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> Les anticorps monoclonaux (Acm) et dérivés
constituent la classe de principes actifs qui
connait le plus fort taux de développement
actuel dans les domaines biotechnologique et
pharmaceutique. €n un peu plus de vingt ans,
plus de 30 immunoglobulines (IgG) et dérivés
ont obtenu une autorisation de mise sur le
marché (AMM) dans des indications thérapeu-
tiques trés variées (oncologie, inflammation et
auto-immunité, transplantation, angioplas-
tie, hématologie, ophtalmologie, infections
virales, allergie). La palette de structures
comporte des anticorps murins, chimériques,
humanisés et humains d’isotypes différents
(IgGl, 2 et 4), ainsi que des dérivés d’IgG
(immunoconjugués, radio-immunoconjugués,
fragments Fab, protéines et peptides de fusion
Fc, bispécifiques souris/rat). De plus, du point
de vue structural, leur glycosylation dépend
du systeme de production et peut influen-
cer les fonctions effectrices et I"immunogéni-
cité. A partir des connaissances actuelles des
relations structure-fonction, quels formats
d’anticorps est-il préférable de choisir ? Avec
quels types de glycosylation ? Pour quelles
indications ? <
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Le succés médical des anticorps monoclonaux (Acm)
est lié a leurs caractéristiques structurales et fonc-
tionnelles : forte affinité (de I’ordre du nM ou pM)
et tres grande spécificité pour leur antigéne (Ag),
diversité des mécanismes d’action (antagonisme/
agonisme, signalisation, internalisation/dégradation
de I’Ag, induction d’apoptose, fonctions effectrices
cytotoxiques, etc.), pharmacocinétique modulable

selon le format (de quelques heu-
res a 21 jours) (=), faible toxicité
intrinséque (leur structure est

similaire a celle des immunoglobulines (lg) endogé-
nes, et ils sont métabolisés en acides aminés (aa)

naturels [1].
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Le succes pharmaceutique et industriel des Acm
s’explique par la maturité technologique qui per-
met de produire des Acm sous forme recombinante
dans des cellules de mammiféres [2]. Il est ainsi
possible de passer en 9 a 12 mois de lots de type
«recherche » (bioréacteur de 31) a des lots utili-
sables dans des essais cliniques de phase | (300 a
2000 1), dans un environnement de bonnes pratiques
de fabrication (GMP, good manufacturing practices)
[3], puis d’étendre la production de 5a 100001
pour des essais de phases II/1ll et jusqu’a 20 000 |
aprés obtention de I'autorisa-
tion de mise sur le marché (AMM) (=) voir 0. Cochet

et M. Chartrain,
(+). Parallélement, la trés grande  poge 1078
homologie de structure des IgG
(>90 %) permet la mise en place de plateformes d’in-
génierie, de purification, de formulation et de carac-

térisation analytique [4, 5] favorisant la recherche
et le développement de plus en plus rapides de ces
biomolécules.
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Toutes ces caractéristiques contribuent & un taux d’attrition' en clini-
que plus faible pour les Acm que pour les petites molécules chimiques
[6]. Ces derniéres conservent I’avantage d’une administration per os,
de la possibilité d’atteindre des cibles intracellulaires et de pouvoir
étre produites pour un prix de revient industriel plus bas.

Le Tableau I liste par catégories les Acm et dérivés qui ont été approu-
vés pour un usage thérapeutique par la FDA (Food and drug adminis-
tration), "EMEA (European medicines agency) ou la SFDA (China state
food and drug administration).

Les immunoglobulines humaines réparties en cing classes (IgA, IgD,
IgE, IgG et IgM) sont formées de deux types de chafnes polypeptidi-
ques, qualifiées de légéres (IG L- L pour light, deux sous-classes :
KetA) et lourdes (IG H - H pour heavy, neuf sous-classes ou isoty-
pes:alet?2;8;€;7l,2, 3et4;p). Les classes et les sous-classes
sont définies par la nature de leurs chaines lourdes qui conditionne
des différences de structure, de fonctionnalité et de fonction dans
la défense immunitaire. A I’heure actuelle, tous les anticorps théra-
peutiques et leurs dérivés ayant obtenu une AMM sont des IgG, et la
majorité sont humanisées (voir ci-dessous) (=). (=) voir M. Cogné
Seules quelques phases cliniques précoces ont etal., page 1149
été menées pour 'instant avec des IgA et des IgM.

Celles-ci présentent des structures oligomériques (dimeres, penta-
meéres) et une glycosylation (N et 0) beaucoup plus complexes que
celles des IgG.

Immunoglobulines murines et humaines :
structures et fonctions

Les IgG murines et humaines sont des glycoprotéines tétraméri-
ques bivalentes (deux sites de liaison aux Ag) et bifonctionnelles
(liaison aux Ag et aux y-Fc récepteurs) (Figure 1). Ce sont des
hétérodimeres d’environ 150 kDa constitués de deux chaines lourdes
(50 kDa = 450 aa) et de deux chaines légéres (25 kDa = 220 aa). Ces
chaines polypeptidiques sont liées par un nombre caractéristique

Figure 1. hlgGl, chaines lourde et légere,
fragments Fab et Fc. Les région variables sont
représentées en bleu clair, les régions constan-
tes en bleu foncé, les CDR en rouge, la région
charniere en vert, les ponts disulfure inter-
chaines en brun, les ponts disulfure intra-
chaines en orange et les glycanes en rose.
Chaines lourde (H), légere (L), variable (V),
constante (C).

