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Les anticorps:
mieux les connaitre
pour mieux

s’en servir

Riad Abés, Charles-Antoine Dutertre,
Jean-Luc Teillaud

> 'utilisation thérapeutique des anticorps mono-
clonaux connaft une croissance exponentielle.
Nos connaissances sur leur structure, en parti-

culier celle des IgGl largement utilisées en thé-
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lioration de I’efficacité de ces molécules qui reste
limitée, la diminution des risques d’événements
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de modeéles précliniques adéquats, extrapolables
a I’étre humain. La sélection de cibles pertinen-

tes par rapport a la pathologie visée et aux effets
induits par "anticorps est également un parame-
tre critique. Face a tous ces défis, la remarquable
plasticité moléculaire des anticorps ainsi que les
nouvelles possibilités d’ingénierie fondées sur
des connaissances accrues de la structure et de
la biologie des anticorps et de leurs cibles consti-
tuent autant d’espaces de recherche pour faire
des anticorps monoclonaux des médicaments
exceptionnels pour la santé humaine dans les

prochaines années. <

Un objet complexe mais manipulable

U'utilisation et la manipulation des anticorps (Ac)
monoclonaux (Acm) afin d’accroftre leur efficacité
clinique reposent sur un corpus de connaissances
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prolines, sérines et
thréonines, autorise
des torsions allant

jusqu’a 180 degrés qui permettent aux Ac de se fixer a
des Ag localisés dans différents plans de I’espace [2].

Interaction épitope-paratope

que leur capacité a induire des effets biologiques
aprés la formation d’un complexe avec I’Ag. Les fonc-

tions de fixation a I’Ag et d’induction de fonctions
effectrices correspondent a deux entités topologiques
distinctes des Ac: la région Fab (fragment antigen
binding) qui contient les domaines variables (VH et
VL) des chaines lourdes (H) et légéres (L), et la région
Fc (fragment cristallisable) [1] (Figure 1). €n ce qui
concerne les immunoglobulines G (IgG) humaines, qui
constituent la classe (ou isotype) de presque tous les
Acm a usage thérapeutique actuellement sur le mar-
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VH et VL. Six régions, dites hypervariables, localisées
au sein de ces domaines variables et appelées CDR
(complementarity determining regions), constituent
la zone de contact avec I’épitope et conférent donc
la spécificité de liaison a I’Ag. Linteraction épitope-
paratope met en jeu des surfaces d’environ 500 a
600 A? [3], le nombre d’acides aminés directement
impliqués dans la liaison pouvant aller de six jusqu’a
une vingtaine. Cette liaison spécifique de I’épitope a
son paratope est non covalente et réversible, et met
en jeu des interactions énergétiquement faibles mais
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Figure 1. Les anticorps sur le métier de I’in-
ation a I'Ag génierie moléculaire. La sélection des CDR
(complementarity determining regions), des
régions charpentes des domaines VH et VL,
I’optimisation des parametres cinétiques d’in-
teraction permettent d’optimiser la fixa-
tion de I’Ac a I’Ag. Le choix de Iisotype, les
modifications de la région charniére et des
séquences clés impliquées dans les fonctions
effectrices, les modifications du profil de gly-
cosylation ou encore le couplage a différents
agents cytotoxiques ou stabilisateurs permet-

on tent I'optimisation des propriétés effectrices

de I'anticorps.

2 sérique

Optimisation des propriétés
structurales et effectrices

nombreuses (forces de van der Waals, forces électrostatiques, ponts
hydrogénes et/ou interactions hydrophobes [1, 3]). Selon la nature
de I’Ag, le paratope peut étre de type cavité (interaction avec des
petites molécules), de type sillon (interaction avec des peptides)
ou encore de type plan (interaction avec des protéines globulaires).
Les Ac sont capables de lier une grande variété d’Ag (sucres, lipides,
peptides, composés chimiques, etc.). Cependant, un Ac donné ne
reconnaitra qu'un seul épitope, méme si ce dernier peut étre partagé
par une isoforme, un orthologue ou un Ag différent. Ce partage s’ex-
plique soit par la présence de la méme séquence d’acides aminés ou
d’une séquence tres proche, soit par un mimétisme important entre
deux molécules qui n’ont structurellement rien a voir 'une avec
I"autre. On parle alors de réaction croisée d’un Ac avec d’autres Ag
[4,5].

