d’expression » car ils disposent de séquences nucléotidiques qui
permettent 1’expression, c¢’est-a-dire la transcription en ARN (acide ribonucléique), des
séquences nucléotidiques qu’elles controlent.

Dans I’invention, ladite séquence d’acide nucléique contenue dans ledit vecteur est placée
« sous controle des éléments permettant son expression». Cela signifie que ledit vecteur
d’expression posséde au moins une séquence d’initiation de la transcription tel qu’un
promoteur d’un virus comme le promoteur précoce du virus simien SV40, ou du
Cytomégalovirus (CMV) ou encore les séquences promotrices du virus du sarcome de Rous
(RSV), et notamment une séquence ou promoteur comprenant une boite TATAA. De plus,
ledit vecteur possede également au moins une séquence de terminaison de la transcription et
en particulier une séquence de polyadénylation issues d’'un géne de mammifere, notamment
humain.

A ces séquences indispensables pour I’expression de la séquence nucléotidique contenue dans
ledit vecteur peuvent s’ajouter d’autres séquences permettant de réguler ou de moduler
I’expression de la dite séquence. Une liste non exhaustive comprend : des introns de genes de
mammiferes, et notamment humains, des séquences de régulation de transcription de type
amplificateur (« enhancers ») ou encore des s€équences transcrites mais non traduites de genes
de mammiferes, et notamment humains.

Un mode de réalisation particulier de I’'invention a donc pour objet un vecteur d’expression tel
que défini précédemment, comprenant :

* un premier acide nucléique choisi parmi ceux codant tout ou une partie de la chaine
lourde de I’anticorps monoclonal tel que décrit précédemment, ledit premier acide
nucléique étant sous controle des éléments permettant son expression ; et

* un second acide nucléique choisi parmi ceux codant tout ou une partie de la chalne
légere de I’anticorps monoclonal tel que décrit précédemment, ledit second acide
nucléique étant sous controle des éléments permettant son expression.

Ce vecteur d’expression comporte donc deux séquences d’acides nucléiques susmentionnées,
et plus particulierement comporte une séquence d’acide nucléique codant la chaine lourde de
I’anticorps monoclonal tel que décrit précédemment, et une séquence d’acide nucléique

codant la chaine légere de I’anticorps monoclonal tel que décrit précédemment.
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Préférentiellement, ledit vecteur d’expression contient un premier élément permettant
I’expression de la séquence d’acide nucléique codant la chaine lourde de I’anticorps
monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifi¢) tel que décrit précédemment et un second
élément permettant I’expression de la séquence d’acide nucléique codant la chaine légere de
I’anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit précédemment, ledit
premier et ledit second élément permettant 1’expression desdites séquences d’acides
nucléiques étant identiques ou différents, et préférentiellement identiques. Ces €éléments de

controle sont notamment les séquences terminales longues répétées (LTR) du virus RSV.

Selon un autre mode de réalisation particulier de ce troisieme aspect, I’invention a pour objet
une cellule héte ou lignée cellulaire transformée par un acide nucléique tel que décrit

précédemment et/ou un vecteur d’expression tel que décrit précédemment.

Selon un quatrieme aspect de I’invention, celle-ci a pour objet 1’utilisation d’au moins :

* un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit

précédemment ; et/ou

* un fragment tel que décrit précédemment ; et/ou

* un acide nucléique tel que décrit précédemment ; et/ou

* un vecteur d’expression tel que décrit précédemment,
comme médicament. Autrement dit, I'invention a pour objet 1’anticorps monoclonal
(recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit précédemment et/ou fragment tel que décrit
précédemment et/ou acide nucléique tel que décrit précédemment et/ou vecteur d’expression

tel que décrit précédemment pour son utilisation comme médicament.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
composition pharmaceutique comprenant comme substance active au moins :
* un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit
précédemment ; et/ou
* un fragment tel que décrit précédemment ; et/ou
* un acide nucléique tel que décrit précédemment ; et/ou
* un vecteur d’expression tel que décrit précédemment,

en association avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable.
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Par « composition pharmaceutique », il est entendu au sens de ’invention un conditionnement
particulier de I’invention, lequel permet que la composition pharmaceutique de 1’invention
soit possiblement administrable aux animaux et aux étres humains par voie orale, sublinguale,
sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse, transdermique, locale, inhalée ou rectale. Par
ailleurs, ce conditionnement permet également I’administration du principe actif (ou
substance active), seul ou en combinaison avec un autre principe actif, sous forme unitaire ou
en mélange avec des supports pharmaceutiques classiques. Les formes d’administration
unitaires appropriées comprennent :
* Jes formes d’administration par voie orale telles que les comprimés, les gélules, les
poudres, les granules et les suspensions ou solutions orales ;
* Jles formes d’administration sublinguale et buccale, les aérosols, les implants
* Jes formes d’administration sous-cutanée, transdermique, intradermique,
intrapéritonéale, intramusculaire, intraveineuse, sous cutanée, transdermique,
intratrachéale et nasale ; et
* Jes formes d’administration rectale.
Par « véhicule pharmaceutiquement acceptable », il est entendu au sens de I’invention un
matériel non toxique qui est compatible avec un systeme biologique tel qu'une cellule, une
culture cellulaire, un tissu ou un organisme animal ou humain. Il peut s’agir notamment :
» de solutés cristalloides, par exemple chlorure de sodium, bicarbonate, glucose ;
= de lipides cationiques ;
* de composés peptidiques ; ou
» de surfactants, par exemple polysorbates.
Dans tous les cas et ce, quel que soit la formulation choisie, celle-ci doit étre stérile, stable
dans les conditions de fabrication et de stockage, et doit impérativement étre préservée de

toute contamination par des micro-organismes, tels que les bactéries et les champignons.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
composition pharmaceutique comprenant comme substance active au moins :
* un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit
précédemment, ledit anticorps monoclonal étant a une dose comprise de 5 mg a
1 000 mg, de préférence comprise de 100 mg a 800 mg ; et/ou
* un fragment tel que décrit précédemment, ledit fragment étant a une dose comprise de

5 mg a 1 000 mg, de préférence comprise de 100 mg a 800 mg ; et/ou
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* un acide nucléique tel que décrit précédemment, ledit acide nucléique €tant a une dose
comprise de 5 mg a 1 000 mg, de préférence comprise de 100 mg a 800 mg ; et/ou

* un vecteur d’expression tel que décrit précédemment, ledit vecteur d’expression étant
a une dose comprise de 5 mg a 1000 mg, de préférence comprise de 100 mg a
800 mg,

en association avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable.

Selon un autre mode de réalisation particulier de ce quatriéme aspect, I’invention a pour objet
une composition pharmaceutique comprenant comme substance active au moins :
* un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit
précédemment ; et/ou
* un fragment tel que décrit précédemment ; et/ou
* un acide nucléique tel que décrit précédemment ; et/ou
* un vecteur d’expression tel que décrit précédemment,
en association avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable,
en particulier,
* Jedit anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit
précédemment étant a une dose comprise de S mga 1 000 mg ; et/ou
* Jledit fragment tel que décrit précédemment étant a une dose comprise de S mg a 1 000
mg ; et/ou
* ledit acide nucléique tel que décrit précédemment étant & une dose comprise de S mg a
1 000 mg ; et/ou
* Jedit vecteur d’expression tel que décrit précédemment étant & une dose comprise de
5mgal 000 mg.
Au sens de I'invention, I’expression « dose comprise de 5 mg a 1 000 mg » signifie que la
dose peut étre comprise de 50 mg a 900 mg, de 100 mg a 800 mg, de 200 mg a 700 mg, de
300 mg a 600 mg, de 400 mg a 500 mg ou de 5 mg a 500 mg. Cela signifie également que la
dose peut étre de 5 mg, 10 mg, 50 mg, 100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg,
400 mg, 450 mg, 500 mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg,
900 mg, 950 mg ou 1 000 mg.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une

composition pharmaceutique telle que décrite précédemment, pour son utilisation dans le
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traitement précoce et/ou la prévention de rechute des poussées de granulomatose avec
polyanggite.
L’invention ayant pour but de proposer un outil de traitement précoce et/ou de prévention de
rechute dans le cadre de la granulomatose avec polyangéite, laquelle est une vascularite
nécrosante systémique grave, i.e. une inflammation avec nécrose des parois vasculaires,
I’expression « le traitement précoce et/ou la prévention de rechute » s’entend au sens de
I’invention comme étant ['utilisation de 1’anticorps, du fragment d’anticorps, de 1’acide
nucléique ou du vecteur d’expression de I'invention tels que décrits précédemment chez un
patient des I’apparition des premiers signes cliniques de la pathologie et/ou d’une rechute,
lesquels sont connus de ’'Homme du métier et peuvent étre par exemple :

- douleurs musculaires et/ou articulaires ;

- fievre légere ;

- saignement du nez ;

- urine anormalement colorée ;

- hypertension artérielle ;

- crachats de sang ;

- fourmillements dans les membres ;

- el
Par ailleurs, « précoce » au sens de I'invention s’entend comme I’utilisation de I’anticorps, du
fragment d’anticorps, de I’acide nucléique ou du vecteur d’expression de I’invention tels que
décrits précédemment des que le diagnostic de la pathologie est posé, ledit diagnostic pouvant
notamment s’effectué par la recherche de marqueur biologique tels que les auto-anticorps
ANCA dans un test sanguin par exemple.
De méme, « une rechute » au sens de ’invention s’entend comme étant la réapparition des
signes cliniques de la pathologie (voir ci-dessus) aprés 1’utilisation d’un traitement adapté
(e.g. l'anticorps de l’invention) et qui a fonctionné suite a la primo-apparition de la
pathologie. Le diagnostic de ces rechutes est donc en général plus rapide a faire, la maladie
étant déja connue.
Aussi et au vu de ce qui précede, I’expression « le traitement précoce et/ou la prévention de
rechute » peut s’entendre comme étant [’utilisation (i.e. la mise en place d’une thérapie
ponctuelle ou prolongée) de 1’anticorps, du fragment d’anticorps, de I’acide nucléique ou du

vecteur d’expression de I’invention tels que décrits précédemment chez un patient dans les
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deux (2) a quatre (4) premiéres semaines suivant I’apparition des premiers signes cliniques de

la pathologie et/ou d’une rechute.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
composition pharmaceutique pour son utilisation telle que décrite précédemment, ladite
composition pharmaceutique comprenant en outre des anti-inflammatoires, tels que des

corticoides, et/ou des immunosuppresseurs.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
composition pharmaceutique pour son utilisation telle que décrite précédemment, dans
laquelle :

