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COMPLEXE IMMUNOMODULATEUR ET SES
APPLICATIONS POUR LA THERAPIE

Domaine technique

[0001] L’invention se situe dans le domaine des immunothérapies modulatrices.
L'invention concerne un complexe moléculaire consistant en au moins un ligand
d’'un sucre sulfaté de la famille des glycosaminoglycanes et au moins un ligand
d’une autre molécule de surface de cellules présentatrices d’antigéne ou de cellules
NK ou NKT liés entre eux, pour utilisation en tant que médicament
immunomodulateur, en particulier en immunothérapie du cancer et des maladies

infectieuses.

Technique antérieure

[0002] La majorité des approches thérapeutiques sont fondées sur des
médicaments capables d’agir directement sur la cible responsable de la pathologie
ou sur les cellules présentant un état non-physiologique. Cependant, des processus
pathologiques peuvent étre favorisés par des dysfonctionnements du systéme
immunitaire. Des mécanismes d'immunosuppression sont notamment observés lors
de la progression tumorale (Galon J. and D. Bruni, Nat. Rev. Drug Discov., 2019
18(3):197-218) ou au cours d’infections par un pathogéne infectieux (Wherry E.J.
and M. Kurachi, Nature Rev. Immunol., 2015, 15(8) :486-499). Ces observations ont
conduit & envisager le développement de médicaments immunothérapeutiques
capables de rétablir le fonctionnement adéquat des défenses immunitaires,
notamment par modulation de l'activité des lymphocytes T ou de cellules NK ou
NKT, afin de permettre au systéeme immunitaire de contrbler plus efficacement les
processus pathologiques. Ces immunothérapies modulatrices ont vocation a rétablir
ou inhiber la fonctionnalité d'une large partie d’'un répertoire lymphocytaire,
notamment le répertoire des lymphocytes T-CD4+, T-CD8+ ou T-régulateurs. Elles
difféerent en cela des immunothérapies vaccinales qui ont vocation a induire un
nombre restreint de lymphocytes correspondant aux cellules spécifiques de(s)

'Ag(s) inclus dans le vaccin.



10

15

20

25

30

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

[0003] Pour développer des médicaments immunothérapeutiques, il faut
préalablement identifier des cibles jouant un rdle crucial dans le contrble de la
réponse immunitaire. Dans le courant des années 90, il a été montré que des
molécules exprimées a la surface des lymphocytes T, respectivement appelées PD-
1 et CTLA-4, peuventinduire des signaux inhibiteurs régulant négativement I'activité
de ces cellules et peuvent ainsi réguler certains mécanismes de défense
immunitaire (lshida, Y., Agata, Y., Shibahara, K., & Honjo, T. (1992). EMBO
J., 11(11), 3887-3895.; Freeman, et al. (2000). J Exp Med, 192(7), 1027-1034.;
Krummel MF, Allison JP, J. Exp. Med., 1995 Aug 1;182(2):459-65). Ces deux
molécules ont été appelées points de contrble immunitaire (« immune-check

point »), molécules de points de contrble immunitaire inhibitrices, ou ICP inhibiteurs.

[0004] Les mécanismes moléculaires responsables de l'activité de ces ICP
inhibiteurs ont été étudiés. Il a notamment été observé que PD-1 et CTLA-4
interagissent avec des ligands exprimés a la surface de cellules présentatrices de
Fantigéne (CPAg) ou de cellules tumorales. Ces ligands sont respectivement
appelés PD-L1 et B7. Linteraction PD-1/PD-L1 ou CTLA-4/B7 médie alors des
signaux d’inhibition des lymphocytes T et provoque de ce fait différents mécanismes
d'immunosuppression. Il a de plus été montré que des anticorps (Ac) spécifiques
de PD-1, PD-L1 ou CTLA-4 peuvent bloquer l'interaction PD-1/PD-L1 ou CTLA-4/B7
permettant ainsi la levée de rinhibition et la réactivation des lymphocytes T (Hodi,
F.S. et al.,, PNAS. (2003), 100(8), 4712-4717; lwai, Y. et al., Int. Immunol., (2005).
17(2), 133—144). Certains de ces Ac immunomodulateurs se sont avérés capables
de limiter la croissance de différents cancers (mélanome, poumon, etc) et
d’accroitre significativement I'espérance de vie des patients. lls sont maintenant
couramment utilisés en tant que médicament immunothérapeutique anti-tumoral
chez 'homme (Adachi K. and K. Tamada, Cancer Sci., 2015;106(8):945-50; Riley
RS et al., Nat. Rev. Drug Discov. 2019 18(3):175-196). lls sont aussi envisagés pour
d'autres domaines thérapeutiques, notamment pour le traitement de maladies
infectieuses (Rao M. et al., Int. J. Infect. Dis., 2017;56:221-228). Ces premiers
anticorps anti-ICP inhibiteurs présentent cependant 'inconvénient de ne fonctionner
que chez 10 a 30% des patients atteints d’'un cancer (Pitt JM et al., Immunity. 2016
Jun 21;44(6):1255-69). De nombreux groupes de recherche ont donc pour objectif
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de découvrir de nouveaux composés immunomodulateurs plus efficaces et/ou
utilisables en combinaison avec les immunothérapies décrites précédemment.
Comme plusieurs nouveaux ICP inhibiteurs ont été identifiés, des travaux sont
focalisés sur la sélection de composés capables de lier ces ICP ou leurs ICP-ligand
et de neutraliser ainsi la liaison ICP/ICP-ligand afin de réactiver les lymphocytes T.
La découverte d’'ICP activateurs exprimés a la surface de la cellule T a quant a elle
conduit a focaliser d’autres travaux sur la sélection de ligands agonistes de ces ICP
(Mahoney KM. Et al., Nat. Rev. Drug Discov., 2019, 14 :561-584 ; De Sousa
Linhares A., Front. Immunol., 2018, 31;9:1909. ; Granier C. et al, ESMO Open, 2017
Jul 3;2(2):e000213).

[0005] Pour immunomoduler le plus efficacement possible la réponse immunitaire
on cherche a sélectionner des molécules thérapeutiques capables de lier des ICP
ou IC P-ligand exprimés sélectivement a la surface de cellules immunitaires
effectrices, comme les lymphocytes T et les cellules NK ou NKT, ou de cellules
présentatrices de I'Ag (CPAQ). En effet, cette sélectivité d’expression permet de
limiter la dissémination de la molécule vers des cellules non-immunes. Il en résulte
ainsi une augmentation de l'efficacité thérapeutique et une diminution du risque

d’effets secondaires.

[0006] Le glycocalyx est notamment constitué par les protéoglycanes qui sont des
glycoprotéines comprenant une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes
(GAG) non-ramifiées. Parmi ceux-ci, la famille des héparanes sulfates
protéoglycanes (HSPG) correspond a des protéines associées a des GAG sulfatés:
les héparanes sulfates (HS). Les HSPG, qui jouent un réle central dans de
nombreux processus biologiques (prolifération cellulaire, adhésion cellulaire,
inflammation, coagulation, pénétration cellulaire de microorganismes pathogenes,
en particulier des virus et des parasites), sont retrouvées a la surface de la plupart
des cellules de mammiféres et dans les matrices extracellulaires (Dreyfuss et al.,
Annuals of the Brazilian Academy of Sciences, 2009, 81, 409-429). Cette
expression ubiquitaire conduit donc a considérer que les HSPG, et leurs domaines
HS, ne représentent pas des cibles immunomodulatrices pertinentes. De plus, la
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capacité de ligands d’HS a induire I'activation de cellules immunitaire n’a pas été

identifiée a ce jour.
Résumé de I'invention

[0007] Lors de leurs travaux, les inventeurs ont tout d’abord découvert qu’un ligand
d’un sucre sulfaté de la famille des GAG, les héparanes sulfates (HS), est incapable
d’activer des cellules dendritiques in vitro. lls ont ensuite observé qu’'un complexe
moléculaire contenant ce ligand et un ligand d’'une molécule de surface de cellules
présentatrices de I'antigene (CPAQ) potentialise I'effet immunomodulateur du ligand
des héparanes sulfates (HS). En effet, ce complexe moléculaire induit encore plus
fortement la CPAg comme le montre 'augmentation de la sécrétion des cytokines
IL-6 et IL-12, et permet I'activation subséquente de lymphocytes T. Les inventeurs
ont montré que I'association entre les deux ligands peut étre réalisée sous la forme
d’'un complexe covalent ou non covalent, notamment sous la forme d’une protéine
de fusion. Les inventeurs ont de plus observé que les propriétés
immunomodulatrices de ce complexe permettent de mieux contrdler des processus

pathologiques et, notamment, de ralentir la progression d’'une tumeur.

[0008] Ces résultats sont surprenants car, bien que décrit comme pouvant jouer un
réle de récepteur ou de corécepteur, il n’avait jamais été montré que les HSPG
peuvent potentialiser l'activation médiée par un ligand de récepteur exprimé
spécifiguement a la surface des CPAgs. Enfin, le complexe moléculaire, qui cible
les HS d’expression ubiquitaire, pouvait disséminer vers la matrice extracellulaire
ou vers des cellules dépourvues d'intérét pour la pathologie. Il ne devait donc
théoriquement pas étre capable de moduler l'activité des CPAg et d’'un large
répertoire de lymphocytes T avec suffisamment defficacité pour qu'un effet

immunothérapeutique se produise.

[0009] Les inventeurs ont aussi découvert que les résultats obtenus avec les CPAg
étaient transposables a d'autres cellules de la réponse immunitaire innée, les
cellules NK et NKT. Ainsi, les inventeurs ont montré qu’un ligand d’une molécule de
surface de cellules NK ou NKT incapable d’induire a lui seul ces cellules devient
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capable de d’augmenter le nombre de cellules activées lorsqu’il est associé, dans

un complexe moléculaire, a un ligand d’un sucre sulfaté de la famille des GAG.

[0010] En conséquence, la présente invention a pour objet un complexe
moléculaire pour utilisation en tant que médicament immunomodulateur, de
préférence immunostimulant, ledit complexe consistant en au moins un ligand d’'un
sucre sulfaté de la famille des glycosaminoglycanes (premier ligand ou L1) et au
moins un ligand d’une autre molécule de surface de CPAg ou de cellule NK ou NKT
(deuxiéme ligand ou L2) liés entre eux, et ledit complexe étant dépourvu d’'un
antigéne spécifique de la maladie a traiter.

[0011] Selon des modes de réalisations préférés de linvention, le premier ligand
est un peptide de liaison des héparanes sulfates sélectionné dans le groupe
constitué par : un peptide issu de la protéine Tat du VIH comprenant au moins la
région basique Tat 49-57 (SEQ ID NO : 3) tel que les peptides Tat 49-57 (SEQ ID
NO: 3), Tat37-57 (SEQ ID NO : 8) et Tat22-57C(22-37)S (SEQ ID NO 9) ; un peptide
polyarginine R7 a R11 ; et un peptide issu du domaine R de la toxine diphtérique
comprenant le domaine R de la toxine diphtérique (SEQ ID NO : 5) ou au moins le
fragment DT453-467 (SEQ ID NO 7) dudit domaine qui comprend la région de
liaison des héparanes sulfates.

[0012] Selon des modes de réalisations préférés de I'invention, le deuxiéme ligand
cible une molécule de surface des CPAgs sélectionnée dans le groupe constitué
par : les récepteurs lectines de type C, les immunoglobulines membranaires, les
récepteurs pour la région constante des immunoglobulines, et les molécules de

points de contr6le immunitaire (ICP).

[0013] Selon des modes de réalisations préférés de I'invention, le deuxiéme ligand
cible une molécule de surface de cellules NK ou NKT sélectionnée dans le groupe
constitué par : les récepteurs NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, NKp80, Ly49H, les
récepteurs KIR, NKG2A, et les ICP PD-1, CTLA-4, TIM-3, TIGIT, LAG-3.

[0014] De préférence, le deuxiéme ligand est sélectionné dans le groupe constitué
par : (i) les anticorps dirigés contre lesdites molécules de surface des CPAgs ou
des cellules NK ou NKT et leurs fragments contenant au moins le paratope ; (ii) les

immunoglobulines de préférence les IgG, et leurs fragments comprenant au moins
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la région Fc ; et (iii) les protéines et les fragments de protéines qui lient la région Fc
et/ou Fab des anticorps, notamment la protéine A de S. aureus, son fragment BB
(SEQ ID NO : 1) et son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2).

[0015] Selon des modes de réalisations préférés de l'invention, ledit complexe est

sous forme d’oligomeres ou d’'un mélange de monoméres et d’oligoméres.

[0016] Selon des modes de réalisations préférés de linvention, ledit complexe
consiste en une protéine de fusion entre le premier et le deuxiéme ligand. Un type
de complexe plus particulieérement préféré selon l'invention consiste en une protéine
de fusion comprenant un premier ligand choisi parmi : Tat49-57 (SEQ ID NO : 3),
Tat37-57 (SEQ ID NO : 8), Tat22-57C(22-37)S (SEQ ID NO 9), le domaine R de la
toxine diphtérique (SEQ ID NO : 5) ou le fragment DT453-467 (SEQ ID NO 7), et un
deuxiéme ligand choisi parmi : le fragment BB de la protéine A (SEQ ID NO : 1) ou
son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2).

[0017] Selon d’autres modes de réalisations préférés de l'invention, le deuxiéme
ligand est un anticorps ou un fragment d’anticorps et le premier ligand forme une
protéine de fusion avec un élément de liaison aux immunoglobulines, de préférence
la protéine A de S. aureus, son fragment BB (SEQ ID NO : 1) ou son dérivé ZZ
(SEQ ID NO : 2). De préférence, ladite protéine de fusion comprend un premier
ligand choisi parmi Tat49-57 (SEQ ID NO : 3), Tat37-57 (SEQ ID NO : 8), Tat22-
57C(22-37)S (SEQ ID NO 9), le domaine R de la toxine diphtérique (SEQ ID NO :
5) ou le fragment DT453-467 (SEQ ID NO 7) et un élément de liaison aux
immunoglobulines choisi parmi le fragment BB de la protéine A (SEQ ID NO : 1) ou
son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2). Dans un type de complexe plus particulierement
préféré selon l'invention, I'élément de liaison aux immunoglobulines est le fragment
BB de la protéine A (SEQ ID NO : 1), et ladite protéine de fusion étant complexée
au deuxieéme ligand qui consiste en une immunoglobuline entiére. Dans un autre
type de complexe plus particuliérement préféré selon l'invention, ladite protéine de
fusion est complexée au deuxiéme ligand qui est choisi parmi un anticorps anti-
RFcgamma |, 1l et/ou lll, anti-DEC-205, anti-DC-SIGN, anti-CD74, anti-CD275, anti-
CD335, anti-CD336, anti-CD56, anti-CTLA-4, anti-PD-L1, anti-OX40 ou un fragment
des anticorps précédents comprenant au moins le paratope.
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[0018] Selon des modes de réalisations préférés de I'invention, le complexe est
pour une utilisation en tant que médicament immunostimulant, de préférence pour
activer des cellules présentatrices de lantigene, notamment des cellules
dendritiques ou des monocytes, pour activer des cellules NK ou NKT, et/ou pour
activer la sécrétion des cytokines IL-6 et/ou IL-12.

[0019] La présente invention a également pour objet une composition pour
utilisation en tant que médicament immunomodulateur, de préférence
immunostimulant, comprenant au moins un complexe moléculaire selon l'invention
et au moins un véhicule pharmaceutiquement acceptable, une substance porteuse
et/ou un adjuvant. De préférence, I'adjuvant est un oligodéoxynucléotide CpG, de
acide polyinosinique-polycytidylique ou un mélange d’oligodéoxynucléotide(s)
CpG, et d’acide polyinosinique-polycytidylique, et/ou la substance porteuse est une

nanoparticule.

[0020] Selon des modes de réalisations préférés de l'invention, ladite composition
comprend au moins un autre agent thérapeutique, de préférence au moins un
inhibiteur de point de contréle immunitaire, de maniére préférée un anti-PD-1, un
anti-PD-L1 ou un anti-CTLA-4

[0021] Selon des modes de réalisations préférés de l'invention, la composition est

pour utilisation en immunothérapie du cancer ou des maladies infectieuses.

Exposé de I'invention

[0022] La présente invention a pour objet un complexe moléculaire pour utilisation
en tant que médicament immunomodulateur, de préférence immunostimulant, ledit
complexe consistant en au moins un ligand d’un sucre sulfaté de la famille des
glycosaminoglycanes (premier ligand) et au moins un ligand d’'une autre molécule
de surface de CPAg ou de cellules NK ou NKT (deuxiéme ligand) liés entre eux, et

ledit complexe étant dépourvu d’un antigéne spécifique de la maladie a traiter.

[0023] Un tel complexe est capable d’induire des cellules du systéme immunitaire
dans un sens favorable au déclenchement de la réponse immunitaire. Ainsi, lorsque
des splénocytes sont incubés avec ces complexes on observe l'activation de

cellules dendritiques qui deviennent capables de sécréter des cytokines IL-6 et IL-
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12. De plus, l'induction des DC peut étre obtenue pour des seconds ligands qui sont
incapables de déclencher un tel effet lorsqu’ils sont non associés, comme la forme
isolée du ligand de CPAg appelé ZZ. L’association du ligand des HS peut aussi
permettre de potentialiser I'effet d’un ligand capable, sous forme isolée, d’activer
des CPAg tel qu'un Ac polyclonal humain non-spécifique. L’association du ligand
des HS a un ligand de cellules NK ou NKT peut aussi permettre d’activer ces types
cellulaires alors qu’il est dépourvu de cette capacité sous forme isolée. Enfin, un
complexe immunomodulateur, de préférence immunostimulant, selon linvention
peut induire un effet thérapeutique, en particulier antitumoral, supérieur a celui
obtenu avec un Ac anti-ICP (anti-PD1), notamment lorsque la composition

comprend un adjuvant.

Définitions

[0024] On entend par « cellules immunitaires de la réponse innée », les cellules
dendritiques, les cellules NK et NKT, les granulocytes (mastocytes, polynucléaires

neutrophiles, éosinophiles et basophiles) et les phagocytes (monocytes,
macrophages, polynucléaires neutrophiles et).

[0025]0n entend par « cellule présentatrice d’antigéne», cellule présentatrice de
FAg, CPA, CPAg ou APC pour Antigen Presenting Cell, une cellule exprimant une
ou plusieurs molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |
et de classe Il (molécules HLA de classe | et de classe Il chez 'homme) et capable
de présenter les Ags aux lymphocytes T CD4+ et T CD8+ spécifiques de cet Ag.
Comme cellules présentatrices d’Ag, on peut citer notamment les cellules
dendritiques (CD ou DC pour Dendritic Cell), les monocytes, les macrophages, les
lymphocytes B, les lignées lymphoblastoides, et les lignées de cellules humaines
ou animales génétiquement modifiées exprimant des molécules du CMH de classe
| et de classe Il, notamment des molécules HLA | et HLA II.

[0026] On entend par cellule NK un lymphocyte granuleux exprimant les molécules
CD56 et CD16 et doté d’'une activité cytotoxique qui ne nécessite pas I'exposition
préalable a I'Ag.
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[0027] On entend par cellule NKT un lymphocyte granuleux exprimant des
marqueurs de cellule NK, notamment les molécules CD56 et CD16 et des
marqueurs de lymphocytes T, notamment la molécule CD3. Cette cellule est dotée

d’une activité cytotoxique qui ne nécessite pas I'exposition préalable a I'Ag.

