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Anticorps catalytiques

Les enzymes accélérent les réactions chimiques en dimi-
nuant, par stabilisation de I’état de transition du substrat,
la barriére énergétique d’une réaction chimique. Un anti-
corps développé contre cet état de transition a un pou-
voir catalytique. De nombreuses autres stratégies ont été
développées pour obtenir des anticorps doués de proprié-
tés catalytiques : piéges entropiques, groupements fonction-
nels dans le site anticorps, site de reconnaissance capable
d’accommoder divers cofacteurs. Les anticorps catalyti-
ques, fabriqués a I'aide d’hybridomes ou de banques com-
binatoires, sont d’'une tres grande spécificité et trouveront
leur application dans des domaines aussi divers que la
synthése de molécules biologiques ou la réparation de
FADN par un anticorps spécifique des dimeres de thymine.

e répertoire immunitaire

des mammiféres est com-

posé d’environ 10% anti-

corps différents qui assu-

rent une lutte tres efficace
contre les agressions étrangeres, bac-
téries, virus, parasites ou encore con-
tre les cellules cancéreuses. Le
potentiel de diversité des anticorps
est quasi illimité par suite des méca-
nismes de réarrangements et de
mutations somatiques qui affectent
les geénes codant les régions variables
des chaines légeres et lourdes. Les
anticorps ont un mode de recon-
naissance des molécules cibles com-
parable a celui des enzymes ou des
récepteurs. Cependant, alors que
I’évolution des enzymes nécessite
plusieurs millions d’années, les anti-
corps se caractérisent par une diver-
sité moléculaire sans cesse renouve-
lée. La technique d’hybridation
lymphocytaire, en permettant
I'obtention de grandes quantités de
cellules produisant un seul type

d’anticorps [1], a joué un rdle
majeur pour [’utilisation des anti-
corps en biologie et en médecine.
Le potentiel de spécificité des anti-
corps a permis aux chimistes d’uti-
liser, des 1986, ces molécules
comme biocatalyseurs de réactions.
Certains anticorps, dont I'activité est
comparable a celle d’'une enzyme,
sont capables, non seulement de
lier, mais aussi de transformer leurs
molécules cibles. Ils sont appelés
anticorps catalytiques ou abzymes.
De I'enzyme
a I'abzyme
[.’'idée de complémentarité et d’in-
teraction entre enzyme et substrats
fut introduite par Fischer par sa
célebre analogie «clef et serrure ».
Pauling suggéra ensuite qu'une
enzyme est capable de diminuer la
barriére énergétique d’une réaction
chimique en se liant préférentielle-
ment a I'état de transition plutot
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qu'au substrat [2]. 1I émit I'hypo-
thése qu'un anticorps dirigé contre
cet état serait dote de propriétés
catalytiques car il forcerait le subs-
trat a évoluer vers I'état de transi-
tion a partir duquel la réaction est
extrémement rapide (figurel). Le
concept des anticorps catalytiques
était né (m/s n°5, wvol.3, p. 300).
Cependant, I'état de transition a
une durée de vie trés courte (de
I'ordre de 10" secondes) et ne
peut étre utilis€é comme molécule
immunogeéne. En 1969, Jencks pro-
posa une stratégie d’obtention
d’anticorps catalytiques par produc-
tion d’anticorps dirigés contre un

analogue stable de I'état de transi-
tion d’une réaction [3]. Cette théo-
rie fut vérifiée pour la premiere fois
en 1986 par les équipes de Lerner
(Scripps, La Jolla, CA, USA) et de
Schultz (Berkeley, CA, USA). Ces
équipes ont créé des anticorps diri-
gés contre des analogues stables
d’état de transition, capables
d’hydrolyser des esters[4] et des
carbonates [5]. Depuis, de nom-
breux anticorps catalytiques ont été
obtenus; ils catalysent une large
gamme de réactions chimiques ou
biologiques telles que le clivage de
liaisons peptidiques, I’hydrolyse sté-
réospécifique d’esters, le photocli-
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Figure 1. Analogie mécanistique entre enzymes et anticorps catalyti-
ques. A. Lors d’une réaction chimique, les réactants réagissent pour don-
ner des produits. La réaction est possible grace a un apport d’énergie. B. Une
enzyme catalyse une réaction en forgant le (ou les) substrat(s) a évoluer vers
I' état de transition a partir duquel la formation des produits est extréme-
ment rapide. C. Un anticorps catalytique obtenu par immunisation d’un ani-
mal avec un analogue stable de I'état de transition joue le méme réle qu’une
enzyme en forgant le substrat & évoluer vers l'état de transition.
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vage de dimeres de thymines, des
réactions de synthese chimique de
molécules biologiques, des réactions
d’¢limination, d’oxydoréduction, des
métallations, des lactonisations et
des transacylations. Le facteur
d’accélération (k,.) des réactions
catalysées par des abzymes est le
rapport de la constante catalytique
(k..) a la constante de formation
spontanée du produit (K.,). 1l
peut, dans certains cas, approcher
celui de réactions catalysées par des
enzymes et sa valeur est générale-
ment comprise entre 10° et 10* [6].
Pour l'obtention des anticorps
catalytiques, deux approches sont
possibles, la technique classique des
hybridomes [1] et celle, plus
récente, des banques combinatoi-
res [7]. Dans les deux cas, I'immu-
nisation d’une souris avec un hap-
téne est nécessaire.
Plusieurs stratégies ont été dévelop-
ées pour préparer I’hapténe:
(1) la stabilisation de I'état de tran-
sition, (2) les pieges entropiques,
(3) la génération de groupements
catalytiques et (4) I'addition de co-
facteurs.

