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Proteine de fusion Robo1-Fc et son utilisation dans 

le traitement des tumeurs. 

La presente invention concerne une proteine recombinante Robo1-Fc et son 

utilisation 	pour 	traiter 	les 	maladies 	dans 	lesquelles 	une 	proteine 	Slit 	est 

5 surexprimee, notamment le cancer. Elle concerne egalement une composition 

comprenant 	une 	telle 	proteine 	recombinante. 	Un 	autre 	aspect 	de 	('invention 

consiste en ('utilisation d'une molecule Robo1-Fc en tant qu'outil de diagnostic pour 

detecter la surexpression d'une molecule de la famille Slit chez un patient. 

Les ligands Slits ont tout d'abord ete decrits pour leur role dans la repulsion de la 

10 pousse des axones dans le developpement neuronal. Depuis, la voie de regulation 

Robo/Slit a egalement ete decrite dans l'angiogenese tumorale. En effet, la voie 

Robo4/Slit2 a ete decrite pour inhiber la reponse des cellules endotheliales au 

VEGF (Jones C.A. et al. Nat. Med 14, 448-453 (2008). La regulation par la voie 

Robo/Slit permet de canaliser la proliferation excessive de neo vaisseaux non 

15 matures ou bourgeons endotheliaux (angiogenese non productive) et de maturer 

ces vaisseaux. L'expression de Slit2 au niveau transcriptionnel a ete demontre 

dans 	plusieurs lignees cancereuses humaines notamment HCT116 issue de 

carcinome de colon, Skov-3 issue de carcinome ovarien, HeLa issue de cancer du 

col de ('uterus, MDA-MB-435 issue de melanome, Hec-1A issue de cancer de 

20 ('uterus et enfin 769-P issue de carcinome renal (Stella MC et al., Mol Biol Cell. 

2009 Vol. 	20, 	Issue 2, 	642-657). 	Une 	surexpression 	de 	la 	proteine 	Slit2 	a 

egalement ete demontree sur des tissus humains issus de carcinomes : carcinome 

buccal (Wang et al. 2008, Cancer Sci. 2008 Mar;99(3):510-7), carcinome de la 

prostate (Latil et al. 2003 Int J Cancer. 2003 Jan 20;103(3):306-15), du colon 

25 (Wang et al. 2003, Cancer Cell, Volume 4, Issue 1, July 2003, Pages 19-29), du 

foie (Avci et al, 2008, BMC cancer, 8:392). Plus recemment, la surexpression de la 

proteine Slit2 a ete montree sur des echantillons d'endometriose (Shen et al, 2009, 

AJP 175 (2): 479). 

La proteine 	Robo1 	se presente sous deux isoformes a et b. 	Le domaine 

30 extracellulaire de la proteine Robo1 isoforme b (NP_598334) comprend 5 domaines 

immunoglobuline : Ig1, Ig2, Ig3, Ig4 et Ig5. La proteine Robo interagit avec les 

ligands Slit au niveau des domaines Ig1 et Ig2. Liu et al. (2004, Mol. Cell Neurosci, 

26 :232-240) ont demontre ('importance du domaine Ig2 dans ('interaction avec Slit 
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et dans l'activite de Robo (chemorepulsion). 

L'utilisation d'anticorps specifiques des proteines Robot et Slit2 a ete decrite dans 

la demande W02003/075860. Ces anticorps permettent d'inhiber l'angiogenese 

tumorale. 

5 Cependant, it serait interessant de proposer une approche alternative pour traiter le 

cancer, notamment une molecule capable d'inhiber la voie de signalisation de 

Slit-2. 

Les inventeurs ont developpe une strategie de recepteurs Robot chimeres solubles 

capables 	de 	lier les 	ligands 	Slits 	et 	par consequent 	d'inhiber la 	signalisation 

10 intracellulaire de la voie Robo/Slit. De maniere surprenante, les molecules Robo1- 

Fc selon ('invention ont un effet anti-angiogene en empechant la formation de 

vaisseaux matures et non en inhibant la proliferation des cellules endotheliales. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

La presente invention a pour objet une proteine recombinante Robo-Fc comprenant 

15 le domaine extracellulaire de la proteine Robot isoforme b ou un partie de ce 

domaine, une region de jonction (linker) et un domaine Fc d'une immunoglobuline. 

Dans un mode particulier de realisation, le domaine extracellulaire de la proteine 

Robot 	isoforme 	b 	est 	constitue 	des 	domaines 	Ig1 	et 	Ig2. 	Ces 	domaines 

correspondent au peptide de SEQ ID NO.2 codee par la sequence nucleotidique 

20 SEQ ID NO.1, ou une sequence presentant au moins 80%, 85%, 90%, 95% ou 

99% d'identite avec les sequences SEQ ID NO.2. 

La proteine de fusion comprend egalement une region de jonction, aussi appelee 

« linker ». Dans le cadre de la presente invention, le linker permet d'apporter de la 

stabilite a la proteine recombinante, notamment en limitant le clivage in vivo. Des 

25 linkers pouvant etre utilises dans une molecule Robot-Fc sont par exemple 

GluArgProSerPheVal et GlyGlyGlyGlySer. L'homme du métier ales connaissances 

suffisantes pour choisir un linker adapte a cette utilisation. 

Le 	domaine 	Fc 	des 	molecules 	recombinantes 	Robot-Fc 	selon 	('invention 

correspond a un fragment cristallisable d'une immunoglobuline. Ce fragment Fc 
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peut provenir de differentes immunoglobulines IgG1, IgG2, IgG3 ou IgG4. II est 

responsable de la fonction effectrice de la reponse immune (W02008/065543). 

Dans un 	mode de realisation 	selon 	l'invention, 	le domaine 	Fc provient d'une 

immunoglobuline IgG4, Dans un mode particulier de realisation au moins une 

5 mutation ou deletion ponctuelle a ete introduite dans le domaine Fc de l'IgG4 de 

sorte a augmenter la stabilite de la molecule, notamment en stabilisant la region 

charniere constitue par les 2 domaines Fc (Angla et al., 1993, Mo/. Immunol., 30: 

105-108), a reduire ou eliminer l'activite residuelle du IgG4-Fc, notamment l'activite 

effectrice (WO 97/09351) et a augmenter l'homogeneite lors de la production de la 

10 proteine recombinante. En particulier au moins deux mutations, de preference trois 

mutations ponctuelles ont ete introduites dans le domaine Fc de l'IgG4. Dans les 

molecules 	Robot-Fc 	L1, 	Robot-Fc 	L2 	et 	Robot-Fc 	L3 selon 	l'invention, 	les 

mutations preferees sont les suivantes : 

- 	S241P (numerotation Kabat) afin de stabiliser la liaison par pont disulfure 

15 dans la region charniere de Fc ; 

- 	L248E (numerotation Kabat) afin d'eliminer l'activite effectrice residuelle du 

domaine IgG4-Fc ; 

- 	Absence de la lysine C-terminale afin 	de reduire l'heterogeneite de la 

proteine. 

20 Des molecules Robot-Fc selon l'invention comprenant les domaines Ig1 et Ig2 de 

Robot isoforme b, un linker et un domaine IgG4 mute comme decrit precedemment 

sont Robot-Fc L1, Robot-Fc L2 et Robot-Fc L3. 

Robot-Fc L1 correspond a la proteine de sequence SEQ ID NO.4, codee par la 

sequence nucleotidique SEQ ID NO.3. 