[0028] On entend par « molécule de surface de CPAg », une molécule exprimée a
la surface de cellules présentatrices d’Ag.

[0029] On entend par « molécule de surface de cellule NK ou NKT », une molécule

exprimée a la surface de cellules NK ou NKT.

[0030] On entend par « molécule de surface spécifique des CPAg », une molécule
exprimée essentiellement sur les cellules présentatrices d’Ag, c’est-a-dire exprimée
sur un nombre trés limité de cellules autres que les CPAg. Il s’agit donc d'une

molécule possédant une spécificité d’expression élevée pour les CPAg.

[0031] On entend par « molécule de surface spécifique de cellule NK ou NKT »,
une molécule exprimée essentiellement sur les cellules NK ou NKT, c’est-a-dire
exprimée sur un nombre tres limité de cellules autres que les de cellule NK ou NKT.
Il s’agit donc d’'une molécule possédant une spécificité d’expression élevée pour les
cellules NK ou NKT.

[0032] On entend par glycosaminoglycane (GAG) un polysaccharide linéaire
composé de la répétition d'un diholoside contenant toujours une hexosamine
(glucosamine (GlcN) ou galactosamine (GalN)) et un autre ose (acide glucuronique
(GlIcA), acide iduronique (IdoA), galactose (Gal)). La glucosamine est soit N-sulfatée
(GIcNS), soit N-acétylée (GlcNac). La galactosamine est toujours N-acétylée
(GalNac). Les glycosaminoglycanes sulfatés sont notamment des polymeéres
simples de GIcA tel que le chondroitine sulfate et des copolymeéres comprenant a la
fois des résidus de GIcA et/ou d'ldoA et/ou de Gal, tels que I'héparine, I'héparane
sulfate, le dermatane sulfate, et le kératane sulfate. Les chaines de GAG peuvent
étre liées de fagon covalente a des protéines (protéoglycanes) qui sont exprimées
a la surface des cellules de mammiferes et/ou sécrétées dans le milieu
extracellulaire. Le premier ligand selon l'invention se lie a un sucre sulfaté de la
famille des glycosaminoglycanes qui est exprimé a la surface des cellules de
mammiféres, incluant entre autre les CPAg et les cellules NK ou NKT.



10

15

20

25

30

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

10

[0033]On entend par « Ac », une immunoglobuline (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE). Le
terme Ac désigne un Ac spécifique, c'est a dire un Ac dirigé contre une molécule x
particuliere (Ac anti-molécule x) notamment une molécule de surface de CPAg (Ac
anti-molécule de surface de CPAg. Le terme immunoglobuline désigne un Ac non-
spécifique.

[0034] On entend par « individu », un individu humain ou animal, de préférence
humain.

[0035] On entend par « ligand » d’'une molécule, tout agent capable de lier cette
molécule avec une affinité suffisamment élevée pour former un complexe stable, in

vitro et in vivo.

[0036] On entend par « ligand de CPAg », un ligand d’'une molécule de surface de

cellules présentatrices d’Ag.

[0037] On entend par « ligand de cellules NK ou NKT=», un ligand d’'une molécule
de surface de cellules NK ou NKT.On entend par « ligand d’héparane sulfate » un
agent qui lie 'héparine avec un signal de densité optique au moins égal a 50% du
signal mesuré quand ZZ-Tatoe-s7c(22-37)s est incubé a 100nM pH7,2 dans le test
ELISA de I'exemple 1.

[0038] On entend par «antigéne » toute substance pouvant étre reconnue
spécifiqguement par le systéme immunitaire et en particulier par les anticorps et les
cellules du systeme immunitaire (lymphocytes B, lymphocytes T CD4+,
lymphocytes T CD8+) et capable d’induire une réponse immunitaire spécifique

[0039] On entend par « antigéne spécifique de la maladie a traiter » un antigéne
qui induit une réponse immunitaire dirigée spécifiquement contre la maladie a
traiter. Ladite réponse immunitaire spécifique de la maladie a traiter inclut la
production d’anticorps, et/ou linduction d’'une réponse T cytotoxique (activation de
lymphocytes T CD8+) ou T auxiliaire (activation de lymphocytes T CD4+) dirigés
contre un antigéne d’un pathogéne ou d’une cellule tumorale responsables de ladite

maladie a traiter.

[0040] On entend par « immunomodulateur » un agent capable de contréler la

réponse immunitaire et notamment de réguler, de fagon positive ou négative, la
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réponse relative de différentes populations ou sous-populations de cellules
immunitaires telles que les lymphocytes T et B, les CPAg, les cellules NK ou NKT.
Le terme immunomodulateur englobe les termes immunosuppresseur et
immunostimulant. On entend par « immunostimulant » un agent capable de réguler
de fagon positive, c’est-a-dire d’activer, la réponse relative de différentes
populations ou sous-populations de cellules immunitaires telles que les
lymphocytes T et B, les CPAg, les cellules NK ou NKT. Leffet de
Fimmunomodulateur, de préférence immunostimulant, s’exerce sur un large
répertoire cellulaire. Il est indépendant de la présence d’'un antigéne spécifique de
la pathologie a traiter, et ce contrairement & un vaccin qui nécessite la présence
d'un antigéne spécifique de la maladie a traiter et induit une réponse immunitaire
spécifique dudit antigéne. Alors que I'utilisation d’'un immunogéne ou d’'un vaccin
est limitée a la maladie comprenant I'antigéne spécifique de cette maladie, le
complexe immunomodulateur, de préférence immunostimulant selon I'invention qui
est indépendant de la présence d’un antigéne spécifique de la pathologie a traiter
est utilisable en immunothérapie de nombreuses maladies telles que le cancer et

les maladies infectieuses.

[0041] On entend par « peptide », une séquence d’acides aminés naturels ou
synthétiques, éventuellement modifiée. Le terme peptide est utilisé
indépendamment de la taille de la séquence d’acides aminés.

[0042] Le complexe moléculaire selon linvention consiste en au moins deux
ligands de molécules de surface de CPAg ou de cellule NK ou NKT liés entre eux :
le premier ligand, dénommé L1, qui cible un GAG sulfaté et le deuxieme ligand,
dénommé L2, qui cible une autre molécule de surface de CPAg. Le complexe
moléculaire selon l'invention peut comprendre un ou plusieurs ligands L1 et un ou
plusieurs ligands L2 liés entre eux. Selon certains modes de réalisation préférés de

linvention, le complexe moléculaire consiste en un ligand L1 lié a un ligand L2.

[0043] Le complexe moléculaire selon linvention, de préférence un complexe
immunostimulant, est dépourvu d’antigéne spécifique de la maladie a traiter, tel
gu’un antigene vaccinal spécifique de la pathologie a traiter. Lorsque l'un des

ligands du complexe selon linvention comprend un antigéne spécifique d'une
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maladie a traiter, alors le traitement de ladite maladie avec ledit complexe est exclue

de l'invention.

[0044] Les ligands de CPAg, de cellule NK ou NKT sont des molécules ou des
complexes de molécules, naturels, recombinants ou synthétiques, de nature
protéique (protéine, peptide, polypeptide), lipidique, glucidique, acide nucléique ou
mixte (glycolipide, glycoprotéine, lipoprotéine). Selon certains modes de réalisation
préférés de linvention, le premier et le deuxiéme ligand sont des protéines,
polypeptides ou peptides, désignés ci-aprés « peptides », de préférence
recombinants ou synthétiques, Les protéines, polypeptides ou peptides
recombinants sont avantageusement produits en cellules procaryotes ou
eucaryotes, dans un systéme d’expression approprié, notamment a la production
de protéines thérapeutiques. Par exemple, les protéines, polypeptides ou peptides
recombinants peuvent étre produits chez E. coli ou en cellules HEK ou CHO.

[0045] Le premier et le deuxiéme ligand sont associés ou liés 'un a l'autre par tout
moyen adapté. lls peuvent étre liés de fagon covalente ou non-covalente, soit
directement, soit par lintermédiaire d’un élément de liaison et forment ainsi un
complexe moléculaire. Le complexe moléculaire ou complexe est constitué de deux

ligands ou plus, et éventuellement d’élément(s) de liaison approprié(s).

[0046] La liaison ou association covalente des ligands est notamment générée par
un couplage chimique covalent (formation d'un conjugué covalent) ou par la

construction d’une protéine de fusion (fusion génétique).

[0047] Le complexe immunomodulateur, de préférence un complexe
immunostimulant, est sous forme monomérique, oligomérique ou mixte (mélange
de monomeéres et d’'oligoméres). Selon certains modes de réalisation préférés de

linvention, ledit complexe est sous forme oligomérique ou mixte.

[0048] Selon certains modes de réalisation préférés de linvention, le complexe
moléculaire immunomodulateur, de préférence un complexe immunostimulant,
consiste en une protéine de fusion entre le ou les premier(s) (L1) et le ou les
deuxiéme(s) ligand (L2). Les séquences en acides aminés de L1 et L2 sont
fusionnées dans l'ordre approprié, soit directement, soit par I'intermédiaire d’un

peptide espaceur approprié. En fonction des tailles respectives des séquences en
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acides aminés de L1 et L2, elles sont soit fusionnées au niveau de leurs extrémités
(extrémité N-terminale de I'une des séquences fusionnée a I'extrémité C-terminale
de l'autre séquence) ou l'une des séquences est insérée dans l'autre séquence a
un site approprié qui n’a pas d’effet délétére sur la liaison du ligand & son récepteur
exprimé a la surface des CPAgs, des | cellules NK ou NKT.

[0049] La liaison non-covalente est notamment générée par adsorption sur une
nanoparticule. Elle peut aussi étre obtenue en utilisant une molécule (élément de
liaison), possédant une affinité élevée et spécifique pour L1 ou L2. Cet élément de
liaison est lié de fagon covalente a I'un des ligands pour associer de fagon non-
covalente l'autre ligand. Lorsque I'un des ligands est un anticorps (Ac), I'élément de
liaison est notamment une protéine ou un fragment de protéine qui lie la région Fc
et/ou Fab des immunoglobulines, tels que décrits dans la Demande FR 2759296.
De tels éléments de liaison aux immunoglobulines incluent notamment la protéine
A de S. aureus, son fragment BB (SEQ ID NO : 1) et son dérivé ZZ (SEQ ID NO :
2), les deux premiéres protéines liant les régions Fc et le Fab des immunoglobulines
alors que ZZ ne lie que la région Fc. Par exemple, lorsque I'un des ligands est un
Ac ou un fragment d’anticorps, I'élément de liaison aux immunoglobulines est lié de
fagon covalente (couplage chimique covalent ou protéine de fusion) a l'autre ligand.
L’élément de liaison peut aussi se lier a des partenaires respectivement couplés a
L1 et L2, par exemple, I'élément de liaison est la Streptavidine qui se lie & des
ligands L1 et L2 biotinylés (L1-biot/Streptavidine/biot-L2). L'affinité de I'élément de
liaison pour son partenaire, dans le complexe L1-L2 est suffisante pour qu'il ne se

dissocie pas immédiatement de ce complexe in vivo.

[0050] Selon certains modes de réalisation préférés du complexe
immunomodulateur de l'invention, de préférence un complexe immunostimulant,
'un des ligands est un anticorps ou un fragment d’anticorps et I'autre ligand forme
une protéine de fusion avec un élément de liaison aux immunoglobulines, de
préférence la protéine A de S. aureus, son fragment BB (SEQ ID NO : 1) ou son
dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2). De préférence, le deuxiéme ligand est un anticorps ou

un fragment d’anticorps et le premier ligand forme une protéine de fusion avec un
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élément de liaison aux immunoglobulines, de préférence la protéine A de S. aureus,
son fragment BB (SEQ ID NO : 1) ou son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2).

[0051] Les propriétés immunomodulatrices, de préférence immunostimulantes du
complexe selon l'invention sont évaluées par des tests immunologiques classiques
connus de 'homme du métier tels que ceux décrits dans les exemples. Les
propriétés immunostimulantes sont notamment évaluées par Ilanalyse de
l'expansion et/ou de l'activation de différentes populations ou sous-populations de
cellules immunitaires telles que les lymphocytes T CD4+, T-CD8+ et B; les
monocytes, les cellules dendritiques incluant les cellules dendritiques
conventionnelles (cDC) et plasmacytoides (pDC), les cellules NK, les cellules NKT.
L’analyse de I'expansion est notamment réalisée en cytométrie de flux a l'aide de
marqueurs appropriés pour les différentes populations de cellules a analyser.
L’analyse de I'activation des cellules immunitaires peut étre réalisée par la détection
de marqueurs d’activation (CD69), et/ou de maturation (CD86) en cytométrie de flux
ou par dosage de cytokines sécrétées dans le milieu extracellulaire, en particulier
I'IL-6 et/ou IL-12, par des tests classiques tels que I'ELISA. Comme mentionné ci-
dessus, l'effet 'immunomodulateur, de préférence immunostimulant, du complexe
moléculaire selon linvention est indépendant de la présence d'un antigéne

spécifique de la pathologie a traiter.

[0052] Le complexe moléculaire selon linvention, de préférence un complexe
immunostimulant, se lie a au moins un sucre sulfaté de la famille des
glycosaminoglycanes exprimé a la surface des CPAgs, NK ou NKT(GAG sulfaté) et
une autre molécule de surface de CPAg, NK ou NKT, en particulier une molécule
de surface spécifique des CPAgs, NK ou NKT. Le GAG sulfaté qui est ciblé par le
premier ligand est de préférence un héparane sulfate, un chondroitine sulfate, un
dermatane sulfate, ou un kératane sulfate, de maniére préférée un héparane
sulfate. Le ligand de GAG sulfaté (premier ligand) peut étre issu d’une cellule de
mammifére ou d’un microorganisme pathogéne, notamment un virus (Adénovirus,
Cytomégalovirus, VIH, Virus Sindbis), une bactérie (Mycobacterium bovis,
Bordetella pertussis), un parasite (Leishmania sp.) ou une toxine, il s’agit en

particulier d’'un complexe moléculaire, d’'une molécule ou un de ses fragments qui
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lie 'héparine, et/ou les héparanes sulfates. De tels ligands sont notamment décrits
dans « Heparan Binding Proteins”, H. Edward Conrad, Academic Press, San Diego
and London et Dreyfuss et al., Annuals of the Brazilian Academy of Sciences, 2009,
81, 409-429 (voir notamment le Tableau Il). Des exemples de ces ligands incluent
de fagon non-limitative : des ligands endogénes de GAG (Thrombine, Urokinase,
Vitronectine, facteur de croissance des fibroblastes et autres), la protéine Tat du
VIH (SEQ ID NO : 10) et ses fragments, en particulier les fragments comprenant
uniquement la région basique de Tat (Tat49-57 (SEQ ID NO: 3)) ou la région
basique et la région centrale de Tat (core; Tat38-48 (SEQ ID NO: 4)); les
dodécaedres dérivés du penton de I'’Adénovirus (Vives et al., Virology, 2004, 321 :
332-340) ; la protéine d’enveloppe du VIH ou la région V3 de cette protéine
(Roderiquez et al., J. Virol., 1995, 69, 2233-), la glycoprotéine d’enveloppe du virus
Sindbis (Byrnes, A.P. et Griffin, D.E., J. Virol., 1998, 2, 7349-7356) et le domaine R
de la toxine diphtérique (DTR ou DTRBD ; fragment 382 a 535 de DT (SEQ ID NO :
5)) ; Lobeck et al., Infection and Immunity, 1998, 66, 418-423). On peut citer
également les peptides de pénétration cellulaire (CPP pour Cell Penetrating
Peptide) qui lient I'héparine, les héparanes sulfates et/ou les chondroitines sulfates
tels que les peptides tres riches en résidus basiques, en particulier en arginines qui
incluent les peptides dérivés de la région basique de la protéine Tat du VIH (Tat49-
57), précités, et les peptides polyarginines (R7 a R11), ainsi que les peptides
basiques/amphiphiles tels que les peptides dérivés de I'homéodomaine de la
protéine Antennapedia (pénétratine ; fragment 43-58 (SEQ ID NO : 6)).

[0053] Alternativement, le premier ligand est un Ac naturel ou recombinant dirigé
contre un GAG sulfaté, de préférence I'héparine, les héparanes sulfates ou les
chondroitines sulfates ou un fragment de cet Ac contenant au moins le paratope
(domaine de liaison a I'Ag) tel qu’un fragment Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv ou Fv simple
chaine (scFv pour single-chain Fv), Fabc, et fragment Fab comprenant une portion
du domaine Fc. De tel Ac sont notamment décrits dans Thompson et al., J. Biol.
Chem., 2009, 284, 35621-35631 et van Kuppevelt et al., J. Biol. Chem., 1998, 273,
12960-12966. De préférence, ledit Ac ou fragment d’Ac est humain ou humanisé.
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[0054] Selon des modes de réalisation avantageux du complexe moléculaire, de
préférence immunostimulant, de l'invention, le premier ligand est un peptide de
liaison des héparanes sulfates sélectionné dans le groupe constitué par : un peptide
issu de la protéine Tat du VIH, comprenant au moins la région basique Tat49-57
(SEQ ID NO : 3) tel que les peptides Tat 49-57 (SEQ ID NO: 3), Tat37-57 (SEQ ID
NO : 8) et Tat22-57C(22-37)S (SEQ ID NO 9) ; un peptide polyarginine R7 a R11 ;
et un peptide isssu du domaine R de la toxine diphtérique comprenant le domaine
R de la toxine diphtérique (SEQ ID NO : 5) ou au moins le fragment DT453-467
(SEQ ID NO 7) dudit domaine qui comprend la région de liaison des héparanes
sulfates. De maniére préférée, le premier ligand est un peptide de liaison des
héparanes sulfates sélectionné dans le groupe constitué par : un peptide issu de la
protéine Tat du VIH comprenant au moins la région basique Tat 49-57 (SEQ ID NO :
3), en particulier le peptide Tat22-57C(22-37)S (SEQ ID NO 9) et un peptide
comprenant le domaine R de la toxine diphtérique (SEQ ID NO : 5).

[0055] Dans des modes de réalisation avantageux du complexe moléculaire, de
préférence immunostimulant, de l'invention, lorsque le complexe comprend le
domaine R de la toxine diphtérique (DTR : SEQ ID NO : 5), alors le domaine est
produit en cellules de mammiféres, en particulier sous forme d’une protéine de
fusion avec le deuxiéme ligand ou un élément de liaisons aux immunoglobulines,

de facon a former des oligomeéres.

