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Résumé :
Sélection et caractérisation de Nanobodies® dirigés contre TFIP11 et LasB

Charles-Henri Props (mémorant), Mireille Dumoulin (promoteur), Jonathan Vaneyck

(encadrant) ; Laboratoire NEPTUNS (CIP), 2023-2024.

Mon mémoire est scindé en deux projets distincts ayant pour point commun la sélection et la
caractérisation de Nanobodies® (Nbs). Les Nbs sont des fragments d’anticorps dit a chaines lourdes que
l'on retrouve dans le sang des Camélidés. Découvert en 1989, les Nbs possedent de nombreuses
propriétés intéressantes qui ont conduit a leur utilisation accrue aussi bien pour la recherche
fondamentale que pour des applications biotechnologiques ou encore médicales. Le premier projet
concerne TFIP11. TFIP11 est une protéine impliquée dans de nombreuses interactions notamment, via
son G-Patch, avec plusieurs composants importants du splicéosome. Les interactions avec ceux-ci ne
sont pas toujours possibles di a la présence ou a l'absence de modifications post-traductionnelles
réversibles ce qui implique que I'épissage ne sera pas effectué. Actuellement, on ne connait pas les
modifications post-traductionnelles nécessaires et suffisantes pour assurer la fonction de TFIP11 au
sein du splicécosome. Ce premier projet vise a sélectionner des Nbs visant le G-Patch et plus
particulierement deux modifications post-traductionnelles de celui-ci. Ces Nbs permettront de réaliser
des expériences telles que de la visualisation in vivo des modifications post-traductionnelles et ainsi
mieux comprendre leur rdle pour la formation du splicéosome. Afin de réaliser la sélection des Nbs, un
panning par phage display a partir d’'une banque immune de géne de Nbs puis un screening par ELISA
ont été réalisés. Les Nbs sélectionnés, ont été produits dans Escherichia coli et purifiés avant de
caractériser leur capacité a se lier a TFIP11. Lors de ce projet, un seul Nb a été sélectionné, le Nb D108,
mais aprés test de caractérisation par ELISA et interférométrie bio-couche (BLI), il ne se lie
malheureusement pas au G-Patch de TFIP11. Le second projet concerne la métalloprotéase LasB de
Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa est une bactérie, pathogéne opportuniste, dans le top 3
des souches résistantes aux antibiotiques responsable de plus de 500 000 déces en 2019. La protéase
LasB est une métalloprotéase a zinc et est I'un des principaux facteurs de virulence sécrété par P.
aeruginosa causant des dommages aux tissus de I'hGte et diminuant la réponse immunitaire. Aucun
inhibiteurs efficaces et sélectifs n’a pas été encore trouvé. Ce second projet vise a sélectionner des Nbs
ciblant LasB et plus particulierement inhibant spécifiquement et efficacement LasB selon la méme
stratégie que celle utilisé pour générer des Nbs contre TFIP11. Lors de ce projet, un seul Nb a été

sélectionné, le Nb L276, mais apres caractérisation par BLI, il ne se lie, malheureusement, pas a LasB.

Mots clés : TFIP11 ; LasB ; Pseudomonas aeruginosa ; Nanobody® ; Phage display.



Summary :
Selection and characterization of Nanobodies® against TFIP11 and LasB

Charles-Henri Props (master student), Mireille Dumoulin (promotor), Jonathan Vaneyck (daily

supervisor) ; Laboratory NEPTUNS (CIP), 2023-2024.

My master thesis is divided into two distinct projects with a common focus on the selection
and characterization of Nanobodies® (Nbs). Nbs are binding domains of heavy-chains antibodies found
in the blood of Camelidae. Discovered in 1989, Nbs possess many interesting properties that have led
to their increased use in both fundamental research and in biotechnological and medical applications.
The first project focuses on TFIP11. TFIP11 is a protein involved in numerous interactions, particularly
via its G-Patch, with several important components of the spliceosome. These interactions are not
always possible due to the presence or the absence of reversible post-translational modifications,
which means that splicing may not occur. Currently, the necessary and sufficient post-translational
modifications required to ensure TFIP11’s function within the spliceosome are unknown. This first
project aims to select Nbs targeting the G-Patch, specifically focusing on two post-translational
modifications. The goal is to conduct experiments such as in vivo visualization to determine the
presence or the absence of post-translational modifications and better understand their role in the
formation of the spliceosome. To achieve the selection of Nbs, a panning by phage display was carried
from an immune library of Nbs genes, followed by a screening via an ELISA have be performed. The
selected Nbs were produced in E. coli and purified before being characterized. In this project, only one
Nb, D108, was selected, but after characterization by ELISA and Biolayer interferometry (BLI), it does
not unfortunately bind to the G-Patch. The second project concerns the LasB metalloprotease from
Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium in the top 3 of
antibiotic-resistant strains responsible for more than 500,000 deaths in 2019. The LasB protease is a
zinc metalloprotease and is one of the main virulence factors secreted by P. aeruginosa, causing
damage to host tissues and affecting the immune response. No effective and selective inhibitors have
yet been found. This second project aims to select Nbs targeting LasB, specifically inhibiting LasB
effectively and selectively. To achieve this aim, the same strategy as that described above for TFIP11
was carried out. The selected Nbs were produced and purified and their ability to bind/inhibit LasB
were investigates. In this project, only one Nb, L276, was selected, but after characterization tests (BLI),

it does not unfortunately bind to LasB.

Keywords : TFIP11 ; LasB ; Pseudomonas aeruginosa ; Nanobody® ; Phage display.
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Abréviations :

Abs : Absorbance

Amp : Ampicilline

BSA : Bovine serum albumin (Albumine de sérum bovin)

CDR : Complementarity-determining regions (Boucles déterminant la complémentarité)
CET : Chromatographie par exclusion de taille

cPCR : PCR sur colonies

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra-acétique

EP : Extrait périplasmique

Fab : Fragments de liaison a I'antigene d’une immunoglobuline G classique
HA : Hémagglutinine

HISs : Hexa-histidine

IgG : immunoglobuline G

IMAC : Immobilized metal affinity chromatography (Chromatographie d’affinité sur ions métalliques

immobilisés)

IPTG : Isopropyl 3-D1-thiogalactopyranoside

Kana : Kanamycine

kD : kilo Dalton

LB : Luria-Bertani

Nb : Nanobody®

NBT : bleu nitré de tétrazolium

O/N : Overnight (Toute la nuit)

pb : Paires de base

PBS : Phosphate buffered saline (Tampon phosphate salin)

PBS-T : PBS -Tween



PEG : Polyéthylene glycol

pNPP : 4-Nitrophenyl phosphate disodium salt hexa hydraté
RPM : Révolutions par minute

TA : Température ambiante

TB : Terrific broth

TEA : Triméthylamine

TES : Tris-EDTA-sucrose

TFIP11 : Tuftelin-interacting protein 11
Tris : Trisaminométhane

TY : Tryptone-yeast (Tryptone-levure)
WB : Western blot

ZID : Zones intrinsequement désordonnées



1. Introduction

1.1. Tuftelin-interacting protein 11 (TFIP11)

TFIP11 est une protéine de 770 acides aminés qui fait partie du splicéosome (Jurica & Moore,
2003). Le splicéosome est un large complexe, composé de protéines et d’ARN, qui a pour but d’éliminer
les introns des pré-ARN messagers. TFIP11 est localisé dans le noyau ou le splicéosome s’assemble
(Wen et al., 2005). TFIP11 va favoriser I'évacuation de l'intron pendant I'épissage (Yoshimoto et al.,
2009). La fonction de TFIP11 est trés importante dans le splicéosome et conservée chez de nombreuses
especes (Bennett et al.,, 1992). Cela met en évidence le fait que TFIP11 effectue une activité non

redondante cruciale pour la survie des organismes.

Une étude récente (Duchemin et al.,, 2021) a démontré que TFIP11 est nécessaire pour
maintenir la structure du splicéosome. Au sein de la protéine, on trouve un « G-Patch » (Figure 1A) qui
va interagir avec plusieurs composants importants du splicéosome. Le G-Patch est flanqué de deux des
trois zones intrinsequement désordonnées (ZID); ces 3 zones ont été prédites par des algorithmes et
par l'analyse des caractéristiques de TFIP11 (Figure 1C). Au sein du G-Patch, deux résidus sont sujet a
des modifications post-traductionnelles : un résidu Y162 (Figure 1B) a été identifié comme site de
phosphorylation (Tannukit et al., 2009) et un résidu R166 (Figure 1B) a été identifié comme site de
méthylation (Tannukit et al., 2009). Ces sites sont sujet a de la réversibilité impliquant un changement
de propriétés biochimiques de la protéine tel que le changement du point isoélectrique (Darling &
Uversky, 2018). Le r6le de ces modifications post-traductionnelles pour la fonction de TFIP11 est peu
connu. Actuellement, on ne connait pas les modifications post-traductionnelles nécessaires et

suffisantes pour que le G-Patch réalise sa fonction.

A)

Figure 1 : TFIP11 et G-patch. A) Structure
ZID1 |~ G-patch [+ ZID2 ZID 3 schématique des éléments de TFIP11, B)
Séquence du G-Patch en bleu, site de
phosphorisation Y162 en rouge avec * (
Y*), site de méthylation R166 en vert avec

HTKGIGQKLLOKMGY*VPG GLGKNAQGIINPIEAKQ * (R*) et séquence de TFIP11 couplée & KHL
RKGKGAVGAYGSERTTQSMQDFPVVDSEEEAEEEF soulignée, C) Structure de TFIP11, G-Patch

en rouge entouré de ZID.

B)




1.2. Pseudomonas aeruginosa et LasB

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram -, pathogene opportuniste qui est le
principal responsable des maladies nosocomiales, causant, par exemple, des pneumonies ou des
infections urinaires chez les patients hospitalisés pour d’autres pathologies (Banerjee & Stableforth,
2000). P. aeruginosa a été responsable de plus de 500 000 décés en 2019 (lkuta et al., 2022). Cette
bactérie est dans le top 3 des souches résistantes aux antibiotiques. Lors d’une infection, les
traitements sont tres complexes vu la capacité de la bactérie a s'adapter aux antibiotiques. L'OMS I'a
classifiée dans le groupe critique des pathogenes nécessitant d'urgence le développement de
nouveaux traitements (L’'OMS met a jour la liste des bactéries résistantes aux médicaments qui

représentent la plus grande menace pour la santé humaine, n.d.).

LasB, également connue sous le nom d'élastase B, est une métalloprotéase a zinc. Cette
enzyme de 33 kilo Dalton (kD) est I'un des principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa (Morihara
et al., 1965). Elle constitue I'une des protéines les plus abondantes dans le sécrétome de cette bactérie
(Saint-Criq et al., 2018). LasB hydrolyse une large gamme de protéines, provoquant des dommages aux
tissus de I'h6te et perturbant la réponse immunitaire (Galdino et al., 2019). Ainsi, par exemple, LasB
hydrolyse I'élastine (composant clé de I'élasticité des tissu conjonctifs) (Yang et al., 2015), les
composants du complément (Schultz & Miller, 1974) et le lysozyme des voies respiratoires humaines
(Jacquot et al., 1985). De plus, LasB joue un rdle crucial dans l'invasion des tissus de I'h6te en clivant

des composants essentiels des tissus conjonctifs tels que le collagéne (Heck et al., 1986).

Dans leur étude, Saint-Criqg et al. (2019) démontrent que, lors d'une infection pulmonaire par
P. aeruginosa, LasB est le principal agent responsable de la dégradation des cellules épithéliales,
entrainant ainsi une perte de leur fonction. Cette action permet a P. aeruginosa de franchir la barriere
immunitaire innée des cellules épithéliales et de coloniser les poumons des individus sensibles,

notamment ceux atteints de mucoviscidose provoquant une infection bactérienne chronique.

La structure tridimensionnelle de LasB a été résolue en 1991, elle est composée de sept hélices
a et de deux feuillets B antiparalléles et contient un ion zinc et un ion calcium (Thayer et al., 1991).
L'ion Zn, qui est chélaté par les chaines latérales de 'H140 et de I'H144, et la chaine latérale du E164
sont les éléments principaux de la réaction d’hydrolyse (Figure 2A). D’autres acides aminés (Figure 2A)
ainsi que I'ion calcium vont participer a la stabilité et la sélectivité du site actif. Le site d’hydrolyse

préférentiel de 'enzyme est la liaison peptidique apres une sérine ou une thréonine. L'hydrolyse par



LasB est réalisée via la consommation d'une molécule d'eau provoquant I'hydrolyse de la liaison

peptidique (Figure 2B) (Chen et al., 2019).

Plusieurs inhibiteurs de LasB ont été étudiés dont le phosphoramidon (Figure 2C). Cet
inhibiteur de LasB vient occuper le site catalytique, en interagissant avec I'ion zinc, et donc inhiber LasB
(Figure 2D), mais il n’est pas sélectif car il cible de nombreuses métalloenzymes dont celles des
mammiféres (Kessler & Spierer, 1984). D’autres inhibiteurs, naturels ou synthétiques, visant a chélater
I'ion zinc du site actif ou a bloquer le site actif, ont soit une faible activité soit un manque de sélectivité
(Everett & Davies, 2021). Ce manque d’inhibiteur efficace et sélectif est un probléeme car, comme

mentionné, LasB est I'un des principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa.

0):0. OJ:O
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Figure 2 A) Site actif de LasB (acides aminés du site actif, boule verte : ion calcium, boule grise : ion zinc), B) Réaction
d’hydrolyse de LasB par I'ion zinc, I'H140, ’H144 et I'E164, C) Structure du phosphoramidon (zone beige (Phosphoramidyl) :
zone d’interaction avec I'ion zinc) et D) Complexe LasB-phosphoramidon dans le site actif, en jaune : les acides aminés du site
catalytique et I’ion zinc et en rouge : le phosphoramidon. Référence PDB de LasB-phosphoramidon : 3DBK. Figure A reprise de
Rigan et al., 2020, figures B et C de Everett & Davies, 2021.
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1.3. Les Nanobodies®

1.3.1. Définition et propriétés

Les Nanobodies® (Nbs) sont de petits fragments d'anticorps dérivés des anticorps 1gG ne
possédant que deux chaines lourdes, présents dans le sang des camélidés comme les chameaux et les
alpagas (Hamers-Casterman et al., 1993; Muyldermans, 2013). Découvert par Raymond Hamers, Cécile
Casterman et Serge Muyldermans en 1989. Ces anticorps, dit anticorps a chaines lourdes, different des
IgG conventionnels trouvés chez les humains et chez les autres mammiféres, qui sont des molécules
composées de deux chaines lourdes et de deux chaines Iégéres (Shinde et al., 2024) (Figure 3A). Les
Nbs correspondent aux domaines variables des anticorps dits a chaines lourdes et ont un poids

moléculaire d’environ *+ 12-15 kD (i.e. = 125 acides aminés) (Kinoshita et al., 2022) (Figure 3A et B).

CRD-2

Figure 3: A) Représentation schématique d’un IgG (carrés bleus : domaines constants et pentagones bleus : domaines
variables appelés VH pour la chaine lourde et VL pour la chaine légére) B) Représentation schématique d'un anticorps 1gG a
chaines lourdes (carrés bleus : domaines constants, pentagones bleus : domaines variables appelés VHs ou Nanobodies®), C)
Structure du Nb avec le CDR-1 en bleu, le CDR-2 en vert et le CDR-3 en rouge. Acides aminés différents des anticorps
conventionnels Figure B modifiée de I'article Conrath et al., 2005.

Les fragments d'anticorps recombinants, comme les fragments de liaison a I'antigéne d’une
immunoglobuline G classique (Fab) ou les Nanobodies®, sont reconnus comme des lieurs d'antigénes
efficaces. lls conservent la spécificité des anticorps monoclonaux tout en offrant de meilleures
propriétés pour diverses applications diagnostiques, thérapeutiques et biochimiques (Holliger &
Hudson, 2005; Pillay & Muyldermans, 2021). Les Nanobodies® bénéficient, en plus de leur petite taille,
de propriétés biochimiques favorables, telles qu’une haute thermo-stabilité (Dumoulin et al., 2002),
une pénétration élevée dans les tissus (Jumapili et al., 2023), une faible immunogénicité
(Muyldermans, 2013) ainsi qu’une solubilité plus élevée que les Fab (Conrath et al., 2005). Cette

solubilité élevée est due a la présence d’acides aminés hydrophiles, sur le Nanobody® (Nb) situés a la
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place d’acides aminés (hydrophobes) interagissant avec la chaine légére des anticorps conventionnels
(Figure 3A) et au recouvrement des acides aminés hydrophobes par la boucles déterminant la

complémentarité (CDR) 3 du Nb (Conrath et al., 2005).

