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1. Les anticorps monoclonaux (Acm)

1. 3 exemples d’optimisation d’Acm
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Technique thérapeutique proposée / Structure / Construction
Mode d’action / Schéma
Avantages

a. Association Acm bi-spécifique / Cellules T activées
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Technique thérapeutique proposée / Structure / Construction
Mode d’action / Schéma
Avantages

a. Nanobodies
Présentation de l’article
Technique thérapeutique proposée / Structure / Construction 
Mode d’action / Schéma
Avantages

1. Conclusion



Utilisation d’Acm en thérapie pour cibler les antigènes (Ag) tumoraux

Limites de l’utilisation des Acm : 

1. Inefficacité car pas de stimulation optimale des fonctions effectrices 
de l’immunité chez l’Homme

2. Immunogènes:
Acm murin : HAMA (human anti murine antibody)
Acm chimerique : HACA (human antichimeric antibody)

3. Ciblage limité aux cellules tumorales exprimant l’Ag

→ optimisation des Acm

Les anticorps monoclonaux 



Tumor-specific Ab-mediated targeting of MHC-
peptide complexes induces regression of human tumor 

xenografts in vivo

Avital Lev and al (Proceeding of the National Academy of Science; 
101;9051-9056; Jun 7, 2004)

Association CMH / ScFv



Technique thérapeutique proposée :
Utilisation de molécules chimériques comprenant un fragment variable (Fv) 
spécifique d’Ag tumoraux et un CMH de classe I contenant un peptide antigénique 
immunodominant pouvant être reconnu par un Lymphocyte T CD8 et induire une 
lyse cellulaire

Structure :
3 domaines extracellulaires du HLA-A2 liés à la β2 microglobuline par un linker 
flexible de 15 acides aminés : sc (single chain) HLA-A2 
Ensemble lié à un fragment scFv par un autre linker
Présence d'un peptide sur le HLA-A2 
Complexe : 67 KDa

Construction : 
Réalisation de vecteurs contenants le scFv et la molécule d’HLA, les 2 régions 
codantes de ces molécules étant fusionnées par une réaction de PCR
Constructions ensuite exprimées chez Escherichia coli, mise en présence d'un 
peptide antigénique et purifiées par chromatographie

Design of scHLA-A2/scFv fusion.



Mode d’action :

Lyse des cellules tumorales quand : 

Reconnaissance par le scFv de l’Ag 
tumoral présent à la surface de la cellule,

Reconnaissance par le LT CD8 du 
complexe HLA-A2/peptide

Schéma :



Régression tumorale de souris 
nude ayant reçu une xénogreffe 
humaine (tumeur solide), traitées 
par le complexe scFV-HLA-A2 
puis par les LT CD8 

Activation des LT sans liaison 
membranaire du HLA-A2 aux 
cellules tumorales. Hypothèse : 
densité élevée de complexes 
spécifiques à un seul type de LT 
autour d’une cellule tumorale 
conduisant à son activation



Avantages

Ciblage des cellules par reconnaissance d’un Ag tumoral stable grâce à la 
haute affinité des fragments variables de l'Ac 
Lyse cellulaire tumorale efficace par recrutement de LT CD8 en absence de 
HLA-A2 à la surface de la cellule grâce à la reconnaissance sur le 
complexe CMH/peptide d’un Ag immunodominant (contrecarrer le 
mécanisme d’échappement des cellules tumorales qui sous-expriment le HLA-A2 / 
sélection de LT CD8 présents en quantité importante et activation d’une lignée 
spécifique)
Déclencher la réponse immunitaire cellulaire naturelle
Pénétration tumorale optimisée par la petite taille du complexe (environ 
65kDa), ½ vie longue (24-48h) et stabilité dans la circulation
Production d'une forme homogène à grande échelle (molécule recombinante)



Association Bi-Acm / ATC

Anti-CD3 x Anti-Epidermal Growth Factor 
Receptor (EGFR) : Bispecific Antibody Redirects 

T-Cell Cytolytic Activity to EGFR-Positive 
Cancers In vitro and in an Animal Model

Ursula Reusch and al (Clin Cancer Res;183 12(1) January 1, 2006)



Technique thérapeutique proposée : 
EGFR : récepteurs aux facteurs de croissance surexprimés lors de cancer 
Cetuximab (Acm anti-EGFR) pas toujours efficace en thérapie (prolifération 
indépendante de fixation du ligand à EGFR)
Acm bi-spécifique ciblant à la fois EGFR et CD3 (présent sur les LT), pouvant 
apporter un mécanisme cytotoxique indépendant de la voie de l’EGFR

Structure :
Acm bispécifique anti-EGFR et anti-CD3 : EGFRBi
EGFRBi couplé à un  LT préalablement activé (ATC) : EGFRBi-armed-ATC

Construction :
Préparation des EGFRBi en incubant l’ensemble des Acm anti-EGFR et des Acm 
anti-CD3 
Activation de LT ex-vivo : ATC
Incubation ATC et EGFRBi : EGFRBi-armed-ATC



