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> Les anticorps (ou immunoglobulines, Ig) pro-
duits par les lymphocytes B sont essentiels aux
réponses immunitaires induites par les infections
et les vaccins. Les anticorps sont des glycopro-
téines hétérodimériques résultant de 'associa-
tion de deux chafnes lourdes (IgH), et de deux
chaines légéres (Igl) d’immunoglobuline. Les
chalnes IgH et Igl possédent des régions « hyper-
variables », également appelées en anglais com-
plementarity determining regions (CDR), situées
dans leurs domaines variables, VH et VL, qui, en
se combinant, forment le site de liaison a I"anti-
geéne ou paratope. <

L’extraordinaire diversité des molécules d’anticorps
provient de ces domaines variables, issus d’un réar-
rangement génomique aléatoire de différents genes
codant les domaines VH et VL, appelés variable «V »,
diversité « D » (uniquement pour les IgH) et jonction
« ) ». Ces mécanismes de recombinaison homologue
V(D)) s‘opérent dans les lymphocytes B naissants de la
moelle osseuse, et aboutissent in fine a Iexpression de
récepteurs Ig & la surface des lymphocytes B (en anglais,
B-cell receptors). Ces lymphocytes vont ensuite rejoindre
la circulation sanguine et lymphatique, et atteindre
les organes lymphoides secondaires dans lesquels se
forment, suite a leur stimulation par les lymphocytes T
CD4" auxiliaires en présence d’antigenes, des structures
singulieres appelées « centres germinatifs » au sein des
follicules que contiennent ces organes lymphoides [1].
Dans les centres germinatifs, les lymphocytes B proli-
ferent, opérent une commutation de classe (ou isotype),
et augmentent I'affinité de leurs Ig de surface pour I'an-
tigene par acquisition de mutations somatiques dans les
séquences de leurs domaines variables. Cette maturation
de Iaffinité, indispensable aux « réponses anticorps »,
produit les Ig de haute affinité qui sont sécrétées par les
plasmocytes apres leur différenciation ou exprimées a la
membrane de lymphocytes B mémoires [1]. De méme que
les plasmocytes a longue durée de vie, les lymphocytes B
mémoires de haute affinité patrouillant dans I"organisme
contribueront a 'immunité protectrice a long terme.
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Les anticorps neutralisants a large spectre, des armes
préventives et thérapeutiques contre le VIH-1

La réponse anticorps contre le virus de I'immunodéficience humaine de
type 1 (VIH-1) est inefficiente : la production d’anticorps neutralisants
est trop tardive et incapable d’entraver le phénomene d’échappement
viral responsable de I"émergence de variants viraux résistants. Toute-
fois, environ 1 % des personnes infectées développent des anticorps
d’une efficacité remarquable, appelés anticorps neutralisants a large
spectre ou bNAb (pour broadly neutralizing antibodies), qui ciblent la
protéine d’enveloppe du virus et neutralisent la majorité des quasi-
espéces! virales circulantes [2]. A partir des lymphocytes B de ces
individus, des dizaines de bNAb ont été clonés et produits sous forme
d’anticorps monoclonaux (Figure 1), et constituent un véritable espoir
pour la lutte contre le VIH-1. €n effet, ’administration passive de bNAb
induit une diminution considérable de la virémie chez les individus
infectés et une protection trés efficace contre I'infection dans les
modeles animaux du VIH-1 [3]. Un vaccin protecteur devrait donc idéa-

! Les quasi-espeéces correspondent aux variants viraux d’une méme espece de virus se répliquant dans
un organisme et qui forment une population large et hétérogene de virions. Ce terme s’applique particu-
lierement aux virus a ARN tel le VIH-1 qui posséde un fort taux de mutations et évolue ainsi chez I’hte
qu'il infecte.
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Figure 1. Stratégie d’édition génique de lymphocytes B par la technique CRISPR-Cas9 pour produire des anticorps neutralisant le virus VIH-1. A. A
partir des cellules mononucléées du sang d’individus infectés par le VIH (VIH1*) et ayant développé des anticorps neutralisants a large spectre
(bNAb), les lymphocytes B spécifiques des antigénes viraux sont isolés par des techniques de capture ou de criblage de cellules uniques [2]. Les
geénes codant les domaines variables VH et VL des chaines lourdes (IgH) et Iégéres (Igl) de ces lymphocytes B anti-VIH-1 sont alors amplifiés par
RT-PCR, séquencés, analysés, et clonés dans des vecteurs d’expression. Les anticorps monoclonaux recombinants sont produits par transfection
de cellules eucaryotes, purifiés, et caractérisés de maniére tres détaillée, en particulier pour leur capacité a neutraliser les différents mutants de
VIH-1 et a détruire des cellules infectées in vitro et in vivo dans des modéles animaux [2]. B. Les génes codant IgH et IgL sont alors utilisés pour
construire des cassettes d’expression bNAb [12]. Grace au systéme CRISPR-Cas9, ces transgénes bNAb peuvent étre ensuite insérés spécifiquement
dans les locus Ig de lymphocytes B humains stimulés in vitro, qui vont désormais exprimer ces bNAb d’intérét [12]. Réimplantés in vivo, les lym-
phocytes B transgéniques peuvent se différencier en plasmocytes qui sécrétent alors les bNAb. C. Théoriquement, le transfert de ces cellules pro-
ductrices de bNAb chez les sujets a risque d’infection par le VIH-1 permettrait de les protéger contre I’infection. Les lymphocytes B (LyB) mémoires
a bNAb anti-VIH-1 présents in vivo auraient aussi I’avantage de participer aux réponses immunes contre les virus résistant au bNAb originel qui

