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>L'immunothérapie a base d’anticorps mono-
clonaux (AcM) connaft un plein essor en can-
cérologie. €n 2020, plus de 40% des anti-
corps approuvés par la FDA (Food and Drug
Administration) (34 sur 84 anticorps, selon
The Antibody Society) ont une indication pour
les thérapies anti-cancéreuses. Contrairement
a la chimiothérapie standard, ils démontrent
un bien meilleur profil de tolérance pour les
patients. Malgré cela, des effets indésirables
néfastes peuvent survenir en raison du ciblage
de I'antigéne qui est également exprimé au
niveau des tissus sains. C’est pourquoi des
stratégies émergentes visent a optimiser le
format des anticorps et a tenir compte des par-
ticularités du microenvironnement tumoral pour
conférer une action encore plus spécifique de
I"anticorps au niveau tumoral. <

Succés des anticorps thérapeutiques

Limmunothérapie a base d’anticorps monoclonaux
(AcM) a considérablement amélioré le pronostic des
patients atteints de cancers, méme a des stades
métastatiques. Ces AcM ciblent des marqueurs mem-
branaires surexprimés par les cellules tumorales,
appelés antigénes associés aux tumeurs (AAT) ou
bien des molécules du micro-environnement tumoral.
Le plus souvent, ces AcM agissent en tuant les cel-
lules tumorales ou en bloquant activation des AAT
ou en stimulant le systeme immunitaire pour induire
une régression tumorale. Par exemple, la combinai-
son des AcM nivolumab et ipilimumab, qui ciblent
respectivement les points de contrdoles du systeme
immunitaire PD1 et CTLA-4 présents a la surface des
lymphocytes T (LT), a permis d’augmenter la médiane
de survie globale de 9 mois a plus de 5 ans pour les
patients atteints de mélanomes avancés. Malgré une
faible expression de ces AAT par les tissus sains, la
fixation des AcM sur ces derniers peut générer des
toxicités, parfois séveres pour le patient.
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Les toxicités dues au ciblage des antigénes associés
aux tumeurs

Il est bien documenté que le traitement du cancer du colon métasta-
tique par I’AcM anti-EGFR (epithelial growth factor receptor), le cétuxi-
mab, entraine des effets indésirables cutanés du fait de sa fixation sur
les kératinocytes de la peau qui expriment également ce récepteur [1].
Ces toxicités dues a la liaison a la cible extra-tumorale sont encore plus
importantes avec certains nouveaux formats d’anticorps. C’est le cas du
bivatuzumab mertansine, un AcM armé’ se liant au récepteur CD44vé,
surexprimé dans les carcinomes squameux de la téte et du cou. Lors de
I’essai clinique de phase |, pres de 80% des patients traités ont souffert
de manifestations cutanées importantes dés la dose de 100 mg/m?
(environ 0,83mg/kg) et un patient a succombé a la suite d’une nécrolyse
épidermique toxique. Ces toxicités cutanées, attribuées a I'expression
basale de ce variant par les épithéliums squameux, ont conduit a 'arrét
du développement de ’AcM [2].

Face au role prépondérant du systéme immunitaire dans la lutte
anti-tumorale, des LT ont été modifiés pour exprimer a leur surface
un récepteur chimérique (CAR-T)? qui est constitué d’un fragment

! Anticorps armés : anticorps couplés chimiquement & des molécules de chimiothérapie hautement cyto-
toxiques pour permettre une délivrance plus spécifique de la drogue au niveau du tissu cible.