La régle selon laquelle un Ac ne lie qu’un seul Ag semble cependant
relative, au moins avec certains anticorps, comme cela a été montré
avec I'étude cristallographique d’un Ac anti-hapténe (une petite
molécule n’induisant la production d’Ac que lorsqu’elle est couplée a
une grosse molécule « porteuse »). Il a été en effet montré que cet Ac
pouvait se lier aussi a une protéine, non pas du fait d’'un mimétisme
moléculaire entre I’épitope de cette protéine et I'haptene, mais du fait
de I'existence d’isoméres d’anticorps préexistants' avant toute fixa-
tion a I’Ag, ces isomeres ayant une capacité de fixation a la protéine
ou au hapténe [6].

10n désigne sous ce terme le fait qu’« une méme molécule d’anticorps peut préexister sous plusieurs
conformations structurales, chacune étant susceptible de reconnaitre un antigene spécifique. Un équilibre
existe entre plusieurs (au moins deux) conformations structurales (isomeéres) d’un anticorps unique, cha-
que isomere étant capable d’interagir spécifiquement avec des antigénes aussi différents qu’une petite
molécule chimique (hapténe) et une protéine globulaire » (extrait de [53]).
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La région Fc contrdle les fonctions effectrices

Les propriétés effectrices de I’Ac sont assurées par la
région Fc. Ce sont I’activation de la voie classique du
complément (déclenchée par la fixation du Clq) et
I’engagement des récepteurs pour la région Fc des Ig
(RFc) exprimés par différentes cellules de Ilimmunité :
cellules NK (natural killer), macrophages, polynucléai-
res, etc. La région Fc joue également un réle dans la
demi-vie des IgG en raison de sa capacité a fixer le
récepteur Fc « néonatal » (RFen) (=) qui participe au
recyclage des IgG circulantes  (4) yoir ¢. Magdelaine-

[7] . Beuzelin et al., p. 1053

Ingénierie des régions Fab et Fc

L'optimisation des Ac passe par une ingénierie mani-
pulant la région Fab (fixation de I’Ac & sa cible) et/ou
la région Fc (propriétés effectrices de I’Ac) [8-11]
(Figure 1). De nombreux autres travaux ont cherché
également a mieux maitriser la stabilité, le repliement,
Pimmunogénicité, la demi-vie et la biodisponibilité
des Acm ainsi que leurs conditions de production et de
purification a une échelle industrielle [8, 9, 12]. Ces
différents aspects sont abordés dans d’autres articles
de ce numéro.

« Lintroduction de mutations dirigées ou aléatoires dans
les domaines variables permet de moduler I’interaction
Ag-Ac afin d’augmenter I’affinité de ’Ac ou de modifier



sa spécificité fine [13, 14]. Le choix de ces mutations repose sur la
connaissance détaillée des interactions Ag-Ac dans lesquelles les CDR
jouent un rdle central. Cest ainsi que la mutagenése de fragments Fab
ou simple chafne Fv (fragment variable) (single chain Fv, scFv) isolés
a partir de banques de phages a permis d’accroitre leur affinité d’un
facteur 100 a 1000 [15], cette affinité pouvant atteindre I'ordre du
picomolaire. Cependant, comme I"ont montré de nombreuses expérien-
ces d’humanisation d’Ac murins, certains acides aminés des régions
charpentes des domaines VH et VL, encadrant les CDR, jouent un rdle
important dans la conformation finale de ces CDR et dans Iorientation
des acides aminés directement impliqués dans I’interaction avec I’Ag
[4]. Des mutations affectant ces acides aminés peuvent conduire a des
modifications considérables de I’affinité de I’Ac pour I’Ag [13, 15].

Uaffinité d’un Ac s’apprécie par la mesure des constantes d’équilibre
d’association (K,) et de dissociation (K,) du complexe Ag-Ac. Le K,
correspond a la concentration molaire de I’Ag nécessaire a I'occupation
de la moitié des molécules d’Ac disponibles en solution et est la
constante la plus souvent mesurée pour déterminer "affinité d’un Ac.
Les constantes cinétiques de formation et de dissociation du complexe
Ag-Ac, appelées respectivement kon et koff, sont mesurées afin de
déterminer la vitesse d’atteinte de I’équilibre ainsi que le temps de
fixation de I’Ac a son Ag. Ces parametres cinétiques sont tres impor-
tants pour les fonctions de I’Ac. Depuis I'autorisation de mise sur le
marché (AMM) du rituximab, un Acm anti-CD20 initialement utilisé dans
le traitement des lymphomes B non hodgkiniens [16], les Acm anti-

CD20 ont fait I'objet de nombreux travaux visant @ com- () yoir

prendre leurs mécanismes d’action (). U'un de ces tra-  G. Cartron

vaux a montré que les Acm présentant un temps de etJ:F-Rossi,
p. 1085

fixation au CD20 prolongé recrutent plus efficacement le
Clg, induisant ainsi une cytotoxicité dépendante du complément (com-
plement-dependent cytotoxicity, CDC) plus élevée [17]. La sélection de
molécules aux constantes cinétiques optimisées est donc un moyen
efficace pour améliorer les propriétés fonctionnelles d’un Acm.

