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Chapitre 1

Le systéme TRAIL

1.1 Généralités sur le processus apoptotique

L’apoptose est un processus naturel qui se met en place afin d’éliminer les cellules
indésirables du corps humain. Il survient a la fois au cours du développement embryon-
naire et tout au long de la vie d’un individu [Kerr et al., 1972| [Strasser et al., 2000]
[Taylor et al., 2008|. C’est un élément indispensable de 'homéostasie cellulaire, qui controle
la croissance des cellules normales et donc la densité cellulaire dans les tissus, qui élimine
les cellules non viables, et qui participe au bon fonctionnement du systéme immunitaire
[Strasser, 2005] [Bergmann and Steller, 2010] [Nemazee, 2017]. Ce phénoméne est décrit
comme une mort cellulaire programmeée et s’apparente a un suicide cellulaire. Il est caracté-
risé biochimiquement par des mécanismes ATP-dépendants au niveau des mitochondries,
morphologiquement par une condensation de la chromatine et la présence de vésicules
apoptotiques, et physiologiquement par 1’absence d’inflammation (figure 1.1). Les cellules
ayant recu un signal apoptotique vont initier tout un processus aboutissant a leur mort
et leur élimination de 'organisme. Une mort cellulaire par apoptose est caractérisée par
une condensation de la chromatine, une fragmentation de 'ADN et une dégradation des
différents composants cellulaires qui sont évacués par des vésicules ou corps apoptotiques.
Ces vésicules sont ensuite rapidement phagocytées par les cellules immunitaires. Les cel-
lules apoptotiques ne relarguent pas leur constituants cellulaires dans le tissu interstitiel
environnant, prévenant ainsi une réaction pro-inflammatoire [Kono and Rock, 2008].

D’autres formes de mort cellulaire, ayant des caractéristiques différentes et distinctes
sont décrites comme la nécrose, la mort par autophagie, la nécroptose ou encore plus
récemment la ferroptose. Toutefois, 'apoptose est physiologiquement le mécanisme majeur
de la mort cellulaire [Galluzzi, 2018|.



FIGURE 1.1 — Différences entre la mort cellulaire par apoptose et la nécrose.

[’apoptose est un phénoméne extrémement précis avec une exactitude d’action re-
marquable. Cependant, lorsque ce phénoméne est dérégulé, une apoptose inapropriée
peut engendrer de nombreux dysfonctionnements cellulaires et peut conduire a des pa-
thologies sévéres comme la neurodégénération (dans le cas d’une apoptose trop impor-
tante) ou encore le développement d’un cancer (dans le cas d'une apoptose déficiente)
[Danial and Korsmeyer, 2004].

1.2 Généralités sur le développement tumoral

Les cancers demeurent la deuxiéme cause de mortalité mondiale d’aprés I’Organisation
Mondiale de la Santé, avec une incidence de 400 000 nouveaux cas en France en 2017
(Institut National du Cancer). Cependant, la mortalité tend a baisser grace aux progrés
technologiques, des diagnostics plus précoces aux traitements de plus en plus efficaces.
Ces pathologies se développent a partir de cellules saines qui se transforment en tumeur
maligne. Ce processus multigénique, complexe et évolutif, est causé par de nombreux

phénomeénes externes, internes et/ou génétiques. Le développement tumoral se met en



place lorsqu’une cellule, initialement saine, dérive sous l'action de plusieurs facteurs, et
voit son programme génétique complétement altéré. Ces altérations trés caractéristiques
donnent & la cellule cancéreuse la capacité de se multiplier infiniment au sein d’un tissu
normal, au détriment de ses caractéristiques et fonctions d’origine. Son développement est
alors incontrolable, et la masse tumorale va venir envahir tout le tissu, qui va alors perdre
sa fonction (figure 1.2). Au cours du développement tumoral, certaines cellules cancéreuses
peuvent migrer vers d’autres tissus et entamer le méme processus de colonisation, formant
ainsi des métastases. C’est le stade le plus critique pour la survie de l'individu. Ces
atteintes, trop importantes et généralisées, provoquent 90% des décés par cancer.

Le développement du cancer se fait en trois étapes : I'initiation, la promotion et I’échap-
pement ou progression. Dans un premier temps, une lésion de ’ADN va endommager une
cellule saine, initiant sa transformation en une cellule cancéreuse. Dans un second temps,
la cellule transformée se développe et prolifére en formant un groupe de cellules trans-
formées, c’est la promotion. Dans un troisiéme et dernier temps, la cellule transformée
acquiert les caractéristiques d’une cellule cancéreuse et colonise le tissu d’origine puis
les tissus environnants. En 2002, Dunn et coll. ont mis en évidence le concept d’immu-
nosurveillance et d’immuno-editing, démontrant que la masse tumorale doit également
échapper au systéme immunitaire [Dunn et al., 2002]. En effet, de nombreuses cellules se
transforment chaque jour. Mais ces cellules anormales sont rapidement reconnues par le
systéme immunitaire puis éliminées. La tumeur est alors bénigne. Lorsque 1’élimination
par le systéme immunitaire n’est pas assez efficace et/ou que la tumeur est trop agres-
sive, celle-ci devient maligne. La masse tumorale prend alors le dessus sur les cellules

immunitaires infiltrées et les cellules du tissu, et le cancer se développe.

FIGURE 1.2 — Oncogenése et développement tumoral



Un cancer peut se développer au sein de nombreux types cellulaires, tous les cancers
sont donc différents. On peut cependant regrouper ces pathologies en tant que « cancer »
lorsqu’elles présentent les caractéristiques distinctes et complémentaires suivantes (figure
1.3) [Hanahan and Weinberg, 2000] [Hanahan and Weinberg, 2011] :

— acquisition d’une instabilité du génome et mutations

— reprogrammation du métabolisme énergétique

— maintien de la signalisation proliférative

— échappement aux suppresseurs de croissance

— acquisition de I'immortalité réplicative

— résistance a la mort cellulaire

— induction d’une angiogénése accrue

— promotion de 'inflammation stimulant la tumeur

— échappement a la destruction par le systéme immunitaire

— développement d’un pouvoir invasif et métastasique
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FIGURE 1.3 — Les différentes caractéristiques des cellules cancéreuses, d’aprés Hananhan
et Weinberg, 2011



L’une des caractéristiques les plus importantes des cellules cancéreuses est leur capa-
cité a échapper a 'apoptose. Les tentatives pour induire la mort des cellules tumorales ont
conduit a une recherche mondiale intense, commencgant par la chimiothérapie convention-
nelle du milieu du 20éme siécle (les antifolates par exemple) et allant jusqu’aux nouvelles
approches plus sélectives comme les inhibiteurs (par exemple I'imatinib, inhibiteur de pro-
téine kinase associé au BCR) ou encore les anticorps monoclonaux [DeVita and Chu, 2008|
[RN4, 2017] [Hendriks et al., 2017| [Marjaneh et al., 2018].

1.3 TRAIL, membre de la superfamille du TNF

1.3.1 Découverte de la superfamille du TNF

Dés 1975, le ciblage des membres de la superfamille des récepteurs au TNF (tumor
necrosis factor), et en particulier, la découverte que le TNF posséde de puissantes pro-
priétés de destruction a permis d’identifier des cytokines endogénes ayant des propriétés
antitumorales [Carswell et al., 1975].

C’est en 1989 que l'existance d’une superfamille du TNF (TNFSF) et leurs récepteurs
(TNFRSF) a été établie. Elle se compose de deux familles de génes incluant 22 ligands
et 29 récepteurs (figure 1.4) dont les interactions sont complexes. Un ligand peut cibler
plusieurs récepteurs de la superfamille et inversement, un récepteur peut étre ciblé par
plusieurs ligands. Structurellement, les membres de la superfamille du TNF (TNFSF)
sont des protéines transmembranaires de type II, comprenant en position C-terminale
un domaine d’homologie avec le TNF (THD) d’environ 150 résidus [Bodmer et al., 2002].
La plupart des ligands sont accrochés & la membrane cytoplasmique sous forme d’ho-
motrimeéres non covalents, mais la moitié environ peut étre retrouvée sous forme soluble
car ils abritent un site de clivage protéolitique [Black et al., 1997] [Locksley et al., 2001].
De maniére intéressante, pour la majorité des membres de la TNFSF, seule la forme
liée a la membrane permet d’induire un signal compétent. La forme soluble fixe les ré-
cepteurs mais doit souvent étre homomultimérisée pour amorcer une signalisation. Ces
membres de la TNFSF jouent un role dans I'inflammation, la co-stimulation des cellules
immunitaires, I'organogenése et I’apoptose [Bodmer et al., 2002|. Le TNF par exemple,
promeut les réponses inflammatoires et est impliqué dans les pathologies auto-immunes
[Carswell et al., 1975] [Ruddle et al., 1990]. D’autres ligands, incluant Fas et TRAIL, les
plus ciblés dans les thérapies anti-cancéreuses, régulent 'apoptose induite par I'activation
des cellules de 'immunité innée et acquise [Ashkenazi, 2002].

Les récepteurs apparentés, TNFRSF, sont majoritairement des protéines transmem-
branaires de type I [Naismith et al., 1996|. Ils peuvent également étre convertis en molé-
cules solubles, soit par détachement de la membrane (souvent médié par des métallopro-
téases), ou via 'épissage alternatif des ARNm. Les TNFRSF sont caractérisés par leur

domaine extracellulaire comprenant un nombre variable de domaines riches en cystéines
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FIGURE 1.4 — Les membres de la superfamille du TNF et leurs récepteurs. Les fléches cor-
respondent aux liaisons de chaque ligand (L) a leurs différents récepteurs. Etant 'unique
ligand interagissant avec 5 récepteurs différents, TRAIL est le ligand le plus complexe de
la famille.

(CRDs), éléments critiques pour la liaison avec le THD de leur ligand. Au niveau intra-
cellulaire, la présence d'un domaine de mort (DD) caractéristique permettant des interac-
tions protéine-protéine, définie le sous-groupe des récepteurs de mort (DR) de la TNFRSF
[Bodmer et al., 2002]. Actuellement, ce sous-groupe de DR se compose du TNFR1, Fas,
DR3, TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), DR6 et du EDAR.

Initialement trés prometteur, le TNF a malheureusement présenté une toxicité inflam-
matoire significative dans les essais cliniques, empéchant son utilisation chez 'homme
dans les traitements contre les cancers |Lejeune et al., 1998|. Toutefois, a la fin des
années 80, la découverte de deux anticorps ciblant Fas / CD95 [Trauth et al., 1989]
[Yonehara et al., 1989] a suscité un intérét majeur dans l'identification des membres de
la famille liés au TNF [Smith et al., 1994] [Wiley et al., 1995|. Plusieurs autres protéines
homologues présentant des propriétés pro-apoptotiques ont été rapidement découvertes,
comme FasL, le ligand apparenté a Fas / CD95 [Suda et al., 1993, ou encore TRAIL (TNF
related apoptosis inducing ligand) [Ashkenazi et al., 1996] [Wiley et al., 1995] et ses récep-
teurs agonistes [Schneider et al., 1997a] [MacFarlane et al., 1997 [Walczak et al., 1997|

[Marsters et al., 1997]. Mais une fois encore, alors que FasL ou les anticorps ciblant
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Fas / CD95 présentent de puissantes capacités pro-apoptotiques, leur utilisation en cli-
nique a été compromise par la découverte que ’anticorps monoclonal a-Fas induit une
hépatotoxicité fulminante et létale in-vivo [Ogasawara et al., 1993|. Au contraire, TRAIL
a montré trés tot une activité tumoricide conséquente et s’est avéré sans risque dans les

modéles animaux [Walczak et al., 1999].

1.3.2 Découverte de TRAIL

TRAIL, également connu sous le nom de ligand Apo-2, est une cytokine homotrimé-
rique membre de la famille du TNF découverte en 1995 [Wiley et al., 1995]. Sa capacité a
se lier a b récepteurs différents fait de lui le ligand le plus complexe de la famille du TNF
(TNFSF) (figure 1.4). Cette protéine transmembranaire de type II est composée de 281
aa et contient le THD partagé par tous les membres de la TNFSF. En revanche, il possede
un résidu de cystéine non apparié en position 230, ot d’autres ligands de la famille ont un
pont disulfure, permettant la liaison entre les trois monomeéres par un ion zinc, essentiel a
la stabilité du trimére et a son activité pro-apoptotique [Bodmer et al., 2000b]. TRAIL est
localisé sur le chromosome 3q26, il s’étend sur environ 20 kb et contient cing exons. Cette
cytokine a suscité 'intérét des scientifiques en raison de sa capacité a engager spécifique-
ment 'apoptose des cellules cancéreuses [Micheau et al., 2013]. APO2L/TRAIL montre
une efficacité non seulement dans les cellules tumorales, mais également dans des lignées
de tumeurs primaires, provenant directement de patients. TRAIL peut ainsi induire de
maniére robuste la mort cellulaire programmeée dans un large éventail de cellules cancé-
reuses, sans nuire aux tissus normaux [Ashkenazi et al., 1999]. TRAIL, I'unique ligand de
la TFNSF présentant un telle spécificité et de faible toxicité, est un agent anticancéreux
trés prometteur. L’autre avantage principal de TRAIL est son indépendance vis-a-vis de
P53, un géne suppresseur de tumeur dont 'intégrité est, la plupart du temps, essentielle
au bon fonctionnement des médicaments chimiothérapeutiques classiques des patients at-
teints de cancer [DeVita and Chu, 2008]. Les mutations ou altérations de P53 surviennent
souvent au cours de l'oncogenése et sont associées a une résistance a la chimiothérapie.
Il a donc été suggéré que TRAIL est capable d’exercer son activité tumoricide dans un

cadre plus large que les chimiothérapies conventionnelles.

1.3.3 Role physiologique de TRAIL, cytokine du systéme immu-
nitaire
Role dans ’immunosurveillance anti-tumorale

TRAIL est naturellement présent en tant que trimére a la surface des cellules acti-
vées de I'immunité innée et acquise, telles que les cellules NK (Natural Killer), les cel-
lules dendritiques (CD), les macrophages, les monocytes ou encore les lymphocytes T

effecteurs |Ashkenazi et al., 1999|. TRAIL joue un role important dans la formation et
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la régulation du systéme immunitaire ainsi que dans I'immunosurveillance tumorale et
virale [Lee et al., 2002] [Wang and El-Deiry, 2003] [Smyth et al., 2003]. TRAIL endogéne
est naturellement associé aux membranes des cellules immunitaires activées et, en tant que
tel, il contribue a 'induction de I’apoptose des cellules indésirables [Zamai et al., 1998]
|Griffith et al., 1999b| [Halaas et al., 2000] [Mirandola et al., 2004] [Brincks et al., 2008].
Des études chez la souris ont montré une cancérogenése plus importante sur des
souches déficientes pour TRAIL, 'apparition ou la croissance tumorale étaient favorisées
[Cretney et al., 2002] [Sedger et al., 2002].

D’autres études ont démontré que le niveau de TRAIL est extrémement faible dans
les cellules immunitaires inactivées [Takeda et al., 2001] [Ehrlich et al., 2003]. L’expres-
sion de TRAIL est quasi-nulle dans les lymphocytes fraichement isolés, et seul un nombre
trés restreint de cellules NK naives exprime TRAIL. La stimulation des cellules du sys-
téme immunitaire, inné ou acquis, comme les cellules dendritiques, les cellules NK ou les
lymphocytes effecteurs, entraine ’expression de TRAIL a leur surface, améliorant ainsi
leur cytotoxicité envers les cellules tumorales primaires et métastatiques [Liu et al., 2001].
Il a été montré que 'expression de TRAIL sur les cellules NK semble étre régulée de ma-
niére autocrine, par la sécrétion d’interféron (IFN) - ~ [Takeda et al., 2001]. On peut
également émettre 'hypothése que TRAIL pourrait stimuler les réponses anti-tumorales
en modifiant le micro-environnement tumoral, en augmentant la qualité de la présentation

de I'antigéne ainsi que l'infiltration des cellules immunitaires dans le tissu.

Autres roles physiologiques de TRAIL

En plus du role de TRAIL dans la surveillance anti-tumorale, cette cytokine pour-
rait aussi étre impliquée dans la régulation des infections, des lymphocytes et de I'auto-
immunité. Entre autres, TRAIL présent a la surface des cellules NK est impliqué dans
la défense contre les infections virales du virus de 'encéphalomyocardite (EMCV) et les
macrophages infectés par le cytomégalovirus humain (HCMV) sont plus sensibles a I'in-
duction d’apoptose via TRAIL [Sedger et al., 1999] [Sato et al., 2001].

Il a également été démontré que TRAIL régule les lymphocytes T CD8 cytotoxiques
(LTC) s’activant seuls, en retardant leur seconde expansion clonale [Janssen et al., 2005]
[Badovinac et al., 2006]. Récemment, une étude sur les cellules T modifées par des
récepteurs-antigénes chimériques (CAR-T) a présenté TRAIL comme un des régulateurs
de leur survie |Tschumi et al., 2018].

D’autres études ont rapporté que la présence de TRAIL semble corrélée a des maladies
auto-immunes. De maniére non exhaustive, le taux sérique de TRAIL soluble est augmenté
chez des patients atteints de lupus érythémateux disséminé [Lub-de Hooge et al., 2005].
En revanche, il a été constaté que I'induction de TRAIL peut servir de marqueur positif
potentiel dans la détermination de la sensibilité au traitement par interférons 5 chez les

patients atteints de sclérose en plaques |Wandinger et al., 2003|.
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1.4 L’apoptose induite par le systéme TRAIL-TRAIL

récepteurs

1.4.1 Les différents récepteurs de TRAIL

TRAIL peut se fixer sur deux types de récepteurs : les récepteurs de mort ou agonistes
(DR) et les récepteurs leurres ou antagonistes (DcR). A ce jour, cinq récepteurs TRAIL
ont été identifiés chez 'homme : DR4, DR5, DcR1, DcR2 et ostéoprotégérine (OPG)
(figure 1.5). Ces récepteurs, comme tous les membres de la superfamille du TNF, sont
caractérisés par un domaine extracellulaire riche en cystéines, essentiel a la liaison de leur
ligand apparenté [Bodmer et al., 2002]. Seulement deux d’entre eux, les récepteurs de
morts agonistes DR4 et DR5, hébergent le domaine de mort (DD) requis et suffisant pour
activer la machinerie apoptotique. Ils représentent par conséquent des cibles prometteuses
pour le traitement des cancers. Les trois autres récepteurs, DcR1, DcR2 et OPG sont

incapables de transmettre une signalisation intracellulaire, ce sont les récepteurs leurres.

Les récepteurs agonistes

DR4 et DR5, tous les deux localisés sur le chromosome 8p21.3, furent identifiés en 1997
[Walczak et al., 1997] [Pan et al., 1997] [MacFarlane et al., 1997] [Schneider et al., 1997a).
Chacun de ces deux récepteurs comporte un domaine extracellulaire composé de deux
CRD complets, indispensables a la liaison au TRAIL, et un CRD considéré comme par-
tiel (figure 1.5 et 1.6). Ce CRD, situé a l'extrémité N-terminal, c’est-a-dire le plus éloi-
gné de la membrane, est également appelé PLAD (pre-ligand assembly domain) et serait
responsable du regroupement des récepteurs, indépendamment de la liaison du ligand
[Chan et al., 2000] [Siegel et al., 2000|. La partie intracellulaire de DR4 et DR5 contient
un domaine de mort complet, crucial pour la transmission du signal. Le domaine de mort
(DD), d’environ 80 aa, structurée en six hélices «, intervient dans les interactions pro-
téiques homotypiques [Tartaglia et al., 1993] [Nagata, 1997]. Il y a trois autres motifs to-
pologiquement similaires : le domaine effecteur de mort (DED), le domaine de recrutement
des caspases (CARD) et le domaine pyrine (PYD) [Fesik, 2000]. Malgré les similitudes
structurelles, la différence de charge a leur surface permet la spécificité d’association. DR4
et DR5 partagent 58% de similarité dans leur domaine extracellulaire et 65% de similitude
dans leur domaine intracellulaire [Schneider et al., 1997al.

DRA4, est une protéine de 468 aa, également connue sous les noms de TRAIL-RI,
TNFRSF10A, CD261 et Apo2. Elle contient un site de N-glycosylation au niveau de
'asparagine N156 [Yoshida et al., 2007|[Dufour et al., 2017b].

DR5 est O-glycosylé sur plusieurs sérines-thréonines a lintérieur et autour des
CRD 2 et 3 [Wagner et al., 2007|. Il est également connu sous les noms de TRAIL-R2,
TNFRSF10B, CD262, KILLER / Ly98 et TRICK2. Deux isoformes de DR5 ont été re-
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FIGURE 1.5 — Représentation schématique de la composition des récepteurs TRAIL.
TRAIL-R1/death receptor 4 (DR4), TRAIL-R2/death receptor 5 (DR5) sont les seuls
récepteurs possédant un domaine de mort (DD) entier. TRAIL-R3/decoy receptor 1
(DcR1) et TRAIL-R4/decoy receptor 2 (DcR2) ne possédent pas de DD fonction-
nel. Ostéoprotégrin (OPG), contient un DD c’est le seul récepteur soluble, ne conte-
nant pas de domaine transmembranaire (TM). DR4 est N-glycosylé et DR5 est O-
glycosylé [Yoshida et al., 2007|[Dufour et al., 2017b|[Wagner et al., 2007]. Les sites de N-
glycosylation putatifs DcR1, DcR2 et OPG sont représentés par des étoiles bleues et ceux
de O-glycosylation sont représentés par des triangles rouges.

trouvées : une isoforme courte DR5a (411 aa) et une isoforme longue DR5b (440 aa). Lors
de I'épissage alternatif, un intron peut étre retenu, aboutissant a une différence de 29 aa
entre le domaine transmembranaire et le premier CRD [Wang and Jeng, 2000]. Bien que
DR5 puisse étre trouvé sous deux isoformes, leurs fonctions spécifiques ou différentielles

restent, a ce jour, inconnues.

Les récepteurs antagonistes

Les autres récepteurs auxquels TRAIL est capable de se lier sont DcR1 (Decoy
Receptor 1/ TRAIL-R3/ TNFRSF10C/ TRID), DcR2 (Decoy Receptor 2/ TRAIL-R4/
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FIGURE 1.6 — Représentation schématique de la liaison de TRAIL & ses récepteurs.
TRAIL-R1/death receptor 4 (DR4), TRAIL-R2/death receptor 5 (DR5) sont des récep-
teurs agonistes de par leur domaine de mort (DD) intracellulaire, grace auquel ils trans-
mettent le signal apoptotique. TRAIL-R3/decoy receptor 1 (DcR1) et TRAIL-R4/decoy
receptor 2 (DcR2) ne possédent pas de DD fonctionnel. Ces deux récepteurs membranaires
agissent en tant que récepteurs antagonistes ou régulateurs de 'apoptose. Ostéoprotégrin
(OPG) est un récepteur soluble incapable d’induire ’apoptose.

TNFRSF10D/ TRUNDD) et OPG (ostéoprotégérine/ OIF/ TNFRSF11B) (figure 1.6).
Ces récepteurs ne peuvent induire de signaux de mort intracellulaire et sont suspectés
d’agir principalement dans les tissus normaux en tant que récepteurs leurres pour le
controle de 'apoptose médiée par TRAIL [Mirandola et al., 2004].

DcR1 et DcR2 sont localisés sur le chromosome 8p21-22 et leur domaine extracellu-
laire est proche de celui de DR4 et DR5. Alors que DcR1 posséde un domaine & ancrage
glycosylphosphatidylinositol (GPI), et est donc complétement dépourvu de domaine de
mort, DcR2 contient un domaine intracellulaire mais héberge un domaine de mort tronqué
non fonctionnel [Marsters et al., 1997].

OPG, localisé sur le chromosome 8q24, est composé de quatres CRD
[Emery et al., 1998|. 1l est le seul récepteur antagoniste abritant un domaine de mort
complet. Néanmoins, en raison de l’absence de domaine transmembranaire, il est ex-
primé en tant que récepteur soluble. Il est donc incapable de transduire ’apoptose.
Comme DcR1 et DcR2, bien que dans une moindre mesure, OPG est capable de riva-

liser pour la liaison TRAIL, et nuire a la mort cellulaire induite par TRAIL. Son affinité
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de liaison avec TRAIL, cependant, est beaucoup plus faible que DR4, DR5, DcR1 ou
DcR2 [Emery et al., 1998] [Truneh et al., 2000]. Son véritable ligand, avec qui il se lie a

haute affinité, est RANKL, connu pour jouer un réle important dans I'ostéoclastogenése
[LeBlanc and Ashkenazi, 2003] [Kobayashi et al., 2009].

Les récepteurs murins

Chez la souris, TRAIL ne posséde qu’un récepteur agoniste (mDR5/ mTRAIL-R/ mu-
rin KILLER) et trois récepteurs antagonistes (mDcTRAIL-R1, mDcTRAIL-R2 et mOPG)
[Wu et al., 1999a] [Schneider et al., 2003].

mDRS5 est un homologue aux récepteurs DR4 et DR5, cependant il présente trois
CRD intactes. Il posséde trois sites de N-glycosylation au niveau de ses CRDs (N99,
N122, N150) mais est dépourvu de O-glycosylation [Dufour et al., 2017b|. Il posséde un
DD et est capable d’induire la mort cellulaire par apoptose en réponse au TRAIL humain
ou au TRAIL murin [Wu et al., 1999a] [Estornes et al., 2018|.

Les deux récepteurs antagonistes mDcTRAIL-R1 et mDcTRAIL-R2 présentent
de fortes homologies avec DcR1 et DcR2 mais leur domaine extracellulaire est composé
de trois CRD intacts. Ils sont incapables d’induire I’apoptose car ils sont tous les deux
dépourvus de domaine de mort. mDcTRAIL-R1 contient un domaine & ancrage GPI alors

que mDcTRAIL-R2 ne contient qu'un domaine transmembranaire et peut étre solubilisé

[Schneider et al., 2003].

1.4.2 Meécanismes de ’apoptose induite par TRAIL
Multimérisation des récepteurs

La trimérisation des récepteurs agonistes de TRAIL a la surface cellulaire est le premier
événement critique déterminant pour le déclenchement de I’apoptose [Ashkenazi, 2002]
|Gieffers et al., 2013]. L’apoptose induite par DR4 et DR5 nécessite le recrutement des
protéines au niveau intracellulaire et ne peut se faire que si les récepteurs sont au mini-
mum trimérisés [Vanamee and Faustman, 2018]. I a été démontré depuis longtemps que
le ligand induit I'oligomérisation des récepteurs (figure 1.7). La conformation ainsi formée
d’une tri-symétrie entre le ligand et le récepteur permet de disposer de davantage de sites
de contacts extracellulaire et intracellulaire, augmentant considérablement 'avidité des
complexes [Wiley et al., 1995| [Ashkenazi et al., 1996] [Locksley et al., 2001]. Cependant
ce processus complexe fait intervenir plusieurs parameétres.

La plupart des ligands de la TFNSF sont liés & la membrane des cellules
[Bodmer et al., 2002]. TRAIL ne déroge pas a cette régle et, dans cette configuration
membranaire trimérique, il permet d’induire une mort cellulaire robuste lorsqu’il se
lie & ses récepteurs agonistes. Comme la plupart des membres de la superfamille du
TNF, TRAIL peut étre clivé des membranes par la cathepsine E [Weinlich et al., 2010].
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FIGURE 1.7 — Structure cristallographique des complexes TRAIL /récepteurs. Représen-
tation en surface du TRAIL trimérique avec DR4 (haut) ou DR5 (bas) a partir de
la structure crystallographique 5cir et 1d4v respectivement [Ramamurthy et al., 2015]
[Mongkolsapaya et al., 1999]. Les vues du dessus et sur le coté sont présentées. Les ré-
sidus de surface partagés entre DR4 et DR5 sont indiqués par les deux patchs (orange et
rouge). Les résidus enterrés ou non partagés sont affichés en gris. Dans les représentations
trimériques, les monomeéres TRAIL sont représentés en bleu ciel, bleu et bleu foncé, et les
monomeéres DR4 et DR5, en nuances de gris.

Cependant, ce trimére soluble (STRAIL) peut se lier & ses récepteurs mais est incapable
d’engager une voie de signalisation, a part s’il est homo-multimérisé par ingénierie, par
des résidus 6xHistidine par exemple (voir chapitre 3)[Berg et al., 2007].

Par la suite, il a été démontré qu’avant méme la fixation du ligand TRAIL,
les récepteurs peuvent s’auto-associer via PLAD (figure 1.8) [Chan et al., 2000]. I
semblerait méme que les récepteurs de TRAIL existent principalement sous forme
de complexes pré-assemblés [Chan, 2007]. Les travaux de Wassenaar ont démontré
que DR5 s’auto-associe et forme des diméres rapidement, permettant de recruter
plus facilement un troisiéme monomeére [Wassenaar et al., 2008]. L’association de ce
troisiéme récepteur est asymétrique et treés instable, ce qui rend ce trimeére pré-
assemblé trés éphémeére. Il est intéressant de noter que PLAD est présent sur les
quatre récepteurs membranaires de TRAIL, & savoir DR4, DR5, DcR1 et DcR2.
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FIGURE 1.8 — Modélisation du pré-assemblage de DR4 et DR5 via PLAD. A. Lors de la
liaison du ligand, I'interaction PLAD est remplacée par 'interaction plus stable entre le
ligand et le récepteur. Un trimére pré-assemblé est montré a des fins d’illustration. Vue
sur le coté, DR4 et DR5 sont représentés en vert et bleu respectivement. B. L’agrégation
de dimeéres pré-assemblés maintient la structure symétrique du complexe récepteur-ligand.
Les diméres de DR4 et DR5 sont représentés par les ronds verts et bleus, respectivement,
d’une vue de haut en bas. Lors de la liaison du ligand, des agrégats ligand-récepteur se
forment sur la membrane maintenant une symétrie trimére, comme le montrent les carrés
rouges. D’apreés [Chan, 2007].

Cette interaction sans ligand peut donc se faire de maniére homotypique ou hétérotypique
entre les trois récepteurs DR4, DR5 et DcR2 [Clancy et al., 2005] [Merino et al., 2006].
Il est cependant difficile de prédire si la forme dominante est le trimére instable ou le
dimeére. La fixation de TRAIL pourrait ainsi soit former un hexagone avec trois diméres,
soit engendrer un changement conformationnel, modifiant la conformation asymétrique
en une forme symétrique stable. Les interactions entre tous les récepteurs de TRAIL
sont possibles mais seules les associations de TRAIL avec les homotriméres DR4/DR4
et DR5/DRS5 ou les hétérotrimeéres DR4/DR5 sont capables d’enclencher efficacement la

signalisation pro-apoptotique [Neumann et al., 2014].

Plus récemment, 1’étude d’'un anticorps anti-DR5 ayant un fort potentiel pro-
apoptotique (KMTR2) a permis de démontrer qu’une superoligomérisation du récepteur
¢tait a l'origine de l'efficacité anti-tumorale du traitement [Tamada et al., 2015]. La région

spécifique de la liaison pour I'antigéne (Fab) de Panticorps KMTR2 est trés caractéris-
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tique : un Fab lié¢ & un monomeére de DR5 est capable d’interagir avec le Fab d’une autre
molécule de KMTR2, lui méme associé¢ & un monomeére de DR5. Les monomeéres DR5
pouvant interagir entre eux, probablement via le PLAD, un énorme complexe contenant
plusieurs DR5 et plusieurs molécules de KMTR2 (plus d’une vingtaine) est ainsi généré.
L’espace entre chaque DR5 étant celui communément retrouvé avec DR5 dimériques et
trimériques pré-assemblés, ces résultats suggérent que l'anticorps agit comme un pont
entre les diméres pré-assemblés de DR5 [Mukai et al., 2010]. Ceci démontre une fois en-
core que la multimérisation des DR est essentielle pour 'activation d’une signalisation
apoptotique puissante, et que les anticorps peuvent étre un moyen d’y parvenir.

DR4 et DR5 étant des glycoprotéines, la glycosylation pourrait également jouer un
role de réticulation secondaire des récepteurs, avec ou sans ligand, en triméres mais égale-
ment en hexameéres ou plus. La N- et la O-glycosylation de DR4 et DR5, respectivement,
contribuent a l'agrégation et la multimérisation correcte de ces récepteurs et 'exécu-
tion de I’apoptose par la formation du DISC [Yoshida et al., 2007| [Dufour et al., 2017b)|
[Wagner et al., 2007|. En étant capables de se lier aux chaines glucidiques, les galec-
tines pourraient contribuer & I'aggrégation des récepteurs, en formant des pontages entre
les différentes structures oligosaccharidiques, mais ce concept reste encore a élucider
[Micheau, 2018].

En outre, et de maniere importante, DR4 et DR5 présentent des exigences de réticula-
tion distinctes [Wajant et al., 2001]. Alors que DR4 s’est révélé étre capable de déclencher
I’apoptose avec une méme efficacité par un ligand TRAIL réticulé ou non, 'apoptose in-
duite par DR5 nécessite une réticulation secondaires des triméres TRAIL solubles (figure
1.9). Ceci peut étre démontré en utilisant des anticorps secondaires capables de réticuler
le ligand TRAIL marqué [Muhlenbeck et al., 2000| [Natoni et al., 2007].

FIGURE 1.9 — Différentes exigences de réticulation de DR4 et DR5. Alors que DR4 peut
induire une apoptotose efficace aprés fixation du ligand seul, DR5 nécessite en général
une réticulation secondaire de TRAIL.
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Signalisation pro-apoptotique des cellules de type I, ou voie extrinséque

La fixation du ligand TRAIL a ses récepteurs agonistes DR4 et DR5 conduit a leur
regroupement en une forme symétrique stable, capable de déclencher la signalisation in-
tracellulaire pro-apoptotique. Les composants intracellulaires impliqués dans la cascade
apoptotique sont caractérisés par des domaines homologues pouvant étre liés par inter-
actions homotypiques. Ainsi, aprés multimérisation, DR4 et DR5 peuvent recruter le do-
maine de mort (DD) de la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated death domain) par
une interaction homotypique de leurs DD [Schneider et al., 1997b| [Berglund et al., 2000].
L’intégrité du DD des DR est donc essentielle pour cette interaction. En plus d’'un DD, la
protéine FADD contient un domaine effecteur de mort (DED). Le recrutement direct du
DD de FADD aux DD des DR4 et DR5 expose le DED, qui se lie & son tour aux DED des
procaspases-8 et -10 [Bodmer et al., 2000a| [Berglund et al., 2000|. Les DD permettent
donc de regrouper les DR et FADD, et les DED permettent de recruter les procaspases-8
et -10 au niveau du FADD lié aux DR.

L’ensemble de ces interactions protéines-protéines forme un complexe dé-
nommé DISC (death-inducing signalling complex) (figure 1.10) [Sprick et al., 2000|
|[Peter and Krammer, 2003] [Shirley et al., 2011]. L’oligomérisation de FADD et la for-
mation du complexe TRAIL-DISC permettent I'activation de la caspase-8. La promixité
engendrée par le DISC conduit & un changement de conformation de la procaspase-
8, qui permet son clivage par auto-catalyse, libérant des auto-diméres dans le cytosol
[Kischkel et al., 2000]. Ces homodimeéres sont les sous-unités de la caspase-8 qui vont ini-
tier la cascade des caspases pro-apoptotiques. Les travaux de Dickens et al (2012) ont
démontré que, pour la construction du DISC, trois récepteurs ne recrutent qu’une seule
molécule de FADD, qui a son tour recrute de multiples molécules de procaspase-8. Ceci ex-
plique pourquoi la multimérisation des récepteurs est nécessaire pour induire le signal. La
procaspase-8 contenant deux DED, il a été proposé que plusieurs procaspase-8 s’associent,
via leurs DED respectifs, pour former une chaine de caspase-8 |Dickens et al., 2012].

L’induction de la cascade peut alors étre divisée en phase initiatrice, ot les procaspases-
8 et -10 vont étre activées par le DISC, et en phase effectrice caractérisée par le cli-
vage protéolytique des caspases effectrices procaspase-3, procaspase-6 et procaspase-7
[Boatright et al., 2003|. Les caspase-3 et caspase-7 ainsi activées vont cliver a leur tour
un ensemble des substrats essentiels, comme la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP)
qui répare PADN, menant & 'exécution du programme apoptotique [Chai et al., 2001|
[Fischer et al., 2003| [Kaufmann et al., 1993] [Fulda and Debatin, 2006]. Cette cascade
protéolytique conduit finalement aux caractéristiques typiques de la mort par apoptose
(fragmentation de I’ADN, dégradation des composants cellulaires, formation de corps
apoptotiques, etc.) et a la destruction spécifique des cellules tumorales exprimant les
récepteurs de mort DR4 et DR5.
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FIGURE 1.10 — Signalisation pro-apoptotique induite par TRAIL, voie extrinséque (cel-
lules de type I). Dans un souci de représentation, TRAIL est représenté ici lié a 'extrémité
de ses récepteurs. La fixation du ligand TRAIL & ses récepteurs agonistes DR4 et DR5
sous forme trimérique engendre le recrutement d’une molécule adaptatrice FADD et d’une
procaspase-8/-10, formant ainsi le DISC. Au sein de ce complexe, la procaspase-8 recrute
d’autres molécules identiques, et s’auto-catalyse. Tous ces recrutements se font par inter-
actions homotypiques entre les domaines de mort (DD) et les domaines effecteurs de mort
(DED) de chacune des molécules. Les diméres actifs de la caspase-8 initiatrice vont activer
les caspases effectrices -3/-6/-7. Cette cascade de caspases aboutit au clivage de compo-
sants indispensables a la survie de la cellule, comme par exemple PARP ou la lamine A.
Ce processus apoptotique aboutit & la mort de la cellule cible.
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D’un point de vue mécanistique, le mode d’activation des caspases effectrices a permis
de distinguer deux types de cellules. Les cellules appelées de type-1 sont capables d’activer
suffisamment de caspases initiatrices, clivant et activant un nombre suffisant de caspases
effectrices pour déclencher la machinerie de mort cellulaire de fagon robuste et efficace.
A Tinverse, dans les cellules dites de type-II, 'activation des caspases initiatrices est
insuffisante [Kantari and Walczak, 2011].

Signalisation pro-apoptotique des cellules de type 11, ou voie intrinséque

Dans le cas ou le DISC n’est pas assez stable et que 'activation de la caspase-8
n’est pas suffisante, les cellules de type II sont néanmoins capables d’amplifier le signal
pro-apoptotique a travers les mitochondries [Scaffidi et al., 1999]. Cette voie est habituel-
lement activée par des agents endommageant I’ADN tels que les médicaments chimiothé-
rapeutiques (le cisplatine par exemple) [Morizot et al., 2011]. La boucle mitochondriale,
aussi connue comme la voie intrinséque, implique la formation d’un complexe macromolé-
culaire soluble connu sous le nom d’apoptosome (figure 1.11). Ce complexe est le pendant
du DISC. C’est un échafaudage moléculaire au sein duquel une caspase initiatrice va étre
activée, et va pouvoir a son tour activer les caspases effectrices |[Chinnaiyan, 1999].

