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Nota Nota BeneBene

La présentation suivante a été réalisée par un groupe La présentation suivante a été réalisée par un groupe 
d’étudiants du parcours Immunotechnologies pour la d’étudiants du parcours Immunotechnologies pour la 
validation du module BMC532AC. Cette présentation n‘a validation du module BMC532AC. Cette présentation n‘a 
pas été corrigée et peut contenir des erreurs de forme ou pas été corrigée et peut contenir des erreurs de forme ou 
de fond. de fond. 
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Optimisation des Optimisation des AcMAcM, , 
glycosylation et glycosylation et 

mutagenèse du Fc des mutagenèse du Fc des 
AcMAcM

XXXXXX
XXXXXX

Thème 5 :
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1/ Introduction

2/ Fc et immunostimulation /       
thérapie antitumorale
(article 1 et 2)

3/ Fc et immunosuppression / rejet  
d’allogreffe (article 3)

4/ Conclusion 
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1) Introduction1) Introduction

Les anticorps monoclonaux dans la réponse Les anticorps monoclonaux dans la réponse 
immunitaire:immunitaire:

ActivationActivation lutte antilutte anti--tumoraletumorale

InhibitionInhibition rejet de grefferejet de greffe

Modification du fragment constant (Modification du fragment constant (FcFc))
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2) 2) FcFc et et immunostimulationimmunostimulation / / 
thérapie thérapie antitumoraleantitumorale
(article 1 et 2)(article 1 et 2)
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Rappels (1)Rappels (1)

ADCPADCP

CDCCDC

ADCCADCC

La réponse humorale
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Rappels (2)Rappels (2)
Structure de l’anticorps

F c
Chaîne sucrée
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Engineered antibody Engineered antibody FcFc variants variants 
with enhanced effector functionwith enhanced effector function

But: Créer des anticorps thérapeutique à But: Créer des anticorps thérapeutique à 
cytotoxicité accrue.cytotoxicité accrue.

Approche: optimisation de la liaison Fc / Approche: optimisation de la liaison Fc / FcRsFcRs
activateursactivateurs

Méthode: mutagenèse dirigée du FcMéthode: mutagenèse dirigée du Fc

Article 1:



22/12/2006 9IT2006 analyse d'articles

Compétition avec les variants Fc

Article 1:

FcγRIIIa ou IIbFc

L’L’AlphaScreenAlphaScreen

Résultats (1)Résultats (1)
Conception de mutants du Fc

Criblage d’affinité
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Résultats (2)Résultats (2)

Les variants Fc produisent:Les variants Fc produisent:
Une ADCC amélioréeUne ADCC améliorée

Les PBMC montrent une activité cytotoxique accrueLes PBMC montrent une activité cytotoxique accrue
Une ADCP amélioréeUne ADCP améliorée

La phagocytose est améliorée via les phagocytesLa phagocytose est améliorée via les phagocytes

Une CDC qui est fonction des variantsUne CDC qui est fonction des variants
S239D/I332E stimule la CDC au même titre qu’un WTS239D/I332E stimule la CDC au même titre qu’un WT
S239D/I332E/A330L ne stimule pas la CDCS239D/I332E/A330L ne stimule pas la CDC la la protprotééineine C1q se C1q se 
lierait au site A330.lierait au site A330.

Article 1:

5 variants 5 variants àà forte forte affinitéaffinité ontont étéété isolésisolés par par cettecette technique:technique:
S239D et I332ES239D et I332E
S239D/I332ES239D/I332E
S239D/I332E/A330LS239D/I332E/A330L
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Résultats (3)Résultats (3)

Utilisation du double mutant dans une étude Utilisation du double mutant dans une étude 
préclinique :préclinique :

Test de déplétion des cellules B chez les macaques Test de déplétion des cellules B chez les macaques 

RRéésultatssultats encourageants : tencourageants : taux de déplétion aux de déplétion 
supérieur à celui des supérieur à celui des AcMAcM thérapeutiques thérapeutiques 
commercialisés.commercialisés.

Article 1:
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DefucosylatedDefucosylated ChimericChimeric AntiAnti--CC CC ChemokineChemokine receptorreceptor 4 IgG1 4 IgG1 withwith
enhancedenhanced antibodyantibody--dependentdependent cellular cytotoxicity shows cellular cytotoxicity shows potentpotent

therapeutictherapeutic activityactivity to to TT--CellCell LeukemiaLeukemia andand LymphomaLymphoma

Article 2:

But: tester un anticorps améliorant la But: tester un anticorps améliorant la 
cytotoxicité.cytotoxicité.