[0056] L'autre molécule exprimée a la surface des CPAg qui est ciblée par le
deuxiéme ligand est aussi bien une molécule de surface ubiquitaire autre qu’un
GAG sulfaté ; une molécule de surface exprimée essentiellement sur les cellules
immunitaires de la réponse innée ou adaptative incluant les CPAg, c’est-a-dire une
molécule de surface spécifique des cellules immunitaires de la réponse innée ou
adaptative incluant les CPAg; ou une molécule de surface exprimée
essentiellement sur les CPAg, et en particulier sur les cellules dendritiques, c’est-a-
dire une molécule de surface spécifique des CPAg et en particulier des cellules
dendritiques. Parmi ces molécules de surface exprimées essentiellement sur les
CPAgs et en particulier sur les cellules dendritiques, on peut citer notamment : les
molécules du CMH de classe Il, en particulier les chaines o, 8 et la chaine y ou
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chaine invariante (li, fragment li ou CD74) des molécules CMH II; les
immunoglobulines de surface ou immunoglobulines membranaires ; des intégrines
telles que notamment CD11c et MACH1 ; les récepteurs de la transferrine, les
récepteurs lectines de type C tels que notamment le (récepteur du mannose
(CD206), DEC-205 (CD205), CD206, DC-SIGN (CD209), LOX1, Dectin-1
(récepteur du béta-glucane), Dectin-2, Clec9A, Clec12A, DCIR2, FIRE et CIRE ; les
récepteurs pour la région constante des immunoglobulines (FcR ou RFc),
notamment FcyR tel que FcyRIl (CD64), FcyRIl (CD32) et FcyRIll (CD16) ; la
superfamille des récepteurs du TNF tel que CD40; et les récepteurs du
complément. Parmi les molécules de surface exprimées essentiellement sur les
CPAgs, ont peut citer les molécules de points de contrdle immunitaire (ICP) et leurs
ligands (ICP-ligands) exprimés sur les CPAg, tels que de fagon non-limitative PDL1,
PDL2, CD155, CD80, CD86, CD40, OX40L, ICOSL (CD275), CD70 (Wykes MN,
Nat. Rev. Immunol., 2018, 18:91-104).

[0057] L autre molécule exprimée a la surface des cellules NK ou NKT qui est ciblée
par le deuxiéme ligand est aussi bien une molécule de surface ubiquitaire autre
gu'un GAG sulfaté ; une molécule de surface exprimée essentiellement sur les
cellules immunitaires de la réponse innée ou adaptative incluant les cellules NK ou
NKT, c’est-a-dire une molécule de surface spécifique des cellules immunitaires de
la réponse innée ou adaptative incluant les cellules NK ou NKT; ou une molécule
de surface exprimée essentiellement sur les cellules NK ou NKT c’est-a-dire une
molécule de surface spécifique des cellules NK ou NKT. Parmi ces molécules de
surface exprimées essentiellement sur les cellules NK ou NKT, on peut citer
notamment : NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, NKp80, CD56, CD16, les récepteurs
KIR, NKG2A, et les ICP PD-1, CTLA-4, TIM-3, TIGIT, LAG-3 et OX40.

[0058] Selon des modes de réalisation avantageux du complexe moléculaire, de
préférencer immunostimulant, de l'invention, le deuxiéme ligand cible une molécule
de surface exprimée essentiellement sur les CPAg, et en particulier sur les cellules
dendritiques, c’est-a-dire une molécule de surface spécifique des CPAg et en

particulier des cellules dendritiques, de préférence sélectionnée dans le groupe
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constitué par: les récepteurs lectines de type C, les immunoglobulines

membranaires, les récepteurs pour la région constante des immunoglobulines.

[0059] Selon d’autres modes de réalisation avantageux du complexe moléculaire,
de préférence immunostimulant, de linvention, le deuxiéme ligand cible une
molécule de surface de CPAg sélectionnée dans le groupe constitué par : les
récepteurs lectines de type C, les immunoglobulines membranaires, les récepteurs
pour la région constante des immunoglobulines (RFc ou FcR), et les molécules de

points de contréle immunitaire (ICP) et leurs ligands (ICP ligands).

[0060]Selon des modes de réalisation avantageux de linvention, le deuxiéme
ligand cible une molécule de surface exprimée essentiellement sur les cellules NK
ou NKT, c’est-a-dire une molécule de surface spécifique des cellules NK ou NKT,
de préférence sélectionnée dans le groupe constitué par : les récepteurs NKG2D,
NKp30, NKp44, NKp46, NKp80, CD56, CD16, les récepteurs KIR, NKG2A, et les
ICP PD-1, CTLA-4, TIM-3, TIGIT, LAG-3 et OX40; de préférence NKp44 (CD336),
NKp46 (CD335), NCAM (CD56), CTLA-4 et OX40.

[0061] Le deuxieéme ligand est notamment choisi parmi les saccharides qui lient les
récepteurs lectines de type C ; les immunoglobulines et leurs fragments comprenant
la région constante qui lient les FcR ; les protéines ou les fragments de protéines
qui lient la région Fc et/ou ou Fab des immunoglobulines membranaires, tels que
décrits dans la Demande FR 2759296, notamment la protéine A de S. aureus, son
fragment BB (SEQ ID NO : 1) et son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2), de préférence r ZZ
(SEQ ID NO : 2).Alternativement, le deuxiéme ligand est un anticorps dirigé contre
ces molécules de surface de CPAg, de cellule NK ou NKT ou un fragment de cet
anticorps contenant au moins le paratope (domaine de liaison a I'Ag), tels que les
fragments Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv ou Fv simple chaine (scFv pour single-chain Fv),
Fabc, et fragment Fab comprenant une portion du domaine Fc.

[0062]L anticorps ou le fragment d’anticorps est notamment dirigé contre une
molécule de surface spécifique des cellules immunitaires de la réponse innée ou
adaptative incluant les CPAg, les cellules NK et NKT, tel que de fagon non-limitative
PDL1, PDL2, CD155, CD80, CD86, CD40, OX40L, ICOSL (CD275), CD70 ; PDLA1,
PDL2, CD155, CD80, CD86, CD40, OX40L, ICOSL (CD275), CD70, PD-1, CTLA-



10

15

20

25

30

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

19

4, TIM-3, TIGIT, LAG-3 ; de préférence PDL1 et ICOSL (CD275) ou PDL1, ICOSL
(CD275), CTLA-4 et OX40.

[0063]. L’anticorps ou le fragment d’anticorps peut également étre dirigé contre une
molécule de surface spécifique des CPAg et en particulier des cellules dendritiques
tel qu’un anticorps anti-RFcgamma (1, 1l et/ou 1ll) ou anti-récepteur lectine de type
C, en particulier anti-DEC-205 ou anti-DC-SIGN (CD209) ; anti-DEC-205, anti-DC-
SIGN (CD209) ou anti-chaine invariante li (CD74). L’anticorps peut étre un agoniste
ou un antagoniste deladite molécule de surface ; par exemple I'anticorps est un
agoniste d’'une molécule de surface activatrice ou un antagoniste d’'une molécule
de surface inhibitrice. De préférence, ledit anticorps ou fragment d’anticorps est
humain ou humanisé. De tels anticorps sont bien connus de I'Homme du métier et

disponibles commercialement.

[0064] Selon des modes de réalisation avantageux du complexe moléculaire, de
préférence immunostimulant, de linvention, le deuxiéme ligand est sélectionné
dans le groupe constitué par : (i) les anticorps dirigés contre lesdites molécules de
surface des cellules présentatrices d’antigene, des cellules NK ou NKT et leurs
fragments contenant au moins le paratope tels que les fragments Fab, Fab’, F(ab’)z,
Fv, scFv, Fabc et Fab avec au moins une portion du domaine Fc (ii) les
immunoglobulines, de préférence les IgG, et leurs fragments comprenant au moins
la région Fc, et (iii) les protéines et les fragments de protéines qui lient la région Fc
et/ou Fab des anticorps, notamment la protéine A de S. aureus, son fragment BB
(SEQ ID NO : 1) et son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2).

[0065] Les anticorps dirigés contre lesdites molécules de surface des cellules
présentatrices d’antigéne sont de préférence choisis parmi les anticorps anti-
RFcgamma (1, Il et/ou Ill), anti-DC-SIGN (CD209), anti-DEC-205, anti-CD206, anti-
CD40; les anticorps anti-RFcgamma (I, Il et/ou IllI), anti-DC-SIGN (CD209), anti-
DEC-205, anti-CD206, anti-CD40, anti-chaine invariante li (CD74), et anti-ICOSL
(CD275) ; de maniere préférée les anticorps anti-DC-SIGN (CD209) et anti-DEC-
205 ou les anticorps anti-DC-SIGN (CD209), anti-DEC-205, anti-chaine invariante
li (CD74), et anti-ICOSL (CD275).



10

15

20

25

30

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

20

[0066] Les anticorps dirigés contre lesdites molécules de surface de cellules NK ou
NKT sont de préférence choisis parmi les anticorps anti-CD16, anti-CD56, anti-
CD335, anti-CD336, anti-NKp30, anti-NKG2D, anti-NKp80, anti-Ly49H, anti-
NKG2A, anti-PD-1, anti-CTLA-4, anti-TIM-3, anti-TIGIT, anti-LAG-3 et anti-OX40 ;
de maniere préférée les anticorps anti-NCAM (CD56), anti-Nkp46 (CD335), anti-
Nkp44 (CD336), anti-CTLA-4 et anti-OX40.

[0067] Les ligands supplémentaires du complexe moléculaire, de préférence un
complexe immunostimulant, sont avantageusement choisis parmi les ligands de
GAG sulfaté et les ligands de molécules de surface de CPAg tels que définis ci-

dessus.

[0068] Un premier type de complexe immunostimulant préféré selon I'invention
consiste en un peptide ligand de GAG sulfaté tel que défini ci-dessus (premier
ligand) associé a une protéine ou un fragment de protéine qui lie la région Fc et/ou
Fab des immunoglobulines tel que le fragment BB de la protéine A de
Staphylococcus aureus et son dérivé ZZ (deuxiéme ligand), de préférence sous la
forme d’'une protéine de fusion comprenant le premier et le deuxieme ligand. Un
premier type de complexe particulierement préféré consiste en une protéine de
fusion comprenant un premier ligand choisi parmi Tat49-57 (SEQ ID NO : 3), Tat37-
57 (SEQ ID NO : 8), Tat22-57C(22-37)S (SEQ ID NO 9), le domaine R de la toxine
diphtérique (DTR : SEQ ID NO : 5) ou le fragment DT453-467 (SEQ ID NO 7) ; et
un deuxiéme ligand choisi parmi le fragment BB de la protéine A (SEQ ID NO : 1)
ou son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2) ; de préférence son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2).
Le premier et le deuxiéme ligand sont fusionnés, soit directement, soit par
l'intermédiaire d’'un peptide espaceur approprié. Dans ce premier type de complexe
particulierement préféré, le deuxieme ligand est de préférence en N-terminal et le
premier ligand en C-terminal de la protéine de fusion ; le premier et le deuxiéme
ligand sont séparés par un peptide espaceur approprié, notamment choisi parmi
SEQ ID NO : 21 4 23. De maniére plus préféré, le dit complexe comprend I'une des
séquences SEQ ID NO : 12, 14, 16, 18 et 20. Lorsque le complexe comprend le
domaine R de la toxine diphtérique (DTR : SEQ ID NO : 5), alors le domaine est
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avantageusement produit en cellules de mammiféres, en particulier sous forme

d’une protéine de fusion avec le deuxiéme ligand, de fagon a former des oligomeéres.

[0069] Un deuxieme type de complexe immunostimulant préféré selon l'invention
consiste en: (i) un peptide ligand de GAG sulfaté tel que défini ci-dessus (premier
ligand) lié de fagon covalente a un élément de liaison aux immunoglobulines tel que
défini ci-dessus, en particulier une protéine ou un fragment de protéine lie la région
Fc et/ou Fab des Ac, de préférence uniquement la région Fab, tel que la protéine A
de Staphylococcus aureus et son fragment BB, de préférence sous la forme d’'une
protéine de fusion comprenant le premier ligand et I'élément de liaison aux
immunoglobulines, ledit premier ligand associé de facon covalente a I'élément de
liaison aux immunoglobulines étant complexé a (ii) une immunoglobuline, de
préférence une 1gG, ou un fragment comprenant au moins la région Fc (deuxieme
ligand). De préférence, une immunoglobuline entiére, de maniére préférée une IgG
entiére. Le premier ligand et I'élément de liaison aux immunoglobulines sont
fusionnés, soit directement, soit par l'intermédiaire d’un par lintermédiaire d’'un
peptide espaceur approprié.Un deuxiéme type de complexe particulierement
préféré consiste en une protéine de fusion comprenant un premier ligand choisi
parmi Tat49-57 (SEQ ID NO : 3), Tat 37-57 (SEQ ID NO : 8), Tat22-57C(22-37)S
(SEQ ID NO 9), le domaine R de la toxine diphtérique (DTR : SEQ ID NO : 5) ou le
fragment DT453-467 (SEQ ID NO 7) et un élément de liaison aux immunoglobulines
comprenant le fragment BB de la protéine A (SEQ ID NO : 1), ladite protéine de
fusion étant complexée a une immunoglobuline entiére. Dans ce deuxiéme type de
complexe particulierement préféré, I'élément de liaison aux immunoglobulines (BB)
est de préférence en N-terminal et le premier ligand en C-terminal de la protéine de
fusion ; I'élément de liaison aux immunoglobulines (BB) et le premier ligand sont
séparés par un peptide espaceur approprié, notamment choisi parmi SEQ ID NO :
21 a 28. De maniére plus préféré, le dit complexe comprend l'une des séquences
SEQ ID NO : 16 ou 18. Lorsque le complexe comprend le domaine R de la toxine
diphtérique (DTR : SEQ ID NO : 5), alors le domaine est avantageusement produit
en cellules de mammiféres, en particulier sous forme d’'une protéine de fusion avec

I'élément de liaisons aux immunoglobulines, de fagon a former des oligoméres.
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[0070] Un troisiéme type de complexe immunostimulant préféré selon linvention
consiste en : un peptide ligand de GAG sulfaté tel que défini ci-dessus (premier
ligand) associé a un Ac sélectionné dans le groupe constitué par un Ac anti-
RFcgamma (1, I, et/ou 1), un Ac anti-DEC-205, un Ac anti-DC-SIGN (CD209), un
Ac anti-chaine invariante li (CD74), un Ac anti- ICOSL (CD275), un Ac anti- NKp46
(CD335), un Ac anti- NKp44 (CD336), un Ac anti-NCAM (CD56), un Ac anti-CTLA-
4, un Ac anti-PDL1, un Ac anti-OX40, et un fragment des Ac précédents comprenant
au moins le paratope. De préférence, le peptide ligand de GAG sulfaté tel que défini
ci-dessus (premier ligand) est lié de fagon covalente a un élément de liaison aux
immunoglobulines tel que défini ci-dessus, en particulier une protéine ou un
fragment de protéine qui lie la région Fc et/ou Fab des immunoglobulines tel que le
fragment BB de la protéine A de Staphylococcus aureus et son dérivé ZZ, de
préférence sous la forme d’une protéine de fusion du premier ligand avec I'élément
de liaison aux immunoglobulines. Le premier ligand et I'élément de liaison aux
immunoglobulines sont fusionnés, soit directement, soit par I'intermédiaire d’'un par
Fintermédiaire d’un peptide espaceur approprié. Un troisiéme type de complexe
particulierement préféré consiste en une protéine de fusion comprenant un premier
ligand choisi parmi Tat49-57 (SEQ ID NO : 3), Tat37-57 (SEQ ID NO : 8), Tat22-
57C(22-37)S (SEQ ID NO 9), le domaine R de la toxine diphtérique (DTR : SEQ ID
NO : 5), ou le fragment DT453-467 (SEQ ID NO 7) et un élément de liaison aux
immunoglobulines comprenant le fragment BB de la protéine A (SEQ ID NO : 1) ou
son dérivé ZZ (SEQ ID NO : 2), ladite protéine de fusion étant complexée a un
anticorps anti-RFcgamma (1, Il, et/ou I}, anti-DEC-205, anti-DC-SIGN, anti-CD74,
anti-CD275, anti-CD335, anti-CD336, anti-CD56, anti-CTLA-4, anti-PDL1, anti-
0OX40 ou a un fragment des anticorps précédents comprenant au moins le paratope.
Dans ce troisieme type de complexe particulierement préféré, I'élément de liaison
aux immunoglobulines (BB ou ZZ) est de préférence en N-terminal et le premier
ligand en C-terminal de la protéine de fusion; I'élément de liaison aux
immunoglobulines (BB ou ZZ) et le premier ligand sont séparés par un peptide
espaceur approprié, notamment choisi parmi SEQ ID NO : 21 a 23. De maniére plus
préféré, le dit complexe comprend I'une des séquences SEQ ID NO : 12, 14, 16, 18

ou 20. Lorsque le complexe comprend le domaine R de la toxine diphtérique (DTR :



10

15

20

25

30

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

23

SEQ ID NO: 5), alors le domaine est avantageusement produit en cellules de
mammiferes, en particulier sous forme d’une protéine de fusion avec I'élément de
liaisons aux immunoglobulines, de fagon a former des oligoméres. De maniére plus
préféré, le dit complexe comprend un anticorps anti-DEC-205, anti-DC-SIGN, anti-
CD74, anti-CD275, anti-CD335, anti-CD336, anti-CD56, anti-CTLA-4, anti-PDL1 ou
anti-OX40

[0071] Selon des modes de réalisation préférés de l'invention, ledit complexe est
utilisé en tant quimmunostimulant, de préférence pour activer des cellules
présentatrices de [Ilantigéne, notamment des cellules dendritiques oudes
monocytes, pour activer des cellules NK ou NKT, et/ou pour activer la sécrétion des
cytokines IL-6 et/ou IL-12.

[0072] L’invention a en outre pour objet une composition immunomodulatrice, de
préférence  immunostimulante, comprenant au moins un complexe
immunomodulateur, de préférence immunostimulant selon I'invention, et au moins
un véhicule pharmaceutiquement acceptable, une substance porteuse et/ou un

adjuvant.

[0073] Les véhicules pharmaceutiquement acceptables sont ceux classiquement
utilisés.

[0074] Les adjuvants sont les adjuvants de 'immunité humorale et/ou cellulaire
classiquement utilisés en immunothérapie. Les adjuvants sont avantageusement
choisis dans le groupe constitué par : des émulsions huileuses, des substances
minérales, des extraits bactériens, la saponine, I'hydroxyde d’alumine, le
monophosphoryl —lipide A, le squaléne et les ligands de TLR, notamment les
oligodéoxynucléotides comprenant au moins une séquence CpG
(oligodéoxynucléotide CpG) qui sont des ligands de TLR9, ou I'acide polyinosinique-
polycytidylique (poly(l)-poly(C) ou poly I-C) qui est un ligand de TLR3. Selon des
modes de réalisation préférés de I'invention, ladite composition comprend au moins
un adjuvant, de préférence un oligodéoxynucléotide CpG, de I'acide polyinosinique-
polycytidylique ou un mélange doligodéoxynucléotide(s) CpG, et dacide
polyinosinique-polycytidylique.
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[0075]Les substances porteuses sont celles classiquement utilisées. Il s’agit
notamment de liposomes unilamellaires ou multilamellaires, d'ISCOMS, de
virosomes (virus-like particles), de micelles de saponine, de microspheres solides
de nature saccharidiqgue (poly(lactide-co-glycolide)) ou aurifere, et de
nanoparticules. Selon des modes de réalisation préférés de linvention, ladite
composition comprend au moins une substance porteuse, par exemple une

nanoparticule ou un mélange de nanoparticules.