Fab (50 kDa)

Fc (50 kDa)

de ponts disulfures (S-S), impliqués dans des appa-
riements particuliers a chaque isotype. Les chaines
légéres sont constituées d’un domaine variable (VL) et
d’un domaine constant (CL) ; les chaines lourdes d’un
domaine variable (VH), de trois domaines constants
(CH1, 2 et 3) et d’une région charniere (H, hinge),
située entre les domaines CH1 et CH2. Les chaines
lourdes comprennent un site conservé de N-glycosy-
lation situé généralement sur I’Asn?’ [7] (I’Asn84.4
du domaine CH2 dans la numé-
rotation IMGT? (=). Les domaines
variables des chafnes lourdes et

(=) voir M.P. Lefranc,
page 1020

légeres comportent chacun trois régions hypervaria-
bles impliquées dans la spécificité de reconnaissance
de I’Ag (CDR, pour complementarity determining
regions ou région déterminant la complémentarité
avec Iantigéne) en alternance avec des domaines
charpentes (FR pour framework). La charniére, tres
flexible, comprend les ponts S-S qui relient les chaines
lourdes entre elles. Ce domaine comporte un site de
clivage enzymatique privilégié (papaine) qui permet
de fragmenter I’Acm en Fab (fragment se liant a I’Ag)
et Fc (fragment cristallisable), d’environ 50 kDa cha-
cun. Le Fab est responsable de la liaison spécifique de
forte affinité aux Ag. Le fragment Fc se lie a des y-Fc
récepteurs impliqués dans les fonctions effectrices des
Acm (ADCC = cytotoxicité cellulaire dépendante d’an-
ticorps, CDC = cytotoxicité dépendante du complé-
ment), ainsi qu’a des FcRn qui conférent une demi-vie

plasmatique d’une vingtaine

(=) voirR. Abés et al.,

p- 1011 ; C. Magdelaine-
Beuzelin et al., page 1053 ;
G. Paintaud, page 1057

de jours auxlgG humaines
(), excepté les 1gG3 ol elle
est de 7 jours.

! Terme utilisé en marketing, le taux d’attrition ici correspond au nombre de produits qui seront perdus
entre les deux phases d’essais cliniques parce qu’ils ne satisferont pas les critéres.
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2 IMGT : International immunogenetics information system for immunoglobulins or
antibodies.
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Acm/DCI* Produc. Format AMM* * Laboratoires Indications Ag ciblé
Anticorps murins (6 dont 3 radioimmunoconjugués IgG et F(ab’)2 et 1 bispécifique souris/rat)
Orthoclone/muromonab*** Hybr. 1gG2ak 1986 Johnson & Johnson Rejet de greffe (D3
Panorex/édrecolomab Hybr. 1gG2ak 1995 (Ger) Centocor/GSK Cancer colorectal EpCAM
"5/%% -Zevalin/ibritumomab** CHO 1gG1k (RIC) 2002 Biogen-Idec LNH D20
1) _Bexxar/tositumomab Hybr. IgG2a) (RIC) 2003 GSK LNH CD20
Bl_Licartin/métuximab Hybr. (Fab’)2 (RIC) 2005 (Chi) Cheng Hoist Hitech Hépatocarcinome CD147
Removab/catumaxomab Quadr. slgG2a/rlgG2b 2009 Trion/Fresenius Ascite maligne EpCAM/CD3
Anticorps chimériques (6 dont 1 Fab chimérique ; 3 d’entres eux représentent un chiffre d’affaire > 1 milliard d’euros)
Réopro/abciximab SP2/0 Fab 1994 Centocor/Lilly Angioplastie GPIIb/GPllla
Rituxan/rituximab CHO 1gGlk 1997 Genentech/Biogenld. LNH, PR CD20
Rémicade/infliximab SP2/0 1gGlk 1998 Centocor/Scherring ~ Maladie de Crohn,  TNF alpha
psoriasis
Simulect/basiliximab SP2/0 1gG1k 1998 Novartis Rejet de greffe (D25
Bl _Vivatuxin/"'-chTNT NSO / 2003 (Chi)  Shanghai Med. Biot.  Cancer du poumon NT
Erbitux/cétuximab*** SP2/0 1gGlk 2004 ImClone/ Cancer colorectal, EGFR
Merck-Serono téte et cou
Anticorps humanisés (14 dont 1 immunoconjugué, 1 Fab et 1 Fab-pégylé )
Zénapax/daclizumab*** NSO 1gGlk 1997 PDL/Roche Rejet de greffe (D25
Herceptin/trastuzumab CHO 1gGlk 1998 Genentech Cancer du sein HER-2
Synagis/palivizumab NSO 1gGlk 1998 Medimmune/AstraZen. Virus resp. Protéine F
syncytial
Mylotarg/gemtuzumab*** NSO IgG4k-ImConj 2000 (USA) Wyeth LAM (D33
MabCampath/alemtuzumab CHO 1gG1k 2001 Millenium LLC (D52
Xolair/omalizumab CHO 1gG1k 2003 Genentech/Novartis Allergie Ig€-Fc
Raptiva/éfalizumab CHO 1gGlk 2003 Genentech/Serono Psoriasis CDlla
Avastin/bévacizumab CHO 1gG1k 2004 Genentech/Roche Cancer colorectal, VEGF-A
téte et cou, sein
Tysabri/natalizumab NSO 1gG4k 2004 Biogen-ldec/€lan Sclérose Intégrine o4
en plaques
TheraCIM/nimotuzumab NSO IgGlk 2005 (Chi) YM Biosciences Cancer téte et cou EGFR
Lucentis/ranibizumab*** £ coli Fab 2006 Genentech DMLA VEGF-A
Soliris/éculizumab NSO 1gG2/4k 2007 Alexion PNH C5
Cimzia/certolizumab pégol*** £. coli Fab’-PEG 2008 UCB Maladie de Crohn TNF alpha
Roactemra/tocilizumab CHO 1gGlk 2009 Roche/Chugai PR, maladie de IL-6R
Castelman
Anticorps humains (6 dont 1 par phage display (CAT) et 5 par souris transgé [technologies Abgenix/ABX et Medarex/MDX])
Humira/adalimumab (CAT) CHO IgG1k 2002 Abbott Polyarthrite TNF alpha
rhumatoide
Vectibix/panitimumab*** (ABX) CHO lgG2k 2006 Amgen Cancer colorectal EGFR
Stélara/ustékinumab (MDX) CHO IgG1k 2009 Centocor (J&)) Psoriasis IL12/ 1L23
Simponi/golimumab (MDX) CHO IgGlk 2009 Centocor (J&)) Polyarthrite TNF alpha
rhumatoide
Ilaris/canakinumab (MDX) SP2/0 1gG1k 2009 Novartis SPAC IL-1B8
(auto-inflamm.)
Arzerra/ofatumumab (MDX) CHO 1gGlk 2009 GSK/Genmab LLC (D20
Protéines-Fc (4 i dhésines)
Enbrel/étanercept*** CHO p75 TNFR-Fc 1998 Amgen/Wyeth PR, pso, SA TNF alpha
Amevive/aléfacept CHO LFA-3-Fc 2003 Astellas/Biogenldec PR, pso, (D2
transplant.
Orencia/abatacept CHO CTLA4-Fc 2005 BMS PR CD80/CD86
Arcalyst/rilonacept CHO ILIR-Fc 2008 Regeneron SPAC IL-1
(auto-inflamm.)
Peptide-Fc (1 peptibody)
Nplate/romiplostim** £ coli Fc-peptide 2008 Amgen Purpura TPO-R

