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Introduction (1)

Les anticorps monoclonaux :
o Acteurs privilégiés dans la détection des molécules de part la spécificité Ac-Ag

o Agents thérapeutiques dans différentes pathologies (lymphomes, cancer du
sein...)

Bien que beaucoup de mécanismes in vitro aient été mis en evidence :
o ADCC et CDC pour le rituximab

- |eSs meécanismes in vivo restent inconnus.
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Introduction (2)

Toxicité directe Fonction de
0 Induction de I'apoptose reconnaissance
o Neutralisation de la cible

o Blocage des voies de
signalisation

Toxicité indirecte en activant les
mécanismes de défense de I'hdte
0 Activation du complément

o Activation de la cytotoxicité
a médiation cellulaire
dépendante des anticorps
(ADCC) Fonction

effectrice
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Differents anticorps thérapeutiques

Trastuzumab (Herceptin®)

o Ac humanisé anti-récepteur HER2/neu

o Traitement du cancer du sein (surexpression du HER2)
o Homologue murin 4D5

Rituximab (Rituxan®)

o Ac chimérique anti-CD20 humain

o Traitement des lymphomes B de types folliculaire et agressif
o Homologue murin 1F5

Daclizumab (Zenapax®)
o Ac humanisé anti-CD25

o Immunosuppresseur utilisé dans la prévention des rejets, notamment des rejets
rénaux
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Cytotoxicite dépendante des anticorps
(ADCC)

= Clynes et al., 2000
=P importance des récepteurs Fcy dans la cytotoxicité induite par les Ac in vivo

Récepteur pour le Fc Ag cible

m 2 types de récepteurs
a  FeyRIIl & FoyRI
o FcyRIB

Cellule
cible

Ac monoclonal
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Croissance tumorale
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= Reégression tumorale induite par 4D5 ou Trastuzumab chez des souris WT
=P reduite chez des souris déficientes en récepteurs FcyRIIB

Les récepteurs FcyRIIB inhibiteurs modulent I’activité anti-tumorale
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Implication des interactions Fc et FcR

= La mutation empéche I'ADCC
vitro

= La mutation altere l'activité anti-
tumorale de 'Ac in vivo
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Activation du complément

Di Gaetano et al, 2003
=» importance du complément dans l'activité anti-tumorale du Rituximab
in vivo
Modéle de souris C1qg-/- = premier élément qui entre en jeu dans l'activation
de la voie classique du complément

Cellules EL4-CD20+

/ T AcM

Vo e H———+— - - >

il co—

C1q-/-
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Etude de la survie

= Deéces des animaux avec ou sans traitement

C1q-/-
q 41Du C1q'l'
¥ 80
560
20 -
ﬂ 1 1
40 0 40

Time (days)

Rituximab et son homologue murin n’agissent plus en I’'absence de C1q
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‘ Etude de l'infiltration cellulaire

= Avec ou sans traitement, on a une infiltration hépatique de cellules
tumorales EL4-CD20+.

Rituximab n’a pas d’action sur l'infiltration cellulaire chez les souris C1q-/-
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Etude de |la croissance tumorale

= Avec ou sans AcM : présence d’ADN tumoral dés la 2¢me semaine dans la
MO et la rate et dés la 3¢™me dans le foie.

E Control  + Rituximab
2 3 4 '2 3 4 weeks

‘ Liver

Rituximab incapable d’éradiquer la tumeur en absence de C1q
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Autres mecanismes mis en jeu

Volkland et al, 2006
==p mise au point d’'un anticorps monoclonal (MT204) dirigé contre I'lL-2

IL-2

o Facteur clé de la régulation des réponses anti-inflammatoires
o Agit par 'intermédiaire de récepteurs de 2 types : IL-2R
haute affinité (CD25, CD122, CD132)

basse affinite (CD122, CD132) V

AcM développés contre le CD25 = Daclizumab
ILzRﬁnn

Dubois, S. et al,2002
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Blocage des voies de signalisation

J = AcM capable de se fixer a I'lL-2
méme déja engagé dans une
7 N\ J MT204 ja engag
\

- -~ interaction avec son récepteur
-2 Il.-l{\ﬂ
.?'

de haute affinité.
IL:
|
J
oL x P

NO SIGNAL

Volkland et al, 2006
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Phosphorylation de STAT3

= STAT3 = impliqué dans la cascade d’activation du signal, dans la
translocation au noyau et la dimérisation.

= Test avec I'lL-6 qui induit également la phosphorylation de STATS3.