Approche: utilisation d’un Approche: utilisation d’un FcFc qui a une affinité qui a une affinité 
accrue pour son récepteur.accrue pour son récepteur.

Méthode: utilisation d’un anticorps défucosyléMéthode: utilisation d’un anticorps défucosylé
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Résultats (1)Résultats (1)

Comparaison de la cytotoxicité induite par 2 Comparaison de la cytotoxicité induite par 2 
AcMs chimériques antiAcMs chimériques anti--CCR4:CCR4:

DéfucosyléDéfucosylé KM 2760KM 2760
FucosyléFucosylé KM3060KM3060

L’affinité de liaison à CCR4 est la même pour les L’affinité de liaison à CCR4 est la même pour les 
2 AcMs, seule la chaîne sucrée change.2 AcMs, seule la chaîne sucrée change.

Article 2:
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Résultats(2)Résultats(2)

KM 2760 induit plus KM 2760 induit plus 
de de cytotoxcicitécytotoxcicité que que 
KM 3060 sur le KM 3060 sur le 
modèle CCR4/El4 .modèle CCR4/El4 .

Cette cytotoxicité Cette cytotoxicité 
s’applique aux tumeurs s’applique aux tumeurs 
surexprimantssurexprimants CCR4.CCR4.

Cellule cible

CCR4

Ac KM2760
ou KM3060

PBMC humaine

FcγR

Article 2:
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Résultats(3)Résultats(3)

In In VivoVivo, l’efficacité antitumorale , l’efficacité antitumorale 
des AcMs dépend entièrement de des AcMs dépend entièrement de 
la présence de PBMC humaines la présence de PBMC humaines 
chez les souris SCID.chez les souris SCID.

Article 2:

%
 c
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Dans un modèle Dans un modèle inin--vitrovitro, les , les 
cellules effectrices murines ne cellules effectrices murines ne 
sont pas activées par KM 2760.sont pas activées par KM 2760.
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Résultats(4)Résultats(4)

KM2760 est efficace chez la souris KM2760 est efficace chez la souris 
Mode d’action Mode d’action inconnuinconnu. . 
L’L’AcAc défucosylé n’active pas les mêmes cellules défucosylé n’active pas les mêmes cellules 
effectrices que chez les humains.effectrices que chez les humains.

Son action passe malgré tout par les Son action passe malgré tout par les FcFcγγRR..

LL’’efficacitefficacitéé antitumorale est encourageante en   antitumorale est encourageante en   
prpréésence dsence d’’effecteurs humains.effecteurs humains.

Article 2:
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3) 3) Fc et immunosuppression / 
rejet d’allogreffe (article 3)
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NonNon--FcFc receptorreceptor--binding humanized antibinding humanized anti--CD3 CD3 
antibodies induce apoptosis of activated Human T cells.antibodies induce apoptosis of activated Human T cells.

But: tester les effets d’un anticorps antiBut: tester les effets d’un anticorps anti--CD3 sur CD3 sur 
l’immunosuppréssion.l’immunosuppréssion.

Approche: inhibition de la liaison Fc / Approche: inhibition de la liaison Fc / FcRsFcRs

Méthode: utilisation d’anticorps mutés dans le Méthode: utilisation d’anticorps mutés dans le FcFc..

Article 3:
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Résultats (1)Résultats (1)

Les anticorps antiLes anticorps anti--CD3CD3
Murins / chimériques / Murins / chimériques / 
humaniséshumanisés

SolubleSoluble
Insoluble (lié au Insoluble (lié au 
récepteur)récepteur)

Article 3:
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Résultats (2)Résultats (2)

Les antiLes anti--CD3 solubles provoquent :CD3 solubles provoquent :
Une apoptose des LT activésUne apoptose des LT activés
une sécrétion d’INFune sécrétion d’INF--γγ

Article 3:

Les anticorps Les anticorps antianti CD3 humanisés CD3 humanisés 
solubles induisent une phosphorylation solubles induisent une phosphorylation 
soutenue de ERK2.soutenue de ERK2.
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Résultats (3)Résultats (3)

INF-γ gene transcription

Article 3:

Une internalisation rapide Une internalisation rapide 
du TCR est associée à une du TCR est associée à une 
apoptose diminuée des apoptose diminuée des 
cellules T.cellules T.