thrombopénique

1/2-vie****

0.73

1.1
2.7-2.8

4,8
9,4

9,5
4-16
48
20
2,7-10
19-27
1,9-2,5
12
20-35
5-10

12-14

14

5-11

10

14,7-19,3

3,6-10,9

21
7-21

26

12,6-23,6

11,3

5,3-7,6

Adm.

SEGH

Immuno-
génicité****

53 %
forte
30 %
9%
/
/

4-21%

0% (LNH);
67 % (PR)
8-61%

0-1%
/
5%

8-34 %
0,1%
0-1%

0%
50 %
0%
2-6 %
0%

7%

/

/

2%
faible (PEG)

2%

5-12%

1-4 %

0%

<1%

2,8-3%
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Immunoglobulines murines, chimériques
(souris, rat, singe), humanisées et humaines

L'idée de Paul Ehrlich formulée en 1900 d’utiliser la spécificité des anticorps
pour neutraliser un agent pathogéne [1] s’est concrétisée en 1975 par la mise
au point de la production d’Acm murins via la technologie des hybridomes par
Georges Kahler et César Milstein, ce qui leur valut le prix Nobel en 1984 [8] (=).

Onze ans plus tard, muromomab (Orthoclone, anti- (=) voir H. Watier,

CD3) (Figure 24) fut le premier Acm & étre approuvé — page 999
pour lutter contre les rejets de greffe (=»). Lutilisation () voir B. Vanhove,
page 1121

d’Acm de souris chez ’homme a cependant rapide-
ment été limitée par la forte immunogénicité de ces molécules et leur demie-
vie courte chez I’lhomme (1 jour).

Une amélioration significative consista en 1984 a produire des Acm chimé-
riques constitués par des domaines variables de souris fusionnés a des
domaines constants humains [9]. Dix ans plus tard, abciximab (Réopro®,
dirigé contre la glycoprotéine plaquettaire GPIIb/Illa) fut le premier Acm
chimérique approuvé sous un format de fragment Fab. Il a été suivi de
rituximab (Rituxan/Mabthéra®, anti-CD20), sous un format d’IgG entiere. Un
autre saut technologique consista en 1986 a humaniser les IgG en greffant
des CDR de souris sur des charpentes humaines [10]. Daclizumab (Zenapax,
anti-CD25) fut le premier Acm de cette classe a étre approuvé, il fut suivi
de nombreux autres. Finalement, deux autres technologies permettant de
générer des Acm humains furent proposées en 1990 [11] et 1994 [12, 13].
La premiére était fondée sur des banques de phages® reflétant le répertoire
naturel des lymphocytes B humains, la seconde sur des souris transgéniques
dont le systeme immunitaire avait été modifié de facon a générer des anti-
corps humains en réponse & une immunisation par un Ag d’intérét [14] (=).
Les deux approches ont démontré leur efficacité comme
en témoigne la mise sur le marché respectivement en
2002 d’adalimumab (Humira®, anti-TNFoL, tumor necro-

(=) voir M. Cogné et
al., page 1149

¥ Le principe du phage display est rendu possible par la maitrise des techniques d’expression de peptides & la
surface des virus de types bactériophages filamenteux. Pour cela, le gene d’une protéine de surface du phage
est fusionné avec les genes d’une banque de protéines. Ainsi, chaque phage exprime a sa surface I'une des
protéines du répertoire codé par la banque. Les phages couramment utilisés sont spécifiques de Escherichia coli
et leur génome est sous forme d’ADN.

sis factor) et en 2006 de panitumumab (Vectibix®, anti-EGFR,
epidermal growth factor receptor).