Aprés stimulation par TRAIL, les caspases-8 activées sont capables de cliver Bid (BHS-
interacting domain death agonist), une protéine de la famille Bel-2 [Schug et al., 2011].
Bid tronqué (tBid) ainsi générée intégre la membrane mitochondriale externe (MME) et
active de manicre allostérique Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer). Bak s’associe
alors avec Bax pour former des pores dans la MME, conduisant a la libération du
cytochrome ¢ et de Smac/DIABLO dans le cytosol |[Gross et al., 1999
[LeBlanc et al., 2002] [Luo et al., 1998|. Le cytochrome c¢ relargué s’associe alors
avec les facteurs pro-apoptotiques Apaf-1 et la procaspase-9 pour former I'apoptosome.
Une fois formé, ce complexe active la caspase-9 initiatrice, qui & son tour entraine le
clivage et lactivation de la caspase-3 |Li et al., 1997] [Zou et al., 1999]. C’est ici que
les machineries des cellules de type I et de type II convergent, conduisant a la fin du

processus d’apoptose décrit ci-dessus.
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FIGURE 1.11 — Signalisation pro-apoptotique induite par TRAIL, voie intrinséque (cellules
de type II). Lorsqu’un DISC formé n’est pas assez performant, les cellules de type II sont
capables d’engager une boucle d’amplification de I'apoptose par la voie mitochondriale.
Pour cela, la caspase-8 activée clive la protéine Bid, qui peut ainsi intégrer la membrane
extérieure des mitochondries et activer Bak et Bax. Ces deux éléments forment ensuite
des pores dans la membrane externe de la mitochondrie, et libére le cytochrome ¢ (Cyt c)
dans le cytosol. Le Cyt ¢ va ensuite s’associer a Apaf-1 et a la procaspase-9 pour former
le complexe macromoléculaire appelé apoptosome. La caspase-9 initiatrice, activée par
I’apoptosome, clive et active la caspase-3 effectrice, entrainant la mort de la cellule par
apoptose.
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1.5 Reégulation de ’apoptose et migration induite par
le systéme TRAIL-TRAIL récepteurs

1.5.1 Meécanismes de régulation de ’apoptose

L’induction du processus apoptotique est un mécanisme efficace mais étroitement ré-
gulé par un certain nombre d’activateurs et de suppresseurs afin d’éviter des dommages
cellulaires indésirables. Plusieurs mécanismes de régulation sont connus, ils permettent
d’empécher la mise en place d'un processus apoptotique excessif. Certaines cellules tu-
morales utilisent ces mécanismes pour étre résistantes a ’apoptose induite par TRAIL.
Cette résistance est considérée comme un des obstacles cliniques majeurs de la cytokine
TRAIL lors des essais chez 'homme [Wang et al., 2014b].

Selon le contexte cellulaire, en particulier les niveaux d’expression des activateurs
et des inhibiteurs de cette voie, le processus apoptotique va pouvoir avoir lieu ou non
[Selvarajoo, 2017]. La sensibilité de I'apoptose induite par TRAIL peut étre régulée a tous
niveaux de la voie de signalisation de ’apoptose : au niveau membranaire par les récepteurs
leurres, au niveau du DISC principalement avec c-FLIP, et au niveau de la cascade de
caspases intracellulaire, oti un nombre assez conséquent d’inhibiteurs intervient dans les
voies extrinséque et intrinséque (figure 1.12). L’ensemble de ces facteurs peut conduire a
la résistance cellulaire vis-a-vis de TRAIL. Ici sont présentés les principaux acteurs de la

régulation de la voie.

Régulation extracellulaire

Au niveau extracellulaire, la voie de signalisation apoptotique peut étre modu-
lée par les récepteurs leurres DcR1, DcR2 et OPG. Mis a part OPG, ces récepteurs
présentent la méme affinité envers TRAIL que les récepteurs agonistes DR4 et DR5
[Truneh et al., 2000]. Ils sont donc en compétition directe avec DR4 et DR5 pour la liai-
son & TRAIL, diminuant ainsi le nombre de cytokines disponibles pouvant se fixer aux
récepteurs agonistes. L’effet anti-tumoral global de TRAIL sur les cellules cancéreuses
est alors réduit [Sheridan et al., 1997] [Meng et al., 2000| [LeBlanc and Ashkenazi, 2003|
[Merino et al., 2006] [O’Leary et al., 2016].

En outre, alors que DcR1 titre TRAIL, inhibant sa liaison aux récepteurs agonistes,
DcR2 est capable de former des hétéromeéres avec DR4 et DR5 [Merino et al., 2006]
[Neumann et al., 2014]. Le phénomeéne de formation d’hétérodimeéres est notamment ob-
servé a travers les PLAD [Clancy et al., 2005] [Neumann et al., 2014]. Il a été démontré
qu’en séquestrant DR4 et DR5, ces hétérodiméres DcR2/DR4 ou DcR2/DR5 diminuent
le nombre de récepteurs agonistes disponibles pour former un DISC performant. Ces hé-
térodimeéres composés alors de domaines de mort entiers mais également de domaines de

mort tronqués, sont incapables de recruter efficacement les protéines adaptatrices FADD
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FIGURE 1.12 — Régulateurs de la voie extrinséque et intrinséque. La résistance a TRAIL
intervient a tous les niveaux de la cascade pro-apoptotique. Les récepteurs antagonistes
DcR1 et DcR2 inhibent la fixation de TRAIL sur les récepteurs agonistes et la forma-
tion du DISC. c-FLIP inhibe ’activation de la caspase-8 dans le DISC. Mcl-1 interagit
avec tBid. Bel-2 et Bel-xLi inhibent I'activation de la voie mitochondriale. XIAP inhibe
lactivation des caspases-3, -7 et -9 et les cIAP1/2 interviennent dans la dégradation des
caspases-8, -3 et -7.

et les procaspase-8 [Morizot et al., 2011] [Wajant, 2015]. Le DISC ne peut alors pas se
former correctement, empéchant 'induction de la signalisation apoptotique.
Lorsque le recrutement des récepteurs agonistes DR4 et DR5 se fait efficacement,

la signalisation pro-apoptotique peut encore étre régulée plus en aval, par de multiples
inhibiteurs (figure 1.12).

Régulation au niveau du DISC

La protéine ¢-FLIP (cellular FLICE-inhibitory protein), considérée comme un régula-
teur anti-apoptotique majeur, intervient directement au niveau de la structuration du

DISC. c¢-FLIP est un homologue structurel de la procaspase-8. Il contient également
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deux DED avec un domaine C-terminal ressemblant & celui des caspases mais il est
dépourvu de résidu catalytique, et donc d’activité protéolitique. De par ses DED, les
interactions homotypiques permettent son recrutement au niveau du DISC, au méme
titre que la procaspase-8, empéchant ’accés aux procaspases initiatrices. c-FLIP est éga-
lement capable d’interagir directement avec la procaspase-8. En la recrutant, il inhibe
son oligomérisation et le recrutement en chaine des procaspases-8 ainsi que la production
des sous-unités actives dans le cytosol [Irmler et al., 1997]. Plusieurs études ont mis en
avant l'importance de c-FLIP dans I'induction de I’apoptose, le présentant comme 1’élé-
ment majeur de la régulation au niveau du DISC, aprés un traitement avec des agonistes
de DR4 et DR5 |Burns and El-Deiry, 2001| [Hughes et al., 2016] [Feoktistova et al., 2011]
[Majkut et al., 2014] [Micheau and Tschopp, 2003]|. Il a été démontré que les cellules can-
céreuses exploitent la surexpression de c-FLIP pour échapper & l’apoptose induite par
TRAIL. De nombreuses lignées cancéreuses résistantes surexpriment c-FLIP, inhibant
lactivation de la caspase-8 au sein du DISC [Guseva et al., 2008| [Riley et al., 2013].
Par conséquent, la suppression de c-FLIP résulte en une sensibilisation de la ma-
jorité des cellules résistantes & TRAIL [Palacios et al., 2006] [Geserick et al., 2008]
[Lemke et al., 2014a]. Deux variants de ¢-FLIP sont exprimés au niveau protéique : une
isoforme courte c-FLIPg et une isoforme longue c-FLIPy,. Alors que le niveau de c-FLIP
semble étre corrélé positivement avec la survie cellulaire, son effet est aujourd’hui contro-
versé [Seal et al., 2008|.

Régulation au niveau des caspases

Un autre point de controle important dans la cascade apoptotique est exercé par les
cIAP et plus en aval par les XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis proteins), membres
de la famille des TAP (inhibitor of apoptosis proteins). Cibler cIAP sensibilise les cellules
tumorales & 'apoptose induite par TRAIL en réactivant les caspase-8 [Finlay et al., 2014].
Il semblerait que ces protéines interviennent dans l'ubiquitination et la dégradation des
caspases [Choi et al., 2009]. Il a été également rapporté que XIAP est capable de lier les
caspases-3, -7 et -9, inhibant ainsi leur activité pro-apoptotique [Deveraux et al., 1998|
[Bratton et al., 2002]. Cette résistance peut toutefois étre levée par Smac/DIABLO qui,
lorsqu’il est libéré de la MME, lie directement XIAP et bloque sa fonction inhibi-
trice. En inhibant XIAP, Smac/DIABLO augmente le potentiel apoptotique du systéme
[Verhagen et al., 2000] [Du et al., 2000].

Régulation mitochondriale

La voie intrinséque est essentielle pour I'apoptose induite par TRAIL, en particulier
dans les cellules de type II. L’activation des membres pro-actifs de la famille Bcl-2 est
nécessaire pour 'apoptose induite par TRAIL, car une déficience en Bax conduit & la
résistance au TRAIL [Deng et al., 2002| [LeBlanc et al., 2002]. Au niveau de la régula-
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tion de la boucle d’amplification, ’expression des protéines anti-apoptotiques de cette
méme famille de Bcl-2, & savoir Bel-xL, Bel-2 ou encore Mcl-1, joue un réle important
dans la prévention de ’apoptose induite par TRAIL. Mcl-1 intéragit avec tBid, la version
pro-apoptotique de Bid, alors que Bcl-2 et Bel-xL interviennent au niveau de Bax et Bad
[Clohessy et al., 2006] [Cheng et al., 2001] [Chawla-Sarkar et al., 2004|. En effet, une aug-
mentation de Bcl-2 induit une résistance des cellules, et I'inhibition de Bel-xL sensibilise
les cellules résistantes au TRAIL [Hinz et al., 2000] [Sun et al., 2001] [Fulda et al., 2002].

1.5.2 Induction des voies non-apoptotiques

Alors que les récepteurs de mort étaient initialement reconnus comme étant de puis-
sants inducteurs d’apoptose, la complexité de leur signalisation n’a fait que croitre avec
les découvertes de ces derniéres années |Varfolomeev et al., 2005] [Azijli et al., 2013]. Ces
DR ont aujourd’hui démontré leur capacité a induire des voies de signalisation pléiotropes

en fonction du contexte cellulaire et de la réponse a la stimulation par TRAIL.

Implication de la voie de survie cellulaire

Plusieurs études démontrent que la stimulation par TRAIL permet également 1’ac-
tivation de voies de survie. La liaison de TRAIL sur DR4, DR5 ou DcR2 est capable
d’induire l'activation de NF-kB, un facteur de transcription impliqué dans les voies de
survie cellulaire, transactivant les molécules anti-apoptotiques telles que c-FLIP, Mcl-1,
c-IAPs et Bel-xL [Ravi and Bedi, 2002] [Ricci et al., 2007]. Par ailleurs, TRAIL est égale-
ment capable d’activer des membres de la famille des MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinases). En particulier, activation par TRAIL de la protéine ERK1/2, principalement
impliquée dans la survie et la prolifération des cellules, protége un certain nombre de
types cellulaires de 'apoptose induite par TRAIL [Milani et al., 2003|. La signalisation de
la protéine kinase B (AKT) induite par TRAIL est confirmée dans de nombreuses entités
cancéreuses. AKT survient dans ’apoptose mais également et surtout dans les processus
de croissance et de survie cellulaire. D’autres publications ont montré que l'inhibition
de la voie PI3BK/AKT sensibilise les cellules tumorales a la stimulation par TRAIL dans
des modeéles de tumeurs pulmonaires, ovariens et mammaires ou inverse la résistance au
TRAIL [Pespeni et al., 2007| [Shrader et al., 2007] [Xu et al., 2010] [Azijli et al., 2012] .

Une des explications possibles de ce phénoméne est la formation d’un complexe se-
condaire intracellulaire aprés la stimulation par TRAIL. Ce phénoméne a été démontré
en premier lieu avec le récepteur TNFRI [Micheau and Tschopp, 2003|. Deux complexes
sont capables de se former aprés stimulation par le ligand TNF. Un premier complexe,
au niveau de la membrane cellulaire, permet d’engendrer les signaux pro-inflammatoires
dépendant du TNF. Si ce signal n’est pas assez performant, un second complexe formé

au niveau intracellulaire est activé. Dans le cas du systéme TNF/TNFRI, ce complexe
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secondaire induit la signalisation de mort cellulaire dépendante des caspases, et est res-
ponsable de I'activité pro-apoptotique du TNF. A la différence de TNF, Fas et TRAIL
induisent un fort signal pro-apoptotique au niveau de la membrane cellulaire. Il a été
démontré par la suite que la stimulation par TRAIL permet également la formation d’un
complexe secondaire intracellulaire. Ce second complexe comprend FADD et la caspase-8,
mais également RIP1, TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor -2) et NEMO (NFEB
essential modulator) et active les signalisations des kinases impliquées dans la survie cel-
lulaire [Jin and El-Deiry, 2006| [Varfolomeev et al., 2005|. Le mécanisme proposé est le
suivant (figure 1.13) : la stimulation par TRAIL induit la formation d’un second com-
plexe, o RIP1, TRAF2 et NEMO sont recrutés au niveau de FADD et de la caspase-8,
résultant en 'activation des voies NF-kB, JNK et p38 MAPK .
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NF-kB MAPKs JNK

Survie cellulaire

FIGURE 1.13 — Complexe secondaire induit par TRAIL. La stimulation par TRAIL en-
gendre un second complexe formé par FADD, la caspase-8, RIP1, TRAF2 et NEMO. Ce
complexe II active les voies de survie, de croissance et de prolifération cellulaire NF-kB,

JNK et p38 MAPK.

L’activation par TRAIL de ces voies de survie, de croissance et de prolifération cellu-
laire a non seulement pour effet de réguler la sensibilité a TRAIL, mais peut également

induire une migration cellulaire.
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TRAIL dans la migration cellulaire

Les cellules résistantes & TRAIL présentent la plupart du temps une forte expression
des facteurs suppresseurs (comme c-FLIP, XIAP ou les membres anti-apoptotiques de
la famille Bcl-2) ou une diminution des facteurs pro-apoptotiques (comme Bax ou les
récepteurs de mort). Dans ces cellules, la stimulation par TRAIL peut engendrer un autre
mécanisme : I'induction des voies de survie NF-kB et des voies pro-migratoires. Cette voie
non canonique est encore peu élucidée mais il semblerait qu’elle se mette en place lorsque
I'induction de I'apoptose est empéchée. La stimulation par TRAIL de cellules résistantes

peut ainsi démasquer d’autres signalisations activées par cette cytokine.

L’administration de TRAIL exogéne peut déclencher des signaux de pro-survie in-
duisant la prolifération, la migration et des signes d’invasion des cellules tumorales
[Trauzold et al., 2006] [Hoogwater et al., 2010]. Sur des cellules d’adénocarcinomes ca-
nalaires pancréatiques, résistantes & TRAIL, le traitement par TRAIL augmente 1'ex-
pression des cytokines pro-inflammatoires et promeut le caractére pro-migratoire et mé-
tastasique des cellules in-vitro et in-vivo |Trauzold et al., 2006]. Dans ce sens, notre
équipe a montré que la stimulation par TRAIL de cellules HCT116 dont ’apoptose mi-
tochondriale est défectueuse, peut induire un bourgeonnement membranaire et une perte
des propriétés d’adhérence, tout en stimulant la prolifération des cellules cancéreuses
[Somasekharan et al., 2013].

Plusieurs travaux ont permis de démontrer que le caractére pro-migratoire se fait par
DcR2 [Lalaoui et al., 2011] ou DR5 [Somasekharan et al., 2013] [Dufour et al., 2017a).
Chez la souris, la stimulation de mDR5 par TRAIL active la voie NF-kB et induit des mé-
tastases pulmonaires du mélanome [Takahashi et al., 2013|. Chez ’homme, une expression
¢élevée de DRS est liée a 'invasion des ganglions lymphatiques dans le cancer pancréatique
humain [von Karstedt et al., 2015].

Comme FasL, le signal pro-motile de TRAIL semble requérir des flux cal-
ciques |Tauzin et al., 2011| [Dufour et al., 2017a] mais le role de la signalisation de la
c-yes/PISK/AKT n’a, & ce jour, pas été démontré. Dans nos modéles de cellules syngé-
niques dépourvues de DR4 ou DR5, alors que seules les cellules exprimant DR5 induisent
un flux calcique et une motilité cellulaire, aucune différence au niveau de la voie AKT n’a
été observée |Rattier, 2017|. Toutefois, le mécanisme pro-migratoire pourrait faire inter-
venir la voie de signalisation Racl/PI3K [von Karstedt et al., 2015] ainsi que le clivage
de ROCK1 [Somasekharan et al., 2013].

Ces voies non canoniques stimulent la transcription de génes codant pour des fac-
teurs anti-apoptotiques, angiogéniques, mitogénes et stimulent la migration cellulaire. La
signalisation induite par TRAIL ou par DR5 peut entrainer une augmentation des méta-
stases. Il faut donc étre vigilant concernant leurs potentiels effets indésirables lors de leur

utilisation dans le traitement du cancer.
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1.6 TRAIL-Rs dans les différents cancers

1.6.1 Expression de TRAIL-Rs dans les différents cancers

Les récepteurs leurres DcR1, DcR2 ou OPG sont exprimés dans les tissus normaux,
mais sont rarement retrouvés dans les cellules tumorales, expliquant en partie la sé-
lectivité de TRAIL envers les tumeurs [Sheridan et al., 1997] [van Noesel et al., 2002]
|Gottwald et al., 2013| [Anees et al., 2015].

DR4 et DR5 jouent un role important dans la surveillance immunitaire innée et ac-
quise ainsi que dans les cancers. Les ARNm des récepteurs DR4 et DR5 sont distri-
bués dans presque tous les tissus, y compris la rate, le thymus, la prostate, les testi-
cules, les ovaires, I'intestin gréle, le coeur, les poumons, le foie et les leucocytes du sang
périphérique [Pan et al., 1997] [Screaton et al., 1997|. L’expression de DR4 et DR5 est
particulierement élevée dans la rate, les leucocytes du sang périphériques et les lym-
phocytes [Golstein, 1997|. L’expression des ARNm ne corréle pas forcément avec 'ex-
pression des récepteurs a la surface des cellules. La présence de la protéine, évaluée par
immunohistochimie sur des coupes de parafine, a permis de confirmer cette distribution
[Daniels et al., 2005] [Spierings et al., 2004]. L’expression membranaire des récepteurs a
été évaluée plus tard. Le systéme TRAIL-TRAILRs intervenant dans I'immunité anti-
tumorale, DR4 et DR5 sont exprimés majoritairement a la surface de divers types de
cellules saines de I'immunité innée et acquise, ainsi qu’a la surface des cellules cancé-
reuses. DR4 et DR5 sont exprimés a la surface des cellules NK et CD8 activées et em-
péche lactivation aberrante des cellules T [Mirandola et al., 2004] [Lehnert et al., 2014].
DR5 est présent sur les érythroblastes immatures et module leur différenciation et leur
régulation [Secchiero et al., 2004]. Une grande variété de cellules tumorales et de tissus
humains expriment DR4 et DR5 [Sanlioglu et al., 2007| [Macher-Goeppinger et al., 2009|
|Ganten et al., 2009] [Omran and Ata, 2014| [Twomey et al., 2015]. Il a été démontré que
les récepteurs DR4 et DR5 sont présents dans des coupes de cancer du sein, de méla-
nome, de cancer pulmonaire, de lymphome et de cancer gastrique [Daniels et al., 2005].
Bien que DR5 soit globalement plus exprimé sur les cellules tumorales que DR4, leur
expression differe d’une lignée a 'autre [Gasparian et al., 2015]. Par exemple, une étude
chez 'homme a déterminé la quantité de DR4 et DR5 exprimé a la surface des cellules de
tissus d’adenocarcinome de I'cesophage (EA) ainsi que sur les lignées cellulaires EA Bic-1
et Seg-1 [Younes et al., 2006]. Dans cette étude, 89% des tissus de EA expriment DR4 et
94% expriment DR5. Les deux lignées EA ont également démontré une expression fonc-
tionnelle de DR4 et DRb5, ce dernier étant présent en quantité légérement supérieure. La
majorité des tumeurs gastriques et des mélanomes expriment DR5. Cependant, la quan-
tité de DR4 varie, avec une tendance pour les cellules résistantes & TRAIL & exprimer
une quantité plus faible de DR4 [Kurbanov et al., 2005] |Li et al., 2016].
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Les deux récepteurs agonistes DR4 et DR5 ne contribuent pas a I'induction de ’apop-
tose de la méme maniére suivant le type de cellule tumorale ou de cancer. Des tra-
vaux ont décrit que DR4 était le principal contributeur de la mort cellulaire de leucé-
mie lymphocytaire chronique ou myéloide aigtie, et de tumeurs pancréatiques, indépen-
damment de la quantité de DR5 présent a la surface cellulaire [MacFarlane et al., 2005]
[Lemke et al., 2010] [Szegezdi et al., 2011]. DR5 semble, quant a lui, étre le principal ac-
teur de I'induction de 'apoptose dans de nombreux autres cancers dérivés de I’épithélium
[Van der Sloot et al., 2006]. Ce dernier point est & nuancer car les données de notre équipe
montrent que les lignées épithéliales cancéreuses HCT116, SW480 ou H1703 induisent
I'apoptotose préférentiellement par DR4 [Dufour et al., 2017al. Les autres tumeurs so-
lides semblent, quant a elles, présenter une hétérogénéité dans la préférence des DR, voire
un avantage a activer les deux récepteurs a la fois [Neumann et al., 2012]. Le role relatif
de chacun de ces récepteurs sur chacune des cellules tumorales reste encore a élucider.

Les différences de susceptibilité et/ou sélectivité de DR4/DR5 pourraient s’expliquer
par les différences structurelles des récepteurs. Il a été suspecté que la présence d’un site
de S-palmitoylation présent dans le domaine transmembranaire de DR4, mais absent de
DR5, peut favoriser la localisation de DR4 dans les radeaux lipidiques, microdomaines
enrichis en cholestérol. D’un autre coté, un motif GXXXG présent sur DR5, mais absent
du DRA4, peut stabiliser I’lhomodimérisation de DR5 ainsi que la signalisation en décou-
lant. Ces notions n’ont pas été étudiées mais elles ont été proposées comme fonction de
régulation dans la signalisation via les DR [Neumann et al., 2012] [Marconi et al., 2013].
Malgré toutes ces études, aucune corrélation claire n’a pu étre établie entre le niveau
d’expression des récepteurs a la surface cellulaire et leur capacité a induire une apop-
tose efficace. La lignée colorectale HCT116 et la lignée d’adénocarcinome mammaire
MDA-MB-231 sont les deux lignées principalement utilisées au laboratoire. Elles pré-
sentent un profil relativement identique quant a la proportion de DR4 et DR5 exprimé
a leur surface, a savoir une quantité élevée de récepteurs, avec légérement plus de DR4
exprimé que de DR5 [Sung et al., 2010| [Dufour et al., 2017b|. Malgré cela, leur réponse
a TRAIL est complétement différente : la lignée colorectale HCT116 est sensible au trai-
tement par TRAIL alors que la lignée de cancer du sein MDA-MB-231 est résistante.
Il est donc nécessaire d’évaluer la présence des récepteurs DR4 et DR5 sur les cellules
cancéreuses avant 1'utilisation d’agonistes mais cela ne permet pas de déduire leur sensi-
bilité face au traitement. La différence peut également s’expliquer par les différents taux

d’inhibiteurs intracellulaires.

27



1.6.2 DR4 et DR5, cibles de la thérapie anticancéreuse

La dynamique spatiale du complexe TRAIL-TRAILRs joue un roéle important
pour linduction du signal. Lorsque le ligand TRAIL se fixe aux récepteurs de
mort agonistes, tout le complexe est internalisé. Alors que les récepteurs TNF-
RI [Schneider-Brachert et al., 2004] [Edelmann et al., 2011] et Fas |[Parlato et al., 2000]
nécessitent une internalisation pour induire leur signal pro-apoptotique, l'induction du
signal via TRAIL-TRAILRs pourrait étre indépendant de l'internalisation. Les données
préliminaires de notre équipe suggérent que maintenir les complexes plus longtemps a la
surface cellulaire pourrait, au contraire, former un DISC robuste et transduire un signal
intracellulaire plus performant. Cela rejoindrait les travaux de Austin démontrant que
lorsque I'on bloque I'internalisation des complexes TRAIL-TRAILRs dans les cellules de
type I, apoptose est amplifiée [Austin et al., 2006|. 11 serait donc trés intéressant de dé-
velopper des solutions thérapeutiques permettant de retenir les complexes au niveau
de la membrane. Pour les cellules de type-II utilisant la voie mitochondriale, I'induction
du signal pourrait étre dépendante de l'internalisation des récepteurs apres la liaison du
ligand [Akazawa et al., 2009|. Toutefois, ce phénomeéne devra étre confirmé par des études
complémentaires.

DRA5 est le récepteur qui a suscité le plus d’intérét, en partie car il est globalement plus
exprimé sur la majorité des cellules tumorales. Or, DR4 n’a pas besoin de réticulation
secondaire du ligand et des travaux de notre équipe soutiennent I’hypothese que DR4 a un
plus fort potentiel que DRS5 pour la transduction de I'apoptose apreés liaison du 6xHis-
TRAIL. De plus, et contrairement & DR5, DR4 est incapable d’induire la motilité cellulaire
et I'invasion |Dufour et al., 2017a]. Le fait que 1'apoptose soit régulée préférentiellement
par DR4 et que seul DR5 présente un caractére pro-migratoire remet en question la
pertinence du développement des anticorps agonistes se focalisant principalement sur
DR5. Il serait donc intéressant de cibler préférentiellement DR4 plutot que DRS.

Bien que I'explication moléculaire de ces comportements différentiels reste inconnue,
ces particularités sont susceptibles d’intéresser le développement de dérivés de TRAIL
visant & traiter les patients en clinique. Avec 'essor de la biopharmaceutique et de la
biotechnologie, la découverte qu’'une cytokine naturelle telle que TRAIL peut induire une
mort cellulaire tumorale sélective a suscité un grand optimisme pour le développement
futur de solutions thérapeutiques ciblant le cancer. Les récepteurs agonistes de TRAIL,
DR4 et DR5, sont considérés depuis plus de deux décennies comme des cibles potentielles
pour la thérapie anticancéreuse en raison de leur capacité remarquable a déclencher une
apoptose sélective dans les cellules tumorales, tout en épargnant les cellules normales.
Les anticorps thérapeutiques peuvent cibler spécifiquement les récepteurs. DR4 et
DR5 sont ainsi des cibles de choix pour le développement d’anticorps anti-cancéreux.
Par conséquent, le systéme TRAIL-TRAILRs est trés attractif pour les immunothérapies

anticancéreuses, présentées dans les chapitres suivants.
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Chapitre 2

Immunothérapies anticancéreuses

2.1 Les traitements contre le cancer

(Sources : Institut Curie, Ligue contre le cancer, Fondation ARC, Institut National du

Cancer)

2.1.1 Traitements de routine

Aujourd’hui, lorsqu’un cancer est dépisté chez un patient, plusieurs voies thérapeu-
tiques sont possibles en fonction de la nature et de la gravité du développement tumoral.
En premiére ligne, et si cela est possible, l'intégralité de la tumeur peut étre éliminée
physiquement par une opération. On dit alors que la tumeur est résécable. Lorsque cela
n’est pas possible, d’autres traitements conventionnels sont proposés seuls ou en combinai-
son : a savoir la radiothérapie, la chimiothérapie et I’hormonothérapie. La radiothérapie
et la chimiothérapie sont indiquées pour les tumeurs non resécables, et I’hormonothérapie
est indiquée en cas de cancers dits hormonosensibles ou hormonodépendants. Cependant
ces traitements conventionnels sont toxiques pour les cellules cancéreuses mais également
pour les cellules saines. La radiothérapie élimine toutes les cellules présentes dans une
région cancéreuse, incluant souvent des cellules saines, et n’est plus applicable en cas de
métastases ou cancer généralisé. Les chimiothérapies, quant a elles, ciblent des caractéris-
tiques générales des cellules cancéreuses, parfois communes aux cellules normales, comme
la capacité de se diviser rapidement. Elles sont donc toxiques pour des tissus sains et
présentent de nombreux effets secondaires. Enfin, I’hormonothérapie, notamment pres-
crite pour les cancers du sein et de la prostate, empéche la sécrétion d’hormones et/ou
bloque le récepteur hormonal. Cette thérapie peut ainsi entrainer des effets secondaires
sur le systéme sexuel, d’autant plus qu’elle est fréquemment associée a la chirurgie et la
radiothérapie, et donc a leur toxicité respective. Méme si les nouvelles générations de chi-
miothérapies tendent a utiliser des molécules médicamenteuses de plus en plus spécifiques,

les effets indésirables sont encore trop présents. Il est donc nécessaire de développer des
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traitements plus spécifiques des cellules cancéreuses, non toxiques pour les cellules saines

et dont 'action ne dépend pas de p53.

2.1.2 Les thérapies ciblées

Depuis une vingtaine d’années, les recherches sur le développement tumoral ont permis
d’isoler des composantes propres aux cellules cancéreuses. De nombreuses voies spécifiques
des cellules tumorales ont ainsi pu étre ciblées, permettant d’obtenir une meilleure effica-
cité, tout en réduisant le risque d’effets secondaires. Lors de I'oncogenése, le programme
génétique de la cellule dégénére et de nouvelles protéines sont synthétisées ou surexpri-
mées. Ces protéines, respectivement appelées antigénes spécifiques des cancers ou pro-
téines associées aux tumeurs, représentent des marqueurs de la transformation tumorale
et sont la cible de choix des nouveaux traitements. Or, toutes les tumeurs n’expriment pas
les mémes protéines; les traitements ciblés ont donc aussi la capacité d’étre spécifiques
d’un type de cancer en particulier, en fonction de leur profil protéique. Ces nouvelles

thérapies ciblées ont trois principales actions :

1. bloquer ou activer une signalisation au niveau de la membrane, en ciblant des

cytokines impliquées dans le processus néoplasique ou leur récepteur;
2. bloquer ou activer les signaux transmis en aval des récepteurs incriminés ;

3. empécher la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, afin de bloquer leur crois-

sance et leur propagation.

Elles sont regroupées en deux grandes classes : les inhibiteurs, de petits poids molécu-
laire (ciblage moléculaire), ayant accés a des cibles cytoplasmiques ; et les biothérapies,
majoritairement composées d’anticorps, qui modulent la signalisation des antigénes spé-

cifiques des tumeurs.

2.1.3 La place des immunothérapies

Les produits biopharmaceutiques (ou biothérapies) sont des agents thérapeutiques
¢laborés a partir de molécules biologiques. Elles englobent les acides nucléiques (ARN et
ADN), les acides aminés (peptides, protéines), les glucides (glycoprotéine), les virus et les
cellules [Walsh, 2007a]. Ces molécules sont naturellement présentes dans le corps humain
et peuvent étre produites par technologies recombinantes. A I'inverse des molécules de
faible poids moléculaire ou « petites molécules » majoritairement issues de procédés chi-
miques, les biopharmaceutiques présentent des propriétés favorables en termes de toxicité
et d’efficacité. Cette caractéristique leur a permis de jouer un roéle de plus en plus impor-
tant dans le processus de découverte de médicaments [Mundae and Ostor, 2010]. Depuis
les années 70, le taux de croissance du marché des produits biologiques ne cesse d’aug-
menter, et ce de maniére impressionnante. Parmi eux, I'immunothérapie est un domaine

en expansion rapide (voir 2.3.3).
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L’immunothérapie est 'utilisation, active ou passive, de molécules produites par, ou
dérivées, du systéme immunitaire. L'immunothérapie active cible directement les éléments
du systéme immunitaire, soit pour induire une réaction immunitaire plus performante et
plus ciblée, soit pour 'inhiber. L’immunothérapie passive, quant a elle, utilise les produits
de la réponse immunitaire comme outils spécifiques, comme les cytokines, les récepteurs
solubles ou encore les anticorps. Alors que 'immunothérapie active n’est utilisée que
depuis peu, 'immunothérapie passive a été largement développée depuis les années 80.
Plus particuliérement, les médicaments a base d’anticorps ont offert tout un éventail de
possibilités thérapeutiques pour les patients atteints de cancer ou d’autres pathologies. Le
développement d’anticorps monoclonaux, ainsi que 'ingénierie des anticorps ont permis de

développer un grand nombre d’anticorps pour de nombreuses applications thérapeutiques.

Aujourd’hui, de par leur spécificité vis-a-vis des tumeurs et leur efficacité, les anticorps
monoclonaux sont utilisés dans la majorité des lignes de traitements anti-tumoraux, et

ce, dés les premiéres lignes de traitements.

2.2 Définition, structure et synthése des anticorps

Les anticorps sont des composants clés de la réponse immunitaire humorale et sont
caractérisés par une spécificité élevée et une forte affinité de liaison pour un épitope antigé-
nique spécifique. Ils sont fabriqués lors de la mise en place d’une réponse immunitaire face
a un corps étranger (bactérie, virus, cellule transformée, etc.). Lorsque le systéme immu-
nitaire reconnait des éléments inhabituels, dits du « non-soi », une réaction immunitaire
se met en place afin d’éliminer cet agent pathogéne. Cette réponse se fait en deux étapes.
En premier lieu, ce sont les cellules de la réponse immunitaire innée qui interviennent
afin de neutraliser les éléments pathogénes. Cette réponse n’est pas trés spécifique mais
agit rapidement. Pendant ce temps, la réponse immunitaire acquise se met en place ; plus
spécifique et plus efficace elle comprend les lymphocytes T et les lymphocytes B. Ces
cellules sont hautement spécifiques de 1’élément étranger et permettent de I'éradiquer

efficacement.

Alors que les lymphocytes T induisent une réponse immunitaire cellulaire permettant
la destruction active des agents détectés, les lymphocytes B participent a la réponse
humorale, dite passive, en produisant des anticorps spécifiques de la cible. La réaction
innée est immédiatement efficace (de 'ordre des jours), alors que la réponse adaptative met
plus longtemps a se mettre en place (de I'ordre des semaines). En moyenne, trois semaines
sont nécessaires a l’éducation du systéme immunitaire pour reconnaitre spécifiquement

I’élément étranger cible, et a I'apparition des premiers anticorps spécifiques circulants.
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2.2.1 Structure des anticorps

Les anticorps, ou immunoglobulines (Igs), sont des glycoprotéines membranaires ou
solubles, hautement spécifiques et complexes qui reconnaissent et éliminent les antigénes

étrangers.

Format d’une immunoglobuline

Les immunoglobulines sont composées de quatres chaines d’acides aminées organisées
en forme de « Y ». Deux chaines lourdes H similaires sont associées par des ponts disulfures
a deux chaines légéres L identiques (figure 2.1). La masse moléculaire totale de cette
immunoglobuline est d’environ 150 kDa avec une moyenne de 50 kDa par chaine lourde
et de 25 kDa par chaine 1égére. Chez I’Homme, les génes de chaque chaine sont localisés
sur des chromosomes différents, et indépendants les uns des autres. Les chaines lourdes
se trouvent sur le locus IGH des chromosomes 14 (14¢32.3). Elles contiennent 9 isotypes
(71,92, 43, ¥4, u, al, a2, 6 et €) et sont composées d'une région variable VH et de 3 ou
4 régions constantes CH. Les deux chaines légeres, x (locus IGK) et A (locus IGL) sont
situées respectivement sur les chromosomes 2 (2p11.2) et 22 (22q11.2) [Tonegawa, 1983].

Elles sont constituées d’une région variable VL et d’une région constante CL.

Localisation
chromosomique

Chaine kappa  1GK 2p11.2
ou

Chaine lambda  IGL 2201 .2

Chaines Locus

Chaine Iégéreé

Chaine lourde  1GH 1403233

Chaine égére

FIGURE 2.1 — Représentation schématique d'une immunoglobuline. D’apres
http ://www.imgt.org,.

Un anticorps se compose de deux régions différentes : une région variable V et une
région constante C. La région variable est localisée dans la partie N-terminale de 1’an-
ticorps. Elle est constituée du domaine VL de la chaine légére et du domaine VH de la
chaine lourde, et est impliquée dans la reconnaissance de 'antigéne (partie verte, rouge
et jaune dans la figure 2.1). La région constante, située dans la partie C-terminale, est
constituée du domaine CL de la chaine légére et des trois domaines CH1, CH2, et CH3
de la chaine lourde (partie bleue). Cette région constitue 1'architecture de 1'anticorps et

est trés conservée au sein d’une espéce.
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Cette structure est maintenue grace a des ponts disulfures qui peuvent étre rompus
par digestion enzymatique. Ainsi, une digestion par la papaine au niveau des régions
N-terminales VL-CL et VH-CH1 permet d’obtenir les fragments Fab (fragment antigen
binding) et Fc (pour fragment cristallisable) (figure 2.2) [Porter, 1959]. Entre les Fab
et le Fc se trouve une région charniére, trés flexible, facilitant la liaison avec I'antigéne.
Une digestion par la pepsine permet de fragmenter I'anticorps au niveau de la région
charniére, libérant les deux fragments Fab (dénommé F(ab’)2) du fragment Fc. Alors que
le Fab intervient dans la liaison avec ’antigéne, le Fc interagit avec les récepteurs a Fc

(FcR) des cellules immunitaires effectrices.

Les différentes classes d’anticorps

Chez les mammiféres, les anticorps sont classifiés en cing classes majeures ou iso-
types : IgG, IgM, IgA, IgD et IgE (figure 2.2). Toutes ces immunoglobulines présentent
des structures relativement identiques, cependant les isotypes difféerent dans leur séquence,
le nombre de domaines constants, la structure de la région charniére et la valence des an-

ticorps [Bengten et al., 2000].