[0076] La composition immunomodulatrice, de préférence immunostimulante, selon
l'invention comprend un complexe comprenant 2 ligands ou plus ou un mélange de
complexes différents, le ou lesdits complexes étant éventuellement liés entre eux
par des liaisons covalentes ou non-covalentes et/ou incorporés a l'intérieur ou a la

surface d’'une particule telle qu’un liposome, un virosome ou une nanoparticule.

[0077] Selon des modes de réalisation particuliers de l'invention, la composition
comprend un polynucléotide ou un mélange de polynucléotides codant pour des
ligands de CPAg, NK ou NKT qui sont des protéines, polypeptides ou peptides. Le
polynucléotide consiste en un acide nucléique recombinant, synthétique ou semi-
synthétique qui est exprimable dans des cellules de I'hte auquel la composition est
administrée. L’acide nucléique peut étre un ADN, un ARN, notamment un ARNm,
un acide nucléique mixte (ADN/ARN) et peut étre modifiée. Par exemple, ladite
composition comprend un polynucléotide comprenant une séquence codant pour
une protéine de fusion comprenant au moins les séquences codantes du premier et
du deuxiéme ligand, fusionnées en phase de fagon appropriée, et éventuellement
une séquence codant pour un élément de liaison tel que défini ci-dessus.
Alternativement, la composition comprend un mélange de polynucléotides
comprenant au moins un premier polynucléotide comprenant une séquence codant
pour le premier ligand et un second polynucléotide comprenant une séquence
codant pour le deuxiéme ligand, ledit premier ou second nucléotide comprenant
également une séquence codant pour un élément de liaison tel que défini ci-dessus.
Le ou lesdits polynucléotides sont de préférence insérés dans un ou plusieurs
vecteur d’expression comprenant des séquences régulatrices de la transcription

et/ou de la traduction appropriées (promoteur, activateur de transcription,
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terminateur de transcription, signal de polyadénylation) pour I'expression du premier
ligand et du deuxieme ligand, et éventuellement des autres ligands in vivo chez les
individus auxquels la composition est administrée. De nombreux vecteurs utilisables
en thérapie sont connus en eux-mémes. On peut utiliser entre autres, des vecteurs
viraux (adénovirus, rétrovirus, lentivirus, AAV) et des vecteurs non-viraux (ADN-nu),
notamment un plasmide, dans lesquels a été insérée préalablement la séquence
d’'intérét. Alternativement, le ou lesdits polynucléotides sont des ARNm, de
préférence modifiés. L'utilisation d’ARNm en thérapie est bien connue de ’'Homme
du métier (revue par exemple Drew Weissman, Expert Reviews of Vaccines,
October 2014, 1-17, doi : 10.1586/14760584.2015.973859).

[0078] Selon des modes de réalisation particuliers de l'invention, la composition
comprend des cellules modifiées par la composition selon linvention. Par exemple,
les cellules sont modifiées par un polynucléotide, un mélange de polynucléotides
ou un vecteur tel que défini ci-dessus ou chargées avec un complexe de ligands tel
que défini ci-dessus. La cellule est notamment une cellule présentatrice d’antigéne
naturelle telle qu'une cellule dendritique ou une cellule présentatrice de I'antigene
artificielle, telle que des exosomes dérivés de cellules dendritiques ou des vésicules
dérivées de cellules exprimant les ligands du complexe moléculaire selon
linvention. Par exemple, les cellules sont des cellules présentatrices d’antigéne
d’'un individu a traiter, notamment des cellules dendritiques qui sont modifiées ex

vivo avant d’étre ré-administrées a l'individu (Thérapie cellulaire ex vivo).

[0079] La composition immunomodulatrice peut comprendre en outre au moins un
autre agent thérapeutique, notamment un agent anticancéreux, anti-infectieux, un
autre agent immunomodulateur ou un antigéne vaccinal spécifique de la maladie a
traiter, ledit antigéne vaccinale étant avantageusement associé a une substance
porteuse ou inclus dans un vecteur approprié. Selon des modes de réalisation
préférés de l'invention, ladite composition comprend en outre au moins un inhibiteur
de point de contrble immunitaire (Marin-Acevedo J. et al., 2018, Hematol. Oncol.,
11:39) tel que de fagon non-limitative un anti-PD-1, un anti-PDL-1 ou un anti-CTLA4,
notamment un anticorps, de préférence monoclonal, dirigé contre la molécule PD-
1, PDL-1 ou CTLA4, de préférence la molécule humaine hPD-1, hPDL-1 ou
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hCTLA4. La composition selon l'invention comprend avantageusement un anti-PD-
1, en particulier un anticorps monoclonal anti-PD-1, de préférence anti-hPD-1.
Selon d’autres modes de réalisation préférés de I'invention, ladite composition
comprend en outre, au moins un antigéne vaccinal spécifique de la maladie a traiter,

de préférence associé a une substance porteuse ou inclus dans un vecteur

approprié.

[0080] La composition immunomodulatrice, de préférence immunostimulante,
comprend une dose efficace de complexe(s), polynucléotide(s), vecteur(s),
cellule(s) suffisante pour induire une réponse immunitaire capable de produire un
effet thérapeutique sur la maladie a traiter, c’est-a-dire de diminuer les symptémes
de cette maladie. Il s’agit notamment de I'atténuation des conséquences de I'action
par un pathogéne (infectieux ou non-infectieux) ou bien de la réduction la croissance
d'une tumeur, chez un individu traité avec cette composition. Cette dose est
déterminée et ajustée en fonction de facteurs tels que I'age, le sexe et le poids du
sujet. La composition immunomodulatrice, de préférence immunostimulante, selon
Finvention se présente sous une forme galénique adaptée I'administration choisie.
La composition est généralement administrée selon les protocoles usuels
dimmunothérapie a des doses et pendant une durée suffisante pour induire une
réponse immunitaire efficace contre la pathologie a traiter. L'administration peut étre
intratumorale, sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse, intradermique,
intrapéritonéale, orale, sublinguale, rectale, vaginale, intra-nasale, par inhalation ou
par application transdermique. La composition se présente sous une forme

galénique adaptée a une administration choisie.

[0081] Les polynucléotides isolés ou insérés dans un vecteur plasmidique sont
introduits dans l'individu a soigner, soit en utilisant des méthodes physiques telles
que l'électroporation, soit en les associant a toute(s) substance(s) permettant le
passage de la membrane plasmique, tels que des transporteurs comme les
nanotransporteurs, des liposomes, des lipides ou des polymeéres cationiques. En
outre, on peut avantageusement combiner ces méthodes, par exemple en utilisant

I'électroporation associée a des liposomes.
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[0082] La composition immunomodulatrice, de préférence immunostimulante, selon
la présente invention est utilisée en immunothérapie, en particulier antitumorale ou
anti-infectieuse. La  composition  immunomodulatrice, de  préférence
immunostimulante, selon la présente invention est utilisée a titre préventif ou curatif,
c’est-a-dire pour prévenir une pathologie chez des invividus ou traiter des individus
souffrant d’'une pathologie. Selon des modes de réalisation préférés de l'invention,
ladite composition est utilisée a titre curatif, c’est-a-dire pour traiter des individus
souffrant d’'une pathologie Elle peut étre utilisée en combinaison avec d'autres
traitements, thérapeutique ou chirurgical, notamment en combinaison avec d’autres
agents thérapeutiques tels que définis ci-dessus, la composition selon l'invention et
les autres agents thérapeutiques pouvant étre administrés de fagon simultanée,

séparée ou séquentielle.

[0083]Selon des modes de réalisation préférés de l'invention, ladite composition est
utilisée dans le traitement du cancer. Les cancers sont tout type de cancer pouvant
bénéficier de I'immunothérapie tel que de fagon non limitative: les cancers du sein,
du colon, de la prostate, de I'cesophage, de I'estomac, des poumons, les cancers
ORL (oto-rhino-laryngé), de la peau, des ovaires, de l'utérus, du cerveau, du foie,

des reins.

[0084] Selon d’autres modes de réalisation préférés de Tlinvention, ladite
composition est utilisée dans le traitement des maladies infectieuses, notamment
celles pour lesquelles les agents infectieux persistent dans l'organisme. Les
maladies infectieuses sont tout type de maladie infectieuse pouvant bénéficier de
Fimmunothérapie (Wykes MN et al., Nat. Rev. Immunol., 2018, 18:91-104) telle que
de fagon non limitative : les infections virales, bactériennes, fongiques ou
parasitaires, notamment les infections par le VIH, le VHB, le VHC, mycobaterium
tuberculosis ou plasmodium falciparum. Lorsque ledit complexe comprend Tat ou
un fragment de Tat tels que définis ci-dessus, alors ladite composition est utilisée
dans le traitement de maladies infectieuses autres que l'infection par le VIH (SIDA).
Lorsque ledit complexe comprend DTR ou un fragment de DTR tels que définis ci-
dessus, alors ladite composition est utilisée dans le traitement de maladies
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infectieuses autres que la diphtérie (infection par le bacille diphtérique,

Corynebacterium diphteriag).

[0085] La composition immunomodulatrice, de préférence immunostimulante, selon
la présente invention est utilisée, soit en thérapie classique, soit en thérapie

cellulaire, ou bien encore par une combinaison des deux approches.

[0086] La thérapie cellulaire comprend la préparation de cellules présentatrices
d’antigénes, notamment des cellules dendritiques, ou des cellules NK ou NKT, par
un protocole classique comprenant l'isolement de cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC) d'un patient a traiter et la mise en culture des cellules
dendritiques, NK ou NKT, en présence de complexe(s) moléculaires(s),
polynucléotide(s), vecteur(s) tels que définis ci-dessus. Dans une seconde étape
les cellules présentatrices d’antigéne, NK ou NKT chargées avec le ou lesdits
complexe(s) moléculaires(s) ou modifiées par ledit ou lesdits polynucléotide(s) ou

vecteur(s) sont réinjectées au patient.

[0087] La présente invention a également pour objet une méthode
d'immunothérapie, en particulier anti-tumorale ou anti-infectieuse, caractérisée en
ce qu’elle comprend administration d’'une composition immunomodulatrice, de
préférence immunostimulante telle que définie ci-dessus, a un individu, par tout

moyen approprié tel que défini ci-dessus.

[0088]La présente invention a également pour objet I'utilisation d’'une composition
immunomodulatrice, de préférence immunostimulante telle que définie ci-dessus
pour la préparation d’'un médicament destiné a I'immunothérapie, de préférence

anti-tumorale ou anti-infectieuse.

[0089] Les complexes de ligands de CPAg, de cellules NK ou NKT selon l'invention
sont préparés par les techniques classiques connues de 'Homme du métier, a

savoir :

[0090] - les ligands des molécules de surface des CPAgs, des cellules NK ou NKT
peuvent étre produits par synthése chimique ou par expression d'un ADN
recombinant dans un systéme cellulaire approprié, eucaryote ou procaryote. Les

peptides et protéines peuvent étre synthétisés en phase solide, selon la technique
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Fmoc, originellement décrite par Merrifield et al. (J. Am. Chem. Soc., 1964, 85,
2149-) et purifiés par chromatographie liquide haute performance en phase inverse.
Les polypeptides et les protéines peuvent étre produits a partir des ADNc corres-
pondants, clonés dans un vecteur d’expression eucaryote ou procaryote approprié,
les polypeptides ou protéines produits dans les cellules modifiées par le vecteur
recombinant sont purifiées par tout moyen approprié, notamment par
chromatographie d’affinité. Des Ac dirigés contre des molécules de surface de
CPAgs, de cellules NK ou NKT sont bien connus et disponibles commercialement.
Par exemple, a titre d'exemple non-limitatif, les Ac anti-CD205 (#555831) ; anti-
CD206 (#555952); anti-CD209 (#551186); anti-HLA-DR (#555556) sont
disponibles chez BECTON-DICKINSON, alors que I'Ac anti-CD56 est disponible
chez Biolegend (#304622) et les Ac anti-CD335 (AM31284AF-N) et anti-CD336
(#AM50346PU-N) sont disponibles chez Origene. Alternativement, des Ac
monoclonaux peuvent étre produits par les techniques classiques connues de
Fhomme du métier. Par exemple, les Ac monoclonaux sont produits a partir
d’hybridomes obtenus par fusion de lymphocytes B d'un animal immunisé par la
molécule de surface de CPAgs avec des myélomes, selon la technique de Kdhler
et Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497) ; les hybridomes sont cultivés in vitro,
notamment dans des fermenteurs ou produits in vivo, sous forme d'ascite ;
alternativement lesdits Ac monoclonaux sont produits par génie génétique comme
décrit dans le brevet américain US 4,816,567. Les Ac humanisés sont produits par
des méthodes générales comme celles décrites dans la Demande Internationale
WO 98/45332. Les fragments d'Ac sont produits a partir des régions Vh et VL
clonées, a partir des ARNm d'hybridomes ou de lymphocytes spléniques d'un
mammifere immunisé; par exemple, les fragments Fv, scFv ou Fab sont exprimés
a la surface de phages filamenteux selon la technique de Winter et Milstein (Nature,
1991, 349, 293-299); aprés plusieurs étapes de sélection, les fragments d'Ac
spécifiques de I'Ag sont isolés et exprimés dans un systéme d'expression approprié,
par les techniques classiques de clonage et d'expression d'ADN recombinant. Les
Ac ou leurs fragments tels que définis ci-dessus, sont purifiés par les techniques
classiques connues de 'Homme du métier, telles que la chromatographie d'affinité.
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[0091] - I'association covalente du premier ligand (L1) au deuxiéme ligand (L2)
d’'une molécule de surface des CPAgs ou des cellules NK ou NKT peut-étre réalisé
par la construction d’'une protéine de fusion dans laquelle les séquences
nucléotidiques codant pour L1, et L2 sont fusionnées en phase, dans l'ordre
approprié, soit directement, soit par I'intermédiaire d’'une séquence nucléotidique
codant pour peptide espaceur approprié. En fonction des tailles respectives des
séquences en acides aminés de L1 et L2, elles sont soit fusionnées au niveau de
leurs extrémités (extrémité N-terminale de l'une des séquences fusionnée a
Fextrémité C-terminale de l'autre séquence) ou l'une des séquences est insérée
dans l'autre séquence a un site approprié qui n’a pas d’effet délétére sur la liaison
du ou des ligands a son récepteur exprimé a la surface des CPAg ou des cellules
NK ou NKT. Alternativement, le(s) ligand(s) peuvent étre couplés de facon
covalente, par tout moyen approprié. Le couplage est effectué par 'intermédiaire de
groupements réactionnels initialement présents ou préalablement introduits sur
le(s) ligand(s). Le couplage peut notamment étre réalisé au niveau de résidus
d'acides aminés dont la chaine latérale comprend une fonction réactive. Parmi ces
acides aminés, on peut citer les acides aminés polaires comprenant une fonction :
-OH [sérine (S), thréonine (T) ou tyrosine (Y)], -SH [cystéine (C)], -NHz [lysine (K)
ou arginine (R)], -COOH J[acide aspartique (D) ou acide glutamique (E)], et les
acides aminés polaires a chaine latérale fonctionnalisée par addition d'une fonction
réactive, notamment un chloro- ou bromo-acétyl réactif avec les groupements thiol
ou un groupement hydrazine réactif avec les aldéhydes. Le ligand est couplé par
tout moyen approprié ; ces moyens qui sont connus de I'Homme du métier incluent
notamment le couplage a laide de réactifs homobifonctionnels comme le
glutaraldéhyde ou le dithiobis-(succinimidyl propionate). De préférence, le couplage
est réalisé a laide de réactifs hétérobifonctionnels, notamment le m-
maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide (SMCC) ou le sulfo-SMCC qui
contiennent chacun un groupement maléimide capable de réagir avec les thiols
libres. Dans ce cas, le SMCC est préalablement li¢ de fagon covalente a une
fonction amine présente sur le ligand. Dans le méme temps, un autre réactif
hétérobifonctionnel (comme le N-succinimidyl S-acetylthioacétate qui contient un

Y

groupement thio-ester clivable a I'hydroxylamine ou le succinimidyl-pyridyl-
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dithiopropionate, qui contient un pont disulfure réductible en conditions douce), est
associé a une fonction amine du second partenaire qui est un des ligands. Le
second partenaire est ensuite traité a I'hydroxylamine ou avec un réducteur pour
permettre la libération du thiol. Le composé thiolé est alors incubé avec le composé
ayant incorporé le maléimide et le couplage est obtenu par réaction du groupement
thiol sur le groupement maléimide. Ce type de couplage covalent est notamment
décrit dans Léonetti et al., J. Exp. Med., 1999, 189, 1217-1228. Il est aussi possible
de libérer un groupement thiol déja présent sur un des composés pour ensuite
réaliser son couplage a un autre composé qui a été préalablement modifié a l'aide
de SMCC. Cette méthode, qui est souvent employée pour coupler des Ac a des
ligands, est notamment décrite dans Ishikawa et al., J. Inmunoassay, 1983, 4, 209-

327.

[0092]- les complexes non-covalents sont préparés par mise en contact du
deuxiéme ligand (L2) avec le premier ligand (L1) dans des conditions permettant
aux deux partenaires d’interagir. Cette interaction peut impliquer un élément de
liaison, notamment une protéine ou un peptide, qui posséde une affinité élevée et
spécifique, pour I'un des partenaires du complexe (L1 ou L2). En particulier, I'affinité
de I'élément de liaison pour ce partenaire, dans le complexe, est suffisante pour
qu'il ne se dissocie pas immédiatement de ce complexe in vivo. Lorsque I'un des
ligands est une immunoglobuline, I'élément de liaison est un élément de liaison aux
immunoglobulines tel que décrit dans la Demande FR 2759296. Par exemple, un
élément de liaison aux immunoglobulines est lié de fagon covalente a L1, de fagon

a former un complexe non-covalent avec L2.

[0093]- les polynucléotides selon linvention sont obtenus par les méthodes
classiques, connues en elles-mémes, en suivant les protocoles standards connus
de 'rhomme du métier. Par exemple, ils peuvent étre obtenus par amplification d'une
séquence nucléique par PCR ou RT-PCR, par criblage de banques d'ADN
génomique par hybridation avec une sonde homologue, ou bien par synthése
chimique totale ou partielle. Les vecteurs recombinants sont construits et introduits
dans des cellules hotes par les méthodes classiques d'’ADN recombinant et de génie

génétique, qui sont connues en elles-mémes.
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[0094] La mise en ceuvre de linvention utilise, sauf indication contraire, des
méthodes classiques d’immunologie, de culture cellulaire, de biologie cellulaire, de

biologie moléculaire et d’ADN recombinant qui sont connues de 'lhomme du métier.

Breve description des dessins

[0095] D’autres caractéristiques, détails et avantages de l'invention apparaitront a
la lecture de la description détaillée ci-aprés qui se référe a des exemples de mise
en ceuvre de la présente invention, et a l'analyse des dessins annexés, sur

lesquels :
Fig. 1

[0096] [Fig. 1] montre la masse moléculaire et le degré d’homogénéité de
complexes moléculaires produits chez E. coliou en cellules HEK. Les protéines ZZ-
DTRBDHek, ZZ-DTRBDcoli,, BB-DTRBDHek, BB-DTRBDcali et ZZ-Tatoz-s7¢c(22-37)s ont
été analysées par électrophorése en conditions dénaturantes. Les protéines ont été
déposées en présence de marqueurs de poids moléculaires. Aprés migration
électrophorétique les protéines ont été colorées au bleu de coomassie.