A I'heure actuelle, les g6 humanisées représentent la majo-
rité des Acm présents sur le marché et en développement. De
nombreux Acm humains (plus de 66) issus de banques de
phages ou de souris transgéniques sont également en déve-
loppement [15]. Uaccés aux banques de phages (Dyax, CAT,
Cambridge antibody technology, absorbé par Astra-Zeneca)
et aux souris transgéniques (Medarex, absorbé par Bristol-
Myers Squibb, et Abgenix absorbé par Amgen) est couvert par
de nombreux brevets et n’est accessible généralement qu'a
de grandes sociétés pharmaceutiques qui ont tendance a
acquérir les sociétés détentrices des technologies clés. De
petites sociétés de biotechnologie continuent d’utiliser le
format chimérique pour éviter de verser des redevances liées
a "humanisation. Biogenldec développe plusieurs Acm « pri-
matisés » chimériques singe/humain (lumiximab, anti-CD23,
testé dans les leucémies lymphoides chroniques ; galiximab,
anti-CD80, testé dans les lymphomes non hodgkiniens),
actuellement en phases tardives d’essais cliniques. Le format
murin a été abandonné, sauf dans le cas de certains radio-
immunoconjugués ou une demi-vie trés courte est recherchée

pour limiter la radiotoxicité (=). Une (=) voir ). Barbet et

exception notable est I'autorisation de g page 1039

mise sur le marché en Europe en avril

2009 du catumaxomab, un anticorps bi-fonctionnel constitué
par des chaines légére et lourde de souris (IgG2a, anti-
EpCAM, epithelial cell adhesion molecule [45]), combinées a
des chaines légere et lourde de rat (IgG2b, anti-CD3) et pro-
duit par une technologie de type quadroma*. Son utilisation
est a I’essai dans les ascites métastatiques.

* Quadroma : technologie de type « hybridome d’hybridome » : fusion somatique de deux
hybridomes ayant chacun une spécificité donnée. Technique utilisée pour produire des
anticorps disymétriques, comprenant deux chaines légeres différentes et deux chaines
lourdes différentes.

A Tableau I. Anticorps monoclonaux et dérivés approuvés pour un usage
thérapeutique (FDA, EMEA ou SFDA). * DCl = dénomination commune inter-
nationale (www.who.org). Elle est composée par un préfixe unique, suivi d’un
infixe représentant la pathologie ciblée (tu = tumeur ; cir = cardiovasculaire ;
vi = virus ; lim = immune) et un suffixe lié au type d’AcM [souris = -omab;
chimere = -ximab (souris, rat, primate non humain) ; humanisé = -zumab ;
humain = -umab]. La derniére consonne de la syllabe de la cible/ maladie
peut étre éliminée pour faciliter la prononciation (ex. palivizumab, tras-
tuzumab, rituximab, etc.). Le suffixe des protéines-Fc est -cept; celui des
peptibody -stim. ** Année du 1°" enregistrement FDA, EMEA ou SFDA. ok
titre d’exemple, les structures de ces Acm et dérivés sont schématisées sur

les Figures 2 et 3. **** Les valeurs des demi-vies et d’immunogénicité sont
(=) voir G. Paintaud,

page 1057 ; L. Manache et
al., page 1063 ; P. Stas et
I. Lasters, page 1070

données 4 titre indicatif (sources = publications
scientifiques, sites web EMEA, FDA et des labora-
toires). Elles peuvent varier en fonction des anti-
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genes, des méthodes de dosages, des populations incluses dans les études
cliniques et d’autres paramétres (=).

Abréviations : CCR = cancer colorectal ; DMLA = dégénérescence maculaire liée
a I'dge; EMEA = European Medicines Agency ; EGFR: epidermal growth factor
receptor ; epCAM : epithelial cell adhesion molecule ; FDA = Food and Drug Admi-
nistration ; HPN = hémoglobinurie paroxystique nocturne; i.m. = intramuscu-
laire ; i.0. = intraoculaire ; i.p. : intrapéritonéal ; i.v. = intraveineux ; IC = immu-
noconjugué; LAM = leucémie aigué myéloide ; LLC = leucémie lymphocytaire
chronique; LNH = lymphome non hodgkinien ; PR = polyarthrite rhumatoide ;
PTI = purpura thrombopénique idiopathique ; RIC = radioimmunonoconjugué ;
s.c. = sous-cutané; SA = spondylarthrite ankylosante ; SFDA = China State Food
and Drug Administration ; SPAC = syndromes périodiques associés a la cryopy-
rine ; TNFalpha : tumor necrosis factor alpha ; TPO-R : récepteur de la thrombo-
poiétine ; VEGF : vascular endothelial growth factor ; NSO, CHO, SP2/20 : lignées

cellulaires utilisées pour la production.
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muromomab cétuximab
(mulg62a) (chlgGl)
2D /
lllln/WY
panitumumab ibritumomab
(hulgG2) (mulgGl)

Structure des IgG:
choix de I’isotype IgG1, IgG2 ou IgG4 ?

Les 1gGl (ex. daclizumab, Figure 2C) et IgG4 (ex. gemtuzumab, Figu-
re 2€) possédent seize ponts S-S et les IgG2 deux de plus (ex. panitu-
mumab, Figure 2D). Les IgGl et les IgG4 sont caractérisées par deux
ponts interchaines lourdes au niveau de la charniere mais se différen-
cient par un appariement différent de chaines lourde-légere. Les 1gG2
ont quatre ponts interchaines lourdes, qui les rendent plus rigides, et
un appariement chaines lourde-légeére similaire a celui des 1gG4. Les
lgG3 possédent une région charniére beaucoup plus longue (onze ponts
S-S). Les autres Cys sont impliquées dans des ponts intramoléculaires
dans chaque domaine globulaire (VL, CL, VH, CH1, CH2 et CH3).