Le site de liaison des Nanobodies® est composé de trois CDR (CDR 1 a 3) (Figure 3C)
(Muyldermans et al., 2001). La boucle CDR-3 est la plus variable, allant de 10 jusqu’a 20 résidus, et
contribue majoritairement aux interactions avec I'antigene (Zavrtanik et al., 2018 ; Muyldermans et
al.,, 2001). Le reste du Nb est composé de régions dont les séquences et les structures sont tres
conservées, comprenant des feuillets béta sandwich reliés par un ponts disulfures, ceux-ci assurent la

stabilité de la protéine (Figure 3C) (Muyldermans, 2013).

Les Nbs peuvent étre produits économiquement en grandes quantités via des systemes
d'expression bactérienne comme décrit dans ce mémoire (3.4. Production des Nanobodies® et
extraction périplasmique des Nanobodies®). L'ensemble de leurs caractéristiques favorables ont
conduit a leur utilisation accrue remplagant les anticorps conventionnels (Bathula et al., 2021) aussi
bien pour la recherche fondamentale que pour des applications biotechnologiques ou encore

médicales (Muyldermans, 2021).

1.3.2. Sélection des Nanobodies®

Il'y a plusieurs stratégies pour sélectionner des Nanobodies® spécifiques d’une cible donnée
telles que le « surface display » sur bactérie (Fleetwood et al., 2013) mais le « phage display » suivis
d’un screening reste la stratégie la plus accessible (Muyldermans, 2013; Riechmann & Muyldermans,
1999). Cette technique permet d’enrichir puis de sélectionner des Nanobodies® spécifiques d’une cible
donnée a partir de larges banques de génes de Nanobodies® construites a partir des lymphocytes B de
camélidés immunisés (banque immune) contenant en moyenne 10® séquences différentes, non-
immunisés (banque naive) contenant en moyenne 10° séquences différentes ou a partir d’une
séquence optimale de Nb amplifiée avec des insertions de mutations aléatoires au sein
essentiellement du CDR 3 (banque synthétique) pouvant contenir de 101! 3 10%* séquences différentes

(Li et al., 2022).
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Le phage display est une technique de biologie moléculaire permettant d’exposer une protéine
ou un peptide au milieu extérieur en étant fusionné avec une protéine du manteau de phage. Cette

technique permet de relier le géne du Nb (génotype) au Nb (phénotype) (Smith, 2019) (Figure 4).

Phage Geéne de Nb

: S I Figure 4 : Représentation schématique du phage et de la liaison

entre le génotype et le phénotype. Figure modifiée de Smith, 2019.

e Geéne de la protéine G3

Protéine G3 couplé aux Nbs

QY. Cor /
7~ » & -/
(¢ 7/1(\ >(\ 7‘)

Le phage le plus utilisé est le phage M13. C’est un phage filamenteux, non lytique. Le phage est
composé de 5 protéines dites de manteau et d’un brin d’ADN simple brin. La séquence du Nb va étre
couplée au géne de la protéine G3 et donc lorsque la protéine G3 va former I'enveloppe du phage, le
Nb va étre exposé au milieu extérieur tout en étant attaché au phage (Figure 4) (Ledsgaard et al., 2018;

Smith, 2019).
Le phage display est divisé en deux étapes :

e Construction de la banque de phages : Les génes des Nanobodies®, provenant d’'une

bangue de genes, sont clonés en amont du géne codant pour la protéine G3 du phage
M13. Ensuite, des bactéries (Escherichia coli) sont infectées avec les phages (banque
de bactéries) et par des phages helper. Les phages helper permettent la multiplication
des phages dans la bactérie car ils possedent tous les génes nécessaires a la réplication
et I'assemblage du phage. Aprés incubation, les phages sont récupérés et constituent

la banque de phages (Muyldermans, 2013; Romao et al., 2016).
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e Enrichissement des Nanobodies® par phage display puis sélection par screening :

L’enrichissement se fait par tour de panning comprenant plusieurs étapes (Figure 5) :
les phages vont étre incubés avec I'antigene immobilisé pour ne garder que les phages
exposant un Nanobody® liant I'antigene. Les phages non liés sont éliminés par des
étapes de lavage, et ceux liant I'antigene sont récupérés et utilisés pour infecter des
bactéries « fraiches » (E. coli) pour recréer une nouvelle banque (sous-banque) de
phages et ainsi recommencer un tour (Muyldermans, 2013; Romao et al., 2016). A
chaque tour, la proportion de phages spécifique a la protéine cible augmente et donc

enrichit la sous-banque en phages d’intérét.

Figure 5 : Panning par phage display. A) Mise en contact des cibles avec la banque de phages, B) Lavage, C) Elution, D)
Amplification par infection bactérienne et ajout de phages helper, E) Répétition du tour, F) Screening. Figure modifié modifiée
de Smith, 2019.
Le screening permet de sélectionner les Nbs spécifiques a partir des sous-banques
enrichies. Un nombre de clones, provenant des sous-banques, va étre produit et testé

par ELISA afin de sélectionner les clones qui montrent une spécificité a la protéine cible

(Georgieva & Konthur, 2011).
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2. Objectifs du travail

Lors de ce mémoire, les buts de mon travail étaient de sélectionner et caractériser des

Nanobodies® ciblant le G-Patch de la protéine TFIP11 et des Nbs inhibant la métalloprotéase LasB.

e Pour sélectionner et caractériser des Nbs dirigés contre le G-Patch de TFIP11 avec les deux
modifications post-traductionnelles (Y162 phosphorylée et R166 méthylée), une
immunisation d’un alpaga a été réalisée avec la protéine DM2. Cette protéine est composée
d’une partie du G-Patch de TFIP11 avec les deux modifications post-traductionnelles (Figure
1B) couplée, en C-ter, de la protéine KHL. La partie du G-Patch contient le résidu Y162
phosphorylé ainsi que le résidu R166 méthylé. La KHL a été utilisée afin augmenter la réponse
immunitaire de l'alpaga. Ensuite, une banque de phages exprimant, a leur surface, les Nbs
fusionnés a la protéine de manteau G3 a été réalisée. Ces étapes avaient déja été réalisées
avant mon arrivée dans le laboratoire. Il s'agira de réaliser trois tours de sélection par phage
display en ciblant la protéine DM2 immobilisée par adsorption sur une plague 96F Multisorp.
Ces tours permettront d’enrichir les sous-banques en Nbs spécifiques de DM2. Aprés le dernier
tour, un tour de contre sélection, visant a ne sélectionner que les phages ciblant la région du
G-Patch, sera effectué en ciblant la protéine KHL-«Syn, qui est composée d’ un peptide de I'«-
synucléine couplée, en C-ter a la protéine KHL. Cette étape est réalisée car I'alpaga a produit
des Nbs contre DM2 et par conséquent contre la KHL. Les phages non liés seront, en théorie,
spécifiques du G-Patch et seront récupérés. Par la suite un screening va étre réalisé afin de
sélectionner les Nbs spécifiques. Enfin les Nbs sélectionnés vont étre produits et caractérisés
via des tests d’affinités.

e Pour sélectionner et caractériser les Nbs inhibiteurs de LasB, une immunisation d’un alpaga a
été réalisée avec la protéine LasB. Ensuite, la banque de phages a été réalisée. Ces étapes
avaient déja été réalisées avant mon arrivée dans le laboratoire. Il sagira de réaliser trois tours
de sélection par phage display en ciblant la protéine LasB immobilisé par adsorption sur une
plaque 96F Multisorp. Par la suite un screening va étre réalisé. Enfin les Nbs sélectionnés vont

étre produits et caractérisés via des tests d’affinités.
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3. Matériel et méthodes

3.1. Milieux, solutions et tampons

3.1.1. Milieux

Milieu 2XTY : 10 g/L d’extrait de levure, 16 g/L de tryptone et 5g/L de NaCl dans de l'eau

distillée. Le milieu est autoclavé et conservé a température ambiante.

Milieu LB : 25 g/L de LB (VWR chemicals ;Radnor ;USA) dans de I'eau distillée. Le milieu est

autoclavé et conservé a 4°C.

Milieu LB agar : 25 g/L de LB (VWR chemicals) et 15 g/L d’agar dans de I'eau distillée. Le milieu
est autoclavé et conservé a 55°C. Avant d’étre coulé dans des boites de Pétri, 0,1 mg/L d’ampicilline

(Amp) et 20 g/L de glucose stérile sont ajoutés. Les boites de Pétri sont ensuite conservées a 4°C.

Milieu TB : 26,7 g/L d’extrait de levure, 13,3 g/L de tryptone et 4 mL/L de glycérol 100% dans

de l'eau distillée. Le milieu est autoclavé et conservé a 4 °C.

3.1.2. Solutions

Solution TB-salt 10x: 23,1 g/L de KH,PO,4 et 125,4 g/L de K;HPO, dans de l'eau distillée. La
solution est autoclavée et conservée a 4°C. Le TB-salt 10x est dilué 10 fois dans du milieu TB avant

I'inoculation de milieu TB avec des bactéries.

Solution de Polyéthyléne glycol (PEG) NaCl (5x) : 200 g/L de PEG 6000 et 146 g/L de NaCl dans

de lI'eau milli-Q. La solution est autoclavée et conservée a température ambiante.
Solution de glycérol 40 % : 400 mL/L de glycérol 99% dans de I'eau milli-Q filtrée (0,22 um)

Solution de triméthylamine (TEA) : TEA (10 mM) dans de l'eau milli-Q. Cette solution est

conservée 1 jour a TA.

Solution de PBS 20x: 160 g/L de NaCl, 4 g/L de KCl, 4,8 g/L de KH,PO, et 35,6 g/L de
Na,HPO4¢2H,0 dans de I'eau milli-Q.

Solution d’Isopropyl B-D1-thiogalactopyranoside (IPTG) 100 mM : 23,8 g/L d’IPTG dans de l'eau

milli-Q. Cette solution est filtrée (0,22 um) et conservée a 4 °C pendant maximum 2 jours.

Solution de PBS-Tween (PBS-T) : 1 mL/L de Tween 20 dans du PBS 1x.
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Solution d’anticorps primaire n°1: 0,5 pg/mL «mouse anti-Hémagglutinine-tag » (« antiHA-

tag ») (BioLegend ;San Diego ;USA) dans du PBS 1x. Cette solution est réalisée durant la manipulation.

Solution d’anticorps primaire n°2: 0,5 pug/mL «mouse anti-histidine-tag » (« antiHIS-tag »)

(BioLegend) dans du PBS 1x. Cette solution est réalisée durant la manipulation.

Solution d’anticorps primaire n°3: 0,5 pg/mL « anti-Alpaca VHH domaine conjugué avec la
phosphatase alcaline» (Jackson ImmunaResearch ;West Grove ;USA) dans du PBS 1x. Cette solution est

réalisée durant la manipulation.

Solution d’anticorps secondaire: 0,5 pg/mL « anti-mouse conjugué avec la phosphatase
alcaline» (BETHYL; Montgomery ;USA) dans du PBS 1x. Cette solution est réalisée durant la

manipulation.

Solution du réactif ELISA : 2 g/L de 4-Nitrophényl phosphate disodium salt hexa-hydraté (pNPP)
(Figure A 3 A) (Sigma ;Saint-Louis ;USA) dans du tampon AP. Cette solution est réalisée durant la

manipulation.

Solution de CaCl, 100 mM ou 50 mM : 11,1 g/L ou 5,55 g/L de CaCl, dans de I'eau milli-Q. Cette

solution est filtrée (0,22 um) et conservée a 4 °C.

Solution Tris-EDTA-sucrose (TES) : 171,15 g/L de glucose, 0,19 g/L d’acide éthyléne diamine
tétra-acétique (EDTA), 24,22g/L de trisaminométhane (Tris). Le pH de la solution est ajusté a 8 avec

ajout d’HCI. La solution est filtrée (0,22 um) et conservée a 4 °C.
Solution TES % : 250 mL/L de solution de TES dans de I'eau milli-Q. Cette solution est conservée
1 jour a 4°C.

Solution du réactif Western blot (WB) : 0,16 g/L de 5-bromo-4chloro-3indolylphosphate (BCIP)
(Figure A 3 B) (Promega ;Madison ;USA) et 0,33 g/L de bleu nitré de tétrazolium (NBT) (Promega) dans

du tampon AP. Cette solution est réalisée durant la manipulation.

Solution de décoloration : 200 mL/L d’éthanol 100%, 100 mL/L d’acide acétique 98% dans de
I'eau milli-Q.
Solution de bleu de Coomassie : 1,2 g/L de bleu de Coomassie R250, 225 mL/L d’éthanol 100%,

100 mL/L d’acide acétique 98% dans de I'eau milli-Q. La solution est filtrée sur papier Wattman.

Solution du réactif LasB : 0,07 g/L de Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-p-nitro-benzylamide (Figure A 3 C)
(Sigma), 10 mL/L de Di-méthyl-formamyde dans du tampon LasB. Cette solution est réalisée durant la

manipulation.
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3.1.3. Tampons

Tampon de blocage n°1 : 10 g/L de caséine dans du PBS (1x). La solution est conservée a 4°C.
Tampon de blocage n°2 : 10 g/L de BSA dans du PBS (1x). La solution est conservée a 4°C.

Tampon de blocage n°3: Pierce Protein-Free Blocking Buffer (Thermo scientific; Waltham

;USA). La solution est conservée a 4°C.

Tampon de blocage n°4 : 10 g/L de protéine de lait (lait en poudre) dans du PBS (1x). La solution

est conservée a 4°C.

Tampon d’immobilisation: 16,8 g/L de NaHCO3 dans de I'eau milli-Q. Le pH du tampon est ajusté

a 8 avec ajout d’HCI. Le tampon est filtré (membrane avec une porosité de 0,22 um) et conservé a 4 °C.

Tampon AP : 12,1 g/L de Tris, 8,7 g/L mM de NaCl, 0,1 g/L de MgCl, dans de I'eau milli-Q. Le pH

du tampon est ajusté a 9 avec ajout d’"HCI. Ce tampon est filtré (0,22 um) et conservé a 4 °C.

Tampon KP pH8 ou pH7 : 24 g/L de KH,PO4, 55 g/L K,HPO, dans de I'eau milli-Q. Le pH du

tampon est ajusté a 8 ou a 7 avec ajout d’'HCI. Ce tampon est filtré (0,22 um) et conservé a 4 °C.

Tampon d’élution : 34,04 g/L d’imidazole dans du tampon KP. Le pH du tampon est ajusté a 8

avec ajout d’HCI. Ce tampon est filtré (0,22 um) et conservé a 4 °C.

Tampon LasB : 6 g/L de Tris, 0,28 g/L de CaCl, dans de I'eau milli-Q. Le pH du tampon est ajusté

a 7,4 avec ajout d’HCI. Ce tampon est filtré (0,22 um) et conservé a 4 °C.

Tampon KB : 1 g/L de BSA, 0,05 g/L de NaNs et 0,05 ml/L de Tween 20 dans du PBS 1x. Ce

tampon est conservé a 4 °C
Tampon TGS : 28,8 g/L de glycine, 6 g/L de Tris et 1 g/L de SDS dans de I'eau milli-Q.

Tampon TAE : 4,84 g/L de Tris, 1,14 mL/L d’acétate 100% et 0,148 g/L d’"EDTA dans de I'eau milli-

Tampon de chargement 4x : 11,4 g/L de Tris, 21 g/L de SDS, 26 mL/L de glycérol 99%, 50 mL/L
beta-2-mercaptoéthanol 99% (Sigma) et 1 g/L de bleu de boromophénol dans de I'eau milli-Q. Le pH

du tampon est ajusté a 6,8 avec ajout d’HCI. Ce tampon est conservé a 4 °C.

Tampon de transfert : 3 g/L de Tris, 14,4 g/L de glycine et 200 mL/L de méthanol (99 %)dans de

'eau mili-Q.
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3.2. Phagémide pMECS, banques de phages et souches d’Escherichia coli

3.2.1. Phagémide pMECS

Les génes codant pour les Nanobodies® ont été clonés dans le phagémide pMECS (Figure 6A).
Le phagémide a une taille de 4510 paires de base (pb) sans le geéne du Nb. Il contient un gene de
résistance a I'ampicilline (Amp), une origine de réplication bactérienne (ori) et une origine de
réplication de phages (f1 ori). En amont du site d’insertion (Figure 6A), se trouve un
promoteur/opérateur Lac qui active la transcription du géne du Nb en présence d’IPTG et en absence
de glucose ; il y a aussi le site de liaison de 'amorce MP57 (Figure 6B) ainsi que la séquence codant
pour le peptide signal PelB qui va permettre la sécrétion du Nb dans le périplasme. En aval du site
d’insertion (Figure 6B), se trouve la séquence d’un HA-tag puis un hexa-histidine-tag (HISe-tag) qui sont
dans le méme cadre de lecture que la séquence du Nb. Le HIS¢-tag est suivi d’'un codon stop « ambre »
: « TAG ». Enfin, il y a le géne de la protéine G3, protéine de manteau du phage M13, contenant le site

de liaison de I'amorce G3 (Figure 6 A et B).