» Jadite substance active est un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié)

tel que décrit précédemment, ledit anticorps monoclonal étant a une dose comprise de
1 mg/kg a 50 mg/kg, de préférence comprise de 5 mg/kg a 25 mg/kg ; et/ou

* ladite substance active est un fragment tel que décrit précédemment, ledit fragment
étant a une dose comprise de 1 mg/kg a 50 mg/kg, de préférence comprise de 5 mg/kg
a 25 mg/kg ; et/ou

» Jadite substance active est un acide nucléique tel que décrit précédemment, ledit acide

nucléique étant a une dose comprise de 1 mg/kg a 50 mg/kg, de préférence comprise
de 5 mg/kg a 25 mg/kg ; et/ou

* ladite substance active est un vecteur d’expression tel que décrit précédemment, ledit

vecteur d’expression €tant a une dose comprise de 1 mg/kg a 50 mg/kg, de préférence

comprise de 5 mg/kg a 25 mg/kg.
Au sens de I’invention, I’expression « dose comprise de 1 mg/kg a 50 mg/kg » signifie que la
dose peut étre comprise de 5 mg/kg a 45 mg/kg, de 10 mg/kg a 40 mg/kg, de 15 mg/kg a
35 mg/kg, de 20 mg/kg a 30 mg/kg, de 25 mg/kg a 50 mg/kg ou de 1 mg/kg a 10 mg/kg. Cela
signifie également que la dose peut étre de 1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mgkg, 7,5 mg/kg,
10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mgkg, 40 mg/kg, 45 mg/kg ou
50 mg/kg.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
composition pharmaceutique unitaire pour son utilisation telle que décrite précédemment,
dans laquelle :

» Jadite substance active est un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié)

tel que décrit précédemment, ledit anticorps monoclonal étant a une dose comprise de
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70 mg a 3 500 mg par dose unitaire (rapporté a un Homme de 70 kg), de préférence
comprise de 1 000 mg a 2 500 mg par dose unitaire (rapporté a un Homme de 70 kg) ;
et/ou

» Jadite substance active est un fragment tel que décrit précédemment, ledit fragment
¢tant a une dose comprise de 70 mg a 3 500 mg par dose unitaire (rapporté a un
Homme de 70 kg), de préférence comprise de 1 000 mg a 2 500 mg par dose unitaire
(rapporté a un Homme de 70 kg) ; et/ou

» Jadite substance active est un acide nucléique tel que décrit précédemment, ledit acide

nucléique étant a une dose comprise de 70 mg a 3 500 mg par dose unitaire (rapporté
a un Homme de 70 kg), de préférence comprise de 1 000 mg a 2 500 mg par dose
unitaire (rapporté a un Homme de 70 kg) ; et/ou

* ladite substance active est un vecteur d’expression tel que décrit précédemment, ledit

vecteur d’expression étant a une dose comprise de 70 mg a 3 500 mg par dose unitaire
(rapporté a un Homme de 70 kg), de préférence comprise de 1 000 mg a 2 500 mg par
dose unitaire (rapporté a un Homme de 70 kg).
Au sens de I’invention, I’expression « dose comprise de 70 mg a 3 500 mg par dose unitaire »
signifie que la dose peut étre comprise de 100 mg a 3 000 mg, de 500 mg a 2 500 mg, de
1 000 mg a 2 000 mg, de 1 500 mg a 3 500 mg ou de 70 mg a 1 500 mg par dose unitaire.
Cela signifie également que la dose peut étre de 70 mg, 100 mg, 500 mg, 1 000 mg, 1 500 mg,
2 000 mg, 2 500 mg, 3 000 mg ou 3 500 mg par dose unitaire.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
composition pharmaceutique pour son utilisation telle que décrite précédemment, ladite
composition étant formulée pour étre administrée par 'une des voies suivantes : orale,

parentérale, injectable, topique, par inhalation, sous-cutanée, nasale ou pulmonaire.

Selon un autre mode de réalisation de ce quatrieme aspect, I'invention a pour objet une
méthode de traitement précoce et/ou de prévention de rechute précoce des poussées de
granulomatose avec polyangéite d’un patient atteint de granulomatose avec polyangéite
comprenant I’administration a une dose efficace d’au moins :
* un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié) tel que décrit
précédemment ; et/ou
* un fragment tel que décrit précédemment ; et/ou

* un acide nucléique tel que décrit précédemment ; et/ou
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* un vecteur d’expression tel que décrit précédemment.

En outre et selon un autre aspect de I’invention, celle-ci a pour objet un complexe immun
anticorps/antigéne, dans lequel :
* Jledit anticorps est ’anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié¢) tel que
décrit précédemment ou un fragment tel que décrit précédemment ; et
* J’antigene est la protéinase 3 du neutrophile représentée par la séquence

SEQID NO : 1.

L’invention a également pour objet un kit de diagnostic permettant le dosage de la
concentration sanguine de la protéinase 3 du neutrophile, ledit kit de diagnostic comprenant
un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié¢) tel que décrit précédemment ou

un fragment tel que décrit précédemment.

L’invention, sur la base de cet aspect, a également pour objet une méthode de diagnostic in
vifro comprenant une étape de détermination du complexe immun anticorps/antigéne tel que
décrit précédemment a 1’aide d’un anticorps monoclonal (recombinant et/ou isolé et purifié)
tel que décrit précédemment ou d’un fragment tel que décrit précédemment,

ledit dosage permettant de déterminer le degré de sévérité et/ou le risque de rechute de
poussées de la granulomatose avec polyangéite chez un patient.

Il a été rapporté dans la littérature que le score BVAS (i.e. score utilisé pour quantifier la
sévérité de la pathologie) est corrélé au degré d’intensité de 1’expression membranaire de la
PR3. C’est-a-dire que plus le niveau d’expression membranaire de la PR3 est élevé, plus le
degré de sévérité de la pathologie est élevé et a fortiori plus les atteintes cliniques sont graves.
Puisque I’anticorps de I’invention tel que décrit précédemment cible spécifiquement la PR3,
I’étude du niveau d’expression membranaire (mesure de fluorescence, MFI) et le pourcentage
de cellules exprimant la PR3 a la membrane par son intermédiaire s’avere donc étre un outil
de diagnostic avantageux.

De plus et bien qu’au cours de la maladie le pourcentage de cellules positives pour la PR3
reste inchangé, il ressort que les neutrophiles de patients en phase active de la maladie
expriment plus de PR3 a la membrane que pendant la phase quiescente de la pathologie.
Aussi, si ce pourcentage d’expression membranaire de la PR3 augmente au cours d’un suivi

régulier du patient, lequel peut étre mis en évidence par ’anticorps de I'invention tel que
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décrit précédemment (e.g. marquage de la PR3 par cytométrie en flux), le risque de rechute
est rapidement identifié. Le traitement a adopter peut alors étre rapidement et efficacement
mis en ceuvre a I’aide de la corrélation entre le niveau d’expression de la PR3 membranaire et

la sévérité de la GPA.

La présente invention est par ailleurs illustrée, sans toutefois s’y limiter, par les figures et

exemples suivants.
LISTE DES FIGURES

Figure 1: Identification et caractérisation de I’anticorps monoclonal humain anti-
protéinase 3 (PR3) 4C3.

A. Reconnaissance de la PR3 par 3 anticorps issus de 'immortalisation n°IM3-16 (4C3, 4C5
et SD11) en ELISA. B. Vérification de la spécificité du 4C3 et du SD11 en réponse a
différents antigenes indiqués sur le graphique par ELISA (n=15). C. Détermination de la
sous-classe IgG du 4C3 par ELISA en comparaison avec un sérum de patient GPA (ANCA)
contenant différentes sous-classes d’IgG anti-PR3 (n=3). D. Détermination de la chaine
légere kappa (en noir) ou lambda (en blanc) du 4C3 en comparaison avec le sérum d’un
patient GPA (n =3). E. Détermination de la constante de dissociation a 1’équilibre (Kp) du

4C3 par BIACORE™ vis-a-vis de la PR3.

Figure 2 : Production et purification du 4C3.

A. Confirmation de la monoclonalit¢ du 4C3 par Polymerase Chain Reaction (PCR) par
I’étude des réarrangements des génes des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH).
B. Mise en production du clone 4C3 dans les surnageants de flasques haute densité
(PRO 01-17 et PRO 02-18) et évolution du nombre de cellules récoltées au cours des
productions PRO 01-17 (graphe de gauche) et PRO 02-18 (graphe de droite). C. Evaluation
du niveau de production IgG anti-PR3 par ELISA au cours des productions PRO 01-17
(graphe de gauche) et PRO 02-18 (graphe de droite). D. Purification du 4C3 par
chromatographie d’affinité (HiTrap'™ Protein A). La pureté des différentes fractions a été
controlée par SDS-PAGE et coloration au Bleu de Coomassie.NR : Non retenu ; E : Elutions ;
Mq : Marqueur de taille; Avt: Echantillon avant purification ; Tém : Ac IgGl purifié.
E. Reconnaissance de la PR3 par le 4C3 purifié issu de la production PRO 02-18 par ELISA
anti-PR3 (coating avec 1 pg/mL de PR3).
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Figure 3 : Spécificité de la reconnaissance de la PR3 par la forme recombinante du 4C3
(r4C3).

A. Comparaison de la liaison du 4C3 (histogrammes noirs) et du 4C3 recombinant (r4C3)
(histogrammes gris foncé) vis-a-vis de la PR3 en comparaison avec la BSA et I’ovalbumine
(Ova). Une expérience représentative des 3 réalisées est montrée. B. Détermination de la

constante de dissociation & I’équilibre (Kp) du r4C3 par BIACORE™ vis-a-vis de la PR3.