Stabilisation
de I'état de transition

Lors d’une réaction chimique, le
substrat passe par une forme chimi-
que tres instable appelée état de
transition. Ce passage nécessite de
I'énergic et constitue I’étape limi-
tante de la réaction. Il est possible
d’accélérer la réaction en diminuant
sa barriere énergétique par stabilisa-
tion de I'état de transition grace a
une enzyme ou a un anticorps
(figure 2A). l.es premiers anticorps
catalytiques obtenus par cette
méthode ont permis la catalyse de
réactions hydrolytiques simples.
Leurs états de transition de forme
tétraédrique et chargés négative-
ment présentaient une structure sté-
rique et électronique tres différente
de celle du substrat et devaient per-
mettre l'obtention d’anticorps qui
leur seraient spécifiques. Les struc-
tures de type phosphonate furent
pressenties comme étant de bons
analogues stables de ces états de
transition (figure 2B). Les équipes de
Lerner et de Schultz les ont donc

utilisées pour les immunisations. e
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Elles ont obtenu des anticorps spé-
cifiques de ces analogues qui cataly-
sent des réactions d’hydrolyse
d’esters [4] et de carbonates [5] avec
des facteurs d’accélération de 103
et 10 Ces abzymes respectent les
cinétiques michaéliennes et recon-
naissent mieux I'état de transition
que le substrat de départ.

Ces mémes équipes ont montré la
stéréospécificité des abzymes ainsi
obtenues [8, 9]. Elles ont immunisé
des animaux avec un mélange con-
tenant 50 % de chaque énantiomeére
de I'analogue de I'état de transition.
Certains anticorps obtenus présen-
taient une sélectivit¢ pour I'un des
deux énantiomeres qui pouvait
atteindre 99 %. Ce résultat est tres
important car, en général, un seul
des énantiomeres est responsable de
I'activité biologique souhaitée,
I'autre pouvant, soit étre inactif, soit
posséder une activité biologique
indésirable. C’est le cas de la thali-
domide, sédatif qui fut commercia-
lisé au début des années 1960 sous
forme racémique alors que I'un des
deux énantiomeéres a une activité
tératogene tres importante. En 1991
la Food and Drug Administration a pris
la décision d'interdire la vente des
médicaments non énantiomérique-
ment purs.

I Les piéges entropiques

En agissant comme pieges entropi-
ques, certains anticorps peuvent
catalyser des réactions dont I’entro-
pie d’activation est défavorable : ils
gelent les degrés de rotation et de
translation des réactants pour les
orienter correctement. L’hapténe
utilisé pour immuniser les souris
mime les réactants dans une bonne
orientation. Dans certains cas, cet
hapténe peut étre semblable a I'état
de transition de la réaction. Par
cette stratégie, Schultz et son équipe
ont obtenu un anticorps qui catalyse
un réarrangement de Claisen de
I'acide chorismique en acide pré-
phénique dont le facteur d’accéléra-
tion est de 10* [10]. Cette réaction,
catalysée chez les bactéries par des
chorismate mutases, est une étape
essentielle dans la biosynthese des
acides aminés aromatiques. Une
autre équipe a également obtenu un
anticorps capable de catalyser une

réaction de Diels-Alder [11]. Cette
réaction est une étape clef dans la
préparation des stéroides, des alca-
loides, des terpenes, des prostaglan-
dines et des sucres. Ce résultat est
important car la formation de liai-
sons carbone-carbone est difficile a
réaliser chimiquement et, jusqu’a
présent, aucune enzyme connue
n’est capable de catalyser cette réac-
tion.