Les anticorps antiLes anticorps anti--CD3 solubles:CD3 solubles:
Liaison transitoire au TCRLiaison transitoire au TCR--CD3CD3

Internalisation faible du TCRInternalisation faible du TCR

Stimulation prolongStimulation prolongéée de la voie e de la voie 
signalisation ERK2signalisation ERK2

Apoptose accrueApoptose accrue
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ConclusionConclusion

La réponse humorale ne dépend pas uniquement de la La réponse humorale ne dépend pas uniquement de la 
partie variable de l’anticorps mais également du partie variable de l’anticorps mais également du 
fragment constant qui joue un rôle prépondérant dans fragment constant qui joue un rôle prépondérant dans 
la modulation de la réponse humorale.la modulation de la réponse humorale.
Il a été prouvé qu’en ne jouant que sur cette partie on Il a été prouvé qu’en ne jouant que sur cette partie on 
peut au choix augmenter la réponse immunitaire ou au peut au choix augmenter la réponse immunitaire ou au 
contraire la supprimer. contraire la supprimer. 
Les anticorps thérapeutiques existants sont donc Les anticorps thérapeutiques existants sont donc 
perfectibles.perfectibles.
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MERCIMERCI
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Les acteursLes acteurs

Les Les FcRsFcRs : : 
Activateurs: Activateurs: FcFcγγR I, R I, IIaIIa, , IIcIIc,,IIIaIIIa et et IIIbIIIb
Inhibiteur: Inhibiteur: FcFcγγRIIbRIIb

Les variants du Fc:Les variants du Fc:
Simples mutants: Simples mutants: S239D et I332ES239D et I332E
Double mutant: Double mutant: S239D/I332ES239D/I332E
Triple mutant: Triple mutant: S239D/I332E/A330LS239D/I332E/A330L

Article 1:
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Résultats (1)Résultats (1)
Comment ontComment ont--ils conçu et sélectionné les variants ils conçu et sélectionné les variants 
avec une affinité accrue?avec une affinité accrue?

2 possibilités pour la conception:2 possibilités pour la conception:
Des informations structurales existaientDes informations structurales existaient
Informations incomplètes ou inexistantesInformations incomplètes ou inexistantes

Sélection:Sélection:
Criblage pour leur affinité par AlphaScreen assayCriblage pour leur affinité par AlphaScreen assay
Mesure absolue de l’affinité par SRP (profile Mesure absolue de l’affinité par SRP (profile IIIaIIIa::IIbIIb))

Article 1:
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Résultats (2)Résultats (2)
Les variants Fc produisent:Les variants Fc produisent:

Une ADCC amélioréeUne ADCC améliorée
Les PBMC montrent une activité cytotoxique accrueLes PBMC montrent une activité cytotoxique accrue
mesure de la lyse cellulaire par la technique LDH ou Europium.mesure de la lyse cellulaire par la technique LDH ou Europium.

Une ADCP amélioréeUne ADCP améliorée
La phagocytose est améliorée via les phagocytesLa phagocytose est améliorée via les phagocytes
Mesure de la phagocytose par marquage différentiel des cellules Mesure de la phagocytose par marquage différentiel des cellules cibles et des cibles et des 
cellules effectrices et FACScellules effectrices et FACS

Une CDC qui est fonction des variants Une CDC qui est fonction des variants 
S239D/I332E S239D/I332E stimulestimule la CDC au la CDC au mêmemême titre titre qu’unqu’un WTWT
S239D/I332E/A330L S239D/I332E/A330L nene stimulestimule pas la CDCpas la CDC A330 se A330 se lieraitlierait au site de fixation au site de fixation 
de la de la protprotééineine C1qC1q
Mesure de la lyse par Mesure de la lyse par AlamarAlamar BlueBlue

déplétion améliorée des cellules B chez les macaques déplétion améliorée des cellules B chez les macaques 
Un test qui permet d’estimer l’efficacité chez l’HommeUn test qui permet d’estimer l’efficacité chez l’Homme
Mesure de la déplétion par FACS en fonction des marqueurs cellulMesure de la déplétion par FACS en fonction des marqueurs cellulaires.aires.

Article 1:
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Résultats (2)Résultats (2)

Les anticorps solubles humanisLes anticorps solubles humaniséés sont les moins s sont les moins 
enclins enclins àà induire un relargage de cytokines et la induire un relargage de cytokines et la 
prolifproliféération des cellules T pration des cellules T péériphriphéériques au riques au 
repos tout en induisant une apoptose accrue. repos tout en induisant une apoptose accrue. 

Article 3:
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RésultatsRésultats

Les cellules T périphériques activées ou Les cellules T périphériques activées ou 
engagées dans un cycle cellulaire subissent engagées dans un cycle cellulaire subissent 
l’apoptose suite à une exposition aux l’apoptose suite à une exposition aux antianti CD3 CD3 
solubles.solubles.