IgG IgD
IgE
. Domaine de la chaine lourde A Chaine J
Domaine de la chaine légére @ Composant sécrétoire

FIGURE 2.2 — Représentation schématique des différentes classes d’immunoglobulines

Chaque isotype et sous-classe d’anticorps est caractérisé par sa chaine lourde
[van Loghem and Litwin, 1972|. Il existe 9 isotypes et sous-isotypes d’Igs (voir tableau
2.1). La classe et la sous-classe conditionnent la structure, la localisation et la fonction
de l'anticorps. Les chaines légéres sont de deux isotypes, x et A, la premiére étant la plus

fréquemment retrouvée des deux.
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Dans le plasma, la demie-vie des immunoglobulines circulantes des IgG est de
lordre de 21 jours, alors que celle des IgM, IgA, IgD et IgE est inférieure & 7 jours
[Schroeder and Cavacini, 2010]. On retrouve classiquement de 8 a 15 g d’IgG par litre de

plasma.
TABLE 2.1 — Propriétés des isotypes et sous-classes d’immunoglobulines
Sous- % Fixation | Opsoni LGNGO Autres
dans le | Structure . du . FcR
classe ) au Clq | -sation fonctions
sérum placenta
IgG ‘ ‘ 75 ‘ Monomeére ‘ + ‘ +++ ‘ + ‘ FeyR
IgG1 71 d::;ygo(; Monomeére ++ Oui + I, II, III
22% N . Réponse
IgG2 2 des 1gG Monomeére + Oui + secondaire et 11, (III)
9% neutralisation
IgG3 ~3 ° Monomeére +++ Oui + de toxines I, 11, 111
des IgG
et de virus
4% R
IgG4 ~4 des TgC: Monomeére - Non + I, 11, (III)
N Réponse
IgM W 10 Pentamere +++ + - o
primaire
Monomeére,
TgA 15 Dimeére ) ) )
IgAl al de855;% A M]%Iilfnnélf;e’ - - - Réponse FcaR
& mucosale (CD89)
15% Monomére,
TgA2 a2 des IgA Dimeére ) ) )
IgD | 0 | <05 | Monomere | - | - | - | Homeostasie | FcdR
IgE ‘ € ‘ <0.01 ‘ Monomeére ‘ - ‘ - ‘ - ‘ Allergie ‘ FceR 1, 11

L'IgG est la classe d’anticorps la plus importante d'un point de vue biotechnologique.
Les IgG sont prédominant dans la réponse immunitaire secondaire et sont majoritaire-
ment présent dans la circulation sanguine. Elles sont constituées de 4 sous-classes hu-
maines contenant chacune une chaine lourde différente. Ces sous-classes d’IgG ont été
numérotées en référence aux taux sériques de ces anticorps retrouvés dans le sang. Les
IgG1 et les IgG4 ont deux liaisons disulfures inter-chaine dans la région charniére alors
que les IgG2 et les IgG3 en contiennent respectivement 4 et 11. Chez la souris, la classe
des IgG est divisée en cinq sous-classes (IgG1, [gG2A, IgG2B, IgG2C et IgG3). Il n’y a
pas de relation générale entre les sous-classes de chaque espéce |Vidarsson et al., 2014].
La variation des IgG humaines au niveau de leur Fc induit des différences structurelles
et fonctionnelles. Notamment, au niveau des fonctions effectrices, les IgG1 et les IgG3
sont les deux sous-classes capables de lier tous les éléments responsables des fonctions
CDC et ADCC, respectivement Clq, premier composant de la voie du complément, et

FeyRI, II et IIT (voir partie 2.3.1). Malgré ces différences, tous les sous-isotypes d'IgG
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sont capables de traverser le placenta et ils participent tous a la réponse immunitaire
secondaire [Leach et al., 1996b]. Il a été toutefois observé que les IgG1 et les IgG3 sont
majoritairement induites en réponse a des antigénes protéiques alors que les IgG2 et les
IgG4 sont associées & des antigénes polysaccharidiques.

L’IgM est un pentamére d’immunoglobulines associées entre elles par un polypeptide
de 16 kDa appelé la chaine J. C’est I’anticorps prédominant dans la réponse immunitaire
primaire, il est ainsi fréquemment utilisé pour diagnostiquer une exposition aigué a un
immunogéne ou un agent pathogéne |[Ehrenstein and Notley, 2010|. L’IgM est la premiére
immunoglobuline exprimée au cours du développement des lymphocytes B. La chaine
lourde v s’associe a des VH et VL qui ont subi peu de mutations somatiques en réponse
a Pantigéne (voir partie 2.2.2). En conséquence, les anticorps IgM ont tendance & étre
plus polyréactifs que les autres isotypes, ce qui permet aux cellules B porteuses d'IgM de
répondre rapidement & une variété d’antigenes. Tandis que les molécules d’IgM monomeéres
ont une faible affinité en raison de leur immaturité, le pentameére sécrété présente une haute
avidité de par les interactions multimériques entre I’anticorps sécrété et 'antigéne. Il peut
ainsi étre décavalent avec les antigenes de petites tailles, mais en raison de l’absence
de région charniére, et donc de flexibilité, il est majoritairement pentavalent (IMGT).
La nature pentamétique de 1'IgM le rend également trés efficace dans l'activation du
complément et le processus d’opsonisation.

L'TgA est essentielle pour protéger des points d’entrée de I'organisme contre les toxines,
les virus et les bactéries [Woof and Kerr, 2006]. Alors que I'IgA est généralement retrou-
vée sous forme de monomeére dans le sérum, ot son taux est légérement plus élevé que le
taux d’IgM, elle est prédominante dans les muqueuses et les sécrétions ou elle est retrou-
vée sous forme de dimeére ou IgA sécrétoires (sIgA). Ce dimére est associé a une chaine J
au niveau des CH3 et a une chaine polypeptidique d’environ 70 kDa, appelée composant
sécrétoire, au niveau des domaines CH2. Il y a deux sous-classes d'IgA : les IgAl et les
IgA2. Leurs structures différent principalement au niveau de leur région charniére. Les
IgA1 ont une région plus allongée, augmentant leur sensibilité aux protéases bactériennes.
Ainsi, alors que les I[gA2 prédominent dans de nombreuses sécrétions de muqueuses, les
IgA1l sont trés largement présentes dans le sérum.

L’IgD, faiblement retrouvé dans le sérum, est présent en grande quantité sur la mem-
brane des cellules B [Chen and Cerutti, 2011|. L’IgD a une grande région charniére (d’en-
viron 58 aa) offrant une grande flexibilité aux deux bras des Fab. Cet anticorps est trés
sensible & la digestion protéolitique, le rendant instable dans le plasma, c¢’est pourquoi on
ne le retrouve qu’en faible quantité dans le sérum. Les IgD circulantes peuvent réagir avec
des protéines spécifiques des bactéries. La liaison de ces protéines bactériennes au Fcd
entraine une stimulation et une activation des cellules B. Toutefois, la fonction précise de

I'IgD circulante reste encore indéterminée.
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L'IgE est a I’état de trace dans le sérum. Ces anticorps sont responsables des phé-
nomenes d’hypersensibilité et d’allergie [Stone et al., 2010]. Ils se fixent avec une affinité
extrémement élevée sur les cellules du systéme immunitaire inné par les récepteurs FceRI
mais beaucoup plus faiblement sur les FceRII. La fixation d'un allergeéne sur I'Igk liée
provoque une aggrégation des FceRI qui entraine une dégranulation cellulaire et une libé-

ration des médiateurs de la réponse allergique.

Glycosylation

Les composants glucidiques des glycoprotéines thérapeutiques sont importants pour
leur circulation, leur biodistribution et leur bioactivité. Les immunoglobulines sont des
glycoprotéines. Les structures des glycanes associées au domaine Fc de ’anticorps se sont
avérées affecter la structure et la foncion effectrice des IgG |Jefferis, 2009a|. La glycosyla-
tion varie selon l'isotype [Arnold et al., 2007|. Pour les molécules d’IgG, deux chaines de
glycosylation (N-glycosylation) existent au niveau de 'asparagine 297 (Asn-297) sur cha-
cun des deux domaines CH2. Les glycanes sur ce site interagissent avec une poche hydro-
phobe sur le domaine Fc qui stabilise la structure de 'immunoglobuline [Liu et al., 2006|
[Siberil et al., 2006] [Jefferis, 2007|. Les structures oligosaccharidiques des IgG sont hété-
rogénes. La composition commune trouvée sur les IgG est un heptasaccharide constitué de
N-acétylglucosamine (GlcNAc) et de mannose (figure 2.3). La glycosylation se complexi-

fie par I’ajout variable de galactose, d’acide sialique et de fucose. Ces différences peuvent

conduire & de nombreux modeles de glycosylation possibles [Jefferis, 2012].

\

N-Glycosylation
GO0 G1 G2 Sialilé
, | b 4
® Mannose & Acide Sialique

Il GicNAc 4 Fucose
Galactose

Asn-297

FIGURE 2.3 — Glycosylation d'une IgG. GO, G1, G2 et Sialilé, représentent différentes
décorations glycanes possibles des [gG. D’apres CRTI
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2.2.2 Synthése et spécificité des anticorps

La synthése des anticorps se fait par les lymphocytes B. Les immunoglobulines IgM
et IgD se retrouvent a la surface des lymphocytes B quiescents, ou ils jouent le réle de
récepteurs aux antigénes pouvant les activer. Les anticorps circulants sont, quant a eux,

libérés par les plasmocytes, descendants de lymphocytes B activés.

Réarrangements génomiques

La diversité des immunoglobulines est générée par plusieurs réarrangements géno-
miques possibles au sein des locus IGH, IGK et IGL. Ces locus sont constitués de génes
constants (C), variables (V), de diversités (D, uniquement pour le locus IGH) et de jonc-
tions (J). La partie constante est codée par un géne C, et les parties variables sont co-
dées par des génes V, D, J pour les chaines lourdes, et V et J pour les chaines 1égéres
[Alt et al., 1987|. La combinaison de chaque fragment se fait aléatoirement, résultant en

de multiples recombinaisons possibles.

Locus de la chaine lourde (14q32.33) Locus des chaines légéres (2p11.2 et 22q11.2)
V,(39) D, (27) 1,(6) C,(9) v, (40) 1,(5) C,(9)
/A
I EEE I e 1/ann e
v, (32) 1, - Cx(4)
6300 recombinaisons possibles l /?/ l l . . . .

350 recombinaisons possibles d

//_‘ // - *Lajonction imprécise des segments //- // -

ajoute de la diversité

J

~10°® anticorps différents

Y

FIGURE 2.4 — Réarrangement génomique et diversité des immunoglobulines

C’est cette multitude de combinaisons de génes possibles qui apporte la diversité du
répertoire des immunoglobulines (figure 2.4) [Tonegawa, 1983|. Lors de I’association des
différents génes, des mutations ponctuelles ou réappariements peuvent également sur-
venir [Meek, 1990|. Cette diversité jonctionelle, arrivant majoritairement au niveau des
fragments de génes variables V, D, J, augmente a nouveau la grande variabilité des Acs,
indépendamment de I’antigéne, offrant un répertoire d’environ 108-10° constructions d’an-
ticorps différents possibles [Dudley et al., 2005].
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Reconnaissance anticorps-antigéne

Ces recombinaisons permettent I’établissement de régions dites hypervariables. Au ni-
veau des régions variables, la chaine lourde VH et la chaine légére VL se replient pour pré-
senter ces régions hypervariables, également appelées CDR (complementary-determining
regions). Il y a trois CDR par chaine : CDR1, CDR2, CDR3, qui sont maintenues par des
régions charpentes FR (Framework Regions). Le rapprochement spatial de ces six CDR
forme ainsi le site de reconnaissance et de liaison de 'antigéne, ou paratope (figure 2.5).
Ce dernier reconnait un motif spécifique d’environ 5 a 20 acides aminés sur ’antigéne,

dénommé déterminant antigénique ou épitope [Janeway CA Jr, 2001].

Glycosylation

FIGURE 2.5 - Réprésentation tri-dimensionnelle des régions complémentaires-
déterminantes (CDRs) responsables de la liaison anticorps-antigéne. D’aprés
[Murali and Greene, 2012]

La région charniére de 'anticorps permet une rotation et une flexibilité qui apporte
a l'anticorps sa capacité a interagir avec ’antigéne au niveau de son épitope et ce, dans
différents plans de I'espace [Yguerabide et al., 1970]. Selon la nature de 'épitope, le pa-
ratope peut reconnaitre soit une séquence d’acides aminés, on dit alors que ’anticorps
est séquentiel, soit une forme tridimensionnelle, I’anticorps est alors conformationnel.
La plupart des antigénes rencontrés naturellement (par exemple des protéines, des virus,
des bactéries, etc.) contient des centaines, sinon des milliers, d’épitopes différents. Chaque
anticorps spécifique, reconnaissant un épitope particulier, est produit par un lymphocyte
B unique.

La biosynthése des immunoglobulines intervient au cours de la maturation des lympho-
cytes B dans la moelle osseuse |Ehlich et al., 1993]. Les lymphocytes immatures suivent
plusieurs stades de maturation : stade pro-B, stade pré-B, stade B immature et stade

mature naif (figure 2.6). Dans ce processus, les lymphocytes synthétisent une immunoglo-
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buline membranaire qui leur est spécifique, le BCR (B Cell Receptor), responsable de la
reconnaissance de I'antigéne. La grande diversité du répertoire fait que ces BCR peuvent
reconnaitre des antigénes « du soi ». Par un mécanisme de sélection négatif, ces lympho-
cytes B sont éliminés [Nemazee, 2017]. A la fin du processus, les lymphocytes matures
naifs expriment des IgM et/ou des IgD a leur surface. Ils quittent la moelle osseuse et
se disséminent dans tous les organes via le sang et la lymphe, a la recherche d’un motif
équivalent. Un lymphocyte fabrique donc une seule molécule d’anticorps spécifique qui

est déterminée avant méme qu’il ne rencontre 'antigéne |[Burnet, 1957|.

e Indépendant —_———p ——————— Dépendant .

= de I'antigéne de l'antigéne v

Cellules Cellules Cellules Cellules Cellules Cellules Cellules B Cellules
souches proB pré B B immatures B mature B GC mémoires plasmatiques

| ‘ | \ recirculantes

épiniére rate
ganglion lymphatique

D->) Hyper IgM IgAD, CVID
ra—— yper IgM  IgAD,

V-->J
kappa

FIGURE 2.6 — Développement des cellules B et biosynthése des immunoglobulines. D’apres
[Schroeder and Cavacini, 2010]

La reconnaissance d'un antigéne étranger par un lymphocyte B induit son activa-
tion dans les centres germinatifs [De Silva and Klein, 2015|. Le lymphocyte ainsi primé
va migrer dans la rate et se transformer en plasmocyte, stade final de différenciation des
lymphocytes B. S’en suit une expansion cellulaire de ce clone spécifique permettant une
production massive d’anticorps solubles. Cette sélection clonale permet de produire un ar-
senal d’anticorps capables de se lier a I’antigéne. Les anticorps issus de ce plasmocyte sont
donc monospécifiques ou monoclonaux, mais comme un certain nombre de lymphocytes

peut étre activé a partir d’un seul antigéne, la réponse induite est dite polyclonale.

2.2.3 Développements d’anticorps monoclonaux
Un peu d’Histoire...

La premiére référence aux anticorps provient de Jules Héricourt et Charles Richet
qui, dés 1888, ont posé les principes du transfert curatif de sérum, ou sérothérapie. Ils

ont été les premiers expérimentateurs de la sérothérapie anticancéreuse en transférant a
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leur patients du sérum de chiens immunisés par des extraits de sarcomes [Watier, 2009].
Malheureusement, le traitement n’a pas eu de réel impact sur les tumeurs cancéreuses. Le
premier succes clinique de la sérothérapie arrive deux ans plus tard, en 1890, grace aux
travaux d’Emil von Behring et de Shibasabura Kitasato. Dans une publication historique,
ils ont démontré qu'un transfert de sérum anti-diphtérique de chevaux atteints pouvait
guérir les animaux infectés, présentant ainsi le concept de neutralisation de toxines par la
sérothérapie [Von Behring E, 1890].

En 1900, Paul Ehrlich, I'un des fondateurs de 'immunologie moderne, utilise les termes
d’anticorps et d’antigénes, en proposant le modéle d’une molécule d’anticorps ramifiée
composée de plusieurs sites de liaison a des corps étrangers, connus sous le nom d’antigéne
[Davies and Chacko, 1993]. Ce modéle était en accord avec I’hypothése du «verrou et de
la clé» pour les enzymes proposée par Emil Fischer [Fischer, 1894].

Au début des années 1950, le mécanisme de production d’anticorps s’éclaircit. Astrid
Fagraeus décrit en 1948 que les cellules B du plasma sont spécifiquement impliquées dans la
production d’anticorps, et en 1957, Frank Burnet et David Talmage développent la théorie
de la sélection clonale, indiquant qu’un lymphocyte fabrique une seule et unique molécule
d’anticorps [Burnet, 1957|. Dans cette méme période, en utilisant la papaine et la pepsine
issues de I’évolution des études biochimiques de I'aprés-guerre, Gerald Edelman et Rodney
Porter ont proposé, indépendamment, une structure moléculaire de "immunoglobuline
IgG [Pauling, 1940|, |[Edelman, 1959|, [Porter, 1959|. La premiére structure de résolution
atomique d’un fragment d’anticorps ne fut publiée qu’en 1972 [Dan Inbar, 1972].

En 1960, les programmes de vaccinations et I’augmentation des dons de sang ont permis
le développement de sérothérapies contenant des immunoglobulines d’origine humaine
[Rubbo and Suri, 1962].

Les préparations d’anticorps polyclonaux

Les préparations d’anticorps polyclonaux se composent de clones d’immunoglogulines
différents ciblant un ou plusieurs antigénes. Ces sérothérapies ont été utilisées pour induire
une immunité passive contre les maladies infectieuses ou un ensemble d’agents étrangers
nocifs, principalement des toxines [Walsh, 2007b], [Watier, 2009|. Les principales prépara-
tions d’anticorps polyclonaux utilisées en thérapeutique sont dirigées contre trois groupes
d’agents nocifs : les pathogénes microbiens ou viraux spécifiques, les toxines microbiennes,
ou les venins de serpent ou d’araignée (anti-venins). Le pool d'immunoglobulines est habi-
tuellement administré par injection directe en i.v. Bien que ceci permette une protection
immunologique immédiate, son effet est transitoire et ne persiste que pendant 2 & 3 se-
maines (jusqu’a ce que les anticorps soient excrétés). L’'immunisation passive peut étre
utilisée de maniére prophylactique (pour prévenir un futur épisode médical) ou théra-
peutique (pour traiter un état médical déja établi). Les préparations d’anticorps utilisées

pour induire une immunité passive peuvent étre obtenues & partir de sources animales ou
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humaines. Dans les deux cas, l'isotype d’anticorps prédominant est 1'lgG. Les prépara-
tions d’origine animale, ou antisérums, sont généralement produites en immunisant des
animaux sains (par exemple des chevaux) avec un antigéne approprié. Des échantillons
de sang sont ensuite prélevés a ’animal réguliérement et analysés quantitativement pour
la présence d’anticorps d’intérét (en utilisant un test basé sur 'ELISA). Ceci permet de
récolter le sang au moment le plus approprié. Les niveaux d’anticorps sont habituelle-
ment maintenus par ’administration répétée d’injections de rappel d’antigéne. Le sang
est ensuite recueilli et la fraction d’anticorps est purifiée a partir du sérum. Aprés une
purification & haute résolution, le titre d’anticorps est déterminé.

Bien que les antisérums spécifiques soient tres efficaces dans le traitement de diverses
conditions médicales, ils peuvent également induire des effets secondaires indésirables.
Leur origine animal peut induire des réactions d’hypersensibilité pouvant parfois étre
mortelles (par exemple anaphylaxie). En raison de ces risques, les préparations d’immu-
noglobulines de donneurs humains sont habituellement préférées. Celles-ci peuvent étre
purifiées & partir de prélévement de sang d’individus ayant été récemment immunisés
contre 'antigéne d’intérét ou récupérées aprés une infection provoquée par l'antigéne
d’intérét. Un exemple emblématique est le don du sang de 'autralien James Harrison.
La transfusion de son sang contenant des anticorps anti-D trés rares, a évité & de nom-
breuses femmes enceintes de déclencher la maladie hémolytique du nouveau-né (MHN)
[MCCANN et al., 1988]. Son sang aurait sauvé plus de 2,4 millions d’enfants a naitre.
Bien que des réactions d’hypersensibilité puissent survenir lors de ’administration de ces
préparations, 'incidence de tels événements est beaucoup moins fréquente.

Cette technique a démontré de nombreux avantages contre des agents infectieux, des
toxines et des venins. Toutefois, elle n’a pas été concluante concernant 1’éradication des
cellules tumorales. L’aspect polyclonal des sérothérapies n’est pas assez spécifique envers
un antigéne particulier. Il a donc fallu développer une méthode permettant d’isoler un
seul lymphocyte B afin d’obtenir des anticorps monoclonaux (ou monospécifiques) di-
rigés contre un motif antigénique unique. Cependant, les lymphocytes B ne survivent
pas a la culture in-vitro, rendant la production d’anticorps & long terme impossible. Ce
n’est qu’apres I'évolution des méthodes de biotechnologies modernes que le développement

d’anticorps monoclonaux thérapeutiques a été rendu possible.

Des anticorps polyclonaux aux anticorps monoclonaux

En 1975, la technologie des hybridomes, développée par Georges Kohler et César Mil-
stein, a permis une réelle avancée [Kohler and Milstein, 1975|. Cette technologie repose
sur deux domaines de recherche : la génétique, pour la construction des cellules hybrides, et
I'immunologie, pour la compréhension des anticorps. Elle permet de fusionner les cellules
productrices d’anticorps avec des myélomes pouvant étre maintenus in-vitro (figure 2.7).

Les cellules résultantes, ayant des propriétés propres et complémentaires, permettent d’ob-
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tenir une production in-vitro stable d’anticorps monoclonaux. La premiére étape consiste
a immuniser une souris avec 'antigéne d’intérét. Ce dernier n’appartenant pas naturel-
lement a la souris, il est reconnu comme élément étranger et provoque une réaction im-
munitaire, induisant la production d’anticorps murins spécifiques de 'antigéne. L’étape
suivante consiste a récupérer les cellules de souris productrices d’anticorps, ou splénocytes,
présentes dans la rate, qui est un organe enrichi en lymphocytes B. En raison du proces-
sus d’immunisation, une quantité significative de ces lymphocytes produit des anticorps
reconnaissant des épitopes spécifiques de 'antigéne. Ces cellules ont donc la capacité de
produire 'anticorps d’intérét mais elles ne peuvent étre maintenues in-vitro. Cette com-
pétence est apportée par la fusion des splénocytes murins avec des cellules de myélomes
de souris ayant les propriétés de réplications propres aux cellules tumorales. Les cellules
sont incubées en présence de polyéthyléneglycol (PEG) afin de faciliter leur fusion. Cette
étape permet d’aboutir a la création de cellules hybrides immortalisées, ou hybridomes,
produisant des anticorps. Les hybridomes résultants sont ensuite sélectionnés par culture

dans un milieu de sélection spécifique.

FIGURE 2.7 — Production d’anticorps monoclonaux par la technique d’hybridomes murins.
D’aprés [Marasco and Sui, 2007].

Alors que les splénocytes non-fusionnés meurent naturellement in-vitro, les cellules de
myélomes non-fusionnées sont éliminées par un milieu de culture contenant le HAT (Hy-
poxanthine Aminopterine Thymidine). Les cellules de myélomes utilisées ont été mutées

afin de présenter des déficiences enzymatiques (I’hypoxanthine-guanine phosphoribosyl
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transférase (HGPRT ou HPRT-) et la thymidine kinase (TK-)) affectant la voie de sauve-
tage des purines, une des deux voies de synthése de ’ADN |[Littlefield, 1964]. Ces cellules
déficientes sont ainsi éliminées par le milieu sélectif contenant le HAT, qui est un inhibi-
teur de l'autre voie de synthése de ’ADN. Pour les hybridomes, les splénocytes ont fourni
toute la machinerie enzymatique nécessaire a synthétiser la premiére voie de 'ADN, et
les myélomes ont apporté la capacité réplicative. La complémentation génique qui a eu
lieu lors de la fusion permet ainsi aux hybridomes d’étre les seules cellules survivantes au
traitement. Les hybridomes, qui produisent un clone unique d’anticorps, sont séparés les
uns des autres et obtenus individuellement par simple dilution. Ils sont ensuite amplifiés
et les clones individuels sécrétant des anticorps monoclonaux sont criblés. Les clones ap-
propriés sont sélectionnés et cultivés a plus grande échelle afin de produire des quantités
suffisantes d’anticorps monoclonaux spécifiques de 'antigéne d’intérét.

L’utilité thérapeutique des anticorps monoclonaux a été rapidement notifiée aprés le
développement de la technologie des hybridomes. Ces cellules hybrides représentent une
source inépuisable d’anticorps monoclonaux contre pratiquement tous les antigénes dési-
rés et permet la production en masse d’un anticorps thérapeutique, marquant le début de
I’ére moderne de la recherche et de la découverte d’anticorps. A tel point que, dés 1986,
le muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3(®)) est le premier anticorps monoclonal murin
autorisé [Emmons C, 1987|. Les premiers développements d’anticorps anticancéreux ap-
paraissent au début des années 80, avec le traitement d’un patient atteint d’'un lymphome
B par un anticorps monoclonal ciblant le BCR [Miller et al., 1982]. Alors que la plupart
des AcMs développés dans les années 80-90 ont été produits par 'utilisation de souris, la

majorité des AcMs récents sont générés in-vitro par génie génétique (partie 2.3.2).

2.3 Anticorps monoclonaux en oncologie

L’effet anti-tumoral des anticorps repose sur leur capacité a cibler directement les cel-
lules cancéreuses ou a recruter les cellules du systéme immunitaire. Les anticorps sont des
molécules bi-fonctionelles qui ont la capacité de fixer 'antigéne par le Fab et la possibilité
d’interagir avec les cellules effectrices du systéme immunitaire par le Fc. L’avénement des
méthodes d’ingénierie par biologie moléculaire a permis de moduler ces fonctions. Les
anticorps monoclonaux développés en oncologie présentent ainsi plusieurs mécanismes

d’actions et différents formats.

2.3.1 Meécanismes d’actions des anticorps monoclonaux

L’efficacité des anticorps thérapeutiques provient de diverses fonctions biologiques
permettant de bloquer ou d’éliminer les éléments étrangers. Ces fonctions de reconnais-
sances et fonctions effectrices sont médiées par leur fragment Fab et Fc, respectivement
|[Redman et al., 2015].
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Activités des anticorps induits par le fragment Fab

Par leur fragment Fab, les anticorps peuvent se lier a des cibles solubles ou des cibles

membranaires induisant leur neutralisation, leur activation ou leur ciblage (figure 2.8).

FIGURE 2.8 — Représentation schématique des différents mécanismes d’actions des anti-
corps monoclonaux en oncologie induits par le Fab.

e La neutralisation et/ou le blocage
Le blocage des interactions récepteur-ligand est le mécanisme d’action le plus large-
ment employé par les anticorps anticancéreux sur le marché (voir partie 2.3.3). Au ni-
veau de la membrane, les anticorps ont la possibilité de bloquer des signalisations im-
portantes pour la survie de la cellule tumorale. Un anticorps peut cibler les cytokines
impliquées dans ces processus, ou leurs récepteurs. Lorsqu’il cible une cytokine soluble,
I’anticorps peut neutraliser son action. En masquant le site de liaison au récepteur, il
bloque la fixation du ligand & son récepteur. Il peut également engendrer un encombre-
ment stérique au niveau du ligand, empéchant son recrutement dans les multiméres de
récepteurs. Lorsqu’il se fixe au niveau du site de liaison du récepteur, 'anticorps entre
en compétition directe avec le ligand. Il peut également empécher le récepteur d’ac-
quérir stériquement la conformation nécessaire a l'induction du signal. Dans les deux
cas, la présence de 'anticorps empéche la cytokine de se lier a son récepteur et inhibe
la voie de signalisation normalement induite. Ce type d’anticorps est appelé anticorps

antagoniste. Les AcMs les plus connus utilisant ce mécanisme en oncologie sont
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Ianti-HER2 Trastuzumab, 'anti-EGFR Cetuximab ou encore 'anti-VEGF Bevacizumab
(voir partie 2.3.3.).

Plus récemment, des anticorps ont également montré leur capacité a inhiber les mé-
canismes suppresseurs des cellules immunitaires. La plupart des développements, concen-
trés sur la modulation des points de controle des cellules T, montre qu’en inhibant les
signaux de régulation négatif, comme le CTLA-4 et le PD-1, ces anticorps antagonistes
permettent de renforcer 'action des cellules immunitaires envers les cellules tumorales

[Leach et al., 1996a| [Keir et al., 2008|.
e L’activation

L’activation d’une voie de signalisation par un anticorps est un mécanisme plus com-
plexe. Bien qu’il ne soit que faiblement utilisé par les anticorps anticancéreux commer-
cialisés, ce mécanisme d’action est considéré comme ayant un fort potentiel en oncologie
[Carter and Lazar, 2018|. Toujours au niveau de la membrane, un anticorps peut stimuler
et/ou réticuler un récepteur en mimant la liaison et les propriétés du ligand physiologique.
Un tel anticorps est dit agoniste. L’anticorps peut se fixer directement au site de liaison du
ligand et /ou apporte au récepteur la capacité de se multimériser et d’acquérir stériquement
sa conformation fonctionnelle. Le récepteur peut ainsi étre activé et déclencher sa voie de
signalisation en absence du ligand [Horenstein et al., 2017]. Les récepteurs visés sont ceux
pouvant induire une signalisation pro-apoptotique ou capables d’activer les cellules du
systéme immunitaire. A ce jour, un seul anticorps agoniste ciblant un antigéne tumoral a
été accepté. L’anti-CD20 Rituximab induit directement ’apoptose dans les cellules tumo-
rales et contribue de maniére significative aux performances cliniques [Shan et al., 2000].
Cependant son mécanisme d’induction de mort cellulaire reste a clarifier. Son efficacité
serait probablement due aux activités induites par son fragment constant. Une grande
partie des anticorps agonistes des études cliniques et pré-cliniques ciblent des membres de
la superfamille du TNFR, tels que DR4, DR5, OX40, CD27, 4-1BB et GITR. Alors que
les anticorps agonistes des récepteurs pro-apoptotiques DR4 et DR5 doivent permettre la
multimérisation des récepteurs et ciblent directement les cancers, les anticorps agonistes
0X40, CD27, 4-1BB sont impliqués dans les signaux de co-stimulation des cellules immu-
nitaires [Melero et al., 2013| [Sturgill and Redmond, 2017| [Ashkenazi and Herbst, 2008].
Cependant, les parameétres influencant les propriétés intrinséques des agonistes ne sont

pas aujourd’hui encore entiérement définis.
e Le ciblage

Un troisiéeme mécanisme d’action utilise les anticorps comme vecteurs lorsqu’ils sont conju-
gués a des radio-isotopes, des toxines ou des médicaments. Lorsqu'un antigéne est clai-
rement identifié comme étant associé aux tumeurs, ou surexprimé sur les cellules trans-
formées, les anticorps peuvent étre utilisés pour délivrer des toxines ou des médicaments
[Moolten and Cooperband, 1970]. En construisant des anticorps couplés a des drogues,

ou immunoconjugués (ADC pour Antibody-Drug Conjugate), il est possible de combiner

45



la capacité des anticorps a cibler spécifiquement un antigéne tumoral, et la cytotoxi-
cité d’une drogue. Un ADC est un complexe constitué de trois entités : un anticorps
monoclonal ciblant un antigéne d’intérét spécifique, un agent de liaison ou linker et un
agent cytotoxique. Le conjugué anticorps-drogue ainsi formé permet de cibler les cellules
cancéreuses et de transporter des médicaments directement et spécifiquement aux sites
tumoraux. Il représente un outil prometteur en oncologie puisqu’il permet, via ’anticorps
spécifique de la tumeur, une délivrance sélective d’une molécule cytotoxique dans les
cellules tumorales [Polakis, 2016]. La premiére étape du mécanisme d’action d’'un ADC,
dépendant de la nature de ’anticorps utilisé, est la reconnaissance et la liaison & I’antigéne
cible. Une internalisation via endocytose est alors nécessaire afin que 'agent de liaison
soit clivé dans I’endolysosome et permette la libération de I’agent cytotoxique. Ce dernier
peut ainsi exercer son action sur la cellule majoritairement via la perturbation de son
cytosquelette ou par action directe sur ’ADN [Casi and Neri, 2012]. L’avantage de ces
anticorps conjugués par rapport aux chimiothérapies conventionnelles est que ces agents
cytotoxiques puissants peuvent étre administrés a des concentrations locales plus élevées

dans les tissus tumoraux, sans endommager les cellules normales.

Activités des anticorps induits par le fragment Fc

Les immunoglobulines peuvent étre retrouvées a la surface des cellules effectrices NK,
des macrophages et des mastocytes. Ces cellules ne les synthétisent pas mais elles ex-
priment des récepteurs de surface cellulaire qui se lient & la région Fc des immunoglo-
bulines (FcR). Aprés fixation d'un élément étranger, les complexes immuns anticorps-
antigéne peuvent étre reconnus par les cellules immunitaires, via le fragment Fc de I'lg.
Les anticorps sont ainsi capables de recruter et de diriger les cellules immunitaires di-
rectement & la surface de la tumeur, marquant la destruction de la cellule tumorale et
induisant plusieurs processus d’élimination (figure 2.9) [Nimmerjahn and Ravetch, 2012].

e Les différents FcyR

Des récepteurs pour toutes les classes d’immunoglobulines ont été identifiés mais les ré-
cepteurs de liaison aux IgG sont les plus étudiés en oncologie [Bruhns et al., 2009]. Les
récepteurs Fcy (FeyR) sont les récepteurs de surface des IgG et sont largement expri-
més sur les leucocytes (majoritairement cellules NK mais également les macrophages,
les CD, les monocytes et les éosinophiles). Il existe trois classes de récepteurs pour les
IgG humaines retrouvées sur les leucocytes : CD64 (FeyRI), CD32 (FeyRIIA, FeyRIIB
et FeyRIIC) et CD16 (FeyRIITA et FeyRIIIB). Leur affinité vis-a-vis des IgG varie,
et ils peuvent étre regroupés fonctionnellement en récepteurs activateurs et inhibiteurs
(figure 2.10).

En 2001, Shields et al. disséquent les différents résidus des domaines CH2-CH3 des
IgG1 et leur contribution pour la liaison aux FcyR [Shields et al., 2001]. Les travaux
de Bruhns et al. (2009) ont permis d’élucider la spécificité et l'affinité des trois FeyR
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FIGURE 2.9 — Représentation schématique des différents mécanismes d’actions des anti-
corps monoclonaux en oncologie induits par le Fc. ADPC : activité phagocytaire dépen-
dante de I'anticorps, ADCC : activité cytotoxique a médiation cellulaire dépendante de
I’anticorps, CDC : cytotoxique dépendante du complément, FcyR : récepteur Fey des IgG,
RC3b : récepteur au C3b, CAM : complexe d’attaque membranaire

(FeyRI, 1T et IIT) envers les 4 sous-isotypes d’IgG humaines [Bruhns et al., 2009]. FeyRI
est classé comme le récepteur a la plus haute affinité tandis que FeyRII et FeyRIII se
lient avec une affinité plus faible. Pour cette raison, seul FcyRI se lie aux IgG monoméres
tandis que les deux autres récepteurs se lient aux [gG dans les complexes immuns. Ceci
permet d’éviter que la reconnaissance d’un anticorps seul déclenche les fonctions effec-
trices, engendrant des réactions inflammatoires néfastes. Alors que les IgG1 et les IgG3
se lient aux trois classes, les [gG4 se lient fortement a FcyRI et faiblement aux FeyRII
et FeyRIIL. Les IgG2 quant & elles se lient au FeyRIIA, faiblement aux FeyRIIB et aux
FeyRIII, mais pas du tout aux FcyRI. Il y a également des différences au niveau de la voie
de signalisation associée a chaque FeyR. Lorsque I'lgG couplée a un antigéne se lie, FcyRI,
FeyRITA et FeyRIITA transduisent tous un signal d’activation alors que FcyRIIB est le
seul récepteur & transmettre un signal inhibiteur. Contrairement aux autres FeyR trans-
membranaires, FcyRIIIB est le seul récepteur présentant une attache par une protéine
a ancrage GPI (glycophosphatidylinositol). Aucun signal associé a la liaison a FcyRIIIB
n’est ainsi transmis. L’activation cellulaire est induite par les motifs d’activation & base
de tyrosine (ITAM), alors que le signal inhibiteur est transmis par le motif d’inhibition
a base de tyrosine (ITIM). Les deux motifs sont situés sur la partie intracellulaire du
FcyR [Billadeau and Leibson, 2002|. Le résultat final de l'interaction de I’anticorps et de
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I’antigéne avec FcyR semble étre une balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs,

dépendante des sous-classes des IgG.
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FIGURE 2.10 — Représentation schématique des différents récepteurs a la région Fc des
immunoglobulines. D’aprés [Bruhns, 2012].

Un dernier récepteur est capable de lier les IgG, le récepteur néonatal Fe (FcRn) (fi-
gure 2.10). Ce recepteur a été décrit initialement comme médiant la trancytose des IgG
maternelles chez le nouveau-né. Il a démontré par la suite étre responsable du recyclage
des IgG et des complexes immuns, ainsi que de la phagocytose des bactéries opsonisées
par des neutrophiles. Il est présent sur les syncytiotrophoblastes, pour le transfert de
I'immunité de la mére au foetus, mais également a la surface des leucocytes, des cellules
endothéliales et des cellules intestinales épithéliales [Bruhns, 2012]. L'IgG se lie & FcRn
dans I'environnement acide des endosomes, le protégeant de la destruction par les lyso-
somes. L'IgG est ensuite recyclée a la surface et libérée par le changement de pH. FcRn
intervient donc dans le temps de demie-vie des anticorps ainsi que dans la régulation de
leur taux sérique. C’est la région CH2-CH3 de 'anticorps qui se lie au FcRn, et contrai-
rement aux FcyR, cette liaison est strictement dépendante du pH [Yoshida et al., 2004]
[Vidarsson et al., 2007].

L’interaction des IgG avec les FcyR, contrairement au FcRn, dépend aussi des oligo-
saccharides présents dans la région Fc. La glycosylation positionne les résidus critiques du
domaine CH2. La composition de ces glycanes a donc un effet sur l'interaction Fe-FeyR,
et l'activité de la fonction effectrice est connue pour étre sensible aux modifications des

structures oligosaccharidiques de la région Fc |Jefferis, 2007].
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e Activité phagocytaire dépendante de ’anticorps ou ADCP

Plusieurs anticorps peuvent se fixer sur des épitopes différents d’'un méme antigéne. Cette
fixation ou « décoration immunoglobulinique » suffit pour alerter le systéme immunitaire
de la présence d’un corps étranger. Ce processus est appelé 'opsonisation ou l'activité
phagocytaire dépendante de I'anticorps (ADPC). Les anticorps fixés sont reconnus par les
FcR présents sur les macrophages. La liaison du fragment Fc de I'lg sur le FcR active alors
le phagocyte ou le macrophage qui va phagocyter et ainsi éliminer ’élément fixé (ou opso-
nisé) par les anticorps. L’anti-CD20 Rituximab est un exemple d’anticorps sur le marché

utilisant ce mécanisme d’action [Uchida et al., 2004| |Gul and van Egmond, 2015].
e Activité cytotoxique cellulaire dépendante de I’anticorps ou ADCC

L’activité cytotoxique & médiation cellulaire dépendante de I'anticorps (ADCC) est un
des mécanismes majeurs li¢ au fragment Fc [Clynes et al., 2000]. L’ADCC se déclenche
lorsqu'un complexe immun, formé avec un antigéne membranaire, interagit avec le FcyR
des cellules effectrices. Ce mécanisme trés puissant nécessite que trés peu d’anticorps et se
déclenche dés lors qu’un anticorps lié a sa cible et se fixe sur un FcyR. L’anticorps engage
alors une voie de signalisation qui déclenche la sécrétion de substances cytotoxiques par
les cellules effectrices. Ces substances, telles que les enzymes lytiques, la perforine, les
granzymes et le facteur de nécrose tumorale, vont étre relarguées directement au niveau
de la cellule cible, induisant sa lyse et sa destruction. Les FcyR lient les anticorps au
niveau de la région charniére et de la région supérieure du CH2. L’induction de la fonction
effectrice ADCC dépend cependant des sous-type d’IgG humaines. Alors que les IgG1 et
les IgG3 permettent d’induire 'ADCC efficacement, les IgG2 et IgG4 ont une capacité
trés limitée a engendrer ’ADCC [Brezski et al., 2014|. Les IgG1 reconnaissent les FeyR
activateurs avec une grande affinité. En particulier, FcyRIII, présent a la surface des
cellules NK, semble étre le récepteur majoritaire de l'induction de ’ADCC. Plusieurs
AcMs sur le marché utilisent ce mécanisme qui est présenté comme un élément essentiel de
leur efficacité, comme 'anti-CD20 Rituximab, 'anti-EGFR Cetuximab, ou encore ’anti-
HER2 Trastuzumab [Cartron et al., 2002] [Taylor et al., 2009] [Cooley et al., 1999]. En
revanche, les anticorps bloquant les récepteurs inhibiteurs des cellules immunitaires seront
préférentiellement de sous-type IgG4, comme 'anti-PD-1 Nivolumab, ou ayant une faible
affinité pour FeyRIII afin d’empécher I'action cytotoxique envers les cellules du systéme

immunitaire ciblées [Wang et al., 2014a).
e Cytotoxicité dépendante du complément ou CDC

L’activité cytotoxique dépendante du complément (CDC) est I’autre mécanisme important
lié au fragment Fc. Aprés liaison de ’antigéne tumoral cible, le fragment Fc peut également
activer le complément. La formation d’un complexe antigéne-anticorps permet aux IgG
de recruter deux molécules de Clq. Le CDC implique donc la voie classique d’activation
du complément, qui, aprées le recrutement de Clq et d’autres protéines du complément,

provoque la formation du complexe d’attaque membranaire (appelé MAC pour Mem-
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brane Attack Complex). Ce MAC forme des pores sur les cellules cibles provoquant la lyse
directe des cellules tumorales |[Introna and Golay, 2009]. Ici encore, les sous-types d'IgG
humaines différent quant & leur capacité a induire une réponse du complément. L’affinité
pour le Clq est dépendante de la région charniére et du domaine CH2 des IgG et différe
donc avec chaque sous-type. Alors que 'affinité est décroissante avec les trois sous-classes
[gG3 > IgGl > [gG2, 'IgG4 est la seule sous-classe ne parvenant pas a recruter le complé-
ment [Tao et al., 1993]. Alors que I'anticorps Rituximab est capable d’induire la fonction
CDC in-vivo [Di Gaetano et al., 2003|, Trastuzumab et Cetuximab ne semble utiliser que
faiblement voir pas du tout ce mécanisme [Wang et al., 2017] [Dechant et al., 2008]. Bien
que l'activité CDC ne soit pas I’élément principal des effets antitumoraux induits par la
plupart des AcMs, elle génére divers facteurs susceptibles d’améliorer 'ADCC. La libéra-
tion des agents activateurs C3a et Cha entraine un chimiotactisme permettant d’attirer au

niveau de la tumeur les cellules effectrices telles que les cellules NK [Rogers et al., 2014].