25 Robot-Fc L2 correspond a la proteine de sequence SEQ ID NO.6, codee par la 

sequence nucleotidique SEQ ID NO.5. 

Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 different par la nature du linker. 

Robot-Fc L3 correspond a la proteine de sequence SEQ ID NO.24, codee par la 

sequence nucleotidique SEQ ID NO.23. 
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Dans un mode particulier de l'invention, une ou plusieurs mutations ou deletions 

ponctuelles ont ete introduites afin d'augmenter l'homogeneite lors de la production. 

En particulier, un acide amine, de preference deux acides amines ont ete tongues 

en 	position 	N-terminale. 	Une telle molecule Robo-1-Fc selon 	l'invention est la 

5 molecule Robot-Fc L3, dans laquelle les deux acides amines (Ser20 et Arg21) ont 

ete tronques et dans laquelle ('acide amine Leu 22 a ete fusionne au peptide signal 

de l'interleukine 2. 

L'homogeneite 	des 	molecules 	Robot-Fc 	selon 	l'invention 	est 	egalement 

augmentee en deletant la Lys C-terminale comme decrit precedemment. 

10 L'invention a egalement pour objet des proteines dont la sequence proteique 

correspond aux sequences SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6 ou SEQ ID 

NO.24 ou presente au moins 80%, 85%, 90%, 95% ou 99% d'identite avec les 

sequences SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6 ou SEQ ID NO.24. Ces 

variants proteiques presentent la merne activite biologique que les proteines de 

15 ayant pour sequence SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6 ou SEQ ID 

NO.24, en particulier leur capacite a interagir avec les proteines de la famille Slit. 

Les proteines Robot-Fc selon l'invention peuvent etre produite par transfection des 

plasmides d'expression codant pour ces proteines dans tout type cellulaire adapte 

a ('expression de proteines recombinantes eucaryotes : HEK293, CHO, ... puis 

20 recuperees 	dans 	le 	surnageant 	de 	culture 	et 	purifiees 	selon 	les 	methodes 

classiques. 

La caracterisation des proteines Robot-Fc L1, Robot-Fc L2 et Robot-Fc L3 selon 

l'invention a permis de confirmer qu'elles presentent les qualites requises pour leur 

administration en tant qu'agent biotherapeutique. 

25 Une proteine Robot-Fc selon l'invention a la capacite d'interagir avec une proteine 

de la famille Slit. 

Les 	proteines 	Robot-Fc 	selon 	l'invention 	reconnaissent 	specifiquement 	les 

proteines Slit1, Slit2 et Slit3 humaines et la proteine Slit2 murine, en particulier par 

interaction avec leur domaine D2. Leur affinite est similaire vis-a-vis des 3 membres 

30 de la famille Slit. 
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Un autre objet selon l'invention correspond aux molecules d'acides nucleiques 

codant les proteines selon l'invention. 

Ainsi les molecules d'acides nucleiques correspondant aux sequences SEQ ID 

5 

NO.1, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5 ou SEQ ID NO.23 ou presentant au moins 80%, 

85%, 90%, 95% ou 99% d'identite avec les molecules ayant pour sequence SEQ ID 

NO.1, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5 ou SEQ ID NO.23 font partie de l'invention. 

Un autre objet selon l'invention consiste en ('utilisation d'une proteine Robot-Fc 

selon l'invention pour traiter les maladies dans lesquelles une proteine de la famille 

Slit est surexprimee. 

10 Les proteines de la famille Slit qui peuvent etre ciblees par les Robot-Fc selon 

l'invention sont Slit-1, Slit-2 ou Slit-3. 

II a ete montre que Robot pouvaient interagir avec les differents membres de la 

famille Slit. De ce fait, it est avantageux de noter que les proteines Robot-Fc selon 

l'invention 	sont 	capables 	d'inhiber 	simultanement 	les 	voies 	de 	signalisation 

15 mediees par Slit1, Slit2 et Slit3, ce qui permet d'elargir le spectre therapeutique en 

comparaison aux anticorps qui ne sont specifiques que d'une de ces voies. 

Dans un autre mode de realisation, une proteine Robot-Fc est utilisee pour traiter 

les maladies dans lesquelles une proteine de la famille Slit est surexprimee en 

inhibant l'angiogenese sans inhiber la proliferation des cellules endotheliales. Cette 

20 activite antiangiogenique liee a un defaut de maturation des vaisseaux est appelee 

« angiogenese non-productive ». 

En effet, les etudes experimentales ont montre que les molecules Robot-Fc selon 

l'invention sont capables d'inhiber la formation de tubules, sans inhiber la 

proliferation des cellules endotheliales. Elles permettent de reduire de fagon tres 

25 significative le volume tumoral dans un modele murin de cancer pulmonaire. 

Dans un mode prefere de realisation, les proteines Robot-Fc pouvant etre utilisees 

pour traiter les maladies dans lesquelles une proteine Slit est surexprimee sont 

Robot-Fc L1, Robot-Fc L2 et Robot-Fc L3, de merne que les molecules qui en 

derivent en incluent notamment des mutations ou deletions ponctuelles visant a 

30 augmenter l'homogeneite pendant la production sans alterer significativement les 
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proprietes biologiques de ces molecules. 

De maniere generale, les maladies susceptibles d'être traitees par une proteine 

Robot-Fc selon l'invention sont toutes les maladies dans lesquelles une inhibition 

de la voie Slit peut avoir un effet therapeutique, en particulier les maladies dans 

5 lesquelles une proteine de la famille Slit est surexprimee, et notamment celles dans 

lesquelles Slit2 est surexprimee. 

Les molecules Robot-Fc selon l'invention liant specifiquement la molecule Slit-2, it 

est interessant de noter que celles-ci sont capables d'inhiber simultanement les 

deux voies dans lesquelles Slit-2 est impliquee, a savoir les voies Robot/Slit-2 et 

10 Robo4/Slit-2. 

Les proteines Robot-Fc selon l'invention peuvent donc etre utilisees pour traiter le 

cancer, notamment le cancer du pancreas, le cancer du colon, le cancer colorectal 

avec ou sans metastase lymphatique, le cancer du sein, le cancer du poumon et 

les metastases pulmonaires, le cancer ovarien, le cancer du col de ('uterus, les 

15 melanomes, le cancer renal, le cancer buccal, le cancer de la prostate, le cancer du 

foie... 

Dans un mode de realisation particulier, les proteines Robo-Fc sont utilisees pour 

traiter le cancer du poumon et les metastases pulmonaires. 

Les molecules Robot-Fc selon l'invention peuvent egalement utilisees en tant que 

20 medicament anticancereux en alternative ou en complement aux therapeutiques 

actuelles. 

En particulier, ces molecules peuvent etre administrees en association (simultanee 

ou non) avec des composes anti-cancereux. 

Un autre objet de l'invention concerne une composition comprenant une proteine 

25 Robot-Fc 	telle 	que 	definie 	precedemment 	et 	un 	ou 	plusieurs 	excipients 

pharmaceutiquement acceptable. 