« Le choix et la manipulation de la région Fc sont également essentiels
pour disposer d’un Acm capable d’induire les fonctions effectrices
désirées. La plupart des Acm actuellement sur le marché (16/26),
qu’ils soient chimériques (contenant des VH et des VL d’origine murine
et des régions constantes humaines), humanisés (dont les VH et les
VL ont une région charpente humaine et des CDR murins, les régions
constantes étant humaines), ou totalement humains, sont des IgGl:
isotype capable d’activer la voie classique du complément et de fixer
les RFc pour les IgG (RFcy). Dans trois cas seulement, une IgG2 et deux
IgG4 ont été choisies afin de ne pas activer ces fonctions qui peu-
vent étre a I'origine d’événements indésirables comme la production
massive et brutale de cytokines [18].

Des techniques moléculaires ont été développées pour modifier la
région Fc des IgGl afin d’optimiser leur activation de la voie classique
du complément [19] (les acides aminés jouant un réle crucial dans la
fixation du Fc au Clq étant I'acide aspartique 270 et la proline 329
[20]) ou engager les RFcy activateurs (notamment le RFcylll/CD16)
[21, 22] (les acides aminés directement impliqués dans le site de fixa-
tion a ce récepteur étant les acides aminés 234 a 238 localisés dans la
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partie carboxy-terminale de la région charniére [23]),
conduisant & une cytotoxicité dépendante des Ac (anti-
body-dependent cell cytotoxicity, ADCC) accrue. Ces
techniques incluent la mutagenése de la région Fc [21,
22] et la sélection de glycoformes particuliéres, notam-
ment les glycoformes dépourvues de, ou ayant un faible
taux de fucose [24-26]. Les IgGl humaines présentent
en effet un site de N-glycosylation au niveau de "aspa-
ragine 297 auquel est fixé un carbohydrate incluant des
N-acétylglucosamines, du mannose et, éventuellement,

du galactose, du fucose et des acides (=) voir
sialiques (). Du fait de I’existence chez ~ A-Becketal.,
page 1024

’lhomme de RFcy inhibiteurs (RFcylIB/
CD32) qui pourraient réduire 'efficacité anti-tumorale
d’Acm @ usage thérapeutique [27], des Acm obtenus
par mutagenése fixant plus faiblement ces RFcyll inhi-
biteurs tout en conservant une bonne fixation, voire
ayant une fixation accrue aux RFcy activateurs, sont
actuellement étudiés [21, 22].

Le drdle de jeu des épitopes et... des paratopes

Le choix d’un Ac @ usage thérapeutique est également
dicté par I’Ag lui-méme et 'épitope reconnu [28], ses
caractéristiques structurales et fonctionnelles, ainsi
que son réle dans la pathologie ciblée. Concevoir les
interactions épitope-paratope comme un systéme
rigide est réducteur. Des degrés de liberté existent, les
Ac étant des molécules flexibles du fait de leur région
charniere et des ajustements de la conformation de
leurs domaines variables lors de ’interaction avec I’Ag.
La structure de la région charniere permet de réguler la
mobilité Fab-Fab et ’espacement Fab-Fc. Il n’est donc
pas surprenant que I’isotype IgGl soit le plus repré-
senté parmi les Acm utilisés en oncologie car sa région
charniére offre le meilleur compromis entre flexibilité
des régions Fab et disponibilité de la région Fc. Les
réarrangements consécutifs a la fixation de I’Ag sont
également le reflet du caractére plastique des Ac. La
mise en évidence de phénomenes de réarrangements
induits (induced fit) lors de la fixation a I’Ag (princi-
palement dans le cas de protéines) a remis en cause la
vision figée des interactions Ag-Ac [29]. Lorsqu’un Ac
lie son Ag pour former un complexe stable du point de
vue cinétique et thermodynamique, de fins réarrange-
ments structuraux du paratope, induits par la liaison
a I’épitope, se produisent du fait de la flexibilité des
chaines latérales de certains acides aminés des régions
charpentes. LU'épitope peut alors également subir de
fins remaniements structuraux. Ces ajustements induits
renforcent "interaction entre les partenaires dans une
dynamique d’interactions bidirectionnelles.
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Anticorps ou dérivé d’anticorps Cible
Orégovomab CA125
Adécatumumab EpCAM/CD326