Les IgG sont présentes dans le plasma humain a une concentration de
10 g/Letavecun rapport entre les sous-classes 66/23/7/4 (1gG1/2/3/4).
La plupart des IgG chimériques, humanisées et humaines approuvées
sont des IgGl (rituximab, trastuzumab, palivizumab, adalimumab,
etc.). Ces Acm sont capables & la fois de se lier a leur Ag et, lorsque
celui-ci est localisé a la surface membranaire, de détruire les cellules
associées grice a des fonctions effectrices du type ADCC (antibody
dependent cellular cytotoxicity) ou CDC (comple-
ment dependent cytotoxicity) [16] (). Ce format
est souvent choisi en oncologie lorsque I'objectif
est a la fois de cibler et de détruire les cellules tumorales [17].

(=) voir R. Abés et
al., page 1011

Inversement, les isotypes IgG4 et 2 sont en général choisis lorsque les
fonctions effectrices ne sont pas souhaitées. De nouvelles données
sur les relations structure-fonction publiées récemment ont mon-
tré que ces deux formats avaient un comportement «dynamique »
in vitro et in vivo plus complexe que celui des IgGl [18]. Les IgG4
peuvent contenir des taux de «demi-anticorps » importants®, ces

Figure 2. Exemples d’lgG muri-
nes, chimériques, humanisées et
humaines (nues et conjuguées).
Les exemples illustrés ont été
approuveés pour un usage théra-

peutique. Les régions variables

daclizumab murines sont représentées en

(thgG 1) gris clair, les régions constantes
murines en gris foncé, les régions
variables humaines sont repré-
sentées en bleu clair, les régions
constantes humaines en bleu

foncé, les CDR murins en rouge

et humains en bleu foncé, la
région charniére murine en vert

gemtuzumab foncé et humaine en vert clair,

(hzlgG4) les ponts disulfure en orange et

les glycanes en rose.

derniers pouvant étre inactifs si le mécanisme d’action
de I'anticorps nécessite une bivalence. D’autre part,
des demi-anticorps peuvent se combiner de maniere
aléatoire pour former des anticorps bispécifiques et lier
des Ag différents [19]. Les 1gG2, quant a elles, peuvent
former plusieurs isoformes structurales (A, B, A/B, etc.)
caractérisées par des appariements différents de ponts
disulfures entre chaines lourdes et légéres [20], ainsi
que des dimeéres covalents [21]. Ces appariements sont
sensibles a I’environnement redox in vitro et in vivo
(par ex. au taux de glutathion réduit présent sur les
hématies®) [22]. lls peuvent varier au cours du temps
(compartiment cellulaire, dge de I'anticorps) et avoir
un impact sur la fonctionnalité des anticorps.

Ingénierie des IgG : amplifier
les fonctions en optimisant les structures

La connaissance fine des relations structure-fonction
des Acm a conduit a la construction d’IgG optimisées
dont certaines ont atteint le marché [23]. €culizumab
(Soliris®, anti complément C5), par exemple, est une
immunoglobuline hybride 1gG2/4 dont la chafne lourde
est constituée des domaines CH1 et charniére d’une
IgG2 et des domaines CH2 et CH3 d’une 1gG4. Le but est
d’empécher la liaison aux y-FcR et de ne pas activer le
complément [24] (»). Une autre (=) voirG. Socié

facon d’abroger totalement les fonc-  etal., page 1126

tions effectrices des IgG4 consiste & muter I’Asn®’
(84.4, notation IMGT) ou la Thr??? (85.3, notation IMGT)

% Les IgG4 peuvent se trouver sous une forme monovalente (une chaine Iégére et une chaine lourde) et de ce fait
sont susceptibles de se recombiner avec d’autres anticorps pour former les anticorps naturels bispécifiques.
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¢ Dans le cas des globules rouges, le glutathion réduit empéche I’'hémoglobine d’étre
oxydée en méthémoglobine, laquelle est incapable de transporter I"oxygene.



Fab (IgG1) Fab-P£G (IgG4) Protéine-Fe (IgG1)
ranibizumab certolizumab pégol étanercept
(50 kDa) (50 + 40 kDa) (50 + 150 kDa)

pour produire des IgG non glycosylées (-NST-). Inversement, des
constructions hybrides IgGl/3 permettent d’augmenter la cytotoxicité
[25]. Dans le cas des IgG4, pour éviter la formation de demi-anticorps,
la Ser?®® (10, notation IMGT) de la région charniére (-CPSC-) peut &tre
remplacée par une Pro, présente dans les IgGl (-CPPC-) [26]. L’ingé-
nierie des CDR a été utilisée avec succés pour augmenter I’affinité
pour le VEGF-A (vascular endothelial growth factor) de ranibizumab
par rapport au bévacizumab ; celle des domaines charniére pour trans-
former un antagoniste en un agoniste [27] ; celle de la partie Fc pour
augmenter ou réduire les fonctions effectrices (liaison aux y—FcR) ou
encore pour augmenter la demi-vie plasmatique (liaison aux FcRn).
Par ailleurs, une multitude de nouveaux formats

de taille minimaliste sont en développement dont (=) voir P. Chames et

D. Baty, page 1159 ;
T. Wurch et al.,
page 1169

une dizaine ont atteint un stade clinique précoce

[28] ().