Fig. 2

[0097] [Fig. 2] montre la liaison de différents complexes moléculaires a I’héparine.
Des séries de dilutions des protéines ZZ libre, ZZ-DTRBDHek, ZZ-DTRBDcoli, BB-
DTRBDwHek, ZZ-DTRBDcoii et ZZ-Tatoo-s57¢(22-37)s ont respectivement été incubées a
pH7,2 dans des puits plaques de microtitration préalablement adsorbées avec des
IgG de lapin. Aprés 4 heures les plaques ont été lavées et de I'héparine-biotinylée
a été ajouté. Apres 30 minutes d’incubation la liaison de I'héparine aux plaques a
été détectée a l'aide de streptavidine couplée a la péroxydase et d’un substrat de
cet enzyme (ABTS). La liaison a I'héparine est considérée significative quand le
signal de densité optique s’avére au moins égal a 50% du signal mesuré quand ZZ-
Tatoo-57c(22-37)s est incubé a 100nM pH7,2 sur les plaques de microtitration.

Fig. 3

[0098] [Fig. 3] montre les types cellulaires liés par la protéine de fusion ZZ-
DTRBDHek dans une population de splénocytes de souris. Des splénocytes ont été
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incubés en présence ou en absence d’'une quantité fixe de ZZ-DTRBDHek (100nM).
Une série d’Ac fluorescents spécifiques des pDC, cDC CD11b+ et cDC CD8+ (A) ;
lymphocytes T CD4+, T CD8+, lymphocytes B, monocytes (B) a ensuite été ajoutée.
Aprés 30 minutes a 4 °C, les cellules ont été lavées et analysées par cytométrie de
flux. Le pourcentage de cellules liées par ZZ-DTRBDwek dans la sous-population

considérée est représenté.
Fig. 4

[Fig. 4] montre que ZZ-DTRBDHek induit la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 par des
splénocytes. Une quantité fixe de ZZ, DTRBD ou ZZ-DTRBDuexk (1pM) a été
incubée avec des splénocytes de souris. Aprés 24h les surnageants ont été
prélevés et la présence dIL-6 et IL-12 a été évaluée par dosage

immunoenzymatique.
Fig. 5

[Fig. 5] montre que ZZ-Tatzze-57¢c(22-37)s induit la sécrétion d’IL-6 et d’'IL-12 par des
splénocytes. Une quantité fixe de ZZ, Tatcvags57, ZZ + Tatcvag-s7 ou ZZ-Tatee-57¢(22-
sns (1uM) a été incubée avec des splénocytes de souris. Aprés 24h les surnageants
ont été prélevés et la présence d’IL-6 et IL-12 a été évaluée par dosage

immunoenzymatique.
Fig. 6

[0099] [Fig. 6] montre que les protéines ZZ-DTRBDHek, BB-DTRBDHek, induisent la
sécrétion de plus grandes quantités d’IL-6 et d’IL-12 par des splénocytes que ZZ-
DTRBDii et BB-DTRBDcoii. Une quantité fixe de ZZ-DTRBDHek, ZZ-DTRBDcoli, BB-
DTRBDHek et BB-DTRBDcoii (1uM) a été incubée avec des splénocytes de souris.
Aprés 24h les surnageants ont été prélevés et la présence d’IL-6 et IL-12 a été

évaluée par dosage immunoenzymatique.
Fig. 7

[0100] [Fig. 7] montre que ZZ-DTRBDHek induit la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 par des
cellules dendritiques murines isolées. Des cellules dendritiques ont été isolées par

tri magnétique. Les cellules dendritiques ont ensuite été incubées en présence ou
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en absence d'une quantité fixe de ZZ-DTRBDhek, (0,6uM). Aprés 24h, les
surnageants ont été prélevés et la présence d'IL-6 et IL-12 a été évaluée par dosage

immunoenzymatique.
Fig. 8

[0101] [Fig. 8A-B] montre que les protéines ZZ-DTRBDHek et ZZ-Tat22-57¢(22-37)s sont
capables d’induire I'expansion de cellules dendritiques murines chez la souris. Trois
groupes de souris ont été injectés trois fois a trois jours d’intervalle avec un tampon
PBS en absence ou en présence d’'une quantité fixe de ZZ-DTRBDwek (5 nmoles
par souris) ou ZZ-Tatees7cieeans (10 nmoles par souris). 24h aprés la derniére
injection les animaux ont été euthanasiés, les rates ont été prélevées et les
splénocytes ont été marqués a I'aide d’'un cocktail d’Ac fluorescents permettant de
distinguer les ¢DC-CD8+ (CD11c"9"B220-CD8*CD11b) (A), c¢DC-CD11b+
(CD11chighB220-CD8-CD11b*) (B) et les pDC (CD11¢" CD317+CD11b*) .

[0102][Fig. 8C] montre les cellules analysées par cytométrie de flux. Le nombre de
cellules positives a été représenté en pourcentage par rapport au nombre total de
splénocytes vivants. Les analyses statistiques ont été effectuées par un test de
kruskall-wallis (* p<0.05).

Fig. 9

[0103] [Fig. 9] montre que ZZ-DTRBDHek induit in vitro la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12
par des DC humaines isolées. Des DC isolées issus de donneurs humains sains
ont été incubées en présence d'une quantité fixe de ZZ-DTRBDwek (1uM). Apres
24h, les surnageants sont récoltés pour évaluer la présence des cytokines IL-6 et

IL-12 par dosage immunoenzymatique.
Fig. 10

[0104] [Fig. 10] montre que des souris injectées avec des cellules de cancer
colorectal présentent une croissance tumorale ralentie lorsquelles sont
ultérieurement injectées avec ZZ-DTRBDHek seul ou en association avec un
mélange adjuvant. A : Seize souris C57BL/6 ont été injectées avec 0.5M de cellules
MC38 en sous-cutané. Trois jours plus tard, huit souris ont été injectées avec le

mélange adjuvant CpG-B 1018/Poly I:C. (30 ug pour chaque adjuvant) et huit ont
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été non injectées (Contréles). Une seconde injection a été réalisée trois jours aprés.
B : Dix-huit souris C57BL/6 ont été injectées avec 0.5M de cellules MC38 en sous-
cutané. Trois jours plus tard, six souris ont été injectées avec ZZ-DTRBDHek en
tampon PBS, six autres ont été injectées avec ZZ-DTRBDwek (2 nmole par souris)
dans un tampon PBS contenant le mélange adjuvant CpG-B 1018/Poly I:C (30 ug
pour chaque adjuvant) et six été non injectées (Contrdles). Deux injections
additionnelles ont été réalisées a trois jours d’intervalle. La croissance tumorale a
été suivie par mesure des tumeurs au pied a coulisse. Chaque injection est

représentée par une fléche.
Fig. 11

[0105] [Fig. 11] montre que des souris injectées avec des cellules de cancer
colorectal présentent une croissance tumorale ralentie lorsquelles sont
ultérieurement injectées avec ZZ-DTRBDHek, ZZ-Tatzz-57c(22-37)s €n association avec
un mélange adjuvant. Trente-deux souris C57BL/6 ont été injectées avec 0.5M de
cellules MC38 en sous-cutané. Trois jours plus tard, un groupe de huit souris a été
injecté avec ZZ-DTRBDHek (0,96 nmole par souris) dans 50ul de PBS contenant le
mélange adjuvant CpG-B 1018/Polyl:C (30 pug pour chaque adjuvant), un autre
groupe avec un Ac anti-PD-1 (50ul, 1,3 nmole par souris), un troisiéme groupe avec
ZZ-Tatoo-s7c(22-37)s (0,96 nmole par souris) dans 50l de PBS contenant le mélange
adjuvant CpG-B 1018/Polyl:C (30 ug pour chaque adjuvant), et un dernier groupe
de huit souris a été non injecté (Contrdles). Deux injections additionnelles ont été
réalisées a trois jours d'intervalle. La croissance tumorale a été suivie par mesure

des tumeurs au pied a coulisse. Chaque injection est représentée par une fleche.
[0106] [Fig. 11A] Cinétique de croissance tumorale.

[0107] [Fig. 11B] Cinétique de croissance tumorale.

[0108][Fig. 11C] Survie des animaux traités.

Fig. 12

[0109] [Fig. 12] montre que la formation des complexes moléculaires ZZ-Tatoz-s7c22-
sns, anti-DEC205/ZZ-Tatee-s7c22-37ys et 1gG/ZZ-Tatee-57c22-37)s  induisent in vitro
Faugmentation de la proportion de monocytes et de lymphocytes T-CD4+ activés.
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Une concentration fixe (0,1uM) d’anti-DEC205/ZZ-Tatoo-57c22-37)s, I9G/ZZ-Tatez-57c22-
ans, anti-DEC205/ZZ, 1gG/ZZ, Ac anti-DEC205 a été incubée avec des CMSP
humaines. Une concentration fixe (1uM) de ZZ-Tatoo-57c22-37)s, 0u ZZ a été incubée
avec des CMSP humaines. Aprés 24h les cellules ont été récoltées et marquées a
Faide d’Ac fluorescents. La proportion de monocytes (CD3'CD14%) activés dans la
population de CMSP vivantes a été évaluée a I'aide du marqueur CD69.

[0110][Fig. 12A]. La proportion de lymphocytes T-CD4+ activés dans la population
de lymphocytes T CD4+ (CD3*CD4*) vivants a été évaluée par mesure de
Fexpression de la molécule CD69.

[Fig. 12B]. Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux.
Fig. 13

[0111] [Fig. 13] montre que des complexes moléculaires dirigés contre des
récepteurs exprimés par les cellules dendritiques (anti-CD74/ZZ-Tatoz-s7c22-37)s,
anti-CD209/ZZ-Tatoe-s7c22-37)s, et anti-CD275/ZZ-Tatees7c22-37)s)  induisent  la
sécrétion d'IL-6 par des CMSPs. Des CMSPs humaines ont été incubées en
présence ou en absence des formes libres des Ac, de ZZ ou de ZZ-Tatzz-s7¢c(22-37)s
ainsi que des complexes moléculaires ciblant respectivement les molécules CD74
(A), CD209 (B) et CD275 (C). Aprés 24h les surnageants ont été prélevés et la

présence d’IL-6 a été évaluée par dosage immunoenzymatique.
Fig. 14

[0112] [Fig. 14] montre qu’un complexe moléculaire (anti-CD335/ZZ-Tatoz-57¢22-37)s)
dirigé contre le récepteur CD335 exprimé par les cellules NK et NKT induit une
augmentation de la proportion de cellules NK et NKT activées. Des CMSPs ont été
incubées en présence ou en absence des formes libres des Ac, de ZZ ou de ZZ-
Tatez-57c(22-37)s ainsi que des complexes moléculaires anti-CD335/ZZ-Tat22-57c22-37)s,
anti-CD335/ZZ. Aprés 18h les cellules ont été analysées par cytométrie pour
évaluer I'expression de la molécule de co-stimulation CD69 a la surface des cellules
NK (A) et NKT (B).
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Fig. 15

[0113] [Fig. 15] montre que des complexes moléculaires respectivement dirigés
contre deux récepteurs exprimés par les cellules NK et NKT induisent une
augmentation de la proportion de cellules NKT activées. Des CMSPs ont été
incubées en présence ou en absence des formes libres des Ac, de ZZ ou de ZZ-
Tatee-s7c(22-37)s ainsi que des complexes moléculaires anti-CD56/ZZ-Tatoz-57¢22-37)s,
anti-CD56/ZZ, anti-CD336/ZZ-Tatzz-57c2237)s, ou anti-CD336/ZZ. Apres 18h les
cellules ont été analysées par cytométrie pour évaluer I'expression de la molécule

de co-stimulation CD69 a la surface des cellules NKT.
Fig. 16

[0114] [Fig. 16] montre que des complexes moléculaires dirigés contre des
récepteurs exprimés par les cellules NK (anti-CD56/ZZ-Tatez-57c22-37)s, anti-
CD335/ZZ-Tat2a-57c22-37)s, et anti-CD336/ZZ-Tatz-57c22-37)s) induisent la sécrétion
d’IL-6 par des CMSPs humaines. Des CMSPs ont été incubées en présence ou en
absence des formes libres des Ac, de ZZ ou de ZZ-Tatoes7c(22-37)s ainsi que des
complexes moléculaires ciblant respectivement les molécules CD56 (A), CD335 (B)
et CD336 (C). Aprés 24h les surnageants ont été prélevés et la présence d’IL-6 a

été évaluée par dosage immunoenzymatique.
Fig. 17

[0115] [Fig. 18] montre que des complexes moléculaires contenant des Ac anti-
ICPs (anti-CTLA-4/ZZ-Tatoo-57c22-37)s, anti-PD-L1/ZZ-Tatzo-57c22-37ys, et anti-
OX40/ZZ-Tatee-57c22-37)s) induisent la sécrétion d’IL-6 par des CMSPs humaines.
Des CMSPs ont été incubées en présence ou en absence des formes libres des Ac,
de ZZ ou de ZZ-Tatees7ciee-s7ys ainsi que des complexes moléculaires ciblant
respectivement les molécules CTLA-4 (A), PD-L1 (B) et OX40 (C). Aprés 24h les
surnageants ont été prélevés et la présence d’IL-6 a été évaluée par dosage

immunoenzymatique
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Exemples

Exemple 1: Expression des protéines de fusion chez E. coli ou en
cellules HEK, purification, caractérisation biochimique, et étude de leur

capacité a lier les héparanes sulfates
Matériels et Méthodes

Production des différents complexes moléculaires

[0116] L’expression de la protéine de fusion ZZ-DTRBD chez E. coli, appelée ZZ-
DTRBDii, a précédemment été décrite dans la publication de Lobeck et al.
(Infection and Immunity, 1998, 66, 418-423). La protéine de fusion ZZ-DTRBDcaii
(SEQ ID NO : 12) est codée par un polynucléotide de séquence SEQ ID NO : 11.
L’expression de la protéine de fusion ZZ-Tatez-s7c(22-37)s chez E. coli a été réalisée
en suivant un protocole similaire & celui décrit pour la fusion ZZOVATatz2-57s dans
la publication de Knittel et al. (Vaccine, 2016, 34(27):3093-3101). La protéine de
fusion ZZ-Tatoo-57¢(22-37)sc0li (SEQ ID NO : 20) est codée par un polynucléotide de
séquence SEQ ID NO : 19. Pour I'expression en cellules eucaryote des cellules
HEK (2,5. 10° cellules/ml dans 250ml milieu 293F freestyle) ont été transfectées
avec un plasmide pCDNAS3.4 codant pour ZZ-DTRBDwek (400ug de préparation
d’ADN issu de maxiprep par transfection) en présence de PEI (0,5mg/ml). Ce
plasmide comprend le polynucléotide de séquence SEQ ID NO : 13 qui code pour
la protéine de fusion ZZ-DTRBDwHek (SEQ ID NO : 14). Les cellules ont ensuite été
incubées pendant 24h a 37°C sous agitation. 250ml de milieu Ex Cell a ensuite été
ajouté. Aprés 4 jours d’incubation a 37°C sous agitation, les surnageants de culture
ont été récupérés, filtrés stérilement et un cocktail d’inhibiteur de protéase a été
ajouté.

[0117] Apres expression des trois protéines, les surnageants ont respectivement
été dilués au 2 en PBS-Tween 0,1% puis passés sur une colonne d’lgG sepharose
(IgG sepharose 6Fast flow #17-0969-02, Amersham) afin de purifier les complexes
moléculaires par immunoaffinité. L'acidité des protéines de fusion éluées de la

colonne a été neutralisée en tampon Tris-HCI 1M, pH8. Les proteines de fusion
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issues de I'expression chez E. coli, ZZ-DTRBDcoii et ZZ-Tatz2-57¢(22-37)s, ont subi un
second cycle de purification en utilisant une colonne échangeuse de cations mono
S 5/50 (GE Healthcare). La colonne a été équilibrée avec tampon phosphate citrate
0.05M pH=5.5 pour la purification de ZZ-DTRBDcai. La colonne a été équilibrée
avec tampon phosphate citrate 0.05M pH=4 pour la purification de ZZ-Tatoz-57¢(22-
sns. Les protéines de fusion ZZ-DTRBDcoi et ZZ-Tateo-57c22-37)s ont ensuite été
éluées avec un gradient linéaire de 0 a 1M NaCl._Les protéines ont finalement été
concentrées en PBS et conservées a -20°C jusqu’a utilisation. La production des
complexes moléculaires BB-DTRBDHex et BB-DTRBDcoi a été effectuée en suivant
le méme protocole que celui utilisé pour ZZ-DTRBDHek et ZZ-DTRBDcoli. La protéine
de fusion BB-DTRBDHek(SEQ ID NO : 18) est codée par le polynucléotidede
séquence SEQ ID NO : 17. La protéine de fusion BB-DTRBDcoi (SEQ ID NO : 16)
est codée par le polynucléotidede séquence SEQ ID NO : 15.

Analyse de la masse moléculaire et du degré d’homogénéité des complexes

moléculaires ZZ-DTRBDwek, ZZ-DTRBDcoi. BB-DTRBDHek et BB-DTRBDcai par gel

d’électrophorése

[0118] Les protéines ZZ-DTRBDwhek, ZZ-DTRBDcoi, BB-DTRBDHek et BB-
DTRBDcoii ainsi que des marqueurs de poids moléculaires ont été déposés sur un
gel SDS-PAGE 4-12% en conditions dénaturantes puis soumis a une migration
électrophorétique. Suite a la migration, la présence de bandes protéiques a été

révélée par coloration au bleu de coomasie.

Liaison des complexes moléculaires a I'’héparine

[0119] Pour évaluer la liaison des complexes moléculaires aux héparanes sulfates,
I'héparine qui est un sucre sulfaté représentatif de la famille des héparane sulfates,
a été utilisée.

[0120] L’interaction a été évaluée par une technique immunoenzymatique. Pour
cela, une série de plaques de microtitration a été préalablement adsorbée avec des
IgG de lapin (1pg/100ul/puits en tampon phosphate 0,1M pH7,2) puis saturées avec
une solution tampon contenant de la sérum albumine bovine a 0,3 % (200ul/puits

en tampon phosphate 0,1M pH7,2). Une autre série de plaques de microtitration a
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été saturée avec une solution tampon contenant de la sérum albumine bovine a
0,3 % (300ul/puits en tampon phosphate 0,1M pH7,2). Les deux séries de plaques
ont ensuite été lavées et des séries de dilutions (en tampon phosphate 0,1M pH7,4
contenant 0,1% de sérum albumine bovine) des protéines ZZ-DTRBDHek, ZZ-
DTRBDcoii,, BB-DTRBDHek et BB-DTRBDcoli et ZZ-Tatoo-57¢c(22-37)s et de ZZ libre ont
été déposées dans les puits. Aprés 4 heures d’incubation a température ambiante
les plaques ont été lavées et 100ul d’héparine-biotine (1uM) a été ajouté par puits.
Aprés 1 heure a température ambiante les plaques ont été lavées et 100ul de
streptavidine couplé a la péroxydase (dilution 1/2000) a été ajouté. Aprés 30
minutes d’incubation les plaques ont été lavées et un substrat (ABTS) a été ajouté.
La coloration a été mesurée a 414 nm apres 30 minutes d’incubation. Pour éliminer
la liaison non-spécifique a l'albumine, le signal optique mesuré sur les plaques
adsorbées uniquement avec la sérum albumine bovine a été déduit du signal
mesuré sur les plaques adsorbées avec les IgG. La liaison a I'héparine est
considérée significative quand le signal de densité optique s’avére supérieur ou égal
a 50% du signal mesuré quand ZZ-Tatez-s7¢(22-37)s €st incubé & 100nM pH7,2 sur les

plagues de microtitration.
Résultats

[0121] Les inventeurs ont précédemment construit une protéine de fusion, appelée
ZZ-DTRBD, incorporant, d’'une part, un double domaine ZZ dérivé de la protéine A
de Staphylococcus aureus et, d’autre part, le domaine DTRBD dérivé de la toxine
diphtérique (Lobeck et al., Infection and Immunity, 1998, 66, 418-423). ZZ peut se
lier a larégion Fc des immunoglobulines de fagon semblable ala protéine A. DTRBD
lie quant & lui le récepteur de la toxine diphtérique et posséde aussi un site de liaison
aux héparanes sulfates localisé dans la région 453-467 (Knittel et al. J. Immunol.,
2015, 194(8) :3601-11 ; Knittel et al. Vaccine, 2016, 34(27) :3093-3101). Ces
caractéristiques de liaison permettent a ZZ-DTRBD un ciblage de différents types
cellulaires porteurs d’'immunoglobulines de surface et des héparanes sulfates
protéoglycanes via l'interaction avec les héparanes sulfates.