Rencarex (WX-G250 ou cG250)

Mitumomab

G250/anhydrase carbonique IX

GD?2

Indication
Cancer de I'ovaire

Cancer de la prostate
Cancer du sein

Cancer du rein métastatique

Cancer du poumon

Apolizumab HLA-DRPB

Y-90 pemtumomab Mucine 1 (MUC1)

LNH*

Cancer de I'ovaire
Cancer gastrique

Aflibercept* VEGF-R1/2 Cancer du poumon non a petites cellules
Zanolimumab CD4 Mycosis fungoides, syndrome de Sézary
Blinatumomab (bispécifique) CD19-CD3 Lymphome du manteau, LNH*, LLC®, LAL™
GA-101, ofatumumab, IMMU-106
CD20 Lymphome, LLC®
LFB-R603
Inotuzumab ozogamicin (CMC-544) 022 Lymphome folliculaire
épratuzumab LAL™, LLC®
Lumiliximab (HuM195) D23 LLce
SGN-30 D30 Lymphome a grandes cellules
MDX-060, MDX-1401 LH*
Lintuzumab (D33 LMA®®
SGN-40, HCD122 CD40 LLC®
Galiximab (D80 LNH*

Trémélimumab, ipilimumab CTLA-4/CD152

RANK-L/CD254

Dénosumab

Apomab, AMG 655, LBY135 TRAIL-R2 (DR5)

Mélanome métastatique

Cancer métastatique de la prostate
(métustuses osseuses)

Cancer du célon, cancer du sein, lymphome

Tableau I. Exemples d’anticorps ou de fragments d’anticorps en cours de développement clinique en oncologie. *Lymphome non hodgkinien; ° leu-

cémie lymphoide chronique ; ** leucémie aigué lymphoblastique; * lymphome de Hodgkin; °° leucémie myéloide aigué; EpCAM : epithelial cell

adhesion molecule ; VEGF-R1 : vascular endothelial growth factor receptor; RANK-L: receptor activator of NK-kB ligand ; TRAIL-R2 : TNF-related

apoptosis-inducing ligand receptor. * protéine de fusion: ectodomaines du VEGF-R1 et du VEGF-R2 avec Fc d’IgGl (VEGF trap R1R2) (voir par

comparaison Tableau | de I’article de A. Beck et al., p. 1024).

Cette plasticité des domaines variables a-t-elle un impact sur les
fonctions effectrices d’un Ac ? L'ingénierie des anticorps anti-CD20,
passés d’une version d’anticorps recombinants de premiére généra-
tion a des versions de seconde génération correspondant au dévelop-
pement de formats plus affins, et/ou reconnaissant des épitopes
différents et/ou présentant des propriétés fonctionnelles « optimi-
sées» (ADCC, CDC, apoptose) [30], a jeté une lumiére nouvelle sur
cette question, grace a I’étude menée par Umana et al., portant sur
un nouvel Acm anti-CD20, le GA101 [31]. Les anticorps anti-CD20 se
classent en types| oull selon leurs caractéristiques effectrices in
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vitro [31-33] (=). Les Acm de type | (=) voir G. Cartron
et ).F. Rossi,

induisent la relocalisation de CD20 page 1085

dans les radeaux lipidiques et une

forte CDC, mais provoquent une faible apoptose. Inverse-
ment, les Acm de type Il induisent une forte apoptose et
une faible CDC, mais ne provoquent pas de relocalisation
dans les radeaux lipidiques. Dans leur étude, Umana et
al. décrivent le GA101, version humanisée d’un Acm anti-
CD20 murin de type I. Lors du processus d’humanisation,
une modification ponctuelle de la région charpente d’un



des domaines variables a été réalisée. Cette modification a converti le
GA101 en Acm de type Il, augmentant ainsi son potentiel proapoptotique
et diminuant ses capacités a induire la CDC et a réorganiser le CD20 a la
surface cellulaire [31]. Cette modification trés importante des proprié-
tés effectrices provoquée par une unique modification des régions char-
pentes des domaines variables souligne I'impact fonctionnel que peut
avoir la plasticité structurale des Ac et la possibilité d’utiliser cette
plasticité pour le développement d’Ac optimisés.

Les cibles : bonnes ou mauvaises, il faut savoir choisir...