Limites des anticorps produits

La premiére génération d’anticorps monoclonaux d’origine murine s’est révélée avoir
une utilisation limitée en tant qu’agents thérapeutiques. Ces anticorps ont souvent montré
une activité décevante dans les essais cliniques, due & une demie-vie sérique courte, a leur
incapacité a déclencher des fonctions effectrices humaines et a des réactions indésirables
[Dillman et al., 1994], et seul un anticorps murin a été autorisé, a savoir le muromonab-
CD3 (Orthoclone OKT3®)). L'étude de cet anticorps et l'avancée des connaissances
autour des AcMs ont mis en évidence l'effet immunogénique des anticorps murins et
ses limites. Les anticorps développés chez la souris ont été reconnus comme éléments
étrangers au corps humain et ont déclenché une réaction immunitaire chez ’homme
[Klee, 2000]. Les patients ont généré des anticorps anti-souris neutralisant I’anticorps thé-
rapeutique, limitant l'efficacité du médicament et créant des effets secondaires graves
|Goldstein et al., 1986] [Charpentier et al., 1991]. De plus, la partie Fc de ces anticorps
étant d’origine murine, elle s’est révélée étre un trés mauvais activateur des fonctions
immunitaires effectrices humaines énoncées ci-dessus.

La grande avancée des AcMs est venue avec I'avénement de ’humanisation des anti-
corps permettant de diminuer I'immunogénicité des anticorps initialement murins. Avec le
développement de I'ingénierie des anticorps, de nombreuses modifications des AcMs sont

devenues possibles et des avancées significatives ont été réalisées.

2.3.2 Ingénierie des anticorps

Les nouvelles technologies génétiques et moléculaires des années 80-90 ont permis le
développement de nouvelles générations d’anticorps. L’ingénierie des anticorps a rendu
possible ’humanisation des anticorps, ainsi que la modulation et 'optimisation de leurs

activités (affinité, activité, durée de demie-vie, etc.), tout en créant de nouveaux formats.
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Humanisation des anticorps monoclonaux murins

La technologie de ’ADN recombinant a permis de cloner tous les génes des sous-types
d’Ig et de générer diverses structures d’anticorps hybrides (figure 2.11 A). L’humanisation
permet de conserver l'affinité de liaison et la spécificité de I’AcM parental. En éliminant
la partie Fc murine, présentée comme la plus immunogene, la partie Fc alors humaine
permet de réduire 'immunogénicité des AcMs et d’augmenter le potentiel des AcMs a
induire les fonctions effectrices des cellules immunitaires humaines [Klee, 2000].

e Anticorps chimériques
La premiére étape a été de générer des anticorps chimériques contenant la partie Fv
des anticorps murins et la partie Fc d’anticorps d’origine humaine [Boulianne et al., 1984|
[Morrison et al., 1984]. La production d’anticorps chimériques, tel que I'anti-CD20 Rituxi-
mab (Rituxan) mis sur le marché en 1997 ou 'anti-EGFR Cetuximab (Erbitux) autorisé
en 2004, permet de conserver la spécificité des anticorps tout en diminuant les effets secon-
daires [Reff et al., 1994| [Maloney et al., 1997] [Baselga, 2001] [Cunningham et al., 2004].

e Anticorps humanisés

Le génie génétique a ensuite permis de cloner les séquences hypervariables d’Ac mu-
rins dans des vecteurs d’expression contenant les domaines humains (figure 2.11 B). Les
régions déterminantes de complémentarité (CDRs) d’origine murine sont intégrées sur
une région variable humaine, créant des anticorps humanisés, tel que 'anti-HER2 Tras-
tuzumab (Herceptin), autorisé en 1998, l'anti-VEGF Bevacizumab (Avastin) mis sur le
marché en 2004, ou plus récemment 'anti-PD1 Pembrolizumab (Keytruda) accepté en
2014 [Chen et al., 2003| [Hudis, 2007] |Ferrara et al., 2004]. L’anticorps humain sert alors
d’échafaud aux CDRs murins, permettant leur orientation correcte [Jones et al., 1986]
[Cheetham et al., 1998]. Cette approche a permis l'autorisation de nombreux AcMs, té-
moignant de leur sécurité et de leur tolérance chez I’homme.

e Anticorps humains
La volonté de réduire I'immunogénicité a abouti & la construction d’anticorps entiére-
ment humains, comme 'anti-CTLA4 Ipilimumab (Yervoy), autorisé en 2011, I'anti-PD1
Nivolumab (Opdivo) mis sur le marché en 2015, ou plus récemment l'anti-PDL1 Durva-
lumab (Imfinzi) accepté en 2017 [Leach et al., 1996a] [Wolchok et al., 2013] [Scott, 2015]
[Syed, 2017]. L’expression isolée de génes du domaine variable humain dans E. Coli ainsi
que le génie génétique ont permis de développer d’autres outils tels que la technologie
du phage display, 1'utilisation de cellules B mémoires humaines ou le développement des

souris transgéniques exprimant un répertoire d’immunoglobulines humaines (figure 2.12).

La premiére méthode repose sur des technologies « d’affichage » ou de display,
dans lesquelles le plus souvent des phages, ou encore des levures, des bactéries, mais
également des ribosomes, des virus ou des cellules de mammiféres, sont utilisés pour

afficher des régions variables d’anticorps humains a leurs surfaces [Better et al., 1988|
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a Evolution et nomenclature des anticorps murins a humains
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FIGURE 2.11 — Représentation schématique des différents types d’humanisation d’anti-
corps. D’aprés [Marasco and Sui, 2007].

[Skerra and Pluckthun, 1988] [Clementi et al., 2012|. Le principe est présenté sur la fi-
gure 2.12 a. Des lymphocytes B provenant de sources humaines ou animales, préalable-
ment immunisées contre l'antigéne ciblé ou non, sont isolés [Hoogenboom et al., 1998|
[Benhar, 2001|. L’ARNm en est extrait et converti en ADNc puis tous les segments VH et
VL sont amplifiés par PCR, constituant une banque de génes codant pour la protéine d’in-
téret [Huse et al., 1989]. Ces génes sont ensuite insérés dans un vecteur codant pour 1'une
des protéines d’enveloppe du bactériophage (pIll, pIV ou pVIII). Les phages contenant le
vecteur sont utilisés pour infecter des bactéries E. coli, permettant une forte réplication du
phage. E. coli sécréte ensuite le bactériophage présentant a sa surface les segments VH et
VL. La totalité de la banque de phages peut ensuite étre criblée par sélection d’affinité, ou
biopanning, sur la cible afin d’identifier les segments VH et VL spécifiques de I'antigéne.
Plusieurs cycles de biopanning sont effectués afin de sélectionner les clones présentant
la spécificité et 1'affinité la plus haute [Hoogenboom, 2005]. Les clones sélectionnés sont
ensuite isolés afin d’extraire et de séquencer le géne codant pour la protéine d’intérét. Ce
géne est ensuite incorporé dans un systéme d’expression microbien ou cellulaire afin de
produire les fragments sélectionnés a plus grande échelle. Les productions dans des cellules
eucaryotes sont souvent préférées afin de permettre les modifications post-traductionelles

propres aux cellules de mammiféres, et d’obtenir les décorations liées a la glycosylation
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FIGURE 2.12 — Techniques de production d’anticorps monoclonaux humains. D’aprés Ma-
rasco, 2007

les plus proches des anticorps humains natifs [Dinnis and James, 2005]. Ces plateformes
de présentation a la surface des phages permettent donc une identification rapide des
fragments d’intérét, sans immunisation car tout le processus est effectué in-vitro.

Une autre technique implique I'utilisation de cellules B mémoires humaines issues
d’individus ayant été préalablement infectés (figure 2.12 b) [Bernasconi et al., 2002|. Afin
d’éviter I'étape de fusion, les lymphocytes B mémoires sont immortalisés par le virus
d’Epstein-Barr (EBV), en présence d’agents activateurs des cellules mémoires tels que les
oligonucléotides CpG (appartenant a la famille des ligands TLR4 (Toll like receptor 4)).
Les lymphocytes B résultants sont ensuite sous-clonés en suivant la méme méthodologie
que pour les hybridomes murins. Cette technique a I’avantage de produire directement des
cellules sécrétrices d’anticorps monoclonaux humains, sans étape de fusion. Cependant,
une immunisation humaine étant éthiquement non acceptable, les sources de lymphocytes

B sont rares.
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La troisieme technologie repose sur des souris génétiquement modifiées dans les-
quelles un locus de géne d’'immunoglobuline humaine a été ajouté pour remplacer le locus
du géne d'immunoglobuline de souris (figure 2.12 ¢). Une immunisation classique permet
ainsi de produire des anticorps directement humains aprés la fusion et le clonage des
cellules B résultantes [Green et al., 1994] [Lonberg, 2005] [Chen and Murawsky, 2018|.

Les souris transgéniques et les phages display sont actuellement les plateformes les plus
communément utilisées pour la génération d’AcMs thérapeutiques, la technologie de phage
display permettant de générer directement des anticorps humains, sans nécessiter de fusion
ni d’humanisation. Toutefois, il est important de noter que I'immunoréactivité induite
par les régions variables murines reste controversée. Bien que les nouvelles générations
d’anticorps soient beaucoup moins immunogénes, des réponses immunitaires contre les
anticorps thérapeutiques sont encore notées [Hwang and Foote, 2005|. Les séquences des
régions variables étant relativement proches entre espéces, le gain apporté par les anticorps

entiérement humains par rapport aux anticorps chimériques est questionné [Clark, 2000].

Différents formats

Les anticorps entiers ont un poids moléculaire d’environ 150 kDa. Ils diffusent diffici-
lement jusqu’au cceur de la tumeur et sont éliminés lentement. Une des limitations aux
traitements de tumeurs solides par les anticorps est leur faible pénétration dans la masse
tumorale. La thérapie par AcMs s’est révélée plus efficace dans le traitement des cancers
disséminés (comme les leucémies ou les lymphomes par exemples). Dans certains cas, la
taille peut étre un probléme pour 'application aux tumeurs solides. Par conséquent, des
fragments d’anticorps ont été développés. Ils conservent leur capacité de liaison & 'an-
tigéne, tout en présentant de meilleures caractéristiques de pénétration tissulaire et/ou

tumorale et une meilleure clairance.
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FIGURE 2.13 — Représentation schématique des différentes formats d’anticorps
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Des fragments d’anticorps comme les Fab, les anticorps variables monocaténaires
(scFv) ou les diabodies peuvent étre générés en enlevant toute la région constante, une
partie, ou la totalité de la portion Fc (figure 2.13). Les technologies d’ADN recombinant,
comme le phage display, permettent d’obtenir de tels formats d’anticorps. Les phages
display peuvent contenir des répertoires de fragments de liaison a 'antigéne (Fabs), d’an-
ticorps variables monocaténaires (scFv), ou uniquement de domaine d’anticorps (sdAb)
a leur surface. Plusieurs fragments plus ou moins gros peuvent étre obtenus a partir du
Fab (Fab, F(ab’)2, Fab’). En général, le plus petit fragment d’un anticorps qui conserve
la spécificité de liaison a I'antigéne de 'anticorps entier est le Fv dans lequel les domaines
VH et VL sont associés de maniére non covalente, méme un seul domaine V peut se
lier aux antigénes [Ward et al., 1989|. En raison de son instabilité a de faibles concentra-
tions, les domaines VH et VL de Fv sont liés par un agent de liaison peptidique flexible
pour former une chaine unique Fv (scFv) [Bird et al., 1988]. Tout en maintenant une re-
connaissance spécifique de la cible, leur plus petite taille (environ 25 kDa) leur permet
d’atteindre des compartiments tumoraux plus profonds, entrainant une meilleure pénétra-
tion tumorale [Ahmad et al., 2012] Dans un format légérement différent appelé diabody,
les VH et VL sont congus pour former un scFv exprimé deux fois en tandem. Dans une
autre variante, seul un domaine de l'anticorps est utilisé (sdAb). Bien que leur masse
moléculaire inférieure puisse contribuer & une pénétration plus efficace de la tumeur, les
anticorps entiers restent toutefois plus efficaces, en particulier s’ils sont utilisés & des fins
thérapeutiques. En effet, les fragments présentent généralement des demie-vies sériques
trop réduites et ne peuvent pas déclencher de fonctions effectrices. Ainsi, les fragments

d’anticorps conviennent mieux a des fins d’imagerie diagnostique et de radiothérapie.

Les scFv offrent la possibilité de produire d’autres formats d’anticorps. Le premier uti-
lise des anticorps entiers bispécifiques ou des protéines chimériques capables de se lier spé-
cifiquement & deux cibles différentes, chacun de leur Fab reconnaissant différents épitopes,
permettant une intervention thérapeutique antitumorale sélective [Zhang et al., 2017] (fi-
gure 2.13). Ces stratégies permettent une meilleure spécificité de la cible, ainsi qu’une
réduction de la toxicité hors cible. Des fragments peuvent ensuite étre construits sur la
base de ces anticorps bi-spécifiques comme des F(ab’)2 bi-spécifiques ou encore des diabo-
dies bi-spécifiques capables d’engager les cellules T (BiTE). A ce jour, seul un anticorps
bi-spécifique est autorisé en oncologie, ’anti CD3-CD19 blinatumomab mis sur le marché
en 2013 [Nagorsen et al., 2012].

Un autre format bifonctionnel intéressant est le développement de ce que l'on appelle
les cellules T modifiées par CAR. Construit a la surface de cellules T, un CAR comprend
un domaine scFv extracellulaire spécifique d’un antigéne tumoral ainsi qu’un domaine
intracellulaire comprenant les domaines transmembranaires et costimulateurs des cellules
T [Gross et al., 1989b| [Gross et al., 1989a] [Sadelain et al., 2017| [Labanieh et al., 2018].

Ces récepteurs-anticorps chimériques CAR combinent & la fois la puissance de reconnais-
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sance de I’antigéne ainsi que la capacité destructrice des cellules T cytotoxiques. Ces CAR
sont générés a partir des cellules T d’un patient qui sont extraites et modifiées afin qu’elles
expriment le CAR & leur surface puis elles sont réinjectées au patient. Le répertoire des
lymphocytes T est alors redirigé vers les cellules cancéreuses cibles. Au contact de I’anti-
géne spécifique associé a la tumeur, les CAR induisent des fonctions de signalisation des
lymphocytes T, telles que la sécrétion de cytokines, la prolifération cellulaire et la survie.
Une réponse immunitaire spécifique qui détruit les cellules tumorales est ainsi mise en
place, améliorant les fonctions des cellules effectrices [Sadelain et al., 2009|. Les premiers
grands succés ont été obtenus sur les hémopathies malignes (en ciblant par exemple le
CD19) [Maude et al., 2014]. Ces cellules CAR T sont également & 1’étude pour des cibles
de tumeurs solides (par exemple HER2, EGFR) [Jackson et al., 2016].

Amélioration de Paffinité de liaison a antigéne

Les anticorps générés par phage display ou par des souris transgéniques sont souvent
soumis & une ingénierie supplémentaire afin de modifier I'affinité de liaison a I'antigéne.
L’augmentation de 'affinité ou la maturation par affinité des anticorps a été facilitée
par l'utilisation des techniques de display. Des mutations dans les séquences CDRs ou
dans les domaines variables sont introduites afin de moduler finement la capacité de
liaison des Fab. Les multiples variants sont ensuite criblés a haut débit afin de sélec-
tionner ceux présentant une affinité améliorée. Ces différentes approches peuvent étre
divisées en deux catégories. La premiére introduit de la diversité par des mutations aléa-
toires, générant de grandes banques de construits [Barbas et al., 1994] [Schier et al., 1996]
[Adams et al., 1998| [Zhang et al., 2004] [Lopez et al., 2018]. La deuxiéme, généralement
préférée, consiste a créer de petites banques par mutagenése focalisée, imitant la matura-
tion d’affinité in-vivo |Yang et al., 1995| [Chowdhury and Pastan, 1999]. Il est également
possible de combiner des mutations générant de petites augmentations d’affinité. Ces com-
binaisons ont souvent un effet additif et conduisent & une affinité grandement améliorée
[Wu et al., 1998] [Wu et al., 1999b].

La facilité d’action des technologies de display permet de cribler un nombre important
de variants, dans le seul but d’isoler uniquement les variants & plus haute affinité envers
la cible. Une autre stratégie est de moduler la forme du site de liaison entre 1’épitope
et le paratope afin qu’elle soit plus propice a la liaison a I'antigéne [Kiyoshi et al., 2014|
[Ho et al., 2005] [Raghunathan et al., 2012].

En améliorant I'affinité de liaison entre un anticorps et sa cible, I'activité thérapeu-
tique est augmentée. Ceci permet d’utiliser des doses plus faibles, de diminuer les effets

secondaires et d’augmenter la fenétre thérapeutique.
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Ameélioration des fonctions effectrices

Comme décrit plus haut, la liaison entre le Fc d’une Ig et les différents FcR engage de
nombreuses fonctions effectrices. L’ingénierie des anticorps permet de moduler ces activités
en améliorant 'affinité du Fc envers les différents récepteurs FcR, plus particuliérement
les FeyR [Wang et al., 2018|.

En premier lieu, le choix d'un isotype peut étre suffisant. L’isotype et le sous-type
d’un anticorps déterminent 'affinité de ’anticorps envers le FcR et donc D'efficacité thé-
rapeutique résultant des fonctions effectrices. Par exemple, une IgG1 a plus d’affinité
pour les FcyR activateurs que pour U'inhibiteur FeyRIIB [Shields et al., 2001]. Les IgG1
sont donc les isotypes de choix pour un ciblage direct de la tumeur [Bruhns et al., 2009]
[Nimmerjahn and Ravetch, 2008]. En revanche, lors du développement d’anticorps stimu-
lant les cellules immunitaires, une activité cytotoxique n’est pas favorable. Les isotypes
IgG4, étant incapable de déclencher les fonctions ADCC et CDC, ces isotypes sont préfé-
rables. Toutefois, ces IgG4 peuvent recruter le FeyRI et ont la capacité unique d’échanger
leur bras Fab in-vivo, ce qui peut affecter leurs propriétés pharmacocinétiques et phar-
macodynamiques. Ces IgG sont donc a utiliser avec précaution [Kolfschoten et al., 2007|
[Labrijn et al., 2009].

En second lieu, les approches d’ingénieries du fragment Fc ont permis de détermi-
ner les sites d’interactions clés du domaine Fc avec les FcyR et Clq. La connaissance
des sites de liaisons responsables des activités ADCC ou CDC a conduit a des efforts
d’ingénierie pour moduler les fonctions effectrices des IgG [Duncan and Winter, 1988|
[Duncan et al., 1988|. La plupart du temps, ce sont les capacités a induire ’ADCC et le
CDC qui sont recherchées et optimisées. Un certain nombre de mutations dans le domaine
Fc ont été identifiées qui, directement ou indirectement, améliorent la liaison des FcyR
activateurs. De ce fait, la cytotoxicité cellulaire est augmentée de maniére significative.
Plusieurs études se sont intéressées aux variants IgG1l et ont démontré une affinité plus
forte pour le FeyRIITA ainsi qu’une liaison diminuée pour le récepteur inhibiteur FeyRIIB
[Shields et al., 2001] |[Lazar et al., 2006] [Richards et al., 2008] [Stewart et al., 2011]. En
classant la contribution de chaque résidu, trois variants ont été identifiés comme présen-
tant une liaison au FcyRIITA améliorée et une capacité a induire une activité ADCC plus
importante. L’activité CDC semble plus influencée par la région charniére et la région
CH2 [Sensel et al., 1997 [Klein et al., 1981]. Des mutations au niveau de la région CH2
ont permis de délimiter un épicentre de 4 aa responsable de la potentialisation de I'activité
CDC [Idusogie et al., 2000]. Dans une volonté de s’affranchir des effets ADCC et CDC, des
mutations ont été recherchées pour réduire ou supprimer la liaison du domaine Fc avec les
FcyR et Clq. Des chercheurs ont ainsi identifié plusieurs mutants allant jusqu’a supprimer
cette liaison [Hezareh et al., 2001] [Oganesyan et al., 2008]. D’autre part, pour une stra-
tégie de développement d’anticorps agonistes, comme les anticorps ciblant la superfamille

des TNFR, un recrutement du récepteur inhibiteur FcyRIIB peut étre intéressant car il

o7



est le plus performant pour réticuler les AcMs. Comme énoncé précédemment, pour de
tels anticorps, la réticulation est un élément indispensable pour induire une activité effi-
cace in-vivo, parfois plus importante que les activités ADCC et CDC [White et al., 2013|
[Li and Ravetch, 2012] [Kim and Ashkenazi, 2013] [Wilson et al., 2011]. Dans cette op-
tique, plusieurs variants ont également été produits, présentant des affinités améliorées
uniquement envers le FcyRIIB. Un ensemble de 6 mutations appelées V12 ont permis
d’obtenir un anticorps présentant une affinité 200 fois supérieur a I'IgG1 initiale, amé-
liorant 'activité agoniste in-vitro de I'anticorps [Chu et al., 2008] [Mimoto et al., 2013].
D’autres mutations du Fc ont permis une multimérisation directement au niveau de ’anti-
corps, indépendamment du FeyRIIB, facilitant la formation d’hexaméres d’anticorps. Ces
construits permettent a la fois d’induire une réticulation des anticorps, tout en conser-
vant les activites ADCC et CDC [White et al., 2015] [Diebolder et al., 2014|. L’une ou
I’autre de ces stratégies peut ainsi étre utilisée en fonction du besoin d’induire uni-
quement une multimérisation des anticorps ou également les fonctions ADCC et CDC
|Zhang et al., 2016].

L’activité de la fonction effectrice est également connue pour étre sensible aux mo-
difications des structures oligosaccharidiques de la région Fc [Jefferis, 2009b|. Les acti-
vités effectrices peuvent ainsi étre modulées par glyco-ingénierie [Niwa and Satoh, 2015|
|Jefferis, 2009a]. Un certain nombre de lignées cellulaires modifiées ainsi que des inhi-
biteurs de glycosidase sont disponibles pour diriger la composition en sucres des gly-
canes sur une immunoglobuline [Schulz et al., 2018] [Liu et al., 2018|. L’exemple le plus
frappant est que I’élimination du fucose sur les anticorps améliore considérablement la
liaison aux FeyR ainsi que activité ADCC et ADCP en résultant [Shields et al., 2002]
[Shinkawa et al., 2003] [Herter et al., 2014] [Liu et al., 2015b]. Probabalement a cause de
I’encombrement stérique, la présence de fucose dans les glycanes & proximité du site de
fixation au niveau de I’Asn162 réduit PADCC [Ferrara et al., 2006]. A l'inverse, la pré-
sence de mono-N-acetylglucosamine (mono-GlecNAc), de galactose et de sialyl augmente
les fonctions effectrices [Dekkers et al., 2016] [Lin et al., 2015].

Amélioration des propriétés pharmacocinétiques

Les anticorps thérapeutiques IgG ont généralement une demie-vie plasmatique de 6 &
32 jours chez I’homme. La biodistribution et la demie-vie d’un anticorps peuvent égale-
ment étre modulées. Ceci suggére une augmentation de la durée d’action des anticorps,
réduisant ainsi les doses thérapeutiques. Deux caractéristiques majeures sont utilisées
dans la modification de la pharmacocinétique (PK) des anticorps : la liaison au FcRn, qui
intervient dans le recyclage des IgG1, et la taille de I’AcM.

En internalisant les IgG, le récepteur Fc néonatal (FcRn) maintient les IgG plus long-
temps dans 'organisme avant leur élimination et les protége des protéolyses, leur per-

mettant de prolonger leur demie-vie & environ 21 jours |Keizer et al., 2010|. La liaison
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au FcRn dicte donc la demie-vie plasmatique d’une IgG [Rath et al., 2015]. Il est pos-
sible de muter ces Igs afin qu’elles présentent une liaison renforcée pour le FcRn. Des
études de mutagenése ont démontré que des mutations a 'interface de la liaison Fc-FcRn
peuvent augmenter ou diminuer les interactions avec le FcRn in-vitro et in-vivo. Plu-
sieurs mutations ont entrainé une plus forte affinité de 1'lgG envers le FcRn, résultant
en une augmentation de la demie-vie sérique des mutants IgG1l chez des primates et
des souris transgéniques possédant le FcRn humain, jusqu’a 4 fois supérieure a leurs ho-
mologues non mutés |[Dall’Acqua et al., 2002| [Hinton et al., 2004] [Petkova et al., 2006]
[Dall’Acqua et al., 2006].

La taille joue également un role essentiel dans la PK des anticorps. Plus un élément est
gros, plus sa clairance va étre lente. Les anticorps entiers ont parfois des temps de demie-
vie encore trop courts. Une méthode capable d’augmenter ’encombrement stérique des
anticorps est appelée PEGylation. Elle consiste a conjuguer des chaines de polyéthyléne
glycol aux anticorps. La PEGylation des protéines est un processus éprouvé qui permet de
réduire 'immunogénicité, d’augmenter la demie-vie sérique, d’augmenter la solubilité et de
réduire la sensibilité aux protéases, tout en maintenant des propriétés pharmacologiques
intéressantes [Chapman, 2002]. L’activité de liaison a I’'antigéne est complétement préser-
vée. Comme énoncé précédemment, la demie-vie plasmatique des fragments d’anticorps
est excessivement plus courte que celle des anticorps entiers. Ici aussi, une PEGylation
permet une biodistribution plus lente, tout en conservant une pénétration plus perfor-

mante |Jevsevar et al., 2012].

2.3.3 Le marché des anticorps anticancéreux
Contexte du marché des anticorps thérapeutiques

Le marché des produits pharmaceutiques évolue dans un contexte trés spécifique :
un besoin constant d’innovations pour un secteur dont la recherche et le développe-
ment demandent des études longues et couteuses, avec une réglementation tres stricte
[Pammolli et al., 2011] [Ecker et al., 2015]. Pour pouvoir commercialiser un médicament
sur un marché, il est nécessaire d’obtenir une approbation par 1’organisme de santé pu-
blique correspondant, comme la FDA (Food and Drug Administration, USA) ou TEMA
(European Medicine Agency, UE). Pour l'obtention de cette autorisation de mise sur le
marché (ou AMM), il est souvent considéré que 10 a 15 ans sont nécessaires pour la mise
au point d'un médicament, pour un cott de 800 M€ a 1 G€ (LEEM, Recherche et Dé-
velopement). Il est donc nécessaire d’amener un maximum de produits sur le marché, et
ce, le plus tot possible.

Les produits biopharmaceutiques ont été largement développés depuis les années
80. Plus particulierement, les médicaments a base d’anticorps ont contribué de fa-

¢on remarquable & l'expansion de ce segment au sein de l'industrie pharmaceutique
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[Kinch and Griesenauer, 2018| [Hernandez et al., 2018|. Les anticorps ayant démontré
leur fort potentiel thérapeutique, d’important efforts ont été mis en place pour leur déve-
loppement, résultant en un nombre toujours croissant de médicaments & base d’anticorps,
et ce dans de nombreux domaines thérapeutiques, notamment en oncologie. Depuis ’AMM
du premier anticorps en 1992, le muromonab-CD3, la FDA et 'TEMA ont autorisé la mise
sur le marché d’environ 80 nouveaux anticorps thérapeutiques, avec une augmentation
significative depuis 2014, aboutissant & un record jamais atteint en 2017 de 10 nouveaux

anticorps ayant obtenu I’AMM.

Les anticorps anticancéreux sur le marché

Sources : Food and Drug Administration (FDA), Agence Européenne des Médicaments
(EMA), Les Entreprises du Médicament (LEEM), Antibody Society.

Parmi tous les anticorps ayant recu une AMM, plus de 45% sont indiqués pour
les cancers (hématologiques et non-hématologiques), suivis des anticorps ciblant les
maladies auto-immunes, les maladies infectieuses, puis les maladies cardiovasculaires
|[Kaplon and Reichert, 2018]. Les premiers développements d’AcMs anticancéreux visaient
a cibler directement les cellules malignes et & induire leur élimination. L’AMM des deux
premiers AcMs, 'anti-CD20 Rituximab et 'anti-HER2 Trastuzumab a fourni les preuves
de concepts de 'efficacité et des modes d’actions de ces AcMs. Aujourd’hui, une trentaine
d’anticorps a visée anticancéreuse a été autorisée (tables 2.2, 2.3, 2.4).

Parmi eux, sept anticorps ont marqué des tournants importants dans le traitement du
cancer :

— Rituximab
Il est le premier anticorps anticancéreux autorisé par la FDA pour le traitement de tu-
meurs malignes a cellules B CD20 positives. Cet anticorps chimérique, ciblant le CD20 a
la surface des cellules B et induisant leur apoptose, est le seul anticorps agoniste sur le
marché [Vega et al., 2009] [Lim and Levy, 2014]. Son activité dépend largement des fonc-
tions effectrices ADCC, CDC et ADCP [Weiner, 2010]. Rituximab est trés probablement
I’anticorps le plus étudié, avec plus d’une dizaine de dérivés présentants des fonctions
effectrices optimisées [Boross and Leusen, 2012].

— Trastuzumab
Le traitement par les AcMs des tumeurs solides a débuté en 1998 avec I'autorisation de
I’'anti-HER2 humanisé Trastuzumab pour le traitement du cancer du sein qui surexprime
HER2 (Human Epidermal Growth Factor 2). Cet anticorps se lie a la région juxtamem-
branaire IV du domaine extracellulaire de l'antigene de surface HER2. Le mécanisme
exact d’action de Trastuzumab reste a éclaircir, bien que 1’on sache que la dimérisation et
la phosphorylation du récepteur soient des éléments indispensables a ’activité de HER2.
Trastuzumab semble inhiber la dimérisation du récepteur en induisant son internalisation

et sa dégradation [Hudis, 2007] [Chen et al., 2003|. Une étude récente a cependant révélé
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qu’en 'absence d’autres membres de la famille HER, Trastuzumab n’empéchait ni ['ho-
modimérisation ni la phosphorylation de HER2, mais exercait son action via les fonctions
effectrices d’ADCC [Maadi et al., 2018] [Kohrt et al., 2012].

— Cetuximab
Les systémes liés aux facteurs de croissance étant surexprimés sur les tumeurs, ils sont des
cibles intéressantes pour le développement d’AcMs anticancéreux. Les anticorps qui ciblent
les récepteurs du facteur de croissance épidermique (EGFR pour Epithelial Growth Factor
Receptor) figurent parmi les inhibiteurs les plus puissants de la transduction du signal.
L’anti-EGFR chimérique Cetuximab agit en bloquant physiquement l'interaction entre le
récepteur et son ligand activateur et en empéchant le récepteur d’acquérir stériquement sa
conformation dimérique active [Ferguson, 2004]. Ceci affecte 'initiation de la transduction
d’un signal de croissance et de survie. Cetuximab a également démontré des capacités
d’induire PADCC et le CDC |[Kimura et al., 2007].

— Bevacizumab
Une autre action intéressante est la neutralisation des systémes apportant les nutri-
ments aux tumeurs ou stimulant leur croissance. Les cellules tumorales ont besoin de
former de nouveaux vaisseaux sanguins afin de les alimenter. Une des cytokines in-
tervenant dans ce processus est le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et
son récepteur est le VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor). Bevaci-
zumab (Avastin@®)), autoris¢ en 2004, neutralise la cytokine VEGF-A, et 'empéche de
se lier a ses récepteurs (VEGFR-1 et -2) |[Kim et al., 1993]. En bloquant ce systéme,
cet anticorps empéche 1’angiogenése, ou néovascularisation, ce qui a pour conséquence
d’affamer la tumeur [Ferrara et al., 2004]. Bevacizumab a démontré une efficacité in-
téressante dans les cancers colorectaux et le cancer du poumon non & petites cellules
[Lyseng-Williamson and Robinson, 2006].

— Ipilimumab, Pembrolizumab et Durvalumab
Au cours des derniéres années, des progrés majeurs ont été réalisés dans le traitement
a base d’AcMs grace a l'utilisation d’anticorps immunomodulateurs, capables de bloquer
les mécanismes suppresseurs des cellules immunitaires [Sharma and Allison, 2015]. La pre-
miére preuve de concept arrive avec la découverte que 'anti-CTLA4 humain (Ipilimumab)
apporte des bénéfices significatifs aux patients atteints de mélanome et carcinome. En blo-
quant la liaison entre CTLA4 et B-7, mécanisme important dans I'inhibition des cellules
T, Ipilimumab renforce le systéme immunitaire [Schadendorf et al., 2015]. Deux anticorps
ciblant 'axe PD-1/PD-L1 (Ianti-PD1 Pembrolizumab et 1’anti-PD-L1 Durvalumab) ont
démontré que d’autres récepteurs impliqués dans les signaux inhibiteurs des cellules T,
des cellules B et des cellules NK amélioraient également la fonction immunitaire.

Les versions optimisées de ces anticorps (Obinutuzumab, Panitumumab, Nivolumab,

etc.) ne sont pas détaillées ici, mais elles sont présentées dans les tableaux 2.2, 2.3, 2.4.
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L’augmentation du nombre d’AcMs a recevoir une AMM tend & persister car de nom-
breux anticorps sont en développement. Il apparait que 12 anticorps sont susceptibles
d’étre acceptés courant 2018. Parmi eux, 4 sont indiqués contre des cancers (sacituzumab
govitecan, moxetumomab pasudotox, cemiplimab, ublituximab), tandis que 19 autres sont
actuellement en phase clinique dont 10 contre des cancers [Kaplon and Reichert, 2018|.
De nombreux efforts continuent ainsi & étre mis en place pour développer de nouvelles
constructions d’anticorps, qui permettront d’offrir de nouvelles solutions thérapeutiques
pour les années a venir. Les anticorps agonistes présentent un fort potentiel thérapeu-
tique & exploiter [Carter and Lazar, 2018]. Les récepteurs DR4 et DR5 sont des cibles de
choix pour le développement d’AcMs anticancéreux car ils sont préférentiellement expri-
més sur les cellules tumorales et peuvent agir directement pour déclencher sélectivement

I’apoptose des cellules cancéreuses.
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Chapitre 3

Anticorps monoclonaux et dérivés
ciblant le systéme TRAIL

Aprés la découverte attrayante de la sélectivité et des propriétés de signalisation de
TRAIL, les tentatives pour amener le systéme TRAIL-TRAILRs jusqu’a son utilisation
clinique ont été nombreuses. Pour initier la voie extrinséque de l'apoptose, les récep-
teurs DR4 et DR5 doivent étre multimérisés. Plusieurs composés ont été développés
pour induire cette multimérisation, utilisant TRAIL recombinant ou des constructions
d’anticorps monoclonaux (AcM) anti-DR4 et anti-DR5. D’abord dévelopée par Genen-
tech, la premiére génération de composés agonistes ou dérivés de TRAIL n’a malheu-
reusement pas montré les résultats escomptés, les traitements ne présentant pas d’effi-
cacité clinique [Micheau et al., 2013]. Toutefois, les études récentes sur la transduction
du signal TRAIL ont permis de mieux comprendre ses mécanismes et ses exigences.
Ces nouvelles données ont conduit au développement d’un nombre important de dérivés
plus efficaces, comme par exemple, des fragment d’anticorps (scFv), des anticorps bis-
pécifiques, des récepteurs-anticorps chimériques (CAR) ou des dérivés conjugués (ADC)
[Dubuisson and Micheau, 2017].

3.1 Essais cliniques de TRAIL

3.1.1 Premiére génération

Le TRAIL humain recombinant, thTRAIL, a été largement testé au niveau préclinique
pour ses propriétés de destruction sélective des tumeurs et sa siireté [Ashkenazi et al., 1999].
Les bons résultats ont encouragé Genentech a développer la dulanermine, rhApo2L /
TRAIL, une protéine recombinante codant pour les acides aminés (aa) 114 a 281 de
TRAIL. Les essais cliniques de phase I/II ont montré que la dulanermine est bien to-
léré chez les patients [Herbst et al., 2006] [Ling et al., 2006]. Toutefois, en monothérapie,

la dulanermine n’a pas présenté d’activité antitumorale clinique. De nombreuses études
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pré-cliniques ont démontré la capacité des médicaments chimiothérapeutiques convention-
nels & augmenter ou restaurer la sensibilité du TRAIL dans les cellules tumorales. Des
essais cliniques supplémentaires ont donc été mis en place pour évaluer l'efficacité thé-
rapeutique de la dulanermine combinée & des chimiothérapies ou avec des traitements
incluant des AcMs [Micheau et al., 2013|. Malheureusement, bien que ces combinaisons
soient bien tolérées chez les patients, les traitements n’ont pas induit d’activité théra-
peutique globale suffisante pour continuer le développement clinique [Soria et al., 2010|

|Quintavalle and Condorelli, 2012| [Cheah et al., 2015].

Les limitations de son efficacité pourraient s’expliquer par deux facteurs principaux,
la courte biodisponibilité de la dulanermine ainsi que la résistance inhérente des tumeurs
primaires a la mort cellulaire induite par TRAIL. L’instabilité, due au maintien de la
structure par des liaisons non-covalentes, et la rapide clairance de la dulanermine induisent
une demie-vie allant de 40 min a 1 h apreés l'injection. La demie-vie de la dulanermine
s’est révélée trop courte, limitant considérablement sa fenétre d’activité thérapeutique
[Wang et al., 2014b].