La production
de groupements
catalytiques

Des 1953, Pressman et Siegel ont
défini une stratégie d’obtention de
groupements fonctionnels dans le
site anticorps [12, 13], fondée sur la
complémentarité électrostatique
entre antigenes et site anticorps. Les
études de liaisons et les données
cristallographiques montrent qu’un
antigene chargé permet la sélection
de charges complémentaires dans le
site anticorps, tandis qu'un antigéne
avec des groupements hydrophobes
permet la sélection d'un environne-
ment apolaire. Cette complémenta-
rité entre hapténe et site anticorps
a été utilisée pour obtenir des anti-
corps catalytiques (figure 3). Schultz
a greffé un groupement ammonium
chargé positivement sur un hap-
tene [14]. Ce groupement sélec-
tionne un résidu carboxylate chargé
négativement dans le site anticorps.
I.’abzyme ainsi obtenue est capable
d’effectuer une catalyse basique. Un
autre exemple intéressant concerne
la réaction de cycloréversion de
diméres de thymine en monome-
res [15]. Les rayonnements ultravio-
lets causent des lésions de I'’ADN en
entrainant la formation de dimeéres
de thymine. La réparation est assu-
rée par une enzyme, la photolase de
I’ADN, qui convertit les diméres en
monomeres. Cette réaction, dont le
mécanisme est encore inconnu,
dépend de la lumiere et de la pré-
sence de composés photosensibles.
L’équipe de Schultz a utilisé pour
I'immunisation un dimeére de
thymine. Celui-ci permet la sélection
d’'un anticorps qui possede un
résidu tryptophane, groupement
photosensible, dans le site anticorps.
Cet anticorps catalyse la photoréver-
sion de diméres en monomeéres et
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Figure 2. A. Diagrammes énergétiques d’une réaction non catalysée et d’'une réaction catalysée par une
enzyme ou une abzyme. L’'enzyme ou I'abzyme accélére la réaction chimique par diminution de I’'énergie d’acti-
vation de la réaction. B. Analogue de I'état de transition. L’hydrolyse d’un ester en milieu basique passe par
un état de transition trés instable dont la structure est tétraédrique. Dans cet exemple, I'état de transition est mimé
par un analogue stable, un phosphonate, qui posséde également une structure tétraédrique.

Figure 3. Production de groupe-

ments catalytiques par un anti-
A géne chargeé. A. L’antigéne chargé
(ici positivement) sélectionne un anti-
corps possédant une charge complé-
mentaire (ici négative) dans le site
Immunisation anticorps. B. L’anticorps chargé
négativement joue le réle d’une base
et catalyse la transformation du subs-
trat en produit.
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présente une constante catalytique
proche de celle de la photolase d'E.
coli. La réaction est dépendante
de la lumiére et du résidu trypto-
phane.

Il est possible d’augmenter I'activité
catalytique de certains anticorps
préexistants par mutagenese dirigée
ou par modification chimique. Bald-
win et Schultz ont modifié un anti-
corps responsable de [I'hydrolyse
d'un ester en substituant une tyro-
sine du site actif par une hist-
dine [16]. Les auteurs ont choisi
I'histidine car sa fonction imidazole
permet d’augmenter ['hydrolyse
d’'un ester par catalyse nucléophile.
L’anticorps muté catalyse I'hydrolyse
cinquante fois plus rapidement que
I'anticorps de départ. La substitution
de cette méme tyrosine en phényla-
lanine n’influence pas le facteur
d’accélération et montre donc le
role capital de I'histidine. La modi-
fication par voie chimique de ce
méme anticorps [17] comportait
I'introduction d'un groupement imi-
dazole prés du site catalytique grace
a une stratégie en deux temps de

guidage par l'antigéne (figure 4).
Cette méthode présente un grand
intérét car il n'est pas nécessaire de
connaitre la séquence de I'anticorps
a modifier.