A) AP s Figure 6: Phagémide pMECS. A) phagémide
"uar ( PMECS vide, B) Représentation schématique des
éléments proches de la séquence du Nb. Figures
de Jonathan Vaneyck.

B)

mps7 primer Sl ZRINCI B Rcodon-stopfl il
3.2.2. Banques de phages

Deux banques de phages ont été utilisées : la banque Joe 3 et la banque Joe 4b.

e lLa banque de phages Joe 3 a été créé par Jonathan Vaneyck et Francisco Javier Morales Yanez
et provient de I'immunisation de I'alpaga « Joe ». Lors de cette immunisation, I'alpaga a eu six
injections contenant 100 pg de protéine DM2 provoquant une réponse immunitaire qui va
entrainer la production d’anticorps, dont des anticorps dit a chaines lourdes ciblant DM2. Par
la suite, a partir des lymphocytes B extraits d’un prélevement sanguin réalisés 5 jours aprées la
derniere injection, les ARN messagers codant pour les anticorps ont été isolés. Enfin, seules les

séquences codant des Nbs ont été amplifiées et clonées dans un phagémide ce qui a permis
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de créer la banque de phages Joe 3. Des aliquots de 70 pL ont été réalisés contenant 10!
phages et seront utilisés lors du panning.

e La Banque Joe 4b a été créé par Jonathan Vaneyck et provient de I'immunisation de l'alpaga
« Joe » avec la protéine LasB et a été construite comme la banque Joe 3. Des aliquots de 61 plL

ont été réalisés contenant 10! phages et seront utilisés lors du panning.

3.2.3. Souches d’E. coli

Deux souches différentes d’E. coli ont été utilisées : la souche TG1 et la souche WKB6.

e Lasouche TG1 a été utilisée pour les étapes de panning et de screening car cette bactérie ne
reconnait pas le codon stop « ambre » (TAG). Par conséquent, lorsque le géne du Nb est
transcrit, le géne de la protéine de phage G3 l'est aussi. Ce qui permet de réaliser le phage
display.

e Lasouche WK6 a été utilisée pour la production des Nbs car cette bactérie reconnait le codon
stop « ambre » (TAG) et donc seul le géne du Nb et des deux tags (HA-tag et HISe-tag) sont

transcrits.

3.3. Sélection des Nanobodies® par phage display

3.3.1 Panning

Le panning a pour but d’enrichir la banque en Nanobodies® spécifiques de la protéine cible a

partir d’'une banque de phages par phage display (1.3.2. Sélection des Nanobodies®).

Pour chaque panning (contre TFIP11 et contre LasB), 3 tours de sélection ont été effectués
suivis, pour le 3¥™ tour de sélection contre TFIP11, d’'une contre sélection. La contre sélection consiste
a sélectionner les Nanobodies® qui ne se lient pas a la cible contrairement au panning « classique ».
Une contre sélection a été effectuée car I'immunisation de l'alpaga a été réalisée avec DM2, composé
du G-Patch couplé a la KHL et donc, lors des tours classiques, les Nbs ciblant la KHL ont été sélectionnés
et par conséquent, la contre sélection va permettre d’éliminer les Nbs spécifiques de la KHL tout en
conservant ceux spécifiques du G-Patch. Les différentes étapes d’'un tour de panning sont reprises ci-

dessous (Figure 5) :
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Préparation d’une culture d’E. coli TG1 : Une colonie de E. coli TG1, provenant du stock, est

mise en culture dans 5 mL de milieu LB et incubée minimum 4 heures a 37°C avec agitation orbitale
(180 RPM). Une autre colonie de TG1 a été mise en culture dans 5 mL de milieu LB + Amp (0,1 mg/mL)
et incubée 4 heures a 37°C avec agitation, cette culture permet de vérifier que le stock de bactéries

n’est pas contaminé, vu que TG1 ne présente pas de résistance a I'ampicilline (Amp).

Immobilisation des protéines cibles : 4 ug de la protéine cible (DM2, qui est composée de la

protéine KHL couplée au peptide d’intérét de TFIP11 (Figure 1B) ou LasB) ont été incubés a 4°C O/N
dans un puits d’une plaque 96 puits (Thermo scientific ;96F Multisorp Straight) en présence de 100 pL
de tampon d’immobilisation afin de permettre leur adsorption. Ce puits est appelé « puits positif ». Un
second, contenant 100 uL de tampon d’'immobilisation sans la protéine d’intérét, servira de puits
contrdle ; ce puits est appelé « puits négatif ». Pour la contre sélection, aprés le 3°™ tour contre TFIP11,
4 pg de la protéine KHL-aSyn, qui est composée de la protéine KHL couplée a un peptide de I'a-
synucléine, ont été incubés a 4 °C O/N dans un puits d’'une plaque 96 puits (96F Multisorp Straight) en
présence de 100 pL de tampon d’'immobilisation. Ce puits est appelé « puits de contre sélection ». Un
second, contenant 100 pL de tampon d’'immobilisation sans la protéine d’intérét, servira de puits

contréle. Ce puits est appelé « puits négatif ».

Mise en contact des protéines cibles avec la banque de phages : Aprés I'étape d'immobilisation,

les deux puits (positif et négatif) ont été lavés 5 fois avec 100 pL de solution de PBS-Tween 20 (PBS-T).
Apres le lavage, 200 uL de tampon de blocage n°1, pour le 1°" tour de sélection (de tampon de blocage
n°2 pour le 26M tour de sélection et de tampon de blocage n°3 pour le 3™ tour de sélection) ont été
mis dans les deux puits, le tout suivi d’'une incubation d’1 heure a TA afin de neutraliser la surface du

puits.

Quinze minutes avant la fin de I'incubation, 2 aliquots de phages contenant 10! phages, de la
banque initiale ou de la « sous-banque » du tour de sélection précédent, ont été incubés avec du
tampon de blocage n°1, pour le 1°" tour de sélection (de tampon de blocage n °2 pour le 2¢™ tour de
sélection et de tampon de blocage n°3 pour le 3®™ tour de sélection) pour un volume final de 100 pL.

Cette étape permet de neutraliser les Nbs spécifiques de la protéine du tampon de blocage.

A la fin de l'incubation, apres avoir lavé les 2 puits 5 fois avec 100 uL de solution de PBS-T, les
deux suspensions de phages de 100 pL ont été mises dans les 2 puits (1 aliquot par puits) le tout suivi
d’une incubation d’une heure a TA. Durant cette étape, les phages exposant un Nanobody® spécifique

de la protéine cible se fixent sur celle-ci.

Pour le 1°" et le 2™ tour de sélection du panning contre TFIP11 et pour les trois tours de

sélection contre LasB, apres I'incubation, les suspensions de phages ont été éliminées et les 2 puits ont
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été lavés 10 fois avec du PBS-T, pour le 1°" tour de sélection (15 fois pour le 2°™ tour de sélection et 20
fois pour le 3®™ tour de sélection) afin d’éliminer les phages liés de maniéres non-spécifiques.
Laugmentation du nombre de lavages au cours des tours de sélection permet d’augmenter la spécificité

des Nbs sélectionnés.

Les phages qui se sont liés a la protéine cible ont été élués via I'ajout de 100 uL de la solution
de TEA. Aprés une incubation de 10 minutes a TA, les 100 uL de TEA, contenant les phages élués, ont
été récupérés et mis dans 100 uL de solution Tris pour neutraliser le pH de la solution de TEA. Les deux
suspensions de phages obtenues (la suspension +: phages élués a partir du puits positif et la
suspension -: phages élués a partir du puits négatif) vont permettre d’estimer I'enrichissement en
bactéries donc en phages et par conséquent en Nanobodies® entre les deux suspensions. De plus, la
suspension + va servir a réaliser le screening et I'amplification des phages pour le prochain tour de

sélection du panning selon les étapes suivantes :

e Premiérement, pour évaluer I'enrichissement, les deux suspensions (+ et -) ont été
diluées 7 fois consécutivement par un facteur de 10 dans du PBS 1x dans une plaque
multi puits U-bottom (suspension culture microplate, 96 well, U-bottom ;greiner ;
Kremsmdnster ;Autriche). Ensuite, 10 uL des 7 dilutions obtenues ont été ajoutés dans
90 pL de solution de TG1 dans une plaque multi puits U-bottom ; cette plaque a été
incubée 1 heure a 37°C. Cette étape permet l'infection des bactéries par les phages.
Enfin, 7 uL de chaque suspension bactérienne, contenant les TG1 infectées par les
phages, ont été déposés et étalés, via inclinaison, sur une boite de Pétri carrée
contenant 50 mL de milieu LB agar supplémenté en 0,1 mg/L d’Amp et en 20 g/L de
glucose. La boite de Pétri a été incubée a 37°C O/N. L'évaluation de I'enrichissement
s’effectue en comparant la densité de colonies entre les mémes dilutions des deux
suspensions. Lenrichissement est positif si le nombre de colonies provenant de la
suspension + est plus important que celui de la suspension -. L'enrichissement est
négatif si le nombre de colonies bactériennes provenant de la suspension + est moins
important que celui de la suspension -.

e Deuxiemement, afin de réaliser le screening (qui n’est effectué que pour les dilutions
de 10 & 10°® de suspension bactérienne qui proviennent de la suspension +), 50 pL de
chaque dilution des bactéries TG1 infectées ont été étalés sur une bofite de Pétri ronde
contenant 25 mL de milieu LB agar supplémenté en 0,1 mg/L d’Amp et en 20 g/L de
glucose. Les boites de Pétri ont été incubées a 37 °C O/N. Les colonies obtenues

serviront a réaliser le screening.
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Troisiemement, pour 'amplification des phages pour le prochain tour de sélection (pas
réalisé pour le 3°™ tour de sélection), le reste de la suspension + a été mélangé avec
le reste de la culture des TG1. La suspension bactérienne obtenue a été incubée 1
heure a 37 °C sans agitation afin que les bactéries soient infectées par les phages. Apres
incubation, 12 mL de milieu 2XTY supplémentés en 0,1 mg/L d’Amp et en 10 g/L de
glucose ont été ajoutés suivis d’'une incubation d’1 heure a 37 °C avec agitation (180
RPM). Ensuite, 8 x 10° phages helper/mL de milieu ont été ajoutés suivis d’une
incubation de 30 minutes a TA sans agitation. Les phages helper permettent la
multiplication des phages (voir 1.3.2. Sélection des Nanobodies®). Apreés I'incubation,
la culture a été centrifugée (2780 g, 15 minutes, 4°C) ; le culot a été re-suspendu avec
1 mL de milieu 2XTY supplémenté en Amp (0,1 mg/mL) et en kanamycine (Kana) (0,1
mg/mL). La résistance a la Kana est apportée par les phages helper. Enfin, le culot re-
suspendu a été mis dans 150 mL de milieu 2XTY supplémenté en Amp (0,1 mg/mL) et
en Kana (0,1 mg/mL) suivis d’'une incubation O/N a 37 °C avec agitation (180 RPM).
Durant cette étape, la suspension bactérienne va croitre ainsi que la quantité de
phages.

La culture a été centrifugée (14000g , 30 minutes, 4 °C) ; le surnageant, contenant les
phages, a été récupéré et de la solution de PEG-NaCl 5x a été ajouté (200 mL/L).
Ensuite, apres une incubation de 35 minutes sur glace, ce qui permet la précipitation
des phages, une centrifugation a été réalisée (3220 g, 30 minutes, 4°C) pour faire
culoter les phages. Le PEG-NaCl a pour but de faire précipiter les phages en solution en
favorisant indirectement les interactions protéine-protéine et donc leur précipitation.
Aprés la centrifugation, le culot, contenant les phages, a été re-suspendu dans 500 pL
de PBS 1x. La concentration en phage de suspension obtenue a été calculée en
mesurant I'absorbance (Abs) a 260 nm afin de déterminer le volume a « aliquoter »
pour avoir 10! phages par aliquot, car une Abs a 260 nm de 1 est équivalente & 3*10%°
phages (déterminer expérimentalement). Ces aliquots sont stockés a -80°C et seront

utilisés pour le tour de sélection suivante.

Le troisieme tour de sélection contre TFIP11 est similaire aux deux premiers tours sauf que la

suspension + va servir, en plus de I'estimation de I'enrichissement et du screening, a réaliser la contre

sélection. Apres avoir réalisé I'estimation de I'enrichissement et le screening du tour n°3, du PBS 1x a

été ajouté au reste de la solution + pour obtenir un volume de 200 pL. 100 pL de cette suspension ont

été mis dans le puits de contre sélection et les 100 ulL restant dans le puits de contréle, le tout suivi
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d’une incubation d’'une 1 heure a TA. Préalablement, les deux puits (contre sélection et négatif) ont été
lavés 5 fois avec 100 pL de solution de PBS-T, neutralisés pendant 1 heure a TA avec 200 puL de tampon
de blocage n°3 et enfin lavés 5 fois avec 100 uL de solution de PBS-T. Apres I'incubation, les deux « flow
through », les deux solutions de 100 pL qui contiennent les phages qui ne se sont pas attachés, (le
« flow through » +: « flow through » a partir du puits de contre sélection ; et le « flow through » - :
« flow through » a partir du puits négatif) ont été conservés. Comme pour les tours de panning
précédents, 10 pL des deux « flow through » vont étre utilisés pour réaliser I'estimation de

I’enrichissement et le screening comme décrit précédemment.
3.3.2. Screening

Le screening a pour but de déterminer quels sont les Nanobodies® qui sont spécifiques de la
protéine cible. Il est nécessaire car le panning enrichit la banque en Nbs spécifiques mais il faut

déterminer ces Nbs.

Le screening a été réalisé en cinq étapes, d’abord la sélection des colonies, puis un ELISA, puis

une colonie PCR (cPCR), ensuite une extraction de phagémide et enfin le séquencage.

La sélection aléatoire et le repiquage de 180 colonies : La sélection a été réalisée avec le robot

MICROLAB STAR (Hamilton Company ;Reno ;USA) de la plateforme « ROBOTEIN » du CIP ou
manuellement. Elle est réalisée a partir de deux boites de Pétri rondes, correspondant a une des
dilutions de 10 & 10°® de tours de panning différents, qui doivent contenir au moins 90 colonies
chacune et ces colonies doivent étre suffisamment isolées. Une fois les colonies sélectionnées, elles
ont été prélevées et ont été mises individuellement dans 100 pL de milieu LB supplémenté en 0,1 mg/L
d’Amp, en 20 g/L de glucose et en 100 mL/L de glycérol 99% dans deux plaques multi puits U-bottom.

Enfin, les plaques ont été incubées O/N a 37°C puis placées a -80°C.

L'ELISA : Afin de réaliser I'ELISA, une culture de 1 mL a été réalisée a partir des 180 cultures
réalisées durant la premiére étape du screening, dans deux plaques 96 puits de type « deepwell »,
contenant 20 uL de culture et 980 uL de milieu 2XTY supplémentés en 0,1 mg/L d’Amp et en 1 g/L de
glucose. Les plaques ont été incubées pendant 4h a 37 °C avec agitation orbitale (500 RPM sur titramax
1000 ;Heidolph ;Schwabach ;Allemagne). Ensuite, 10 pL de solution d’IPTG ont été ajoutés dans chacun
des puits, le tout suivi d’une incubation de 4h a 37 °C avec agitation orbitale (500 RPM sur titramax
1000). Ensuite, les cultures ont été centrifugées (2380 g, 15 minutes, 4 °C). Les culots ont été placés
O/N a -80 °C. Enfin, les culots ont été décongelés en les placant 10 minutes a 37 °C avant d’étre re-

suspendus dans 100 pL de PBS 1x puis centrifugés (2000 g, 20 minutes, 4 °C). Létape de

24



congélation/décongélation permet de lyser les cellules et donc de réaliser une extraction

cytoplasmique. Les extraits obtenus vont étre utilisés pour réaliser I'ELISA.

L'ELISA est une technique qui permet de détecter la présence de protéines a partir d’'une

solution dans un puits. La détection est réalisée avec des anticorps, ciblant la protéine, associés a une

enzyme qui, apres ajout du substrat, va produire un composé détectable dans le puits a une certaine

vitesse. Lors d’un ELISA, c’est I'évolution des valeurs d’absorbances qui va étre comparée.