? CAR-T : population de LT d’un patient, modifiés génétiquement pour exprimer un récepteur chimérique
capable de reconnaitre une molécule cible et d’induire une cytotoxicité contre les cellules exprimant cette
cible apres réinjection chez le patient.
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Figure 1. Caractéristiques du métabolisme tumoral. AAT : antigénes associés aux tumeurs ; LDH : lactate deshydrogénase ; GLUT : transporteurs du

Protéases

glucose ; CA : anhydrase carbonique ; MCT : transporteur des monocarboxylates ; NHE : transporteur du sodium et du proton.

d’anticorps fusionné a des modules d’activation intracellulaires. Ces
LT sont capables d’étre activés apres fixation du fragment d’anticorps
a I'antigene tumoral. Si le potentiel anti-tumoral des CAR-T est pro-
metteur, une activation dérégulée de ces cellules peut induire un syn-
drome de relargage des cytokines® faisant suite a la reconnaissance de
la cible extra-tumorale. Uadministration de CAR-T ciblant le récepteur
HER2 (human epithelial growth factor receptor-2) chez une patiente
atteinte d’un cancer du c6lon métastatique a induit une infiltration
pulmonaire lymphocytaire, précédant le choc cytokinique, et une
détresse respiratoire fatale due a la reconnaissance par les CAR-T de
la cible présente au niveau pulmonaire [3].

Ainsi, 'expression, méme a faible densité, de la cible par le tissu sain
reste problématique pour le développement de thérapies anti-tumo-
rales avec un bon profil de sécurité pour le patient. Face a la difficulté
d’identifier des antigénes parfaitement spécifiques des tumeurs, il est
nécessaire de développer des stratégies améliorant la spécificité des
anticorps thérapeutiques pour les AAT de la tumeur de fagon a limiter
leurs toxicités chez le patient. Nous présentons dans cette revue les nou-
velles pistes de ciblage spécifique de la tumeur fondées sur les caracté-
ristiques antigéniques de la tumeur et du microenvironnement tumoral.

¥ Syndrome de relargage des cytokines : réponse inflammatoire sévére initiée par la libération massive de
médiateurs de I'inflammation par les cellules du systéme immunitaire, ici les CAR-T, se manifestant par un
syndrome pseudo-grippal et pouvant conduire au décés du patient par défaillance des organes.
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Stratégies fondées sur ’utilisation
de pro-drogues

Activation de pro-anticorps par les protéases

du microenvironnement tumoral

Il est désormais établi que le microenvironnement
tumoral est enrichi en protéases, qui jouent un role
dans le caractere invasif de la tumeur, et dont I’expres-
sion est corrélée a un mauvais pronostic. €n tirant profit
de cette caractéristique, ont été développés des pro-
anticorps, dont I’activité de liaison a I'antigene cible
est restituée apres protéolyse d’un « masque ».
Desnoyers et al. ont ainsi associé un peptide, mas-
quant et bloquant le paratope* du cétuximab, a
Pextrémité N-terminale de la chaine légere, par
intermédiaire d’un site peptidique clivable par des
protéases spécifiques, telles que la matriptase. Dans
un environnement dépourvu de protéases, ce pro-
anticorps, appelé PBl, perd fortement sa capacité
de fixation a la cible, PEGFR. €n revanche, une fois
la tumeur atteinte, les protéases présentes dans le
microenvironnement tumoral assurent alors le clivage

“ Paratope : partie de I'anticorps directement impliquée dans la liaison a I'antigene.
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Figure 2. Principe de I’imagerie par peptides pHLIP. Représentation du méca-
nisme d’insertion membranaire pH-dépendante des peptides pHLIP (pH-low

insertion peptides) couplés a une sonde (fluorescente ou radioactive) [11].

du lien peptidique, libérant I"accessibilité du paratope pour rétablir
la liaison de anticorps a sa cible. Outre son activité anti-tumorale
similaire au cétuximab contre des xénogreffes de cancer du poumon
chez la souris, ce pro-anticorps démontre un trés bon profil de tolé-
rance chez le macaque. €n effet, alors qu’une toxicité cutanée sur-
vient chez 66% des singes recevant une dose d’entretien de 25 mg/
kg/semaine de cétuximab pendant 5 semaines, il faut une dose de 75
mg/kg/semaine de I’AcM PB1 pendant 7 semaines pour voir survenir
les premiers effets indésirables cutanées [4].