Le deuxiéme probléme est la résistance possible des cellules cancéreuses au traite-
ment. Au niveau de la membrane cellulaire, la résistance peut étre due a ’expression
d’inhibiteurs, comme les récepteurs antagonistes DcR1, DcR2 dont I'affinité de liaison
avec la dulanermine est presque identique a celle de DR4 et DR5 [Truneh et al.; 2000]. Le
microenvironnement tumoral est un systéme biologique complexe, dans lequel ’action an-
titumorale de la dulanermine est également susceptible d’étre compromise, quelle que soit
la sensibilité initiale de la tumeur elle-méme. De méme, il a été récemment proposé que les
cellules stromales hébergeant des DcR sont également susceptibles d’entraver 'efficacité
de la dulanermine [O’Leary et al., 2016]. Au niveau intracellulaire, le nombre assez consé-
quent d’inhibiteurs peut induire une résistance de TRAIL aprés liaison a ses récepteurs
agonistes, l'inhibiteur le plus important étant c-FLIP, dont ’expression dans les cellules
cancéreuses s’est avérée étre régulée positivement par les biomolécules actives dérivées du
sérum, telles que les phospholipides [Kang et al., 2004]. De méme, dans les lymphomes
folliculaires, CD40L est capable d’induire la voie NF-kB, augmentant la quantité des in-
hibiteurs ¢-FLIP et Bcl-xL, et protégeant les cellules de I'apoptose induite par TRAIL
[Travert et al., 2008]. La régulation positive de ces inhibiteurs dans les tumeurs primaires
contribue trés certainement au manque d’efficacité de la dulanermine. Ce constat a sou-
levé le besoin de développer des produits présentant une meilleure efficacité. Il convient
de noter toutefois qu'un nouvel essai clinique de phase III, visant a évaluer les effets de
la dulanermine dans le traitement du cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC)
avancé, vient tout juste de démontrer un avantage modéré a l'utilisation de la dulaner-
mine. Ces traitements pourraient donc étre encourageants pour les patients atteints de
CPNPC avancé [Ouyang et al., 2018|.
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3.1.2 Nouvelles versions de TRAIL

En réponse aux résultats décevants de la dulanermine, plusieurs nouvelles formula-
tions de TRAIL ont été développées pour améliorer la stabilité et la demie-vie de TRAIL
[Schneider et al., 2010| |[Lemke et al., 2014b| [Lim et al., 2015] [de Miguel et al., 2016].
Un certain nombre en est présenté dans la figure 3.1. La plupart des tentatives sont basées
sur la multimérisation de TRAIL par des chaines simples (scTRAIL), par exemple, en le
fusionnant au fragment d’anticorps variable monocaténaire (scFv-TRAIL) ou a des pro-
téines particulieres (6xHis-TRAIL, LZ-TRAIL, ténascine-C). Parmi les nombreuses formu-
lations de TRAIL fusionnés, les constructions ténascine-C-TRAIL (TNC-TRAIL), 6xHis-
TRAIL, SuperKiller TRAIL, TRAIL-Fc et TRAIL monocaténaire (scTRAIL) présentent
des propriétés conformationnelles et pharmacocinétiques intéressantes. Des construc-
tions telles que TNC-TRAIL, SuperKiller TRAIL ou 6xHis-TRAIL ont été développées
pour stabiliser la conformation multimérique de TRAIL, permettant d’augmenter a la
fois l'agrégation des récepteurs et l'apoptose [Berg et al., 2007| [Dufour et al., 2017a].
TRAIL-Fc et scTRAIL ont été utilisés pour augmenter la biodisponibilité et la demie-
vie de TRAIL, ainsi que son activité tumoricide [Wang et al., 2014c|. Plus précisément,
le trimére scTRAIL hautement stable (APG350) a été congu comme un TRAIL hexa-
valent. Cette construction de TRAIL est capable d’induire une mort cellulaire program-
mée robuste sans nécessiter de réticulation supplémentaire, comme cela est parfois requis
pour augmenter d’autres préparations recombinantes de TRAIL, comme Flag-TRAIL
[Gieffers et al., 2013] [Wajant et al., 2001].

FIGURE 3.1 — Représentation schématique des principales nouvelles version de TRAIL
recombinant utilisés dans des essais cliniques ou en laboratoire pour induire I’apoptose
via DR4 et/ou DR5.
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Plus récemment, Beijing Sunbio Biotech Co. Ltd. (Pékin, Chine) a développé une
nouvelle préparation, TRAIL circulairement permuté (CPT). Ce variant présente une
meilleure stabilité, une demie-vie plus longue et une activité antitumorale plus forte par
rapport a la dulanermine. Dans les essais cliniques précoces de phase II, CPT est bien
toléré avec des toxicités limitées. CPT induit une réponse antitumorale, seul ou associé au
thalidomide et / ou & la dexaméthasone, chez des patients atteints de myélome multiple
récidivant ou réfractaire [Chen et al., 2012| [Geng et al., 2014] [Leng et al., 2017|. CPT
s’est ainsi révélé, jusqu’a présent, le dérivé de TRAIL le plus performant et le plus pro-
metteur. Cependant, semblable & TRAIL, CPT se lie aux récepteurs leurres et pourrait
potentiellement favoriser la migration cellulaire et les métastases.

Toutes ces limitations ont donc entrainé le développement de thérapies plus spécifiques
ciblant uniquement DR4 et DR5.

3.2 Anticorps monoclonaux ciblant DR4 et DR5 et es-

sais cliniques

Les anticorps monoclonaux représentent des outils de choix pour le ciblage de DR4 et
DRA. Ils offrent clairement des avantages pour I’éradication des tumeurs. Premiérement,
ils ont une demie-vie in-vivo plus longue que TRAIL (environ 21 jours). Deuxiémement,
leurs domaines Fc permettent des interactions avec les récepteurs Fc (FcR) présents sur
la surface cellulaire des cellules immunitaires conduisant & la cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et a la cytotoxicité cellulaire dépendante du
complément (CDC). Enfin, en raison de leur sélectivité et de leur spécificité envers DR4
ou DRb5, les AcMs sont totalement indépendants de I'expression des récepteurs leurres,
que ce soit sur les cellules tumorales ou sur le microenvironnement. Mais ces anticorps
présentent aussi des limitations. En étant bivalents, ils pourraient étre moins capables de
multimériser les récepteurs agonistes et risques d’étre moins actifs que TRAIL.

Jusqu’a présent, sept anticorps monoclonaux agonistes ont été testés dans des essais
cliniques : un anti-DR4 et six anti-DR5. La plupart de ces anticorps induisent une mort

apoptotique canonique, a part lorsque cela est spécifié.

3.2.1 Anti-DR4
Mapatumumab (HGS-ETR1)

Mapatumumab, également connu sous le nom de HGS-ETR1 ou TRM1, est le seul an-
ticorps monoclonal anti-DR4 évalué dans des essais cliniques jusqu’a présent. Développé
par Human Genome Science (HGS) en 2005, cet agoniste a démontré une liaison sélective
et élevée & DR4, ainsi qu’une cytotoxicité efficace [Pukac et al., 2005]. Cet anticorps en-

tierement humain a été construit par phage display en utilisant une large banque de génes
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scFv de lymphocytes B humains non immunisés. Afin d’obtenir Mapatumumab, le scFv
correspondant &8 HGS-ETR1 a été sélectionné pour sa forte activité puis converti en IgG1.
Mapatumumab promeut 'apoptose de divers types de cellules tumorales in-vitro, et sur
des modeles de xénogreffes in-vivo [Pukac et al., 2005]. Cet anticorps induit 'apoptose de
maniére dose-dépendante in-vitro dans un large spectre de lignées cellulaires tumorales
humaines. Comme exposé précédemment, DR4 ne nécessite pas de réticulation secondaire
pour engager le processus apoptotique [Pukac et al., 2005]. Le mécanisme d’action de cet
anticorps semble donc venir de sa capacité a multimériser et a engager DR4, induisant
la signalisation apoptotique. Mapatumumab a également démontré la capacité d’induire
les fonctions ADCC et CDC sur des lymphomes et potentialise les effets du Rituximab
[Maddipatla et al., 2007]. In-vivo, Mapatumumab permet une regression tumorale chez
des souris portant des xénogreffes de tumeurs humaines Colo205 (colorectal), H2122 (pul-
monaire) et A498 (rénale) [Pukac et al., 2005|. La combinaison du Mapatumumab avec
des chimiothérapies permet d’augmenter leur effet anti-tumoral, suggérant que Mapa-
tumumab pourrait étre utile en association avec des agents chimiothérapeutiques. Des
études pharmacocinétiques et toxicologiques ont été réalisées sur des singes cynomolgus
et des chimpanzés. Des doses allant jusqu’a 40 mg /kg tous les 10 jours pendant 6 mois

ont ¢été bien tolérées. La durée de demie-vie est d’environ 23 jours [Tolcher, 2007].

TABLE 3.1 — Essais cliniques incluant Mapatumumab seul ou en combinaison

Mapatumumab Cfl)ilrllziizie Indication Réponses Reéférences
Seul
1 T lid , Bien toléré [Tolcher, 2007]
a umeurs solides avancées 4 20 mg ke [Hotte ct al., 2008]
Th /I LNH récidivant 3/15 réponses NCT00094848
ou réfractaire cliniques [Younes et al., 2010]
Bien toléré NCT00092924
I CPNPC Pas d’avantage [Greco et al., 2008]
‘ ‘ Cancer colorectal réfractaire | Maladie stable ‘ [Trarbach et al., 2010]
Combinaisons
. B} . L [Chow et al., 2006a]
Paclitaxel & I/Ib Tumeurs solides avancées Bien toléré [Leong et al., 2000]
carboplatine ‘ I1 ‘ CPNPC avancé Pas d’avantage ‘ [von Pawel et al., 2014]
Gemcitabine . . Bien toléré
& cisplatine Ib Tumeurs solides avancées 4 30 mg kg [Mom et al., 2009]
Cls.plat}ne & Th/IT Cancer cer\./}cal avancé de / NCT01088347
radiothérapie premiére ligne
h Carcinomes hépatocellulaires Bien toléré NCT00712855
Sorafenib avanceés a 30 mg/kg [Sun et al., 2011]
I Carcinomes hépatocellulaires Pas d’avantage NCT01258608
avancés de premiére ligne vantag [Ciuleanu et al., 2016]
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Toutes ces données encourageantes ont permis d’évaluer Mapatumumab dans plusieurs
essais cliniques de phase I et II. Mapatumumab a été testé seul ou en combinaison avec
des agents cytotoxiques, du sorafenib ou de la radiothérapie (table 3.1). Mapatumumab,
utilisé & des doses variants de 20 & 30 mg /kg présente peu de toxicité, qu’il soit utilisé
seul ou en combinaison. Malheureusement, aucun de ces essais n’a atteint les objectifs

initiaux, ce qui a entrainé I'arrét de son développement clinique.

Anticorps anti-DR4 en recherche

Cependant, le développement de nouveaux AcM ciblant DR4 se poursuit. Plusieurs
AcMs ciblant DR4 ont été décrits dans des études précliniques, présentant un potentiel

pro-apoptotique intéressant (figure 3.2).

FIGURE 3.2 — Représentation schématique des anticorps anti-DR4. m921, 4H6 & 4G7,
AY4 et TR1-mAbs sont des anticorps murins testés dans des études pré-cliniques. Mapa-
tumumab est le seul anticorps ciblant DR4 évalué lors d’essais cliniques.

e 4H6 et 4G7
Les deux anticorps 4H6 et 4G7 ont été développés par immunisation protéique en utilisant
des souris Balb/c. Ces anticorps ont une affinité de 20 pM et 5 pM pour 4G7 et 4H6
respectivement [Chuntharapai et al., 2001]. Alors que 4H6 est une IgG1, qui reconnait
strement le méme épitope que TRAIL puisqu’il entre en compétition avec ce dernier,
4G7 est une IgG2a qui ne bloque pas la liaison de TRAIL avec DR4. Bien que ces deux
anticorps n’induisent une activité pro-apoptotique wn-vitro que lorsqu’ils sont réticulés,
4H6 est capable d’induire une régression tumorale totale in-vivo sans 'ajout d’agents
réticulants, alors que IgG2a-4G7 ne fait que ralentir la croissance tumorale. Le changement
d’isotype de chacun des deux anticorps a mis en avant 'importance de l'isotype IgG1 pour
induire une activité anti-tumorale n-vivo, indépendamment de la qualité de liaison envers
DRA4. L’activité de ces anticorps est donc trés probablement due a une agrégation in-vivo
par les cellules du systéme immunitaire possédant un FcyR, ou & une forte activité des
fonctions effectrices, a savoir ’ADCC, PADCP et/ou le CDC |Chuntharapai et al., 2001].
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e AY4

L’anticorps AY4 a également été obtenu par une approche protéique d’immunisation de
souris Balb/c. 1l a été sélectionné pour sa capacité a reconnaitre DR4 recombinant et
pour son activité tumoricide. AY4 se lie au DR4 avec une affinité de 7,1 + 0.6 nM. Il
permet d’induire une cytotoxicité dose-dépendante sur un panel de 7 lignées cancéreuses
humaines sensibles & TRAIL. Cette cytotoxicité n’est cependant pas retrouvée sur des
lignées cancéreuses résistantes & TRAIL ou sur des hépathocytes humains normaux. Le
traitement in-vivo par AY4 retarde la pousse tumorale des cellules de carcinomes non a pe-
tites cellules (H460). Cet anticorps est donc capable d’induire une activité pro-apoptotique

intéressante pour des développements thérapeutiques futurs [Sung et al., 2009].
e m291

Cet anticorps humain a été développé par phage display en utilisant une banque de génes
scFv issus de lymphocytes B humains naifs. Il a été sélectionné pour son haut niveau de
liaison envers DR4 recombinant, et semble chevaucher le site de liaison de TRAIL. La
version entiére IgG1 présente une haute avidité et une sélectivité envers DR4 exprimé a la
surface de la lignée cellulaire de lymphome B ST486. Sur cette méme lignée, m921 induit
seul une cytotoxicité dose-dépendante a forte concentration (500 nM). Aucune cytotoxicité
n’est retrouvée sur des cellules MCF-7, n’exprimant pas de DR4 membranaire dans cette
étude. La toxicité est donc spécifique. L'effet est cependant inférieur au rTRAIL utilisé
a une concentration 100 fois plus faible (5 nM), mais une optimisation de 'affinité de
I’anticorps pourrait augmenter 'efficacité de I’AcM et diminuer les doses utilisées. Seule
I'inhibition de la croissance a été testée et le mécanisme induisant la mort cellulaire n’a
pas été identifié. Il aurait peut étre été nécessaire de tester 'apoptose par cytométrie en
flux et/ou d’évaluer I'induction de la cascade pro-apoptotique par western blot afin de
vérifier si la mort cellulaire observée est bien due a ’apoptose. Il semblerait également
intéressant d’évaluer si cette forte concentration n’entraine pas de toxicité sur d’autres
cellules [Feng et al., 2010].

e TR1-mAbs

Les derniers travaux impliquant des anticorps anti-DR4 ont été effectués par une col-
laboration japonaise et chinoise. Ces chercheurs ont tout d’abord développé plusieurs
anti-DR4 humains en utilisant des souris TC (TransChromo) génétiquement modifiées
exprimant l'intégralité des génes des immunoglobulines humaines. En utilisant la techno-
logie de single cell (ISAAC), ils ont testé 9 anticorps dirigés contre DR4 sur un panel de
cellules cancéreuses |Lin et al., 2010]. Deux d’entre eux ont démontré des propriétés in-
téressantes en combinaison avec TRAIL. TR1-419 semble potentialiser TRAIL alors que
TR1-422 semble inhiber son action [Hao et al., 2016]. Cependant, les effets sont relati-
vement faibles. La combinaison de TR1-419 et TRAIL ne permet d’abaisser la viabilité
cellulaire que de 20% maximum comparée au TRAIL seul et aucun anticorps ne semble

avoir d’effet agoniste seul. De plus, ces effets n'ont été caractérisés que par viabilité cel-
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lulaire et ’analyse de la cascade apoptotique n’a été effectuée que sur les cellules Hela.
Ces anticorps ont ensuite été convertis en IgM. Sur les cellules de cancer colorectal
Colo205, les formes IgG utilisées seules n’induisent que faiblement I’apoptose, alors que les
formes IgM présentent un fort potentiel apoptotique in-vitro et in-vivo [Piao et al., 2016|
|Guo et al., 2017]. Il est intéressant de noter ici que les deux anticorps TR1-419 et TR1-
422 sous forme IgM sont capables d’induire I'apoptose avec ou sans TRAIL. La valence
de I'IgM, et donc son avidité supérieure par rapport a 'lgG pourrait réticuler plus de

récepteurs et serait siirement responsable de cette activité supérieure.

3.2.2 Anti-DR5

Contrairement & DR4, un nombre plus conséquent d’anticorps monoclonaux contre
DR5 ont été générés et évalués dans des essais cliniques. Seuls ou en association, Cona-
tumumab, Drozitumumab et Tigatuzumab sont passés a des essais cliniques de phase 11,
alors que Lexatumumab, DS-873a et LBY-135 n’ont pas dépassé la phase I (voir tables
3.2 et 3.3). Cependant, la majorité des anticorps anti-DR5 développés nécessite une ré-
ticulation secondaire pour étre actifs. Dans les modéles de xénogreffes, cette fonction de

réticulation est assurée par la liaison aux FcyR [Li and Ravetch, 2013] [Wajant, 2015].

Lexatumumab (HGS-ETR2)

Lexatumumab, également connu sous le nom de HGS-ETR2, est I’homologue du Ma-
patumumab mais dirigé contre DR5. Egalement développé par Human Genome Science
(HGS) en 2005 en utilisant la méthode du phage display, cet anticorps DR5-agoniste est
entierement humain. D’abord testé sur un ensemble de cellules primaires de carcinome
rénal, il reconnait efficacement DR5 |Zeng et al., 2006]. In-vitro, cet anticorps est capable
d’induire la mort cellulaire et ’apoptose. Cependant, la réticulation de HGS-ETR2, par un
anticorps secondaire reconnaissant la partie Fc des IgG humaines, est nécessaire pour aug-
menter considérablement son effet pro-apoptotique. Testé sur des xenogreffes, cet anticorps
semble capable de supprimer la croissance tumorale in-vivo lorsqu’il est réticulé, et utilisé
seul, il semble ralentir la pousse tumorale. Cependant les volumes tumoraux des souris
non traitées présentés dans cette étude ne sont pas tres élevés. Il serait donc intéressant de
regarder D'effet sur la pousse tumorale sur un temps plus long. HGS-ETR2 a ensuite été
étudié dans de nombreux essais pré-cliniques, seul ou en combinaison avec des agents
anticancéreux ou de la radiothérapie [Shimada et al., 2007| [Belyanskaya et al., 2007]
|[Engesaeter et al., 2012] [Luster et al., 2009] [Wu and Kakehi, 2009] [Marini et al., 2006].
Les réponses plutdt encourageantes suggérent une induction de 'apoptose des cellules
cancéreuses de maniére dépendante de la concentration et du temps. De plus, la synergie
avec les différents agents thérapeutiques permet de valider 1'utilisation de Lexatumumab
en combinaison. Malgré 'intérét de cet anticorps, il y a eu peu d’essais cliniques. Lexatu-

mumab n’a été testé que sur des lymphomes, des tumeurs solides pédiatriques ou avancées,
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TABLE 3.2 — Essais cliniques des anticorps anti-DRJ5.

Lexatumumab Clii}rizil;ﬁe Indication Réponses Références
Seul
1 Tumeurs solides avancées Bien toléré [Plummer et al., 2007]
& et lymphomes a 10 mg/kg [Wakelee et al., 2010]
I Tumeurs solides NC NCT00428272
pédiatriques [Merchant et al., 2012]
Combinaisons
Gemcitabine, pemetrexed, . i Réponses o
doxorubicin ou FOLFIRI Ib Tumeurs solides avancées partielles [Sikic et al., 2007]
IFNy I  Tumeurs solides NC NCT01445093
pédiatriques réfractaires
Phase . . . oz
Conatumumab Clinique Indication Réponses Références
Seul
. ) Bien toléré [Herbst et al., 2010]
I/Ia Tumeurs solides avancées A 20 mg ke [LoRusso, 2007]
Combinaisons
Ganitumab I Tumeurs solides avancées Bien toléré NCT00819169
(479) ou réfractaires a 15 mg/kg [Chawla et al., 2010]
D bici I Sarcomes de tissus mous Avant NCT00626704
oxorubieit non résécables vantage [Demetri et al., 2012]
FOLFOX & Beva | Ib/2 | CCRm | NC | NCT00625651
FLOFIRI =+ 479 | I | seconde ligne de CCRm |  Avantage | [Cohn et al., 2012]
o Bien toléré NCT00630552
Gemcitabine & 479 I CPm 410 mg/kg | [Kindler et al., 2010]
Carboplatine & paclitaxel ‘ Ib/2 ‘ CPNPC ‘ NC ‘ NCT00534027
Panitumumab | Ib/2 | CCRm | NC | NCT00630786
Borte'zomlb h Lymphorr}e§ r.efractalres NC NCT00791011
ou vorinostat ou récidivants
. Phase . . . 02
Drozitumab AR Indication Réponses Références
Seul
Tumeurs solides avancées Toléré .
Ta ou réfractaires a 20 mg/kg [Camidge, 2008]
I CPNPC avancé Pas NCT00480831
chondrosarcomes avancés d’avantage NCT00543712
Combinaisons
o L Pas NCT00517049
Rituximab II LNH récidivants d’avantage [Wittebol et al., |
Carboplatin, paclitaxel N Bien toléré .
: Bova I lére ligne de CCRm 4 15 mg kg [Karapetis CS, 2010]
Cetux & irinotecan N Bien toléré NCT00497497
ou FLOFIRI + Beva Tb Lére ligne de CCRm a 15 mg/kg [Baron et al., 2011]
FOLFOX = Beva ‘ Ib ‘ lére ligne de CCRm ‘ Pas d’avantage ‘ NCT00851136
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TABLE 3.3 — Essais cliniques des anticorps anti-DR5 suite

Phase

DS-8273a Clinique Indication Réponses Références
Seul
I Tumeurs solides avancées Bien toléré [Forero et al., 2017]
& Lymphomes a 24 mg/kg NCT02076451
Combinaisons
. Cancer colorectal avancé NCT02991196
Nivolumab I Mélanome au stade IV NC NCT02983006
LBY-135 Cll)i}rllzii:ie Indication Réponses Références
Seul
. ) Bien toléré
I Tumeurs solides avancées R [Sharma et al., 2014]
a 20 mg/kg
Combinaisons
Capecitabine I Tumeurs solides avancées R Toleré [Sharma et al., 2014]
a 20 mg/kg
. Phase s . . e
Tigatuzumab JHserE Indication Réponses Reéférences
Seul
Tumeurs solides avancées L
I ou réfractaires Toléré NCT00320827
& Lymphome a 8 mg/kg [Forero-Torres et al., 2010]
Combinaisons
I CPNPCm ou Pas NCT00991796
Carboplatin non résécable d’avantage [Reck et al., 2013]
& paclitaxel
I COmou NC NCT00945191
localement avancé
o - Contribution
Gemcitabine II CPm ou non résécable possible [Forero-Torres et al., 2013]
Irinotecan ‘ II ‘ CCRm ‘ Pas d’avantage NCT00969033
Patients dont les
FOLFIRI I autres TTT ont échoués NC NCT01124630
Sorafetinib | I | Cancer du foie avancé | Pas d’avantage [Cheng et al., 2015]
Abraxane I Cancer du sein triple Pas d’avant NCT01307891
(paclitaxel) négatif métastatique as G avantage [Paoletti et al., 2015]

CCRm : cancer colorectal métastatique, CPm : cancer pulmonaire métastatique, CPNPC :
cancer pulmonaire non a petites cellules, CPNPCm : CNPCN métastatique, LNH : lym-
phomes non hogkiniens, COm : cancer ovarien métastatique, TTT : traitements, NC :
non communiqué
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et peu de combinaisons ont été évaluées. Tous les traitements sont bien tolérés et la durée
de demie-vie varie de 2 & 18 jours. Toutefois, cet anticorps ne semble pas capable d’induire
les fonctions ADCC et CDC sur les lymphomes et il n’a démontré que de faibles avantages

thérapeutiques.

Conatumumab (AMGG655)

AMGG655 a été développé par Amgen et Takeda Bio & partir d’immunisation pro-
téique de souris transgéniques exprimant les génes codant les Ig humaines. Cet anti-
corps agoniste, entiérement humain, se lie spécifiquement au domaine extracellulaire de
DR5. In-vitro et in-vivo, il a démontré une capacité a induire 'apoptose des cellules
de cancers pulmonaires, pancréatique et du colon, mais uniquement lorsqu’il est réticulé
[Kaplan-Lefko et al., 2010|. Les études pré-cliniques démontrent également que Conatu-
mumab augmente légérement le potentiel des chimiothérapies comme 5-FU, I'irinotecan
ou gemcitabine |Kaplan-Lefko et al., 2010]. Les résultats de l'essai clinique de phase I
indiquent que Conatumumab est bien toléré chez les patients, seul ou en combinaison,
et que sa demie-vie est de l'ordre de 16 jours [Herbst et al., 2010] [Doi et al., 2011]. Ce-
pendant, bien que cet anticorps ait été testé jusqu’en phase II, les études combinées ont
montré quelques divergences dans les effets induits par Conatumumab. Quelques réponses
cliniques ont été observées en association avec 'anti-IGFR1 Ganitumumab ou gemicita-
bine, mais l'inverse est observé avec la doxorubicine. Conatumumab a été arrété a ce
stade. Toutefois, des études pré-cliniques plus récentes ont démontré une synergie de
TRAIL et de cet anti-DR5. Le co-traitement augmente I'activité anti-tumorale et sensi-
bilise les cellules initialement résistantes & TRAIL in-vitro et in-vivo |Graves et al., 2014]
[Tuthill et al., 2015]. Ces résultats sont trés intéressants et ouvrent de nouvelles possibi-

lités pour le développement d’agents thérapeutiques ciblant TRAIL et ses récepteurs.

Drozitumab (Apomab ou PR0O955780)

Drozitumumab a été développé par Genentech en utilisant la méthode du phage dis-
play. Les clones ont été criblés sur les cellules Colo205. Les clones sélectionnés ont été
ensuite convertis en IgG entiérement humaines. Le clone qui présentait I’activité la plus
intéressante, a savoir Apomab, a été sélectionné et son affinité a été optimisée en utilisant
la mutagéneése dirigée |[Adams et al., 2008|. L’étude sur la liaison entre Apomab et DR5
a démontré que cet anticorps se fixait, comme TRAIL, sur les régions CRD2 et CRD3 de
DR5 et qu'il induit un regroupement des DR5 a la surface cellulaire [Adams et al., 2008|.
Apomab a un effet sur les cellules de cancers colorectal, pancréatique, mammaire et
sur les rhabdomyosarcomes mais il nécessite également une réticulation supplémentaire
a l'aide d'un anticorps secondaire anti-Fc humain [Eng et al., 2016] [Kang et al., 2011]
[Wilson et al., 2011| [Zinonos et al., 2009]. Dans les essais cliniques, il est le seul anti-

DRb5 suspecté d’induire une petite cytotoxicité hépatique dans la phase I. Cependant il
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est globalement bien toléré et présente des effets antitumoraux intéressants contre les tu-
meurs solides avancées. Sa demie-vie est de 7 a 21 jours. Il fait partie des anti-DR5 testés
au cours d’essai clinique de phase II, malheureusement aucune réponse objective n’a été

attribuée & l'administration de Drozitumumab chez ’homme.

Tigatuzumab (CS-1008 ou TRA-8)

Tigatuzumab a été produit par Daiichi-Sankyo & partir de 'anticorps murin TRA-
8. Cet anticorps a été généré par immunisation de souris Balb/c classique en utilisant
une protéine de fusion exprimant la partie extracellulaire de DR5 et la partie Fc d'une
IgG1 humaine (DR5-Ig). TRA-8 induit 'apoptose de cellules tumorales de gliome et d’as-
trocytome in-vitro et présente une activité tumoricide in-vivo sans nécessiter de réticu-
lation [Ichikawa et al., 2001|. Son activité peut étre augmentée par radiation ou par I'ajout
d’agents chimiothérapeutiques [Buchsbaum et al., 2003] [DeRosier et al., 2007]. Les CDRs
murins de TRA-8 ont ensuite été greffés sur un anticorps humain, pour obtenir Tigatu-
zumab, la version humanisée de TRA-8. Tigatuzumab a été testé chez I’homme pour les
lymphomes récidivants ou des tumeurs solides. Il a été bien toléré et sa demie-vie est
estimée entre 8 et 16 jours. Cet anticorps a été testé en phase II combiné a de nom-
breux agents (table 3.3). Toutefois, I’ensemble des résultats cliniques n’a pas démontré

d’amélioration due au Tigatuzumab.

LBY135

LBY 135, développé par Novartis, est 'unique anticorps chimérique murin-humain anti-
DR5. Cet anticorps ne présente pas de toxicité envers les cellules normales. Il est actif
sur les leucémies chroniques (LLC) et sur un spectre plus large de cellules tumorales
[Natoni et al., 2007] [Sharma et al., 2014]|. Cependant, cet anticorps nécessite une réti-
culation secondaire pour étre efficace [Natoni et al., 2007]. Il démontre une synergie en
combinaison avec des chimiothérapies telles que doxorubicine, 5-FU, irinotécan et pacli-
taxel. Il a été testé au cours d’un essai clinique de phase I seul ou en combinaison avec
du capecitabine. Il présente une demie-vie d’environ 10 jours, et malgré des profils non
toxiques et une tolérance favorable dans les tumeurs solides avancées, une activité clinique

limitée a été observée dans cette étude [Sharma et al., 2014].

DS-8273a

Développé par Daiichi-Sankyo, DS-8273a est anticorps entiérement humanisé. Il se
lie plus fortement au domaine extracellulaire de DR5 que son homologue CS-1008, et
démontre dans les essais pré-cliniques une activité pro-apoptotique intéressante
[Burvenich et al., 2016|. Fait marquant, la premiére publication décrivant cet anticorps

démontre que DS-8273a pourrait étre utile pour éradiquer les cellules suppressives déri-
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vées de myéloides chez les patients atteints de cancer avancé, indiquant que DS-8273a
pourrait indirectement contribuer a des thérapies antitumorales [Dominguez et al., 2017].
Cet anticorps a été testé en essai clinique de phase I [Forero et al., 2017] ou sa demie-vie
a été déterminée entre 9 et 13 jours. En dépit du fait qu’aucune réponse objective n’a été
observée dans cette étude, trois autres essais cliniques sont en cours, visant a évaluer son
innocuité chez les patients atteints de tumeurs solides avancées et de lymphomes, et ses
bénéfices associés au Nivolumab chez les patients atteints de cancer colorectal avancé et

du mélanome II et IV.

GEN1029

Récemment, Genmab a développé une construction particuliére d’anticorps : un
hexaBody-DR5/DR5. Cet hexaBody est composé de deux anticorps anti-DR5 non com-
pétitifs, ayant recu la mutation E430G dans leur domaine Fc respectif. Cette mutation
E430G leur apporte la capacité a former des hexameéres [van der Horst et al., 2017|. Trés
peu d’information sur GEN1029 sont disponibles. La seule communication est un abstract
présentant GEN1029 comme un anti-DR5 capable de détruire les cellules tumorales indé-
pendamment de la réticulation & médiation par le FeyR [van der Horst et al., 2017]. Le
potentiel thérapeutique de ce composé a été testé sur les myélomes multiples, et il semble
démontrer des effets cytotoxiques, a la différence de leurs homologues non mutés. Début
mai 2018, un essai clinique de phase I/II a débuté (NCT03576131) sur des patients at-
teints de tumeurs solides. Les résultats sur la toxicité de ce nouveau composé prometteur

sont attendus pour 2022.

Anticorps anti-DR5 en recherche

La recherche sur les anticorps ciblant DR5 continue, et d’autres anti-DR5 sont déve-

loppés et testés en pré-clinique.
e LaDR5

LaDR5 est un anticorps développé in silico en modélisant des structures 3D du domaine
supposé fonctionnel de DR5. Des souris immunisées par DR5 ont permis d’obtenir LaDR5
puis la structure du Fv de LaDR5 a été simulée par la méthode d’assemblage moléculaire
ou molecular docking method. Trois mutants du site de liaison prédictif ont ainsi été
construits pour étudier la liaison de LaDR5 avec DR5. LaDR5 a démontré une liaison
proche du ligand TRAIL puisqu’il entre en compétition avec ce dernier. LaDR5 peut in-
duire une cytotoxicité sur les Jurkat mais pas sur les cellules Daudi, bien qu’elles présentent
une quantité suffisante de DR5 a leur surface. Dans les cellules Daudi, une mutation sur
la protéine pro-apoptotique Bax la rend non-fonctionnelle. Ceci pourrait expliquer la ré-
sistance de cette lignée [Meijerink et al., 1998|. Sur les Jurkat, le traitement de LaDR5 a

permis la formation d’un DISC fonctionnel, sans réticulation secondaire. Les trois mutants
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FIGURE 3.3 — Représentation schématique des anticorps anti-DR5. KMTR2, LaDR5,
LBY135, mDRAG6, TR2-3, WD1 et Zaptuximab/Zaptuzumab sont les anticorps testés
dans des études pré-cliniques. Conatumumab, Drozitumab, DS-8273a, KTRM2, Lexatu-
mumab et Tigatuzumab sont les anticorps testés en clinique.

ont permis de déterminer que les résidus 59/62/67/68 (DR5M2) semblaient importants
dans la liaison au DR5 |Qiao et al., 2012].

e WDI1
WD1 a été développé par immunisation protéique de DR5 soluble. WD1 se lie au DRbH
recombinant et au DR5 a la surface des cellules de Jurkat et de Molt-4 mais ne se lie pas
au DRA4. Ces cellules sont sensibles au traitement par WD1, de maniére dose-dépendante,
sans réticulation secondaire [Wang et al., 2008]. Cet anticorps est donc un bon candidat
pour le développement d’un anticorps anti-DR5 en thérapie anticancéreuse, mais aucun
essai utilisant cet anticorps n’a encore été publié.

e AD5-10 / Zaptuximab / Zaptuzumab

ADb5-10 est un anticorps murin ciblant DR5 généré a partir d’immunisation protéique
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de souris Balb/c. AD5-10 est capable d’induire une cytotoxicité ainsi que la cascade des
caspases des cellules cancéreuses Jurkat, SMMC-7721, MDA-MB-231, U251 et HCT-116,
en 'absence de réticulation secondaire. A la différence de TRA-8, AD5-10 n’entre pas
en compétition avec la liaison du ligand TRAIL. Ici, AD5-10 est capable de potentialiser
Peffet du ligand TRAIL. De maniére étonnante, I’anticorps est capable de tuer les cellules
de Jurkat, méme en présence de I'inhibiteur de pan-caspases Z-VAD. Cet anticorps utilise
donc un mécanisme de mort cellulaire distinct de ’apoptose [Guo et al., 2005].
Zaptuximab ou HMCAZ5 est la version chimérique de l'anticorps AD5-10 et Zaptuzu-
mab en est la version humanisée. Zaptuximab est aussi affin que son homologue murin
parental et présente une toxicité envers diverses cellules tumorales, mais pas envers les
hépatocytes normaux. In-vivo, ’anticorps seul est capable de réduire la progression tumo-
rale des tumeurs colorectales et hépatocellulaires humaines. Il faut toutefois noter qu’il
faut parfois attendre que les volumes tumoraux soient vraiment importants (au-dela de
1500mm?®) pour observer un effet. Toutefois, Zaptuximab est capable d’induire une acti-
vité ADCC et CDC et la combinaison avec I’épirubicine permet d’augmenter I’expression
de DR5, il y a donc une synergie des deux traitements in-vitro et in-vivo |Qiu et al., 2012]
[Li et al., 2012|. La version humanisée du Zaptuximab conserve a peu prés les mémes ef-
fets, méme si ici I'activité anti-tumorale testée apres des xénogreffes de NCI-H460 est trés
faible, avec une concentration d’anticorps trés forte (entre 40 et 80 mg /kg) et des volumes
tumoraux trop importants [Chen et al., 2017]. Il est démontré ici que l'autre mécanisme

de mort serait trés probablement induit par autophagie.
e KMTR2

KMTR2 est un IgG4, agoniste de DR5 totalement humain. Il a été généré par immuni-
sation de souris génétiquement modifiées. Il induit trés efficacement la mort cellulaire de
toute une batterie de lignées cellulaires, sans nécessiter de réticulation secondaire, avec
une concentration de 'ordre du nanogramme alors que la majorité des anticorps agit a
des concentrations de l'ordre du microgramme [Motoki et al., 2005] [Tamada et al., 2015].
Dans les premiéres études, KMTR2 a été décrit comme étant capable de supprimer la crois-
sance de xénogreffes de gliome sous-cutanées, et de prolonger la durée de vie des animaux
portant des xénogreffes intracérébrales [Nagane et al., 2010]. Plus récemment, la structure
cristallographique du domaine extracellulaire de DR5 et d’'un domaine Fab (fragment-
binding d’antigéne) dérivé de KMTR2, a démontré que KMTR2 est capable d’induire
une super-oligomérisation de DR5. C’est la premiére démonstration de la capacité des
anticorps a former de telles structures. Ce réseau de plus de 20 molécules d’anticorps et
de DR5 permet une multimérisation trés forte des récepteurs, et donc un regroupement
plus efficace des domaines de mort intracellulaires. Ceci permet sans doute de former un
DISC trés puissant, d’out activité de 'anticorps a faible dose [Tamada et al., 2015]. Cet
anticorps est donc un candidat trés intéressant pour le développement d’agents anti-DR5

anticancéreux.
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e TR2-3
Enfin, TR2-3, un scFv-DR5 est un outil trés prometteur. La forme scFv, développée par
phage display, est capable d’induire I'apoptose des cellules cancéreuses Colo205 et MDA-
MB-231 sans ajout d’un agent réticulant. In-vivo, ce scFv-DR5 est capable de ralentir la
pousse tumorale des Colo205 [Lei et al., 2017]. La combinaison avec le cisplatin permet
d’augmenter 'effet pro-apoptotique de TR2-3. Cet agent pourrait donc également étre
utilisé en combinaison avec des chimiothérapies |Lei et al., 2018|. L’affinité de ce composé
n’est pas trés forte (KD = 126 nM), mais il est prévu que ce scEv-DR5 soit non seule-
ment transformé en une forme IgG totale, mais également que 'affinité envers DR5 soit
optimisée. TR2-3 représente ainsi un candidat potentiel si les effets anti-tumoraux sur la

forme IgG totale sont confirmés.