émergent chez les sujets infectés, en continuant a évoluer par maturation d’affinité et sélection de variants bNAb actifs contre ces nouveaux virus.

lement induire des anticorps de type bNAb, actifs contre la plupart des
quasi-espéces de VIH-1. €n raison de phénomenes complexes de coévo-
lution entre virus et systéme immunitaire a I"origine de la formation des
bNAb et découverts seulement en 2013 [2], aucun vaccin reproduisant
I’ontogénie naturelle des bNAb n’a encore été mis au point. Malgré
cela, des progres considérables sur les stratégies vaccinales mimant
ces processus coévolutifs ont été réalisés ces cing dernieres années, et
sont en faveur d’une faisabilité potentielle, a plus ou moins long terme,
d’un tel vaccin chez I’homme. €n I"absence de vaccin, I'une des possibi-
lités envisagées est d’utiliser directement, chez les sujets a risque, des
perfusions de bNAb a durée de vie prolongée, obtenus par ingénierie
d’anticorps [4]. Cette approche prophylactique est en cours d’évalua-
tion dans des essais cliniques chez I’homme [3]. Cependant, la facture
d’anticorps de grade clinique a des fins thérapeutiques et/ou prophy-
lactiques est assez laborieuse, chronophage, et coliteuse. Pour éviter
ces contraintes, diverses stratégies de transfert et de thérapie géniques
ont été explorées afin de rendre possible la production de I’anticorps
d’intérét in vivo, directement par les cellules ayant regu le transgéne
d’lg. LUune de ces stratégies consiste a transduire in vivo des cellules
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musculaires avec des vecteurs viraux, lentivirus et virus
adéno-associé, codant un anticorps neutralisant le
VIH-1 [5]. Une approche ex vivo consisterait, quant a
elle, a isoler des cellules souches hématopoiétiques et a
les transduire avec un vecteur lentiviral codant le bNAb
avant de les réimplanter in vivo [6]. Plusieurs limita-
tions peuvent étre néanmoins associées a l'utilisation
de ces vecteurs, telles qu’une expression faible et non
durable du transgene, ainsi que le développement d’une
immunité anti-vecteur délétere. Une piste alternative
prometteuse est celle reposant sur les techniques de
« knock-in », qui permettent de modifier ou d’« éditer »
le génome via I'induction de cassures spécifiques de
’ADN double brin par des nucléases, de type « doigts
de zinc » ou TALEN (transcription activator-like effec-
tor nuclease) par exemple, puis I'intégration d’un géne
exogéne d’intérét par recombinaison homologue [7].
Ce domaine de I'édition génomique a littéralement été
révolutionné par la découverte du systéme CRISPR (clus-



tered regularly interspaced short palindromic repeat)-Cas, identifié
chez les procaryotes comme systeme immunitaire primitif assurant leur

défense contre les bactériophages [7, 8] (=P). (=) Voir la Synthese de

F.R. Croteau et al., m/s
n° 10, octobre 2018,
page 813

'ingénierie qui s’est développée avec I'utilisa-
tion des outils CRISPR-Cas9 permet de modifier
aisément les génomes eucaryotes pour répondre
aux besoins d’un nombre grandissant d’applications [8], y compris
celles liées a la production et l'utilisation d’anticorps monoclonaux
[9-14].

Lingénierie CRISPR-Cas9 de lymphocytes B pour
une production d’anticorps neutralisant le VIH-1