Glycosylation : quelles glycoformes choisir ?
Pour quelles fonctions ?

Les glycanes ne représentent que 2 % a 3 % de la masse d’un anticorps
mais jouent un rdle essentiel dans les fonctions effectrices (ADCC et
CDC). Ces hydrates de carbone sont localisés sur I’Asn?’7 (84.4, IMGT)
des chaines lourdes des IgG humaines et murines, au niveau d’un site
de N-glycosylation consensus -Asn-X-Thr- (X # Pro). €nviron 15% a
20 % des IgG plasmatiques possedent un second site de N-glycosyla-
tion dans le domaine variable. C’est le cas de cetuximab (-Asn®-Asp-
Thr-) (Figure 2B) [29].

Les N-glycoformes des Fc sont composées d’un heptasaccharide com-
mun composé de deux N-acétylglucosamines (N-Glc), de trois man-
noses (Man) formant deux bras liés & deux N-acétylglucosamines et &
deux mannoses (Figure 4). Cet heptasaccharide est généralement com-
plété par un fucose-1,6 (Fuc) au niveau du premier GlcNac et de 0,1 ou
2 unités de galactose (Gal) formant ainsi les trois glycoformes appelées
respectivement GOF, G1F et G2F (Figure 44). Ces trois glycoformes sont
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Figure 3. Exemples de frag-
ments d’lg approuvés pour
un usage thérapeutique
(Fab, Fab-pegylé, Fc-pro-
téine et peptide-Fc). Les
régions variables humaines
sont représentées en bleu
clair, les régions constantes
en bleu foncé, les CDR en
rouge, la région charniere
en vert, les résidus PEG en
jaune, les ponts disulfure
en orange, la partie extra-

cellulaire du récepteur au

Fc-peptide (IgG1)
romiplostim
(50 + 9 kDa)

TNF en bleu et les glycanes

€en rose.

également celles que "on retrouve majoritairement
(>80 %) sur les Fc des IgG produites dans des cellules
de mammiferes (CHO, NSO, SP2/0, HEK-293 ou PER.C6)
[4]. Les Acm produits en systémes murins (NSO, SP2/0)
possédent des glycoformes supplémentaires en faible
quantité (<5 %) qui peuvent étre immunogéniques (Gal-
o-1,3-Gal ; acide N-glycolyl neuraminique, Figure 4B)
[31]. Ces glycoformes « murines », présentes a I’état
de trace dans les Fc des Acm produits dans les cellules
NSO (palivizumab) et SP2/0 (daclizumab), le sont en
quantité beaucoup plus importante dans la partie Fab
de cétuximab (30 %). Dans le cas de cet anticorps, elles
ont été reconnues responsables de réactions anaphylac-
tiques chez des patients qui possédaient des anticorps
anti-Gal-ou-1,3-Gal préexistants [29].

Lorsque les Acm sont produits dans des systémes alter-
natifs, d’autres glycoformes immunogéniques peuvent
étre présentes (fucose-1,3 et xylose-1,2 chez les végé-
taux par exemple) (Figure 4B) [46]. Dans ce cas, ces
Acm ne peuvent pas étre administrés par une voie sys-
témique. Pour remédier a ce probléme, plusieurs systé-
mes de production ont été modifiés génétiquement pour
empécher la formation de ces glycoformes xénobioti-
ques en inhibant par exemple les étapes d’addition de
Xyl-1,2 et de Fuc-1,3 (Biolex, Greenovation) [7]. Par
ailleurs, d’autres systéemes eucaryotes ont été dévelop-
pés pour augmenter la part d’ADCC (40 a 100 fois, in
vitro), en empéchant Iaddition de Fuc-1,6 (Kyowa
Kirin) [30] ou en ajoutant un bras bisecteur (GlycArt
Biotechnology AG acquis par Roche). Le patrimoine
génétique de la levure a également été modifié pour
humaniser la glycosylation et moduler I’ADCC (GlycoFi
acquis par Merck) [32]. Il existe également des lignées
qui, naturellement, produisent des glycoformes non

&
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A Principales glycoformes des Fc humains et recombinés
(CHO, NSO, PERC.6)

B Glycoformes potentiellement immunogéniques chez ’lhomme

(Nso, pluntes) o
fOIigoMun % Gal-ot-1,3- NGNA
(CHO, NSO0) Gal (NS0) (NS0)

C Glyco-ingénierie : pour accroitre la cytotoxicité ou les propriétés
anti-inflammatoires

Figure 4. Glycoformes des IgG humaines et

@ = NANA .
@ - NGNA recombinantes.
O = Gal
@ = Man
m = GlcNac b lés) :
>-hue.1g Fragments Fa (nus ou PEGylés) :
<=Fuc-1,3  un format monovalent et dépourvu
*=XyI-1,2 de fonctions effectrices
Le format Fab est retenu dans quelques
cas particuliers ou la bivalence n’est pas
Xyl-1,2 . o o
Fuc-1,3 requise et ou généralement la demi-vie
(Plantes)|  courte et I'absence de fonction effectrice

peuvent limiter la toxicité [35]. Abcixi-
mab (Réopro, anti-GPIIb/Illa) a été le
premier Fab a étre approuvé pour lutter
contre la thrombose des protheses lors

GlcNac
bissecteur

¥ Yot

Hyper-sialylation
(NANA)

des interventions d’angioplastie. Ranibi-
zumab (Lucentis) est un Fab dérivé du

fucosylées et qui permettent de produire des Acm ayant une activité
ADCC plus forte (cellules de rat YB2/0, développées par LFB Biotechno-
logie ; cellules souches de canard €bx” dévelop- (=) voirS. Olivier et
pées par Vivalis) (=). Une autre voie intéressante M- Mehtali, page 1163
d’ingénierie de la glycosylation consiste a « saturer » les deux anten-
nes des N-glycanes en acides sialiques afin d’accroitre le profil anti-

inflammatoire des IgG ou simplement du fragment Fc [33, 34].