Sur ce méme principe, Trang et al. ont congu un masque peptidique
« universel », constitué de superhélices peptidiques. Une fois asso-
ciées aux chaines lourdes et légeres de "anticorps via un espaceur
clivable par les protéases, les hélices assurent un blocage stérique
du paratope de 'anticorps. Comme attendu, 'ajout de ce masque a
un AcM armé anti-CD19 entraine une réduction drastique de sa cyto-
toxicité dans un modele cellulaire de lymphome in vitro. €n revanche,
dans un modele de souris immunodéficientes greffées avec les cellules
d’un lymphome humain non Hodgkinien, une dose unique de 6 mg/kg
du pro-anticorps armé suffit a contrdler la croissance tumorale de
maniére identique a I’anticorps parental [5].

Activation de pro-anticorps par I’hypoxie tumorale

La croissance rapide des tumeurs se traduit par un défaut de vas-
cularisation responsable de I"apparition de zones appauvries en
oxygene. Cet environnement hypoxique a déja été exploité pour
I’activation conditionnelle de petites molécules. L’équipe de W. Tan
a généré des macromolécules cagées (anticorps et aptameres®),
dont le paratope est bloqué stériquement par du polyéthyléne-
glycol, qui peut étre éliminé en condition réductrice. €n normoxie,
les électrons fournis par I"oxygene empéchent la bioréduction de
la fonction clivable par les réductases. Le site de liaison a Ianti-
gene reste alors inaccessible. Mais, la fixation de la macromolé-
cule est spécifiquement restaurée sur des sphéroides cultivés en
hypoxie. Une étude de biodistribution chez la souris démontre que
Paccumulation privilégiée des macromolécules au niveau de la

¥ Aptamére : courte séquence d’oligonucléotides simple brin, capable de reconnaitre une cible spécifique.
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tumeur n’est rendue possible qu’avec I"élimination
du masque par bioréduction [6].

Stratégies fondées sur les propriétés de liaison
de I’anticorps

Modulation de I’affinité et du format des anticorps
La plupart des AcM thérapeutiques actuels sont
sélectionnés sur la base de leur affinité élevée (de
’ordre du nanomolaire [nM] voire du picomolaire
[pM] pour I’AAT cible). Ceci engendre une fixation
des anticorps tres largement indépendante de la
densité de I’antigene présent a la surface des cel-
lules. Wong et al. ont donc généré un AcM armé anti-
EGFR de faible affinité (une centaine de nM) : celui-
la montre une fixation restreinte et une moindre
toxicité sur les kératinocytes présentant une faible
densité antigénique a des doses ou le cétuximab
(~0,5 nM) est, quant & lui, cytotoxique. Seule une
expression tumorale élevée de I’EGFR permet de res-
taurer une liaison bivalente® de cet anticorps ainsi
que son internalisation. Couplé a des agents anti-
mitotiques cet anticorps possede un fort potentiel
anti-tumoral [7]. Lutilisation d’anticorps bispéci-
fiques, c.a.d. liant simultanément deux antigénes
co-exprimés par la tumeur, a aussi été envisagée
pour accroftre la spécificité de ciblage tumoral. Mais
I’équipe de Dall’Acqua a montré avec un anticorps
bispécifique anti-HER2/neu et anti-EGFR qu’il est
nécessaire de réduire I’affinité d’un des partenaires
(dans son cas I’€GFR) pour augmenter la sélectivité
et ainsi épargner les tissus sains [8]. Slaga et al.
ont développé un anticorps engageant les LT par
liaison monovalente au récepteur CD3 et par une
liaison bivalente mais de faible affinité (~ 50 nM) au
récepteur HER2/neu (fusion de deux Fab en tandem
a 'extrémité N-terminale de la région charniére de
IlgG). Ce format original limite la liaison, et donc
Pactivation des LT, a des cellules ayant un faible
niveau d’expression de HER2, comme les cardiomyo-
cytes (qui ont été impliqués dans les effets cardiolo-
giques indésirables observés chez des patientes trai-
tées par un AcM anti-HER2/neu). La liaison bivalente
au récepteur HER2, rendue possible par une densité
antigénique élevée, déclenche par contre in vitro un
effet cytotoxique des LT spécifiquement contre les
cellules tumorales [9].

