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Fragments
d’anticorps
a domaine unique

Les dAb, ’avenir des
anticorps monoclonaux ?

> En dépit des succes obtenus dans I'utilisation

thérapeutique d’anticorps monoclonaux depuis

une dizaine d’années, notamment en cancérolo- Patrick Chames, Daniel Baty
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gie, plusieurs obstacles restent difficiles a fran-
chir: la difficile pénétration de ces molécules
de grande taille dans les tissus qui compromet

&

leur accés notamment aux cellules tumorales, et

le colt trés élevé de leur production. Il s’aveére
possible d’utiliser des fragments d’anticorps

constitués d’un seul domaine, appelés domai- Anticorps thérapeutiques
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nes antibodies (dAb). Certains de ces fragments
dérivent d’anticorps dénués de chafne légere,
naturellement présents chez les camélidés. Les

approches d’ingénierie des anticorps ont depuis

daniel.baty@inserm.fr

leur découverte permis de construire des dAb
humains stables, solubles, produits facilement,

et dont I"affinité pour leur cible est tout a fait (trastuzumab, cétuximab, panitumumab) ont pour cible un

comparable a celle des anticorps conventionnels. marqueur exprimé dans les tumeurs solides, ces dernieres

représentant pourtant 85% des cancers. 'avenement

Des molécules multivalentes et multispécifiques
de nouvelles molécules, douze fois plus petites qu'un

peuvent aussi étre congues en assemblant ces ) ) )
: . e anticorps classique, pourrait changer la donne.
domaines uniques. U'efficacité de ces dAb dans

des modeles précliniques chez la souris, confir- Lorigine des single domain antibodies (dAb)

mée dans des essais cliniques chez ’homme,

laissent entrevoir une alternative efficace aux Dans un article visionnaire [3], "équipe de Greg Winter

anticorps conventionnels. < démontrait dés 1989 qu'il était possible d’obtenir des affi-

nités de I'ordre de la dizaine de nanomolaires en utilisant
uniquement les domaines variables (V) VH (H pour heavy

chain) d’anticorps de souris obtenus par sélection in vitro
a partir d’animaux immunisés. Les auteurs créerent pour

Les anticorps thérapeutiques sont enfin devenus une
réalité. Le développement de I'ingénierie des anticorps a
permis I"obtention d’anticorps monoclonaux (Acm) chimé-
riques, humanisés et méme totalement humains beaucoup
plus efficaces, conduisant a 'acceptation de plus d’une
vingtaine d’anticorps thérapeutiques en clinique pour le
traitement de maladies inflammatoires, auto-immunes,
virales ou cancéreuses [1]. Cependant, les Acm présentent
toujours d’importantes limitations, entre autres un haut
poids moléculaire (150 kDa) limitant sérieusement leur
pénétration dans les tumeurs solides [2], et des coiits
de production trés élevés (). Ainsi, () vair ). Biot et al.,
sur neuf anticorps acceptés pour le o.q 1177
traitement des tumeurs, seuls trois
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I'occasion le terme dAb pour single domain antibodies.
lIs mentionnaient déja la propriété qu’avaient ces dAb de
cibler des épitopes inaccessibles aux anticorps conven-
tionnels. Cette découverte est restée anecdotique jusqu’en
1993 quand une équipe a mis en évidence la présence
d’anticorps conventionnels mais aussi d’anticorps dénués
de chaines légeres et de domaines CH1 (C pour constant
domain) dans le sérum de dromadaires [4]. Ces anticorps
dénommés HcAb pour heavy chain only antibodies lient
leurs cibles par un seul domaine variable nommé VHH
pour le différencier des VH conventionnels (Figure 1). Par
référence a leur petite taille, les dAb de dromadaires,
considérés comme les plus petits fragments d’anticorps
actifs, sont parfois nommés nanobodies. Il est a noter que
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tous les camélidés, incluant les chameaux, lamas et vigognes, expriment
ce type d’anticorps. Parallélement, des anticorps similaires ont aussi été
découverts chez certains types de requins [5]. Ils sont alors appelés Ig-
NAR (pour new antigen receptor) et leur unique domaine variable a été
baptisé V-NAR (Figure 1).

Par la suite, plusieurs équipes ont établi des approches d’ingénierie
des anticorps permettant tout d’abord de conférer partiellement les
propriétés des dAb de lama (voir ci-dessous) aux VH humains (camé-
lisation) par la substitution de résidus clés [6], puis finalement de
sélectionner in vitro a partir de grandes banques de domaines VH ou
VL (L pour light chain) humains optimisés, des dAb humains dont les
propriétés de stabilité et de rendement d’expression se rapprochaient
de celles des dAb naturels [7].