[0122] Les inventeurs ont de la méme fagon construit une protéine de fusion,
appelée BB-DTRBD, en remplagant la séquence codant ZZ par une séquence
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codante dénommée BB. La protéine BB correspond a un double domaine qui est,
tout comme ZZ, dérivé de la protéine A de Staphylococcus aureus mais présente la
particularité de lier la région Fc ainsi que la région Fab des immunoglobulines
(Jansson 1998 FEMS Immunol. and Med. Microbiol., Léonetti et al. 1999, J. Exp.
Med., 189, 1217-28).

[0123] Les inventeurs ont aussi construit une protéine de fusion, appelée ZZ-Tatze.
57c(22-37)s. Elle contient un double domaine ZZ dérivé de la protéine A de
Staphylococcus aureus et un domaine Tatee-s7c22-37)s dérivé du transactivateur
transcriptionnel du VIH (WO 2011/092675, et Knittel et al. Vaccine, 2016,
34(27) :3093-3101) qui posséde un site de liaison aux héparanes sulfates. Ces
caractéristiques de liaison permettent & ZZ-Tatzz-57¢c(22-37)s un ciblage de différents
types cellulaires porteurs d'immunoglobulines de surface et des héparanes sulfates

protéoglycanes via l'interaction avec les HS.

[0124] Les inventeurs ont exprimé ZZ-DTRBD, BB-DTRBD et ZZ-Tatoz-57¢c(22-37)s par
voie recombinante a l'aide de différents systémes d’expression. Les complexes
exprimés chez E. coli sont appelés ZZ-DTRBDcoli, BB-DTRBDcoli €t ZZ-Tatzo-57c(22-
s7ns et ceux exprimés en cellules HEK sont dénommés ZZ-DTRBDHek et BB-
DTRBDHek. Apres expression, les complexes ont été purifiés a I'aide d’une colonne
contenant un gel porteur d’lgG. Ensuite les protéines ZZ-DTRBDcoli, BB-DTRBDoli
et ZZ-Tatoo-s7c(22-37)s ont été soumises a une chromatographie par échange d’ions
afin d’éliminer le LPS contaminant. Enfin, certaines caractéristiques de ces
complexes ont été évaluées par gel d’électrophorése. Comme on peut le voir sur la
Fig. 1, ZZ-DTRBDcoii et BB-DTRBDcoi migrent en une bande prédominante avec
une masse moléculaire d’environ 35kDa qui est proche de la masse théorique de la
molécule (32230) ce qui indique que cette bande correspond a un monomere. Des
bandes minoritaires correspondant a des produits de dégradation sont aussi
présentes chez ces deux complexes moléculaires. ZZ-DTRBDHek et BB-DTRBDHek
migrent pour leur part en plusieurs bandes essentiellement distribuées entre 35 et
150k Da ce qui indique que I'expression en cellules HEK conduit & un mélange
hétérogéne constitué de formes monomeériques et oligomériques de ZZ-DTRBD. Le

complexe moléculaire ZZ-Tatee-57c22-37)s migre pour sa part en une bande
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majoritaire qui reflete 'homogénéité de la protéine purifiée. La masse moléculaire
d’environ 25kDa est un peu supérieure a celle calculée pour la masse théorique de
la molécule (MW=19145). Cependant, Tat et ses dérivés ont tendance a migrer de
facon anormale (Kittiworakarn et al. etc) ce qui suggére fortement que la protéine
de fusion ZZ-Tateo-57c(22-37)s exprimée chez E. coli et purifiée est essentiellement

constituée par un monomere.

[0125] Ensuite, les inventeurs ont étudié laptitude de ZZ libre et des cinqg
complexes moléculaires a lier I'héparine, qui est un polysaccharide sulfaté
représentatif de la famille des héparanes sulfates. Le dosage immunoenzymatique
ne permet pas d’observer un signal optique significatif pour ZZ libre (Fig. 2). En
revanche, un accroissement de la densité optique en fonction de la dose incubée
est mesuré pour ZZ-DTRBDcoli, BB-DTRBDHek, BB-DTRBDcoli, ZZ-DTRBDHek et ZZ-
Tatee-s7c(22-37)s. Ces données indiquent donc que la présence du domaine DTRBD
ou du domaine Tatees7ce2-37)s permet la liaison des complexes moléculaires a
Fhéparine. De plus, comme les fusions ZZ-DTRBDHek et BB-DTRBDHek contiennent
des oligoméres (cf figure 1) ces données indiquent que la présence d'oligoméres

ne perturbe pas linteraction.

Exemple 2: La protéine de fusion ZZ-DTRBDuek est capable de lier

différents types de cellules du systéeme immunitaire murin
Matériels et méthodes

Liaison aux cellules du systéme immunitaire de ZZ-DTRBD

[0126] Des splénocytes de souris C57BI/6 sont resuspendus a 10.108 cellules/mL
en tampon PBS 0,5% BSA 2mM EDTA. 100 uL de la suspension cellulaire sont
disposés en plaque 96 puits fond rond. 100 pL de tampon 0,5% BSA 2 mM EDTA
sont ajoutés par puits en absence ou en présence de ZZ-DTRBD#Hek (100 nM). Les
mélanges sont incubées 30 minutes a 4°C puis lavées 2 fois en PBS 0,5% BSA 2
mM EDTA. 2 ug par puits d’'lgG de lapin sont ajoutés sur les cellules qui sont
incubées 20 minutes a 4°C puis lavées 2 fois qsp 200 uL en PBS 0,5% BSA 2 mM
EDTA. Les cellules sont resuspendues dans 50 uL de tampon de marquage (PBS
0,5% BSA 2 mM EDTA) contenant différents mélanges d’Ac de chez BioLegend.
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Les mélanges sont incubés 20 minutes a 4°C a l'abri de la lumiére puis les
splénocytes sont lavés 2 fois gsp 200 uL en PBS 0,5% BSA 2 mM EDTA. Les
cellules sont ensuite fixées pendant 30 minutes a température ambiante. Pour cela,
100 pL de tampon 4% PFA puis 100 pyL de PBS 0,5% BSA 2 mM EDTA ont été
ajoutés avant acquisition sur cytométre BD FACSAria™.

[0127] Mélange 1 pour les cellules dendritiques (duplicats) : B220-FITC (#1032086,
1/200), CD11c-PE-Cy7 (#117318, 1/200), CD317-APC (#127016, 1/100), CD8a-
PerCP-Cy5.5 (#100734, 1/200), CD11b-APC-Cy7 (#101226, 1/800), Donkey anti-
rabbit-BV421 (#406410, 1/100), Live Dead Aqua (ThermoFischer #L.34966, 1/1000).

[0128] Mélange 2 pour les monocytes et lymphocytes T, B (duplicats) : B220-FITC
(#103206, 1/200), CD19-BV650 (#115541, 1/100), CD3-APC-Cy7 (#100222,
1/100), CD4-BV605 (#100451, 1/200), NK1.1-PE-Cy7 (#108714, 1/100), CD8a-
PerCP-Cy5.5 (#100734, 1/200), CD11b-APC (#101212, 1/800), Ly6C-PE #128007,
1/800), Donkey anti-rabbit-BvV421 (#406410, 1/100), Live Dead Aqua
(ThermoFischer #L34966, 1/1000).

Résultats

[0129] Pour évaluer la capacité d’'un complexe moléculaire a lier des cellules du
systéme immunitaire, ZZ-DTRBDHex a été incubé en présence de splénocytes de
souris. Il a ainsi pu étre observé que cette protéine de fusion se lie
préférentiellement aux cellules cDC-CD8+ qui sont des CPAg spécialisées (Fig.
3A). Elle interagit aussi préférentiellement avec les monocytes qui peuvent aussi
jouer le réle de CPAg (Fig. 3B). Enfin, elle se lie dans de moindres proportions aux
lymphocytes. Ces données indiquent donc que la protéine de fusion cible

préférentiellement les CPAg.
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Exemple 3: Les protéines de fusion ZZ-DTRBDHek et ZZ-Tato-s7c(22-37)8
induisent in vitro la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 par des cellules du systéeme

immunitaire.
Matériels et Méthodes

[0130] Des splénocytes de souris C57BL/6 sont resuspendus a raison de 2.10°
cellules/mL en milieu RPMI 10% SVF 1% Pénicilline/Streptomycine. 100 L de la
suspension cellulaire sont répartis en plaque 96 puits en présence ou en absence
des complexes moléculaires (ZZ, DTRBD, ZZ-DTRBDHek, ou ZZ-Tatze-57¢(22-37)s)
incubés a 1 uM final. Aprés 24h d'incubation, les surnageants sont récoltés pour un
dosage des cytokines IL-6 et IL-12 par ELISA réalisé selon les instructions du
fabricant (R&D #DY406-05 et #DY419).

Résultats

[0131] Les inventeurs se sont demandés si les complexes moléculaires peuvent
induire I'activation de cellules du systéme immunitaire. Comme I'activation cellulaire
peut conduire a la sécrétion de cytokines, les inventeurs ont décidé d’évaluer in vitro
la présence de deux d’entre elles dans des surnageants issus de l'incubation de
splénocytes de souris avec des complexes moléculaires et différentes protéines
contrdle. La premiére cytokine est I'lL-6 car elle est représentative des cytokines
inflammatoires importantes pour linitiation de la réponse immunitaire. La seconde
est I'lL-12 car elle s’avere cruciale pour linduction des réponses immunitaires
cellulaires. lls ont trouvé ces deux cytokines en quantité accrue dans les
surnageants issus de lincubation avec ZZ-DTRBDHek ce qui indique que ce
complexe moléculaire induit 'activation des splénocytes (Fig. 4). En revanche, ils
n‘ont pas retrouvé d’accroissement de la quantité de cytokines dans les
surnageants issus de l'incubation avec ZZ libre ou DTRBD libre ce qui indique que
le double domaine de liaison aux Ig et le domaine de liaison aux héparanes sulfates
ne peuvent activer, a eux seul, des cellules immunitaires. Ces résultats démontrent
donc que ZZ-DTRBDHek est capable d’induire I'activation de cellules du systéme
immunitaire et indiquent que I'association du double domaine de liaison aux Ig et du

domaine DTRBD de liaison aux HS est absolument requise pour I'effet.
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[0132] Les inventeurs ont procédé selon un principe similaire a celui décrit dans le
paragraphe précédent pour évaluer si ZZ-Tateo-57c(22-37)s est capable d’activer des
cellules du systeme immunitaire et si I'association de ZZ et du domaine de Tat
impliqué dans la liaison aux héparanes sulfates est aussi absolument requise pour
I'effet stimulateur. Pour cela, ils ont notamment utilisé un peptide, nommé Tatcyae-
57, qQui contient la région basique de Tat et s’avére de ce fait représentatif de
linteraction de Tat et de ses dérivés avec les héparanes sulfates. lls ont incubé des
splénocytes de souris avec ZZ, Tatcvaes7, ZZ + Tatcvags7,et ZZ-Tatee-s7c(22-37)8,
respectivement. lls ont ensuite évalué la présence d’IL-6 et IL-12 dans les
surnageants. lls ont trouvé ces deux cytokines dans les surnageants issus de
Fincubation avec ZZ-Tatze-s7c22-37)s mais pas dans les surnageants issus de
Fincubation avec ZZ, Tatcvas-57, ZZ + Tatcvas-s7 (Fig . 5). Ces résultats démontrent
donc que ZZ-Tatzze-s7¢(22-37)s est capable d’induire I'activation de cellules du systéme
immunitaire et que cette caractéristique n’est pas partagée par les formes libres ZZ
et Tatcva9-57 ce qui indique que I'association du double domaine de liaison aux Ig et
de la région basique de Tat responsable dans la liaison aux HS est absolument

requise pour l'effet.

Exemple 4: Un complexe moléculaire i) reste capable de déclencher la
sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 par des cellules du systéme immunitaire lorsque
son domaine ZZ est substitué par BB, ii) présente des capacités stimulantes
accrues lorsqu’il est constitué de formes oligomériques.

Matériels et Méthodes

[0133] Des splénocytes de souris C57BL/6 sont resuspendus a raison de 2.108
cellules/mL en milieu RPMI 10% SVF 1% Pénicilline/Streptomycine. 100 yL de la
suspension cellulaire sont répartis en plaque 96 puits en présence ou en absence
de différents complexes moléculaires (ZZ-DTRBDHek, BB-DTRBDHek, ZZ-DTRBDcoli
et BB-DTRBDcali) incubés a 1 uM final. Aprés 24h d’incubation, les surnageants sont
récoltés pour un dosage des cytokines IL-6 et IL-12 par ELISA réalisé selon les
instructions du fabricant (R&D #DY406-05 et #DY419).
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Résultats

[0134] Les travaux décrits dans I'exemple 3 ont été réalisés avec deux complexes
moléculaires contenant le double domaine ZZ. Ce double domaine qui lie le Fc des
Ac peut ainsi cibler les Ac localisées a la surface des CPAg. Les inventeurs se sont
ensuite demandés si des complexes moléculaires pouvant cibler conjointement la
région Fc et la région Fab des Ig peuvent aussi étre capables d’activer des cellules
du systéme immunitaire. Pour cela, ils se sont fondés sur le double domaine BB
dérivé de la protéine A de Staphylococcus aureus, qui présente la particularité de
pouvoir lier la région Fc des Ac de la méme maniére que Z mais aussi la région Fab
des Ac, contrairement a ZZ (Jansson B. et al., Fems Immunol. Med. Microbiol. 1998,
20 :69-78). lIs ont préparé les complexes BB-DTRBDHek et BB-DTRBDcali qui sont
décrits dans I'exemple 1 et les ont comparé a ZZ-DTRBDHek et ZZ-DTRBDcoli pour
la capacité a induire la sécrétion de cytokines IL-6 et IL-12 in vitro lorsqu'ils sont

incubés avec des splénocytes murins.

[0135] Comme les inventeurs se sont apergus que ZZ-DTRBD et BB-DTRBD sont
sous forme oligomérique suite a leur expression en cellules HEK (cf. Fig. 1) alors
qu’ils sont monomérique aprés expression chez E. coli ces travaux permettaient
aussi d’évaluer si I'état d’'oligomérisation peut affecter la capacité a induire le

systéme immunitaire.

[0136] Les inventeurs se sont rendus compte que les surnageants issus de
l'incubation avec ZZ-DTRBDHek contiennent de plus fortes quantités de cytokines
que ceux issus de lincubation avec BB-DTRBDHek (fig. 6). De la méme maniére,
les surnageants issus de l'incubation avec ZZ-DTRBDcoi contiennent de plus fortes
quantités de cytokines que ceux issus de lincubation avec BB-DTRBDcoi. Ces
résultats démontrent qu’'un complexe moléculaire contenant BB reste capable
d’induire la sécrétion de cytokines in vitro, mais dans des proportions moindre qu’un
complexe moléculaire contenant ZZ. Ces données indiquent donc que leffet
d’'activation peut étre médié par des complexes moléculaires contenant des

domaines capables de lier différents sites sur les Ac.

[0137] La comparaison des taux de cytokines dans les surnageants en fonction du
type cellulaire utilisé (i.e. HEK versus E. coli) pour la production des complexes
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moléculaires a permis de mettre en évidence la différence d’efficacité stimulante en
fonction du type de production. En effet, dans les surnageants issus de l'incubation
avec les complexes provenant de cellules HEK (ZZ-DTRBDHek, BB-DTRBDHex) I'lL-
6 et I'lL-12 sont présentes en quantité plus importante que dans ceux issus de
lincubation avec les complexes issus de I'expression chez E. coli (ZZ-DTRBDcoi et
BB-DTRBDcii) (Fig. 6). Comme les protéines issues de I'expression en cellules
HEK sont principalement oligomériques (cf. Fig. 1), les inventeurs en ont déduit que
le systeme immunitaire est plus efficacement induit quand les complexes

moléculaires présentent un taux d’oligomérisation élevé.

Exemple 5 : Des cellules dendritiques isolées sécrétent de I'lL-6 et de
'IL-12 lorsqu’elles sont incubées en présence de ZZ-DTRBDHek

Matériels et méthodes

[0138] Une souris C57BL/6J est euthanasiée puis sa rate est récupérée en milieu
RPMI 10% SVF 1% Pénicilline/Streptomycine. La rate est perfusée avec 3 mL de
collagénase D a 2 mg/mL en HBSS 0,5% BSA puis incubée 30 minutes a 37°C. Les
splénocytes sont récupérés et un tri magnétique des cellules dendritiques (DC) est
effectué selon les instructions du fabricant (Miltenyi Biotec #130-100-875). Les DC
sont centrifugées 5 minutes a 4°C a 390g puis resuspendues a 2.108 cellules/mL
en milieu RPMI 10% SVF 1% Pénicilline/Streptomycine. 100 uL de la suspension
cellulaire (200 000 cellules) sont disposés en plaque 96 puits fond plat et 100 pL de
milieu RPMI 10% SVF 1% Pénicilline/Streptomycine est ajouté en absence ou
présence de ZZ-DTRBDHex (0,6 uM final). Les cellules sont incubées 24h a 37°C,
puis les surnageants sont récoltés pour un dosage des cytokines IL-6 et IL-12 par
ELISA selon les instructions du fabricant (R&D #DY406-05 et #DY419).