I Abzymes et cofacteurs

Deux mille enzymes seulement ont
pu étre répertoriées jusqu’a présent,
alors que le nombre de réactions
catalysées est beaucoup plus impor-
tant. En effet, toutes les enzymes
n’'ont pas été isolées, et une méme
enzyme est capable de catalyser plu-
sieurs réactions. Elle utilise pour
cela un éventail important d’auxiliai-
res non peptidiques appelés cofac-
teurs. Ces cofacteurs peuvent étre
des ions métalliques, des hemes, des
thiamines, des flavines, des pyri-
doxals, NAD ou NADP. Les ions
métalliques sont les plus souvent uti-
lisés car ils participent a de nom-
breuses transformations biologiques.
Par analogie, ces informations ont
permis de développer un nouveau
champ en ingénierie abzymatique :
I'obtention d’anticorps catalytiques

A

? =S
(?Hz)s

CHO  H,N

i N SH
i

7
(?Hzls
CH, = NH

Figure 4. Introduction d’un groupement catalytique imidazole dans un
site anticorps par modification chimique. A. L’antigéne (Ag) et une fonc-
tion aldéhyde (-CHO) sont liés par un bras clivable au niveau d’un pont disul-
fure (S-S). La fonction aldéhyde réagit avec un acide aminé de I’anticorps
dont la chaine latérale contient une amine libre (-NH2). Cette fixation, gui-
dée par I'antigéne, se fait & proximité du site anticorps. B. L’antigéne est
libéré par clivage du pont disulfure. Le groupement catalytique imidazole
est alors introduit sur la fonction SH et se retrouve a proximité du site
anticorps.
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multisubstrats qui fonctionnent avec
différents cofacteurs.

Une premiére stratégie consiste a
obtenir, en une seule immunisation,
des abzymes possédant des sites de
liaison pour le cofacteur et le subs-
Banque combinatoire trat. Cette méthode a été utilisée
par Iverson et Lerner [18] qui se
I sont inspirés du modele de la car-
% Ly boxypeptidase A, une enzyme qui
S catalyse la coupure de la liaison pep-
tidique entre la glycine et la phenyl-
1 alanine en utilisant le zinc comme
ARNM cofacteur. Des anticorps catalytiques
ont été obtenus aprés immunisation
contre un peptide couplé a un com-
posé inerte, lequel sert a sélection-
ADNc ner les anticorps qui possedent au
Amplification niveau de leur site de reconnais-
l sance une «poche» capable
d’accommoder différents cofacteurs.
VL Une autre méthode consiste a intro-
duire un site de liaison pour le
cofacteur dans le site anticorps.
Assemblage 1 L’anhydrase carbonique, qui posséde
un domaine de liaison du zinc com-
portant trois histidines, a servi de
e modele. Trois histidines ont ainsi été
VH linker VL introduites par mutagenése dirigée
dans la chaine légére d’'un anticorps
1 antifluorescéine [19]. Ce mutant
entraine une atténuation de la fluo-
VH linker VL rescence par le zinc. Il est capable
de lier le zinc mais aussi d’autres
Répertoire scFv ions métalliques tels que le Cu* et
le Cd*. Cet exemple montre que
la présence d’histidines dans le site
Clonage l anticorps est suffisante pour permet-
pLac glll tre la liaison des ions métalliques.
_— #> I — Cette stratégie pourra étre appliquée
aux anticorps catalytiques.

Antigéne

Transcriptase inverse l

VH

Expression

I Perspectives
Les techniques d’obtention des anti-
| : VH linker VL gl corps catalytiques se sont largement
développées depuis 1986 et de nom-
breuses réactions ont été réalisées
Phage f|Iamenteux glll Les A

par des abzymes. anticorps
catalytiques sont de puissants outils
qui vont permettre, dans un avenir
Crlblage proche, de résoudre un certain
nombre de problémes difficiles a
Figure 5._ Construction _d'une banque _combinatoire de fragments sin_- surmonter par la synthése chimique
gle chain Fv (scFv) d’immunoglobuline. L’ARN messager d'une souris  de biomolécules. Ces anticorps pour-
immunisée est préparé a partlr‘des cellules B dq sa rate. .LADN comple: ront aussi catalyser la synthése de
mentaire est synthétisé et les génes codant.lgs régions var!ab/es des chai- lécul biologi tell

nes lourdes (VH) et légéres (VL) sont amplifiés puis associés au hasard a molecules non = brologiques, telles

I'aide d’un linker pour former le répertoire scFv de la souris. Chaque frag- q4¢ des pseudopeptides qui sont

ment scFv est cloné en amont du géne de la protéine glll et est exprimé Plus stables que les composés natu-

sous forme de chaine de fusion a la surface du phage filamenteux. Ces frag- rels. Il faut cependant noter que

ments scFv conservent leur capacité de reconnaissance de I'antigéne. 'activité moléculaire spécifique des
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anticorps catalytiques obtenus a ce

jour est souvent trés faible par rap-

port a cclle des enzymes et qu'elle
ne permet pas, dans l'immédiat,
d’applications pharmaceutiques ou
industrielles.