Figure 4 : Modélisation et validation de I’épitope de la PR3 reconnu par le 4C3.
A. Reconnaissance de la PR3 par le 4C3 par western blot : la PR3 a différentes concentrations
et sous forme native ou dénaturée a été déposée sur gel de polyacrylamide 4-12% Bis-Tris
puis transférée sur membrane de nitrocellulose et saturée avec 5% de BSA. Incubation de la
membrane avec I’anticorps 4C3 dilué au 1/10 000°™ une nuit 4 4°C sous agitation. Révélation
des protéines avec un anticorps secondaire anti-Fc humain couplé a la HRP. B. Modélisation
in silico de I’épitope de la PR3 reconnu par le 4C3 par la méthode MabTope. C. Séquence en
acides aminés de la PR3 (SEQ ID NO : 42) avec les peptides de validation testés soulignés.
La probabilité¢ des différents résidus de 1’épitope est indiquée. D. Mesure par HTRF de la
liaison entre un anticorps anti-Fab couplé au d2 qui se lie au 4C3 et une streptavidine couplé
au terbium qui se lie aux différents peptides biotinylés de la PR3 (indiqués en abscisse).
Résultats exprimés en ratio. ns : non significatif. E. Séquence en acides aminés de la PR3
dont la séquence signal, le di-propeptide, le pro-peptide, le patch hydrophobe, la triade
catalytique et les peptides 3.2 et 4.1 sont indiqués :

- En gras : séquence signal ;

- AE soulignés : di-propeptide clivé par la cathepsine C ;

- DeIVGGH... .IRSTLR : séquence N-terminale de la PR3 native active

- Enitalique : pro-peptide en C-terminal ;

- En gras italique : patch hydrophobe ;

- En gras souligné : triade catalytique ;

- TFFCRPHNICTFVPR : peptide 4C3_3.2 (SEQ ID NO : 40) ; et

- GTOQCLAMGWGRVGAH : peptide 4C3 4.1 (SEQ ID NO : 41).

F. Effet de I'alpha 1 antitrypsine (a1AT) dans la liaison de 1’anticorps 4C3 a la PR3 en

ELISA. La PR3 (2 pg/mL) a été incubée ou non avec ’alpha 1 anti-trypsine a un ratio de 1
PR3 pour 5 alAT pendant une heure a 37°C avant d’étre coatée dans des puits une nuit a 4°C.
Les résultats sont exprimés en moyenne =+ écart type de la densité optique obtenue. * p<<0,05.

La moyenne du pourcentage de diminution obtenu sur les 8 expériences est indiquée.
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Figure S : Le 4C3 n’inhibe pas I’activité enzymatique de la PR3.

La PR3 (10nM) a été incubée ou non avec du 4C3, du 6H4 ou de I’alAT (50nM) pendant
30 minutes soit un ratio de 5:1 puis le substrat fluorescent de la PR3 a été ajouté. L activité
enzymatique a €té mesurée au cours d’une cinétique par spectrofluorimétrie. Le controle
négatif (ctl-) correspond au substrat seul. A. Représentation de la fluorescence obtenue au
ratio de 5 Ac 4C3 pour 1 PR3. Des résultats similaires ont été obtenus avec les ratios 10:1 et
2:1. B. Représentation de la différence d’activité de la PR3 exprimée en ARFU. Une

expérience représentative de 5 est montrée.

Figure 6 : Marquage du 4C3 a la surface des cellules immunitaires en cytométrie en flux.
A. Stratégie d’analyse des neutrophiles humains purifiés par cytométrie en flux (FACS) aprées
élimination des doublets (« cellules seules ») puis marquage de la PR3 membranaire avec
I’anticorps 4C3 couplé a I’ AF488 (graphe en bas a droite). B. Des neutrophiles humains ont
été purifiés a partir de sang d’un donneur sain puis ont été incubés ou non (histogramme
« 0 pg/ml ») avec différentes concentrations d’anticorps 4C3 couplés a I’AF488 (1, 20 ou
100 pg/mL) pendant 20 minutes a 4°C afin d’étudier ’expression membranaire du 4C3.
C. Des neutrophiles humains de donneurs sains ont été pré-activés (TNFa +) ou non (TNFa -)
avec du TNFa a 2 ng/mL pendant 15 minutes avant d’étre marqués avec du 4C3-AF488 a
20 pg/ml pendant 20 minutes. Une expérience représentative des 10 réalisées est montrée.
D. Les cellules du sang d’un donneur sain ont été marquées avec un mix CD45-APC
H7 / CD3-BV786 / CD14-VioBlue / CD15-PE / 4C3-AF488 avant passage au FACS.
Représentation du marquage de la PR3 avec le 4C3-AF488 a la surface des lymphocytes T
(CD3", histogramme gris clair), monocytes (CD14", histogramme gris foncé) et des
neutrophiles (CD15", histogramme hachuré). Une expérience représentative des 5 réalisées est

montrée.

Figure 7 : Marquage cytoplasmique du 4C3-AF488 de type cANCA.

Des neutrophiles purifiés de donneurs sains ont été fixés a I’éthanol (ligne du haut) ou au

formol (ligne du bas) avant d’étre marqués avec le marqueur nucléaire DAPI (1°* colonne) et

du 4C3-AF488 (1/100°™) (2°™ colonne). Lecture des lames au microscope & fluorescence a

I objectif x60. Superposition des fluorescences (« Merged », 3*™ colonne) & Iaide du logiciel

ImageJ. L échelle (10 um) est indiquée sur les images en contraste de phase (« Brightfield »,

4™ colonne). Une expérience représentative des 3 réalisées est montrée.
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Figure 8 : Le 4C3 reconnait spécifiquement la PR3 native purifiée et la PR3 contenue
dans les neutrophiles.

A. Des neutrophiles d’un patient GPA ont été purifiés puis pré-activés (TNFo +) ou non
(TNFa —) avec du TNFa a 2 ng/mL pendant 15 minutes a 37°C. 10 ug de neutrophiles (puits 1
et 2) ont été déposés en condition réduite. Des cellules HeLa ne possédant pas de PR3 ont été
utilisées comme témoin négatif (3°™ puits) et la PR3 native humaine purifiée comme témoin
positif (4™ puits). Incubation des membranes avec I’anticorps Hsc70 (1/10 000°™) ou
I’anticorps 4C3 (1/10 000°™) une nuit sous agitation a 4°C. B. Le 4C3 ne fixe pas les
protéases Elastase et Cathepsine G (Cath G) mais uniquement la PR3 a 5 ug et 2 pug.

Incubation du 4C3 sur la nuit a 4°C.

Figure 9 : Le 4C3 induit I’expression de la PR3 a la surface des neutrophiles pré-activés
par rapport a un anticorps non relevant.

Des neutrophiles de donneurs sains ont été pré-activés par le TNFa a 2 ng/mL a 37°C durant
15 minutes (triangle), puis ont été incubés pendant 90 minutes a température ambiante avec
I’anticorps monoclonal (AcMo) 4C3 (rond) et I’AcMo 6H4 (carré) a 2 pg/mL (n=3), a
20 ug/mL (n=4) et a 100 ug/mL (n = 2) ou avec le PMA-ICa (triangle inversé). L’ expression
membranaire de la PR3 (mbPR3) a été analysée par cytométrie en flux aprés marquage avec
I’anticorps anti-PR3 WGM2-FITC. La moyenne ainsi que les écart-types pour les donneurs
sains sont représentés. Les résultats ont été normalisés par rapport a la condition TNFa et sont
exprimés en ratio de I'intensit¢é moyenne de fluorescence (Mean Fluorescence Intensity ;

MFI). * p < 0,05.

Figure 10 : Le 4C3 n’induit pas la production d’espéces réactives oxygénées (Reactive
Oxygen Species ; ROS) par les neutrophiles humain.

Des neutrophiles purifiés provenant de huit donneurs sains indépendants ont été pré-actives
avec du TNFa (2 ng/mL) pendant 15 minutes a 37°C (colonnes blanches) avant d’étre incubés
pendant 45 minutes avec du 4C3 (colonnes grises), des préparations d’IgG (non mélangées)
provenant de deux donneurs sains (colonnes hachurées) ou de quatre patients GPA actifs au
moment du diagnostic (colonnes quadrillées) ou des IgG provenant du patient P2 (lignes
verticales). La production de ROS a été évaluée en mesurant la fluorescence (MFI) du DHR
123 par cytométrie de flux. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM obtenus dans huit
expériences indépendantes, chaque cercle représentant une expérience. NS : non significatif ;

*p<0,05; ** p<0,005 ; *** p <0.0005.
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Figure 11 : Effet dose du 4C3 sur la production intracellulaire d’espéces réactives
oxygénées (Reactive Oxygen Species ; ROS) par les neutrophiles.

Des neutrophiles de donneurs sains ont €t¢ incubés avec de la cytochélasine B (5 pg/mL)
5 minutes a 37°C puis du sodium azide (2 mM) et de la DHR (2,5 uM) ont été ajoutés
5 minutes a 37°C avant de pré-activer les neutrophiles avec du TNFa a 2 ng/mL a 37°C
durant 15 minutes (triangle). A la fin de la pré-activation, les neutrophiles ont été incubés
45 minutes a 37°C avec ’AcMo 4C3 (rond) ou ’AcMo 6H4 (carré) a 2 pg/mL (n=9), a
20 pg/mL (n=20) et a 100 pg/mL (n=4) ou avec le PMA-ICa (triangle invers¢). La
production de ROS a été analysée par cytométrie en flux par mesure de la MFI apres
marquage a la DHR 123. La moyenne ainsi que les écart-types pour les donneurs sains sont
représentés. Les résultats ont été normalisés par rapport a la condition TNFa et sont exprimés

en ratio de MFI. ns : non significatif ; * p <0,05 ; ** p <0,005.

Figure 12: Le 4C3 et le r4C3 n’induisent pas d’augmentation de Dactivité de la
cathepsine G par les neutrophiles pré-activés.