¢ Bivalence : la notion de valence renvoie au nombre de sites de liaison d’un anti-
corps pour un méme antigéne.
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Figure 3. Exemple de criblage de scFvs pH-dépendants. Analyse par ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) de la liaison pH-dépendante et de la
spécificité des fragments d’anticorps scFv (single chain fragment variable)
anti-récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) ciblée et non pertinent.
Sélection des meilleurs scFvs (*) selon leur fixation a pH acide et leur ratio de
fixation pH 5,5/pH 7,2.

Interaction pH-dépendante des anticorps

Implication et mise en évidence de I’effet de Warburg

La modification métabolique des cellules cancéreuses, décrite par Otto
Warburg, se caractérise, entre autres, par un besoin accru en glucose. Ce
dernier est préférentiellement métabolisé en acide lactique au cours de
la glycolyse aérobie lors d’un processus non oxydatif. L'excés acide est
alors principalement sécrété par les transporteurs des monocarboxylates
(MCT 1,4) et le transporteur Na*/H* de type 1 (NHE 1) dans le microen-
vironnement tumoral. Il en résulte une acidification du microenvironne-
ment tumoral stimulant I’invasion tumorale [10] (Figure 1). Uapparition
de nouvelles méthodes d’imagerie permet maintenant de visualiser le pH
tumoral acide de maniére non invasive. De par leur insertion pH-dépen-
dante au sein des membranes cellulaires (pH<6,5), les peptides pHLIP
(pH-low insertion peptides) assurent la détection des zones acides
des tumeurs de souris par tomographie & émission de positrons (Figure
2). €n clinique, I'imagerie IRM de transfert d’aimantation par échange
chimique avec le iopamidol (Acido-CEST pour acido-chemical exchange
saturation transfer) permet la détection de I’acidification de tumeurs de
Povaire et du sein [11].

Conceptions empirique et rationnelle d’anticorps pH-dépendants

Une approche consiste a exploiter ce phénoméne métabolique pour
développer des AcM dits « pH-dépendants », c’est-a-dire capables de
se lier & leur cible au pH tumoral acide (pH 6,0-6,8) tout en n’ayant
qu’'une fixation trés faible, voire nulle, sur la méme cible exprimée a
I’état basal par le tissu sain & pH physiologique (pH 7,2-7,4). Kodan-
dapani et al. ont muté aléatoirement résidu par résidu une centaine de
positions des parties variables du cétuximab. Apres un premier criblage
différentiel selon le pH de 1 501 simples mutants, 39 ont présenté une
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meilleure interaction a pH acide qu’a pH physiologique.
€n combinant ces différentes mutations, ces cher-
cheurs ont identifié un AcM qui démontre in vitro une
trées bonne fixation pH-dépendante a I’EGFR [12]. A
Iissue d’un procédé similaire, des AcM pH-dépendants
armés, dirigés contre le récepteur AXL, ont montré une
cytotoxicité spécifique a pH acide contre des cellules
de lignées cancéreuses. De plus, 'administration d’une
dose unique a 6 mg/kg d’un de ces anticorps pH-dépen-
dant suffit a contrdler la croissance de tumeurs du
poumon et de prostate chez des souris, aussi effica-
cement que 'anticorps parental. Finalement, cet anti-
corps semble présenter un meilleur profil de tolérance
hépatique et immunologique chez le macaque [13]. Ces
résultats encourageants ont mené a I’évaluation de cet
AcM anti-AXL pH-dépendant couplé a I'auristatine €
dans le traitement de tumeurs solides localement avan-
cées ou métastatiques (essai de phase I, NCT04425279).
Plus récemment, T. Sulea et al. ont opté pour I'introduc-
tion de maniére rationnelle d’histidines dans le para-
tope d’un AcM afin de le rendre pH-dépendant, a partir
de la structure cristallographique du complexe immun.
En effet, la chaine latérale imidazole des histidines
présentant un pKa moyen de 6,0, ces acides aminés
sont théoriquement les seuls dont I’état de protonation
change entre le pH acide tumoral et le pH physiologique
des tissus sains. Avec cette méthode, les chercheurs ont
réduit le nombre de mutants a tester et ont identifié
des AcM pH-dépendants dirigés contre le récepteur
HER2/neu. Ces anticorps perdent totalement leur fixa-
tion a pH physiologique, jusqu’a 300 nM sur une lignée
avec une expression de HER2/neu similaire aux cellules
cardiaques. Les anticorps ainsi sélectionnés induisent
un ralentissement de la croissance de sphéroides spéci-
figuement en condition acide, alors que le trastuzumab,
I’anticorps anti-HER2/neu de référence (Herceptin®),
exerce un effet cytostatique indépendant du pH [14].
Cependant, en "absence de données structurales sur le
complexe anticorps-antigéne, la génération ainsi que la
caractérisation d’un grand nombre de clones mutants
peut s’avérer laborieuse.