3.2.3 Limites

Malgré des résultats précliniques encourageants, les résultats de ces essais cliniques
ont été décevants. La plupart de ces anticorps semblent relativement stirs et bien tolérés
par les patients, mais aucun ne présente d’avantages cliniques suffisants. Au mieux, ces
AcMs induisent une stabilisation, mais aucun d’entre eux n’améliore les taux de réponse,
qu’ils soient utilisés seuls ou combinés. Par conséquent, et a ’exception de DS-8273a et de
GEN1029, les sociétés ont abandonné leur développement [Fulda, 2015] [Ashkenazi, 2015]
[Holland, 2014]. Une des raisons du manque d’efficacité clinique de ces AcMs peut étre
la résistance inhérente des tumeurs primaires & ’apoptose. Aprés liaison a ses cibles, les
AcMs initient la formation du DISC TRAIL, mais la transduction efficace du signal de
I’apoptose peut étre inhibée tres tot, au niveau de DISC par ¢-FLIP, ou plus en aval, au
niveau mitochondrial par les membres de la famille Bel-2 (cIAP1 / cIAP2) et XIAP. Le
contournement de ces points de controéle inhibiteurs a été rendu possible dans un certain
nombre de modeéles précliniques en utilisant les chimiothérapies conventionnelles. Ces der-
niéres peuvent rétablir la sensibilité des cellules tumorales des agonistes ciblant DR4 ou
DR5, en agissant sur les inhibiteurs intracellulaires ou en augmentant l’expression mem-
branaire de DR4 et/ou DR5 [Wang, 2008]. Malheureusement, aucune des combinaisons
testées jusqu’a présent n’a montré d’avantages cliniques. Il convient de noter ici que le
mode d’administration des traitements combinés dans ces essais cliniques précoces a pu
également contribuer au manque d’efficacité de TRAIL ou des agonistes anti-DR4 et anti-
DR5. Ces composés sont souvent administrés au patient simultanément ou a de courts
intervalles, alors que dans les modéles précliniques, le médicament chimiothérapeutique
correspondant est connu pour restaurer efficacement la mort cellulaire induite par TRAIL,
mais doit étre donné 24 a 72 h avant 'administration de TRAIL.

Une autre explication du manque d’efficacité de ces anticorps, et probablement la
raison principale, pourrait étre leur plus faible capacité a déclencher I’apoptose. La mul-

timérisation des récepteurs agonistes de TRAIL est obligatoire pour transduire le si-
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gnal apoptotique. Contrairement a TRAIL, dont la capacité & trimériser les récepteurs
agonistes a la surface cellulaire est naturellement conférée par son association sponta-
née en tant que trimére, les AcMs sont bivalents. Cette valence limitée pourrait, au
moins en partie, expliquer pourquoi ces anticorps monospécifiques n’ont pas démontré
les effets cliniques escomptés. Comme discuté ci-dessus, 'obtention d’une agrégation ef-
ficace de DR4 ou DR5 est probablement I’élément principal & prendre en compte lors
du développement d’anticorps ou de dérivés ciblant TRAIL pour le traitement du can-
cer. Parmi les anticorps monoclonaux anti-DR4 et DR5 décrits jusqu’a présent, plusieurs
sont incapables d’induire la destruction des cellules tumorales en absence de réticulation
[Watanabe et al., 1998] [Griffith et al., 1999a]. Les anticorps agonistes de DR5 sont, pour
la plupart, incapables de déclencher 'apoptose seuls. Cependant, ils présentent une ac-
tivité antitumorale in-vivo, stirement due a des cellules exprimant FcyR qui induisent
leur réticulation [Bruhns et al., 2009] [Chuntharapai et al., 2001|. II a été démontré que
le potentiel antitumoral in-vivo de Conatumumab nécessite une réticulation médiée par
les FeyR pour inhiber la croissance tumorale [Li and Ravetch, 2013| [Cheng et al., 2016].
FevR oligomérise les anticorps qui sont alors capables de trimériser les récepteurs, fournis-
sant une activité antitumorale plus efficace. Par conséquent, la liaison de FcyR doit étre
obligatoire pour induire une apoptose efficace. Néanmoins, des études supplémentaires
et les nouveaux développements d’anticorps DR5 mettent en avant le fait que l'apop-
tose peut étre réalisée sans cette liaison FcyR. Certains anticorps ont été décrits pour
induire 'apoptose trés efficacement en 'absence de reticulation. Par exemple, les anti-
corps DR4 convertis en IgM présentent une induction de ’apoptose nettement amélio-
rée [Piao et al., 2016]. Le développement du nouvel anti-DR5 Zaptuzumab a montré des
actions anticancéreuses prometteuses sans nécessiter de réticulation [Chen et al., 2017].
L’anticorps anti-DR5 KMTR2, quant a lui, induit une super-oligomérisation de DR5 me-
nant & des résultats remarquables. C’est également le cas pour les formats scFv-DR5 et
scFv-TRAIL qui, sans partie Fc donc sans la capacité de se lier & FeyR, ont montré des
résultats prometteurs [Gieffers et al., 2013] [Lei et al., 2017|. Tout ceci pourrait indiquer
qu'une augmentation de la valence des AcMs ou que le pouvoir de regroupement des
récepteurs peuvent étre des prérequis pour induire une agrégation et une apoptose suf-
fisantes [Wajant, 2015]. 1l est toutefois important de noter que, jusqu’a présent, aucune
de ces options thérapeutiques n’a été évaluée en clinique. Indépendamment du fait que
I’engagement de FcyR soit nécessaire ou non pour induire une mort cellulaire program-
mée appropriée, il faut probablement garder a l'esprit que seul un co-engagement avec
FeyRIIB confére aux anticorps agonistes anti-TNFR le potentiel de déclencher ’apoptose
in-vivo |Li and Ravetch, 2013].

Il ne fait cependant aucun doute que des versions améliorées voient le jour en cli-
nique. C’est la raison pour laquelle des sociétés comme Genmab ont racheté la licence de
I'hexabody DR5/DRA5.
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DR4 et DR5 restent toujours des cibles attrayantes pour la thérapie du cancer, des
efforts considérables sont encore mis en ceuvre, incluant le développement d’une grande
variété de dérivés d’agonistes de DR4 et DRA5.

3.3 Nouveaux variants dérivants de TRAIL ou d’anti-
corps anti-DR4 et anti-DR5

Les anticorps conventionnels sont composés de deux parties : deux Fab (fragment
fixant 'antigéne) liés & un Fc (fragment cristallis¢). Les Fab contiennent des régions hau-
tement spécifiques de I’épitope, tandis que le Fc détermine la classe d’immunoglobuline, et
donc le potentiel d’anticorps pour la réponse immunitaire & médiation cellulaire. L’essor
du génie génétique et notre compréhension croissante des exigences de transduction des
signaux pro-apoptotiques de TRAIL offrent des possibilités sans précédent de développer
de nouveaux dérivés prometteurs associés & TRAIL avec un potentiel antitumoral accru

[Hendriks et al., 2017].

3.3.1 Dérivés multivalents

Bien que les anticorps évalués dans des essais cliniques aient été décrits pour induire
la mort cellulaire dans des modéles précliniques, indépendamment de leur réticulation,
leur manque d’efficacité clinique est trés probablement due a leur plus faible capacité
a induire 'agrégation des récepteurs. En accord avec cette hypothése, il a été démon-
tré que 'anticorps tétravalent dérivé de sc-Fv :DR5 présente des activités antitumorales
supérieures a celles des anticorps dans les études précliniques. La traduction de 'anti-
DR4 ou de l'anti-DR5 multivalent en clinique reste incertaine jusqu’a présent car il a
récemment été constaté dans un essai clinique de phase I visant a évaluer sa sécurité
et tolérabilité que le nanobody scFv :DR5, TAS266, seul, présentait une hépatotoxicité
[Papadopoulos et al., 2015|. Il convient de noter, cependant, que DR4 et DR5 présentent
des exigences de réticulation distinctes (cf figure 1.9). DR5 est cependant capable d’in-
duire ’apoptose lorsqu’il est activé par TRAIL membranaire, ou par un dérivé de TRAIL
fusionné a un scFv [Wajant et al., 2001|. Cette stratégie, qui permet I'immobilisation dé-
pendante de 'antigéne de TRAIL a la surface cellulaire, a été largement explorée avec un

grand panel de scFv.

3.3.2 Dérivés bi- et tri-spécifiques

Sur la base de leur capacité a reconnaitre des cibles spécifiques avec une sensibilité
élevée, des fragments scFv et des anticorps bi-spécifiques ont été développés et combinés

a une variété de dérivés TRAIL pour induire une destruction spécifique des cellules can-
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céreuses. Produites par des phages, des levures et des ribosomes, les scFv ne contiennent

que les régions variables des anticorps qui reconnaissent la cible, sans la partie constante.

scFv-TRAIL

Différentes formulations de scFv-TRAIL ont été développées, chacune ayant ses propres
avantages [de Miguel et al., 2016] [Naoum et al., 2017]. La plupart du temps, 'apoptose
induite par TRAIL n’est possible que dans les cellules portant des antigénes ciblés par le
scFv. Mais les cellules non tumorales peuvent également étre ciblées pour présenter TRAIL
comme une protéine liée & la membrane, pour augmenter son efficacité de destruction.
Deux types de scEv-TRAIL ont été congus (figure 3.4).

FIGURE 3.4 — Représentation schématique des scFv-TRAIL et dérivés bispécifiques. Ci-
blage de TRAIL sur différents cancers via les scFv reconnaissant des protéines présentes a

la surface des cellules tumorales. Les dérivés bi-spécifiques Enb :TRAIL cible le récepteur
EGFR.

Le premier type comprend des antigénes de ciblage scFv exprimés spécifiquement
ou surexprimés par des cellules cancéreuses. La construction dimérique sckFv :EGFR-
TRAIL est un exemple emblématique d’une telle construction. L’EGFR est un récep-
teur tyrosine kinase (TKR) dont I'expression dans les tumeurs solides est souvent as-
sociée au développement et a la progression tumorale [Ettinger, 2006]. scFv :EGFR-
TRAIL a transformé TRAIL soluble en une forme liée & la membrane, permettant une
apoptose efficace dans une série de lignées cellulaires tumorales exprimant DR4-DR5 et
EGFR [Bremer et al., 2005]. Sur la base du méme principe, des constructions telles que
ENDb :TRAIL, un autre nanobody ciblant 'EGFR fusionné a la molécule TRAIL, présente
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une activité antitumorale puissante vis-a-vis des cellules normalement résistantes aux in-
hibiteurs de 'EGFR seul ou au TRAIL. In-vitro et in-vivo, ENb :TRAIL a pu bloquer
la signalisation de 'EGFR tout en induisant I’apoptose médiée par TRAIL des cellules
cancéreuses ciblées [Zhu et al., 2017]. Fait intéressant, la fusion du scFv anti-EGFR a du
TRAIL monocaténaire (scTRAIL), au lieu d'un seul monomeére de TRAIL, a encore mul-
tiplié par 10 D'efficacité de destruction tumorale de la variante scFv-TRAIL, soulignant
I'importance de la valence TRAIL pour son efficacité [Hutt et al., 2017]. Dans le méme
esprit, un anticorps anti-EGFR lié au scTRAIL s’est avéré présenter un fort potentiel
antitumoral a la fois in-vitro et in-vivo [Siegemund et al., 2016].

Le second type de scFv ou de protéines recombinantes TRAIL cible des antigénes de
cellules immunitaires. Ces constructions ont été générées dans le but d’accélérer et de
renforcer les réponses immunitaires de deux maniéres différentes. La premiére approche
vise & activer les cellules immunitaires alors que la deuxiéme bloque les signaux inhibiteurs.
Ces protéines de fusion bifonctionnelles conférent une double capacité de signalisation
pro-apoptotique en amenant les cellules immunitaires a proximité immédiate des cellules
tumorales. A titre d’exemple, scFv-CD40-TRAIL a la double capacité de stimuler les
cellules dendritiques (DC) et de déclencher 'apoptose des cellules ciblées par les CD
|[El-Mesery et al., 2013]. De méme, un exemple clé particuliérement intéressant de dérivés
inhibiteurs est scFv-PD-L1 : TRAIL. Ce scFv bispécifique arme ou charge les cellules
myéloides (DC et macrophages) exprimant PD-L1 avec la molécule TRAIL. Gréace a la
liaison compétitive & PD-L1, il inhibe, d’une part, I'interaction PD-1 / PD-L1, restituant
ainsi 'immunité antitumorale, et puisqu’il charge les cellules immunitaires avec le TRAIL
recombinant, il permet d’autre part 'apoptose médiée par TRAIL des cellules tumorales
ciblées [Hendriks et al., 2016].

Anticorps bispécifiques et non-conventionnels

Des dérivés d’anticorps non conventionnels ou des anticorps bispécifiques ciblant a la
fois DR4 et DR5, ou DR5 et un antigéne spécifiquement exprimé par une cellule tumorale
ou dans son microenvironnement, ont été générés et évalués pour leur capacité a déclencher
la destruction sélective des tumeurs. Ils ont principalement été produits a partir de la
technologie d’affichage par phages. Plusieurs dérivés d’anticorps bispécifiques DR4-DR5
ont été décrits (figure 3.5).

En utilisant la technologie d’affichage des phages, Medlmmune a développé de nom-
breuses constructions scFv sélectives pour DR4 et / ou DR5 [Dobson et al., 2009]. Sur le
criblage publié, 10 scFv anti-DR4 et 6 scFv anti-DR5 ont été sélectionnés. Chacun d’entre
eux présente une spécificité vis-a-vis de sa propre cible, mais ces scFv ne présentent que de
faibles propriétés anticancéreuses in vitro, et ce, en présence de cycloheximide. De maniére
frappante, bien que DR4 et DR5 montrent une homologie de séquence élevée, et malgré

le fait que les principaux acides aminés homologues sont accessibles comme immunogéne,
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FIGURE 3.5 — Représentation schématique des dérivés anti-DR4/DR5 et anticorps bispé-
cifiques ciblant DR4 et DR5.

trés peu de scFvs - moins de 2% - ont démontré une cross-réactivité pour les deux récep-
teurs. Un second criblage, a permis d’identifier 134 scFv-bispécifiques pour DR4 et DR5.
Cependant, aucun de ces scFv n’a été capable d’induire la mort cellulaire dans les deux
lignées cellulaires testées, HT'1080 et ST486, un fibrosarcome et un lymphome de Bur-
kitt, respectivement [Dobson et al., 2009]. Cette banque représente néanmoins une source
trés intéressante de scFv pour la construction de diabodies ou d’anticorps entiers ciblant
uniquement DR4, DR5, ou les deux. En utilisant une approche similaire, un anticorps
réagissant de fagon croisée avec DR4 et DR5 a été trouvé. Cet anticorps nécessite une
réticulation pour déclencher son activité tumorale in-vitro mais il a démontré une activité

puissante in-vivo [Milutinovic et al., 2016].

D’autres dérivés bispécifiques décrits jusqu’a présent sont basés sur des anticorps tétra-
valents. Ceux-ci hébergent des chaines variables de TRA-8, du Drozitumab ou de HGS-
ETR2 et des fragments scFv ciblant soit LTSR (lymphotoxin [ receptor), MCSP (me-
lanoma associated chondroitin sulfate proteoglycan) ou FOLRI (folate receptor alpha-1).
Les anticorps bi-spécifiques TRA-8xLT SR visent & cibler les lignées cellulaires cancéreuses
épithéliales [Michaelson et al., 2009]. Construits avec un scFv :LTSR fusionné a l'extré-
mité N- ou C-terminale de la chaine lourde de I'anticorps TRA-8, ces deux anticorps
bi-spécifiques inhibent la croissance tumorale des cellules exprimant LTSR in-vivo. Un
anticorps bispécifique MCSPxDRS5, issu d’'un AcM MCSP de haute affinité, fusionné aux
domaines de liaison variables du tigatuzumab, a été évalué pour sa sélectivité antitumorale
vis-a-vis des mélanomes. MCSP est une cible bien établie dans 'immunothérapie du méla-
nome car il est surexprimé dans plus de 90% des cas, mais son expression est limitée dans
les mélanocytes normaux. En ciblant cette protéine membranaire avec ’anticorps bispéci-
fique MCSP xDRb5, les auteurs de cette étude ont pu démontrer deux éléments importants.

Le premier est que la liaison de MCSP xDR5 se produit principalement sur les cellules
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MCSPTDR5 ", par rapport aux cellules MCSP-DR5", indiquant que la liaison se produit
principalement par MCSP. Le second est que ’AcBs MCSPxDR5 est capable d’induire
la mort des cellules tumorales d’une maniére ADCC-dépendante et indépendante in-vitro
[He et al., 2016]. Par conséquent, MCSP xDR5 représente un composé intéressant pour le
traitement des mélanomes. Plus récemment, un anticorps bispécifique a été construit pour
cibler FOLR1 et DR5 sur les cancers ovariens. L’anticorps bispécifique FOLR1xDR5 a été
construit a partir d'un anti-FOLR]1 testé en clinique et du Lexatumumab, dans le but de
traiter les cancers ovariens surexprimants les récepteurs FOLR1 [Shivange et al., 2018|.
Cet anticorps bispécifique permet d’augmenter jusqu’a 100 fois I'activité pro-apoptotique
induite par DRb in-vitro et in-vivo comparé au Lexatumumab seul. Il semblerait que
cette activité soit principalement due a une stabilisation, via la liaison au FOLRI1, de la

réticulation de DRbH par les cellules exprimant FeyRIIB.

La derniére catégorie d’AcBs cible les antigénes présents dans le microenvironnement
tumoral. Ces derniers incluent RG7368, un AcBs DR5xFAP dérivé du Drozitumab et la
protéine d’activation des fibroblastes (FAP), présente dans le stroma de la tumeur. Cette
stratégie permet de mettre en contact des agents anti-DR5 dans un microenvironnement
tumoral FAP-positif. RG7368 induit une destruction tumorale puissante d’'une maniére
dépendante de la FAP et inhibe la croissance tumorale in-vivo [Brunker et al., 2016|. La
combinaison du RG7368 avec l'irinotécan ou la doxorubicine a également démontré une
augmentation substantielle de la régression de la croissance tumorale dans les xénogreffes
de cellules colorectales dérivées de patients. Un autre anticorps hybride scFv :DR5 té-
travalent a également été évalué, avec succés, pour sa capacité a éliminer les métastases
hépatiques dans des modéles de xénogreffes d’animaux précliniques [Lee et al., 2016]. La
multivalence dans ce cas est apportée par la fonctionnalisation covalente de I’hyaluronate
(HA) au scFV :DR5.

3.3.3 Récepteurs d’antigénes chimériques, CARs

Les récepteurs d’antigénes chimériques sont des formats tumoricides prometteurs. Ils
sont congus par un scFv reconnaissant un antigéne tumoral spécifique fusionné a un sys-
téme d’activation de cellule T intracellulaire [Gross et al., 1989a] [Gross et al., 1989b]. A
ce jour, un seul CAR ciblant les récepteurs de mort TRAIL a été décrit (figure 3.6). Ce
TR1-scFv-CAR a été développé en utilisant scFv reconnaissant DR4, il a été exprimée
a la surface des cellules Jurkat déficientes en DR4, sur une lignée cellulaire NK, ou sur
des cellules du sang périphérique humaines (PBL). Ce CAR a induit I"apoptose des cel-
lules cibles exprimant DR4 de maniére endogéne. Exprimé dans les cellules immunitaires
(NK et PBL), TR1-scFv-CAR induit une activité cytolytique médiée par CAR, démon-
trant que les CAR ciblant les DR pourraient étre utilisés comme outils thérapeutiques

anticancéreux induisant une régression tumorale [Kobayashi et al., 2014].
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Récepteur d'antigéne chimérique (CAR) Dérivés d'immunoconjugués de TRAIL

<cFv-DR4 MMAE  AD-053.2 Mélittine
(D8 hinge ﬂ H ‘1 .\?f
i 4-1-BB
Légende
(  TRALL . .
(aa114-281) Sites de clivage :

) ® @ O o

MMAE Domaine Peptide dérivé 4% Cathépsine Flag  Mélittine

pénétrant de Smac
la membrane

FIGURE 3.6 — Représentation schématique des récepteurs chimérique CAR et des dérivés
de TRAIL-ADC. A droite est présentée la construction des CAR, contenant un domaine
scFv extracellulaire ciblant DR4, une région charniére CD8 et un domaine CD3 intracel-
lulaire médiant 'activation des cellules T. Ce composé est capable d’activer ’apoptose
induite par DR4 et la cytotoxicité spécifique des cellules T. La représentation des construc-
tions TRAIL-ADC est sur la gauche. Trois composés existent, TRAIL lié¢ a la monométhyl
auristatine E, & un dérivé de Smac / Diablo ou encore & la mélitine, un antibactérien hau-
tement cytotoxique.

3.3.4 Dérivés d’immunoconjugués de TRAIL

La technologie ADC tire parti de la haute spécificité des anticorps pour leurs antigénes
cibles, pour délivrer un agent cytotoxique puissant a des cellules tumorales et ce de maniéere
spécifique [Beck et al., 2017| [Lambert and Morris, 2017]. Bien que cette méthode n’ait,
jusqu’a présent, jamais été testée avec des AcMs ou des dérivés ciblant DR4 ou DRS5, elle
a été évaluée avec trois variants de TRAIL recombinants pour surmonter la toxicité liée
a la chimiothérapie ainsi que la résistance au TRAIL (figure 3.6).

Le premier exemple est TRAIL conjugué avec la monométhyl auristatine E (TRAIL-
MMAE) via la liaison valine et citrulline ou le PEG. Le ciblage de la tumeur par TRAIL
a permis I'administration sélective du médicament cytotoxique MMAE. Apreés liaison,
TRAIL-MMAE est rapidement internalisé dans le cytoplasme des cellules cancéreuses
ciblées, et libéré au niveau du lysosome par le clivage spécifique du linker lysosomal.
Une fois dans le cytoplasme, le médicament cytotoxique exerce son action antimitotique,
conduisant & la mort des cellules cancéreuses. Cette étude démontre in-vitro que la lignée
cellulaire MCF-7, carcinome mammaire humain résistant au TRAIL, intériorise efficace-
ment le MMAE dans son cytoplasme et meurt par apoptose. In-vivo, TRAIL-MMAE a

montré une longue demie-vie (> 11 h) et de puissantes activités antitumorales dans les
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modeles de xénogreffes, tout en restant sans danger pour l'animal car aucun signe de
toxicité n’a pu étre détecté [Pan et al., 2015]. Le conjugué TRAIL-MMAE PEGylé s’est
également avéré présenter une bonne pharmacodynamique, avec une demie-vie atteignant
prés de 7h. Cet ADC TRAIL-MMAE PEGylé a un potentiel antitumoral sélectif, et aucun
signe d’hépatotoxicité [Wei et al., 2017].

AD-053.2 est un autre dérivé de TRAIL de type ADC. Il a été concu en fusionnant
TRAIL et Smac / Diablo avec un linker contenant un site de clivage par une métallo-
protéase et un peptide pénétrant la membrane, dans le but de diminuer la résistance des
cellules cancéreuses & TRAIL. AD-053.2 a augmenté in-vitro de 3 a 6 fois la sensibilité
des cellules tumorales & 'apoptose et a induit la régression tumorale dans les modéles
animaux de xénogreffe [Pieczykolan et al., 2014].

Enfin, un dérivé de TRAIL de type ADC a base de Melittin, un peptide hydrosoluble
de 26 aa dérivé du venin d’abeille d’Apis mellifera, a été testé pour sa capacité a induire
la destruction des cellules tumorales. Pour des raisons inconnues ce peptide exerce une
cytotoxicité sélective sur une grande variété de cellules tumorales, mais n’est pas toxique
pour les cellules saines. Il avait été décrit initialement pour sensibiliser ’apoptose induite
par TRAIL dans les carcinomes hépatocellulaires [Wang et al., 2009]. Fusionné & TRAIL
de maniére semblable & ’ADC, le conjugué¢ TRAIL-Melittin s’est avéré présenter une
augmentation modérée des propriétés antitumorales in-vitro, comparativement au TRAIL
seul [Liu et al., 2013]. Ces résultats suggérent que la construction de dérivés DR4 ou
DR5 semblable a ’ADC, pourraient trés probablement s’avérer sans danger in-vivo et se

montrer efficaces pour inhiber la croissance tumorale.
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Chapitre 4

Méthodes d’immunisations ADN pour
I’obtention d’anticorps monoclonaux

conformationnels

4.1 Principes et avantages de la méthode

Le développement d’anticorps thérapeutiques par immunisation est aujourd’hui un
procédé optimisé et bien maitrisé. L’immunisation classique se fait via l’'utilisation de
protéines recombinantes ou de peptides analogues a la cible. Cependant, toutes les cibles
ne peuvent étre reproduites de fagon recombinante. Certaines d’entre elles sont altérées
par le processus de production et de purification. En faisant varier drastiquement le pH
des tampons, ces procédés peuvent endommager les épitopes, qui ne seront alors plus
natifs. D’autre part, le caractére trés hydrophobe de certaines protéines ou encore leur
complexité conformationnelle font qu’elles sont difficiles & produire [Yang et al., 2006].
En effet, la difficulté a générer certaines modifications post-traductionnelles rendent les
conformations endogénes et natives des protéines d’intérét compliquées a reproduire in-
vitro [Chow et al., 2006b| |Zhang et al., 2013]. Or, pour les épitopes conformationnels,
présents par exemple sur des boucles extra-cellulaires ou encore les protéines multi-
membranaires, la protéine doit absolument étre présentée sous sa forme native pour
étre reconnue efficacement par 'anticorps |Alexandrenne et al., 2009] [Hazen et al., 2014]
[Khademi et al., 2017]. Dans ce cas, 'immunisation par peptide ou protéine recombinante
peut difficilement permettre d’obtenir la conformation tridimensionnelle exacte de la pro-
téine immunogéne et ses épitopes natifs. Cette difficulté constitue un réel défi pour la

production d’anticorps thérapeutiques spécifiques de ces protéines complexes.
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Pour toutes ces raisons, une nouvelle forme d’immunisation a été développée au dé-
but des années 90, 'immunisation ADN [Nabel et al., 1990] [Acsadi et al., 1991]. Cette
méthode consiste & immuniser directement les souris avec ’ADN de la protéine d’inté-
ret pour une production in-situ de la protéine sous sa conformation native. Pour ce
faire, un plasmide codant la protéine d’intérét est injecté aux souris. Le plasmide est
alors incorporé par les cellules murines, utilisant leur machinerie cellulaire pour expri-
mer nativement la protéine a la membrane des cellules. Ces protéines tri-dimensionnelles
sont alors reconnues par le systéme immunitaire murin, induisant la production d’anti-
corps spécifiques de la forme native et conformationnelle de la cible. Initialement utili-
sée comme méthode de vaccination [Ulmer et al., 1993], 'immunisation ADN a démontré
sa capacité a induire une réponse cellulaire et humorale significative [Tang et al., 1992]
[Shedlock and Weiner, 2000]. Une équipe de recherche a notamment montré que I'immu-
nisation ADN était plus efficace que 'immunisation par protéines pour activer les cellules
B du centre germinatif. Elle présente en outre plusieurs avantages pour la production
d’anticorps monoclonaux [Ni et al., 2004][Liu et al., 2016].

La production de protéines recombinantes est un procédé souvent compliqué, long et
cotliteux, qui est considéré comme une étape limitante de 'immunisation protéique conven-
tionnelle. La production de plasmides est quant a elle, bien plus simple, rapide et moins
onéreuse. La durée d’immunisation par ADN est elle aussi plus courte que celle utilisant
exclusivement des protéines recombinantes. De plus, cette méthode offre la possibilité
d’immuniser les souris avec de nouveaux designs d’immunogénes. Cette flexibilité
permet de diversifier les anticorps ainsi produits. Enfin, elle permet d’obtenir non seule-
ment les épitopes natifs et conformationnels des protéines d’intérét, mais également de
les produire directement au sein de la souris hote. Une immunisation par ADN, moins
contraignante, permet ainsi d’obtenir des épitopes de qualité, conduisant a des anti-
corps bien spécifiques de la cible d’intérét [Alexandrenne et al., 2009]. Tous ces avantages
offrent la possibilité de développer de potentiels nouveaux outils dans des pathologies ot

les besoins médicaux sont encore non satisfaits.

4.2 Les différents types d’immunisations ADN

Un plasmide ne pouvant pas entrer naturellement dans une cellule, plusieurs mé-
thodes ont été utilisées afin de permettre aux acides nucléiques de traverser la mem-
brane plasmique et d’intégrer les cellules murines. Depuis les premiers développements
d’immunisation par ADN, effectués par simple injection a ’aiguille, des efforts considé-
rables ont été faits pour optimiser la méthode d’injection et la voie d’administration.
Ce sont trois méthodes physiques qui ont donné les meilleurs résultats. La premiére
utilise un pistolet a géne, « geme gun » , ou des billes d’or sont recouvertes de ’ADN

d’intérét. La force balistique des particules d’or force la pénétration du plasmide dans
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les cellules des tissus cibles, majoritairement la peau, pour une expression intradermique
de la protéine |Tang et al., 1992] [Fynan et al., 1993|. La seconde méthode se fait par in-
jection intra-musculaire [JA et al., 1990| [Ulmer et al., 1993]. Toutefois, pour étre entiére-
ment efficace, cette technique doit étre couplée a de I’électroporation [Morel et al., 2004]
[Chow et al., 2006b| [Chua et al., 2008|. L'injection se fait a ’aiguille et I’application d’un
courant électrique au site d’injection permet de faciliter I’entrée de ’ADN dans les cellules.
Ces deux méthodes sont efficaces mais les dispositifs sont souvent cotiteux et rarement
présents au laboratoire. Assez tot, une troisiéme méthode ne demandant pas d’équipement
particulier a été développée : la méthode hydrodynamique (méthode HTV ou HLV). Le
principe utilisé repose sur les propriétés de la dynamique des fluides (figure 4.1). Pour ce
faire, un grand volume est rapidement injecté par voie intraveineuse dans la queue (HTV)
ou dans la patte (HLV), et selon un principe de mécanique des fluides, la force hydrody-
namique générée va forcer le plasmide & intégrer les cellules murines [Bates et al., 2006]
[Herweijer and Wolff, 2007].

ADN : 50 ug
+ GM-CSF : 2.5 ug

+ NaCl : 10% du poids de la souris

FIGURE 4.1 — Schéma d’injection hydrodynamique d’ADN dans la veine caudale A. Dis-
tribution hydrodynamique des plasmides B. Différentes étapes de l'immunisation HTV

Des expériences suggérant que ’administration intracellulaire d’acides nucléiques peut
étre réalisée par injection d’'un grand volume de solution ont d’abord été rapportées par
Budker et al. [Budker et al., 1996]. Cependant, le principe de distribution hydrodyna-
mique combinant Ieffet du grand volume et de I’injection
rapide n’a été établi qu’en 1999 [Liu et al., 1999] |Zhang et al., 1999]. En effet, il y a
trois éléments critiques dans la distribution hydrodynamique : le volume important, la
vitesse d’injection élevée, et une vascularisation disponible [Liu et al., 2010|. Liu et al.

et Zhang et al. ont démontré qu'une administration efficace de géne chez la souris était
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possible par une injection rapide dans la veine caudale (4-8s) d’ADN plasmidique, dans
un volume égal a 8-10% du poids corporel. Dans de telles conditions expérimentales, 1’ex-
pression du géne rapporteur a été détectée dans tous les organes internes examinés, y
compris le poumon, le cceur, la rate, les reins et le foie, avec le taux le plus élevé ob-
servé dans le foie. Cette technique a par la suite été efficacement étudiée et le mécanisme
d’administration hydrodynamique aux hépatocytes a bien été identifié [Suda et al., 2007|
[Suda and Liu, 2007]. Ce procédé permet un passage a la veine cave puis au foie pour une
intégration de ’ADN plasmidique dans les cellules hépatiques et une expression native des
protéines a leur membrane (figure 4.1). Cette technique a notamment permis de dévelop-
per des anticorps ciblant des molécules aussi complexes qu’un transporteur comprenant
12 domaines transmembranaires [Hazen et al., 2014].

Pour toutes ces spécificités, la méthode d’immunisation ADN hydrodynamique par
injection dans la veine caudale (immunisation HTV) nous a semblée intéressante pour la

production d’anticorps ciblant les récepteurs transmembranaires DR4 et DR5.

4.3 Les différents schémas d’immunisations

Au dela des voies et méthodes d’injection, un autre élément important & prendre en
compte est le schéma d’immunisation ADN. Les facteurs critiques sont ['utilisation de
modulateurs de 'immunité, le design du plasmide, ainsi que 1'utilisation de rappels.

Aujourd’hui, il n’existe pas de consensus quant au schéma d’immunisation ADN. Dans
la plupart des cas, des plasmides codant pour un modulateur de 'immunité, comme le
GroEL ou le GM-CSF, sont ajoutés avec le plasmide d’intérét pour augmenter I'immuno-
réactivité de la cible [Shkreta et al., 2004] [Takatsuka et al., 2011] [Fujimoto et al., 2012]
|[Hazen et al., 2014|. Le schéma d’immunisation dépend donc majoritairement du type de

plasmide utilisé et du choix du rappel.

4.3.1 Le promoteur plasmidique

Le promoteur plasmidique est un élément important a prendre en compte lors
du schéma d’immunisation car il détermine le temps d’expression de la protéine in-
situ. Un promoteur CMV (provenant du cytomégalovirus) permet d’exprimer efficace-
ment la protéine d’intéret [Liu et al., 1999] [Andersson et al., 2000] [Morel et al., 2004]
[Signori et al., 2010]. Dans ce cas, une injection par semaine est nécessaire, pendant ma-
joritairement 4 semaines. La construction d’un plasmide avec un promoteur CAG et d’une
séquence WPRE (pCAGGS), permet quant & lui d’exprimer la protéine plus longtemps
|[Hazen et al., 2014|. Le promoteur CAG est un promoteur de /3 -actine de poulet, modifié
pour inclure la séquence accepteur d’épissage du promoteur du géne de la § -globine de
lapin. La séquence WPRE est un élément de régularisation post-transcriptionnelle, stabi-

lisant les mRNA a I'intérieur des cellules. Les vecteurs pCAGGS contenant cette séquence
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ont démontré une efficacité supérieure a l'utilisation d’un vecteur contenant le promoteur
CAG seul. Une injection toutes les deux semaines est alors suffisante pour induire une
réponse immunitaire efficace.

Cependant, quel que soit le promoteur utilisé, il est trés rare de trouver dans la litteé-

rature des schémas d’immunisation allant au-dela de 4 injections d’ADN.

4.3.2 Les rappels

Toutefois, lorsque cela est le cas, les rappels suivant les injections ADN représentent un
autre élément important dans les schémas d’immunisation. Alors que certaines équipes se
sont arrétées aprés 4 injections d’ADN, d’autres ont prolongé 'immunisation par des rap-
pels cellulaires ou protéiques [Nagata et al., 2003]. Les rappels cellulaires apportent ’avan-
tage de garder une conformation native de la protéine, mais souvent d’autres anticorps
spécifiques de la lignée cellulaire et non plus de la protéine d’intérét apparaissent au cours
du temps, détériorant la qualité de l'immunisation [Nagata et al., 2003]|Allard, 2012].
Cette méthode présente donc quelques inconvénients si plusieurs rappels sont effectués.
D’autres études ont mis en avant l'avantage d’utiliser des rappels protéiques, lorsque
ces protéines recombinantes sont relativement proches de la conformation native de la
cible, comme les proteines uni-transmembranaires ou les protéines a ancrage glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI). Pour celles-ci, de tels rappels, effectués avec des protéines
sous forme recombinantes, présentent un grand avantage pour l'induction de réponses
d’anticorps de haut titre et de haute qualité. Cette approche hétérologue permet d’in-
duire des réponses plus robustes de cellules B spécifiques aux antigénes, de générer un
titre plus élevé et de développer des anticorps de meilleure qualité [Shkreta et al., 2004|
[Zhang et al., 2013] [Li et al., 2013]. Ces résultats ont été également confirmés par une
co-immunisation ADN /protéine [Xue et al., 2009][Jalah et al., 2014][Liu et al., 2015a| ou
en comparant une immunisation protéique avec une immunisation ADN suivi de rappels

protéiques [Yang et al., 2006].
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Deuxiéme partie

OBJECTIFS DES TRAVAUX DE
THESE
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La découverte du systéme TRAIL-TRAILRs au milieu des années 90 a suscité beau-
coup d’intérét en oncologie. De par leur sélectivité envers DR4 ou DR, récepteurs sur-
exprimeés sur les cellules tumorales, les anticorps monoclonaux (AcM) représentent des
outils trés intéressants pour le ciblage des cellules cancéreuses et I'induction d’apoptose.
L’évaluation préclinique et clinique des AcM agonistes des récepteurs TRAIL de pre-
miére génération n’a cependant pas démontré une efficacité suffisante. Des recherches ré-
centes ont conduit & une meilleure compréhension des événements moléculaires régissant
la transduction du signal d’apoptose médié par TRAIL, et ’avénement d’une ingénierie
biomoléculaire innovante suggére que le ciblage des récepteurs TRAIL par les AcM est
encore prometteur pour la thérapie contre le cancer. L’engagement de ’apoptose par DR4
et DR5 repose principalement sur la capacité du ligand ou des AcM agonistes & induire
une agrégation des récepteurs. Jusqu’a présent, les évaluations d’AcM en clinique se sont
principalement concentrées sur DR5, avec un seul anti-DR4 évalué en phase I / II. En gar-
dant & 'esprit que DR4 'emporte sur DR5 dans la transduction de l'apoptose et que les
AcM anti-DR4 et anti-DR5 peuvent potentialiser la mort cellulaire induite par TRAIL, la
prochaine génération d’AcM ciblant DR4 et DR5 est donc susceptible de redonner espoir
aux thérapeutiques anti-tumorales. Lorsque j’ai commencé ce travail, seul I’AcM anti-DR5
AMG655 (Conatumumab) avait été évalué en combinaison avec TRAIL, et Iassociation
d’un AcM anti-DR4 avec TRAIL n’avait pas encore été étudiée.

Il existe donc un réel besoin d’ouvrir d’autres voies pour générer de nouveaux AcM
ayant la capacité d’engager efficacement la voie pro-apoptotique. L’immunisation ADN
représente une voie intéressante car elle permet de produire des AcM reconnaissant la
forme tri-dimensionnelle et native de la protéine ciblée, ou reconnaissant plusieurs
récepteurs pré-assemblés, par leur région PLAD. Chacun des schémas d’immuni-
sation d’ADN présente des avantages et des inconvénients. Nous avons choisi de mettre
en place la méthode d’immunisation ADN par injection hydrodynamique (HTV) sur la
base des travaux de I’équipe de Hazen [Hazen et al., 2014|. La méthode par immunisation
ADN HTYV n’a jamais été utilisée pour le développement d’AcM ciblant des récepteurs
agonistes de la superfamille du TNF (TNFSF) comme DR4 et DR5. Cette méthode pour-
rait permettre de générer des AcM présentant des caractéristiques nouvelles et spécifiques.
L’utilisation de I'immunisation ADN pourrait permettre de cibler des épitopes intervenant
dans la réticulation des récepteurs et/ou dans la formation des PLAD, ou induisant leur
multimérisation lorsque les AcM sont utilisés en combinaison avec TRAIL.

Nous avons donc décidé de nous fixer comme objectif pour ce travail de tenter de
générer, par la méthode d’'immunisation ADN HTV, de nouveaux AcM anti-DR4 et
anti-DR5 démontrant des activités pro-apoptotiques intéressantes, seuls (anticorps

agonistes) ou en combinaison avec TRAIL (anticorps potentialisateurs).
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Chapitre 5

Production des anticorps monoclonaux
ciblant DR4 et DR5

5.1 Constructions plasmidiques

5.1.1 Production des plasmides pour les immunisations ADN

Afin d’effectuer les immunisations par ADN des souris, plusieurs plasmides ont été
construits au cours de cette these.

Les plasmides pCR3 encodant DR4 ou GMCSF, déja présents au laboratoire, contiennent
un promoteur CMV. Ces plasmides seront dénommés DR4-pCR3 (OM319) et GMCSF-
pCR3 (OM1438) par la suite et sont présentés sur la figure 5.1.