A. Des neutrophiles purifiés provenant de huit donneurs sains indépendants ont été pré-
activés avec du TNFa (2 ng/mL) pendant 15 minutes a 37°C (colonnes blanches) avant d’étre
incubés pendant 45 minutes avec du 4C3 (colonnes grises), des préparations d’IgG (non
mélangées) provenant de deux donneurs sains (colonnes hachurées) ou de quatre patients
GPA actifs au moment du diagnostic (colonnes quadrillées) ou des IgG provenant du patient
P2 (lignes verticales). La dégranulation des neutrophiles a été évaluée par ’expression de
CD63 représentée en pourcentage de cellules positives. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM obtenus dans huit expériences indépendantes, chaque cercle représentant une
expérience. NS : non significatif; * p <0,05; **p<0,005; ***p<0.0005. B. Des
neutrophiles de donneurs sains ont été pré-activés par le TNFa a 2 ng/mL a 37°C durant 15
minutes (histogramme de gauche), puis ont été incubés durant 90 minutes a température
ambiante avec I’AcMo 4C3 et ’AcMo r4C3 a 2 et 20 pg/mL ou avec le PMA-ICa. L activité
de la cathepsine G a été mesurée dans les surnageants d’activation des neutrophiles apres
ajout de son substrat et lecture par spectrofluorimétrie. Une expérience représentative de 3 est

montrée. Les résultats sont exprimés en ARFU (Relative Fluorescence Units).
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Figure 13 : Le 4C3 n’augmente pas le phénotype d’adhésion des neutrophiles humains.

A et B. Des neutrophiles purifiés provenant de huit donneurs sains indépendants ont été
primés avec TNFa (2 ng/mL) pendant 15 minutes a 37°C (colonnes blanches) avant d’étre
incubés pendant 45 minutes avec du 4C3 (colonnes grises), des préparations d’IgG séparées
(non mélangées) provenant de deux donneurs sains (colonnes hachurées) ou de quatre patients
GPA actifs au moment du diagnostic (colonnes quadrillées) ou des IgG provenant du patient
P2 (lignes verticales). Le critere d’adhésion des neutrophiles a été¢ évalué en mesurant les
expressions de surface des CD11b (A) et CD18 (B) par cytométrie de flux. Les résultats sont
exprimés en moyenne = SEM obtenus dans huit expériences indépendantes chaque cercle

représentant une expérience. NS : non significatif ; * p < 0,05 ; ** p <0,005 ; *** p <0.0005.

Figure 14 : Analyse par SDS — PAGE des différentes formes de 4C3 obtenues.
4C3 natif (puits 2), 4C3 recombinant (puits 3), 4C3 déglycosylé (puits 5) et 4C3 Fab (puits 6)
en comparaison au 6H4 (puits 4 ; IgG1 anti-ovalbumine). Le puits de gauche (n°1) correspond

au marqueur de poids moléculaire (PM) en kilo Dalton (kDa).

Figure 15 : Les dérivés du 4C3 n’augmentent pas I’expression de la PR3 et n’induisent
pas la production de ROS par les neutrophiles pré-activés.

A. Des neutrophiles de donneurs sains ont été pré-activés par le TNFa a 2 ng/mL a 37°C
durant 15 minutes puis ont été incubés pendant 90 minutes a température ambiante avec
I’AcMo 4C3 et I’AcMo 6H4 a 40 ug/mL ou avec le PMA-ICa ou en équivalent de mol pour le
Fab et F(ab’),. L’expression membranaire de la PR3 (mbPR3) a été analysée par cytométrie
en flux aprés marquage avec l'anticorps 4C3-AF488. Une expérience représentative des
3 réalisées est montrée. B. La production de ROS a été mesurée en cinétique en présence des

dérivés Fab, F(ab’), et Fc déglycosylé (dFc) de ’anticorps 4C3. n= 1.

Figure 16 : Le r4C3 n’augmente pas la production intracellulaire de ROS par les
neutrophiles.

Des neutrophiles de donneurs sains ont été pré-activés par le TNFa (triangle), puis ont été
incubés durant 90 minutes avec le r4C3 (rond, n=11), le 4C3 (losange, n = 20) ou avec le
PMA-ICa (triangle inversé). La production de ROS a été analysée par cytométrie en flux par
mesure de la MFI aprés marquage a la DHR 123. La moyenne ainsi que les écart-types pour
les donneurs sains sont représentés. Les résultats ont été normalisés par rapport a la condition

TNFa et sont exprimés en ratio de MFL. NS : non significatif.
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Figure 17 : Analyse en électrophorése SDS — PAGE des différentes fractions obtenues
apreés purification d’un sérum de patient GPA sur protéine G.

Sérum (puits 2), fraction non retenue (NR, puits 3), lavages (L, puits 4 a 9), élutions (E, puits
10 a 14). Les puits de gauche (n°1) et droite (n°15) correspondent au marqueur de poids

moléculaire (PM) en kDa. Image représentative des 6 expériences réalisées.

Figure 18 : Les IgG purifiées du sérum de patient GPA contiennent des IgG anti-PR3 a
la différence des IgG purifiées du sérum de donneur sain.

Les IgG contenues dans le sérum de donneurs sains et de patients GPA ont été purifiées puis
le dosage des IgG anti-PR3 a été réalisé par ELISA & I’aide du kit Eurolmmun™. Les
controles internes au kit (controle négatif / controle positif / calibrateur 20 UR/mL) ont été
utilisés en comparaison avec I’AcMo 4C3 a 50 pg/mL et les sérums non purifiés. Une

expérience représentative des 6 réalisées est montrée.

Figure 19: Les IgG purifiées induisent une augmentation de la production
intracellulaire de ROS par les neutrophiles de donneurs sains.

Des neutrophiles de donneurs sains ont été pré-activés par le TNFa a 2 ng/mL a 37°C durant
15 minutes (triangle), puis ont été incubés avec les IgG purifiées de patients GPA (rond,
n = 32) ou de donneurs sains (losange, n = 16) a 200 ug/mL ou avec le 4C3 (triangle inversé,
n = 20). La production de ROS a été analysée par cytométrie en flux par mesure de la MFI
aprés marquage a la DHR 123. La moyenne ainsi que les écart-types sont représentés. Les
résultats ont été normalisés par rapport a la condition TNFa et sont exprimés en ratio de MF1L.

ns : non significatif ; * p <0,05 ; ** p <0,005 ; *** p <0,0005.

Figure 20 : Le 4C3 est capable d’inhiber la production intracellulaire de ROS des
neutrophiles humains induite par la présence d’IgG GPA+.

Des neutrophiles de donneurs sains ont été incubés avec de la cytochélasine B (5 ug/mL)
5 minutes a 37°C puis du sodium azide (2 mM) et de la DHR (2,5 uM) ont été ajoutés
5 minutes a 37°C avant de pré-activer les neutrophiles avec du TNFa a 2 ng/mL a 37°C
durant 15 minutes. A la fin de la pré-activation, les neutrophiles ont €té incubés 15 minutes a
37°C avec I’AcMo 4C3 a 20 pg/mL avant d’ajouter pendant 35 minutes a 37°C des IgG issus
de patients atteints de GPA a 200 pg/mL. La production de ROS a été analysée par cytométrie
en flux par mesure de la MFI apres marquage a la DHR 123. Les résultats obtenus avec 4 IgG
de patients GPA sont représentés. Les résultats sont exprimés en MFI et le pourcentage

d’inhibition induit par le 4C3 est indiqué. n = 4.
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EXEMPLES / MATERIELS & METHODES / RESULTATS

1. SELECTION DU PATIENT

Avant obtention de D’anticorps 4C3, trois immortalisations ont été réalisées a partir de
prélévements sanguins de 3 patients différents atteints de la maladie de Wegener ou
Granulomatosis With Polyangiitis (GPA). Des clones ont pu étre obtenus mais aucun n’a
abouti a la production d’un anticorps pertinent. Les causes de ces échecs étant multiples :
lymphopénie, thrombocytose, hyperleucocytose, il a été décidé d’adapter le procédé en ciblant
plus spécifiquement les patients selon la clinique et la biologie, et en optimisant la technique
d’immortalisation.

Le clone 4C3 est issu d’un patient atteint d’une granulomatose avec polyangéite (GPA) et
suivi en consultation dans le service de pneumologie du Centre Hospitalier Régional et
Universitaire (CHRU) de Tours. Ce patient a ¢té diagnostiqué pour sa GPA en 2011 suite a
des atteintes Oto-Rhino-Laryngologiques (ORL) et pulmonaires ainsi qu’une hémorragie
alvéolaire. Ce patient a recu un premier traitement de 6 mois avec de I’Endoxan™™ suivi d’un
traitement a base de corticoides et de méthotrexate. Le dernier examen biologique au moment
du prélévement indiquait un taux de lymphocytes B circulants de 72/mm’ et un taux
d’auto-anticorps dirigés contre la protéinase 3 (CANCA) supérieur a 177 Ul/mL. Le patient a
accepté de participer, apres consentement €clairé, a une collection d’échantillons biologiques
humains déclarés au Ministere de la Recherche (n°DC-2012-1636) conformément au décret
n°2007-1120 du 10 Aolt 2007. Apres recueil des données cliniques et signature du
consentement éclairé, le sang de ce patient a été prélevé sur ACD (anti-coagulant Citrate de
Dextrose) puis acheminé via le laboratoire d’immunologie du CHRU de Tours vers la

plateforme BCRessources.

2. IMMORTALISATION DES LYMPHOCYTES B

Pour I’obtention de clones producteurs d’IgG anti-PR3 (expérience n°IM3-16), il a été utilisé
un kit commercialisé par la société Dendritics™ (kit DDXK-HuBBB™), lequel utilise la
technique d’immortalisation EBV (Epstein Barr Virus). Néanmoins, le protocole recommandé

par cette société a €té optimisé par les inventeurs et est différent de celui décrit dans le kit.

Normalement, le kit est utilisé sur des Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) totaux
frais (issus d’un prélevement sanguin du jour) et nécessite une premiere étape
d’immortalisation puis des étapes de sous-clonages pour obtenir des cellules monoclonales.

Pour I’obtention de I’anticorps 4C3, ’optimisation du kit a conduit a partir de PBMC
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décongelés (et non frais), lesquels ont été ensuite enrichis par tri cellulaire avec des

lymphocytes B (LB) mémoires autologues dans les puits de culture, i.e. qu’une nouvelle étape

du protocole a été mise au point par les inventeurs. De plus et en conséquence de cette

optimisation, les conditions de culture qui ont été mises en place ont également permis de

s’affranchir de [’étape de sous-clonage pourtant décrite comme indispensable dans le

protocole du kit.