Parmi les parametres dont il faut tenir compte pour développer un
Acm @ usage thérapeutique, le choix de la molécule cible est majeur.
Si cette cible peut s’imposer d’elle-méme dans certaines pathologies
sur la base de travaux scientifiques et cliniques, son choix releve
néanmoins toujours d’un compromis délicat entre efficacité clinique,
éventuels effets secondaires, indications, propriété intellectuelle,
marché potentiel et cohérence avec la stratégie industrielle de Ien-
treprise concernée. Nous nous limiterons ici a décrire quelques aspects
structuraux et fonctionnels concernant les caractéristiques des cibles
actuellement étudiées visant a I'obtention d’une bonne efficacité de
’Acm sans induction d’événements indésirables graves.

Acm ciblant des cytokines

Sur les 26 anticorps ayant obtenu une AMM [9, 34], un peu moins d’un
quart a pour cible une molécule soluble : cytokine [tumor necrosis fac-
tor-o. (TNFau), chaine commune o de I’interleukine 12 (IL-12) et de
I"IL-231, Ac (IgE), composant du complément (C5) ou facteur de crois-

sance (vascular endothelial growth factor, VEGF). €n
raison de leurs effets pléiotropes et de nombreuses
redondances dans leurs effets biologiques, les cytokines
ne semblaient pas destinées a devenir des cibles pour les
Acm a usage thérapeutique. Cependant, la démonstra-
tion du role central joué par le TNFou dans la physio-
pathologie de désordres immunitaires (=) yoir
chez "lhomme a conduit au dévelop-  L.Semerano et
pement d’Acm anti-TNFa (infliximab,
adalimumab, certolizumab pégol)

(+). €n dépit de I"énorme avancée

M.C. Boissier,
page 1108 ;
J. Sibilia, p. 1033

des connaissances sur la biologie des cytokines, le TNFou
est resté jusqu’a fin 2008 la seule cytokine pour laguelle
des Acm ont recu une AMM ('ustékinumab anti-1L-12/23
ayant alors recu une AMM [35]), méme si le ciblage
d’autres cytokines [IFN (interféron)-y, IL-8...] [36, 37]
par des Acm neutralisant leurs interactions avec les
récepteurs spécifiques est actuellement évalué dans des
essais cliniques.

La compréhension des effets induits par le ciblage
d’une cytokine par un Acm peut étre d’autant plus
difficile que la présence des molécules ciblées peut se
détecter également a la membrane des cellules.
L'exemple du TNFou dans le contexte de la polyarthrite
rhumatoide (PR) illustre bien cette complexité (). Le
TNFau soluble (sTNFaL) joue un rdle
central dans la physiopathologie

(=) voir L. Semerano
et M.C. Boissier,

de la PR et I'utilisation des anti- p-1108

us
lisation

Effets directs
sur la cellule
/ cible :

4 - activation
x Inhibition | - inhibition
- apoptose
- cytostase

Activation de la voie
classique
du complément

¢+ delafixation

%@uu récepteur

Fixation
a une molécule soluble
(cytokine, toxine...)

Fixation @ un antigéne
membranaire

Figure 2. Les anticorps a I’assaut des anti-
geénes solubles ou membranaires. L’action
d’un Ac varie selon sa cible, selon que
celle-ci est soluble (a guuche) ou membra-
naire (a droite). Dans la premiére situation,
I’Ac empéche la fixation de I’Ag (cytokine,
chimiokine, toxine...) a son récepteur pré-
sent a la surface des cellules, ce qui conduit
a I'absence de toute signalisation norma-
lement induite par cet antigene. De fagon
similaire, des Acm dirigés contre la protéine

d’enveloppe d’un virus responsable de la

Recrutement N o , .
= —— fixation du virion a un récepteur cellulaire
cellulaires vont inhiber cette fixation et bloquer ainsi

I’entrée du virus. Dans la deuxieme situa-
tion, I’Ac va fixer I’Ag présent a la surface
de la cellule cible, induisant ainsi soit des
effets directs (activation ou inhibition de
I’activation cellulaire, apoptose, cytostase)
soit le recrutement et I'activation d’effec-

teurs cellulaires (cellules NK, monocytes,

polynucléaires neutrophiles...) ou moléculaires (activation de la voie classique du complément apres fixation de la molécule Clq), sans

que ces deux types d’effets soient mutuellement exclusifs.
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TNFou a révolutionné la prise en charge des patients. Cependant,
certains individus traités par anti-TNFo présentent une vulnérabilité
aux infections, en particulier a la tuberculose (=). Cet effet secon-