Lors de I'ELISA effectuée pour le screening, les Nbs sont couplés a la protéine G3 car la

production a eu lieu dans des E. coli TG1. De plus, les Nbs n‘ont pas été purifiés donc il y a les protéines

de la bactérie provenant de I'extrait cytoplasmique.

ELISA est réalisé en plusieurs étapes (Figure 7Aa F) :

Immobilisation (A) : 0,1 ug de protéine d’intérét (DM2 pour le panning contre TFIP11
ou LasB pour le panning contre LasB) ont été immobilisés (par adsorption) dans un
puits d’une plaque 96 puits, 96F Multisorp Straight, en présence de 100 pL de tampon
d’immobilisation et placé O/N a 4°C. Un autre puits, contenant 100 uL de tampon
d’immobilisation, servira de puits contrdle pour chaque clone. De plus (pour le panning
contre TFIP11) 0,1 pug de la protéine KHL-«Syn ont été immobilisés dans un autre puits
pour chaque clone. Ce puits servira de puits de contre sélection pour sélectionner
uniquement les Nbs qui sont spécifiques du G-patch (voir 2. Objectifs du travail). En
fonction du nombre de clones testés, une ou plusieurs plaques peuvent étre réalisées.
(Figure A 2)

Les plaques ont été lavées 5 fois avec 300 pL de la solution de PBS-T.

Neutralisation (B) : 200 pL de la solution de tampon de blocage n°4 ont été ajoutés
dans chaque puits le tout suivi d’une incubation de minimum 45 minutes a TA (Figure
7B).

Les puits ont ensuite été lavées 5 fois avec 300 pL de la solution de PBS-T.

Nbs (C) : 80 pL de PBS 1x ont ensuite été ajoutés dans chaque puits ainsi que 20 pL
d’extrait cytoplasmique de la culture de 1 mL (Figure 7C). Pour I'ELISA contre TFIP11,
le méme surnageant (provenant de la méme culture 1 mL) a été placé dans 3 puits : un
puits contenant la protéine DM2, un puits contenant la protéine KHL-aSyn et un puits
contrdle. Pour I'ELISA contre LasB, le méme extrait cytoplasmique (provenant de la
méme culture 1 mL) a été placé dans 2 puits : un puits contenant la protéine LasB et

dans un puits contréle.
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e Apres 1 heure d’incubation a TA, les plaques ont été lavées 10 fois avec 300 pL de la
solution de PBS-T.

e Anticorps primaire (D) : 100 pL de la solution d’anticorps primaire n°1 (mouse antiHA-
tag) ont été ajoutés dans chaque puits, le tout suivi d’'une incubation d’1 heure a TA
(Figure 7D).

e Les plaques ont été lavées 10 fois avec 300 pL de la solution de PBS-T.

e Anticorps secondaire (E) : 100 pL de la solution d’anticorps secondaire (antimouse
conjugué avec la phosphatase alcaline) ont été ajoutés dans chaque puits, le tout suivi
d’une incubation d’1 heure a TA (Figure 7E).

e Les plaques ont été lavées 10 fois avec 300 pL de la solution de PBS-T et 100 pL de PBS
1x ont été ajoutés dans chaque puits.

e Substrat (F) : la solution du réactif ELISA (tampon AP + pNPP) a été réalisée puis,
rapidement, les 100 uL de PBS des plaques ont été enlevés et 100 pL de la solution de
réactif ELISA ont été ajoutés (Figure 7F).

e |’Abs a été mesurée a 405 nm aprés 5, 10, 15, 20, 40, 60, 120 et 240 minutes et O/N
pour I'ELISA contre TFIP11 et aprés 5, 10, 15, 20, 40, 60, 120 et 180 minutes et O/N
pour I'ELISA contre LasB. LAbs a été mesurée sur le lecteur de plaque SpectraMaxM?2¢
(Molecular Devices ;San José ;USA) avec le logiciel Soft Max Pro (version : 7.0.2).

e Les clones spécifiques ont été déterminés via I'analyse des résultats de I'ELISA. Cette
analyse a été effectuée via la comparaison des ratios d’Abs entre les puits des clones et

les puits controles.

Les clones positifs ont ensuite été mis en culture, a partir des cultures réalisées lors de la premiere
étape du screening, sur une boite de Pétri dans du milieu LB + agar supplémenté en 0,1 mg/L d’Amp et

en 20 g/L de glucose. La boite a été ensuite incubée O/N a 37 °C puis conservée a 4°C.

A)

Figure 7 : Représentations schématiques des étapes lors d’un ELISA dans un puits positif. A) Immobilisation de la cible, B)
Neutralisation du puits avec le tampon de blocage, C) Ajout du Nb, D) Ajout de I'anticorps primaire, E) Ajout de I'anticorps
secondaire conjugué avec la phosphatase alcaline, F) Ajout du substrat. Boule verte : protéine cible, Etoiles bleues : protéine
de blocage, Pentagone + triangle bleu : Nb + protéine G3, Rectangle noir : anticorps primaire, Rectangle rouge : anticorps
secondaire, Boule noir/jaune : substrat/produit. Pour les puits négatifs, seule I'étape A (immobilisation de la cible) n’est pas
réalisée.
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PCR sur colonies (cPCR) : La cPCR, a été réalisée sur une colonie pour chacun des clones positifs.

Pour la cPCR, un mix de 25 pL par échantillon, contenant du Q5 Master Mix 1x (BioLabs ;Paris ;France),
I'amorce MP57 (0,5 mM) (Tableau A 1), 'amorce G3 (0,5 mM) (Tableau A 1) a été ajouté a une petite
guantité de bactéries provenant d’une colonie sélectionnée. Les colonies sélectionnées ont été
également mises en culture sur boite de Pétri, appelée boite mémoire, dans du milieu LB + agar
supplémenté en 0,1 mg/L d’Amp et en 20 g/L de glucose et ont été incubées O/N a 37 °C. Pour réaliser
la cPCR, les échantillons ont été soumis au programme repris dans le Tableau A 2 dans la machine
T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad ;Hercule ;USA). Le produit de la PCR supplémenté en mauve de
chargement 1x (BiolLabs) a été déposé dans les puits d’'un gel d’agarose contenant du tampon TAE 1x,
10 g/L d’agarose et 0,1 pg/mL de bromure d’éthidium. Le gel a été placé dans un bain de tampon TAE
1x auquel une différence de potentiel de 100V a été appliquée, voltage constant pendant 30 minutes.
Cette étape permet de savoir si le phagémide comporte bien une séquence correspondant a la taille

de l'insert, soit = 700 pb. A chaque PCR, un blanc est réalisé contenant le mix PCR sans bactérie.

Extraction du phagémide: Avec les clones présentant une bande a = 700 pb lors de la cPCR,

une extraction du phagémide (pMECS) a été réalisée via le kit d’extraction Plasmid Easy Pure,
NucleoSpin® (Macherey-Nagel ;Dilren ;Allemagne). Pour ce faire, les colonies, provenant de la boite
mémoire, ont été mises en culture dans 5 mL de milieu LB + Amp (0,1 mg/mL) et ont été incubées O/N
a 37°C avec agitation. Apres incubation, les cultures ont été centrifugées (3232g, 6°C, 7 minutes) puis,
les phagémides ont été extraits des culots en suivant les étapes du kit. Enfin, la concentration en ADN
des échantillons ainsi que la pureté en ADN ont été mesurées par Abs en utilisant le NanoDrop™ One

(Thermo Fisher SCIENTIFIC ; Waltham ;USA).

Séqguencage : Le séquengage du gene des Nanobodies® dans le phagémide pMECS, a été réalisé
a partir d’'un mix de 10 uL par échantillon, contenant 500 ng d’ADN et I'amorce MP57 (2,5 mM) (Tableau
A 1). Le séquencage est réalisé par I'entreprise Eurofins (Luxembourg) et les résultats sont analysés via
le logiciel « SnapGene Viewer » (protocole séquencage). Les séquences correctes obtenues vont étre
regroupées en famille si le CDR3 est identique et, au sein des familles, en cluster si la séquence

compléte du Nb est identique.
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3.3.4. Transformation par choc thermique d’E. coli WK6

Tout d’abord, pour réaliser la transformation par choc thermique des cellules WK6, les
bactéries doivent étre rendues compétentes. Pour ce faire, une colonie de WK6 a été mise en culture
dans 10 mL de milieu LB qui ont été incubées O/N a 37°C avec agitation orbitale (180 RPM). Apres
incubation, 300 mL de milieu LB ont été ajoutés a cette culture de 10 mL et I'ensemble a été incubé, a
37°C avec agitation orbitale (180 RPM), jusqu’a obtenir une absorbance a 600nm (DOgspo) comprise
entre 0,7 et 0,8. Ensuite, la culture a été centrifugée (3232 g, 10 minutes, 4 °C). Le culot a été re-
suspendu dans 60 mL de CaCl, 50 mM et a été placé sur glace pendant 2 heures. Par la suite, la
suspension a été centrifugée (2356g, 10 minutes, 4 °C). Le culot a été re-suspendu dans 4,5 mL de CaCl,
100 mM et 4,5 mL de solution de glycérol 40 % ont été ajoutés. Apres cela, la suspension a été aliquotée

et conservée a -80 °C.

Par la suite, pour vérifier la compétence des bactéries WK6, une transformation thermique
« test » a été réalisée. Pour ce faire, 300 ng d’ADN du phagémide pMECS « vide » (sans séquence
d’insertion) ont été ajoutés a 50 puL de WK6 compétentes. 'ensemble a été placé 20 minutes sur glace
puis 1 minute a 42 °C. Aprés ce choc thermique, les WK6 ont été placées 5 minutes sur glace. Par la
suite, 200 pL de milieu SOC ont été ajoutés et les suspensions ont été incubées pendant 90 minutes a
37 °C avec agitation orbitale (180 RPM). La suspension obtenue a été diluée 4 fois par un facteur 10
dans du milieu LB. Pour finir, 100 L de la suspension non diluée et les 4 dilutions ont été étalées sur
des boites de Pétri (1 boite par dilution) contenant du milieu LB + agar supplémenté avec 0,1 mg/L
d’Amp et 20 g/L de glucose, le tout suivi d’'une incubation O/N a 37 °C. Aprés I'incubation, 2 colonies,
sur l'une des boites de Pétri, ont été prélevées et ont été mises en culture dans 5 mL de milieu LB
supplémenté en Amp (0,1 mg/mL) et ont été incubées O/N a 37°C avec agitation. Ensuite, les cultures
ont été centrifugées (3232g, 6°C, 7 minutes) puis une purification du phagémide, a partir du culot, a
été réalisée via le kit d’extraction Plasmid Easy Pure, NucleoSpin®. La concentration en ADN des
échantillons de phagémides ainsi que la pureté en ADN ont été ensuite mesurées par Abs en utilisant
le NanoDrop™ One. Enfin, un séquencage a été réalisé (voir protocole séquencage). Une fois analysée,
si la séquence correspond a celle attendue (phagémide pMECS « vide », sans séquence d’insertion), les

bactéries sont considérées compétentes pour la transformation thermique.

Via les WK6 compétentes, la transformation par choc thermique peut étre effectuée avec les
phagémides d’intérét (Figure 6B). 450 ng d’ADN de phagémide ont été utilisés pour la transformation.
Une fois I'incubation de 90 minutes a 37°C avec agitation orbitale (180 RPM) terminée, 75 uL de la
suspension obtenue ont été étalées sur une boite de Pétri contenant du milieu LB + agar supplémenté

avec 0,1 mg/L d’Amp et 20 g/L de glucose, le tout suivi d’'une incubation O/N a 37 °C. Apreés incubation,

28



1 colonie a été prélevée et a été mise en culture dans 10 mL de milieu LB supplémenté en Amp (0,1
mg/mL) et a été incubée O/N a 37°C avec agitation. Ensuite, aprés incubation, la culture a été divisée

en 2 cultures de 5 mL.

e Pour la premiere, la culture a été centrifugée (3232g, 6°C, 7 minutes) puis comme pour
la transformation « test », le phagémide a été extrait du culot et le site d’insertion a
été séquencé.

e Pour laseconde, la culture a été centrifugée (3232g, 6°C, 7 minutes) puis, le culot a été
re-suspendu dans 3 mL de milieu LB supplémenté en glycérol (10 %) puis 3 aliquots de
1 mL ont été réalisés et ont été placés a - 80°C. Ces aliquots, de WK6 transformées avec
le phagémide contenant la séquence du Nb d’intérét, serviront pour réaliser la

production.

3.4. Production des Nanobodies® et extraction périplasmique des Nanobodies®

Pour réaliser la production, une préculture a été réalisée, contenant du milieu LB supplémenté
avec 0,1 mg/L d’Amp et 20 g/L de glucose, d’un volume compris entre 15 et 20 mL par litre de culture.
Dix uL d’un aliquot de WK6 transformées ont été ajoutés au milieu, le tout suivi d’'une incubation O/N
a 37°C avec agitation orbitale (180 RPM). Aprés incubation, la préculture a été ajoutée au milieu TB
supplémenté avec la solution TB-salt 10x (110 mL par litre de TB), 0,1 mg/L d’Amp et 1 g/L de glucose.
La culture a été ensuite incubée a 37°C avec agitation orbitale (180 RPM). Une fois que la DOgqo a atteint
2, la production des Nbs est induite grace a I'addition de la solution IPTG 100 mM (10 mL/L), le tout

suivi d’une incubation O/N a 28°C avec agitation orbitale (180 RPM).

Le lendemain, la culture a été centrifugée (14000g, 4 minutes, 4°C). Le culot a été re-suspendu
dans de la solution de TES (10 mL de TES par litre de culture); ensuite, le tout a été placé a 4°C avec
agitation pendant 45 minutes. Par la suite, de la solution de TES % (20 mL de TES % par litre de culture)
a été ajoutée, le tout suivi d’une incubation a 4°C avec agitation pendant 90 minutes. Apres incubation,
une centrifugation a été réalisée (14000g, 30 minutes, 4°C). Le surnageant, extrait périplasmique (EP)

a été récupéré et sera utilisé pour les étapes de purification.
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3.5. Purification des Nanobodies®

Pour la purification, une chromatographie au nickel, chromatographie d’affinité sur ions
métalliques immobilisés (IMAC) NiPDC puis une chromatographie par exclusion de taille (CET) ont été

réalisées.

3.5.1. Purification IMAC

L'IMAC est une technique de chromatographie qui est basée sur I'interaction entre un métal
chélaté (Ni%*) sur un support fixe (résine) et des histidines. Les protéines contenant un HISe-tag vont
interagir avec les métaux contrairement aux protéines sans HISs-tag qui ne vont pas étre retenues.
L'élution des protéines retenues se réalise via ajout d’imidazole qui va remplacer les histidines dans
leurs interactions avec le métal et donc éluer la protéine (Figure 8). Aprés cela, I'imidazole doit étre

enlevé car, a concentration élevée, il peut induire la dénaturation/précipitation des protéines.

*
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Une IMAC NiPDC sur colonne NiPDC (Affiland ;Liege ;Belgique), de 5 mL avec un flux de 2
mL/min et une pression maximale de 0,3 MPa, a été effectuée avec I'EP. Pour ce faire, 'EP a été filtré
(membrane avec une porosité de 0,45 um) puis chargé sur la colonne préalablement lavée avec 25 de
solution de TES %. Ensuite, une chromatographie a été réalisée selon le programme suivant (Tableau 1)
en utilisant la machine NGC chromatography system (Bio-Rad) de la plateforme « Protein factory » du
CIP. Par la suite, un SDS-PAGE (Mini-PROTEAN™ TGX GEL, Bio-Rad) a été réalisé avec les fractions
obtenues (le PE, le « lavage », le « flow through » et les fractions contenant la protéine visualisée par
la variation de I’Abs a 280 nm sur le chromatogramme). Pour ce faire, 4 uL de tampon de chargement
4x ont été ajoutés a 12 plL d’échantillon et le tout a été incubé 5 minutes a 95°C. Par la suite, 15 pL de
ce mix ont été chargés sur le SDS-PAGE. Le gel a été placé dans un bain de tampon TGS auquel une
différence de potentiel de 120V a été appliquée, voltage constant pendant 45 minutes. Une fois la

migration finie, le gel a été placé dans un bain de bleu de Coomassie pendant 45 minutes puis décoloré
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dans un bain de solution de décolorant 3 fois 20 minutes. Le SDS-PAGE a été imagé sur Gel Doc™ EZ

imager (Bio-Rad) avec le logiciel Image Lab (version : 5.0) (protocole SDS-PAGE).