Les 	proteines 	Robot-Fc 	selon 	l'invention 	peuvent 	etre 	formulees 	dans 	des 

compositions pharmaceutiques en vue dune administration par voie topique, orale, 

parenterale, 	intranasale, 	intraveineuse, 	intramusculaire, 	sous-cutanee, 
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intraoculaire, 	etc. 	Preferentiellement, 	les 	compositions 	pharmaceutiques 

contiennent des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation 

injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, 

disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc., ou des 

5 mélanges 	de 	tels 	sels), 	steriles, 	isotoniques, 	ou 	de 	compositions 	seches, 

notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum 

physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

Un autre aspect de ('invention consiste en ('utilisation d'une molecule Robot-Fc en 

tant qu'outil de diagnostic pour detecter la surexpression d'une molecule de la 

10 famille Slit chez un patient. En effet, it a ete montre que la voie Slit est impliquee 

dans de nombreux cancers. La mise a disposition d'un test pour evaluer une 

deregulation de la voie de signalisation des Slit est tres utile dans le but de 

selectionner les patients susceptibles de repondre a un traitement reposant sur 

('administration d'une molecule Robot-Fc. 

15 Cet outil de diagnostic peut se presenter sous forme d'un kit pret a l'emploi, 

comprenant une molecule Robot-Fc sous une forme adaptee a sa mise en contact 

avec 	un 	echantillon 	biologique 	de 	patient 	(sang, 	urine, 	biopsie 	de 	tumeurs) 

susceptible de presenter une surexpression d'une molecule Slit. La molecule Robo- 

Fc peut etre prealablement marquee ou non, et ('association Robo-Fc et Slit est 

20 detecter de sorte a evaluer une augmentation de ('expression d'une proteine Slit 

dans rechantillon biologique en comparaison avec un echantillon ternoin. Ce kit 

peut par exemple se presenter sous forme d'un kit ELISA. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

25 Figure 1 : Plasmides d'expression des proteines Robot-Fc L1, Robot-Fc L2 et 

Robot-Fc L3. 

Figure 2 : Evaluation de ('interaction des variants de proteine de fusion Robot-Fc 

avec la proteine Slit2 par ELISA. 

Figure 3 : Affinite de Robot-Fc pour les 	cellules HEK293 n'exprimant pas Slit-2 

30 mesuree par FACS. 
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Figure 4 : Affinite de Robot-Fc pour les cellules HEK293 exprimant Slit2 mesuree 

par FACS. 

Figure 5 : Profil pharmacocinetique des proteines Robot-Fc apres une injection iv 

chez la 	souris. A. Administration de Robot-Fc Li B. Administration de Robot-Fc 

5 L2. 

Figure 6: Effet de la molecule Robot-Fc Li dans un test co-culture avec des 

cellules endotheliales et des cellules mesenchymateuses A. Robot-Fc Li inhibe la 

formation de tubule en culture. B. Robot-Fc Li inhibe significativement la formation 

de pseudo-tubule induite par le VEGF. 

10 Figure 7 : Evaluation de l'effet de la molecule Robot-Fc Ll sur un modele ex vivo 

d'anneau aortique chez la souris. A : Description du protocole de preparation d'un 

anneau aortique et de la mesure des tubules. B : a. Controle ; b. Robot-Fc Slit-2-

moins 500 pg/mL + VEGF 10 ng/mL ; c. Robot-Fc Li 500 pg/mL + VEGF 10 

ng/mL. 

15 EXEMPLES 

Exemple 1 : Preparation des proteines Robo1-Fc 

a. 	Constructions permettant ('expression des proteines recombinantes Robol- 

Fc utilisees comme agents biotherapeutiques. 

Les proteines recombinantes Robot-Fc sont constituees d'une fusion entre les 2 

20 premiers 	domaines 	immunoglobuline 	(1g1-1g2) de 	la 	proteine 	Robot 	humaine 

isoforme b (NP_598334) et le domaine Fc de l'immunoglobuline G4 humaine 

(hIgG4-Fc, SwissProt IGHG4_HUMAN). 

Pour obtenir la construction Robot-Fc L1, un fragment du cDNA (SEQ ID NO.1) 

correspondant aux domaines immunoglobuline (Ig) Igl et Ig2 de cette proteine (SEQ 

25 ID NO.2) suivi d'un linker GluArgProSerPheVal a ete amplifie par PCR a partir de la 

banque de cDNA de cceur foetal humain (ref. HL5042T Clontech). Ce fragment 

amplifie a ensuite ete clone dans le vecteur d'expression eucaryote pXL4904 (decrit 

a la Figure 1) afin que les deux domaines Ig de Robot soient exprimes en fusion 

avec le domaine Fc de l'IgG4 humaine en position C-terminale. Trois mutations 
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ponctuelles 	ont 	ete 	introduites 	dans 	le 	domaine 	IgG4-Fc 	pour 	obtenir 	les 

caracteristiques suivantes : S241 P (numerotation Kabat) afin de stabiliser la liaison 

par pont disulfure dans la region charniere de Fc ; L248E afin d'eliminer l'activite 

effectrice residuelle du domaine IgG4-Fc ; Absence de la lysine C-terminale afin de 

5 reduire I'heterogeneite de la proteine. 	La sequence du cDNA utilisee pour exprimer 

cette proteine recombinante correspond a la sequence SEQ ID NO.3. La proteine 

recombinante obtenue est nommee Robo1-Fc L1 et correspond a la sequence 

proteique SEQ ID NO.4. 

Pour obtenir la construction 	Robo1-Fc L2, le merne cDNA correspondant aux 

10 domaines 	Ig1-1g2 	mais sans le linker mentionne a ete clone dans le vecteur 

d'expression eucaryote pXL4909 (decrit a la Figure 1) qui permet ('expression de ces 

domaines Ig en fusion avec le merne domaine Fc de l'IgG4 contenant les 3 

mutations ponctuelles decrites dans Ia construction de Robo1-Fc L1, 	mais en 

introduisant cette fois un linker GlyGlyGlyGlySer en amont du domaine Fc . La 

15 sequence du cDNA utilisee pour exprimer cette proteine recombinante correspond a 

Ia sequence SEQ ID NO.5 La proteine recombinante obtenue est nommee Robo1- 

Fc L2 et correspond a Ia sequence proteique SEQ ID NO.6. 

b. 	Construction des proteines Robo1-Fc utilisees comme controles 

Pour obtenir la construction Robo1-Fc Slit-2-moins, le cDNA clone precedemment 

20 dans le plasmide pXL4904 a ete modifie par PCR pour introduire les mutations 

ponctuelles permettant les substitutions de Ia leucine position 38 en glutamine et Ia 

phenylalanine en position 89 en tyrosine. 	La sequence du cDNA utilisee pour 

exprimer cette proteine recombinante correspond a Ia sequence SEQ ID NO.7. La 

proteine recombinante obtenue est nommee Robo1-Fc Slit-2 moins et correspond a 

25 Ia sequence proteique SEQ ID NO.8. 

Pour obtenir Ia construction Robo1-Fc Heparine-moins, le cDNA clone dans le 

plasmide pXL4904 a ete modifie par PCR pour introduire les mutations ponctuelles 

permettant les substitutions de l'arginine position 97 en alanine et la 	lysine position 

98 	en 	alanine. 	La 	sequence 	du 	cDNA utilisee 	pour exprimer cette 	proteine 

30 recombinante correspond a Ia sequence SEQ ID NO.9. La proteine recombinante 

obtenue est nommee Robo1-Fc Heparine-moins et correspond a Ia sequence 

proteique SEQ ID NO. 10. 
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c. Production des differentes proteines Robot-Fc 

Les deux proteines Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 ont ete produites par transfection 

transitoire dans la lignee HEK293 (cellules FreeStyle 293-F ref 51-0029 Invitrogen 

selon les recommandations du fournisseur) a l'aide des plasmides pXL4904 et 

5 pXL4909 respectivement, et des plasmides accessoires pXL4544 et pXL4551 

permettant ('expression de deux enzymes de glycosylation des N-glycans, i.e. la a- 

2,3-sialyltransferase et la [3-1,4-galactosyltransferase comme cela a ete decrit dans 

la demande W02008/065543. Ces proteines ont aussi ete produites par transfection 

dans 	la 	lignee 	CHO 	(cellules 	CHO-S, 	ref 	11619-012 	Invitrogen 	selon 	les 

10 recommandations du fournisseur) a l'aide des plasmides pXL4904 et pXL4909 

respectivement. 