Plus précisément, pour ’enrichissement en lymphocytes B mémoires, deux étapes successives
ont été réalisées : la premiere étape a permis d’isoler par sélection négative les lymphocytes B
totaux (« B-cell isolation kit II » de chez Miltenyi Biotec'™, Réf 130-091-151) puis de trier
spécifiquement au trieur MoFlo™ Astrios les lymphocytes B mémoires CD19™ CD27".
Diftérentes conditions de co-culture ont été testées en P96 fond plat : PBMC seuls, PBMC
enrichis en LB mémoires, PBMC déplétés en LB et enrichis en LB mémoires avec différentes
quantités de cellules Lors de la seconde étape, les cellules ont été stimulées et immortalisées
en présence de particules virales EBV a I’aide du kit commercialisé par Dendritics™ (kit
DDXK-HuBBB™). Au cours des dix premiers jours de culture, la formation de clusters a été

évaluée au microscope et les cellules ont été restimulées apres 9 jours (J9) de culture.

3. SELECTION DES CLONES PAR ELISA

A partir de J20 de culture, 1’identification par test ELISA des clones produisant des IgG a été
commencée. Les surnageants positifs en IgG totales ont été répertoriés et les cultures de
clones correspondants ont été poursuivies. A l’inverse, les puits qui sont sortis deux fois
négatifs ont été éliminés. Dans un premier temps, 62 clones ont été sélectionnés sur la base de
leur production détectable d’IgG totales.

Ces clones positifs ont été de nouveau criblés par ELISA en présence de PR3 (Athens
Research and Technology™™, référence 16-14-161820). Aprés coating des puits de la plaque
ELISA MaxiSorp™ (96 puits) avec 2 pg/mL de PR3 native pendant une nuit a 4°C, les puits
ont été saturés en tampon PBS-BSA 4% (Phosphate Buffer Saline - Bovine Serum Albumin)
afin d’empécher une fixation non spécifique des anticorps sur le plastique du puits. Les
surnageants de culture des lymphocytes B ont été incubés pendant 2 heures a 37°C avant
d’ajouter ’anticorps secondaire a savoir, un anti-Fc IgG humain couplé a I'HRP
(HorseRadish  Peroxidase). La révélation a ¢été faite en présence de TMB
(3,37,5,5’-TétraMéthylBenzidine), substrat de la peroxydase. La lecture de I’absorbance a été
réalisée a une longueur d’onde de 620 nm. Le seuil de positivité a été fixé a une valeur

d’absorbance deux fois supérieure au témoin négatif. Les cellules dont les surnageants sont
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sortis positifs au moins trois fois en ELISA ont été amplifiées afin d’avoir suffisamment de
cellules pour les tests ultérieurs. A I'inverse, les puits qui sont sortis négatifs deux fois
consécutives ont €t¢ €liminés. Ainsi, seuls 5 clones se sont révélés positifs en ELISA anti-
PR3. Les 5 clones ont été mis en expansion, re-testés en ELISA et les 3 meilleurs ont été
gardés (i.e. 4C3, 4C5 et 5SD11) (Figure 1A). Seul le 4C3 s’est révélé spécifique de la PR3, le
5D11 n’étant pas spécifique (Figure 1B) et le 4C5 ayant arrété de produire des IgG.

4. CARACTERISATION DE L’ANTICORPS 4C3

Apres confirmation de la spécificité de 1’anticorps 4C3 (Figure 1B), il a été mis en évidence
par ELISA (tests ELISA commercialisés) que cet anticorps anti-PR3 d’isotype IgG avait une
sous-classe IgG1 et une chaine kappa (Figure 1C et 1D). L’affinité du 4C3 pour la PR3 est
élevée avec une constante de dissociation Kp de 7,41.10™"° M (valeur obtenue par la technique

BIACORE) (Figure 1E + Tableau 2 ci-dessous).

4C3
Courbe ka (1/Ms) kd (1/s) Kp (M) Rmax (RU) Conc (M) Chi? (RU?) U-value
1,26E+07  0,00936  7,41E-10 0,723 3
Cycle : 5 78,35 1,25E-09
Cycle : 6 76,5 2,50E-09
Cycle : 7 80,18 5,00E-09
Cycle : 8 71,98 1,00E-08
Cycle : 9 75,01 2,00E-08

Tableau 2 : Affinité de I’anticorps 4C3

S. MISE EN PRODUCTION EN FLASQUE HAUTE DENSITE

Aprés une premiere caractérisation de I’anticorps sécrété dans les surnageants de culture, le
clone 4C3 a été amplifié par passages successifs des cellules en puits P24 puis en puits P6 et
enfin en flasques afin d’augmenter le nombre de cellules. La monoclonalité de ce clone a été
confirmée par Polymerase Chain Reaction (PCR) par 1’étude des réarrangements des genes
des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) (Figure 2A). Le clone 4C3 a alors ét€ mis en
production en flasque haute densité (CELLine™ Wheaton™) composées de deux
compartiments séparés par une membrane semi-perméable qui laisse passer les protéines
inférieures a 10 kDa. Le premier compartiment contient le milieu extracellulaire nutritif
composé de DMEM additionné de pénicilline/streptomycine et de glutamine mais sans sérum
de cheval tandis que le deuxieme compartiment contient les cellules dans lequel a été récolté

les anticorps produits tous les trois-quatre jours sur une période d’au moins 70 jours.
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Deux productions ont été réalisées (expériences PRO 01-17 et PRO 02-18) pendant lesquelles
le nombre de cellules (Figure 2B) ainsi que le niveau de production d’IgG anti-PR3 (Figure

2C) ont été vérifiés.

6. PURIFICATION DE L’ANTICORPS 4C3

L’ensemble des surnageants collectés a été filtré sur filtre 0,2 um aprés centrifugation
10 minutes a 500 g. Les anticorps contenus dans les surnageants ont été purifiés par
chromatographie d’affinité (HiTrap'™ Protein A 1 mL GE Healthcare'™) sur 1’appareil
AKTA™ (GE Healthcare™). La pureté des différentes fractions a été controlée par
¢lectrophorese sur gel 4-12% Bis-Tris et coloration au Bleu de Coomassie (Figure 2D). La

concentration finale de 1’anticorps 4C3, aprés dosage BCA™, est de 5,974 mg/mL. La

2

spécificité du 4C3 a été confirmée par ELISA en présence de PR3 native coatée (1 ug)
(Figure 2E).

7. SPECIFICITE DU 4C3 SOUS SA FORME RECOMBINANTE

Afin de produire I’anticorps 4C3 sous forme recombinante (r4C3), les séquences des régions
variables spécifiques de la PR3 (séquences SEQ ID NOs : 6 et 24) ont été sous-clonées dans
des vecteurs d’expression d’IgG recombinantes (vecteurs commercialisés). Les vecteurs
d’expression ainsi construits ont été transfectés en cellules de mammifére HEK-293 (ATCC®
CRL-1573™) pour la production d’IgG monoclonales d’isotype IgG sous forme sécrétée dans
le surnageant de culture. Apres récolte de 50 mL de surnageant de culture, ’anticorps r4C3 a
été purifié comme précédemment décrit et a permis d’obtenir une concentration finale de
r4C3 de 3,5 mg/mL.

Pour confirmer la spécificité de ’anticorps 4C3 recombinant, un test ELISA a été réalisé en
présence de différentes quantités de PR3 coatée en comparaison avec le 4C3 (Figure 3A). Il a
ainsi ét¢ montré que le r4C3 est capable de se lier a la PR3 de maniére comparable au 4C3
(Figure 3A). Ce résultat a été confirmé par BIACORE puisque le r4C3 possede une affinité

vis-a-vis de la PR3 comparable au 4C3 (Figure 3B + Tableau 3 ci-dessous).
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r4C3
Courbe ka (1/Ms) kd (1/s) Kp (M) Rmax (RU) Conc (M) Chi? (RU?) U-value
1,37E+07 0,009358 6,84E-10 1,06 4
Cycle : 14 161,8 1,25E-09
Cycle : 15 128,1 2,50E-09
Cycle : 16 110,9 5,00E-09
Cycle : 17 98,36 1,00E-08
Cycle : 18 100,5 2,00E-08

Tableau 3 : Affinité de I’anticorps r4C3

Les deux anticorps 4C3 et r4C3 partagent la méme région variable de la chaine lourde
(séquences SEQ ID NOs : 6 a 19) et la méme chaine 1égére (séquences SEQ ID NOs : 20 a
35) mais différent uniquement dans la région constante de la chaine lourde par la mutation
R > K en position 224 (ou AGA > AAA en position 670-672). Cette mutation confére un
allotype différent a ces 2 anticorps a savoir GIm3-1 pour le 4C3 et G1lm17-1 pour le r4C3.

8. IDENTIFICATION DE L’EPITOPE RECONNU PAR LE 4C3

Pour identifier I’épitope de la PR3 reconnu par le 4C3, il a été dans un premier temps réalisé
un western blot en condition non dénaturante et dénaturante. La protéinase 3 (native ou
dénaturée) a été séparée par électrophorese sur gel de polyacrylamide 4-12% Bis-Tris puis
transférée sur membrane de nitrocellulose et saturée avec 5% de BSA dans du TBS 0,1%
Tween' ™ 20 a température ambiante pendant une heure sous agitation. La membrane a ensuite
été incubée avec le 4C3 (dilution 1/10 000°™) une nuit & 4°C sous agitation. Pour révéler les
protéines, les membranes ont été incubées avec un anticorps secondaire anti-Fc humain
couplé a la HRP et révélées avec le kit Pierce™ ECL Plus (ThermoFisher™). 1l a ainsi été
déterminé que le 4C3 reconnait préférentiellement un épitope conformationnel de la PR3 avec
observation d’un marquage moins intense de la PR3 en condition dénaturante (Figure 4A).
L’identification de 1’épitope reconnu par I’anticorps 4C3 a été réalisée par la société
MabSilico. La premiére étape a permis de modéliser I’épitope de la PR3 par la méthode
MabTope qui consiste en la prédiction informatique d’une liste ordonnée de peptides de la
PR3 susceptibles d’appartenir a 1’épitope a partir de la séquence de la partie variable (Vg et
Vi) du 4C3 (Figure 4B et 4C). La deuxieme étape a permis la mesure expérimentale de la
liaison spécifique d’un certain nombre de ces peptides a "anticorps. Cette mesure a été faite
par HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) entre un anticorps anti-Fab couplé au

d2 (CisBio™) qui se lie a I’anticorps d’intérét, et une streptavidine couplée au terbium
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(CisBio™) qui se lie au peptide biotinylé (Figure 4D). Le peptide 4C3 3.2 (séquence
SEQ ID NO : 40) a induit le ratio HTRF le plus important (Figure 4D) démontrant ainsi que
I”épitope reconnu par le 4C3 est constitué d’une majorité de ces acides aminés (Figure 4E).
De plus, la liaison du 4C3 a la PR3 a été altérée en présence d’alpha 1 anti-trypsine (a1AT),
I’inhibiteur naturel de la PR3, capable d’induire un changement de conformation de la PR3
empéchant les Ac anti-PR3 reconnaissant ’épitope 1 de s’y fixer (Figure 4F).