Etapes Solutions utilisées Volumes (mL) Volumes des fractions collectées (mL)
Lavage TES 1/4 25 /
Chargement EP X 5
Lavage Tampon KP pH8 25 5
Elution 1 Tampon d'élution 70% 15 1
Elution 2 Tampon d'élution 100% 10 1

Tableau 1 : Programme de chromatographie IMAC/NiPDC. Tampon d’élution composé d’imidazole 0,5 M

3.5.2. Purification CET

Une CET a été effectuée avec les fractions contenant la protéine d’intérét (déterminées avec le
chromatogramme et le SDS-PAGE). La CET a été réalisée sur une colonne sephadex G025 HiTrap 5 mL
(VWR), avec un flux de 15 mL/min et une pression maximale de 0,3 MPa, en utilisant la machine NGC
chromatography system (Bio-Rad) de la plateforme « Protein factory » du CIP. La CET a pour but de
séparer, via leur différence de taille, la protéine de I'imidazole. Plus la molécule est petite, plus
longtemps elle restera dans la colonne et inversement (Figure 9). De plus, durant la CET, le tampon a
été changé (du tampon KP pH8 au tampon KP pH7). Pour ce faire, les fractions ont été rassemblées puis
chargées sur la colonne via une boucle, préalablement lavée avec 15 de tampon KP pH7. Aprés la
chromatographie, un SDS-PAGE a été réalisé avec les fractions contenant la protéine sans imidazole
(déterminées par la variation de I'Abs a 280 nm et de la conductivité sur le chromatogramme) (voir
protocole SDS-PAGE). Enfin, les fractions contenant la protéine ont été rassemblées, et, via une mesure
de I'Abs a 280 nm, au spectromeétre SPECORD 200 (analytik Jena ;Léna ;Allemagne ), la concentration

et la quantité de protéines ont été déterminées.
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3.6. Caractérisation des Nanobodies®

3.6.1. ELISA

L'ELISA pour caractériser des Nbs est fort similaire a celui effectué lors du screening (Figure 7A

a FFigure 7) hormis quelques étapes :

Les Nbs ne sont plus couplés a la protéine G3 car la production a eu lieu dans des E.
coli WK®6 (3.2.3. Souches d’E. coli). De plus, les Nbs ont été purifiés donc il n’y a plus de
protéines de la bactérie provenant de I'extrait cytoplasmique.

Au lieu de 0,1 ug de protéines immobilisées, 1 ug de protéines DM2 et KHL-aSyn pour
les Nbs spécifiques de DM2 ont été immobilisés.

Au lieu de l'extrait cytoplasmique, les Nbs ont été ajoutés dans chaque puits a une
concentration définie pour un volume de 100 pL. Chaque concentration a été placée
dans 3 puits pour les Nbs spécifiques de DM2 : un puits contenant la protéine DM2, un
puits contenant la protéine KHL-aSyn et un puits controle. Chaque concentration a été
placée dans 2 puits pour les Nbs spécifiques de LasB : un puits contenant la protéine
LasB et un puits contréle.

LAbs a été mesurée a 405 nm chaque minute durant minimum 1 heure sur le lecteur

de plaque SpectraMaxM2¢ avec le logiciel Soft Max Pro.

Enfin, la vitesse initiale a été calculée en soustrayant I’Abs a t0 de I’Abs a t1, le tout divisé par le

temps (t1) (Equation 1). Le temps est déterminé afin de ne prendre que la phase linéaire.

AbStl - AbStO
= VO
tl

Equation 1 : Calcul de la vitesse initiale (Vy).

Cette vitesse (Vo) est proportionnelle aux nombres de phosphatase alcaline et donc plus cette

vitesse est importante, plus le nombre d’enzymes est présente. Ce qui implique que le nombre

d’anticorps primaires I'est aussi et donc aussi les Nbs, et par conséquent que soit ce Nb a plus d’affinité

pour la cible soit ce Nb a été produit en grande quantité.
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3.6.2. Bio-layer interferometry (BLI)

Le BLI est une technique qui permet d’analyser les interactions moléculaires en temps réel
(mesure de cinétique). Les interactions sont déterminées via la différence de déphasage de deux
faisceaux lumineux, I'un de référence et l'autre d’analyse, due a une modification de la surface de la
sonde. S’il y a une interaction, il va y avoir un déphasage de la longueur d’onde et donc une variation

de la réponse (Figure 10 1 et 2).

Pour réaliser le BLI, la sonde « HIS1K Biosensors» (Sartorius) a été utilisée, cette sonde lie les
HISe-tag via des anticorps anti HIS-tag et a été préalablement hydratée dans du tampon KB pendant 5

minutes avant utilisation. Les expériences de BLI ont été réalisées avec I'Octet HTX (Sartorius).
Les expériences BLI comprennent plusieurs étapes (Figure 10 1A 3 E) :

e Lavage n°1/ligne de base (A) : les sondes ont été plongées dans du tampon KB pendant
3 minutes.

e Immobilisation (B): les sondes ont été plongées dans le puits contenant les
Nanobodies® (ligand) pendant 3 minutes 20 secondes. La concentration en
Nanobodies® utilisée est comprise entre 10 pg/mL et 20 pg/mL.

e Lavage n°2 (C): les sondes ont été plongées dans du tampon KB pour y étre lavées
pendant 30 secondes.

e Association (D) : les sondes ont été plongées dans la solution contenant la protéine
d’intérét (analyte) pendant 5 minutes. La concentration en DM2 et KHL-«Syn utilisée
est de 500 nM. La concentration en LasB utilisée est de 10 nM ou 1puM.

e Dissociation (E) : les sondes ont été plongées dans du tampon KB pendant 10 minutes.

1) A B c D E 2)

YR

A /0
. Lumiére /’\‘/
L) ~~

%) \ Référence \// Analyse
g ~CT77 d
o L 313 )

temps

Figure 10 : 1) Représentation schématique d’une expérience de BLI et représentation de la réponse des étapes sur un
sensorgramme. A) Lavage n°1/ ligne de base, B) Immobilisation du ligand, C) Lavage n°2, D) Association avec I'analyte, E)
Dissociation. Cylindre mauve : sonde, Rectangle rouge : anticorps antiHIS-tag, Pentagones bleus : Nbs avec HISg-tag, Boules
vertes : protéines cibles. 2) Représentation schématique du déphasage lors d’une expérience de BLI. Figure 2 modifiée de
protocole.io.
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3.7. Western Blot (WB)

Le WB est une technique qui permet de détecter la présence de protéines a partir d’une
solution. Les protéines sont d’abord séparées par électrophorése (SDS-PAGE) puis transférées sur une
membrane, Amersham™ Hybond™ (GE Healthcare ;Chicago ;USA). La présence de la protéine d’intérét
est détectée avec des anticorps spécifiques couplés a une enzyme (phosphatase alcaline) qui va activer

un substrat (Figure A 3), qui va, par la suite, précipiter sur la membrane a I'endroit ou se situe la cible.
Le Western Blot (WB) est réalisé en plusieurs étapes (Figure 11A a3 E) :

e Séparation des protéines : un SDS-PAGE a été réalisé avec les échantillons d’intérét
(voir protocole SDS-PAGE).

e Transfert (A): les protéines sur le SDS-PAGE ont été transférées sur une membrane
Amersham™ Hybond™ & 25 volts pendant 30 minutes. La membrane a été
préalablement hydratée dans du méthanol. Le transfert a été réalisé en utilisant la
machine Trans-Blot Turbo transfert system (Bio-Rad) dans du tampon de transfert.

e La membrane a été lavée 3 fois 5 minutes avec £ 10 mL de la solution de PBS-T.

e Neutralisation (B) : 10 ml de la solution de tampon de blocage n°4 ont été ajoutés sur
la membrane, suivis d’une incubation d’1 heure a TA avec agitation.

e La membrane a été lavée 3 fois 5 minutes avec £ 10 mL de la solution de PBS-T.

e Anticorps primaire (C) : 10 mL de la solution d’anticorps primaire n°1 (mouse antiHA-
tag) ou n°2 (mouse antiHIS-tag) ou n°3 (antiNb domaine conjugué avec l'alcaline
Phosphatase) ont été ajoutés sur la membrane, le tout suivi d’une incubation d’1 heure
a TA avec agitation.

e La membrane a été lavée 3 fois 5 minutes avec + 10 mL de la solution de PBS-T.

e Anticorps secondaire (D) : si le WB nécessite un anticorps secondaire, 10 mL de la
solution d’anticorps secondaire (anti-mouse conjugué avec l'alcaline Phosphatase) ont
été ajoutés sur la membrane, suivis d’'une incubation d’1 heure a TA avec agitation.

e La membrane a été lavée 3 fois 5 minutes avec + 10 mL de la solution de PBS-T.

e Substrat (E) : la solution du réactif WB (tampon AP + BCIP + NBT) a été réalisée puis,
3 mL ont été ajoutés sur la membrane.

e Apres 5 minutes, la réaction a été arrétée via ajout d’eau.
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A)

e La membrane a été imagée sur Gel Doc™ EZ imager (Bio-Rad).

B) C) D) E) °
\ \

@ e . & 4 4

Figure 11 : Représentations schématiques des étapes lors d’un WB sur la membrane. A) Nb sur la membrane, B) Neutralisation
de la membrane avec le tampon de blocage, C) Ajout de I'anticorps primaire, D) Ajout de 'anticorps secondaire, E) Ajout du
substrat. Pentagone bleu : Nb, Etoiles bleues : protéines de blocage, Rectangle noir : anticorps primaire, Rectangle rouge :
anticorps secondaire, Boule noir/bleu : substrat/produit.

3.8. Test d’activité de LasB

Afin de savoir si LasB est actif ou non lorsqu’elle estimmobilisée, un test d’activité a été réalisé,

le test est réalisé en plusieurs étapes :

Immobilisation : 1 ug de protéine LasB ont été immobilisés (par adsorption) dans un puits d’'une
plaque 96 puits, 96F Multisorp Straight, en présence de 100 uL de tampon d’'immobilisation et
placé O/N a 4°C. Un autre puits, contenant 1 ug de protéine LasB et du phosphoramidon (ratio
molaire de phosphoramidon: LasB de 600:1) en présence de 100 pL de tampon
d’'immobilisation. Un dernier puits, contenant la méme quantité de phosphoramidon en
présence de 100 uL servira de puits controle.

Les plaques ont été lavées 5 fois avec 300 pL de la solution de PBS-T.

Neutralisation : 200 pL de la solution de tampon de blocage n°4 ont été ajoutés dans chaque
puits, le tout suivi d’une incubation de minimum 1 heure a TA.

Les puits ont ensuite été lavées 5 fois avec 300 L de la solution de PBS-T.

Substrat : 100 pL de la solution du réactif LasB ont été ajoutés.

La fluorescence a été mesurée a 415 nm (excitation a 340 nm), a 30 °C, toutes les 30 secondes

durant 30 minutes sur le lecteur de plaque SpectraMaxM2°¢ avec le logiciel Soft Max Pro.
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4. Résultats

4.1. Sélection et caractérisation des Nbs contre TFIP11

4.1.1. Panning contre DM2

Le panning dirigé contre DM2 (DM2 est composée de la protéine KHL couplé au peptide
d’intérét de TFIP11) a été réalisé en 3 tours d’enrichissement suivis d’un tour de contre sélection. La
contre sélection a été réalisée afin de sélectionner uniquement les Nbs dirigés contre le G-Patch de
TFIP11 car 'immunisation ainsi que les 3 tours de panning ont été réalisées avec la protéine DM2 donc
les Nbs ciblant la KHL ont été enrichis aussi. La banque initiale de phages utilisée est « Joe 3 » (3.2.2.
Banques de phages). Pour chaque tour, deux puits d’'une plaque « 96F Multisorp », 'un contenant la
protéine d’intérét (puits +) I'autre ne contenant pas la protéine d’intérét (puits -) sont utilisés. De plus,
a chaque tour une évaluation de I'enrichissement a été réalisée. Pour évaluer I'enrichissement, la
densité de colonies bactériennes entre la suspension + provenant de la suspension de phages élués du
puits contenant la protéine d’intérét et la suspension - provenant de la suspension de phages élués du
puits ne contenant pas de protéine d’intérét, est comparée. Il s’agit d’'une méthode indirecte pour
savoir si la sélection des Nanobodies® contre la protéine cible a bien fonctionné. Cependant, il s’agit
juste d’'une indication. Lenrichissement est positif si le nombre de colonies provenant de la suspension
+ est plus important que celui de la suspension -. Lenrichissement est négatif si le nombre de colonies

bactériennes provenant de la suspension + est moins important que celui de la suspension -.

Pour le 1°" tour, (Figure 12A) un enrichissement positif d'un facteur 10 est observé de méme
que pour le 28m tour (Figure 12B). Cependant, pour le 3®™ tour (Figure 12C) ainsi que pour
I'enrichissement de la contre sélection (Figure 12D), il n’y a ni enrichissement positif ni négatif. Pour les
deux premiers tours, le résultat est cohérent car lors d’un tour classique, on s‘attend a de
I'enrichissement positif. Pour le 3™ tour, il n'y a pas eu d’enrichissement, on s’attendrait a de
I'enrichissement positif. Pour la contre sélection, il n'y a pas eu d’enrichissement, on s’attendrait,
inversement a un tour classique, a un enrichissement négatif. Ce qui suggére que trés peu de Nbs sont
spécifiques du G-Patch. Notons cependant que des Nbs ont déja été sélectionnés contre plusieurs cibles

alors qu’aucun enrichissement n’avait été observé lors du panning par phage display.
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Figure 12 : Boites de Pétri pour réaliser I'évaluation
de I'enrichissement des clones contre TFIP11. A) 1¢"
tour, B) 2¢me tour, C) 3¢me tour, D) tour de contre
sélection. + : suspension +, - suspension -. Haut en
bas : dilution 101 g 10®.

4.1.2. Screening contre DM2

La sélection aléatoire de 180 colonies a été effectuée sur deux boites de Pétri : 90 colonies sur
la boite dilution 10 du troisiéme tour de panning (Figure 13A) et 90 colonies sur la boite dilution 1073

de la contre sélection (Figure 13B).

Figure 13 : Boites de Pétri utilisées pour le
screening. A) 3¢me tour dilution 103, B) tour
de contre sélection dilution 107.

Pour la réalisation de I'ELISA, une petite quantité de Nbs a été produit par clone, dans des E.
coli TG1, qui ont été extraits par congélation-décongélation (extraction cytoplasmique). De plus, trois
puits d’une plaque 96 puits, 96F Multisorp Straight, ont été utilisés par clone : I'un contenant 0,1 pg de
DM2 (puits +), I'un contenant 0,1 pg de KHL-«Syn (puits 0) et le dernier ne contenant pas de protéine
(puits -) (Figure A 2). Ensuite, apres avoir bloqué la surface des puits avec un tampon de blocage,
I'extrait cytoplasmique puis I'anticorps primaire ensuite I'anticorps secondaire et enfin le substrat ont
été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 405 nm a différents temps. Pour déterminer quels sont les
clones spécifiques a DM2, quatre tests ont été réalisés sur chaque clone a des temps respectifs, par

rapport aux contréles ne contenant pas d’extrait cytoplasmique, donnant ainsi leur profil de positivité :
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Absorbance 0 (A) : I’Abs du puits - doit étre inférieure a la moyenne plus 3 fois I'écart-
type de I'’Abs des puits - des 6 contrbles (exemple de test :Figure A 1). Ce test permet
d’éliminer les clones qui montreraient une trop grande réactivité dans le puits -. Ce qui
indiquerait que le Nb est non spécifique.

Ratio +/- (B) : le rapport d’Abs du puits + sur celle du puits - doit étre supérieur a la
moyenne plus 3 fois I'écart-type des rapports d’Abs du puits + sur celle du puits - des 6
contréles. Ce test permet de sélectionner les clones qui sont spécifiques de la protéine
DM2.

Ratio 0/- (C) : le rapport d’Abs du puits O sur celle du puits - doit étre inférieur a la
moyenne plus 3 fois I'écart-type des rapports d’Abs du puits O sur celle du puits - des 6
controles. Ce test permet d’éliminer les clones qui seraient spécifiques de la KHL-a.Syn.
Ratio +/0 (D) : le rapport d’Abs du puits + sur celle du puits O doit étre supérieur a la
moyenne plus 3 fois I'écart-type des rapports d’Abs du puits + sur celle du puits 0 des
6 controles. Ce test permet de sélectionner les clones qui sont spécifiques du peptide

de TFIP11.

Huit clones (Nb D102, D104, D108, D116, D130, D201, D202 et le D206) sont au moins une fois

positifs pour les 4 tests a un temps donné suggérant qu’ils sont spécifiques de DM2 (Tableau 2).