FIGURE 5.1 — Cartes des plasmides pour les immunisations ADN du protocole DR4-pCR3 :
DR4-pCR3 (OM319) et GMCSF-pCR3 (OM1438).
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Les trois autres vecteurs, contenant le promoteur CAG et la séquence WPRE ont été
construits au cours de ma thése, suivant la méthode Gibson décrite dans les matériels
et méthodes. Ces derniers contiennent la séquence entiere DR5, le facteur de stimulation
des colonies de macrophages granulocytaires (GM-CSF) et le ligand tyrosine kinase 3 de
type fms murin (mFLT3). Ces plasmides seront nommés respectivement DR5-pCAGGS
(OM680), mFLT3-pCAGGS (OM1461) et GMCSF-pCAGGS (OM1463) par la suite. Les
trois plasmides sont présentés sur la figure 5.2. GMCSF-pCAGGS et mFLT3-pCAGGS
sont utilisés comme adjuvants immunomodulateurs activant les cellules dendritiques, per-

mettant ainsi de moduler la réponse immunitaire contre I'antigéne [Encke et al., 2006].

FIGURE 5.2 — Cartes des plasmides pour les immunisations ADN DR5-pCAGGS :
pCAGGS-DR5 (OM680), pPCAGGS-mFLT3L (OM1461) et pCAGGS-GMCSF (OM1463).

Le plasmide mFLT3-pCAGGS (OM1461) a été construit en premier. La stratégie de
clonage est présentée dans les matériels et méthodes ainsi que dans I’annexe B. OM1461

provient du fragment WPRE contenu dans le vecteur OM567, inséré dans le vecteur
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OM1460, un plasmide construit au laboratoire lors du stage de M1 de Mlle Nathalie Le.
Les fragments d’intérét ont été efficacement amplifiés et assemblés, donnant des clones

OM1461 corrects. La figure 5.3 présente les résultats de production de ce plasmide.

567 567 1460 1460

Digestion XbaI/HindIII

FIGURE 5.3 — Construction du plasmide OM1461 mFLT3-pCAGGS. A. Gels de révélation
des produits d’amplification PCR de OM567 et OM1460 (encadrés en jaune). Les poids
moléculaires recherchés sont indiqués sur la droite B. Résultats de la digestion enzyma-
tique par Xbal/HindIII des MINIprep des vecteurs OM1461 préalablement transformeés
dans des bactéries puis amplifiés. Les clones positifs sont encadrés en vert.

Les plasmides GMCSF-pCAGGS (OM1463) et DR5-pCAGGS (OM680) ont ensuite
été construits a partir du plasmide OM1461. Les stratégies de clonage sont également
présentées dans les matériels et méthodes ainsi que dans ’annexe B. La figure 5.4 présente
les résultats de production des plasmides OM1463 et OM680. Le plasmide OM1461 a été
digéré par 'enzyme de restriction EcoRI, pour enlever le fragment mFLT3. Ce fragment
est ensuite remplacé soit par le fragment GM-CSF provenant du plasmide OM1438 pour
la construction de OM1463, soit par le fragment DR5 provenant du plasmide OM309 pour
le plasmide OM680. Les fragments d’intérét amplifiés par PCR et les produits de digestion
enzymatique sont présentés encadrés en jaune et en rouge, respectivement. L’assemblage
des fragments d’intérét par la méthode Gibson a permis d’obtenir les plasmides OM1463 et
OMG680 (encadrés en vert). L’ensemble de ces clones a été séquencé. La figure 5.5 présente

un exemple de séquencage.
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FIGURE 5.4 — Construction du plasmide OM1463 GMCSF-pCAGGS. Gels de révélation
des produits de digestion enzymatique de OM1461 par EcoRI (rouge) et A. des pro-
duits d’amplification PCR de OM1438 (jaune) et B. des produits d’amplification PCR
de OM309 (jaune). Résultats de la digestion enzymatique par C. Xbal /HindIII des MI-
Nlprep des vecteurs OM1463 et par D. EcoRI des MINIprep des vecteurs OM680. Les
clones sélectionnés sont encadrés en vert.

Ces vecteurs sont voués a étre injectés in-vivo, et leur production se fait dans des
bactéries compétentes produisant des lipopolysaccarides (LPS). Or, les LPS sont des en-
dotoxines toxiques pour la souris, il est donc indispensable de les éliminer. Pour ce faire,
deux méthodes ont été utilisées : 'extraction isotherme au Triton X-114 [Ma et al., 2012]
ou l'utilisation d’un kit de MAXI préparation éliminant directement les LPS (Macherey-
Nagel, NucleoBond®) Xtra Maxi EF). Cette seconde méthode étant plus rapide et plus

simple, elle a été utilisée pour la majorité des plasmides produits.

106



FIGURE 5.5 — Séquengage du clone C2 du plasmide OM680 (pCAGGS-DR5). Résultats
du séquencage par les amorces encadrant le fragment DR5-W'T et le fragment WPRE.

5.1.2 Production des récepteurs DR4-Fc et DR5-Fc recombinants

Afin de mener & bien toutes les expériences, notamment pour les rappels des immuni-
sations ADN, les tests ELISA, ou encore les analyses d’affinité, une quantité considérable
de récepteurs recombinants a été nécessaire. Une production stable des versions recombi-
nantes solubles de DR4 ou DR5 fusionnées a la fraction constante de y-immunoglobuline
humaine, respectivement DR4-Fc et DR5-Fc, a donc dii étre mise en place. Pour ce faire,
le géne de résistance a la néomycine de plasmides encodants DR4-Fc ou DR5-Fe, déja
présents au laboratoire, a été remplacé par le géne de résistance a la puromycine par une
approche de PCR et de clonage. La stratégie de construction de ces plasmides DR4-Fc-
pCR3 (OM1450) et DR5-Fc-pCR3 (OM1449) est décrite dans les matériels et méthodes
et illustrée dans ’annexe B.

La figure 5.6 présente les résultats de la construction du plasmide DR4-Fc-pCR3
(OM1450). La séquence du geéne de résistance a la puromycine a été amplifiée par PCR (en
jaune) a partir du plasmide OM565, pour remplacer le géne de résistance de la néomycine
contenu dans un vecteur DR4-pCR3 (OM646), amplifié par PCR (en jaune). Les plas-
mides résultants, amplifiés et analysés par MINIprep, m’ont permis de valider un clone
OM1450 (encadré en vert).
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Digestion PvulI

FIGURE 5.6 — Construction du plasmide OM1450 DR4-Fc. A. Gels de révélation des pro-
duits d’amplification PCR. Les poids moléculaires recherchés sont indiqués sur la droite
et les produits d’amplification de PCR extraits sont encadrés en jaune. A2 provient de
I'amplification par OR436/435 et B2 par OR437/438 B. Résultats de la digestion enzy-
matique par Pvull des MINIprep des vecteurs OM 1450 préalablement transformés dans
des bactéries puis amplifiés. Le clone sélectionné est encadré en vert.

mini's 1449

Digestion HindIII/Xhol 2x0.5—

Digestion Pvull

FIGURE 5.7 — Construction du plasmide OM1449 DR5-Fc. A. Produits de digestion par
les enzymes HindIII/Xhol. Les poids moléculaires recherchés sont indiqués sur la droite
et les produits de digestion extraits sont encadrés en rouges. B. Résultats de la digestion
enzymatique par Pvull des MINIprep des vecteurs OM1449 préalablement transformés
dans des bactéries puis amplifiés. Le clone sélectionné est encadré en vert.

Le plasmide DR5-Fc-pCR3 (OM1449) a été construit a partir du plasmide OM1450 et
de la séquence du DR5 (OM315) (figure 5.7). Ici, une digestion enzymatique par les en-
zymes de restrictions HindIII/Xhol a permis d’isoler les fragments d’intéret (présentés en
rouge). Une ligation classique par ’enzyme T4 DNA Ligase a ensuite permis d’assembler
les produits de digestions afin d’obtenir des clones OM1449 positifs (encadrés en vert).

Les cartes des plasmides résultants DR4-Fc-pCR3 (OM1450) et DR5-Fe-pCR3 (OM1449)

sont, présentées sur la figure 5.8.
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FIGURE 5.8 — Cartes des plasmides OM1450 et OM1449 codants pour le récepteur de
fusion DR4-Fc et DR5-Fe, respectivement

Ces récepteurs ont été produits sous forme de protéines de fusion, composés du domaine
extra-cellulaire des DRs fusionnés a la partie constante d’une immunoglobuline (fragment
Fc), dans un souci de meilleure production et purification. En effet, le fragment Fc permet
a la fois un meilleur adressage extracellulaire, mais également une purification plus aisée
car il peut étre retenu spécifiquement par des billes enrobées de protéines A/G. Les
récepteurs de fusions sont ainsi efficacement excrétés dans le milieu extra-cellulaire, soit ici
le surnageant, et peuvent étre facilement purifiés sur des colonnes contenant des billes de
protéines A /G [Huang, 2009]|Czajkowsky et al., 2012]. De méme, la plupart des fusions-Fc
sont exprimées en homodimeéres, ce qui augmentent leur avidité [Czajkowsky et al., 2012].
Le fragment Fc pourrait donc peut étre permettre de se rapprocher de la conformation

native tridimentionelle des récepteurs DR4 et DR5.

Production stable et purification des récepteurs

Les plasmides pCR3-DR4-Fc et pCR3-DR5-Fc ainsi obtenus ont ensuite été transfec-
tés dans des cellules eucaryotes HEK293T, en utilisant la technologie des nanoparticules
lipidiques permettant une transfection performante et des résultats reproductibles (Li-
pofectamine 3000, ThermoFisher Scientific). La lignée cellulaire HEK293T est un dérivé
hautement transfectable de la lignée HEK293 dans laquelle le géne sensible a la tem-
pérature pour Uantigéne T SV40 a été inséré [ATCC]|. Cette lignée eucaryote humaine
a été utilisée afin d’obtenir les modifications post-traductionelles les plus proches de la
forme native des récepteurs. Un traitement & la puromycine a permis de sélectionner les

populations cellulaires résistantes, ayant donc bien intégré le plasmide. Aprés sélection,
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les cellules sont entretenues dans un milieu exempt de puromycine. Aprés une expan-
sion cellulaire, le milieu de culture est remplacé par un milieu synthétique sans sérum
(optiMEM) pendant 5 jours. Ce milieu synthétique permet d’optimiser la production de
récepteurs recombinants et 'absence de sérum permet d’éviter la présence de protéines

contaminantes.

Les surnageants de culture sont ensuite récoltés et purifiés sur colonne de protéine A,
avec une pompe péristaltique. Pour un volume initial de 300 mL, la quantité de récepteurs
recombinants obtenue est d’environ 1 mg. L’efficacité de la production et de la purification
du DR4-Fc et du DR5-Fc a été vérifiée par western blot (figure 5.9). On peut voir sur
cette figure un exemple de bonne production et purification. Un aliquot de chacune des
étapes de la purification est prélevé, et la présence du fragment Fc humain (anti-hIg-HRP)
ou du domaine extracellulaire des récepteurs (DR4 ou DR5) est analysée. On retrouve
dans ’échantillon de départ (Ech.), correspondant au surnageant de culture, du DR5-Fc
et du DR4-Fc en quantité un peu plus faible. Cette différence peut s’expliquer par une
production plus efficace du DR5-Fc par rapport au DR4-Fc. Dans les deux cas, aucun
récepteur ne se retrouve dans 'aliquot prélevé aprés le passage sur la colonne (FT) ou
lors des étapes de lavages (Lv), indiquant que la totalité des récepteurs de fusion produits
est retenue sur la colonne. On retrouve bien la présence de récepteurs de fusion DRs-Fc,
uniquement a l'étape d’élution (El), ot l'on voit clairement la présence de DR4-Fc et
DRA5-Fc, aux poids moléculaires respectifs d’environ 43 kDa et environ 55 kDa, encore
plus visible aprés I’étape de concentration par Centricon. De plus, le western blot révele
bien que le fragment Fc et le domaine extracellulaire des DRs se trouvent au méme poids
moléculaire, démontrant que ces deux fragments sont encore liés et que le processus de

production et de purification n’a pas altéré les récepteurs de fusions DR4-Fc et DR5-Fe.

Purification DR4-Fc (OM1450) Purification DR5-Fc (OM1449)

VA ~ > &
& & & et

< o
. . =
anti— : anti—
hig-HRP hig-HRP

-—

55
DR4 a3 DR5

34

FIGURE 5.9 — Production et purification des récepteurs recombinants DR4-Fc et DRb5-
Fc. Ech (échantillon), FT (échantillon aprés le passage sur la colonne), Lv (lavage), El
(élution), Conc (échantillon concentré par Centricon).

110



Clivage du fragment Fc des récepteurs recombinants

La partie constante (Fc) d’une immunoglobuline humaine est trés immunogéne chez
la souris. Afin de ne pas produire d’anticorps anti-Fc, non-spécifiques de nos protéines
d’intérét, les rappels protéiques ont été effectués uniquement avec des protéines clivées,
sans la majorité de la partie Fc. Pour cela, nous avons utilisé 1’enzyme IdeZ (Promega),

qui clive au niveau du motif GG au début de la séquence Fc (figure 5.10).

FIGURE 5.10 — Site de clivage du fragment Fc des récepteurs de fusions DRs-Fc A. Sé-
quence d’acide aminé du DR4-Fc, avec la partie correspondant au fragment Fc (surligné
en marron) et le site de clivage de ’enzyme IdeZ (surligné en jaune) B. Séquence d’acide
aminé du DR5-Fe, avec la partie correspondant au fragment Fc (surligné en marron) et
le site de clivage de I’enzyme IdeZ (surligné en jaune)

Initialement destinée a cliver une immunoglobuline entre sa partie Fab et sa partie
Fec, nous 'utilisons ici pour enlever la majeure partie du fragment Fc de nos protéines de
fusion. Pour ce faire, les DRs-Fc sont fixés sur des billes A /G par leur partie Fc puis I'ldeZ
est utilisée pour libérer le récepteur dans le surnageant. Les billes sont ensuite centrifugées
et le surnageant récupéré contient le DR clivé (DR4c ou DR5c¢). Ici encore, un aliquot est
prélevé a chaque étape et le clivage est vérifié par western blot. La figure 5.11 présente un
exemple de clivage a partir d’un échantillon DR4-Fc et DR5-Fc.

La présence du domaine extracellulaire du DR4 ou du DR5 et du fragment Fc (anti-
hFc-HRP) est retrouvée dans les échantillons DR4-Fc et DR5-Fc initiaux, avec un poids
moléculaire de 40-55 kDa et de 55-60 kDa pour DR4 et DR5 respectivement. Apreés clivage,
le surnageant des billes ne contient bien que DR4 clivé (environ 20 kDa) ou DR5 clivé
(environ 30 kDa). Le fragment Fc, dont le poids moléculaire avoisine 30 kDa, reste accroché
aux billes. Ce clivage permet donc d’obtenir efficacement un surnageant ne contenant plus

que de la protéine clivée d’intérét, sans partie Fc.
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FIGURE 5.11 — Clivage du fragment Fc des récepteurs de fusions DRs-Fc¢ A. Représentation
schématique du site de clivage de I'’enzyme IdeZ et résultats du western blot aprés clivage
du DR4-Fc avec un anticorps secondaire reconnaissant la partie Fc (anti-hIg-HRP) et un
anticorps reconnaissant la partie extracellulaire du DR4. B. Représentation schématique
du site de clivage de ’enzyme IdeZ et résultats du western blot aprés clivage du DR5-Fc
avec un anticorps secondaire reconnaissant la partie Fc (anti-hIg-HRP) et un anticorps
reconnaissant la partie extracellulaire du DRb5.

Validation des récepteurs recombinants

La capacité des récepteurs produits a se lier au ligand TRAIL humain (His-TRAIL),
et donc leur fonction inhibitrice, a été testée in-vitro par un test de viabilité cellulaire.
Ce ligand His-hTRAIL, produit au laboratoire, est fusionné & un fragment histidine pour
le maintenir sous sa forme hexamérique fonctionnelle. La combinaison des récepteurs fu-
sionnés (DRs-Fc) ou des récepteurs clivés (DRc) avec His-hTRAIL est évaluée par un test
au bleu de méthyléne sur la lignée colorectale HCT116, sensible au ligand soluble (figure
5.12). L’induction de 'apoptose par le ligand TRAIL dans les cellules HCT116 est bloquée
par 'addition des récepteurs solubles. Tout d’abord, concernant les DR-Fc (figure 5.12(a)),
la combinaison du ligand His-hTRAIL avec DR4-Fc ou DR5-Fc rétablit la viabilité cellu-
laire & 100 % jusqu’aux concentrations intermédiaires de 1pg/mL. Pour les DRe (figure
5.12(b)), DR4c inhibe leffet du His-hTRAIL, méme a faible concentration (100 ng/mL).
L’ajout de DRb5c soluble, quant a lui, semble moins efficace mais permet tout de méme

de diminuer considérablement la mort des cellules cancéreuses aux concentrations les plus
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fortes. Ces résultats pourraient s’expliquer par la trop forte concentration de TRAIL uti-
lisée. Il aurait peut étre été préférable d’utiliser une concentration plus faible de TRAIL
pour tester le potentiel inhibiteur du récepteur DR5 soluble produit, comme par exemple
250ng/mL, la concentration utilisée pour tester les récepteurs solubles chimériques fu-
sionnés au Fc. Une autre explication possible peut étre la sensiblité des cellules HCT116
a l'apoptose induite via DR4 ou DR5. Comme énoncé plus tot, I’équipe a démontré que
DR4 induit une apoptose plus forte que DR5 sur les HCT116 [Dufour et al., 2017a]. Dans
cette expérience, DR5 n’a peut étre pas lié tout le TRAIL disponible. Une quantité rési-
duelle a donc pu se fixer au DR4 membranaire des cellules HCT116, induisant leur mort
cellulaire. On peut aussi imaginer que le systéme étant dynamique, TRAIL peut aller se
fixer a la fois sur DR5-Fc ou DR5c puis se fixer sur les récepteurs membranaires et induire
la cytotoxicité observée. Une autre explication pourrait résider dans la conformation finale
du DRb5c. L’affinité du DRb5c avec le ligand peut étre diminuée, entrainant une interaction
entre les deux moins stable. Il faut noter que cette expérience n’a été effectuée qu'une
seule fois, il faudrait donc la réitérer au moins deux fois afin de valider ces résultats.
Néanmoins, 'effet dose des récepteurs est assez clair. L’ajout de ces récepteurs impacte
I’action de TRAIL sur les cellules HCT116. Les récepteurs recombinants produits ont donc
bien la capacité de fixer his-hTRAIL soluble et de ’empécher de se fixer aux récepteurs
endogénes présents sur les cellules HCT116, neutralisant son action sur ces cellules. En
fixant le TRAIL soluble, les récepteurs se rapprochent donc de leur conformation native

et peuvent étre utilisés comme rappels lors des immunisations ADN.
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FIGURE 5.12 — Test au bleu de méthyléne sur la lignée colorectale HCT116-W'T. Les
récepteurs DRs-Fc sont testés en combinaison avec une concentration stable de TRAIL a
250ng/mL. Les récepteurs DRs clivés sont testés en combinaison avec une concentration

stable de TRAIL a 500ng/mL.
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5.2 Protocoles expérimentaux

Dans le but d’obtenir des anticorps dirigés contre la forme native de DR4 et DR5, des
souris Balb/c ont été immunisées par ADN. Les immunisations ADN de souris Balb/c ont
été effectuées grace aux savoir-faire de 'entreprise CovalAb et sur la base de la publication
de Hazen et al, & savoir au moins 4 injections d’ADN de 50 pg d’ADN d’intérét et 2,5 ng
d’un vecteur contenant le GMCSF. Pour rappel, les plasmides sont mélangés avec du
sérum physiologique stérile, dans un volume final correspondant & 10% du poids de la
souris. L’injection dans la veine caudale en moins de 8 secondes et la dynamique de fluide
permettent un passage a la veine cave puis au foie, pour une intégration de ’ADN dans
les cellules hépatiques et donc une expression native des récepteurs. Ceci permettrait
d’obtenir des anticorps reconnaissant la forme native et endogéne des récepteurs DR4 et
DR5. Les injections ont été effectuées en collaboration avec CovalAb, selon les protocoles

schématisés dans la figure 5.13.

A. Protocole DR4 - pCR3 (n = 5 souris)

Injections Injections Boost de
DR4-pCR3 DR4 clivé pré-fusion
|
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FIGURE 5.13 — Schémas des immunisations ADN A. Protocole des immunisations par
DR4-pCR3 sans injection préalable de mFLT3 B. Protocole des immunisations par DR5-
pCAGGS avec injection préalable de mFLT3.
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5.2.1 Schémas d’immunisations ADN

Pour les immunisations DR4, 4 injections de 50 pg de DR4-pCR3 (OM319) et de
2.5 pg de GMCSF-pCR3 (OM1438) ont été effectuées en i.v. tous les 7 jours pendant 1
mois (partie grisée de la frise figure 5.13 A). JO représentant la premiére injection, les souris
ont été immunisées par DR4-pCR3 a J0, J7, J14 et J21. A la suite de ces injections ADN,
les souris ont recu 6 rappels protéiques classiques de 20 nug de DR4 clivé en sous-cutané,
environ 1 fois par mois, selon un protocole précis propre a la société CovalAb (partie
orange). L'immunisation ADN a été d’abord mise en place avec I'immunisation DR4. Le
procédé n’était pas encore optimisé et nous avons observé une mortalité importante des
souris. Ainsi pour ce protocole DR4-pCR3, alors que nous avions 5 souris au départ, trois
sont mortes avant les 4 injections d’ADN (souris V, N et Blc) et une est morte le jour
du rappel de pré-fusion (souris B). Nous ne pouvons pas expliquer la mort soudaine de la
souris B. Elle a regu les mémes rappels protéiques que la souris R et a été manipulée de
la méme facon. Le procédé I'a peut étre plus sensibilisée que la souris R. A la fin de ce

protocole, la souris R reste donc la seule survivante (table 5.1).

TABLE 5.1 — Tableau récapitulatif des injections par souris lors des immunisa-
tions DR4-pCR3. + : la souris a été injectée, / : la souris ne devait pas étre injectée, oui : la
rate correspondante a été fusionnée, c : les splénocytes de la rate correspondante ont été congelés, cellule
grise : la souris est morte.

Immunisation DR4

Souris ‘ R ‘V‘B‘N‘Blc
mFLT3
DN EVAVAVEN
Injections nol R B Ml
DR4 ADN LD 2 + |+ |+ ]+
n°3 | + +
(+GMCSF) wa N
Rappels / /
ADN
Rappels
protéiques * +
Rappel
pré-fusion * *

Fusion ‘ oui ‘ ‘ ‘ ‘

Pour les immunisations DRS5, le protocole d’immunisation a été optimisé en dé-
veloppant les plasmides pCAGGS, qui permettent d’effectuer des injections plus espa-
cées dans le temps (toutes les deux semaines au lieu de toutes les semaines pour 1'uti-
lisation de plasmides pCR3). Pour ce protocole, une primo-immunisation de 10pg de

mFLT3-pCAGGS a été effectuée a JO afin de stimuler le systéme immunitaire des souris.
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A la suite de quoi, 4 injections de 50pg de DR5-pCAGGS et de 2.5pg de GMCSF-
pCAGGS ont été réalisées (partie grisée de la frise figure 5.13 B). Ici encore, les in-
jections ont été effectuées en i.v., mais cette fois-ci tous les 14 jours, pendant 2 mois.
Les souris ont ainsi été immunisées par DR5-pCAGGS a J7, J21, J37 et Jb4. Pour
ce protocole DR5-pCAGGS, la perte a été minimisée avec la pratique puisque seule-
ment trois souris sur 10 (souris 1N, 2R et 2N) n’ont pas survécu aux 4 injections DR5
ADN (table 5.2). A ce stade la souris répondant le mieux (souris 2V) a été sélection-
née pour une premiére fusion (voir partie 5.2.2). Les 6 souris restantes ont ensuite été
séparées en 2 groupes de trois souris randomisées : un premier groupe recevant deux
rappels géniques de 50 pg de DR5-pCAGGS et 2.5 n1g de GMCSF-pCAGGS a J93 et J126
(souris 1V, 1B et 1Blc), et le second recevant deux rappels protéiques de 20 ug de DR5
clivé également a J93 et J126 (souris 1R, 2B et 2Blc) (partie orange de la frise).

TABLE 5.2 — Tableau récapitulatif des injections par souris lors des immunisa-
tions DR5-pCAGGS. + : la souris a été injectée, - : la souris devait étre injectée mais ne 'a pas
été, / : la souris ne devait pas étre injectée, oui : la rate correspondante a été fusionnée, c : les splénocytes
de la rate correspondante ont été congelés, cellule grise : la souris est morte.

Immunisation DR5

Souris 1R |1V [ 1B | IN | 1BIc | 2R | 2V | 2B | 2N | 2Blc
mFLT3
ADN + + + - + + + + - -
Imiections |21+ | -~ [+ |+ + [+ ]+ ][+ ]+] +
DRE ADN | P2+ |+ [+ [+ | =+ + |+ |+ | +
(teMmospy (23 T - T e[ + [+ [+ +
n°d | + + + + + + + + +
Rappels
ADN A + /| /
Rappels
protéiques * / / / / * *
Rappel
pré-fusion * * * * * * *

Fusion ‘c‘c‘c‘ ‘oui‘ ‘oui‘c‘ ‘oui

5.2.2 Suivi de la réponse immunitaire et fusions

L’évolution de la réponse humorale anti-DR4 et anti-DR5 a été surveillée tout au long
des immunisations par prélévements sanguins effectués 10 jours apres injection.
Suivi de la réponse immunitaire

L’efficacité de I'immunisation est évaluée par un test ELISA sur les sérums des souris

(figure 5.14). Concernant I'immunisation DRA4, lefficacité a été évaluée apres la derniére

116



injection d’ADN, & J32 et & J53, puis tout au long de 'immunisation protéique DR4 clivé.
Pour 'immunisation DR5, efficacité a été évaluée apres la 2éme injection d’ADN (J31),
aprés les 4 injections d’ADN (J64), puis aprés chaque rappel. La figure 5.14 présente
I’évolution des titres du sérum de la seule souris survivante R, pour le protocole DR4-
pCR3, et I'évolution moyenne des titres des sérums des 6 souris ayant suivi I'intégralité
du protocole d’immunisation DR5-pCAGGS (a savoir 1R, 1V, 1B, 1Blc, 2B et 2Blc).

A Immunisation DR4-pCR3 B Immunisation DR5-pCAGGS
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FIGURE 5.14 — Suivi de la réponse humorale au cours des immunisations A. Evolution
du titre au cours de I'immunisation par DR4-pCR3 de la seule souris survivante R B.
Evolution du titre au cours de I'immunisation DR5-pCAGGS. Moyenne sur les 6 souris
d’intérét ayant suivi l'intégralité du protocole d’immunisation DR5-pCAGGS : 1R, 1V,
1B, 1Blc, 2B, 2Blc.

L’évaluation de I'immunoréactivité se faisant généralement comme suit, on peut consi-
dérer avoir obtenu une bonne immunoréactivité lorsque le titre est supérieur a 800 :
e Titre <200 : absence d’'immunoréactivité
e 200 < Titre < 800 : faible immunoréactivité
e 800 < Titre < 3200 : bonne immunoréactivité
e 3200 < Titre : trés bonne immunoréactivité
Les titres obtenus aprés seulement 4 injections d’ADN, quel que soit le schéma d’im-
munisations, sont trés encourageants avec des titres représentant une bonne immunoréac-
tivité pour I'immunisation DR4 (titre de 800) et une excellente immunoréactivité pour
I'immunisation DR5 (titre de 8000) (figure 5.14 A et B). On observe également que le
titre de 'immunisation DR4 est significativement augmenté lors des rappels protéiques,
atteignant méme un titre de 32000 a la fin de 'immunisaton. Le titre pour les souris
immunisées par DR5-pCAGGS augmente également, indépendamment du type de rappel
utilisé. A la fin des immunisations, tous les titres atteignent environ 32 000.
Bien que I'analyse des titres aprés les 4 immunisations ADN montre un titre plus fort
pour les sérums des souris immunisées avec DR5-pCAGGS, les deux schémas d’immuni-

sation permettent d’obtenir des titres finaux d’excellente immunoréactivité. Néanmoins,
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les schémas d’immunisations et les récepteurs utilisés étant différents, il n’est pas possible
de déterminer quelle est la meilleure immunisation. Nous pouvons toutefois confirmer que
ces immunisations ADN ont permis ’expression des récepteurs a la surface des cellules
murines et 'induction efficace d’'une production d’anticorps spécifiques du DR4 et du

DRS5.

Sélection des souris et fusions

Pour I'immunisation DR4, la souris R étant la seule survivante, il n’y a eu qu'une rate
DR4-pCR3 fusionnée. Concernant le protocole DR5-pCAGGS, les sérums des 7 souris

survivantes ont été testés par Dot Blot et cytométrie en flux (figure 5.15).

A Dot Blot des sérums souris DR5-pCAGGS (J60)
1B 1Blc
lo . »

o'u--

2BlIc Souris naive

ElE

B Tests des sérums souris DR5-pCAGGS sur HCT116 (J136)

s e e

(11200) : : | :
Iﬁ?ﬁ%?;f ;- /\ - fL - - / 5 i
£ Sérum i

1/10 000 :

____________________________

Fluorescence b

FIGURE 5.15 — Sélection des souris en vue d’une fusion de rate post-immunisation DR5-
pCAGGS A. Résultats de I'analyse Dot Blot des sérums des souris immunisées par le
DR5-pCAGGS dilués au 1/1000 et sélection de la souris 2V. La révélation se fait via un
anticorps secondaire anti-souris IgG (H + L) - HRP. ND : non dénaturé¢, D : dénaturé B.
Analyse par cytométrie en flux des sérums de souris et sélection de deux souris d’intérét
1Blc et 2Blc.

Le sérum des 7 souris survivantes aux 4 injections ADN DR5-pCAGGS (J60) a été

testé par Dot Blot. Les résultats sont présentés sur la figure 5.15 A. Les controles po-
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sitifs (témoin DR5 et DR4) ainsi que négatif (souris naive non immunisée) ont permis
de confirmer la spécificité du marquage. Ici, la souris 2V a présenté la réponse la plus
forte, c’est-a-dire celle qui est capable de reconnaitre DR5 clivé et DR5 présents dans les
lysats cellulaires, en ne reconnaissant que faiblement DR4 clivé. La souris 2V a donc été
sélectionnée pour I'étape de fusion apreés les 4 injections ADN DR5-pCAGGS. A lissue de
tous les rappels (J136), les sérums des 6 souris restantes ont été analysés par cytométrie
en flux. Les résultats de I'analyse des sérums et la sélection des souris d’intérét a la fin du
protocole DR5 sont présentés dans la figure 5.14 B. Les souris présentant le marquage le
plus positif, c¢’est-a-dire I’histogramme le plus décalé sur la droite par rapport a 1'histo-
gramme controle (en gris), ont été choisies. Ainsi, une souris de chaque groupe de rappels
(souris 1blc et 2blc) a été sélectionnée pour I'étape de fusion.

En conclusion, a la fin de ces deux protocoles d’immunisations, une rate provenant
de I'immunisation DR4-pCR3 et trois rates correspondantes aux trois souris de 'immu-
nisation DR5-pCAGGS sélectionnées ont été prélevées pour I'étape de fusion : une rate
a l'issue des 4 injections de pCAGGS-DR5 et deux rates provenant de souris immunisées

par DR5-pCAGGS ayant recu soit des rappels protéiques, soit des rappel ADN.

5.3 Criblage des hybridomes obtenus par ELISA, Dot
Blot et FACS

Les fusions, le maintien des hybridomes et les tests ELISA ont été effectués en colla-
boration avec CovalAb.

Aprés trois semaines de culture, les surnageants des hybridomes contenant des anti-
corps ont été criblés afin de tester leur capacité a se lier spécifiquement & leur cible recom-
binante et endogéne. Les surnageants des puits contenant des hybridomes visibles a 1’ceil
nu ont d’abord été testés par ELISA. Les clones capablent de reconnaitre leur cible respec-
tive ont ensuite été transférés dans des plaques de 24 puits. Aprés une & deux semaines,
le surnageant des hybridomes a été retesté par ELISA afin d’éliminer les clones ayant
perdu leur sécrétion. Le surnageant des clones positifs a été récolté et testé par Dot Blot
et cytométrie en flux (ou FACS) pour leur capacité a reconnaitre spécifiquement la cible

conformationnelle endogéne.

5.3.1 Criblage des clones anti-DR4 et anti-DR5 par tests ELISA

Pour ces tests, le marquage est considéré positif lorsque la densité optique (DO) ob-
servée sur DR-Fc et DRe ciblé (DR4-Fc et DR4c pour les hybridomes DR4 ; et DR5-Fc et
DR5c pour les hybridomes DR5) est supérieure a 0,3. Un exemple des résultats des tests

ELISA obtenus aprés chaque fusion est présenté dans ’annexe C.
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Hybridomes DR4

Pour les surnageants d’hybridomes DR4 issus de la fusion de la souris R, plus d'une
centaine de puits d’hybridomes a été testée par ELISA. Parmi eux, plus de la moitié a
montré une DO supérieure & 0,3 sur DR4-Fc et DR4c. Finalement, seulement une trentaine
a gardé sa capacité a sécréter des anticorps. Parmi eux, 17 clones se sont avérés positifs
par cytométrie en flux (voir 5.3.2). La figure 5.16, présente les résultats ELISA de ces 17

hybridomes (barres bleues).

Hybridomes DR5

Les trois fusions des souris DR5 ont généré moins de clones positifs. La figure 5.16,
présente les résultats des 4 surnageants d’hybridomes sélectionnés (barres rouges) aprés
criblage par ELISA, FACS et Dot Blot (voir 5.3.2). La premiére fusion (souris 2V) a
permis d’isoler une trentaine d’hybridomes par ELISA. Mais seulement 4 ont pu étre
testés par FACS, parmi lesquels un clone (C#21) s’est avéré étre positif par FACS. La
fusion & partir de la souris ayant regue des rappels ADN (souris 1Blc) n’a généré qu’'une
dizaine de clones positifs, mais cette fois-ci trés peu ont perdu leur sécrétion. Parmi eux, 3
surnageants d’hybridomes ont démontré leur capacité a reconnaitre le récepteur endogéne
(C#22, C#23, C#24). Enfin, la fusion de la souris aux rappels protéiques (souris 2Blc)
est celle qui a donné le moins de résultats : une dizaine clones transférés en 24 puits mais

aucun clone n’a été finalement sélectionné.

EDR4 BDR5 EMFc MBSA

DO (450 nm)

FIGURE 5.16 — Résultats ELISA des surnageant d’hybridomes sélectionnés anti-DR4 et
anti-DR5. Les hybridomes DR4 ont été obtenus aprés fusion de la rate R, et les hybridomes
DR5 proviennent de I’ensemble des trois rates fusionnées. Le surnageant des hybridomes
a été dilué de moitié et testé sur DR4-Fc, DR4c, DR5c, Fc et BSA. Les échantillons sont
considérés comme positifs lorsque la densité optique est supérieure a 0,3. L’AcM-C#21
provient de la fusion de la rate 2V, les AcM-C#22, -C#23 et -C#24 proviennent de la
fusion de la rate 1Blc et aucun hybridome de la fusion 2Blc n’a été sélectionné.
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5.3.2 Reconnaissance des DR4 et DR5 conformationnels

L’ensemble des surnageants d’hybridomes sélectionnés par ELISA a ensuite été testé
pour leur capacité a reconnaitre et fixer les récepteurs endogénes présentés sous leur forme

native conformationelle.

Hybridomes DR4

Pour les surnageants d’hybridomes DR4, le test par cytométrie en flux a permis de
sélectionner 17 clones positifs. Les résultats de I’analyse par cytométrie en flux sont pré-
sentés sur la figure 5.17 A. Sur cette figure les surnageants anti-DR4 sélectionnés (histo-
gramme rouge) sont comparés a l'isotype témoin (histogramme gris). Le décalage entre le
pic témoin et le pic des hybridomes démontre la capacité des surnageants sélectionnés a
reconnaitre le récepteur présent a la surface des cellules. La reconnaissance avec les dif-
férents récepteurs recombinants, dénaturés ou non, a été déterminée par Dot Blot. Cette
méthode consiste a adsorber les protéines recombinantes d’intérét sur une membrane de
nitrocellulose. Aprés saturation, les surnageants ont été incubés puis révélés avec un anti-
corps secondaire anti-mouse IgG(H+L)-HRP. Les résultats obtenus sont présentés sur la
figure 5.17 B. Ici encore nous pouvons voir que les surnageants ont fixé DR4 non déna-
turé et que la majorité d’entre eux n’a pas fixé DR4 dénaturé ou DR5. Ces hybridomes
semblent donc étre spécifiques de DR4 présenté sous une forme proche de sa conformation

native.

Hybridomes DR5

Dans un souci de gain de temps, les surnageants d’hybridomes DR5 ont été tes-
tés directement par cytométrie en flux. Le méme protocole a été utilisé, a la diffé-
rence que les cellules utilisées sont les MDA-MB-231 dépourvues des deux récepteurs
agonistes de TRAIL (MDA DKO) et les MDA-MB-231 isogéniques DKO reconstituées
avec DR5 (DKO-DR5™¢) [Dufour et al., 2017al. Les résultats des hybridomes sélectionnés
sont présentés dans la figure 5.18. Les surnageants d’hybridomes ne présentent pas de mar-
quage sur les cellules MDA-MB-231 DKO mais uniquement sur les cellules
MDA-MB-231 DKO-DRb5™¢. Sur ces cellules, on peut voir un décalage entre 'isotype té-
moin (histogramme gris) et les surnageants anti-DR5 (histogramme rouge). Les 4 clones
sélectionnés ont donc démontré leur capacité a reconnaitre et a se lier spécifiquement au

DR5 natif exprimé a la surface des cellules MDA-MB-231 DKO-DR5™¢,
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FIGURE 5.17 — Criblage des surnageants d’hybridomes anti-DR4 et anti-DR5 A. Analyse
par cytométrie en flux des surnageants des anti-DR4 sélectionnés (courbe rouge) comparés
a lisotype témoin (courbe grise). Les surnageants d’hybridomes sont détectés en utilisant
un anticorps secondaire anti-souris IgG (H + L) conjugué au fluorochrome AF488 B.
Résultats de I'analyse Dot Blot des surnageants anti-DR4. La révélation se fait via un
anticorps secondaire anti-souris IgG (H + L) - HRP. ND : non dénaturé, D : dénaturé.
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FIGURE 5.18 — Criblage des surnageants d’hybridomes anti-DR5. Analyse par FACS des

surnageants anti-DR5 sélectionnés (courbe rouge) comparés a l'isotype témoin (courbe
grise) sur les cellules MDA-MB-231 DKO et MDA-MB-231 DKO-DR5™¢. Les surnageants
d’hybridomes sont détectés par un anticorps secondaire anti-souris IgG (H + L) - AF488.

Synthése

Encore une fois, il n’est pas possible de comparer les résultats des immunisations DR4-
pCR3 et DR5-pCAGGS, les schémas d’immunisations et les plasmides n’étant pas les
mémes. Concernant le choix des rappels protéiques ou ADN pour 'immunisation DR5,
il semblerait qu’avec le schéma d’immunisation utilisé ici, les rappels ADN permettent
d’obtenir davantage de clones reconnaissant la forme native du DR5. Cependant, le nombre
limité de souris dans I’étude ne permet pas de démontrer l'efficacité d’'un schéma par
rapport & un autre. Il faudrait réitérer ’expérience avec un nombre plus important de

souris, et plusieurs fois, afin de pouvoir établir une conclusion définitive.