Récemment, une nouvelle approche
plus biologique basée sur la théorie
du réseau idiotypique a été dévelop-
pée en vue d’obtenir des anticorps
catalytiques [20]. Les auteurs ont
immunisé un animal avec un anti-
corps monoclonal dirigé contre le
site actif d'une acétylcholinestérase.
Parmi les anticorps anti-idiotypiques
obtenus, un anticorps monoclonal
présente les propriétés d’image
interne de I'enzyme. Il est intéres-
sant de noter que son facteur
d’accélération de 4.10® est supé-
rieur a celui des abzymes obtenues
aprés immunisation par des analo-
gues stables de I’état de transition.
A partir d’enzymes modifiées chimi-
quement, cette équipe envisage de
créer des images internes qui por-
teraient de nouvelles spécificités.
L’obtention d’anticorps catalytiques
reste cependant difficile. Il est néces-
saire, apres l'immunisation d’une
souris par un haptene, de cribler un
grand nombre de clones car beau-
coup d’anticorps reconnaissent
I'antigéne mais ne portent pas
d’activité catalytique. La technique
des hybridomes ne permet de cri-
bler qu’'un nombre restreint d’anti-
corps et il semble donc que la voie
a développer en priorité soit 'amé-
lioration des techniques de criblage.
Une approche intéressante consiste
a cribler non la reconnaissance de
I’état de transition, mais I’activité des
anticorps. Green et son équipe (Ins-
titut Weizmann, Israél) ont mis au
point un «cat ELISA » dans lequel
le produit de la réaction catalysée
par un anticorps est reconnu par un
anticorps polyclonal de lapin qui le
retient sur la plaque de test [21]. Il
est ainsi possible de repérer direc-
tement les puits dans lesquels se
trouvent des anticorps possédant
une activité catalytique qui conduit
a la formation du produit.

Par ailleurs, le site catalytique des
abzymes est porté par les régions
variables des chaines lourdes et lége-
res. L’expression de ces régions,
sous forme de fragments Fv ou Fab

s dans des bactéries, facilite grande-
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ment les manipulations [22, 23]. Par
amplification, il est possible d’accé-
der au répertoire des fragments
variables réarrangés, VH et VL,
d’une souris immunisée par un hap-
tene (figure5). Ces fragments sont
ensuite associés de maniere aléatoire
sous forme de single-chain Fv (scFv)
et leur clonage permet la constitu-
tion d'une banque combinatoire du
répertoire immunitaire de la sou-
ris [24]. L'expression de ces scFv a
la surface de phages filamenteux
permet un criblage aisé. En effet, les
phages qui portent un fragment
d’anticorps spécifique d’un antigene
donné seront retenus sur les parois
des tubes sur lesquels aura été
adsorbé I'antigene. L’infection de
bactéries par ces phages permet
d’accéder rapidement a leur
génome et de les produire en
grande quantité. Cet assemblage
artificiel de chaines lourdes et de
chaines légéres conduit a la création
de sites anticorps nouveaux, qui
n’existent pas in vivo, ou qui ont €té
€éliminés par les mécanismes de tolé-
rance immunitaire [25]. De nouvel-
les spécificités abzymatiques pour-
raient donc étre créées par cette
technologie. Cependant, il faut
noter que, jusqu'a présent, trés peu
de travaux sur les anticorps catalyti-
ques utilisant ces techniques de cri-
blage ont été publiés. Peut-étre est-
ce di aux difficultés de développe-
ment de cette nouvelle technologie,
ou encore aux affinités en général
réduites de ces anticorps recombi-
nants, qui ne sont pas sans consé-
quence sur les activités catalyti-
ques @
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Summary

Catalytic antibodies

In 1946, Linus Pauling argued
that an enzyme derives its cataly-
tic power by binding the transi-
tion state of a reaction more
tightly than either its substrates
or products. Thus, the active site
of an enzyme lowers the energy
barrier of the reaction and the-
reby increases the reaction rate.
In 1969, Jencks suggested that an
antibody, raised against a stable
transition state analog of a reac-
tion, should act as a potent
catalyst. Since 1986, the wvast
repertoire of the immune system
has been exploited for the gene-
ration of tailor-made biological
catalysts. A number of strategies
have been developed to generate
catalytic antibodies that carry out
a wide range of reactions with
exquisite specificities.
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