(=) voir €. Rigal et
al., page 1135

daire a été expliqué par I'existence de TNFoL mem-
branaire (mTNFaL) & la surface de lymphocytes T
qui est responsable de I'activation des monocytes producteurs de
TNFo soluble (sTNFau) par les lymphocytes T. Son blocage par les Acm
anti-TNFou conduit @ une diminution importante de la production de
sTNFou [38] qui est un facteur de survie des lymphocytes T effec-
teurs/mémoires impliqués dans la défense anti-tuberculose [39].
Les Acm anti-TNFaL agiraient donc en inhibant la survie des lympho-
cytes T effecteurs/mémoires spécifiques induite par le sTNFa, favo-
risant une réactivation de I’infection latente. Un travail récent a par
ailleurs montré que les lymphocytes T effecteurs-mémoires CD8*CCR7"
CD45RA" responsables d’une forte activité anti-microbienne contre
M. tuberculosis exprimaient fortement du mTNFou et pouvaient étre
lysés par une réaction de CDC faisant suite a la fixation de "Acm
anti-TNFou infliximab au mTNFo que ces cellules expriment a leur
surface [40].

Acm ciblant des antigenes membranaires

La plupart des cibles des Acm qui ont une AMM ou qui sont dans une
phase avancée de développement clinique sont des Ag membranaires
(Tableau |) [9, 34]. U'effet de I’Acm peut &tre dii & des mécanismes
effecteurs aboutissant a la mort de la cellule cible et/ou a I'induction
de mécanismes moléculaires intracellulaires aprés interaction de I’Ac
avec la molécule cible (apoptose, cytostase) (Figure 2). U'expression
et/ou le comportement de la cible membranaire, en termes de densité,
de trafic et/ou de signalisation aprés interaction avec I’Acm, sont des
facteurs déterminants de I'efficacité de ce dernier. Un mécanisme
additionnel qui permet a la cellule cible d’échapper a la cytotoxicité
dépendante du complément est I’expression a la surface de cette cel-
lule de molécules inhibitrices de I'action du complément [membrane

(=?) voir G. Socié et
al., page 1126

cofactor protein (MCP)/CD46, decay accelerating
factor (DAF)/CD55, CD59] (=).

Les cibles membranaires des Acm actuellement sur le marché sont des
récepteurs de facteurs de croissance - epidermal growth factor-recep-
tor (EGF-R), human epidermal growth factor receptor-2/neu (HER-2/
neu), méme si dans ce dernier cas il n’y a pas de ligand connu - ou de
cytokine (IL-2-Ro./CD25), des molécules d’adhérence impliquées dans
les interactions cellule-cellule (epithelial cell adhesion molecule, Ep-
CAM ; chaine o4 du very late antigen-4, VLA-4 ; molécule CD11a, sous-
unité du leukocyte function-associated antigen, LFA-1) ou des protéi-
nes transmembranaires dont la fonction n’est pas totalement élucidée
(CD20, CAMPATH-1/CD52, CD33). De nouvelles cibles sont en cours
d’évaluation, notamment des récepteurs : insulin-like growth factor 1
receptor (IGF1-R)/CD221 (=), chemokine (C-C (=) voir A. Bodmer
motif) receptor 4 (CCR4)/CD194, IL-5-Ro./CD125), etal page 1090
et des molécules impliquées dans le contréle positif ou négatif de
I’activation cellulaire: cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4)/
(D152, CD19, CD22, CD30, receptor activator of nuclear factor kappa
ligand (RANK-L)/CD254... (Tableau I).
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Lobstacle de la modulation antigénique

La variation d’expression des molécules membranaires
constitue un obstacle majeur au succes des thérapies
chez ’lhomme. Cette variation d’expression peut étre liée
a la biologie de I’Ag cible et/ou étre la conséquence de
la fixation de I’Ac sur son Ag provoquant son internalisa-
tion (Figure 3). La faible efficacité du rituximab dans la
leucémie lymphoide chronique (LLC) a été corrélée a la
faible densité des molécules CD20 a la surface des cellu-
les tumorales, un probleme qui semble avoir été résolu
grdce a l'utilisation d’Ac optimisés. C'est ainsi gqu’en
collaboration avec le Laboratoire frangais du fraction-
nement et des biotechnologies (LFB), notre équipe a
montré qu’un Ac anti-CD20 optimisé pour la fixation au
RFeyllIA par modification de la composition en sucre de
sa région Fc présente in vitro des capacités pro-apopto-
tiques et de CDC équivalentes a celles du rituximab mais
une capacité d’ADCC fortement accrue [41] (=). Cette