IL-2
IL-6/sIL-ERa

98

98

(D)

b
0?? i §@0
N -+ @
-+ =] + =|| + -
- -+ | = +]|| - +
[ 4
»
1 2 31 4 5|6 7

WB: Anti-pY STAT3

| WB: Anti-STAT3

IL-2/1L-6 ; - MT204 ou +
isotype : phosphorylation
STAT3

IL-6 ; +MT204 : phosphorylation

IL-2 ; +MT204 : pas de
phosphorylation.

MT204 inhibe la phosphorylation de STAT3 induite par I'lL-2 in vitro
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‘ Expression de CD124

= Publication
=P stimulation par I'lL-2, augmentation expression du CD124 par les
cellules CTLL-2.

= ‘ + + )’ —— Analyse par FACS

CTLL-2 IL-2 MT204 avec Ac anti-CD124*
g 1o- O MT2041L-2
E + * no Ab/IL-2 .
T A MT204/n0 IL-2 = - |L-2: expression basale
=
- . ,
g = +|L-2 : expression augmentée,
= ’ . P
e . reduite en présence de MT204
g 2 LI | L] L] L] L] L}

1w 10" 10® 1w 10t 108

(A) Ab (ng/ml)

MT204 diminue I'’expression de CD124 de fagcon dose dépendante in vitro

061214 Mécanismes d’action des AcM thérapeutiques 18



Relargage de I'l[FNy

= Mesure de la production d’'IFNy relargué par les cellules activées par [I'lL-

2/1L-12/1L-18

55004

IFNY (pg/ml)

& Daclizumab
E | O MT204

® Isolype

500

()

104 11':-4 1E|~2 11'1-‘ 1::-’1I 15‘ 1:11 1::-3 1'1:-" 10%

Ab (ngim 1)

MT204 et daclizumab inhibent le relargage de I'l[FNy de fagon dose

dépendante in vitro
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Neutralisation de la cible

H A linverse de CD25, son

récepteur de haute affinité, MT204
MT204 V/4 \\‘ empéche la liaison de I'lL-2 au
/‘,/', \\ -2 -2 récepteur de basse affinité.

o CD122 et CD132 ne sont pas co-
précipités avec I'lL-2 par Western-
blot.

La fixation de 'Ac a I'Ag contribue

a l'efficacité totale anti-tumorale.

= Diminue la disponibilité

NO SIGNAL

Volkland et al, 2006
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Etude de la prolifération cellulaire des NKL

= En/l'absence d'IL-2, pas de prolifération cellulaire.
= En présence d’IL-2, augmentation de la prolifération cellulaire
réduite en présence de MT204 de fagcon dose dépendante.

14000 =

* o mMT204/1L-2
12000 = - E 3 3 3 T + [Isolype/IL2
o 100004 ¢ ® |[sotype/no IL2
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E 3000 -
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MT204 diminue la prolifération des NKL induite par I'lL-2 in vitro
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Etude de la prolifération cellulaire des lymphocytes
naifs (CD4*, CD45RA")

= Mise en culture avec anti-CD3 et anti-CD28 == libération autocrine d’IL-2

= Agonistes seuls n'induisent pas la prolifération.

= En présence des deux agonistes + MT204 : diminution dose dépendante.
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MT204 diminue la prolifération des LT naifs in vitro
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Modes d’action des anticorps monoclonaux

Neutralisation
de la cible

Induction
4 d’apoptose

Blocage du
signal d’activation

Complément Immunotoxines

radio-conjugués
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Conclusion

Selon la cible, modes d’action différents

Un méme anticorps peut activer de plusieurs voies de toxicité :
o iC3b se fixent sur les récepteurs CR3 = augmentation ADCC

o Cba augmente expression des FcyRIIl et diminue I'expression de FcyRIIB sur les
macrophages

Une meilleure compréhension des mécanismes d’action des AcM
thérapeutiques permet leur optimisation
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Anticorps monoclonaux utilisés

Rituximab
o Induction de I'apoptose

o Sensibilisation a la chimiothérapie

o CDC

o ADCC

Trastuzumab

o ADCC

Daclizumab

o Blocage voie signalisation
o Effet anti-prolifératif

Infliximab (anti-TNFa.)

o Neutralisation de la cible
o Signaux d’apoptose

o CDC

o ADCC

Gemtuzumab (anti-CD33)

o diffusion intranucléaire de la
chimiothérapie

o liaison a [I'ADN cassures

irréversibles  double  brin =
apoptose

061214 Mécanismes d’action des AcM thérapeutiques 25