102

104 108 116 130 201 202 206 | Tableau 2 : Profil de positivité des

temps (min)

5
10
15
20
40
60

120
240
ON

ABCDABCDABCD|ABCD|ABCD/ABCD|ABCD|ABCD| clones. En haut : n°du clones. A) Abs 0,

4

B) ratio +/-, C) ratio 0/-, D) ratio +/0.
Case verte avec un « 1 » : significatif au
test, Case rouge avec un « 0 »: non-
significatif au test. En bas : nombre de
fois ol le clone est positif aux 4 tests
pour le méme temps. ON : toute la nuit.

1 6 6 8 2 1 1

Une PCR sur colonies a été réalisée sur ces 8 clones afin de vérifier que le phagémide comporte

la séquence d’un Nanobody® correspondant a la taille attendue, soit = 700 pb. La PCR réalisée avec le

couple d’'amorces MP57 et G3 (Tableau A 1) ce qui permet d’'amplifier le site d’insertion du phagémide

ainsi que le PelB et les deux tags.
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Les produits de la cPCR ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose (Figure 14), une
bande, a £ 700 pb, qui est présente pour tous les clones. Donc tous les clones possédent une séquence

dans le site d’insertion du phagémide correspondant a la taille attendue de la région amplifié.

102 | 104 | 108 | 116 Figure 14 : Gel d’électrophorese réalisé avec le produit
. — de la cPCR. PM = poids moléculaire. Blanc : mix PCR
sans bactérie.

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Le phagémide des 8 clones a été purifié et séquencé (Tableau 3).

Nb Séquences Familles clusters Séquences CDR3 Tableau 3 : Résultats du séquengage des Nbs. Familles :
D102 Non correcte/ / / méme CDR3, Clusters : méme séquence. Séquences :
D104 Correcte 1A NYYRDSGYVAS correct = PelB-Nb-HAtag-HIStag-stop(TGA), non correct
D108 Correcte 1A NYYRDSGYVAS = stop codon dans la séquence.

D116 Correcte 1A NYYRDSGYVAS

D130 Correcte 1B NYYRDSGYVAS

D201 Correcte 2A AASTRYYGGGFASRYDY

D202 Correcte 3A AASTRYYGGGFASRYEY

D206 Correcte 4 A RTIQAGRDY

Sur les 8 clones, 7 présentent un chromatographe de séquengage de bonne qualité avec une
séquence correcte (Figure 6B). Le clone D102 possede un codon stop au sein de sa séquence. Les 7

autres clones sont regroupés en 4 familles (Nbs qui ont le méme CDR3) (Tableau 3).

La différence entre la séquence du Nb du cluster A et B est due a un acide aminé en position 109 : une

glycine pour le cluster A et une sérine pour le cluster B.

Ces résultats suggérérent que le Nb de famille n°1 cluster A est le plus spécifique de DM2 car il possede

le plus de clones et donc a été préférentiellement sélectionné durant les tours panning.

4.1.3. Production et purification du Nb D108
Pour sélectionner les Nbs a produire, le profil de positivité (Tableau 2) ainsi que la séquence du
Nb ont été analysés. Aprées analyse, le Nb D108 a été produit dans E. coli WK6. Il a été produit car il fait

partie du cluster A de la famille n°1 qui compte le plus de représentants. De plus, il a un profil de

positivité trés élevé (6 fois positif sur 9).
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La production a été réalisée dans un volume de culture de 2 litres de milieu TB suivant les

mémes étapes que la production test des Nbs contre DM2.

L'IMAC sur colonne NiPDC (Affiland) a été réalisée sur I'EP (i.e. 60 mL) qui a été extrait par choc
osmotique (extraction périplasmique) puis filtré (membrane avec une porosité de 0,45 um) puis chargé
sur la colonne. Ensuite, la chromatographie a été réalisée selon le programme repris sur le Tableau 1.
Le chromatogramme obtenu est repris sur la Figure 15.

A/1-A/3 A/4-A/6 ATT-A/9 A10-A/12 | AI3-A1S | A/I6-A/22 A Figure 15 : Chromatogramme de I'IMAC
, 200 obtenu pour la purification du Nb D108. De 0
-\ a 70 mL : Chargement, de 70 mL a 85 mL :
‘ 160 Lavage, aprés 85 mL : élution. Courbe bleue :
Abs a 280 nm, Courbe rouge : conductivité et

courbe verte : % de tampon d’élution.

3000 -

g

120

- 80

A (280 nm) (mAU)

=]
8
(wa/sw) Kanonpuo)

40

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Column Volume = 1.00 ml »

Sur le chromatogramme on constate, en suivant 'absorbance a280 nm (courbe en bleue), que,
lors du chargement (de 0 a 70 mL), les protéines ne contenant pas de HIS-tag ne sont pas retenues sur
la colonne. Ensuite, lors du lavage (de 70 a 85 mL), certaines protéines sont éluées. Enfin, lors de
I’élution (aprés 85 mlL) visible par l'augmentation du % de la fraction B, 70% du flux (23,8 g/L
d’imidazole) contenant la solution d’élution (courbe verte) et la conductivité (courbe rouge) due a

I'imidazole, les protéines (Nbs) fixées sur la colonne sont éluées en un pic unique.

Un SDS-PAGE a été réalisé avec les fractions obtenues : le EP, le « flow through », le « lavage »

et les fractions correspondant au pic d’élution : fractions 20 a 23 (Figure 16).

Figure 16 : SDS-PAGE apreés I'IMAC de la production du
Nb D108. PM : poids moléculaire, EP : extrait
périplasmique, FT : « flow through », F: fraction
d’élution. Fleches : Nb, fleche rouge : Nb dans I’EP,
fleche bleue : Nb dans le FT et fleche verte : Nb dans les
fractions d’élution.

PM

- Lavag el F22 F23
Sur les SDS-PAGE, on constate que :

Dans I'EP, il y a les protéines propres a la bactérie ainsi gu’'une bande a 15 kD (fleche rouge)

correspondant au poids moléculaire théorique du Nb D108 (i.e., 15 kD).

Dans le flow through (FT), il y a les protéines sans HIS-tag, correspondant aux protéines propres

a la bactérie ainsi qu’une fine bande a 15 kD (fleche bleue) correspondant au Nbs vu qu’il s’agit de la
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seule bande qui diminue en intensité par comparaison avec I'EP (fleche rouge). Ce qui veut dire qu’il y

a des Nbs qui ne se sont pas attachés sur la colonne d{ a un manque de résine.

Dans le « lavage », on retrouve une fine bande a 14 kD qui correspond a une protéine qui s’est

fixé de facon non spécifique a la colonne.

Dans les fractions correspondant au pic d’élution, il y a une bande (fleche verte) correspondant
au poids moléculaire théorique du Nb D108 (i.e., 15 kD) présente dans les fractions F21 a F23. De plus,

il y a des impuretés a 25 kD et a 13 kD mais la protéine majoritaire est bien le Nb.

La CET a été effectuée sur les fractions rassemblées, contenant la protéine d’intérét (fractions

21 a 23), sur une colonne sephadex G025 HiTrap 5 mL. Le chromatogramme obtenu est repris sur la

Figure 17.
ALA2 | ABAA NSA6  AT-AB L ABA/LL A12-A/1E AISAL. Figure 17 : Chromatogramme de la CET du Nb D108.
3000~ - 50 Courbe bleue: Abs a 280 nm, Courbe rouge :
. 8= = . S B conductivité, courbe verte : % de tampon d’élution et
40 courbe bleu ciel : pression.
2000

20

A (280 nm) (mAU)

(wa/sw) Ayagonpuo)

0 04 08 12 16 2 24 28 32

Column Volume = 5.03 ml »

Sur le chromatogramme (Figure 17), on reléve, en suivant I’Abs (courbe en bleue), que les
protéines (Nbs) sont sorties de la colonne en premier. Ensuite, on constate, en suivant la conductivité
(courbe rouge), que I'imidazole sort de la colonne. La CET permet donc bien de séparer le Nb de

I'imidazole.

Une analyse SDS-PAGE réalisée avec les fractions 4 a 9 (Figure 18) indique que la bande
principale correspond bien au poids moléculaire attendu du Nb D108 (i.e., 15 kD). De plus, il y a les

mémes impuretés a 25 kD et a 13 kD mais la protéine majoritaire est le Nb D108.

D108 Figure 18 : SDS-PAGE aprés la CET de la production du Nb
D108. PM : poids moléculaire, F : fraction.

PM F4 F5 F6 E7, F8 E9
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Enfin, les fractions contenant la protéine ont été rassemblées : fractions 4 a 9 et la
concentration en protéine a été calculée par mesure de I'Abs a 280 nm (Tableau 4). De plus, via le
spectre d’Abs (Figure A 4), la présence d’ADN (ratio Abs 260 nm/ 280 nm) ou d’agrégats (Abs a 310) a

été vérifiée. La valeur du ration Abs 260 nm/280 nm est plus petite que 0,6, donc il n’y a pas d’ADN.

Nb D108 Tableau 4 : Valeurs d’Abs et concentrations finales apres les productions
des Nbs D108.

Abs a 280 nm 3.36

Abs a 260 nm/ Abs a | 0,58
280 nm

Abs a 310 nm 0

Coefficient d’extinction | 24535
molaire (L*mole**cm)

Masse moléculaire 13139,66
(g/mole)

Concentration 1,8
(mg/ml)

Quantité (mg) 9

4.1.4. Test de spécificité du Nb D108 par ELISA

Un ELISA a été réalisé a la suite de la production du Nbs D108 afin de le caractériser. Pour ce
faire, une quantité de protéines ,DM2 et KHL-aSyn, a été immobilisée (1 ug) et différentes
concentrations en Nbs ont été utilisées comme analytes. La liaison a été détectée via ajout d’un
anticorps primaire ciblant le HA-tag (mouse antiHA-tag) puis d’'un anticorps secondaire anti-mouse
conjugué a la phosphatase alcaline. La phosphatase alcaline va activer le substrat qui va absorber a 405
nm. LAbs a été mesurée, a 405 nm, chaque minute durant 2 heures et la vitesse initiale a été calculée
(Equation 1). Un puits sans protéine sert de contréle pour chaque concentration en Nb. LELISA a été

réalisé en triplicata.
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Le résultat (Figure 19) montre que le Nb D108 a une vitesse initiale plus importante en présence

de KHL-«Syn par rapport a DM2. Ce résultat indique que le Nb D108 serait spécifique de la KHL.

0025 Figure 19 : Résultats de ELISA avec le Nb D108.
Comparaison des vitesses initiales (Abs/min)
entre le puits contenant la protéine DM?2
(barres bleues) et KHL-aSyn (KHL) (barres

0,02

0,015

1 rouges) et blanc (barres vertes). Barre d’erreur
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4.1.5. Test de liaison de Nb D108 via des mesures BLI

Un test BLI a été réalisé avec le Nb D108 afin de vérifier la capacité de Nb D108 a se lier a DM2
et/ou KHL (Figure 20). Cette expérience a été réalisée avec des sondes « HIS1K Biosensors» (Sartorius)
qui permettent d'immobiliser le Nb via son HISe-tag. Pour ce faire, la concentration en Nbs (ligand)

utilisée est de 10 pg/mL et la concentration en DM2 et KHL est de 500 nM.
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Figure 20 : Résultats du test BLI avec le Nb D108. courbe bleue : sonde incubée avec le Nb (B) puis avec DM2 (D), courbe
rouge : sonde incubée avec le Nb (B) puis avec KHL-aSyn (D), courbe verte : sonde incubée avec le Nb (B). A) Lavage
n°1/ligne de base, B) Immobilisation du Nb, C) Lavage n°2, D) Association, E) Dissociation. 1) Sensorgramme complet,
2) Sensorgramme différentiel entre les sensorgrammes bleu et vert et entre les sensorgrammes rouge et verte.

Sur le sensorgramme (Figure 20 D108 1), on reléve que le Nb s'immobilise sur le senseur
(étape B) et on constate qu’une partie des Nbs se dissocie lors du second lavage (étape C). Cette
dissociation est équivalente pour les trois senseurs.

Sur le sensorgramme (Figure 20 D108 2), qui représente la courbe bleue (spécificité de DM2)
et rouge (spécificité de KHL-aSyn) dont les valeurs ont été soustraites par les valeurs de la courbe verte
(le blanc), il n’y a pas d’association entre le Nb D108 et la protéine DM2 ou KHL-«Syn. Ce qui suggere

gue le Nb D108 n’est pas spécifique a DM2.

43



4.1.6. Conclusions des Nbs contre DM2

Pour conclure, le Nb testé (D108) n’est malheureusement pas spécifique de DM2. Comme
perspectives, une des options aurait été de produire et purifier en petite quantité et caractériser les
autres Nbs montrant un signal positif lors du screening appartenant aux autres familles (i.e., D201,
D202 et D206) et qui ont été sélectionné lors de la contre sélection. Il est a noter que la KHL est
composée de 1660 acides aminés par rapport aux 65 acides aminés du G-Patch donc, en théorie, le
nombre potentiel d’anticorps ciblant la KHL est plus important que ceux ciblant le G-Patch. Et une étape
de contre sélection n’est probablement pas suffisante pour éliminer tous les Nbs spécifique de la KHL.
La suite du projet aurait d{ étre la réalisation d’un panning uniquement avec le peptide correspondant
au G-Patch seul contenant les deux modifications post-traductionnelles biotinylé en C-ter. Ce panning
aurait d( permettre d’enrichir efficacement les sous-banques uniqguement en Nbs spécifique du G-
Patch et pas ceux spécifique de la KHL. La réalisation de ce panning n’a pas été possible car I'entreprise
GeneCust a qui nous I'avons commandé n’a pas réussi, malgré plusieurs essais, a produire le peptide

modifié sous forme soluble. A la suite de cela, jai changé de cible pour la suite de mon mémoire.
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4.2. Sélection et caractérisation des Nbs contre LasB

4.2.1. Panning contre LasB

Le panning dirigé contre LasB a été réalisé en 3 tours. La banque initiale de phages utilisée est
« Joe 4b » (3.2.2. Banques de phages). Pour chaque tour, une évaluation de I'enrichissement a été

réalisée de la méme maniére que pour le panning contre TFIP11.

Pour le 1¢" tour (Figure 21A), aucun enrichissement positif ou négatif n’est observé de méme que pour
le 2¢™ tour (Figure 21B) et le 3™ tour (Figure 21C). Pour les 3 tours, il n’y a pas eu d’enrichissement
alors qu’on s’attendait a de I'enrichissement positif. Cela suggére que I'enrichissement, lors des tours
du panning, n‘a pas été efficace. Notons cependant que des Nbs ont déja été sélectionnés contre

plusieurs cibles alors qu’aucun enrichissement n’avait été observé lors du panning par phage display.

Figure 21 : Boites de Pétri pour réaliser I'évaluation de I'enrichissement des clones contre LasB. A) ler tour, B) 2eme tour, C)
3éme tour. + : suspension +, - suspension -. Haut en bas : dilution 101 g 10®.

4.2.2. Screening contre LasB

La sélection aléatoire de 180 colonies a été effectuée sur deux boites de Pétri : 90 colonies sur
la boite dilution 10 du 2°™ tour de panning (Figure 22A) et 90 colonies sur la boite dilution 10 du

3®me tour de panning (Figure 22B).

Figure 22 : Boites de Pétri utilisées pour le
screening. A) 2éme tour dilution 10, B)
3éme tour dilution 10
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Pour la réalisation de I'ELISA, une petite quantité de Nbs a été produit par clone, dans des E.
coli TG1, qui ont été extraits par congélation-décongélation (extraction cytoplasmique). De plus, deux
puits d’'une plaque 96 puits, 96F Multisorp Straight, ont été utilisés par clone : I'un contenant 0,25 ug
de LasB (puits +) et I'autre ne contenant pas de protéine (puits -). Ensuite, aprés avoir bloqué la surface
des puits avec un tampon de blocage, I'extrait cytoplasmique puis I'anticorps primaire ensuite
I'anticorps secondaire et enfin le substrat ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 405 nm a
différents temps. Afin de déterminer les clones spécifiques a LasB, deux tests ont été réalisés sur
chaque clone a des temps respectifs, par rapport aux contréles ne contenant pas d’extrait

cytoplasmique, donnant leur profil de positivité :

e Absorbance 0 (A) : 'Abs du puits - doit étre inférieure a la moyenne plus 3 fois I'écart-
type de I'Abs des puits - des 12 contréles (exemple de test :Figure A 1). Ce test permet
d’éliminer les clones qui montreraient une trop grande réactivité dans le puits -. Ce qui
indiquerait que le Nb est non spécifique.

e Ratio +/- (B) : le rapport d’Abs du puits + sur celle du puits - doit étre supérieur a la
moyenne plus 3 fois I'écart-type des rapports d’Abs du puits + sur celle du puits - des
12 controles. Ce test permet de sélectionner les clones qui sont spécifiques de la

protéine intérét.