(=) voir R. Urbain
etal., page 1141

différence d’activité lytique in vitro
est d’autant plus prononcée que la
densité d’Ag est plus faible, comme dans le cas de la LLC.
Cette observation démontre que 'ingénierie moléculaire
des Ac peut apporter des solutions au probléme posé par
la faible expression de I’Ag a la surface des cellules
cibles. Le phénoméne de modulation antigénique peut
cependant étre exploité favorablement a des fins théra-
peutiques. omalizumab, un Acm anti-Ig€ (Fc) indiqué
pour le traitement de I"asthme allergique, a un double
effet conduisant a une diminution des réactions d’hy-
persensibilité immédiate. Il se fixe au domaine Ce3 de la
région Fc des Ig€ circulantes, bloquant leur interaction
avec le RFc de haute affinité pour les IgE (RFcel), et
induit alors une baisse d’expression du RFcel a la surface
des basophiles et des mastocytes [42, 43].

La modulation antigénique peut étre aussi la consé-
quence de deux autres mécanismes: le shedding et
le shaving (Figure 3). Le shedding est un mécanisme
de clivage des protéines membranaires. Ce processus
implique une protéolyse limitée des ectodomaines des
protéines transmembranaires par des métalloprotéi-
nases [44]. Les molécules CD20, Campath-1/CD52 et
(D33, cibles d’Acm actuellement sur le marché, sont
soumises a ce mécanisme [45, 46], limitant potentiel-
lement I'effet thérapeutique in vivo des Acm correspon-
dants. Le shaving résulte de la capacité des monocytes/
macrophages a fixer puis « arracher» de la membrane
des cellules cibles les complexes molécule cible-Acm et
a les internaliser. Ce processus, dépendant des RFcy, a
été impliqué dans la diminution de "expression de CD20
observée a la surface de cellules leucémiques chez des
patients présentant une LLC et traités par le rituximab
[30, 47].
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Figure 3. Evasion des cellules cibles de action
des anticorps par modulation de I’expression
de "Ag. La diminution de I’expression de I’Ag a
la surface de la cellule cible permet a celle-ci
de résister a I"action des Ac. Selon I’Ag consi-
déré, cette modulation pourra se traduire par
une internalisation de I’Ag (1), un clivage des
ectodomaines de I’Ag (shedding) (2) mettant
en jeu des métalloprotéinases et/ou par un
«arrachement » (shaving) (3) du complexe
Ac-Ag assuré par les monocytes/macrophages

par I'intermédiaire des RFcy.
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La prise en compte du rapport bénéfice-risque

La sélection d’une cible doit évidemment tenir compte du rapport
bénéfice/risque. La plupart des Acm occasionnent des effets secon-
daires (vomissements, maux de téte, nausées, etc.) le plus souvent
sans conséquences graves, ce qui fait de Iutilisation des Acm en
clinique une thérapie assez slire et bien tolérée par rapport a
d’autres, notamment en oncologie. Cependant, des effets secondai-
res importants ont été rapportés. Le trastuzumab (anti-HER-2/neu
ou c-erbB-2), indiqué dans le cancer du sein métastatique, présente
une cardiotoxicité importante dans environ 10 % des cas [48]. Cette
toxicité s’explique par I’expression d’erbB-2 a la surface des cardio-
myocytes. Par contre, un autre Acm anti-erbB-2, le pertuzumab, qui
bloque I’hétéro-dimérisation d’erbB-2, actuellement en essai clini-
que, n’a pas montré de cardiotoxicité a I’issue d’un essai de phase |
[49], suggérant que le choix de I’épitope pour un méme Ag peut
jouer un role crucial dans les effets des Acm. Un autre exemple illus-
trant les difficultés rencontrées avec certaines cibles est celui de
’Acm immuno-modulateur anti-CD28 TGN1412, un superagoniste
capable d’induire in vivo chez ’animal I’activation et I’expansion de
lymphocytes T régulateurs et susceptible d’améliorer le traitement
de maladies auto-immunes [50]. Malgré des études précliniques
démontrant une toxicité acceptable et une bonne efficacité dans
différents modeles animaux, un essai clinique de phase | sur six
volontaires sains a tourné au drame. Moins d’une heure apres la pre-
miére infusion, les six volontaires ont développé un syndrome trés
sévére dii a une production massive de cytokines (cytokine storm
syndrome), nécessitant leur transfert en réanimation (). Cet inci-
dent tres grave a souligné I'importance de la com- (=) voir
préhension des mécanismes biologiques liés a M. Pallardy,
Iimmunomodulation (CD28 est définie comme une Poge1130
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molécule de costimulation exprimée de fagon consti-
tutive & la surface de tous les lymphocytes CD4°), et a
montré les limites des modéles animaux, conduisant a
redéfinir les critéres de sécurité relatifs aux premieres
injections chez I’lhomme [51]. Malgré ces difficultés
d’appréciation du risque, un nombre croissant d’Acm a
vocation immunomodulatrice est actuellement déve-
loppé, que ce soit pour des traitements de maladies
auto-immunes et inflammatoires ou pour des traite-
ments anticancéreux (anti-RANK-L/
CD254, anti-CD80, anti-CTLA-4/
(D152) ().