Le 4C3 cible donc un épitope conformationnel de la PR3 proche de son site catalytique

(acides aminés en gras souligné, Figure 4E) et du patch hydrophobe (acides aminés en gras

italique, Figure 4E) et sur une région chevauchant celle de I’épitope 1 de la PR3 (Figure 4B).

9. ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA PR3 EN PRESENCE DU 4C3

Pour mieux caractériser I’anticorps 4C3, ’activité enzymatique de la PR3 a été mesurée apres
incubation avec du 4C3 pendant 30 minutes a différents ratios (10 Ac: 1 PR3 /5 Ac: 1 PR3
et 2 Ac: 1 PR3) et apres ajout du substrat fluorescent commercial de la PR3
(Abz-VADnVADYQ-YNO2). Il a ainsi été mis en évidence que le 4C3 n’inhibe pas ’activité
enzymatique de la PR3 dans ces conditions expérimentales tout comme le 6H4 qui est un
anticorps non relevant, quel que soit le ratio utilisé (Figure 5). En effet, en présence de ces
anticorps, le substrat a été dégradé (augmentation de la fluorescence) alors que I’ajout d’alpha
1 anti-trypsine (a1 AT) qui est un inhibiteur naturel de la PR3 n’a pas induit de dégradation du
substrat de la PR3 (Figure 5).

10. MARQUAGE DE LA PR3 MEMBRANAIRE PAR CYTOMETRIE EN FLUX

La capacité de I’anticorps 4C3 a se lier a la PR3 a également été validée par cytométrie en
flux. Pour cela, des neutrophiles ont été purifiés a partir du sang de donneurs sains de
I’Etablissement Frangais du Sang (EFS) a l'aide d’un kit commercialisé (kit Stem Cell,
EasySep™" Direct Human Neutrophil Isolation ; Kit référence 19666) (Figure 6A). Les
neutrophiles non stimulés ont été incubés pendant 30 minutes a 4°C avec ’anticorps 4C3
préalablement couplé avec le fluorochrome AF488 (kit commercialisé ThermoFisher ).
Plusieurs concentrations du 4C3 ont été testées (0, 1, 20 ou 100 pg/mL) et ont permis de
mettre en évidence un marquage plus intense de la PR3 a la surface des neutrophiles en
fonction de la concentration d’anticorps couplé utilisé¢ (Figure 6B). De plus, il a été
précédemment décrit dans la littérature que le priming des neutrophiles avec du TNF alpha
(TNFa) induisait une augmentation d’expression de la PR3 membranaire. Ceci a été confirmé

par une augmentation du marquage avec le 4C3-AF488 apres stimulation des neutrophiles
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pendant 15 minutes a 37°C avec du TNF alpha (10 ng/mL) démontrant ainsi que 1’Ac
4C3-AF488 reconnait bien la PR3 (Figure 6C). Enfin, ce résultat a été renforcé par I’absence
de marquage du 4C3-AF488 a la surface des lymphocytes (les lymphocytes n’exprimant pas
de PR3 membranaire), un marquage intermédiaire sur les monocytes (PR3 faiblement
exprimée) et un marquage trés fort sur les neutrophiles (PR3 constitutivement exprimée)

(Figure 6D).

11. MARQUAGE CYTOPLASMIQUE DU 4C3 DE TYPE cANCA

Des neutrophiles purifiés de donneurs sains ont été préalablement fixés au formol ou a
I’éthanol puis ont été marqués avec I’Ac 4C3 couplé a I’AF488 et le DAPI (marquage
nucléaire). L’analyse des lames au microscope a fluorescence a mis en évidence un marquage

cytoplasmique diffus de type cANCA du 4C3 (Figure 7).

12. RECONNAISSANCE DE LA PR3 PAR LE 4C3 EN WESTERN BLOT

Pour confirmer la spécificité anti-PR3, le 4C3 a été utilisé comme anticorps primaire en
western blot (Figure 8A et 8B) sur des lysats protéiques de neutrophiles, des cellules HeLa
(ATCC® CCL-2™) et de la PR3 humaine. D’aprés la figure 8, le 4C3 a bien reconnu la PR3
humaine avec un marquage a la taille attendue, marquage également présent avec les
neutrophiles et aucun marquage n’a été détecté dans les cellules HeLa, lesquelles n’expriment
pas la PR3 (Figure 8A). De plus, le 4C3 n’a pas reconnu les autres protéases telles que
I’¢lastase et la cathepsine G qui ont la méme taille que la PR3 (Figure 8B). Ce résultat a donc

confirmé le fait que I’anticorps 4C3 est spécifique de la PR3.

13. DEPLETION DES FRAGMENTS F¢ DU 4C3

Dans le but de produire des anticorps anti-PR3 neutralisant I’interaction ANCA-PR3 et donc
diminuant I’activation des neutrophiles au cours de la GPA, il a été testé différents fragments
du 4C3 apres déplétion des fragments Fc du 4C3, susceptibles d’activer les neutrophiles via
I’interaction Fc/FcyR. Pour se faire, deux enzymes ont été utilisées : la pepsine et la papaine.
La pepsine est une enzyme protéolytique qui permet le clivage de I’anticorps juste en dessous
des ponts disulfures qui relient les deux chaines lourdes et d’obtenir un fragment F(ab’),
(Tableau 4 ci-dessous). La papaine est une protéase a cystéine capable de cliver 1’anticorps
au-dessus de la région charniere ce qui va donner deux fragments Fab distincts d’une part et

des fragments Fc d’autre part (Tableau 5 ci-dessous).
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DIGESTION DU 4C3 PAR LA PEPSINE

Piste Echantillons mg/mL

1 F(ab’), (Flowthrough Protéine A) 0,259
2 F(ab’), (Flowthrough Protéine A) 0,257
3 F(ab’), (lavage Protéine A) 0,068
4 F(ab’), (lavage Protéine A) 0,034
5 E1 Protéine A 0,051
6 E2 Protéine A 0,044
7 E2 Protéine A 0,051
8 4C3 purifié 5,9

Tableau 4 : Liste des échantillons déposés par piste

DIGESTION DU 4C3 PAR LA PAPAINE

Piste Echantillons mg/mL
1 Fc(El 0,294
2 Fc(B2) 0,231
3 Fc(E3) 0,012
4 Fab (Flowthrough Protéine A) 0,542
5 Fab (lavage Protéine A) 0,166
6 E1 2°™ passage des Fab sur Protéine A 0,002
7 E22°™ passage sur Fab sur Protéine A 0,0027

8 E3 2°™ passage sur Fab sur Protéine A 0,044
9 4C3 purifié 5,9

Tableau S : Liste des échantillons déposés par piste
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14. TESTS FONCTIONNELS SUR NEUTROPHILES

L’incubation d’ANCA avec des neutrophiles pré-activés par le TNFa conduit a la
dégranulation, la production de ROS et a la formation de NET (Neutrophil Extracellular
Traps) et donc a Iactivation des neutrophiles. Afin de tester ’action neutralisante du 4C3 et
de ses dérivés (r4C3, F(ab’),, Fab, 4C3 déglycosylé...) sur les neutrophiles humains,

différents tests fonctionnels in vifro ont été mis en place.

MATERIEL & METHODES

14.1 Purification des IgG a partir du sérum

Pour les tests fonctionnels, nous avons sélectionné des sérums de patients atteints d’une
maladie active selon les examens cliniques, le traitement et le niveau de PR3-ANCA. Les
patients atteints d’une maladie active ont été diagnostiqués au Centre Hospitalier
Universitaire de Tours. Nous avons purifié les IgG de cinq sérums de patients GPA
indépendants pendant la phase active de la maladie apres le diagnostic (IgG GPA)
(cf. Tableau 6 ci-apres) ou pendant la rémission pour le patient P2 (IgG P2) et de deux
donneurs indépendants sains avec un kit a flux rapide de protéine G SepharoseTM 4 (GE
HealthCare®, USA). En bref, des sérums non mélangés ont été incubés avec de la protéine G
pendant une heure a température ambiante avant €lution. La filtration des échantillons a été
effectuée a I’aide d’un systéme d’ultrafiltration Spin-X® UF Concentrator. Les IgG purifiées
des sérums non mélangés ont €té soumises a une électrophorése sur un gel Bis-tris
4-12% avant d’étre colorées au bleu de Coomassie. La présence de PR3-ANCA dans des
préparations séparées d’IgG provenant de patients en phase active de la GPA et du patient P2
a été confirmée par ELISA a I’aide d’un kit Eurolmmun anti-PR3, alors que les préparations

séparées d’IgG purifiées provenant de donneurs sains ne contenaient pas de PR3-ANCA.
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GPA 1 GPA 2 GPA 3 GPA 4 GPA S
Sexe Homme Homme Homme Homme Homme
Age au
68 ans 71 ans 79 ans 77 ans 53 ans
diagnostic
Rénale,

‘ Articulaire  Rénaleet Pulmonaire  Rénale et
Atteintes  neurologique o _
et ORL articulaire et ORL pulmonaire

et ORL
Type
cANCA cANCA cANCA cANCA cANCA
d’ANCA
Niveau de
PR3- 83 IU/mL 36 IUmL 43 1U/mL.  1121U/mL 58 IU/mL
ANCA

Tableau 6 : Principales caractéristiques des patients GPA actifs dont les IgG ont été purifiées

pour induire une activation auto-immune des neutrophiles

14.2 Purification des neutrophiles et pré-activation par le TNFa

Les neutrophiles humains provenant de donneurs sains indépendants ont été purifiés par
sélection magnétique négative avec le kit commercial "FasySep® Direct Human Neutrophil
Isolation Kit" (StemCells®, Canada) en suivant les instructions du fabricant. A la fin de
I’isolement, les neutrophiles ont été mis en suspension dans une solution HBSS sans calcium
ni magnésium. La pureté des neutrophiles isolés était > 95%, aprés évaluation par cytométrie
en flux (CD15-PE et Live dead, Miltenyi Biotech®™, Allemagne). Les cellules ont été pré-
activées avec du TNFo (Sigma-Aldrich®, Etats-Unis) & une concentration finale de 2 ng/mL

pendant 15 minutes a 37°C dans un bain d’eau.