Bonne fixation de l’EGFRBi sur les 
cellules exprimant CD3 et sur les cellules 
surexprimant l’EGFR : augmentation de la 
cytotoxicité dès 25ng/106 ATC (dose 
dépendante)

Augmentation par l’EGFRBi-ATC du  
pourcentage de lyse de cellules tumorales 
de différentes origines en comparaison des 
ATC seuls (résultats surtout vrais quand 
ATC de sujets sains) 

Augmentation par l’EGFRBi-ATC de 
l’inhibition de la prolifération cellulaire et 
de la production de certaines cytokines 
(IFNγ, GM-CSF, IL-13) 

Schéma :

EGFR

Mode d’action :



In vivo, chez des souris SCID-Beige : résultats différents selon la tumeur, 
retard de croissance tumorale supérieur au cetuximab pour un cancer 
pancréatique (COLO 356/FG) mais pas pour un cancer du colon 
(LS174T)



Avantages

Acm bispécifique : inhibition de la croissance tumorale en ciblant l’EGFR 
surexprimé sur beaucoup de cellules épithéliales cancereuses
Sécurité en utilisant la propre immunité antitumorale du patient : attaque 
spécifique.
Réponse T non restreinte au CMH dirigée par BiAb contre les cellules tumorales 
EGFR positives indépendamment des voies de signalisation de l’EGFR
Induction de réponses innées et adaptatives conduisant à la sécrétion de cytokines 
TH1 capables de contrer la suppression immunitaire induite par les tumeurs
Pas de toxicité dose limite / Action à faible dose
Effets prometteurs dans les études précliniques et cliniques
Activité in vivo du complexe dépendante de sa capacité de liaison : mauvaise 
liaison aux cellules LS174T (tumeurs colorectal/pancréatique)→ réponse moins 
efficace récupérée si injection en quantité plus importante
Traitement moins efficace mais notable pour les patients avec une fonction T 
altérée notamment par des chimiothérapies



Nanobodies

Efficient Cancer Therapy with 
Nanobody-Based Conjugate

Virna Cortez-Retamozo and al (Cancer Research 64, April
15, 2004)



Technique thérapeutique proposée :
Cibler la tumeur par l'utilisation d'un fragment VHH couplé à la β-Lactamase 
permettant la transformation d'une prodrogue en une drogue active détruisant 
la cellule

Structure :
Le plus petit domaine fonctionnel de l’Ac sans chaîne légère (monomérique) 
liant l’Ag avec une masse de seulement 15kDa : VHH
Production naturelle chez les requins et les Camelidae
Haute homologie avec les gènes de la famille VH3 humaine
Conjugué à la β- lactamase d’Enterobacter cloacae avec utilisation d’un 
hinge de chaîne lourde de lama comme linker naturel



Construction :

Clonage du répertoire de nanobodies d’un dromadaire immunisé par des Ag 
carcinoembryoniques (CEA) dans des vecteurs phage display
Isolement des clones de nanobodies spécifiques de CEA puis production et 
purification des protéines issues de ces clones
Conjugué cAb-CEA5 :: bétaL obtenu comme une construction simple chaîne de 
cAb-CEA5 et de la béta lactamase mature de E.cloacae P99 reliés par le hinge 
gamma2 de lama 



Mode d’action : 

Affinité subnanomolaire pour CEA associé 
aux tumeurs humaines d'origine épithéliale 
(colorectum, poumon, sein, ovaire)
Associé à la béta lactamase : passage des 
prodrogues CCM (cephalosporin mustard) 
en drogues PDM (phenylenediamine 
mustard), toxines efficaces 
Régression et guérison de la tumeur

Schéma :



Effet thérapeutique dose dépendant 
Activité antitumorale cytotoxique significative à partir 
d’une certaine dose sinon effet transitoire pendant le 
traitement



Fragment de taille minimale liant l’antigène par leur domaine variable : nanobody
Petite taille et robustesse : ciblage des Ag des régions obstruées comme les 
tumeurs 
Purifié en grande quantité et facile à fabriquer sans agrégation ni perte de 
fonctionnalité
Stable et hautement soluble 
Similarité avec le domaine VH3 humain mais des acides aminés différents 
expliquant sa plus grande solubilité et sa haute fonctionnalité
Bonne affinité de liaison dans les tumeurs
Couplage à une enzyme n’altèrant ni l’affinité de liaison du VHH ni l’activité 
enzymatique
Rapidement éliminé de la circulation sans administration d’agents d’élimination  
Pas d’effet toxique
Régression et guérison des tumeurs

Avantages



Conclusion
Acm : une classe en expansion pour la thérapie du cancer
Construction en modifiant leurs propriétés biologiques selon l’usage voulu.
But : augmenter la spécificité et la fonctionnalité 
Développement de formats multivalents et fusionnés avec d’autres composants 
pour augmenter leur efficacité thérapeutique 
De plus en plus petits : Fab, Fv, VHH (meilleure pénétration, élimination de la 
circulation, immunogénicité réduite)   
Encore améliorables : stabilité, production, résistance aux protéases, homogénéité, 
haute solubilité, affinité et spécificité
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