Les proteines Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 exprimees dans le surnageant de culture 

des cellules HEK293 ont ete purifiees par chromatographie sur colonne d'affinite 

proteine A 	(MabSelect ref. 	17-5199-02 Amersham Biosciences) et elution en 

15 tampon 20 mM NaCI / 100 mM acide acetique puis formulee en tampon PBS (ref. 

14190-094, Invitrogen). 

Les proteines recombinantes Robot-Fc Slit-2-moins et Robot-Fc Heparine-moins 

ont ete produites et purifiees de la meme maniere. 

d. Caracterisation physico-chimique des proteines recombinantes Robot-Fc 

20 L'analyse en SDS-PAGE et en gel permeation ont permis de montrer que les 

proteines 	etaient dimeriques 	et 	pures a 	plus de 	96%. 	L'analyse 	par masse 

spectrometrie a permis de demontrer l'identite de ces proteines, la masse mesuree 

de la proteine deglycosylee etant en parfait accord avec la masse calculee in silico. 

L'analyse de la composition en monosaccharides et la quantification des acides 

25 sialiques des N-glycans comme decrit par Saddic et al. 2002. (Methods Mol. Biol. 

194:23-36 	and 	Anumula 	et a/.1998. 	Glycobiology 	8:685-694) 	ont 	permis 	de 

demontrer que les proteines etaient tres largement sialylees. Les resultats sont 

presentes dans le tableau 1. On notera que ('analyse N-terminale des molecules 

Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 ont montre que ces proteines purifiees contenaient 

30 une proportion variable (0 a 40%) d'une forme tronquee des 2 premiers residus 

(Ser20 et Arg21). 
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10 

15 

Tableau 1 : Identite des proteines Robo1-Fc 

Robol-Fc Ll Robol-Fc L2 

Masse (SDS-PAGE 

conditions reductrices) 

56 kDa 55 kDa 

Masse (SEC, HPLC) 180 kDa 180 kDa 

Masse (LC/MS apres 

deglycosylation) 

48812 Da 48410 Da 

Profil des N-Glycans 

(HPLC) 

fortement sialyles 

21.4 % asialoglycans 

fortement sialyles 

20.1 % asialoglycans 

Composition en 

monosaccharides 

(H PLC) 

N-glycans complexes 

entierement fucosyles 

pas de 0-glycans 

N-glycans complexes 

entierement fucosyles 

pas de 0-glycans 

reference 

de 

eucaryote 

terminale. 

correspond 

nommee 

d'expression 

Exemple 2 : Preparation des proteines Slit utilisees comme ligand. 

Le cDNA codant pour la proteine Slit2 humaine, correspond a la proteine de 

NP_004778. Des fragments de ce cDNA ont ete amplifies par PCR a partir 

la banque de cDNA de cerveau humain (ref. 639300, Clontech). 

Le cDNA correspondant au domaine D2 a ete clone dans le vecteur d'expression 

pXL4911 afin d'exprimer ce domaine contenant un Histag en position C-

La sequence du cDNA utilisee pour exprimer cette proteine recombinante 

a la sequence SEQ ID NO.11. La proteine recombinante obtenue est 

Slit-2-D2 et correspond a la sequence proteique SEQ ID NO.12. 

Le cDNA correspondant aux domaines 	D1-D2 a ete clone dans 	le vecteur 

eucaryote pXL4912 afin d'exprimer ces deux domaines contenant un 

Histag en position C-terminale. La sequence du cDNA utilisee pour exprimer cette 
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proteine recombinante correspond a la sequence SEQ ID NO.13. La proteine 

recombinante obtenue est nommee Slit-2-D1D2 et correspond a la sequence 

proteique SEQ ID NO.14. 

Le cDNA correspondant a la partie extracellulaire (Nt) de la proteine Slit2 a ete clone 

5 dans le vecteur d'expression eucaryote pXL5033 afin d'exprimer cette proteine avec 

un Histag en position C-terminale. La sequence du cDNA utilisee pour exprimer 

cette proteine recombinante correspond a Ia sequence SEQ ID NO.15. La proteine 

recombinante obtenue est nommee Slit-2-N et correspond a Ia sequence proteique 

SEQ ID NO.16. 

10 Le cDNA codant pour le domaine D2 de Ia proteine Slit2 murine, et correspondant 

au domaine D2 de Ia proteine de reference decrite NP_848919 a ete obtenu a partir 

du cDNA clone dans le plasmide pXL4911. Quatre fragments permettant de generer 

les cinq mutations ponctuelles ont ete generes par PCR avec le pXL4911 comme 

matrice puis ces fragments ont ete utilises comme matrice pour amplifier le cDNA 

15 codant pour le domaine D2 total par PCR sequentielle. La proteine porte les 

mutations Thr311Ser, Lys313Arg, 11e329Leu, 11e411Val et Pro418Ala lui permettant 

d'être identique au domaine D2 de Ia proteine Slit2 murine. Ce plasmide permet 

d'exprimer le domaine D2 de Ia proteine Slit2 murine avec un Histag en position C-

terminale. La sequence du cDNA utilisee pour exprimer cette proteine recombinante 

20 correspond a Ia sequence SEQ ID NO.17. La proteine recombinante obtenue est 

nommee mSlit-2-D2 et correspond a Ia sequence proteique SEQ ID NO.18. 

Le cDNA codant pour Ia proteine Slit1 	humaine, correspond a Ia proteine de 

reference decrite NP_003052. Un fragment de ce cDNA a ete amplifie par PCR a 

partir de Ia banque de cDNA de cerveau humain (ref. 639300, Clontech). Le cDNA 

25 correspondant au domaine D2 a ete clone dans le vecteur d'expression eucaryote 

pXL5020 afin d'exprimer ce domaine contenant un Histag en position C-terminale. 

La 	sequence 	du 	cDNA 	utilisee 	pour 	exprimer 	cette 	proteine 	recombinante 

correspond a Ia sequence SEQ ID NO.19. La proteine recombinante obtenue est 

nommee Slit-1-D2 et correspond a Ia sequence proteique SEQ ID NO.20. 

30 Le cDNA codant pour Ia proteine Slit3 humaine, correspond a Ia proteine de 

reference decrite NP_003053. Un fragment de ce cDNA a ete amplifie par PCR a 

partir de Ia banque de cDNA de cerveau humain (ref. 639300, Clontech). Le cDNA 



WO 2011/128561 
	

PCT/FR2011/050811 

13 

correspondant au domaine D2 a ete clone dans le vecteur d'expression eucaryote 

pXL5021 afin d'exprimer ce domaine contenant un Histag en position C-terminale. 