Résultats

[0139] La mise en place de mécanismes de défense immunitaire dépend de la
collaboration entre différents partenaires cellulaires. Parmi ceux-ci, les cellules
dendritiques (DC) représentent des CPAg jouent un rble central. En effet, elles
contribuent a l'activation d’autres types cellulaires via des interactions directes ou



10

15

20

25

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

48

par lintermédiaire de cytokines qu’elles sécrétent. Pour évaluer si ZZ-DTRBD induit
la sécrétion de cytokines par des DC, des DC ont été purifiés a partir de splénocytes
de souris C57BI/6. Ensuite, ces DC ont été incubées pendant 24h en présence ou
en l'absence de ZZ-DTRBD puis les surnageants ont été prélevés afin de doser la
présence d’IL-6 et d’IL-12 (Fig. 7). La quantité d’'IL-6 présente dans les surnageants
issus de lincubation avec ZZ-DTRBDuex est environ 5 fois supérieure a celle
trouvée dans les surnageants issus de l'incubation sans complexe moléculaire. Une
quantité importante d’IL-12 (environ 8700pg/ml) est aussi détectée dans les
surnageants issus de lincubation avec ZZ-DTRBDHek mais quasiment pas dans
ceux issus de l'incubation sans complexe moléculaire. Ces données indiquent donc
que ZZ-DTRBD provoque la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 par des cellules dendritiques
murines et pourrait ainsi contribuer a la mise en place de mécanismes de défense

immunitaire.

Exemple 6 : Les protéines ZZ-DTRBD, et ZZ-Tat22.57¢c(2237)s sont capables
d’induire des cellules dendritiques chez la souris.

Matériels et Méthodes

[0140] Trois groupes de huit souris C57BL/6 ont été injectés trois fois a trois jours
d’intervalle avec 100 pl de PBS en absence ou en présence de ZZ-DTRBDHex (5
nmoles par souris) ou ZZ-Tatze-57c(22-37)s (10 nmoles par souris), respectivement. 24
heures aprés la derniére injection les animaux ont été euthanasiés, les rates ont été
collectées pour récupérer les splénocytes. Les cellules ont été resuspendues dans
50 pL de tampon de marquage (PBS 0,5% BSA 2 mM EDTA) contenant différents
mélanges d’Ac. Les cellules ont ensuite été incubées 20 minutes a 4°C a l'abri de
la lumiére puis lavées 2 fois en PBS 0,5% BSA 2 mM EDTA. Les cellules ont ensuite
été fixées pendant 20 minutes a 4°C dans 100 pL de tampon 4% PFA puis lavées
en PBS 0,5% BSA 2 mM EDTA. Celles-ci ont finalement été resuspendues dans
200 pL de PBS 0,5% BSA 2 mM EDTA puis analysées a I'aide d’'un cytométre de
flux BD FACSAria™. Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux. Les cDC-
CD8+ sont identifiées CD11cM9hB220-CD8*CD11b", les c¢DC-CD11b+ sont
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identifiées CD11c"9"B220-CD8'CD11b* et les pDC sont identifi¢es CD11c™
CD317+CD11b.

[0141] Les mélanges d'Ac utilisés pour l'analyse phénotypique des cellules
dendritiques sont les suivants : B220-FITC (#103206, 1/200), CD11c-PE-Cy7
(#117318, 1/200), CD317-APC (#127016, 1/100), CD11b-APC-Cy7 (#101226,
1/800), CD8a-PerCP-Cy5.5 (#100734, 1/200), Live Dead Violet (ThermoFischer
#1.34964, 1/1000).

Résultats

[0142] Comme les complexes moléculaires se lient préférentiellement aux CPAg in
vitro et induisent la sécrétion de cytokines, les inventeurs se sont demandés si de
tels complexes peuvent induire I'expansion des CPAg chez la souris. Pour évaluer
cet aspect les inventeurs ont injecté trois groupes de 8 souris C57BI/6 avec une
solution de PBS en présence ou en absence de ZZ-DTRBDHek ou ZZ-Tatee-57¢(22-
sns. lls ont ensuite euthanasié les animaux et prélevé leur rate pour évaluer la
fréquence des différentes sous-populations de cellules dendritiques dans les
splénocytes. Comme on peut le voir sur la figure 8, les trois populations de DC
murines (i.e. DC-CD8+, DC-CD11b+ et pDC) sont présentes dans les rates du
groupe de souris injectées uniquement avec du PBS. La fréquence de ces trois
types cellulaires est cependant significativement accrue dans les groupes
d’'animaux injectés avec ZZ-DTRBDuexk ou ZZ-Tateesrcee-srs. Ces données
indiquent donc que les complexes moléculaires sont capables d’induire I'expansion
des cellules dendritiques in vivo. Comme ces cellules sont centrales dans l'initiation
de la réponse immunitaire, ces résultats suggerent fortement que les complexes

peuvent ainsi favoriser 'induction de mécanismes de réponse immunitaire.



10

15

20

25

WO 2021/239996 PCT/EP2021/064449

50

Exemple 7 : ZZ-DTRBDHek provoque la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 par des

cellules dendritiques humaines in vitro
Matériel et Méthodes

Isolement de cellules dendritigues humaines et incubation pour I'étude de la
sécrétion d’IL-6 et d’IL-12.

[0143] Une poche de couche leuco-plaquétaire est diluée au Y2 dans du milieu AIMV
puis incubée pendant une nuit a température ambiante sous agitation. 15 mL de
milieu histopaque est ensuite ajouté dans 4 tubes leucosep sur lesquels sont
gjoutés 4 x 25 mL du sang dilué. Les tubes sont centifugés 15 minutes a
température ambiante a 1000 g sans frein. Les anneaux de cellules mononuclées
du sang périphérique (CMSP) sont récupérés et lavés au PBS 2 mM EDTA sans
calcium ni magnésium. Les CMSP sont centrifugés a 150 g pendant 10 minutes a
température ambiante puis un tampon de lyse des hématies (8,3 mg/mL NH4Cl,
0,84 mg/mL NaHCOs, 0,1 mM EDTA) est ajouté et incubé 10 minutes a 4°C. 40 mL
de PBS sont rajoutés puis les cellules sont centrifugées 10 minutes a température
ambiante a 150 g. Le tri des DC est ensuite effectué selon les instructions du
fabricant (Miltenyi Biotec #130-091-379). Les DC sont centrifugées 5 minutes a 4°C
a 390g puis resuspendues a 2.10° cellules/mL en milieu RPMI 10% SVF 1%
Pénicilline/Streptomycine. 100 pl des DC triées (200 000 cellules) sont disposés en
plaque 96 puits et 100 uL de milieu RPMI 10% SVF 1% Pénicilline/Streptomycine
en absence ou présence de ZZ-DTRBDHek (1 UM final). Les cellules sont incubées
24h a 37°C puis les surnageants sont récoltés pour un dosage des cytokines IL-6
et IL-12 par ELISA selon les instructions du fabricant (R&D #DY206-05 et #DY1270-
05).

Résultats

[0144] Pour évaluer si ZZ-DTRBDHek peut induire in vitro la sécrétion d’IL-6 et d’IL-
12 par des DC issues de donneurs humains sains, aprés 24h d’incubation la
présence de ces deux cytokines a été évaluée dans les surnageants de culture de
ces cellules. Comme on peut le voir sur la Fig. 9, de I'lL-6 est trouvé en quantité
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environ 10 fois plus importante dans les surnageants issus de lincubation en
présence ZZ-DTRBDwek par rapport aux surnageants issus de lincubation en
absence de la protéine de fusion. L’IL-12 est quant a elle présente en grande
quantité (2400pg/ml) dans les surnageants issus de lincubation des DCs en
présence ZZ-DTRBDwek et en trés faible quantité (8 pg/ml) dans ceux issus de
Fincubation en absence du complexe moléculaire. L’ensemble de ces données
indiqgue donc que ZZ-DTRBD induit une augmentation de la sécrétion d’IL-6 et
d’IL12 par des DCs humaines. ZZ-DTRBD pourrait ainsi contribuer a la mise en
place de mécanismes de défense immunitaire chez 'lhomme qui seraient liés a la

sécrétion de ces cytokines.

Exemple 8 : ZZ-DTRBD et ZZ-Tatz2-57¢c(22-37)s ralentissent la progression de

la croissance d’une tumeur colorectale.
Matériels et Méthodes

Etude de I'effet du mélange adjuvant CpG/Polyl:C sur la croissance tumorale d’'une

lignée murine de cancer colorectal

[0145] Deux groupes de huit souris C57BL/6 ont été injectés avec 0.5M de cellules
MC38 en sous-cutané dans la patte. Les souris ont ensuite ét¢ non injectées
(Contréles) ou injectées avec le mélange adjuvant CpG-B 1018/Poly I:C. (30 ug
pour chaque adjuvant) trois et six jours plus tard. La croissance tumorale a été suivie
par mesure des tumeurs au pied a coulisse. A l'atteinte du critére d'arrét, elles ont

été euthanasiées.

Etude de I'effet du complexe moléculaire ZZ-DTRBDHek, injecté en absence ou en

présence d’adjuvant, sur la croissance tumorale d’une lignée murine de cancer

colorectal

[0146] Trois groupes de six souris C57BL/6 ont été injectés avec 0.5M de cellules
MC38 en sous-cutané dans la patte. Trois, six et neuf jours aprés, les souris sont
soit non injectées (Contrdles), soit injectées avec ZZ-DTRBDHexk (2 nmoles par
souris) en absence ou en présence de CpG-B 1018 + Poly I:C. (30 ug pour chaque
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adjuvant par souris). Les souris sont suivies individuellement pendant 15 jours

(mesures de tumeurs avec un pied a coulisse) avant euthanasie.

Comparaison de leffet d'un Ac anti-PD-1 et des complexes moléculaires ZZ-

DTRBDHek et ZZ-Tates57¢c22-37)s sur la croissance tumorale d’'une lignée murine de

cancer colorectal

[0147] Quatre groupes de huit souris C57BL/6 ont été injectés avec 0.5M de
cellules MC38 en sous-cutané dans la patte. Trois, six et neuf jours apres, les souris
sont soit non injectées (Contrdles), soit injectées avec I'anticorps anti-PD-1
(Euromedex #BE0146-100MG, clone RMP1-14), ZZ-DTRBDHek ou ZZ-Tatze-57¢(22-
sns (0,96 nmole par souris) en présence de CpG-B 1018 + Poly I:C. (30 ug pour
chaque adjuvant par souris). Les souris sont suivies individuellement (mesures de
tumeurs avec un pied a coulisse) au cours du temps. A l'atteinte du critére d’arrét,

elles sont euthanasiées
Résultats

[0148] Pour évaluer si les complexes moléculaires peuvent avoir un impact sur la
croissance d’'une tumeur des études ont été réalisées dans un modéle syngénique
de cancer murin. Ce modéle est basé sur une lignée tumorale de colon, appelée
MC38, et des souris C57BI/6. L'induction du cancer est provoquée par l'injection de
500000 cellules MC38 par souris.

[0149] Dans un premier temps, l'impact du mélange adjuvant CpG1018/polyl:C sur
la croissance tumorale a été évalué. Comme on peut le voir sur la Fig. 10A, par
rapport au groupe non-traité (contréles) la croissance tumorale n’est quasiment pas
impactée chez le groupe de souris injecté avec le mélange CpG1018/polyl:C. Ces
données indiquent donc que ce mélange adjuvant ne peut ralentir a lui seul la

croissance de cette tumeur colorectale.

[0150] Dans un second temps, limpact de ZZ-DTRBDwek injecté seul ou en
présence du mélange adjuvant CpG1018/polyl:C sur la croissance tumorale a été
évalué. Comme on peut le voir sur la Fig. 10B, par rapport au groupe non-traité

(contrbles) la croissance tumorale est ralentie au jour 8 et au jour 10 dans le groupe
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injecté avec ZZ-DTRBDHek sans adjuvant. L'effet s’avére encore plus important
dans le groupe traité avec ZZ-DTRBDHek et le mélange adjuvant CpG1018/polyl:C.
En effet, dans ce groupe la croissance tumorale est ralentie sur 'ensemble de la
période d’observation des animaux (J6 a J15). L’ensemble de ces données indique
donc que ZZ-DTRBDHek a un impact sur la croissance de la lignée MC38 et que cet
effet est amplifié lorsqu’il est mélangé a I'adjuvant CpG1018/polyl:C.

[0151] Dans une autre série d’expérience, l'effet sur la croissance de la tumeur
MC38 chez la souris C57BI/6 a été comparé pour les traitements suivants: ZZ-
DTRBDHexk/CpG1018/polyl:C, ZZ-Tatzo-57¢(22-37ys/CpG1018/polyl:C, Ac anti-PD-1.
Comme on peut le voir sur la Fig. 11A et 11B, le traitement avec I’Ac anti-PD-1
n’impacte pas significativement la croissance tumorale par rapport au groupe
contrdle. Les souris respectivement injectées avec ZZ-DTRBDHex/CpG1018/polyl:C
et ZZ-Tatez-s7¢(22-37)s/CpG1018/polyl:C présentent en revanche une diminution de la
croissance tumorale. Ce ralentissement de la croissance tumorale conduit a une

survie accrue des animaux dans ces deux groupes (Fig. 11C).

Exemple 9 : Des monocytes et des lymphocytes CD4+ activés peuvent
étre induits par des complexes moléculaires ciblant respectivement la

molécule de surface DEC205 et des récepteurs FCgamma-
Matériels et Méthodes

[0152] Pour préparer un complexe moléculaire ciblant la molécule DEC205 un Ac
anti-DEC205 a été utilisé (BioLegend ; clone NLDC-145, ref BLE138202). Il a été
incubé en absence ou en présence de ZZ-Tatoo-57c22-37)s @ une concentration fixe
(0,2uM pour chaque molécule), pendant 24 heures en milieu RPMI sans SVF. La
capacité de la région ZZ a lier la région Fc de I'Ac anti-DEC205 a permis de former
un complexe moléculaire non-covalent, appelé anti-DEC205/ZZ-Tatz2-57c22-37)s. Le
méme protocole a été utilisé pour former un complexe entre la molécule ZZ et I'Ac
anti-DEC205, appelé anti-DEC205/ZZ.

[0153] Pour préparer un complexe moléculaire ciblant les récepteurs FCgamma un

Ac polyclonal humain non-spécifique a été utilisé. Cet Ac a été incubé avec ZZ-
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Tatee-s7c22-37)3 0U ZZ en suivant un protocole identique a celui utilisé pour I'Ac anti-
DEC205. Il a ainsi été possible de former un complexe moléculaire non-covalent,

appelé 1gG/ZZ-Tatoe-57c22-37)s et un complexe IgG/ZZ.

[0154] Des CMSP humaines préparées comme décrit dans I'exemple 7 ont ensuite
été incubées en absence ou en présence des composés suivants: anti-
DEC205/ZZ-Tateo-57c22-37)s, 1gG/ZZ-Tateo-57c22-37)8, anti-DEC205/Z2Z, 19G/ZZ ZZ-
DTRBDHek, et de I'Ac anti-DEC205 et I'lgG libres (concentration finale de 0,1uM
pour chaque composé). Dans ces expériences des CMSP ont aussi été incubées
avec les protéines ZZ-Tatoos7c22-37)5 et ZZ libres a une concentration de 1uM. Aprés
24h, les cellules ont été récoltées, marquées a l'aide d’Ac fluorescents permettant
d’identifier les monocytes (CD14, anti-CD14-BV605, Biolegend), les lymphocytes T-
CD4+ (CD4, anti-CD4-PerCP-Cy5.5, Biolegend) et la molécule CD69 (anti-CD69-
BV785, Biolegend). Aprés 30 minutes d’incubation, les CMSP ont été fixées a I'aide
d’'une solution contenant 4% de paraformaldéhyde puis analysées par cytométrie
de flux.

Résultats

[0155] Les exemples précédents montrent que des complexes moléculaires ciblant
les Ac peuvent induire efficacement certains mécanismes de réponse immunitaire
et ralentir efficacement la croissance tumorale. Les Ac localisées a la surface des
CPAg sont les molécules ciblées par ces complexes. Les CPAg expriment
cependant un grand nombre d’autres molécules pouvant aussi représenter des
cibles pour des complexes moléculaires selon l'invention. Les inventeurs se sont
donc demandés si des complexes moléculaires ciblant les HS et d’autres récepteurs
que les immunoglobulines localisées a la surface CPAg peuvent aussi activer ces
cellules. Pour évaluer cet aspect, ils ont choisi d’évaluer deux types de récepteurs.
Le premier est la protéine DEC205, qui est une lectine sélectivement exprimée chez
'homme par les monocytes et certaines populations de cellules dendritiques (Kato
M. et al. 2006, Int. Immunol., 18 :857-869). Le second est le récepteur FCgamma dont
la plupart des formes sont exprimés par les monocytes et certaines populations de
cellules dendritiques.
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[0156] Les inventeurs ont ensuite préparé deux complexes moléculaires pouvant
respectivement cibler ces récepteurs. Pour cibler la protéine DEC205 ils ont utilisé
un Ac monoclonal spécifique de ce récepteur qu’ils ont complexé a la protéine de
fusion ZZ-Tatze-57c22-37)s. lIs ont appelé ce complexe moléculaire anti-DEC205/ZZ-
Tateo-57c22-37)s. Pour cibler les récepteurs Fc ils ont utilisé un Ac IgG polyclonal
humain non-spécifique qui peut interagir avec ces récepteurs via son domaine Fc.
lls ont formé un complexe moléculaire entre cette IgG et ZZ-Tatoo-s7c22-37)8, appelé
IgG/ZZ-Tatze-s57¢c22-37)5. Ces deux complexes moléculaires précités possédent ainsi
la capacité a lier des récepteurs de CPAg et les héparanes sulfates via le domaine
Tatoo-57c202-37s de ZZ-Tatze-s57c22-37)s. Dans ces complexes moléculaires, les deux
protéines sont associées de fagon non-covalente par lintermédiaire de leurs
domaines Fc et ZZ respectifs. ZZ ne peut donc plus cibler les immunoglobulines
localisées a la surface des CPAg car il est déja engagé dans linteraction avec les
Ac. Les inventeurs ont aussi préparé deux complexes, respectivement appelés anti-
DEC205/ZZ et 1gG/ZZ, dépourvus de la région Tateos7c22-37)s de liaison aux
héparanes sulfates afin de les utiliser a titre de contr6le dans les expériencces

d’activation ultérieures.

[0157] Comme la molécule DEC205 et les récepteurs Fc sont exprimés par les
monocytes, les inventeurs se sont ensuite demandés si les complexes moléculaires
peuvent permettre I'activation de cette sous-population de CPAg. Pour cela, ils ont
incubé des CMSP en absence ou en présence d’'une concentration fixe (0,1uM)
d’anti-DEC205/ZZ-Tateo-57c22-37)s, 1gG/ZZ-Tatees7c20-37)8, anti-DEC205/Z2Z, 19G/ZZ,
anti-DEC205, IgG, respectivement. lls ont aussi incubé les protéines ZZ-Tatzz-57¢22-
ans et ZZ libres a une concentration de 1uM pour évaluer l'effet de ZZ-Tatzo-57c22-
37)s & une concentration identique a celle qui s’avére activatrice dans les exemples
3, 4 et 5. Apres 24h, ils ont évalué la proportion de monocytes et de lymphocytes T-
CD4+ activés. Comme on peut le voir sur la Fig. 12A, ZZ ne modifie pas la
proportion de monocytes activés dans les CMSP alors qu’elle est significativement
accrue par ZZ-Tatees7c22-37s ce qui indique que ce complexe moléculaire permet
d’activer des CPAg humaines. La proportion de cellules activées est pour sa part
diminuée avec I'’Ac anti-DEC205 libre ou inclus dans le complexe anti-DEC205/Z2Z.
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En revanche, la proportion de monocytes activés est accrue en présence du
complexe anti-DEC205/ZZ-Tatzzo-57c22-37)s. Un comportement similaire est observé
lorsque les lymphocytes T-CD4+ sont considérés (Fig. 12B). Ces données
indiquent donc qu’un Ac ciblant des CPAg et dépourvu de la capacité a les activer
peut devenir capable de les induire quand il est inclus dans un complexe

moléculaire permettant de cibler aussi les HS.