14.3 Evaluation de la production de ROS par les neutrophiles

L’activation des neutrophiles provenant de donneurs sains indépendants a été évaluée par la
production de ROS a I’aide d’un test a la dihydrorhodamine 123 (DHR 123). Des neutrophiles
purifiés ont été mis en suspension dans du HBSS avec 1 mM de Ca’” et 1 mM de Mg”" et
incubés avec 5 pg/mL de cytochalasin B (Cayman Chemical®, USA) pour augmenter la

production de radicaux d’oxygéne, pendant 5 minutes a 37°C. Les cellules ont ensuite été
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chargées avec 2 uM de DHR 123 et 2 mM d’azide de sodium (NaN3) pendant 5 minutes a
37°C sous agitation. Les neutrophiles amorcés ont été incubés avec du 4C3 (2 a 100 pg/mL),
du r4C3 ou des préparations d’IgG séparées provenant de deux donneurs sains et de quatre
patients GPA actifs (200 pg/mL) pendant 45 minutes a 37°C. Un anticorps non pertinent
(6H4, IgGlk, anti-ovalbumine) a été utilis€ comme témoin négatif. Une combinaison
d’acétate de myristate de phorbol (PMA, 50 ng/mL) et d’ionophore de calcium (ICa, 10 uM),
tous deux de puissants activateurs de neutrophiles, a été utilisée comme témoin positif de
I’activation des neutrophiles. La réaction a été arrétée avec de 'EDTA PBS glacé (1 mM)
avant la mesure de la fluorescence de la DHR 123 par cytométrie de flux. Pour les
expériences de neutralisation, des neutrophiles primés prétraités ont d’abord été incubés avec
du 4C3 (20 ng/mL) pendant 15 minutes a 37°C, puis des préparations séparées d’IgG de cinq
patients actifs au moment du diagnostic de la GPA (IgG GPA, 200 pg/mL) ont été ajoutées

pendant 45 minutes supplémentaires.

14.4 Dégranulation et adhésion des neutrophiles

Les neutrophiles ont été pré-activés avec du TNFa et stimulés avec du 4C3 (2 et 20 pg/mL),
du r4C3 (2 et 20 pg/mL), des IgG de patients atteints de GPA (200 pg/mL) ou de la PMA-ICa
pendant 45 minutes a 37°C. Apres incubation, les cellules ont été lavées et marquées avec le
CD63 couplé au FITC (dégranulation) ou marquées avec les anticorps CD11b VioBlue /
CD18 FITC (BD Biosciences®, USA) (phénotype d’adhésion) pendant 20 minutes a 4°C
avant d’étre analysées par cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules positives et
I’intensité moyenne de fluorescence (MFI) ont été déterminés a 1’aide du logiciel FlowJo®. La
dégranulation des neutrophiles a également ¢été évaluée par libération de CatG. Les
surnageants ont été récoltés et incubés avec un substrat fluorescent de cathepsine G (ABZ-
TPFSGQ-YNO2 de GeneCust®™) (Attucci S, ef al. Measurement of free and membrane-bound
cathepsin G in human neutrophils using new sensitive fluorogenic substrates. Biochem J.
2002 Sep 15;366(Pt 3):965-70. doi: 10.1042/BJ20020321. PMID: 12088507, PMCID:
PMC1222843) pendant 30 minutes avant la lecture de la fluorescence par spectrofluorimétrie
a 420 nm. Les résultats sont exprimés sous la forme d’un rapport de ARFU par rapport a I’état

normalisé¢ de TNFa (dégranulation basale).

RESULTATS
Le premier test a consisté a évaluer I’expression de la PR3 membranaire apres incubation des

neutrophiles avec le 4C3 (Figure 9). L’anticorps 6H4 qui est un anticorps non relevant a été
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utilis€ en comparaison dans les différents tests et la solution PMA — Ionomycine calcium
(PMA-ICa) a été utilisée comme controle positif d’activation des neutrophiles. Les
neutrophiles humains purifiés ont été pré-activés avec du TNFa pendant 15 minutes a 37°C
avant d’étre incubés pendant 1h30 avec différentes concentrations d’anticorps 6H4 et 4C3 (2,
20 et 100 pg/mL). A la fin de I’incubation, I’expression de la PR3 membranaire a été analysée
par cytométrie en flux avec I’anticorps WGM2 (anticorps murin anti-PR3 humaine) (Figure
9). Les résultats ont montré que I’incubation des neutrophiles avec des doses croissantes de
4C3 conduit a une augmentation de I’expression de la PR3 a la surface des neutrophiles tandis
que I’incubation avec du 6H4, quelle que soit la dose, a peu voire pas d’effet (Figure 9). Le
résultat a été identique, que la PR3 soit révélée avec un anticorps commercialisé ou avec le
4C3-AF488.

Le deuxiéme test fonctionnel qui a été étudié est la production de ROS, laquelle a été évaluée
par le marquage DHRI123-FITC par cytométrie en flux (Figures 10 et 11). Pour ces
expériences, des IgG totales issues de donneurs sains ou de patients atteints de GPA ont
également été purifiées. Ici, le 4C3 n’a pas été capable d’induire la production de ROS alors
que des préparations séparées d’IgG de patients atteints de GPA en phase active de la maladie
(IgG GPA) ont conduit a une augmentation significative de la production de ROS. Au
contraire, des préparations séparées d’IgG de donneurs sains (IgG HD), obtenues et utilisées
dans les mémes conditions, n’ont pas induit une forte production de ROS par les neutrophiles
pré-activées (Figure 10). Il est intéressant de noter que la stimulation des neutrophiles par des
IgG purifiées provenant du patient P2 n’a pas induit une production significative de ROS par
rapport aux IgG GPA purifiées provenant de patients GPA au moment du diagnostic (Figure
10). De plus, a la dose de 2 pg/mL, le 4C3 comme le 6H4 n’induit pas d’augmentation
significative de production de ROS par les neutrophiles. En augmentant la dose a 20 et 100
ug/mL, il n’a pas été observé non plus d’augmentation significative de cette production de
ROS par les neutrophiles démontrant ainsi que I’anticorps 4C3 sous sa forme entiere n’est pas
un anticorps activateur (Figure 11).

Le troisieme test a consist¢ a analyser la dégranulation des neutrophiles en mesurant
I’expression du CD63 a la membrane du neutrophile et ’activité de la cathepsine G dans le
surnageant des neutrophiles aprés incubation avec les anticorps (Figure 12). Le résultat
précédemment obtenu a été confirmé puisqu’il a été¢ mis en évidence de maniére réciproque
une absence de I’expression du CD63 (Figure 12A) et une absence de libération de cathepsine

G en présence du 4C3 ou du r4C3 a la dose de 2 et 20 pg/mL (Figure 12B).
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Le quatrieme test a consisté a analyser I’expression du CD11b et du CD18 (complexe Macl)
dans le but d’explorer le phénotype d’adhésion des neutrophiles apres une stimulation avec le
4C3 (Figure 13). La présence de 4C3 n’a pas induit d’augmentation de I’expression de surface
des CD11b / CD18 alors que les préparations d’IgG non mélangées provenant de donneurs
sains ou de patients atteints de GPA au moment du diagnostic ont induit une régulation a la
hausse significative de ces deux marqueurs d’adhésion (Figure 13A et 13B). Il convient de
noter que les IgG du patient P2 ont induit un phénotype d’adhésion intermédiaire (Figures
13A et 13B).

L’ensemble de ces résultats, obtenus par des tests fonctionnels sur les neutrophiles, a

démontré que les anticorps 4C3 et r4C3 n’activent pas les neutrophiles humains.

En parallele de ces résultats, I’effet des dérivés du 4C3 a également été étudié. Avant de tester
leur fonctionnalité sur des neutrophiles, la qualité de ces formes dérivées a été vérifiée par gel
SDS-PAGE et coloration au Bleu de Coomassie (Figure 14). 1l a été observé pour le 4C3
natif, le 6H4 et le r4C3 une seule bande de migration autour du poids moléculaire de 150 kDa
correspondant habituellement au poids moléculaire d’une IgG1 (puits 2 a 4, Figure 14). La
qualité et la pureté semblent identiques entre le 4C3, le r4C3 et le 6H4. Le dépot du fragment
Fab a révélé plusieurs bandes : deux bandes autour de 50 kDa, I'une correspondant au
fragment Fab et l'autre au fragment Fc qui n’a pas ¢été compleétement éliminé apres
purification sur résine couplée a la protéine A et une troisiéme bande autour de 25 kDa
correspondant au Fab réduit (6™ puits, Figure 14). Le dépdt de la forme déglycosylée a
révélé deux bandes : I'une un peu en dessous de 150 kDa correspondant a une IgG1 qui a
perdu son site de glycosylation et ’autre autour de 50 kDa correspondant au fragment Fc
(5°™ puits, Figure 14).

L’expression de la PR3 (Figure 15A) et le profil d’activation des neutrophiles (Figure 15B et
16) en présence de ces formes dérivées ont €té étudiés. Il n’a été pas observé d’augmentation
d’expression de la PR3 membranaire apres incubation des neutrophiles avec les fragments
Fab et F(ab’), du 4C3 contrairement au 4C3 sous sa forme entiére (Figure 15A). De plus, les
fragments F(ab’),, Fab et le Fc dégycosylé (4C3 dFc) n’ont pas induit de production de ROS
par les neutrophiles a la dose de 20 ug/mL (Figure 15B).

De maniére tout a fait intéressante, il a été mis en évidence que le r4C3 sous sa forme entiere

n’est pas capable d’induire d’augmentation significative de la production de ROS et que cette

production est au méme niveau que celle induite par le TNFa : moyenne du ration MFI de la
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condition r4C3 = 0,96 + 0,09 versus moyenne du ratio de la condition 4C3 = 1,48 + 0,26

(p =0,0016) (Figure 16), ce qui correspond a 0% d’augmentation d’activation avec le r4C3.