La 	sequence 	du 	cDNA 	utilisee 	pour 	exprimer 	cette 	proteine 	recombinante 

correspond a la sequence SEQ ID NO.21. La proteine recombinante obtenue est 

5 nommee Slit-3-D2 et correspond a la sequence proteique SEQ ID NO.22. 

Les trois proteines nommees Slit-2-D2 Slit-2-D1D2 et Slit-2-N ont ete produites par 

transfection transitoire dans la lignee HEK293 (cellules FreeStyle 293-F selon les 

recommandations 	du 	fournisseur 	Invitrogen) 	a 	l'aide 	du 	plasmide 	pXL4911 

(respectivement pXL4912 ou pXL5033). 

10 Les proteines Slit-2-D2 et Slit-2-D1D2 exprimees dans le surnageant de culture des 

cellules HEK293 ont ete purifiees par chromatographie sur colonne de Sepharose 

Ni-chelating 	(ref. 	17-0409-03, 	Amersham 	Biosciences) 	et 	elution 	en 	tampon 

imidazole puis formulee en tampon PBS (ref. 14190-094, Invitrogen) ajuste a 1 M 

NaCI. L'analyse par masse spectrometrie (LC/MS) a permis de demontrer l'identite 

15 de ces proteines. 

De fawn comparable, les trois proteines nommees mSlit2-D2, Slit1-D2 et Slit3-D2 

ont ete produites purifiees et caracterisees. 

Exemple 3 : Etude de l'affinite des proteines recombinantes Robol-Fc pour les 

20 proteines Slit et pour l'heparine a l'aide de trois m6thodes : ELISA, SPR et 

FACS 

a. 	Affinite des proteines Robot-Fc pour l'heparine 

Pour determiner l'affinite des constructions Robot-Fc a l'heparine, 2 mg de proteine 

Robot-Fc, purifie et formulee dans 10 mM phosphate pH 7.0 a ete chromatographie 

25 sur une colonne heparine (1 mL HiTrap Heparin-Sepharose HP, GE Heathcare) par 

elution avec un gradient lineaire de NaCI de 0 a 1,5 M. 

Sur le tableau 2 est indiquee la concentration en NaCI de 448 mM necessaire pour 

bluer la proteine Robot-Fc L1 comme decrit dans la litterature (Fukuhara, N. et al. 

2008 J. Biol. Chem. 283 p16226-16234). 
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Tableau 2 : Affinite de Robot-Fc a l'heparine 

est 

Cet 

La 

Cet 

Construit Robot -Fc D6crochage de la colonne h6parine [NaCI], mM 

Robot-Fc L1 448 

Robot-Fc Heparine-moins Absence de fixation 

Ces 

retenue 

avec 

dosage 

(VWR 

0.02 

grace 

A0170 

(Interchim 

resultats 

Robot-Fc 

particulier 

variants 

resultats montrent que la proteine Robot-Fc Heparine-moins qui n'est pas 

sur cette colonne donc qu'elle n'a plus d'affinite a l'heparine. Cette proteine 

donc un mutant heparine negatif. 

b. Evaluation de l'interaction des variants de proteine Robot-Fc avec le 

domaine D2 de la proteine Slit2 humaine 

exemple decrit l'interaction des 2 variants nommes Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 

leur ligand nature! (dans ces experiences le domaine D2 de Slit2 humain) par 

ELISA. 

proteine humaine Slit2-D2 a ete fixe sur des !polies lmmulon-4 enzyme-linked 

Scientific Inc. Swedesboro, NJ). Une gamme de concentration (de 20 pg/mL a 

pg/mL) des variants Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 ont ete ajoutes puis detectes 

a l'anticorps de chevre anti-humain IgG conjugue a la peroxidase (Sigma ; ref. 

-dilution au 1:50000). La revelation a ete realisee avec le substrat TMB- H202 

; ref UP664780) et les mesures avec le lecteur de plaques a 450 nm. Les 

obtenus sont reportes dans la figure 2. Ils montrent que Les deux variants 

L1 et L2 interagissent specifiquement avec la proteine Slit-2 humaine (en 

avec le domaine D2). 

c. Evaluation de l'interaction de la proteine Robot-Fc avec les variants 

humains de la famille Slit, a savoir Slit-1 et Slit-3 

exemple decrit l'interaction de la proteine de fusion Robot-Fc L1 	avec les 

Slit-1-D2, Slit-2-D2 et Slit-3-D2 par dosage ELISA. 
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Le domaine D2 des variants 

enzyme-linked (VWR Scientific 

(de 1 pg/mL a 0.001 pg/mL) 

detecte grace a l'anticorps 

(Sigma ; ref. A0170-dilution au 

TMB-H202  (Interchim ; ref UP664780) 

450 nm. De meme le variant 

de liaison a Slit2, a ete evalue 

0.02 pg/mL) par dosage ELISA 

resultats obtenus sont reportes 

Tableau 3 : Affinite de Robo1-Fc 

Slit humains ont ete fixe sur des !polies lmmulon-4 

Inc. Swedesboro, NJ). Une gamme de concentration 

de la proteine de fusion Robo1-Fc L1 a ete ajoute puis 

de chevre anti-humain IgG conjugue a la peroxidase 

1:50000). La revelation a ete realisee avec le substrat 

et les mesures avec le lecteur de plaques a 

Robo1-Fc Slit-2-moins qui est mute au niveau du site 

suivant une gamme de concentration (de 20 pg/mL a 

dans les memes conditions decrites ci-dessus. Les 

dans le tableau 3 ci-dessous. 

pour les variants humains de la proteine Slit 

Ces 

trois 

D2). 

De 

donc 

Cet 

Proteine Slit (ligand) Proteine Robol -Fc EC50 (pg/mL) CV (%) 

Slit-2-D2 Robo1-Fc L1 1.32 E-01 3.3 

Slit-1-D2 Robo1-Fc L1 7.88 E-02 3.9 

Slit-3-D2 Robo1-Fc L1 2.60 E-01 12 

Slit-2-D2 Robo1-Fc Slit-2-moins 1.78 E+01 18 

proteine 

resultats montrent que la proteine Robo1-Fc interagit specifiquement avec les 

proteines de la famille, Slit-1, Slit-2 et Slit-3 (en particulier avec leur domaine 

plus, la proteine Robo1-Fc Slit-2-moins n'a plus d'affinite a l'heparine et elle est 

un mutant heparine negatif. 

d. 	Evaluation de l'interaction de la proteine Robo1-Fc avec la proteine Slit-

2 murine 

exemple decrit l'interaction de la proteine de fusion 	Robo1-Fc L1 	avec la 

murine mSlit-2-D2 par dosage ELISA. 
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La proteine murine mSlit-2-D2 

(VWR Scientific Inc. Swedesboro, 

0.002 pg/mL) de la proteine de 

l'anticorps de chevre anti-humain 

dilution 	au 	1:50000). 	La 	revelation 

(Interchim ; ref UP664780) et les 

resultats obtenus sont reportes 

Tableau 4 : Affinite de Robot-Fc 

a ete fixee sur une boite lmmulon-4 enzyme

NJ). Une gamme de concentration (de 

fusion Robot-Fc L1 a ete ajoute puis detecte 

IgG conjugue a la peroxidase (Sigma 

a 	ete realisee avec le substrat 

mesures avec le lecteur de plaques a 

dans le tableau 4 ci-dessous. 