€n 2016, I'ingénierie immunogénomique CRISPR-Cas9 de lignées lym-
phocytaires B a permis de commuter I’isotype des Ig endogénes a fagon
ou de leur faire produire uniquement leur fragment Fab (antigen-bin-
ding fragment), et, encore plus spectaculairement, de reprogrammer
ces cellules pour qu’elles expriment un nouvel anticorps complet
d’origine « exogéne » [10, 14]. Un niveau supérieur a été franchi cette
année par I"édition CRISPR-Cas9 de lymphocytes B humains primaires,
permettant la génération de lymphocytes B transgéniques capables de
produire des anticorps neutralisants a visée thérapeutique, en parti-
culier contre le VIH-1 [9, 11-13]. U'étude la plus élégante et aboutie
a été réalisée par I'équipe du Pr Michel Nussenzweig de I’Université
Rockefeller a New York, qui, grdce a la technique CRISPR-Cas9, a réussi
a produire des lymphocytes B humains exprimant des bNAb anti-VIH-1
prometteurs pour une éventuelle application médicale [3] (Figure 1).
Les auteurs de cette étude ont tout d’abord procédé a I'inactivation
des locus d’lg endogenes, car I’insertion d’un transgéne anticorps peut
conduire a des combinaisons inappropriées des IgH et IgL endogenes
et exogénes produites par ces lymphocytes B génétiquement modi-
fiés. La chaine IgL endogene est simplement rendue non fonctionnelle
par I'utilisation de guides ARN-CRISPR spécifiques d’un exon du gene
codant cette chafne, suivie de son clivage par la nucléase Cas9. 'inac-
tivation de la chafne IgH se fait directement du fait de 'insertion, par
le systeme CRISPR-Cas9, du transgene bNAb dans la région intronique
du géne codant cette chalne, a une centaine de paires de bases en
aval du dernier segment J,. LUinsertion de la construction transgé-
nique ne modifiant pas les éléments naturels de régulation génique
et d’épissage des transcrits du gene codant IgH, les formes membra-
naire et sécrétée des anticorps sous différents isotypes peuvent étre
exprimées. Dans cette étude, I"édition CRISPR-Cas9 de lymphocytes B
humains isolés de donneurs sains pour produire deux bNAb anti-VIH-1
d’intérét clinique [3] s’est avérée tres efficace. Uun des avantages
majeurs de I’édition immunogénomique de lymphocytes B est de
conserver les mécanismes biologiques des réponses immunitaires
impliquant les lymphocytes B tout en leurs conférant une nouvelle
spécificité anticorps, d’intérét anti-infectieux par exemple et, dans
ce cas précis, anti-VIH-1. Théoriquement, ces lymphocytes B transgé-
niques peuvent participer activement a "immunité contre le VIH-1 en
sécrétant des anticorps neutralisants, mais aussi en continuant a évo-
luer face a I’émergence de virus devenus résistants au bNAb d’origine
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(Figure 1). Les travaux de I’équipe du Pr Nussenzweig
confirment en partie cette hypothese dans un modele
murin ou les lymphocytes B murins édités pour exprimer
les bNAb sont capables de répondre in vivo a I'immu-
nisation contre un antigéne d’enveloppe du VIH-1. Les
lymphocytes B reprogrammeés répondent globalement
de maniere tout a fait classique, en sécrétant les anti-
corps humains bNAb neutralisant le VIH-1, détectés
dans le sérum des animaux. La question de I’évolution
de ces lymphocytes B dans les centres germinatifs via la
sélection de mutations somatiques dans les domaines
variables VH et VL en réponse a I’échappement du virus
par mutation n'est pas abordée dans cette étude, mais
une telle évolution apparait trés plausible au regard de
travaux antérieurs utilisant une approche similaire [9].

Vers une édition immunogénomique CRISPR-Cas9
de lymphocytes B antiviraux chez ’lhomme ?

€n I'absence de vaccins contre certains agents infec-
tieux tels que le virus respiratoire syncytial, responsable
des infections respiratoires les plus fréquentes chez les
jeunes enfants, ou le VIH-1, I’édition génomique CRISPR-
Cas9 de lymphocytes B humains exprimant de puissants
anticorps humains neutralisants représente une alter-
native trés prometteuse dans la prévention de maladies
infectieuses [9, 11, 12]. Cette approche permettrait
aussi de pallier la nécessité d’injecter de fagon itérative
les anticorps monoclonaux lors d’interventions théra-
peutiques chez les sujets déja infectés, en leur assurant
une immunité a long terme. Dans les deux modalités,
prophylactique et thérapeutique, les lymphocytes B
édités exprimant a leur surface des bNAb ont Iavan-
tage, par rapport a un anticorps monoclonal, d’avoir un
potentiel de maturation et d’évolution en réponse aux
virus qui se diversifient, tels que ceux de la grippe et du
VIH-1. Bien qu’induire la production de bNAb anti-VIH-1
par vaccination soit désormais envisageable, dévelop-
per un vaccin universel efficace contre 'ensemble des
variants viraux reste un défi majeur pour la communauté
scientifique. La possibilité d’utiliser cette technique
d’édition avec succes chez les individus séropositifs ou a
fort risque d’infection reste cependant a I’heure actuelle
incertaine. Davantage d’études in vivo sont requises, en
particulier dans les modeles de primates non-humains
qui miment le mieux I'infection, afin d’assurer la fai-
sabilité de cette approche chez I’homme. De futures
expérimentations contribueront certainement a opti-
miser I'efficacité et a accroitre la durée des réponses
anticorps dues aux lymphocytes B reprogrammés avec
des spécificités bNAb complémentaires, permettant des
combinaisons d’anticorps tres efficaces. €Elles devront
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