33 clones sont au moins une fois positifs pour les 2 tests a un temps donné (Tableau 5) suggérant qu’ils
sont spécifiques de LasB. Cependant, 21 clones sur 33 sont positifs seulement une fois et souvent apres
O/N (14 sur 21) ce qui suggére qu’ils ont une trés faible affinité pour LasB. De plus, 20 sur les 21 sont

majoritairement négatifs pour le test ratio +/-, ce qui suggére qu’il s’agit de faux positifs.

97 [ 98 [ 99 [100]103]120] 129] 131 150[ 152] 167 179] 181] 194] 196] 198] 199]201] 202] 204 274]275]276

A B|A B

227]241] 242]247] 258] 259] 262] 264] 270] 273

temps (min)
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Tableau 5 : Profil de positivité des clones. En haut : n° du clones. A) Abs 0, B) ratio +/-. Case verte avec un « 1 » : significatif au
test, Case rouge avec un « 0 » : non-significatif au test. En bas : nombre de fois ou le clone est positif aux 2 tests pour le méme
temps. ON : toute la nuit.

Une PCR sur colonies a été réalisée sur les 33 clones afin de vérifier que le phagémide comporte

la séquence d’un Nanobody® correspondant a la taille attendue, soit + 700 pb.
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Les produits de la cPCR ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose (Figure 23), une
bande, a + 700 pb, qui est présente pour 21 des 33 clones. Donc ces 21 clones posseédent une séquence

dans le site d’insertion du phagémide correspondant a la taille attendue d’un Nb.

mmﬂ'@ 03120 M@@ = E 179 M 227l241 @ EE M Figure 23: Gel d’électrophorése réalisé avec le
produit de la PCR. PCR réalisée avec le couple
d’amorces MP57 et G3 (voir annexe). PM = poids
moléculaire. Etoiles dorées = clones présentant une
bande. Blanc : mix PCR sans bactérie.

Pour les 12 clones ne présentant pas de bandes, deux hypothéses peuvent étre proposées :

e Une ou plusieurs mutations sont présentes dans un ou dans les deux sites de liaisons
aux amorces. De ce fait, 'amorce ne reconnait pas le site et, par conséquent, il n’y a
pas d’amplification pas de la région d’intérét.

e Le phagémide est vide (sans séquence de Nbs). De ce fait, il y a une amplification de

+ 250 bp.
Parmi les 12 clones, 10 ne sont positifs qu’une seule fois et 7 sur les 10 le sont aprés O/N.

Pour les 21 clones qui présentent une bande, certaines bandes ont une taille de + 500 bp (Nb
L201) ou de £ 1000 bp (Nb L199) alors que la taille attendue est de = 700 bp. Cependant, il s’agit d’'une

moyenne et certains Nbs peuvent avoir des CDR plus courts ou plus longs.
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Le phagémide des 21 clones a été purifié et séquencé (Tableau 6)

Nb  Séquences Familles Séquences CDR3 Tableau 6 : Résultats du séquengage des Nbs. Famille : méme
197 Noncorrecte / / CDR3. Séquences : correct = PelB-Nb-HAtag-HIStag-stop(TGA),
log  J / / non correct = manque d’un ejlément,. r,nutan'on ou INDEL, / =
L100 Correcte 1 ARGGVTSEPTDY chromatogramme de mauvaise qualité.

L129 Noncorrect [/ /

L150 Noncorrect / /

L167 Noncorrect / /

L181 / / /

L194 / / /

L198 Noncorrecte / /

L199 / / /

L201 Noncorrecte / /

L202 Noncorrecte / /

L204 Correcte 2 NARKPRVPTTGSYGY

L262 Correcte 3 AARRAGRSFEY

L264 / / /

L273 Noncorrecte / /

L274 [ / /

L275 / / /

L276 Correcte 4 AAREKVGQWRYLRNWGPSDVF

Sur les 21 clones, 4 présentent un chromatographe de séquencgage de bonne qualité avec une
séquence correcte (Figure 6B). Les 4 clones sont regroupés en 4 familles sur base de la séquence de

leur CDR3 (Tableau 6).

Pour les 17 autres clones, 8 présentent une séquence « non correcte », ils ont un ou plusieurs
éléments manquants ou des mutations dans leur séquence. Pour les 9 autres, qui présentent un
chromatogramme de mauvaise qualité, une nouvelle purification du phagémide a été effectuée ensuite

un nouveau séquencgage mais le chromatogramme de séquengage est resté de mauvaise qualité.

4.2.3. Production et purification du Nb L276

Pour sélectionner les Nbs a produire, le profil de positivité (Tableau 5) ainsi que la séquence du
Nb ont été analysés. Aprés analyse, le Nb L276 a été produit dans des E. coli WK6 en suivant le méme
protocole que pour le Nb D108. Les trois autres Nbs (L100, L204 et L262) n’ont pas été produits car ils

ne sont positifs qu’une seule fois (Tableau 5).

La production a été réalisée dans un volume de culture de 2,2 litres de milieu TB en suivant les
mémes étapes que la production du Nb D108 contre DM2. Lors de la purification IMAC, le

chromatogramme n’a pas été enregistré.
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Aprés I'lMAC, un SDS-PAGE (Figure 24) a été réalisé avec les fractions obtenues : le EP, le « flow
through », le « lavage » et les fractions d’élution contenant la protéine déterminée par mesure de I'Abs
au NanoDrop™ One (fractions 39 a 43) car, comme mentionné, le chromatogramme n’a pas été
enregistré.

L276 Figure 24 : SDS-PAGE apres I'lMAC production du Nb L276.
PM : poids moléculaire, PE : extrait périplasmique, FT :
« flow through », F: fraction d’élution. Fleches bleues :
protéine a + 15 kD, fleches rouges : protéine a + 14 kD et

i fléche verte : protéine a + 16 kD.

15kD

10kD

Sur le SDS-PAGE, on constate que :

Dans l'extrait périplasmique (EP), il y a les protéines propres a la bactérie ainsi qu’une bande a

+ 15 kD (fleche bleue) ne correspondant pas au poids moléculaire théorique du Nb L276 (i.e., 16 kD).

Dans le « flow through » (FT), il y a les protéines qui n‘ont pas d’HIS-tag et qui sont propres a la
bactérie et, par rapport a I'EP, I'intensité de la bande a = 15 kD (fleche bleue) est tres faible ce qui

signifie que la protéine s’est accrochée sur la colonne et donc pourrais étre le Nb.

Dans le « lavage », on retrouve deux bandes, une bande intense a = 15 kD (fleche bleue) et

une bande a £ 14 kD (fleche rouge).

Dans les fractions qui correspondent au pic d’élution, il y a deux bandes, une a £ 16 kD (fleche
verte), correspondant au poids moléculaire théorique du Nbs L276 et une autre a = 14 kD (fleche

rouge) identique a celle obtenue dans le « lavage ».

Pour les protéines présentes dans le lavage, une ultracentrifugation a été effectuée sur le
« lavage » afin de concentrer les protéines présentes. L'ultrafiltration a été effectuée avec une colonne
Vivaspin 4 (Sartorius ;Gottingen ;Allemagne) Amicon 4 mL 5kD-MWCO a vitesse maximale (4000g).
Ensuite, une analyse par SDS-PAGE a été réalisée avec les 2 solutions collectées (le filtrat et la fraction
résiduelle) (Figure 25).

Figure 25 : SDS-PAGE apreés ultracentrifugation de la production du Nb L276. PM : poids
moléculaire, FT : filtrat, FR : fraction résiduelle. Fléche bleue : protéine a + 15 kD, fleche
rouge : protéine a + 14 kD,

15kD
10kD

Sur le SDS-PAGE, on constate que les deux mémes protéines (fleche bleue et rouge) sont
observées dans le « lavage » et que les protéines ont été concentrées car le volume du « lavage » a été
divisé par 4 passant de + 20 mL a = 5 mL. Pour la suite, la fraction résiduelle sera appelée « solution

n°l ».
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Pour les protéines dans les fractions d’élution, une CET a été effectuée (Figure 26) sur les
fractions contenant la protéine d’intérét (fraction 38 a 42) et rassemblées, sur une colonne sephadex

G025 HiTrap 5 mL.

NLAS | ASANLL | NI2-N17 IN . Figure 26 : Chromatogramme de la CET du Nb D276. Courbe bleue : Abs
100 300 a 280 nm, Courbe rouge : conductivité, courbe verte : % de tampon
d’élution et courbe bleu ciel : pression.
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Une analyse par SDS-PAGE a été réalisée avec les fractions, contenant les protéines (fraction 4

a 8) (Figure 27).

Figure 27 : SDS-PAGE apreés la CET et ultracentrifugation de la production
du Nb L276. PM : poids moléculaire, F : fraction, FT : filtrat, FR : fraction
résiduelle. Fléche bleue : protéine a + 15 kD, fleche rouge : protéine a +
14 kD et fleche verte : protéine a + 16 kD.

15kD
10kD

Sur le SDS-PAGE, on constate que :

Dans les fractions, 'intensité des bandes est trés faible, ce qui suggere que peu de Nbs ont été
produits. De plus, trois bandes sont visibles : 'une a = 16 kD (fleche verte) qui correspond au poids
moléculaire théorique du Nbs L276 (i.e., 16 kD) et les deux autres (fleche bleue et rouge) qui

correspondent aux deux mémes bandes observées dans le « lavage ». Ce qui suggere une dégradation.

Enfin, les fractions contenant la protéine ont été rassemblées (fractions 5 et 6) et la
concentration en protéine a été mesurée par Abs a 280 nm et est de 24 pg/mL pour un volume de 5
mL (120 pg produit). De plus, via les valeurs du spectre d’absorbance (Figure A 5), la présence d’ADN
(ratio Abs 260 nm/ 280 nm = 0,7) ou d’agrégats (Abs a 310 = 0) a été vérifiée. La valeur du ration Abs
260 nm/280 nm est plus grande que 0,6, ce qui suggere la présence d’ADN. Pour la suite, cette solution

sera appelée « solution n°2 ».
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4.2.4. Analyse par Western Blot du Nb L276 apreés purification

Afin de savoir laquelle des trois protéines purifiées correspond au Nb L276 (Figure 6B), trois
Westerns Blots (WB) ont été effectués (Figure 28) sur les deux solutions (n°1 et n°2) de protéines. L'un
pour détecter les Nbs, un autre pour détecter les HA-tag et enfin un dernier pour détecter les HIS-tag.
Pour ce faire, trois SDS-PAGE ont été réalisés avec les deux solutions puis, apres avoir transférées les
protéines sur une membrane Amersham™ Hybond™, celle-ci a été neutralisée avec du tampon de
blocage. Ensuite, ont été ajoutés : I'anticorps primaire (mouse antiHA-tag ou mouse antiHIS-tag ou anti-
Alpaca VHH domaine conjugué avec phosphatase alcaline) et puis, pour le WB antiHA-tag et antiHIS-
tag, l'anticorps secondaire (anti-mouse conjugué avec la Phosphatase alcaline) et enfin, le substrat
permettant la détection.

_ AntiNb Figure 28 : Western blots sur la solution n°1 (S1) et
A) SD5-PAGE B) la solution n°2 L276 S2. PM : poids moléculaire.

Fléches bleues : protéine a + 15 kD, fléches rouges :

P M Sl 52 P M S 1 SZ protéine a * 14 kD et fleches vertes : protéine a *
16 kD.

15 kD 15kD
10kD 10 kD

C) AntiHA-tag D) AntiHIS-tag

PMS1 S2 PMS1 S2
/

15kD 15D
10kD 10 kD

Une analyse par SDS-PAGE (Figure 28A), a été réalisée pour servir de référence et est similaire

au résultat obtenu pour les autres SDS-PAGE.

Sur le 1*"WB (Figure 28B), I'anticorps primaire utilisé est un antiNb et par conséquent, il détecte
quelle bande correspond le Nb. Toutes les bandes (fleches verte, bleues et rouges) sont détectées et
donc elles correspondent toutes a des Nbs. L'intensité des bandes est proportionnelle a celle du SDS-

PAGE.

Sur le 2™ WB (Figure 28C), I'anticorps primaire utilisé est un antiHA-tag et par conséquent, il
détecte quelle bande posséde un HA-tag. Seuls les bandes a = 15 kD (fleche verte, bleue) dans la
solution n°1 et a £ 16 kD dans la solution n°2 sont détectées et donc ces Nbs possédent des HA-tag.
Lintensité des bandes n’est pas proportionnelle a celle du SDS-PAGE mais le WB antiHA-tag a été réalisé

en utilisant un anticorps primaire et un anticorps secondaire contrairement au WB antiNb.
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Sur le 3¢m¢ \WB (Figure 28D), I'anticorps primaire utilisé est un antiHIS-tag et par conséquent, il
détecte quelle bande correspond un HIS-tag. Seule la bande a + 16 kD (fleche verte) est détectée et
donc seule la bande a £ 16 kD correspond au Nb L276 ce qui est cohérant avec son poids moléculaire

théorique (i.e., 16 kD).

Pour conclure, la bande a £ 14 kD correspond au Nb L276 sans tag, la bande a £ 15 kD
correspond au Nb L276 avec uniquement le HA-tag, la bande a + 16 kD correspond au Nb L276 avec le

HA-tag et le HISs-tag (Nb complet).

Ces résultats peuvent s’expliquer par une contamination avec une protéase durant la

production.

4.2.5. Test de liaison du Nb L276 via des mesure BLI

A la suite des résultats du WB, un test BLI a été réalisé avec la solution n°2, contenant le Nb
L276 complet, afin de savoir s’il se lie a LasB (Figure 29). Cette expérience a été réalisée avec des sondes
« HIS1K Biosensors» qui permettent d'immobiliser le Nb via son HISe-tag. Pour ce faire, la concentration

en Nanobodies® (ligand) utilisée est de 15 pg/mL, une concentration en LasB (analyte) de 10 nM.

1) A B c D E

200 -B

C D E

0

200~

900

800~

. " i ;
- e e -
R _ . .

T
200 300 400 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (s) Temps (s)

Figure 29 : Résultats du test BLI avec le Nb L276. Courbe bleue : sonde incubée avec le Nb (B) puis avec LasB (D), courbe
rouge (blanc d’association) : sonde incubée avec le Nb (B) puis avec le KB (D), courbe verte (blanc de non-spécifié) : sonde qui
est incubée avec le KB (B) puis avec LasB (D). A) Lavage n°1/ligne de base, B) Immobilisation du Nb, C) Lavage n°2, D)
Association, E) Dissociation. 1) Sensorgramme du BLI, 2) Sensorgramme différentiel entre les sensorgrammes bleu et rouge.

Sur le sensorgramme (Figure 29 1), on reléve que le Nb s'immobilise sur les senseurs (étape B
courbes bleue et rouge) ce qui confirme que le Nb posséde bien un HIS-tag. De plus, on constate qu’une
partie des Nbs se dissocie lors du second lavage (étape C). Cette dissociation est équivalente pour les

deux senseurs fonctionnalisés avec le Nb (Figure 29 2 C).

Sur le sensorgramme (Figure 29 2), qui représente la courbe bleue (liaison a LasB) dont les
valeurs ont été soustraites par les valeurs de la courbe rouge (blanc d’association), il n’y a pas
d’association entre le Nb L276 et la protéine LasB (Figure 29 2 D). De plus, le signal diminue (Figure 29

2 D) donc la perte de Nbs sur le senseur incubé avec LasB est plus rapide que le blanc d’association
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(courbe rouge) ; ce qui laisse entendre que LasB hydrolyse le senseur (i.e. 'anticorps antiHIS-tag) et/ou
le Nb. Une diminution du signale est aussi observée sur le senseur sans Nb (sensorgramme vert) (Figure
29 1 D) ce qui suggere que les anticorps antiHIS-tag sont bien dégradés par LasB. Ceci pourrait expliquer

pourquoi aucune liaison est observée entre LasB et le Nb (étape D).
4.2.6. Test de liaison du Nb L276 via des mesure BLI en présence d’un inhibiteur de LasB

Pour savoir si LasB hydrolyse le senseur et/ou le Nb et si le Nb se lie a LasB non active, un test
BLI en présence d’un inhibiteur de LasB, le phosphoramidon, a été réalisé (Figure 30). Le BLI a été
réalisé avec des sondes « HIS1K Biosensors» qui permettent d'immobiliser le Nb via son HISe-tag. Pour
ce faire, la concentration en Nanobodies® utilisée est de 15 pg/mL, une concentration en LasB de 1 uM
avec une concentration en phosphoramidon de 600 uM (ratio molaire de phosphoramidon : LasB de
600:1).