Immunoconjugués et radio-immunoconjugués :
pour une cytotoxicité accrue et ciblée

Une autre maniére d’augmenter la cytotoxicité des anticorps consiste
a leur conjuguer chimiquement des radioéléments ou des molécules
cytotoxiques, permettant ainsi de les cibler a des cellules tumorales.
Ces technologies sont cependant plus lourdes et compliquées a met-
tre en ceuvre et nont connu pour instant qu’un succes limité et

principalement en hémato-oncologie (=). Seuls () voir ). Barbet et

quatre radio-immunoconjugués ont été mis surle 41 poge 1039

marché & I’heure actuelle (dont deux uniquement

en Chine) et un seul immunoconjugué (approuvé par la FDA mais pas
par ’EMEA). Dans le cas des radio-immunoconjugués, il s’agit par
exemple d’anticorps murins anti-CD20 conjugués a des radio-élé-
ments différents : ibritumomab/Zévalin® (mulgGl, *'In pour "image-
rie et *°Y pour le traitement) et tositumomab/Bexxar® (mulgG2a, *!1)
approuvés dans des indications de lymphomes non hodgkiniens (LNH).
Dans le cas de I'immunoconjugué, il s’agit du gemtuzumab, une IgG4
humanisée anti-CD33 conjuguée a la toxine calichéamycine (Mylo-
targ), indiquée dans le traitement des leucémies aigués myéloides
(LAM). Des développements pharmaceutiques et cliniques récents
concernant de nouveaux radio-immunoconju-

gués (=) et immunoconjugués (=) seront (=) voir). Barbet et al.,

L. N L, page 1039
décrits de maniere plus détaillée dans ce () yoir).F. Haeuwet al.,
numéro. page 1046
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bévacizumab dirigé contre le méme épi-
tope sur le VEGF-A mais avec une
plus forte affinité (). Quatre
acides aminés ont été optimisés
par maturation d’affinité dans deux CDR des chaines

(=) voir N. Leveziel et
al., page 1105

lourdes. Ranibizumab est utilisé par voie intra-oculaire
dans la dégénérescence maculaire liée a I'age. Il faut
souligner 'utilisation hors AMM de plus en plus fréquente
du bévacizumab (40 fois moains cher) pour cette indica-
tion, malgré les différences structurales et I"absence
d’études toxicologiques spécifi- (=) voir . Biot et al.,

ques (). Le troisiéme Fab a avoir  page 1177

recu une AMM est le certolizumab
pegol (Cimzia, anti-TNFou) [36]. Il s’agit d’un fragment
conjugué de maniere spécifique a deux macromolécules
de polyéthyléne glycol (PEG, 40 kDa), ce qui permet d’ac-
croitre de maniére tres significative sa demi-vie plasma-
tique. D’autres nouveaux formats monovalents ayant une
demi-vie accrue sont en cours de développement clini-
que : MetMab a un bras de Genentech et Unibody de Gen-
mab [35]. Du point de vue industriel, ces Fab (non glyco-
sylés) et leurs dérivés peuvent étre produits dans £. coli a
un colit moindre que dans des cel-

(=) voir 0. Cochet et
M. Chartrain, page 1078

lules mammaliennes (=).
Constructions hybrides : protéines
et peptides de fusion avec le fragment Fc

On a également valorisé la partie Fc des IgG en la
fusionnant génétiquement a des parties extracellulai-
res de récepteurs, et plus récemment a des peptides.
Ces constructions hybrides permettent par exemple de
mimer des récepteurs dimériques (grdce aux ponts S-S
de la région charniére), de les rendre solubles (pas de



domaine transmembranaire), d’accroitre leur demi-vie plasmatique
(fixation au récepteur endothélial FcyRn) et de piéger un ligand ou
une cellule impliqué(e) dans une pathologie. 'étanercept (Enbrel,
TNFR-Fc, TNFaL, Figure 3B), I’aléfacept (Amevive, LFA-3-Fc’, CD2),
Iabatacept (Orencia, CTLA4-Fc®, CD80/CD86’) et le rinolacept (Arca-
lyst, IL-1R-Fc, IL1) ont ainsi été approuvés dans
des pathologies inflammatoires majeures (arth-

(=) voir L. Semerano
et M.C. Boissier,
page 1108 ; ). Sibilia,

rite rhumatoide, psoriasis) (=) ou « orphelines »
page 1033

(syndromes périodiques associés a la cryopyrine).
€n oncologie, une protéine de fusion VEGFR-Fc de forte affinité pour le
VEGF-A est actuellement évaluée dans des essais de phase Il dans le
cancer du poumon (aflibercept/ AVED005).

La partie Fc des IgG fusionnée a des peptides a également permis d’ac-
croitre considérablement leur demi-vie plasmatique. Le romiplostim
(Nplate, peptide de 41 aa fusionné a un domaine Fc, TPOR) a ainsi été
récemment approuvé pour le traitement des purpuras thrombopéni-
ques idiopathiques. Il s’agit d’un « pepticorps » agoniste du récepteur
de la thrombopoiétine (TPO), cytokine qui stimule la production des
plaquettes par les mégacaryocytes médullaires.