Au vu de ces résultats et dans 1’optique d’obtenir un effet neutralisant de ’interaction
cANCA/PR3, le 4C3 natif et/ou recombinant sous leur forme entiére sont les plus

intéressants.

15. TESTS DE NEUTRALISATION AVEC LE 4C3
Pour évaluer le potentiel bloquant de cet anticorps (i.e. 4C3) sur I’activation des neutrophiles
induite par les ANCA (auto-anticorps anti-PR3), différentes stratégies ont été mises en place :
» des tests fonctionnels ont été réalisés sur des neutrophiles avant et apres incubation
avec ’anticorps entier ou avec ses dérivés (Fab, F(ab’),, Fc déglycosylé...) ; et

* un effet dose a été évalué et différentes cinétiques d’incubation ont été testées.

Pour mettre au point ces expériences de neutralisation de cANCA, il a été décidé d’utiliser des
sérums de donneurs sains (prélevements sanguins obtenus auprés de I’EFS) et de sérums de
patients GPA (sérums obtenus aprés anonymisation dans le laboratoire d’immunologie du
CHRU de Tours) afin d’en purifier les IgG et notamment les IgG anti-PR3 (cANCA) des
patients GPA. A la suite de I’étape de purification sur protéine G des sérums humains, les
différentes fractions obtenues (non retenu, lavages et élutions) ont été déposées sur gel
SDS-PAGE afin de vérifier leur qualité et leur pureté en comparaison avec le sérum d’origine
(Figure 17). Ceci a confirmé que 1’étape de purification des sérums sur protéine G a permis
d’obtenir des IgG avec la présence d’une bande majoritaire a 150 kDa (Figure 17) alors que
les fractions de lavages contiennent d’autres protéines comme 1’albumine (bande a 50 kDa).

Apres avoir réussi a purifier des IgG totales a partir des sérums, il a été vérifié que parmi les
IgG purifiées de patients GPA, des IgG anti-PR3 type cANCA ¢étaient présentes. Par ELISA,
il a été mis en évidence que les lots d’IgG purifiées issues des sérums de patient GPA
contenaient au moins 20 UR (Unité Relative)/mL d’IgG anti-PR3 (histogrammes gris clairs,
avant et apres purification, Figure 18) en comparaison avec le calibrateur (cal), le 4C3 et le
contréle positif (histogrammes gris foncés, Figure 18). Par ailleurs, il n’a pas été détecté, avec
cette technique, d’IgG anti-PR3 dans les lots d’IgG purifiées issues des sérums de donneurs
sains (histogrammes noirs, avant et apres purification, Figure 18). Bien que ce dosage semi-
quantitatif ait permis de confirmer la présence d’IgG anti-PR3 parmi les IgG purifiées de
patients GPA (une expérience représentative de 6 lots est montrée), il n’a toutefois pas permis

d’en connaitre la proportion réelle.
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Les IgG purifiées ont €té utilisées a 200 ug/mL comme décrit dans la littérature. La
fonctionnalité des IgG purifiées a été évaluée sur leur capacité a induire la production de ROS
sur des neutrophiles humains de donneurs sains pré-activés par le TNFa (comme
précédemment) et apres 45 minutes d’incubation. Les IgG purifiées de patients GPA ont
induit, de maniére significative (p = 0,0002 ; n = 32), une plus grande production de ROS
(moyenne ratio de MFI = 4,54 + 4,73) que les IgG purifiées de donneurs sains (moyenne ratio
MFI = 1,79 + 1,49) (Figure 19). De plus, les IgG purifiées de patients GPA et les IgG
purifiées de donneurs sains ont induit une production de ROS significativement plus
importante que pour la condition TNFa et la condition 4C3 (Figure 19). Ce résultat a donc
démontré que les IgG purifiées de patients GPA peuvent étre utilisées comme activateur des

neutrophiles afin de tester le potentiel pouvoir neutralisant du 4C3 et des autres dérivés.

Afin de tester I’action neutralisante du 4C3 sur la production de ROS, il a été choisi d’incuber
dans un premier temps les neutrophiles avec le 4C3 pendant 15 minutes puis d’ajouter
pendant 45 minutes supplémentaires les IgG purifiées de patients GPA. La production de
ROS a ensuite été analysée comme décrit précédemment. Il a ainsi été mis en évidence que
I’anticorps 4C3 a une concentration de 20 pg/mL n’active pas les neutrophiles lorsqu’il est
utilisé seul et de maniére tout a fait inattendu, 1’anticorps 4C3 seul est également capable
d’inhiber I’activation des ROS induite par la présence des IgG de patients GPA (Figure 20).
En effet, il a été observé des pourcentages d’inhibition allant de 36% a 71% (moyenne de
51% de neutralisation sur 4 expérimentations distinctes), laquelle pourrait étre améliorée en

augmentant les quantités de 4C3 et/ou en modifiant les cinétiques d’incubation.
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REVENDICATIONS

1. Anticorps monoclonal dirigé contre la protéinase 3 du neutrophile représentée par la
sequence SEQ ID NO : 1,
ledit anticorps monoclonal :
5 »  ¢tant spécifiquement dirigé contre un épitope conformationnel de ladite protéinase
3 du neutrophile ; et
= ¢tant capable d’inhiber d’au moins 30% la production de dérivés réactifs de
I’oxygene par des neutrophiles,
ladite production de dérivés réactifs de I’oxygene étant induite par la présence

10 d’auto-anticorps dirigés contre ladite protéinase 3 du neutrophile.

2. Anticorps monoclonal selon la revendication 1 comprenant :
* une chaine lourde comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
15 - un CDR1 ayant au moins 80% d’identit¢ avec la séquence
SEQIDNO : 15
- un CDR2 ayant au moins 80% d’identit¢ avec la séquence
SEQID NO : 17 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identit¢ avec la séquence
20 SEQIDNO: 19;
et
* une chaine légere comprenant de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :
- un CDR1 ayant au moins 80% d’identit¢ avec la séquence
25 SEQID NO : 31 ;
- un CDR2 ayant au moins 80% d’identit¢ avec la séquence
SEQID NO : 33 ; et
- un CDR3 ayant au moins 80% d’identit¢ avec la séquence
SEQ ID NO : 35,
30 en particulier comprenant :
* une chaine lourde comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité

avec la séquence SEQ ID NO : 7, étant entendu que ladite région variable de la
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chaine lourde comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 15 ;

- le CDR2 de séquence SEQID NO : 17 ; et

- le CDR3 de séquence SEQID NO : 19 ;
et
une chaine légere comprenant une région variable ayant au moins 80% d’identité
avec la séquence SEQ ID NO : 25, étant entendu que ladite région variable de la
chaine légere comprend de son extrémité N-terminale a son extrémité
C-terminale :

- le CDRI de séquence SEQ ID NO : 31 ;

- le CDR2 de séquence SEQ ID NO : 33 ; et

- le CDR3 de séquence SEQ ID NO : 35,

et de préférence comprenant :

une chaine lourde comprenant ou constituée d’'une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 3, étant entendu que ladite chaine lourde
comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 7 ;

et

une chaine légére comprenant ou constituée d’une séquence ayant au moins 80%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 21, étant entendu que ladite chalne
lourde comprend la région variable de séquence SEQ ID NO : 25.

Fragment d’un anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2, ledit fragment étant

choisi parmi le groupe de fragments constitué de : Fv, Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, scFv,

sc(Fv),, « diabodies ».

Acide nucléique comprenant ou constitué d’une séquence codant :

’anticorps monoclonal selon la revendication 1 ; ou
la chaine lourde d’un anticorps monoclonal selon la revendication 2 et/ou la
chaine légere d’un anticorps monoclonal selon la revendication 2 ; ou

le fragment selon la revendication 3.
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5. Vecteur d’expression comprenant au moins un acide nucléique selon la revendication 4,

ledit acide nucléique étant sous contréle d’éléments permettant son expression.

6. Cellule héte ou lignée cellulaire transformée par un acide nucléique selon la

revendication 4 et/ou un vecteur d’expression selon la revendication 5.

7. Anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2 et/ou fragment selon la revendication
3 et/ou acide nucléique selon la revendication 4 et/ou vecteur d’expression selon la

revendication 5 pour son utilisation comme médicament.

8. Composition pharmaceutique comprenant comme substance active au moins :
* un anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2 ; et/ou
* un fragment selon la revendication 3 ; et/ou
* un acide nucléique selon la revendication 4 ; et/ou
* un vecteur d’expression selon la revendication 5,
en association avec un véhicule pharmaceutiquement acceptable,
en particulier,
* ledit anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2 étant a une dose
comprise de S mga 1 000 mg ; et/ou
* Jedit fragment selon la revendication 3 étant a une dose comprise de 5 mg a
1 000 mg ; et/ou
» Jledit acide nucléique selon la revendication 4 étant a une dose comprise de 5 mg a
1 000 mg ; et/ou
» ledit vecteur d’expression selon la revendication 5 étant & une dose comprise de

5mgal 000 mg.

9. Composition pharmaceutique selon la revendication 8 pour son utilisation dans le
traitement précoce et/ou la prévention de rechute des poussées de granulomatose avec

polyanggite.
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Composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication 9, ladite
composition étant formulée pour étre administrée par I’'une des voies suivantes : orale,

parentérale, injectable, topique, par inhalation, sous-cutanée, nasale ou pulmonaire.

Complexe immun anticorps/antigene, dans lequel :
* Jedit anticorps est ’anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2 ou un
fragment selon la revendication 3 ; et
* J’antigene est la protéinase 3 du neutrophile représentée par la séquence

SEQID NO : 1.

Kit de diagnostic permettant le dosage de la concentration sanguine de la protéinase 3 du
neutrophile, ledit kit de diagnostic comprenant un anticorps monoclonal selon la

revendication 1 ou 2 ou un fragment selon la revendication 3.

Meéthode de diagnostic in vifro comprenant une étape de détermination du complexe
immun anticorps/antigéne selon la revendication 11 a I’aide d’un anticorps monoclonal
selon la revendication 1 ou 2 ou un fragment selon la revendication 3,

ledit dosage permettant de déterminer le degré de sévérité et/ou le risque de rechute de

poussées de la granulomatose avec polyangéite chez un patient.
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