L1 a la proteine Slit-2 murine 

-linked 

2 pg/mL a 

grace a 

; ref. A0170-

TMB-H202  

450 nm. Les 

avec la 

de fusion 

Slit-2-D2) par 

la proteine 

proteine de 

selon 

par SPR 

Ces 

Cet 

SPR 

fusion 

Proteine etudiee EC50 (pg/mL) CV (%) 

mSlit2-D2 2.21 E-01 18 

proteine 

Robot-Fc 

Robot-Fc 

le protocole 

Tableau 

resultats montent que la 

Slit-2 murine 

e. 	Affinite de Robot-Fc 

exemple decrit la determination 

L1 avec la proteine 

(Surface Plasmon Resonance 

et la proteine Slit2 humaine 

Robot-Fc sur une chips 

de Canziani et al (2004. 

5 : 	Constante d'affinite 

proteine Robot-Fc interagit 

a la proteine Slit mesuree 

de la constante 

Slit-2 humaine (dans 

; BlAcore 2000). 

a ete analysee 

CMS. Les mesures de 

Anal. Biochem. 

de Robo-Fc L1avec 

specifiquement 

par SPR 

d'affinite de la proteine 

cette experience 

L'interaction entre 

apres avoir fixe la 

cinetiques sont realisees 

325 :301-307). 

Slit2-D2 humain 

(analyse de type steady-state) 

Proteine KD (nM) 

Robot-Fc L1 32 
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Une seconde methode qui consiste 

proteine de fusion Robot-Fc 

avoir fixe la proteine Slit-2-D2 

realisees selon le protocole de 

par la methode de Sctachard 

equivalents. 

Tableau 6 : Constante d'affinite 

a determiner la 

L1 et la proteine Slit2 humaine 

sur la chips CMS. Les 

Canziani et al (2004. 

suivant un modele avec 

de Robot-Fc avec Slit2-D2 

constante d'affinite entre la 

a ete analysee apres 

mesures de cinetiques sont 

Anal. Biochem. 325 :301-307) 

deux sites de liaison non 

humain par SPR selon le 

sur cellules mammiferes 

dans 	l'exemple 	1, 	ont 	ete 

de cDNA codant dans la 

la proteine Slit-2-D2; soit 

D2 ; ou soit pXL5033 codant 

cellules ont ete reparties en 

Robot-Fc a ete ajoutee 

pendant 30 min a 4°C. La 

Robo-Fc L1, soit le mutant 

Les cellules ont ete 

(ref : A-11013, Invitrogen) 

HEK293 marquees sont 

Cet 

Les 

cellule 

pour 

plaque 

dans 

lavees 

a ete 

modele bi-phasique de Scatchard 

Robot -Fc Ll KD (nM) 

Site de haute affinite KD1 : 1,5 

Site de faible affinite KD2 :160 

HEK293 

transfectees 

le plasmide 

proteine 

Robot-Fc 

quantifiees 

f. 	Affinite de Robot-Fc a Slit mesuree par FACS 

exemple decrit l'affinite de 	la 	proteine 	Robot-Fc 

exprimant Slit2. 

cellules 	HEK293 	decrites 	et utilisees 	comme 

soit avec un plasmide ballast, n'ayant pas 

mammifere, soit le plasmide pXL4911 codant pour 

pXL4912 codant pour la proteine Slit-2-D1 

la proteine Slit-2-N decrit dans l'exemple 2. Les 

96-puits 48 heures post-transfection, et la proteine 

une gamme de concentrations de 0,01 a 3mg/L 

Robot-Fc est soit ('agent bio-therapeutique 

Slit-2-moins, soit le mutant Robot-Fc Heparine-moins. 

et  l'anticorps anti-Fc humain marque a l'Alexa 488 

incube pendant 30 min a 4°C. Puis les cellules 

par FACS (Geomean). 
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La figure 3 decrit la fixation des 

fluorescence mesuree en FACS 

Robot-Fc ainsi que le mutant Robot-Fc 

alors que le mutant Robot-Fc Heparine-moins 

en partie aux cellules HEK293 via 

en Robot-Fc de 0,3 a 0,03 mg/L. 

La figure 4 decrit le binding des 

fluorescence mesuree en FACS 

transitoire. Seule la proteine Robot-Fc 

N. Les mutants Robot-Fc Slit-2-moins 

(ou quasiment pas) dans la gamme 

mg/L par rapport a la proteine Robot-Fc 

Le tableau 7 decrit les constantes 

Robot-Fc lorsque les proteines 

dans la lignee HEK293. 

Tableau 7 : Affinite de Robot-Fc 

cellules HEK293 a la proteine Robot-Fc via 

en absence d'expression de Slit-2. La proteine 

Slit-2-moins se fixent aux cellules HEK293 

ne se fixe pas. Robot-Fc se fixe donc 

le binding a l'heparine aux faibles concentrations 

cellules HEK293 a la proteine Robot-Fc via 

quand 	Slit-2-N 	est exprimee 	par transfection 

se fixe aux cellules HEK293 exprimant Slit

et Robot-Fc Heparine-moins ne se fixent pas 

de concentrations de Robot-Fc de 3.0 a 0, 

L1 biotherapeutique. 

d'affinite mesurees par FACS de la proteine 

Slit-2-N, Slit-2-D1D2 ou Slit-2-D2 sont exprimees 

a la proteine Slit-2 sur cellule par FACS 

la 

la 

-2- 

3 

Robot -Fc ligand 
Proteine exprimee 

transitoirement dans 
HEK293 

KD (nM) 

Robot-Fc L1 

Slit-2-N 1,2 

Slit-2-D1D2 0,98 

Slit-2-D2 Fixation tres faible 

Robot-Fc Heparine-moins 

Slit-2-N 43 

Slit-2-D1D2 41 

Robot-Fc Slit-2-moins Slit-2-N Pas de fixation 
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Comme dans les exemples precedents, le mutant Robot-Fc Slit-2-moins s'est avere 

Slit-2 negatif et le mutant Robot-Fc Heparine-moins presente une affinite plus faible 

a Slit2 que la proteine bio-therapeutique. 

Robot-Fc se fixe sur Slit-2-N et Slit-2-D1D2 exprimees par les cellules HEK293 avec 

5 des affinites comparables qui sont meilleures que celle avec Slit-2-D2. 

Exemple 4: Proprietes pharmacocinetiques des proteines Robol -Fc Ll et 

Robot -Fc L2 

Cet exemple decrit le profil pharmacocinetique et la concentration plasmatique de 

la proteine Robot-Fc injectee une fois chez la souris en intraveineuse (iv). 

10 Trois souris Balb/C (pour chaque temps) ont ete injectees via la veine caudale avec 

chacune des proteines Robot-Fc a 2.5 mg/mL a raison de 100 pL/10 g (7--.  25 

mg/kg). 	Aux 	temps 	predetermines 	(0,5 ; 	1 ; 	6 ; 	24 ; 	48 ; 	et 	72 	h 	apres 

administration), les souris ont ete anesthesiees, le sang a ete preleve et collecte 

dans un tube contenant 	10 	pL de citrate (CPD-A, 	C-4431 	Sigma) et 2 	pL 

15 d'inhibiteurs 	de 	protease 	(Complete 	Protease 	Inhibitor 	Mix, 	Roche 	Molecular 

Biochemical). Les tubes ont ete centrifuges et les echantillons de plasma ont ete 

collectes et congeles a -20°C. 