Anticorps biosimilaires :
copies fidéles ou structures différentes ?

Les deux premiers biosimilaires de rituximab (Reditux, Dr Reddy’s Labo-
ratories Ltd, 2007) et d’abciximab (Clotinab, 1SU ABXIS Co, Ltd, 2008) ont
fait leur apparition, respectivement en Inde et en Corée du Sud [37, 38,
47]. La complexité structurale des Acm et les multiples microvariants
caractérisés par des méthodes comme la spectrométrie de masse cou-
plée a la chromatographie liquide [5, 39, 40] montrent cependant que
chaque clone et chaque procédé de fabrication produit un anticorps
avec des profils caractéristiques et des différences () yoir F. Lackner
et M.E. Behr-Gross,
page 1183

pharmacologiques qui nécessitent des études
toxicologiques et cliniques particulieres [41] (=).

Conclusion

Le choix du format est guidé par les connaissances de plus en plus
approfondies des relations entre les structures et les fonctions des
Acm [42]. Il est également modulé par des stratégies de marketing
(premier anticorps d’une nouvelle classe ou structure de seconde
génération) et par des restrictions de brevets concernant notamment
I’humanisation, les banques de phages, les souris transgéniques, ou les
systemes de production.

L'exemple des cing molécules antagonisant le TNFoL approuvées montre
que de multiples formats peuvent étre développés avec succés contre
une méme cible avec des steechiométries [43] et des mécanismes
d’action qui peuvent étre différents, tout comme leur positionnement
thérapeutique : IgG1 chimérique (infliximab, 1998), protéine de fusion

TLFA-3: leukocyte function-associated antigen ou CD58, dont le ligand est la molécule CD2.
¥ CTLA4 ou CD152 : cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4, exprimée @ la surface des cellules T activées.

? (D80 et CD86, membres de la famille des molécules B27, impliquées dans la coactivation lymphocytaire.
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Fc (étanercept, 1998), IgG humaine (adalimumab, 2002
et golimumab, 2009) ou Fab-Pégylé (certolizumab,
2008). Dans cette classe, I'adalimumab connait la plus
forte croissance d’utilisation (35% en 2007), mais
celle-ci semble plus liée au dispositif d’administration
sans aiguille qu’au format IgG lui-méme [44].

Les IgG humanisées et humaines représentent les deux
plus grandes catégories d’Acm en développement a
I'heure actuelle, avec des profils d’immunogénicité plus

faibl X nticor
aibles que ceux des anticorps () voir P. Stas et

chimériques (=). Les bénéfices I. Lasters, page 1070
thérapeutiques et les chiffres

d’affaire en progression constante (supérieure a 1 mil-
liard d’euros) de rituximab (anti-CD20), infliximab
(anti-TNFa) et cétuximab (anti-EGFR) montrent cepen-
dant qu’il est difficile de déplacer le premier Acm d’une
classe donnée, en ne changeant que le format.

Du point de vue de I'isotype, les IgGl sont les plus
courantes et leur format est le moins complexe a déve-
lopper avec en prime des fonctions effectrices cytotoxi-
ques (ADCC, CDC). Les IgG4 (stabilisées dans la région
charniére, non glycosylées) et les 1gG2 (qui présentent
une plus grande complexité en termes d’isoformes liée
aux ponts disulfures) sont généralement préférées lors-
que les fonctions effectrices sont susceptibles d’induire
une trop forte toxicité.

De plus en plus de nouveaux formats issus de I'ingénie-
rie moléculaire (protéines-Fc ou Fab; CDR, domaines
charniéres et constants, glycanes optimisés) ou chimi-
que (conjugués) sont développés avec succes dans
leurs applications pharmaceutiques et cliniques, ce qui
démontre la versatilité structurale des IgG et de leurs
sous-domaines.

€n termes de systemes de production, les cellules CHO
et NSO, approuvées réglementairement depuis de nom-
breuses années, permettent de produire des IgG avec
une productivité croissante (1 a 5g/l, certainement
davantage dans le futur) et une glycosylation ad hoc
(GOF, G1F et G2F similaires aux IgG humaines). Alterna-
tivement, de nouveaux systemes de production comme
des levures modifiées génétiquement (Pichia pastoris)
pourront produire des anticorps avec une glycosylation
plus homogeéne et plus fidele encore a la glycosylation
humaine [48]. ¢

SUMMARY

Therapeutic antibodies and related products:
choosing the right structure for success

Monoclonal antibodies (mAb) and related-products
represent the fastest growing class of therapeutics in
the biotechnological and pharmaceutical industry. In
just as short as 20 years, more than 30 immunoglo-
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bulins (1gG) and derivatives have been approved in a wide range of indi-
cations (oncology, inflammation and auto-immunity, transplantation,
angioplasty, hematology, ophthalmology, viral infections, allergy). The
mAb structure toolbox contains mouse, chimeric, humanized and human
antibodies from different isotypes (IgG1, 2 and 4), as well as IgG-related
products (immunoconjugates, radio-immunoconjugates, Fab fragments,
Fc-fusion proteins and peptides, bispecifics). Furthermore from a struc-
tural point of view, mAb glycosylation is linked to their production systems
and may impact on their effector functions and immunogenicity. Based on
the current knowledge, choosing the right antibody format, isotype and
glycosylation profile are some of the key issues to address early during the
lead selection. ¢
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