1) A B G D E 2) C D E

e
w

0

10

LN

° PR . Ry T Il oy B ey

0 100 200 300 400 500 600 20 0 40 80 120 160 200 240 280

Temps (s) Temps (s)

Figure 30 : Résultats du test BLI avec le Nb L276. Courbe bleue : sonde incubée avec le Nb (B) puis avec LasB et phosphoramidon
(D), courbe rouge (blanc d’association) : sonde incubée avec le Nb (B) puis avec le KB (D), courbe verte (blanc de non-spécifié) :
sonde qui est incubée avec le KB (B) puis avec LasB et phosphoramidon (D). A) Lavage n°1/ligne de base, B) Immobilisation du
Nb, C) Lavage n°2, D) Association, E) Dissociation. 1) Sensorgramme du BLI, 2) Sensorgramme différentiel entre les
sensorgrammes bleu et rouge.

Sur le sensorgramme (Figure 30 1 B) on reléve, comme pour le test BLI précédent que
le Nb s'immobilise sur les senseurs (étape B courbes bleue et rouge) et on constate qu’une partie des
Nbs se dissocie, sur les deux senseurs fonctionnalisés (courbe bleue et rouge) avec le Nb, lors du second

lavage (étape C) de facon équivalente.

Sur le sensorgramme (Figure 30 2), qui représente la courbe bleue (liaison a LasB) dont les
valeurs ont été soustraites par les valeurs de la courbe rouge (blanc d’association), le signal reste
constant (+ 0) donc LasB est inhibé et il n’y a pas d’association entre le Nb 276 et la protéine LasB
inhibé. Cependant, le Nb L276 peut se lier au méme site que I'inhibiteur. Pour vérifier cette hypothése,
un test de l'activité inhibitrice a été réalisé par Jonathan Vaneyck et les résultats montre que le Nb

n’inhibe pas LasB.
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4.3. Test d’activité de LasB immobilisée par adsorption sur plaque Multisorp

Une des difficultés pour sélectionner des Nbs contre LasB est le fait qu’il s’agit d’une protéase
et qu’elle peut donc dégrader les Nbs a la surface des phages ou la protéine G3 ou le linker entre les
deux. Aussi, dans un premier temps un test d’activité de LasB immobilisée par adsorption sur une
plagque Multisorp (Figure 31) a été réalisé. Pour ce faire, 1 ug de LasB a été immobilisé par adsorption
dans un puits d’'une plaque 96 puits, 96F Multisorp Straight, en présence ou non de de
phosphoramidon pour un ratio molaire de phosphoramidon : LasB de 600:1. Une fois immobilisée,
apres avoir bloqué la surface des puits avec un tampon de blocage, le substrat a été ajouté et la
fluorescence a été mesurée a 415 nm (excitation a 340 nm) toutes les 30 secondes durant 30 minutes.
Le test a été réalisé en triplicata pour les puits contenant LasB et en duplicata pour le puits contenant

seulement le phosphoramidon.

00 Figure 31 : Evolution des valeurs
150 de fluorescence a 415 nm du test
0 d’activité de LasB. Courbes
bleues : LasB, courbes vertes :
LasB + phosphoramidon, courbes
grises : phosphoramidon .
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Les résultats du test d’activité montrent que LasB est active dans un seul des puits lorsqu’elle
est immobilisée par adsorption sur une plaque Multisorp et n’est pas active en présence de |'inhibiteur.
Ce qui indique que LasB est actif lorsqu’elle est immobilisée. Une hypothése pour expliquer que LasB
ne soit actif que dans un puits sur les 3 puits testé est que lors de 'immobilisation, par adsorption, la
plague (Multisorp) n’immobilise qu’un petit nombre de protéines LasB et que les protéines
immobilisées sont dénaturées. Par la suite, il faudra réaliser un test pour savoir si LasB immobilisée
peut dégrader les Nbs a la surface des phages ou la protéine G3 ou le linker entre les deux lors du

panning et du screening.
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5. Discussions et perspectives

Lors de ce mémoire, j'ai réalisé une sélection de Nanobodies® contre deux cibles, 'une dirigée

contre le G-Patch de TFIP11 et l'autre dirigée contre la métalloprotéase de P. aeruginosa, LasB.
5.1. G-Patch de TFIP11

Le G-Patch de TFIP11 est impliqué dans de nombreuses interactions avec plusieurs composants
importants du splicéosome. La proximité de deux zones intrinséquement désordonnées ainsi qu’un site
de phosphorisation (Y162) et un site méthylation (R166) réversibles (Figure 1B) implique que le G-Patch
ne peut pas toujours interagir avec les autres protéines, dans ce cas, le splicéosome ne sera pas

correctement assemblé et donc I'épissage ne sera pas effectué.

Le but de sélectionner des Nbs contre le G-Patch et plus spécifiquement des Nbs contre le G-
Patch possédant les modifications post-traductionnelles permettrait de réaliser différentes expériences
telles que de la visualisation in vivo et ainsi déterminer la présence ou absence de modifications post-

traductionnelles.

Pour sélectionner les Nbs de la banque immune Joe 3, la protéine DM2 a été utilisée, composée
d’une partie du G-Patch de TFIP11 avec les deux modifications post-traductionnelles (Figure 1B)
couplées, en C-ter, de la protéine KHL. Lors des deux premiers tours du panning, un enrichissement
positif a été observé suggérant que la sous banque a été enrichie en Nbs spécifiques de DM2. En
revanche, pour le troisieme tour aucun enrichissement n'a été observé. Il en est de méme pour le tour
de contre sélection, effectué pour enrichir la sous banque uniquement en Nbs spécifiques du G-Patch
et non spécifiques de la KHL, alors qu’un enrichissement négatif était attendu. Ceci sous-entend que la
contre sélection n‘a pas fonctionné ou que le nombre de Nbs spécifiques au G-Patch est tres faible.
Notons cependant que des Nbs ont déja été sélectionnés contre plusieurs cibles alors qu’aucun

enrichissement n’avait été observé lors du panning par phage display.

Aprées I'ELISA, la cPCR pour ne sélectionner que les clones contenant un insert et le séquencage
de ces derniers, 7 clones sur les 180 clones testés corresponde a un Nb correct. Sur les 7 clones, 4
provient du 3™ tour de sélection et 3 du tour de contre sélection. Les 4 clones du 3®™ tour (Nb D104,
D108, D116 et D130) appartiennent a la méme famille (méme CDR3) et seul le D130 n’a pas la méme
séquence qui differe d’'un acide aminé a la position 109 (sérine au lieu d’'une glycine). Ce qui suggére
que les Nbs de cette famille se lient a DM2 vu que le nombre de clones sélectionnés dans la famille est

important. Pour la suite, j'ai choisi de produire, purifier et caractériser le Nb D108 car il fait partie de la
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famille la plus représentée en nombre de clones (4 clones sur 7) et il possede un profile de positivé

élevé (6 fois positif sur 9).

Il a été produit dans un volume de 2 litres de milieu TB puis purifié par IMAC et ensuite par une
chromatographie d’exclusion de taille (CET). Neuf mg de protéine ont été obtenus. La capacité de
liaison de D108 a DM2 a été étudiée par ELISA et par BLI. Les résultats de I'ELISA (Figure 19) montrent
gue la vitesse initiale de liaison du Nb D108 a la KHL-«Syn est plus grande que celle mesurée pour la
liaison a DM2. Les résultats du BLI (Figure 20) montrent que le Nb D108 ne se lie ni a DM2 ni a la KHL-

oSyn.

Une hypothése pour expliquer pourquoi les Nbs de la famille n°1, contenant le Nb D108, ont
pu étre sélectionnés est que, lors du panning et de I’ELISA de screening (étape ol le Nb est couplé a la
protéine G3 car la souche d’ E. coli utilisé est TG1 qui ne reconnais pas le codon stop « ambre »), la

protéine G3 interagirait avec le Nb D108 et DM2 ce qui conférait une capacité de liaison a DM2.

La différence entre les résultats de I'ELISA et du BLI peut étre expliqué car lors de I'ELISA, les
protéines sont immobilisées et par conséquent certaines peuvent étre dénaturées, ce qui peut exposer

des sites non spécifiques au Nb, contrairement au BLI ol les protéines sont en solution.

Il est a noter que la KHL est composée de 1660 acides aminés par rapport aux 65 acides aminés
du G-Patch couplés a celle-ci donc, en théorie, le nombre potentiel d’anticorps ciblant la KHL est plus
important que ceux ciblant le G-Patch. Et donc il est difficile de sélectionner des Nbs spécifiques du G-

Patch en utilisant la protéine DM2 (G-Patch couplé a la KHL).

Comme perspective pour ce projet, il faudrait faire un panning mais immobiliser le G-Patch seul
au lieu d’immobiliser la protéine DM2 (G-Patch couplé KHL) cela permettrait de ne pas sélectionner
des Nbs spécifiques a la KHL et de ne pas faire un tour de contre sélection. J’aurais d{ le faire mais
comme indiqué précédemment, I'entreprise GeneCust était dans l'incapacité de produire le peptide
avec les modifications post-traductionnelles. Une autre perspective serait de produire les autres Nbs,

des trois autres familles, sélectionnés lors du panning afin de vérifier leurs spécificités.
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5.2. LasB

LasB est une métalloprotéase a zinc et est I'un des principaux facteurs de virulence de
Pseudomonas aeruginosa. LasB hydrolyse une large gamme de protéines, ayant pour conséquence des
dommages aux tissus de I'h6te et diminuant la réponse immunitaire. Plusieurs inhibiteurs de LasB ont
été étudiés mais ont soit une faible activité soit ne sont pas sélectifs. Ce manque d’inhibiteurs efficaces
et sélectifs est un probleme car LasB est, comme précisé, I'un des principaux facteurs de virulence de

P. aeruginosa.

Le but de sélectionner des Nbs contre LasB et plus spécifiquement des Nbs inhibiteurs
permettrait de réduire la virulence de l'infection a P. aeruginosa et, par conséquent, de réduire le

nombre de déces dli a cette bactérie (plus de 500 000 déces en 2019).

Pour sélectionner les Nbs de la banque immune Joe 4b, 3 tours de panning ont été réalisé en
immobilisant LasB par adsorption sur une plaque 96F Multisorp. Lors des trois tours, aucun
enrichissement n'a été observé suggérant que la sélection n’a pas été efficace ou que le nombre de Nbs
spécifiques a LasB est tres faible. Cependant, comme mentionnée prédédemment, des Nbs ont déja
été sélectionnés contre plusieurs cibles alors qu’aucun enrichissement n’avait été observé lors du

panning par phage display.

Aprés I'ELISA, la cPCR pour ne sélectionner que les clones contenant un insert et le séquencage
de ces derniers, 4 clones (L100, L204, L262 et L276) sur les 180 clones testés corresponde a un Nb
correct. Ce qui suggere que trés peu de Nbs spécifiques a LasB ont été sélectionnés. Cependant, 9
clones, qui étaient au moins une fois positif a 'ELISA du screening et présentaient une bande a + 700
pb sur le gel d’agarose a la suite de la cPCR (Figure 23), ont eu un chromatogramme de mauvaise
qualité. Ce qui suggere que d’autres Nbs contre LasB ont pu étre sélectionnés. Pour la suite, j'ai choisi
de produire, purifier et caractériser le Nb L276 car il est positif a tous les temps respectifs (profil de

positivité), lors de I'ELISA, ce qui suggére que ce Nb se lie a LasB.

Il a été produit dans 2,2 litres de milieu TB puis purifié par IMAC et ensuite par une CET. Durant
la purification, 3 protéines, de poids moléculaires différents, ont été purifiées. Afin de savoir quelle
protéine correspondait au Nb L276 complet, un WB a été réalisé. Les résultats indiquent que les 3
protéines correspondent au Nb L276. Cependant, la protéine avec un poids moléculaire de = 16kD
possede le HA-tag et le HISg-tag (Nb complet), la protéine avec un poids moléculaire de + 15kD possede
uniquement le Ha-tag et enfin la protéine avec un poids moléculaire de *+ 14kD ne posséde aucun tag.
Ces résultats suggerent qu’il y a eu une contamination par une protéase lors de la production. La

quantité de Nb L276 complet obtenue est faible (110 pg dans 5 mL).
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Ensuite une expérience BLI a été réalisé afin de savoir si le Nb se lie a LasB. Les résultats
indiquent que LasB dégrade I'anticorps (antiHIS-tag) du senseur. Donc, une expérience BLI en présence
d’inhibiteur, le phosphoramidon, a été réalisée. Les résultats indiquent que le senseur n’est plus
dégradé ce qui confirme que LasB dégrade le Nb et/ou I'anticorps antiHIS-tag a la surface du senseur.
Par ailleurs, en présence de l'inhibiteur, le Nb L276 ne se lie pas a LasB. Ce qui suggére que soit le Nb

ne se lie pas a LasB soit que le Nb se lie |a ou l'inhibiteur se lie.

Le fait que LasB soit une protéase implique que lors des étapes de panning, de I'ELISA du
screening, elle peut clivés les Nbs couplés a la protéine G3, la protéine G3 elle-méme ou le peptide
linker. De ce fait, aucun Nb ne pourra étre sélectionnés. Pour vérifier cette hypotheése, un test d’activité
de LasB immobilisée a été réalisé dans les mémes conditions que celles utilisées pour I'ELISA du
screening. Ce test indique que LasB est en effet active. Ce qui, en soit, est essentiel si on veut isoler des
Nbs inhibant de maniére compétitive LasB; mais qui pourrait compromettre la sélection comme
indiqué au-dessus. Notons que des Nbs ont déja été sélectionnés par phage display a partir de librairie
immune. Par exemple, un Nb inhibant I"élastase de maniére compétitive avec un Ki de l'ordre du

nanomolaires (Dumoulin, communication personnelle).

Comme perspectives pour ce projet, tout d’abord, il faudrait essayer de séquencer les 9 clones
présentant un mauvais chromatogramme de séquencage via un autre type de séquencage (nanopore

ou pyroséquencage) (van Dijk et al., 2018) afin de savoir s’ils possédent une séquence correcte.

Ensuite, une 2°™ perspective serait de produire les autres Nbs, issus des trois autres familles,

sélectionnés lors du panning afin de vérifier leurs spécificités et capacité a inhiber LasB.

Enfin, comme 3™ perspective, il faudrait réaliser un panning afin de savoir si LasB immobilisée,
par adsorption sur une plaque Multisorp, peut cliver le Nb couplé a la protéine G3 composant le phage
ou la protéine G3 ou le linker entre les deux. Si LasB est capable de cliver la protéine G3, il faudrait
refaire un panning mais en inhibant LasB pour éviter que LasB hydrolyse les Nbs avant de les avoir
enrichis. Pour réaliser cela, il faudrait opérer avec un inhibiteur non compétitif afin de sélectionner des

Nbs inhibiteurs qui puissent se lier dans le site actif de LasB.
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7. Annexes

7.1. Amorces

Genecible Nom de l'amorce Séquence Tm Tailleenbp
Promoteur Lac MP57 5'-TTATGCTTCCGGCTCGTATG-3' 62°C 20
G3 G3 5'-CCACAGACAGCCCTCATAG-3' 62°C 19

7.2. Cycle pour la cPCR

7.3. Exemple de tests lors du screening
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Figure A 1 : Test ratio +/- aprés 40 minutes sur les clones de LasB. Colonnes bleues :
ratio +/- des échantillons, ligne rouge : seuil = moyenne + 3*écart-type des ratio +/- des
contréles.

7.4. Représentation des puits par clone lors d’'un ELISA
Figure A 2 : Représentation schématique des puits par clone lors d'un ELISA.

puits + contient la protéine d'intérét, puit O contient la protéine de contre
sélection et puits - ne contient pas de protéine
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Tableau A 1 : Amorces pour
la PCR et le séquengage

95°C 5 min Tableau A 2 : Cycle pour la cPCR.
94°C 30 sec

55°C 30 sec 20 x

72°C 1 min

72°C 10 min

4°C « =



7.5. Substrats : ELISA, WB et LasB
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Figure A 3 : Substrats. ELISA : pNPP, WB :BCIP, LasB : Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-p-nitro-benzylamide.

7.6. Spectre d’absorbance du Nb D108
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Figure A 4 : Spectre d'Abs du Nb D108 diluée 10 fois

7.7. Spectre d’absorbance du Nb L276
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Figure A 5 : Spectre d’Abs du Nb L276
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