(=») voir A. Bodmer
etal., page 1090

Conclusion

Les Ac comptent parmi les molécules de 'immunité les
mieux connues. Leur utilisation en clinique humaine
connait une expansion rapide, malgré les revers qui
ont jalonné leur histoire. La connaissance toujours plus
précise de ces molécules, leur ingénierie toujours plus
sophistiquée et nos connaissances accrues de leurs
fonctions en font des candidats remarquables pour
le développement de nouvelles thérapies. Cependant,
le succes in fine d’un Acm particulier dépend d’un
équilibre instable entre différents parametres :

- pertinence clinique (rdle clé joué par la cellule ou la
molécule ciblée par I’Ac dans la pathologie indiquée) ;
- propriétés structurales et fonctionnelles de I’Ac
(affinité, stabilité, propriétés effectrices telles que
I’ADCC ou la CDC) et de la molécule cible (densité,

&
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accessibilité, internalisation, libération sous forme soluble, spé-
cificité d’expression tissulaire, pléiotropie des effets, redondance
d’effets avec d’autres molécules) ;

- choix de I’épitope (permettant ou non une compétition avec un
ligand, induisant un mécanisme de cytostase ou de mort cellulaire
apres fixation de I’Ac)

- gestion raisonnée des essais précliniques (choix du modeéle animal,
évaluation de I’efficacité et des effets secondaires) et cliniques
(sélection des patients inclus fondée aussi sur des parametres liés a
P'utilisation de I’Ac et/ou a la cible moléculaire ; suivi de parametres
biologiques liés a I'utilisation d’un Acm).

Les prochaines années verront certainement I’éclosion d’une nou-
velle génération d’Acm ayant des structures optimisées pour des
fonctions particuliéres [ADCC, CDC, demi-vie sérique (T,,,)], ainsi
qu’un retour sur le devant de la scene de formats étudiés dans les
années 1980 (Ac bispécifiques (=), Ac conjugués)

(=) voir A. Pélegrin
et la montée en puissance de miniformats [VH/VL,

et B. Robert,

single chain Fv, domaine VH simple de la chaine H  page 1155

des camélidés (VHH)] (). Nos connaissances

(=») voir P. Chames
et D. Baty,
page 1159

accrues de la structure et du role de nombreuses
molécules cibles, notamment dans le domaine de
I’oncologie et des protéines solubles (toxines,
cytokines) vont aussi renforcer les approches fondées sur une utili-
sation combinée de plusieurs Acm, dirigés contre des molécules dif-
férentes ayant des fonctions différentes ou contre des épitopes dif-
férents de la méme molécule. Ces approches «oligoclonales »
permettront certainement a terme d’accrofitre I’efficacité thérapeu-
tique des Ac, une sorte de sérothérapie moderne, une idée chére a
Emil von Behring et Shibasaburo Kitasato (=) (=) voir H. Watier,

[52].0 page 999

SUMMARY

Antibodies: better knowledge for a better use

The therapeutic use of monoclonal antibodies is growing exponentially.
Our knowledge on antibody structure, in particular that of IgG1, largely
used in the clinic, has progressed remarkably. However, some formida-
ble challenges still remain to be confronted, among which the increase
of a yet-limited antibody efficacy, the lowering of the frequency of
serious clinical adverse events, and the establishment of pre-clinical
models that can be reliably extrapolated to humans represent major
goals. The selection of relevant target antigens with regard to the
pathology to be treated and to the expected effects of the antibody
used is also a critical parameter. Facing these challenges, the amazing
molecular plasticity of antibodies, as well as new antibody engineering
approaches based on the most recent insights on the structure and
biology of antibodies and their targets represent areas of research that
will make monoclonal antibodies remarkable drugs for human health in
a near future. ¢

CONFLIT D’INTERETS
Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’intéréts concernant les données publiées
dans cet article.
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