La proteine Slit2 (Slit-2-D2) a ete coatee dans les puits des boites de 96-puits, les 

echantillons de plasma dilues au 1/5000 et 1/20000 ont ete mis en contact pendant 

20 une heure a 37°C. L'anticorps anti-Fc humain conjugue a la peroxidase (ref. 31413, 

Pierce) a 	ete ensuite incube puis revele avec le TMB-H202  (ref UP664780, 

Interchim) et ('absorbance a ete lue a 450 nm. Une gamme etalon a ete realisee 

avec chaque proteine Robot-Fc purifiee. 

Les concentrations plasmatiques des proteines Robot-Fc L1 et Robot-Fc L2 sont 

25 representees sur la figure 5. Les parametres pharmacocinetiques sont decrits dans 

le tableau 8 suivant et montrent que la proteine est stable apres injection chez 	la 

souris. 
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Tableau 8 : Parametres pharmacocinetiques des proteines Robot-Fc apres injection 

iv 

Cet 

Le 

du 

La 

L3 

chez la souris 

Prot6ine a 

25 mg/kg 

Co 

pg/mL 

T 1/2 

h 

AUC (0-last) 

pg.h/mL 

AUC (0-24h) 

pg.h/mL 

CI 

mL/H/kg 

Vdss 

mL/kg 

Robot-Fc 

L1 
203 158 3655 1879 2,2 470 

Robot-Fc 

L2 
198 142 3973 2042 2,2 417 

Exemple 

pour 

physico-chimique 

differente 

Ser20 

codons 

genere, 

recombinante 

('exemple 

parfaitement 

Exemple 

proteine 

5 : Description de la proteine bio-therapeutique Robol -Fc amelioree 

son homogeneit6 en position N-terminale. 

exemple decrit le plasmide d'expression, la production et la caracterisation 

d'une autre proteine Robot-Fc nommee Robot-Fc L3 qui est 

de la proteine Robot-Fc L1 	par ('absence des deux premiers residus 

et Arg21. 

cDNA clone dans le plasmide pXL4904 a ete modifie par PCR pour eliminer les 

Ser20 et Arg21 et fusionne le codon suivant (Leu22) a la sequence codante 

signal peptide de I'nterleukine 2. Le plasmide d'expression pXL5004 a alors ete 

voir figure 1. La sequence du cDNA utilisee pour exprimer cette proteine 

correspond a Ia sequence SEQ ID NO.23. 

proteine Robot-Fc L3 a ete produite, purifiee et caracterisee comme decrit dans 

1. 	L'analyse 	N-terminale 	a 	montre 	que 	cette 	proteine 	purifiee 	etait 

homogene. La proteine recombinante obtenue est nommee Robot-Fc 

et correspond a Ia sequence proteique SEQ ID NO.24. 

6: Evaluation de ('interaction de la proteine Robol -Fc L3 avec la 

SIit2 humaine. 
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Cet exemple decrit ('interaction de la 

proteine Slit2 humaine (Slit-2-D2) par 

La proteine Slit-2-D2 humaine a ete fixee 

(VWR Scientific Inc. Swedesboro, NJ). 

0.001 pg/mL) de la proteine de fusion 

a l'anticorps de chevre anti-humain 

A0170-dilution au 1:50000). La revelation 

(Interchim ; ref UP664780) et les mesures 

resultats obtenus sont reportes dans le 

Tableau 	9: 	Affinite 	de 	la 	proteine 

proteine de fusion Robot-Fc 

dosage ELISA. 

sur des !mites lmmulon-4 

Une gamme de concentration 

Robot-Fc L3 a ete ajoute puis 

IgG conjugue a la peroxidase 

a ete realisee avec le substrat 

avec le lecteur de plaques 

tableau 9 ci-dessous. 

Robot-Fc 	L3 	pour 	la 

L1 

L3 avec la 

enzyme-linked 

(de 1 pg/mL a 

detecte grace 

(Sigma ; ref. 

TMB-H202  

a 450 nm. Les 

proteine 	Slit2 	— 

L1 et Robo1- 

sur 	la 

de fibroblastes : 

de cellules 

de derme 

des plaques 

milieu. Apres 3 

(HUVEC-

a 10 

Ces 

Fc 

activite 

Le 

de 

jours 

Lonza) 

Comparaison avec la proteine Robot-Fc 

Proteines etudiees 
EC50 

(pg/m1) 
CV (%) 

Robot-Fc L1 0,13 3,3 

Robot-Fc L3 0,17 4,4 

Exemple 

neovascularisation 

endotheliales 

humain. 

resultats montrent que les affinites des deux variants Robot-Fc 

L3 pour la proteine Slit2-D2 sont comparables. 

7: 	Evaluation 	de 	l'activite 	de 	la 	proteine 	Robo-Fc 

a. Modele in vitro de co-culture de cellules endotheliales et 

specifique de la molecule Robot-Fc L1 

modele d'angiogenese in vitro correspond a un rearrangement 

veineuses humaines sur une monocouche de fibroblastes 

Brievement, les fibroblastes (Lonza) sont ensemences dans 

24 puits (Becton Dickinson) a 40 000 cellules/puits dans 1 ml de 

de proliferation (J3), des cellules endotheliales veineuses humaines 

sont ensemencees sur la monocouche de cellules fibroblastiques 
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000 cellules/puits dans 500 pl de milieu EGM®  (Endothelial Basal Medium, Lonza) 

+ 2% SVF (serum de veau foetal - Lonza) + hEGF (Epidermal Growth Factor 

Humaine Recombinante - Lonza) 10 pg/ml. Les cellules sont stimulees avec le 

VEGF (R&D Systems) 30 ng/ml, avec la molecule Robo1-Fc L1 ou un controle 

5 negatif Robo1-Fc Slit-2-moins a la concentration de 500pg/ml (J3 a J9). Apres 3 

jours, le milieu est remplace et les puits sont stimules en fonction des conditions de 

('experimentation. 

Apres 2 jours, les cellules sont fixees par de ('ethanol et marquees avec un 

anticorps specifique des 	HUVECs anti-CD31, suivi d'un anticorps anti-alkaline 

10 phosphaphatase puis reveles avec un substrat alkaline-phosphatase (J11). Une 

quantification des tubules marques avec ('anticorps anti-CD31 est realisee grace a 

des acquisitions d'image faite au 	microscope (objectif X4) et l'analyse de la 

longueur des pseudo-tubules est effectuee a l'aide d'un logiciel d'image (BIOCOM-

logiciel Visiolab 2000) (Figure 6). 

15 Dans ce test d'angiogenese in vitro, Robo1-Fc L1 (500pg/m1) montre une activite 

inhibitrice de la formation des tubules formes par les HUVECs. Cette inhibition 

s'eleve a 82% et elle est statistiquement significative par rapport a l'effet obtenu 

avec la molecule Robo1-Fc Slit-2-moins (controle negatif). 

b. Modele ex vivo d'anneau aortique de souris: activite specifique de la 

20 molecule Robo1-Fc L1 

La molecule Robo1-Fc L1 a ete evaluee dans un modele d'anneau aortique de 

souris. Brievement, des aortes de souris sont prelevees et nettoyees et decoupees 

en trongon de 1 mm (JO). Ces anneaux sont inclus dans du collagene de rat 	en 

presence de 	VEGF a 10 ng/mI, de la molecule Robo1-Fc L1 ou d'un controle 

25 negatif Robo1-Fc Slit-2-moins a Ia concentration de 500pg/ml. Des tubules vont se 

former a partir de l'anneau mimant ainsi in vitro Ia formation de neovaisseaux. 