Propriétés des dAb

Parce que ces dAb sont petits et compacts, ils sont produits de fagon tres
efficace chez €. coli ou la levure. Les dAb de lama sont de plus caractérisés
par une trés bonne solubilité et une excellente stabilité. Ils sont par exem-
ple capables de recouvrer leur activité aprés une incubation a tres haute
température (80-90°C) [8] ou de conserver dans un milieu réducteur leur
liaison & I'antigéne malgré 'absence de pont disulfure [9]. Ces dAb de
lama, qui possedent déja une séquence trés homologue au sous-groupe
VH3 des VH humains [10], peuvent de plus étre « humanisés » par substi-
tution de quelques résidus a I’exception de deux résidus essentiels a leur
stabilité et a leur solubilité [11]. Par ailleurs, et malgré leur petite taille,
les dAb sélectionnés chez des animaux immunisés présentent des affinités

scFv

4

o @0
e ¢

HcAb

IgNAR

tout a fait comparables a celles des anticorps convention-
nels. De fagon tres intéressante, certains dAb interagissent
de maniére assez particuliére avec leur antigene. Beaucoup
de ces domaines présentent des boucles variables longues
formant des extensions capables de s’insérer dans des
cavités normalement inaccessibles telles que des sites
actifs d’enzymes; ils représentent donc une excellente
source d’inhibiteurs [12] (). Les

dAb peuvent aussi cibler des épitopes () voir T. Wurch et

h . al., page 1169
conservés et peu accessibles sur cer-

taines protéines d’agents infectieux qui ont évolué pour
présenter aux anticorps conventionnels des épitopes domi-
nants hypervariables [13]. Par leur taille et leur structure,
les dAb sont donc une source potentielle d’anticorps anti-
viraux neutralisants a spectre large [14].

Ingénierie et application des dAb

La petite taille des dAb permet d’envisager deux sortes
d’applications : les unes avec des dAb sous forme soluble,
ce qui se rapproche de I'utilisation d’une petite molé-
cule thérapeutique, les autres comme «charpente » de
construction a partir de laquelle des molécules plus com-
plexes pourraient étre élaborées. Sous forme soluble, cette
petite molécule dAb a I'avantage de pouvoir pénétrer dans
les tissus beaucoup plus efficacement qu’un anticorps
entier, et notamment dans les tumeurs solides; elles y
joueraient le r6le d’antagoniste ou d’agoniste, en bloquant
par exemple le récepteur de "EGF (EGFR, epidermal growth
factor receptor), conduisant ainsi a des régressions tumo-
rales in vivo [15] (=). Cependant,
les nanobodies étant plus petits que
la limite de filtration des glomérules
rénaux, ils sont rapidement éliminés dans les urines. Pour

(=») voir T. Wurch et
al., page 1169

éviter ce probleme, une premiere approche consiste a
coupler chimiquement une molécule de PEG (polyéthyléne
glycol) au dAb (PEGylation) [16]. Une solution bien plus
élégante consiste a fusionner un dAb d’intérét a un autre
dAb affin pour I’albumine, protéine trés abondante dans
le sérum, conférant ainsi a la protéine de fusion un temps
de demi-vie bien plus long, dépendant de I'affinité du
dAb anti-albumine [17]. Finalement, une autre solution
consiste & multimériser les dAb [18], de fagon @ augmenter
simultanément le poids moléculaire et I'affinité apparente
de la molécule résultante. Lutilisation de ces « modules
dAb » permet de plus de créer des molécules multiva-
lentes et multispécifiques [19] capables par exemple de

Figure 1. Structures schématiques des anticorps a domaine unique (single domain antibodies). Anticorps monoclonaux
(Acm) et single chain Fv (scFv) conventionnels humains ; anticorps simple chaine lourde de camélidés (HcAb) et de

requins (IgNAR), et leurs fragments monodomaines (dab) correspondants. Les parties ombrées correspondent aux