[0158] L’analyse de I'état d’activation des monocytes aprés incubation avec I'lgG
humaine libre montre que cet Ac permet d’augmenter la proportion de monocytes
activés. Le complexe IgG/ZZ ne permet pas un accroissement significatif de la
proportion de cellules activées. En revanche, le nombre de monocytes activés est
plus de deux fois supérieur lorsque les CMSP sont incubées avec le complexe
moléculaire IgG/ZZ-Tatz2-57¢c22-37ys. Un comportement similaire est observé lorsque
les lymphocytes T-CD4+ sont considérés (Fig. 12B). Ces données indiquent donc
qu’un Ac ciblant des récepteurs Fcgamma a la surfaces des CPAg s’avere capable de
les activer mais que l'effet d’activation est accru quand I'Ac est inclus dans un

complexe moléculaire permettant de cibler aussi les HS.

[0159] De facon intéressante, ces résultats montrant une augmentation conjointe
de la proportion de monocytes et de lymphocytes T activés indiquent que les
complexes moléculaires induisent plusieurs acteurs cellulaires qui jouent un réle

central dans les mécanismes de défense immunitaire.

Exemple 10 : Des complexes moléculaires ciblant les cellules dendritiques

induisent in vitro la sécrétion d’IL-6 par des cellules du systéme immunitaire.
Matériels et Méthodes

[0160] Pour préparer des complexes moléculaires ciblant les DCs, trois anticorps
spécifiques de molécules exprimées par les DCs ont été utilisés. Le premier Ac (BD
référence 555538), appelé Ac anti-CD74, cible la molécule CD74. Le second Ac
(BD référence 551186), appelé Ac anti-CD209, cible la molécule CD209. Le
troisieme Ac (BD référence 552501), appelé Ac anti-CD275, cible la molécule
CD275.
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[0161] Chacun de ces trois Ac (30nM pour chaque molécule) a été incubé en
absence ou en présence de ZZ-Tatz2-57c22-37)s ou ZZ (5nM pour chaque molécule),
pendant 24 heures a 4°C en milieu RPMI, 5% Sérum humain AB. La capacité de la
région ZZ a lier la région Fc de ces Ac a permis de former différents complexes
moléculaires non-covalent appelé anti-CD74/ZZ-Tatez-s7coz-37)s, anti-CD209/ZZ-
Tatee-57c22-37)s, anti-CD275/ZZ-Tate2-57c22-37)s, anti-CD74/ZZ, anti-CD209/ZZ, et anti-
CD275/ZZ, respectivement.

[0162] Des CMSPs humaines sont resuspendues a raison de 5.10° cellules/mL en
milieu RPMI 5% Sérum humain AB. 100 pL de la suspension cellulaire a été réparti
en plaque 96 puits en présence ou en absence des Acs, ZZ ou ZZ-Tatee-57¢(22-37)8
libre ainsi que des complexes moléculaires. Aprés 24h dlincubation, les
surnageants sont récoltés pour un dosage de la cytokine IL-6 par ELISA réalisé
selon les instructions du fabricant (R&D #DY406-05).

Résultats

[0163] Les inventeurs se sont demandés si des complexes moléculaires ciblant
trois molécules exprimées par des DCs peuvent induire I'activation de cellules du
systéme immunitaire. Comme I'activation cellulaire peut conduire a la sécrétion de
cytokines, les inventeurs ont décidé d'évaluer in vitro la présence d’IL-6. lls ont
trouvé cette cytokine dans les surnageants issus de l'incubation avec ZZ-Tat22-57c22-
37)s mais pas dans ceux issus de l'incubation avec ZZ. lls n’en ont pas trouvé dans
les surnageants issus de l'incubation des CMSPS avec I'Ac anti-CD74 libre (Fig.
13A) ce qui indique que cet Ac ne peut induire I'activation lorsqu’il est sous forme
libre. Les inventeurs ont observé que la sécrétion d’IL-6 est accrue quand les
CMSPs sont incubées avec le complexe anti-CD74/ZZ ce qui indique que le double
domaine ZZ permet lactivation médiée par cet Ac (Fig. 13A). Cependant, la
sécrétion de cette cytokine est encore plus forte avec anti-CD74/ZZ-Tatoo-57c22-37)s,
ce qui indique que I'ajout de la région de Tat permettant de lier les HSPGs permet

d’accroitre I'activation cellulaire médiée par ce complexe.

[0164] Les inventeurs se sont apercus que les Ac anti-CD209 et anti-CD275 libres
sont pour leur part capables d’induire la sécrétion d’'IL-6 quand ils sont incubés avec
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des CMSPs (Fig. 13B, et 13C). Quand ces deux Ac sont respectivement complexés
a ZZ (anti-CD209/ZZ et anti-CD275/ZZ) la sécrétion de cette cytokine est aussi
observée. Cette sécrétion est cependant accrue quand ces deux Ac sont complexés
a ZZ-Tateo-57022-37)s, Ce qui indique que le pouvoir activateur peut étre augmenté
quand les complexes moléculaires de ciblage sont capables de lier les HSPGs.

Exemple 11: Un complexe moléculaire dirigé contre le récepteur CD335
exprimé par les cellules NK et NKT induit in vitro une augmentation de la

proportion de cellules NK et NKT activées.
Matériels et Méthodes

[0165] Pour préparer des complexes moléculaires ciblant la molécule CD335 a la
surface des cellules NK et NKT un Ac (Origene AM31284AF-N), appelé Ac anti-
CD335 a été utilisé. Cet Ac a été incubé a 30nM en absence ou en présence de ZZ-
Tatee-s7c22-37)s ou ZZ (5nM pour chaque molécule), pendant 5 heures a 37°C en
milieu RPMI, 5% Sérum humain AB. La capacité de la région ZZ a lier la région Fc
de ces Ac a permis de former deux complexes moléculaires appelés anti-
CD335/ZZ-Tat22-57c22-37)s, et anti-CD335/ZZ, respectivement.

[0166] Des CMSPs humaines ont été resuspendues a raison de 5.10° cellules/ml
en milieu RPMI 5% Sérum humain AB. 100 uL de la suspension cellulaire a été
réparti en plaque 96 puits en présence ou en absence de I'Ac anti-CD335, ZZ ou
ZZ-Tatee-s7c22-37)s libres ainsi que des complexes moléculaires. Aprés 18h, les
cellules ont été récoltées, marquées a I'aide d’Ac fluorescents permettant d’identifier
les cellules NK (CD56+, biolegend référence 362510 dilution au 1/100), NKT
(CD56+ biolegend référence 362510 ; CD3+ ; Miltenyi réf 130-113-136 dilution au
1/200), et la molécule CD69 (biolegend référence 310932, dilution au 1/100). Aprés
30 minutes d’incubation, les CMSP ont été fixées a I'aide d’'une solution contenant
4% de paraformaldéhyde puis analysées par cytométrie de flux

Résultats

[0167] Les inventeurs se sont demandés si des complexes moléculaires ciblant la

molécule CD335 exprimée a la surface des cellules NK et NKT peuvent induire
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Factivation de ces deux types cellulaires. Pour évaluer cela ils ont utilisé I’Ac anti-
CD335 sous forme isolée ou incluse dans un complexe moléculaire. lls ont incubé
des CMSP en absence ou en présence des différents mélanges. Comme les
cellules NK et NKT jouent un réle crucial dans les mécanismes de défense
immunitaire, aprés 18h d’incubation, ils ont évalué la proportion de cellules NK et

NKT activés en suivant I'expression de la molécule de co-stimulation CD69.

[0168] Comme on peut le voir sur la figure 14, ZZ, 'Ac anti-CD335 isolé et le
complexe anti-CD335/ZZ n’augmentent pas la proportion de cellules NK (A) ou NKT
(B) exprimant CD69 dans les CMSP. Un comportement différent est observé avec
Z7Z-Tatees7c22-37)s libre. En effet, ce complexe moléculaire n‘augmente pas la
proportion de cellules NKT exprimant CD69 mais accroit en revanche le
pourcentage de cellules NK exprimant ce marqueur ce qui indique que I'association
de ZZ et du ligand des HS dans le complexe ZZ-Tatze-s7c22-37)s permet d’accroitre
lactivation des cellules NK. Le complexe moléculaire anti-CD335/ZZ-Tat2-57¢(22-
37ns, & pour sa part un impact sur I'activation des deux sous-populations cellulaires.
En effet, il augmente la proportion de cellules NK et NKT exprimant CD69.
L’ensemble de ces données indique donc que I'Ac anti-CD335 est dépourvu de la
capacité a activer les deux types cellulaires mais peut devenir capable de les induire
quand il est inclus dans un complexe moléculaire permettant de cibler aussi les HS.

Exemple 12 : Des complexes moléculaires respectivement dirigés contre les
molécules CD56 (A) et CD336 (B) exprimés par les cellules NK et NKT

induisent in vitro une augmentation de la proportion de cellules NKT activées.
Matériels et Méthodes

[0169] Pour préparer des complexes moléculaires ciblant les molécules CD56 et
CD336 a la surface des cellules NK et NKT I'Ac anti-CD56 (Biolegend référence
304622) qui cible la molécule CD56 et I'Ac anti-CD336 (Origene AM50346PU-N)

qui cible la molécule CD336 ont été utilisés.

[0170] Ces Ac ont été incubés a 30nM en absence ou en présence de ZZ-Tatoo-
57c22-37)s OU ZZ (5nM pour chaque molécule), pendant 5 heures a 37°C en milieu

RPMI, 5% Sérum humain AB. La capacité de la région ZZ a lier la région Fc de ces
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Ac a permis de former quatre complexes moléculaires appelés respectivement anti-
CD56/ZZ-Tatze-s7c22-37)s, anti-CD56/ZZ, anti-CD336/ZZ-Tatzze-s7c22-37)s, et  anti-
CD336/ZZ.

[0171] Des CMSPs humaines ont été resuspendues a raison de 5.10° cellules/ml
en milieu RPMI 5% Sérum humain AB. 100 pL de la suspension cellulaire a été
réparti en plaque 96 puits en présence ou en absence des formes isolées de I'Ac
anti-CD56, Ac anti-CD336, ZZ ou ZZ-Tatee-s7c22-37)s ainsi que des complexes
moléculaires non-covalents. Aprés 18h, les cellules ont été récoltées, marquées a
Faide d’Ac fluorescents décrits dans I'exemple 11 qui permettent d’identifier les
cellules NKT (CD56+CD3+), et la molécule CD89. Aprés 30 minutes d’incubation,
les CMSP ont été fixées a I'aide d'une solution contenant 4% de paraformaldéhyde

puis analysées par cytométrie de flux.
Résultats

[0172] Les inventeurs se sont demandés si des complexes moléculaires ciblant les
molécule CD56 et CD336 exprimées peuvent induire I'activation des cellules NKT.
Pour évaluer cela ils ont utilisé les Ac anti-CD56 et anti-CD336 sous forme isolée
ou incluse dans un complexe moléculaire. lls ont incubé des CMSP en absence ou
en présence des différents mélanges. Aprés 18h d’incubation, ils ont évalué la
proportion de cellules NKT activés en suivant I'expression de la molécule de co-
stimulation CD69.

[0173]Comme on peut le voir sur la figure 15, ZZ, ZZ-Tatz2-57¢c22-37)s , I'Ac anti-CD56,
'Ac anti-CD336 isolé et le complexe anti-CD336/ZZ n’augmentent pas la proportion
de cellules NKT exprimant CD69 dans les CMSP. Un comportement différent est
observé avec les complexes moléculaires anti-CD56/ZZ-Tatz2-57c22-37)s (fig. 15A),
anti-CD336/ZZ-Tatee-s7cez-3ns.  (fig. 15B). En effet, une augmentation de la
proportion de cellules NKT exprimant CD69 est trouvée lorsque ces deux
complexes moléculaires sont incubés avec des CMSP. L’ensemble de ces données
indique donc que I'Ac anti-CD56, et Ac anti-CD336 isolés sont dépourvus de la
capacité a activer les cellules NKT mais peuvent devenir capable de les induire

quand ils sont inclus dans un complexe moléculaire ciblant aussi les HS.
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Exemple 13 : Des complexes moléculaires ciblant les cellules NK et NKT

induisent in vitro la sécrétion d’IL-6 par des cellules du systéme immunitaire.
Matériels et Méthodes

[0174] Pour préparer des complexes moléculaires ciblant les cellules NK et NKT
les trois anticorps décrits dans les exemples 10 et 11 ont été utilisés. Chacun de
ces trois Ac (30nM pour chaque molécule) a été incubé en absence ou en présence
de ZZ-Tatoos7coo-37s ou ZZ (5nM pour chaque molécule), pendant 24 heures en
milieu RPMI, 5% Sérum humain AB. La capacité de la région ZZ 4 lier la région Fc
de ces Ac a permis de former différents complexes moléculaires non-covalent
appelés  anti-CD56/ZZ-Tatze-57c22-37s,  anti-CD335/ZZ-Tatze-57¢c22-37)s, anti-
CD336/ZZ-Tatees7c22-37s.  anti-CD56/ZZ, anti-CD335/ZZ, et anti-CD336/ZZ,

respectivement.

[0175] Des CMSPs humaines sont resuspendues a raison de 5.10° cellules/mL en
milieu RPMI 5% Sérum humain AB. 100 pL de la suspension cellulaire sont répartis
en plaque 96 puits en présence ou en absence des Acs, ZZ ou ZZ-Tatee-57¢(22-37)8
libre ainsi que des complexes moléculaires. Aprés 24h dincubation, les
surnageants sont récoltés pour un dosage de la cytokine IL-6 par ELISA réalisé
selon les instructions du fabricant (R&D #DY406-05).

Résultats

[0176] Les inventeurs se sont demandés si des complexes moléculaires ciblant les
cellules NK et NKT peuvent induire I'activation de cellules du systéme immunitaire.
Comme lactivation cellulaire peut conduire a la sécrétion de cytokines, les
inventeurs ont décidé d’évaluer in vitro la présence d’IL-6. lls ont trouvé cette
cytokine dans les surnageants issus de l'incubation avec ZZ-Tatzz-57c22-37)s mais pas
dans ceux issus de lincubation avec ZZ. lls n'ont pas trouvé d’lL-6 dans les
surnageants issus de l'incubation des CMSPS avec les Ac anti-CD56 et anti-CD335
libres (Fig- 16A et 16B), ce qui indique que ces deux protéines ne peuvent induire
l'activation lorsqu’ils sont sous forme libre. lls ont en revanche détecté la cytokine

dans les surnageants issus de l'incubation avec I'anticorps anti-CD336 (Fig. 16C)
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ce qui indique que, sous sa forme libre, cet Ac est doté d’une activité stimulante.
Les inventeurs ont observé, pour les trois Ac, une sécrétion d’IL-6 accrue quand les
CMSPs sont respectivement incubées avec les complexes anti-CD56/ZZ-Tatzo-
s57c22:37)8, (Fig. 16A), anti-CD335/ZZ-Tatzz-s7¢c22-37)s, (Fig. 16B) et anti-CD336/ZZ-
Tateo-s57c22-37s  (Fig. 16C). Ces données indiquent donc que des complexes
moléculaires ciblant les cellules NK et les HSPGs peuvent induire une activation

efficace de cellules immunitaires.

Exemple 14 : Des complexes moléculaires ciblant des points de contréle de
la réponse immunitaire (ICP) induisent in vitro la sécrétion d’IL-6 par des

cellules du systéeme immunitaire.
Matériels et Méthodes

[0177] Pour préparer des complexes moléculaires ciblant des ICPs trois anticorps
spécifiques de molécules considérées comme des ICPs ont été utilisés. Le premier
Ac (BioXCell référence BE0190), appelé Ac anti-CTLA-4, cible la molécule CTLA-
4. Le second Ac (BioXCell référence BE0285), appelé Ac anti-PD-L1, cible la
molécule PD-L1. Le troisieme Ac (R&D référence MAB10542), appelé Ac anti-
0OX40, cible la molécule OX40.

[0178] Chacun de ces trois Ac (30nM pour chaque molécule) a été incubé en
absence ou en présence de ZZ-Tatoe-s7c22-37)s ou ZZ (5nM pour chaque molécule),
pendant 24 heures a 4°C en milieu RPMI, 5% Sérum humain AB. La capacité de la
région ZZ a lier la région Fc de ces Ac a permis de former différents complexes
moléculaires non-covalent, appelé anti-CTLA-4/ZZ-Tatz2-57¢c22-37)s, anti-PD-L1/ZZ-
Tatez-57¢22-37)s, anti-OX40/ZZ-Tatze-57c22-37)s, anti-CTLA-4/ZZ, anti-PD-L1/ZZ, et anti-
0OX40/ZZ, respectivement.

[0179] Des CMSPs humaines ont été resuspendues a raison de 5.10° cellules/mL
en milieu RPMI 5% Sérum humain AB. 100 pL de la suspension cellulaire a été
répartie en plaque 96 puits en présence ou en absence des Ac, ZZ ou ZZ-Tatze-
s7c(22-37)s libres ainsi que des complexes moléculaires. Aprés 24h d'incubation, les
surnageants ont été récoltés pour un dosage de la cytokine IL-6 par ELISA réalisé
selon les instructions du fabricant (R&D #DY406-05).
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Résultats

[0180] Les inventeurs se sont demandés si des complexes moléculaires ciblant des
ICPs peuvent induire l'activation de cellules du systéme immunitaire. Comme
Factivation cellulaire peut conduire a la sécrétion de cytokines, les inventeurs ont
décidé d’évaluer in vitro la présence d’IL-6. lIs n’en ont pas trouvé dans les
surnageants issus de l'incubation des CMSPS avec les trois différents Ac libres ou
avec ZZ libre ce qui indique que ces composés ne peuvent induire I'activation
lorsqu’ils sont sous forme libre (Fig. 17A, 17B, et 17C). En revanche, ils ont trouvé
cette cytokine dans les surnageants issus de l'incubation avec ZZ-Tatze-57c22-37)s c€
qui démontre que I'association du double domaine de liaison aux Ig et du domaine
Tatee-s7c22-37)s de liaison aux HS permet l'activation de cellules du systéme. Les
inventeurs ont cependant observé que la sécrétion d’IL-6 est encore accrue quand
les CMSPs sont respectivement incubées avec les complexes anti-CTLA-4/Z2Z-
Tateo-57c22-37)s, (Fig- 17A), anti-PD-L1/ZZ-Tatez-s7c22-37)s, (Fig- 17B), anti-OX40/ZZ-
Tateo-57c22-37)s (Fig- 17C). En revanche, I'IL-6 est absente des surnageants issus de
lincubation avec anti-CTLA-4/ZZ, anti-PD-L1/ZZ, ou anti-OX40/ZZ ce qui indique
que le double domaine ZZ ne contribue pas a l'activation médiée par ces Ac.
L’ensemble de ces données indique donc que des complexes moléculaires ciblant
des ICPs et les HSPGs peuvent induire une activation de cellules immunitaires.