Apres 6 jours, une quantification des tubules marques est realisee grace a des 

acquisitions d'image faite au microscope (objectif X3) (Figure 7A) et l'analyse de la 

longueur des pseudo-tubules est effectuee a l'aide d'un logiciel d'image (BIOCOM- 

30 logiciel Visiolab 2000) (Figure 7). 

Dans ces conditions experimentales, Robo1-Fc L1 (500pg/m1) montre une forte 
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activite inhibitrice de la formation des tubules formes en comparaison avec la 

molecule Robo1-Fc Slit-2-moins utilisee comme contrOle negatif. 

Ces resultats suggerent que Robo1-Fc L1 est capable 	d'inhiber la formation de 

neovaisseaux sans inhiber la proliferation des cellules endotheliales. Cette activite 

5 antiangiogenique liee a 	un 	defaut de maturation 	des vaisseaux est appelee 

« angiogenese non-productive ». 

Exemple 8 : Evaluation de la prot6ine Robol-Fc Ll dans un modele de tumeur 

pulmonaire chez la souris. 

La molecule Robo1-Fc L1 a ete evaluee dans un modele de tumeur cancereuse 

10 pulmonaire chez la souris C57/616. 

a. Modele murin de tumeur pulmonaire 

Pour etablir le modele murin de tumeur pulmonaire, des souris C57/616 femelles 

agees de 8 sem ont ete anesthesiees. La zone au niveau de l'omoplate gauche de 

Ia souris a ete rasee et desinfectee. Une incision de 1 cm a ete pratiquee au 

15 dessus de l'omoplate. 

Les cellules a injecter sont issues d'une lignee tumorale Lewis lung carcinoma 

(ATCC, CRL-1642). Les cellules ont ete melangees a du Matrigel® dans un rapport 

de 1 vol de Matrigel pour 4 vol de cellules .La concentration cellulaire etait de 

62500 cellules/ml. Les cellules ont ete injectees dans le poumon a raison de 20p1 

20 par souris puis Ia plaie a ete suturee. 

Au bout de 23 jours, les souris ont ete euthanasiees. La cage thoracique a ete 

ouverte, le poumon gauche et Ia chaine mediastinale ont ete preleves. La tumeur 

presente sur le poumon gauche a ete mesuree a l'aide d'un pied a coulisse 

electronique pour determiner le volume tumoral selon Ia formule : I2xLx0.52. La 

25 chaine mediastinale est pesee. Les resultats sont exprimes en valeur moyenne ± 

ecart-type a la moyenne. L'analyse statistique a ete faite par un test parametrique 

de Student. 

b. Traitement des souris porteuses d'une tumeur pulmonaire avec Ia proteine 

recombinante Robo1-Fc 
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Le traitement a l'aide de la proteine Robo1-Fc a ete realise comme suit : Une 

preparation 	contenant la proteine Robo1-Fc a ete injectee a la dose de 25 

mg/kg/jour par voie intraperitoneale a J10, J14, J17, et J21 	post injection des 

cellules tumorales. Le groupe controle a ete injecte avec du tampon PBS (10m1/kg). 

5 c. 	Resultats 

A J23, le volume moyen des tumeurs obtenues dans le groupe traite avec la 

proteine recombinanate Robo1-Fc etait de 21,45± 2,16 mm3 ; le volume moyen des 

tumeurs obtenues dans le groupe controle etait de 39,93±8,41 mm3. La reduction 

du volume tumoral chez les animaux traites avec la proteine Robo1-Fc est de 46%. 

10 Cette difference est statistiquement significative (p<0.05). Le poids moyen de la 

chaine mediastinale (ganglions metastatiques) obtenue dans le groupe traite avec 

la proteine Robo1-Fc est de 12.50± 1.26 mg. Le poids moyen de la chaine 

mediastinale obtenue dans le groupe controle est de 30.67± 7.69 mg. La reduction 

du poids de la chaine mediastinale pour le groupe traite avec la proteine Robo1-Fc 

15 est de 59% a la limite de la significativite (p=0.07). 



WO 2011/128561 
	

PCT/FR2011/050811 

25 

Revendications 

1. Proteine recombinante Robo-Fc comprenant le domaine extracellulaire 

de la proteine Robo1 ou une partie de ce domaine, un linker et un 

5 	 domaine Fc d'une immunoglobuline, dans laquelle ledit domaine 

extracellulaire provient de l'isorforme b de la proteine Robo1. 

2. Proteine selon la revendication 1, dans laquelle le domaine extracellulaire 

de Robo1 comprend les domaines immunoglobuline Ig1 et Ig2. 

3. Proteine selon la revendication 2, dans laquelle le domaine extracellulaire 

10 	 de Robo1 presente au moins 80 % d'identite avec la sequence SEQ ID 

NO.2. 

4. Proteine selon I'une des revendications precedentes dans laquelle le 

domaine Fc provient de I'immunoglobuline G4 humaine. 

5. Proteine selon Ia revendication 4, dans laquelle le domaine Fc contient au 

15 	 moins une mutation ponctuelle visant augmenter Ia stabilite de Ia proteine 

et/ou a eliminer l'activite effectrice residuelle du domaine Fc et/ou a 

augmenter l'homogeneite lors de sa production. 

6. Proteine selon Ia revendication 5 dans laquelle le domaine Fc comporte 

les mutations S241P et L248E et dans lequel de Ia lysine situee en 

20 	 position C-terminale est absente. 

7. Proteine selon I'une des revendications 2 a 4 dans laquelle les acides 

amines Ser20 et Arg21 ont ete deletes de sorte a augmenter 

I'homogeneite lors de sa production 

8. Proteine selon I'une des revendications 1 a 4 dont Ia sequence presente 

25 	 au moins 80% d'identite avec Ia sequence SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO.6 

ou SEQ ID NO. 24. 

9. Molecule d'acides nucleiques codant pour I'une des proteines telles que 

definies aux revendications 1 a 8. 
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10.  Molecule d'acides nucleiques correspondant a la sequence SEQ ID NO.1, 

SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5 ou SEQ ID NO.23 ou presentant au moins 

80% d'identite avec les molecules ayant pour sequence SEQ ID NO.1, 

SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5 ou SEQ ID NO.23. 

5 11.  Proteine recombinante Robot-Fc selon l'une des revendications 1 a 8 

pour usage comme medicament. 

12.  Proteine pour usage selon la revendication 11 dans le traitement des 

maladies dans lesquelles une proteine de la famille Slit est surexprimee. 

13.  Proteine pour usage selon la revendication 11 pour traiter un cancer. 

10 14.  Proteine pour usage selon l'une des revendications 12 ou 13 qui n'inhibe 

pas la proliferation des cellules endotheliales. 

15.  Proteine pour usage selon la revendication 13 pour traiter le cancer du 

poumon ou les metastases pulmonaires. 

16.  Proteine pour usage selon l'une des revendications 11 a 15, cette proteine 

15 derivant de l'isoforme b de la proteine Robot. 

17.  Proteine pour usage selon la revendication 16, cette proteine etant telle 

que definie aux revendications 2 a 8. 

18.  Composition pharmaceutique comprenant une proteine recombinante 

Robot-Fc telle que definie aux revendications 1 a 8 et au moins un 

20 excipient. 

19.  Utilisation d'une molecule Robot-Fc selon ('invention en tant qu'outil de 

diagnostic pour detecter la surexpression d'une molecule de la famille Slit 

chez un patient. 