Sélection d’anticorps pH-dépendants par phage display
Afin de contourner cette derniére limitation, notre
équipe a privilégié une approche combinatoire pour
sélectionner des anticorps pH-dépendants en s’ap-
puyant sur la technologie du phage display. A partir de
banques de phages exprimant des fragments d’anti-
corps a leur surface [15], nous avons mis au point une
méthode pour favoriser IYidentification d’anticorps
se liant préférentiellement a pH acide a une cible
d’intérét. A Pissue d’un criblage différentiel utilisant
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deux pH distincts, plusieurs fragments d’anticorps ayant une liaison
pH-dépendante contre un récepteur a activité tyrosine kinase ont pu
étre sélectionnés (Figure 3). Lorsque ces fragments ainsi sélection-
nés ont été reformatés sous forme d’lgG, la plupart des AcM obtenus
conservent cette propriété de fixation pH-dépendante sur la protéine
recombinante, mais également sur le récepteur exprimé par des cel-
lules de différentes lignées cellulaires. Nous évaluons actuellement la
biodistribution de ces anticorps dans un modele murin présentant a la
fois du tissu sain et tumoral humain, pour démontrer leur innocuité.

€n conclusion

Ces stratégies prometteuses, visant a prévenir les toxicités liées au
ciblage des antigénes hors tumeur par des AcM, commencent a étre
intégrées dans le développement clinique des AcM. A long terme, ces
traitements innovants devraient améliorer la qualité de vie des patients
tout en maintenant leur fort potentiel anti-tumoral mais devraient aussi
permettre d’augmenter le nombre futur d’AcM a usage thérapeutique. ¢

SUMMARY

Strategies of tumor-specific targeting based on the antigenic tumor
specificities and the tumor microenvironment characteristics
Monoclonal antibody (mAb)-based immunotherapy is booming in onco-
logy. In 2020, more than 40% of FDA (Food and Drug Administration)-
approved antibodies (34 out of 84 antibodies, according to The
Antibody Society) have an indication for cancer therapy. In contrast
to standard chemotherapy, they demonstrate a much better safety
profile for patients. Despite this, adverse side effects may occur due to
the targeting of the antigen also expressed by healthy tissues. For this
reason, emerging strategies aim at optimizing the antibody format and
considering the particularities of the tumor microenvironment to confer
a more specific action of the antibody at the tumor site. ¢
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Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans
cet article.
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