parties en contact avec I"antigéne. CH : constant heavy ; VH : variable heavy ; CL: constant light ; VL : variable light.
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recibler des cellules du systeme immunitaire vers des cellules
cibles [20]. Alternativement, les dAb peuvent étre utilisés pour
cibler spécifiquement une enzyme vers des cellules cibles dans
le cadre de I’approche ADEPT (antibody-dependent enzyme
prodrug therapy) : une prodrogue injectée dans un second
temps sera transformée en drogue par I’enzyme au site ciblé.
Cette stratégie a permis d’éradiquer des tumeurs humaines
xénogreffées chez la souris sans effet secondaire majeur [21].
Une propriété importante des dAb est leur aptitude a conserver
leur stabilité en I'absence de pont disulfure, a I'inverse de la
plupart des fragments conventionnels comme les scFv (single
chain variable fragment), domaine VH relié¢ au domaine VL par
un peptide de liaison (Figure 1). Ceci a conduit plusieurs auteurs
a les utiliser comme anticorps intracellulaires capables, une
fois exprimés dans le cytoplasme ou le noyau de cellules euca-
ryotes, de bloquer trés spécifiquement une (=) voir s. Moutel et
interaction précise [9] (). Des résultats f. peres, page 1173
tres intéressants ont ainsi été obtenus avec

des dAb intracellulaires capables de prévenir et méme de faire
disparaitre des agrégats tels que ceux responsables de maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Prion, etc.) [22].
€nfin, la nature monodomaine et la stabilité des dAb en font des
candidats de choix pour la réalisation de puces a anticorps. Le
clonage d’un seul domaine évite les problemes de combinaison
entre VH et VL et leur facilité de production en systeme proca-
ryote donne la possibilité de cloner, d’exprimer et de déposer sur
lame un grand répertoire de dAb de fagon rapide et efficace tout
en conservant leur activité. Ces dAb devraient ainsi permettre
un développement rapide de puces a anticorps a haute densité,
avec comme enjeu final I'étude d’un protéome entier [23].

Conclusion

Plusieurs dAb sont déja en phase d’essai clinique. La société
Ablynx poursuit I'étude en phase Il d’'un dAb de lama dirigé
contre le facteur von Willebrand (=), () voir T. Warch et
capable de réduire les risques de throm- 4/ page 1169

boses associées aux maladies cardiovas-

culaires'. La société Domantis® (rachetée par GlaxoSmithKline)
spécialisée dans la production de dAb humains, étudie quant
a elle un dAb dirigé contre le TNFou (tumor necrosis factor) en
étude clinique de phase |, visant @ soigner (=) voir L. Semerano
les maladies auto-immunes telles que etM.C. Boissier,
I'arthrite rhumatoide (). Les dAb repré- page 1108 ; . Sibilia,
sentent une nouvelle génération de mini- page 1033

anticorps aux remarquables propriétés. Lavenir proche nous
dira si la nature de ces molécules, entre molécule chimique et
anticorps, leur permettra de surpasser les résultats cliniques
obtenus grdce aux anticorps monoclonaux. ¢

!http://www.ablynx.com/research/pipeline.htm

? http://www.domantis.com

M/Sn° 12, vol. 25, décembre 2009

SUMMARY
The future of antibody fragments,
made of a single immunoglobulin domain

Monoclonal antibodies are now established as key therapeutics for a range

of diseases including cancer and auto-immunity. However, despite impor-
tant improvements, these molecules still face several serious limitations

including production costs and tumor penetration. A new class of antibody

fragments, made of a single immunoglobulin domain, is emerging as an

exciting alternative. This review describes the outstanding properties and the
first achievements of these domain antibodies. ¢

CONFLIT D’INTERETS

Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’intéréts concernant les données publiées dans
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a jaunisse est un symptome facilement identifiable ; il

paraissait bien naturel que ’homme, confronté a une

modification de la couleur de ses yeux et de sa peau ait
de tous temps recherché les causes de cette transformation.

Il n’est donc pas surprenant que le premier traité de médecine,
écrit 3000 ans avant J.C. par un médecin sumérien, décrive
déja la jaunisse. A chaque époque de histoire de la médecine,
les praticiens, influencés par les concepts médicaux de leur
temps, attribuérent une ou plusieurs explications particulieres
a ce symptome. Ainsi, du démon Ahhdzu des Sumériens a la
sophistication des biotechnologies qui permirent la découverte
du virus de I’hépatite C, le lecteur cheminera sur une période
de 5000 ans au travers des différents continents.

Ici encore, I'histoire se révele une formidable source de
réflexion: le foie souvent impliqué dans I’apparition des
jaunisses est-il le siege de I’ame ?

Les expérimentations humaines chez des volontaires ou chez
des enfants handicapés mentaux étaient-elles justifiées pour
permettre la découverte des virus des hépatites ?

Le formidable développement de la transfusion sanguine, des
vaccinations, mais aussi de la toxicomanie explique-t-il les
épidémies d’hépatites du XX® siecle ?

Autantde questions quisont abordées dans ce livre passionnant
et accessible a tous.
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