5.3.3 Production des 21 anticorps d’intérét

Le criblage des hybridomes issus des 4 fusions a ainsi permis d’isoler 17 hybridomes
anti-DR4 et 4 hybridomes anti-DR5 présentant des caractéristiques de liaison intéressantes
avec leur récepteur natif. Ces clones ont tous démontré la capacité de reconnaitre leur cible
sous forme recombinante non-dénaturée et endogéne. Ils pourraient donc tous présenter
des caractéristiques fonctionnelles intéressantes.

Afin de pouvoir tester et caractériser ces clones, il a été nécessaire de produire et de
purifier les 21 anticorps monoclonaux correspondants. Ces étapes ont été effectuées en

collaboration avec CovalAb, selon une méthodologie propre a la société CovalAb.

123



124



Chapitre 6

Caractérisation des anticorps
monoclonaux ciblant DR4 et DR5

Aprés la sélection des hybridomes d’intérét, 21 anticorps monoclonaux ont été obtenus
sous forme purifiée, de concentration connue. Le chapitre ci-dessous présente les tests

caractéristiques et fonctionnels de ces anticorps.

6.1 Caractérisation des anticorps purifiés

En premier lieu, il a fallu étudier les profils de liaison des 21 anticorps anti-DR4
et anti-DR5 produits. Le titre de chaque anticorps a été évalué par test ELISA et la
reconnaissance des récepteurs recombinants dénaturés ou non a été déterminée par Dot
Blot. La capacité des anticorps a reconnaitre les récepteurs endogénes et leur sélectivité

vis-a-vis des autres récepteurs a été analysée par cytométrie en flux.

6.1.1 Reconnaissance des récepteurs non dénaturés

De la méme fagon que la reconnaissance du DR4 et du DR5 a été vérifiée tout au long
du processus de criblage des hybridomes, la premiére étape de la caractérisation des anti-
DR4 et anti-DR5 produits a consisté a étudier leur spécificité de liaison pour le récepteur
recombinant non dénaturé.

Le test ELISA permet non seulement de confirmer la liaison des anticorps a leur cible
respective, mais permet également de déterminer leur titre. Le titre d'un anticorps repré-
sente généralement sa concentration. Ici, il est utilisé afin de déterminer la concentration
minimum permettant d’obtenir un résultat positif (une DO > 1). Pour ce faire, une série
de dilutions de I'anticorps a été testée sur une concentration fixe de DR4 et DR5 re-
combinant. Une bonne réactivité immunitaire est obtenue lorsque I'anticorps titre a une
concentration < 100 ng /ul.. Comme démontré par ELISA, 19 des 21 hybridomes ont pro-

duit des anticorps présentant une réactivité immunitaire bonne a excellente avec des titres
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FIGURE 6.1 — Résultats ELISA et Dot Blot des anticorps anti-DR4 et anti-DR5 produits
A. ELISA des anticorps anti-DR4 (barre bleue) et anti-DR5 (barre rouge) produits. Les
anticorps purifiés ont été dilués en cascade a partir de 500 ng /mL et testés sur DR4 ou
DR5. Le titre correspond a la derniére dilution avec un DO > 1. La concentration la plus
faible représente donc le meilleur titre. B. Reconnaissance des anticorps de la forme non
dénaturée (ND, a gauche) et dénaturée (D, & droite) de ¢cDR4 (au-dessus) et de cDR5
(au-dessous) recombinants a été évaluée par Dot Blot. 150 ng /ul. de cDR4 et de ¢cDR5 ont
été dénaturés en utilisant 10% de DTT 1M (dithiothréitol) et chauffés a 95°C pendant
5min. 1pL de protéines recombinantes non-dénaturées et dénaturées ont été adsorbée a
une membrane de nitrocellulose. Apres blocage avec du lait, 1 pg /mL d’anticorps purifié
a 6té ajouté et, aprés une liaison secondaire par un IgG (H + L) - HRP (1/10 000)
anti-souris, la reconnaissance a été évaluée par chimioluminescence.

S 9

allant de 4 a 80ng /uL ( figure 6.1 A). Aucun des anticorps ne s’est fixé sur le fragment
Fc seul ou sur la BSA (titres > 1png/pL).

Le Dot Blot présente quant a lui la liaison des anticorps envers DR4 et DR5 recombi-
nants dénaturés ou non avec le DTT (dithiothréitol). Les résultats présentés sur la figure

6.1 B indiquent que tous les anticorps générés par I'approche ADN, & part C#1, ont re-
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connu spécifiquement la forme native de la cible protéique. En outre, les anticorps n’ont
reconnu que leur cible respective, sans croiser sur autre DR (les anti-DR4 ne recon-
naissent pas DR5 et les anticorps anti-DR5 ne reconnaissant pas DR4). Cette expérience
a montré que la plupart des anticorps produits sont spécifiques du récepteur recombinant

ciblé non dénaturé, donc trés probablement de sa forme native endogéne.

6.1.2 Spécificité des anticorps

Afin de confirmer la spécificité des anticorps produits, la reconnaissance envers les
récepteurs endogénes a été évaluée par cytométrie en flux. Les anticorps ont tous été
analysés sur quatres lignées cellulaires différentes : les MDA-MB-231 parentales (WT),
les MDA-MB-231 DKO (DKO), déficientes pour les deux récepteurs DR4 et DR5, ainsi
que les cellules isogéniques DKO reconstituées avec DR4 (DKO-DR4™), n’exprimant que
DR4, ou DR5 (DKO-DR5™) exprimant uniquement DR5. Une immunoglobuline controle
a été utilisée et n’a pas démontré de marquage sur les quatres lignées (figure 6.2). Comme
le montre la figure, les 17 anticorps anti-DR4 et les 4 anticorps anti-DR5 présentent tous
un marquage positif sur les cellules MDA-MB-231 WT et la liaison détectée a la surface
des cellules MDA-MB-231 DKO est nulle. Le marquage sur les cellules isogéniques DKO-
DR4rec et DKO-DR5*¢ permet de mieux caractériser la liaison des anticorps envers chacun
des récepteurs DR4 et DR5. La spécificité des anticorps a donc été évaluée par rapport
aux marquages sur les cellules isogéniques DKO-DR4*¢ et DKO-DRb5c,

La figure 6.2 A présente les marquages des 17 anticorps anti-DR4. L’ensemble des
anticorps anti-DR4 produits reconnaissent le DR4 exprimé a la surface des cellules DKO-
DRA4*c et le marquage sur les cellules DKO-DR5*¢ est quasiment nul. La figure 6.2 B
expose les marquages des 4 anticorps anti-DR5. Tous les anticorps anti-DR5 présentent
un marquage positif sur les DKO-DR5™¢ et quasiment nul sur les cellules DKO-DR4ec.
Ces anticorps monoclonaux sont donc hautement spécifiques de leur cible correspondante,
a savoir DR4 (figure 6.2 A) ou DR5 (figure 6.2 B).

Par conséquent, ces résultats mettent en évidence la spécificité de ’ensemble des an-
ticorps produits vis & vis du DR4 ou DR5 conformationnels et endogénes. Ces anticorps
monoclonaux sont donc des anticorps conformationnels, se liant spécifiquement a leur
cible correspondante avec une grande spécificité. Ces données valident également la mé-
thode d’immunisation et le test de criblage en ELISA qui ont été utilisés pour générer
et sélectionner les anticorps monoclonaux reconnaissant spécifiquement la conformation
native de cibles membranaires comme les récepteurs de mort.

La spécificité des anticorps étant un élément indispensable pour induire une activité

thérapeutique, il a ensuite été nécessaire de tester la fonction des 21 anticorps produits.
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FIGURE 6.2 — Reconnaissance des récepteurs a la surface cellulaire par les anticorps anti-
DR4 et anti-DR5 produits. Les cellules MDA-MB-231 WT, MDA-MB-231 DKO recons-
tituées avec DR4 ou DR5 et MDA-MB-231 DKO ont été marquées avec des anticorps
anti-DR4 (A.) ou des anticorps anti-DR5 (B.). Les anticorps primaires ont ensuite été
détectés en utilisant un anticorps secondaire IgG (H + L) - AF488 spécifique de la souris
puis analysés par cytométrie en flux.
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6.2 Activité agoniste des anticorps anti-DR4 et anti-
DR5 produits

Pour étudier les effets fonctionnels des anticorps générés, des tests de viabilité cellulaire
et d’apoptose ont été réalisés. Le premier objectif du travail a été d’évaluer la capacité

des anticorps produits a induire, seuls, 'apoptose des cellules cancéreuses.

6.2.1 Tests fonctionnels, sélection de 2 anticorps d’intérét
Tests de viabilité cellulaire au bleu de méthyléne

La cytotoxicité est évaluée par des tests au bleu de méthyléne sur les lignées cellulaires
de cancer colorectal (HCT116) et de cancer du sein (MDA-MB-231), exprimant a la
fois DR4 et DR5. Ces deux lignées répondent différemment & TRAIL. Les HCT116 sont
sensibles & TRAIL alors que les MDA-MB-231 sont relativement résistantes.

Pour ce premier test, les cellules ont été traitées par une concentration croissante
d’anticorps. Les traitements ont permis de mettre en évidence que deux des anticorps
produits induisent de maniére dose dépendente la mort cellulaire des cellules cibles, les
clones C#16 et C#22 ciblant DR4 et DRb5, respectivement. La figure 6.3 présente les
résultats obtenus avec quelques anticorps anti-DR4 (C#1, C#2, C#5, C#11, C#16),
et les 4 anticorps anti-DR5. Des résultats détaillés sont présentés dans 'annexe D. Sur
les cellules HCT116, les anticorps C#16 et C#22 réduisent la viabilité cellulaire jusqu’a
50% et 35% respectivement. Cependant, aucun d’entre eux n’a semblé inhiber la viabilité
cellulaire des MDA-MB-231, bien que les plus fortes concentrations de C#16 et C#22
alent tendance a réduire la viabilité cellulaire d’environ 10% (figure 6.3). Les résultats
sont plus apparents avec les cellules HCT116 qu’avec les MDA-MB-231, principalement

en raison de la résistance acquise de la lignée cellulaire MDA-MB-231.

Les deux résultats obtenus a partir de ce panel d’anticorps plutét limité, sont trés
intéressants pour un tel criblage. L’anticorps monoclonal ciblant DR4, C#16 et 'anti-
corps anti-DRb5, C#22 ont été capables d’inhiber seul, de maniére dose dépendante, la
viabilité cellulaire de la lignée sensible de cancer colorectal HCT116. Cette constata-
tion est particuliérement remarquable car les anticorps monoclonaux agonistes dévelop-
pés jusqu’a présent contre DR4 et majoritairement contre DR5, a quelques exceptions
prés [Sung et al., 2009] [Morizot et al., 2011| nécessitent souvent des agents de réticula-
tion [Motoki et al., 2005] [Kang et al., 2011] |[Piechocki et al., 2012| [Graves et al., 2014]
[Huet, 2014] ou des chimiothérapies sensibilisantes, tels que Iinhibiteur du protéasome

bortezomib [Nagane et al., 2010, pour révéler leur potentiel pro-apoptotique.
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FIGURE 6.3 — Evaluation de la cytotoxicité des anticorps par bleu de méthyléne. La
viabilité cellulaire de HCT-116 et MDA-MB-231 a été déterminée en utilisant du bleu
de méthyléne aprés un traitement de 16h avec des concentrations croissantes d’anti-DR4
(AcMs C#1, C#2, C#5, C#11 et C#16) ou d’anti-DR5 (AcMs C#21, C#22, C#23 et
C+#24). Les valeurs présentées sont la moyenne + SD de trois expériences indépendantes

(n = 3).

Evaluation des anti-DR5 réticulés

Afin d’évaluer le potentiel des quatres anticorps anti-DR5 développés a induire une cy-
totoxicité lorsqu’ils sont réticulés, ces anticorps ont été adsorbés sur une plaque de culture
(figure 6.4(a)). L'effet cytotoxique a été comparé a 'anticorps soluble seul et a I’AcM-
C#16, anti-DR4 soluble présentant une forte cytotoxicité. Les résultats sont présentés sur
la figure 6.4. On peut voir ici que l'adsorption a permis d’augmenter le potentiel cyto-
toxique des anticorps C#21, C#23 et C#24, sans pour autant atteindre I'effet cytotoxique
des anticorps anti-DR4 AcM-C+#16 et anti-DR5 AcM-C#22 solubles. Concernant 1I’AcM-
C#22, qui permet de diminuer la viabilité cellulaire des HCT116 lorsqu’il est utilisé en
soluble, la réticulation n’a pas augmenté son potentiel cytotoxique. Dans cette expérience,
la réticulation des anticorps n’a pas permis de diminuer de maniére trés significative la
viabilité des cellules aprés traitement. Il faut cependant noter que ces anticorps peuvent
étre adsorbés dans toutes les directions, ce qui limite peut étre leur activité cytotoxique
aprés réticulation (6.4(a)). Il serait donc intéressant de multimériser les anticorps avec

d’autres agents de réticulation afin de confirmer ou d’infirmer ces résultats.
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(b) Tests au bleu de méthyléne des anticorps anti-DR5 adsorbés ou non

FIGURE 6.4 — Evaluation de la cytotoxicité des anticorps adsorbés sur plaques ELISA par
bleu de méthyléne. La viabilité cellulaire de HCT-116 a été déterminée en utilisant du bleu
de méthyléne aprés un traitement de 16h avec des concentrations croissantes d’anti-DR4
(AcM C#16) ou d’anti-DR5 préalablement adsorbés ou non sur une plaque de culture de
96 puits (AcMs C#21, C#22, C#23 et C#24). Les valeurs présentées sont la moyenne +
SD de trois expériences indépendantes (n = 3).
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Capacité des anticorps agonistes a induire ’apoptose

Les tests au bleu de méthyléne sont utilisés pour mesurer de maniére indirecte une perte
de viabilité cellulaire. Ils ne permettent en aucun cas de déterminer les raisons de cette
réduction de viabilité cellulaire. Il a donc fallu examiner si la mort cellulaire observée est
bien induite par apoptose. Pour étudier ce phénoméne, les cellules traitées sont marquées
a 'annexine V et au 7-aminoactinomycine D (7-AAD) puis analysées par cytométrie en
flux. Au début de 'apoptose, la phosphatidylsérine est externalisée & la surface cellulaire.
L’annexine V a une affinité élevée pour cette derniére, ainsi des cellules présentant les
premiers stades d’apoptose peuvent étre identifiées via la liaison de I’Annexine V. La
distinction entre les cellules vivantes, mortes, ou les cellules au stade précoce ou tardif de
l’apoptose peut étre faite grace au 7-AAD, un agent de liaison & ’ADN fluorescent qui
s'intercale entre la cytosine et la guanine. La combinaison de ces deux réactifs constitue
un puissant outil de détection de I'apoptose [Elmore, 2007].

Les tests au bleu de méthyléne permettent également de déterminer les conditions
de criblage des anticorps sur un ensemble de lignées cellulaire, plus ou moins sensibles a
TRAIL. Pour débuter le criblage, les anticorps anti-DR4 ont été testés & une concentration
fixe de 10 pg /mL d’anticorps et, comme témoin, une concentration fixe de 1pg/mL de
TRAIL, sur une dizaine de lignées cellulaires cancéreuses humaines différentes :

— MDA-MB-231 : sein, résistantes a TRAIL

— MiaPaca-2 : pancréas, résistantes & TRAIL

— DU145 : prostate, résistantes a TRAIL

— SW480 : colon, moyennement sensibles & TRAIL

— Jurkat : lymphome, moyennement sensibles & TRAIL

— RL : lymphomes B, moyennement sensibles & TRAIL

— BL2 : lymphome de Burkitt, moyennement sensibles & TRAIL

— HCT116 : colon, sensibles & TRAIL

— Ab549 : poumon, sensibles a TRAIL

— H1703 : poumon, sensibles & TRAIL

Parmi les anticorps anti-DR4 testés, ’AcM-C+#16 est celui qui a donné les résultats
les plus probants. La figure 6.5 permet de résumer ’ensemble des résultats obtenus, et le
détail de l'effet de 'AcM-C#16 et de ’'AcM-C#11 sur I'ensemble des 10 lignées cancé-
reuses est présenté dans 'annexe E. L’AcM-C#11 présente une faible activité agoniste,
I’AcM-C+#16 est un anticorps agoniste efficace et enfin, I’AcM-C#15 n’a aucune activité,
il sert donc de témoin négatif. Ici, les résultats sont présentés sur 4 des 10 lignées
cancéreuses : les cellules A549, BL2, HCT116 et SW480. Les pourcentages d’apop-
tose induits par les traitements sont indiqués dans les quartiles de droite. Le pourcen-
tage de cellules positives & 'annexine V (quartile en bas a droite) représente la quantité
de cellules au stade d’apoptose précoce, et le pourcentage de cellules double-positives

annexine V/7AAD (quartile en haut & droite) présente la quantité de cellules au stade
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FIGURE 6.5 — Effet agoniste de 'anticorps AcM-C#16 sur un panel de 10 lignées cancé-
reuses humaines. Les cellules ont été traitées par une combinaison de 10pg /mL d’AcM
et 1pg/mL de TRAIL, et comme témoin, une concentration fixe de 1pg/mlL de TRAIL
(T). Les résultats ont été analysés par un marquage AnV/7AAD par cytométrie en flux
(n = 1). Ici sont représentés les histogrammes biparamétriques ou dotplot obtenus avec le
milieu seul (Milieu) ou aprés un traitement de 'AcM-C#11 (C#11), 'AcM-C#16 (C#16)
et PAcM-C#15 (C#15) sur les cellules A549, BL2, HCT116 et SW480. Toutes ces cellules
sont sensibles & TRAIL, a part les cellules SW480 qui y sont résistantes.

d’apoptose tardif. Il est important de noter ici que les cellules SW480 apparaissent ré-
sistantes & TRAIL, ce qui n’est normalement pas le cas. Toutefois, I’expérience n’a été
effectuée qu’une fois et le clone décongelé a peut étre subit des variations génétiques lors

de la culture cellulaire, comme beaucoup de lignées cancéreuses [Ben-David et al., 2018|.
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FIGURE 6.6 — Apoptose induite par les anticorps anti-DR4 et anti-DR5 agonistes. La
lignée cellulaire de lymphome de Burkitt BL2 a été pré-incubée, ou non, pendant 30 min
a 37°C avec 10 pM de Q-VD-Oph puis traitée pendant 20 h avec 10 pg /mL d’AcM. Les
cellules ont ensuite été marquées a I’Annexine V - TAAD et 'apoptose a été quantifiée
par cytométrie en flux. Un test t de student non apparié a été effectué avec les valeurs
moyennes + SD (n = 3).

Bien que ces expériences n’aient été faites qu’une seule fois, I'effet pro-apoptotique
de PAcM-C+#16 a été confirmé sur I'ensemble des lignées cellulaires sensibles a TRAIL.
Toutefois, il est intéressant de noter que le traitement par ’anticorps n’induit pas les
mémes réponses qu’avec TRAIL. Dans cette expérience, les lignées A549 et H1703 se sont
montrées les plus sensibles au TRAIL alors que la lignée BL2 a incontestablement mieux
répondu aux traitements par l’anticorps, avec une apoptose observée 7 fois supérieure au
milieu seul. Nous avons donc utilisé la lignée cellulaire de lymphome de Burkitt BL2 pour
les autres criblages d’anticorps.

Dans un deuxiéme test, nous avons examiné si la mort cellulaire observée dans les
tests au bleu de méthyléne était due a I’apoptose en ajoutant un inhibiteur de caspases,
le Q-VD-Oph. Les effets des différents anticorps sur les cellules BL2 ont été déterminés
par marquage a l'annexine V/TAAD et analysés par cytométrie en flux. Les résultats
de l'apoptose induite par les cinq anticorps anti-DR4 (C#1, C#2, C#5, C#11, C#16),
et les quatre anticorps anti-DR5 sont présentés sur la figure 6.6. L’activité agoniste des
anticorps est clairement pro-apoptotique, puisque l'inhibition des caspases par la pan-
caspase Q-VD-Oph a inhibé la mort cellulaire. Conformément aux résultats obtenus dans
les cellules HCT116, C#16 et C#22 ont été capables d’induire, seuls et sans réticulation ni
activateur, plus de 75% et 35%, respectivement, d’apoptose dans les cellules BL2. Comme
prévu, la mort cellulaire induite par ces deux anticorps dans les cellules BL2 a été inhibée
de maniére sélective et significative par I'inhibiteur Q-VD-Oph (figure 6.6).

Ces résultats confirment ainsi l'activité pro-apoptotique agoniste des deux anticorps.
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6.3 Synergie des anticorps avec le ligand TRAIL

Des résultats préliminaires de 1'équipe, effectués sur le systéme murin, ont permis
de mettre en évidence qu’il est possible d’envisager de combiner des anticorps potentia-
lisateurs & TRAIL. Une des hypothéses de cette thése était que ce phénoméne
pourrait étre également observable sur le systéme humain. De plus, et notamment
au cours de ma these, des études de plus en plus nombreuses ont suggéré que la combi-
naison de TRAIL avec des anticorps ciblant DR4 et/ou DR5 permettrait d’induire une
apoptose plus efficace encore [Graves et al., 2014| [Tuthill et al., 2015] [Hao et al., 2016].
Plusieurs équipes ont mis en avant un effet potentialisateur des anticorps anti-DR5 (AMG
655) et anti-DR4 (TR1-419) envers le ligand TRAIL.

Nous nous sommes donc attachés, dans un deuxéme objectif, a vérifier si les anticorps

que nous avons développé présentaient ou non un tel effet potentialisateur.

6.3.1 Tests fonctionnels, sélection de 4 anticorps potentialisateurs

La cytotoxicité de la combinaison ainsi que son potentiel pro-apoptotique ont été
évalués, comme démontré précédemment, par un test au bleu de méthyléne, par marquage
a 'AnV/TAAD et par western blot.

Tests cytotoxiques au bleu de méthyléne

En premier lieu, la cytotoxicité de la combinaison du panel d’anticorps anti-DR4 et
anti-DR5 avec TRAIL a été testée sur les cellules HCT116, sensibles & TRAIL, et sur les
cellules MDA-MB-231, résistantes & TRAIL. Ici, les cellules ont été stimulées avec une
concentration variable (dilutions en cascade a partir d’une concentration de 10pg/mL)
de TRAIL seul ou en combinaison avec un AcM pendant 16h. La viabilité cellulaire a été
mesurée par test au bleu de méthyléne (figure 6.7). Ce criblage a permis d’isoler plusieurs
anticorps en mesure d’inhiber de maniére synergique la viabilité des lignées cellulaires
tumorales. Quatre anticorps, 2 anti-DR4 (AcM-C#2 et AcM-C#11) et 2 anti-DR5 (AcM-
C#22 et AcM-C+#24), ont potentialisé I'effet de TRAIL de maniére dose-dépendante. Sur
les cellules HCT116, TRAIL (en rouge) a induit une cytotoxicité maximale d’environ
60%. La combinaison de TRAIL avec des concentrations fortes d’anticorps AcM-C#11
(en blanc) a permis d’augmenter la cytotoxicité de TRAIL jusqu’a plus de 90%. Sur les
cellules MDA-MB-231, en revanche, TRAIL seul (en rouge) a bien induit la mort cellulaire
d’une maniére dose-dépendante, mais & un maximum d’environ 30% de mort cellulaire.
Sur ces cellules, I'effet potentialisateur des AcM C#2, C#11, C#22 et C#24 s’est montré
encore plus visible car I’ajout de ces anticorps a permis d’abaisser la viabilité cellulaire a
environ 23%, 25%, 456% et 40% respectivement.
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FIGURE 6.7 — Evaluation de la cytotoxicité de la combinaison des AcMs avec TRAIL.
La viabilité cellulaire de HCT116 (a gauche) et MDA-MB-231 (a droite) a été détermi-
née en utilisant des tests au bleu de méthyléne. Les lignées cellulaires ont été traitées
pendant 16 heures avec la concentration indiquée de d’AcM-DR4 (ci-dessus) ou d’AcM-
DR5 (ci-dessous) en combinaison avec TRAIL soluble. Les valeurs représentent les valeurs
moyennes £ SD (n = 3).

Cependant, le potentiel synergique des anticorps, a I’exception de I’AcM-C#11 a été
plus apparent dans les cellules MDA-MB-231 que dans les HCT116. Ceci peut s’expli-
quer en partie par le fait que les HCT116 étant trés sensibles, il est difficile de voir une
différence ici, a part pour le traitement avec ’AcM-C+#11, qui semble étre tres efficace
dans 'induction de la mort cellulaire en combinaison avec TRAIL. En revanche, lorsque
les cellules MDA-MB-231 sont traitées par la combinaison TRAIL et AcMs, I'induction
maximale de la mort cellulaire atteint environ 80% pour les AcMs anti-DR4 et environ
60% pour les AcMs anti-DR5.

Ici encore, les résultats obtenus sont particuliérement intéressants : les quatre anticorps
dirigés contre DR4 et DR5 ont présenté de maniére dose dépendante un fort pouvoir
synergique, et plus encore, ils ont sensibilisé des cellules initialement résistantes au TRAIL,

ce qui tendrait & démontrer leur fort potentiel thérapeutique.

Aprés avoir évalué leffet de synergie sur la viabilité cellulaire, nous avons vérifié que

la mort cellulaire induite soit bien due a ’apoptose.
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Caractérisation de la mort cellulaire induite

Pour vérifier I'effet apoptotique du traitement combinant TRAIL et les AcMs, ’apop-
tose et la potentialisation ont été confirmées par des tests de cytométrie en flux et par

western blot.

En premier lieu, 'effet combinatoire de ’AcM-C#11 avec TRAIL a été testé sur les 10
lignées cancéreuses utilisées pour I’AcM-C#16. L’ensemble des lignées cellulaires ont été
traitées par une combinaison de 10 pg/mL d’AcM et de 1ng/mL de TRAIL, et comme
témoin, une concentration fixe de 1 pg /mL de TRAIL. L’ensemble des résultats de I’AcM-
C#11 est présenté dans 'annexe E. Les résultats du traitement des AcM-C#11, C#16 et
C#15 en combinaison avec TRAIL sont présentés sur la figure 6.8, et ce sur 4 des 10 lignées
cancéreuses. La figure 6.8 peut étre comparée aux résultats de la figure 6.5 et s’analyse de
la méme facon : les quartiles droits de chaque histogramme représentent le pourcentage
d’apoptose du traitement. L’”AcM-C#11 est un anticorps potentialisateur, I’AcM-C+#16
est un anticorps agoniste et I’AcM-C#15 ne présente pas de potentiel synergique avec
TRAIL, il peut étre considéré comme un témoin négatif. Ce panel est donc représentatif
des résultats obtenus avec I’ensemble des anticorps, sur les 10 lignées cancéreuses. On
peut voir sur la figure 6.8 que le potentiel synergique de ’AcM-C+#11 a été confirmé sur
plus de la moitié des lignées, indépendamment de leur sensibilité a TRAIL, avec encore
une fois une réponse plus importante sur les cellules BL2. Il faut noter ici que 'expérience
n’a été effectuée qu’une seule fois. De méme, le fait que la concentration de TRAIL soit
différente de celle utilisée pour le test au bleu de méthyléne (10 fois plus faible), ceci peut

expliquer que la potentialisation ne soit pas aussi visible sur les cellules HCT116.

Dans un deuxiéme temps, le potentiel synergique des AcMs a été évalué par cytométrie
en flux aprés un marquage AnV/7AAD sur les cellules BL2, en présence ou non d’inhi-
biteur de pan-caspase Q-VD-Oph, ainsi que sur les MDA-MB-231. Les traitements par
TRALIL seul et la combinaison des AcMs additionnés & TRAIL ont été évalués sur les BL2
(figure 6.9 A) et sur les MDA-MB-231 (figure 6.9 B). Les résultats de 'apoptose induite
par la combinaison de TRAIL et des cinq anticorps anti-DR4 (C#1, C#2, C#5, C#11,
C+#16), ou des 4 anticorps anti-DR5 sur les cellules BL2 (figure 6.9 A) sont a comparer
avec la figure 6.6. Ici encore, le marquage a ’AnV/7AAD a clairement mis en évidence
que, pour ces deux lignées cellulaires, 4 des 9 AcMs ont été capables de potentialiser
laction de TRAIL. Cette sensibilisation a été confirmée dans les cellules MDA-MB-231.
Pour les deux lignées cellulaires, TRAIL induit environ 40% de mort cellulaire, alors que
la combinaison avec les AcMs potentialisateurs (C#2, C#11, C#22, C#24) a augmenté
considérablement 'apoptose de 70% a 90% environ. L’ajout de Q-VD-Oph a totalement
inhibé la mort cellulaire induite par ces AcM, mettant en lumiére, une fois de plus, que
la mort cellulaire observée a été médiée par ’apoptose. Les traitements des BL2 et des
MDA-MB-231 ont été différents ici, le temps d’incubation et le lot de TRAIL ne sont pas

les mémes. Ceci pourrait expliquer le pourcentage plutot faible de cellules apoptotiques
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FIGURE 6.8 — Effet potentialisateur de 'anticorps AcM-C#11 sur un panel de 10 lignées
cancéreuses humaines. Les cellules ont été traitées par une combinaison de 10pg/mL
d’AcM et 1pg/mL de TRAIL, et comme témoin, une concentration fixe de 1ng/mL de
TRAIL (T). Les résultats ont été analysés par un marquage AnV/7AAD par cytométrie
en flux (n = 1). Ici sont représentés les histogrammes biparamétriques ou dotplot obtenus
aprés un traitement de TRAIL seul (TRAIL), AcM-C#11 et TRAIL (C#11 + T), AcM-
C#16 et TRAIL (C#16 + T) et AcM-C#15 et TRAIL (C#15 + T) sur les cellules A549,
BL2, HCT116 et SW480. Toutes ces cellules sont sensibles & TRAIL, & part les cellules
SW480 qui y sont résistantes.

sur les BL2 aprés un traitement de 1pg/mL de TRAIL, qui est habituellement au dessus

de 50% a cette concentration. L’ensemble de ces résultats démontre néanmoins que la mort
cellulaire médiée par TRAIL a été significativement augmentée par les AcMs C#2, C#11,
C#22 et C#24 dans diverses cellules cancéreuses, répondant différemment au TRAIL.
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FIGURE 6.9 — Les traitements par les AcMs peuvent potentialiser ’action de TRAIL. A.
La lignée cellulaire BL2 a été traitée dans des plaques a 24 puits pendant 20 heures avec
1pg /mL de TRAIL (lot 34), ou une combinaison de 10 pg /mL d’AcMs et de 1png /mL de
TRAIL (lot 34). Indiqué en noir, 10 uM de Q-VD-Oph ont été ajoutés avant traitement
pendant 30 min & 37°C. Le surnageant et les cellules ont été récoltés et 'apoptose a
été détectée par marquage a l'annexine V - FITC / TAAD par cytométrie en flux. La
significativité a été évaluée par des tests ANOVA avec les valeurs moyennes + 1’écart type
(n = 3) ** p<0,05, *** p<0,01. B. La lignée cellulaire MDA-MB-231 a été traitée pendant
8h avec Hng /mL d’AcM-C#2, d’AcM-C#11, d’AcM-C#22 et d’AcM-C#24, seuls, et en
combinaison avec 1 pg /mL de TRAIL (lot 35). Le surnageant et les cellules ont été récoltés
et Papoptose a été détectée par liaison & I’Annexine V-FITC / TAAD par cytométrie en
flux. La significativité a été évaluée par des tests ANOVA et p>0,05. Les cellules BL2
C. et les cellules MDA-MB-231 D. ont été stimulées pendant 8 h avec 5png/mL d’AcM-
C#2, d’AcM-C#11, d’AcM-C#22 et d’AcM-C+#24, et en combinaison avec 1pg/mL de
TRAIL. Le clivage de la caspase effectrice caspase-3 et de la PARP-1 ont été analysé par
western-blot a partir des lysats des cellules. La GaPDH et 'HSC-70 ont été utilisées en
tant que controle de charge sur le gel.

Afin de mieux démontrer I'activation des caspases induites par le potentiel synergique
des AcMs et de TRAIL, 'augmentation du clivage de la caspase effectrice (caspase-3) et
du dernier substrat de la cascade apoptotique (PARP et cPARP) a été examinée par wes-
ternblot (figure 6.9 C et D). Les cellules BL2 et MDA-MB-231 ont été stimulées pendant
8h par 5ng/mL d’anticorps C#2,C#11, C#22 et C#24 seuls, par 1pg/mL de TRAIL

ou par la combinaison de chacun des anticorps avec TRAIL. Le surnageant et les cellules
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ont ensuite été récupérés. En accord avec les observations du marquage AnV/7AAD, le
clivage de la caspase-3 effectrice, ainsi que son substrat PARP ou ses produits de clivage
(cPARP) ont tous été augmentés dans les cellules stimulées par la combinaison en com-
paraison avec les cellules stimulées par le TRAIL seul ou les anticorps seuls. L’addition
de TRAIL aux AcM-C#2, -C#11, -C#22 ou -C#24 a réduit de maniére significative la
quasi-totalité de la caspase-3 et de la PARP-1, par rapport aux traitements avec les AcMs
seuls ou TRAIL seul. L’effet potentialisateur des combinaisons est également visible par
l’accroissement des produits de clivage de la PARP.

Ainsi, ’ensemble de ces résultats confirmes que la mort cellulaire médiée par TRAIL
peut étre significativement améliorée par les deux anti-DR4 (AcM-C+#2 et AcM-C#11)
et les deux anti-DR5 (AcM-C#22 et AcM-C#24), dans diverses cellules cancéreuses, et

plus particuliérement dans les cellules initialement résistantes a TRAIL.

6.3.2 Tests fonctionnels, sélection de 3 anticorps potentiellement

inhibiteurs

Les tests de combinaisons de TRAIL et des anticorps ont également permis de déceler
trois anticorps potentiellement inhibiteurs.

Dans la figure 6.9 A, TRAIL combiné a I'anticorps anti-DR4 C#5 présente une ac-
tivité diminuée comparée au TRAIL seul. Alors que 1pg/mL de TRAIL induit environ
35% d’apoptose sur les BL2, la combinaison du TRAIL avec 10 pg/mL de ’AcM-C#5
réduit le pourcentage d’apoptose a environ 20%, prés de la moitié du potentiel apopto-
tique du TRAIL seul. Ce pourcentage est proche de celui observé lors du traitement par
I'inhibiteur de pan-caspase Q-VD-Oph. On pourrait alors se demander si cet anticorps ne
présente pas d’activité antagoniste. Les anticorps C#21 et C#23 semblent inhiber ’ac-
tion de TRAIL sur les cellules MDA-MB-231 dans les tests au bleu de méthyléne (figure
6.7). Malheureusement ces effets ne sont pas retrouvés sur les cellules BL2 aprés mar-
quage a I’AnV /TAAD. Toutefois, TRAIL pouvant se fixer aux deux récepteurs, ’'apoptose
résiduelle observée sur les BL2 pourrait provenir de la stimulation de 'autre récepteur
disponible, a savoir DR5 dans le cas du C#5 et DR4 dans le cas du C#21 et C#23.

Il serait donc intéressant de faire des tests complémentaires en utilisant des lignées
cellulaires n’exprimant que DR4 ou que DR5 afin de vérifier I’antagonisme de ces trois
anticorps. Dans plusieurs études les anticorps anti-DR4 ou anti-DR5 ont montré des signes
d’amélioration de ’apoptose induite par TRAIL mais aucune étude n’a évalué la capacité
des anticorps a inhiber son effet. Si nos résultats se confirment, ces anticorps pourraient
étre intéressants pour le développement d’anticorps inhibiteurs de TRAIL. La cytokine
TRAIL régule la survie des lymphocytes T par DR4 et DR5 [Tschumi et al., 2018]. Ces an-
ticorps bloquants pourraient donc étre utilisés comme nouvelles stratégies de checkpoints

inhibiteurs afin de renforcer 'activité des lymphocytes T.
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De plus, le récepteur DR5 intervenant dans les processus de migration cellulaire, le dé-
veloppement d’anticorps antagonistes dirigés contre DR5 pourrait permettre la découverte
d’anticorps bloquant l'activité pro-motile de ce récepteur [Somasekharan et al., 2013].
Bien que l'inhibition de 'apoptose ne soit pas directement corrélée a l'inhibition de la
signalisation pro-migratoire, la découverte que C#21 et C#23 peuvent avoir des effets an-
tagonistes est encourageante pour le développement d’anticorps bloquant la composante
pro-migratoire du DR5. De tels anticorps seraient des outils intéressants pour disséquer

le complexe moléculaire et étudier la signalisation pro-motile induite par TRAIL.

6.4 Relation affinité-fonction

A partir des 21 hybridomes d’intéret, ’ensemble des tests caractéristiques et fonction-
nels a permis d’isoler 5 anticorps présentant des propriétés thérapeutiques intéressantes.
L’anticorps lie son antigéne par des interactions non covalentes et la force d’interaction
de liaison entre les deux molécules peut étre mesurée par la constante d’affinité de liaison.
L’affinité est généralement déterminée grace a la constante de dissociation & 1’équilibre
(KD) qui évalue le rapport entre les constantes de vitesse d’association (Kon ou Ka) et
de dissociation (Koff ou Kd) de liaison, soit Koff / Kon.

Afin de déterminer le KD des anticorps générés, un test d’interférométrie (ou méthode
BLI, pour Bio-Layer Interferometry) a été réalisé en utilisant les récepteurs recombinants
DR4-Fc et DR5-Fc. Ce test nous a permis de comparer les différents KD obtenus avec nos
AcM, et nous a donné une indication par rapport aux anticorps testés en clinique. L’ana-
lyse des différents profils d’association et de dissociation, ainsi que le KD associé, pourrait
permettre de déterminer s’il est possible de prévoir 'activité biologique des principaux
anticorps anti-DR4 et anti-DR5, en se basant uniquement sur leur affinité pour leur cible
et leurs caractéristiques de liaison.

Les sensogrammes de liaison et les parameétres cinétiques analysés sont représentés
sur la figure 6.10. Un schéma reprenant le principe de cette méthode est fourni dans les
matériels et méthodes. La cinétique d’association et de dissociation des AcM vis-a-vis de
DR4-Fc et DR5-Fc a été mesurée. Les courbes expérimentales ont été ajustées avec un
modeéle de liaison 1 : 1 pour calculer les constantes de vitesse d’association (Kon ou Ka)
et de dissociation (Koff ou Kd), ainsi que la constante de dissociation (KD = Koff / Ka).
Les valeurs générées sont présentées dans le tableau 6.1.

Ces mesures nous ont permis de confirmer que tous les anticorps testés lient spécifi-
quement leur récepteur correspondant de facon dose-dépendante et avec une trés bonne
affinité. Ici encore, la sélectivité des anticorps envers leur cible propre a été vérifiée puis-
qu’aucun anti-DR4 ne s’accroche sur DR5-Fc, et inversement, les anticorps anti-DR5 ne
répondent que trés faiblement sur DR4-Fc. Indépendamment du fait qu’ils ciblent DR4
ou DR5, les constantes de dissociation (KD) varient de 20 pM & 2 nM. A part I’AcM-
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C#2, tous les anticorps ont un KD subnanomolaire (tableau 6.1). Dans cette gamme de
concentration, ’affinité des anticorps envers leur cible est considérée comme trés forte. Les
analyses indiquent ainsi que les anticorps produits ont une trés bonne affinité vis-a-vis de

leur récepteur correspondant.
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FIGURE 6.10 — Détermination de I’affinité des anticorps anti-DR4 et anti-DR5 produits. Le
profil de liaison des AcMs vis-a-vis de DR4-Fc et de DR5-Fc a été déterminé par un dosage
par interférométrie (BLI) en utilisant un OctetRED. Les lignes colorées représentent le
signal de réponse de liaison a différentes concentrations en AcM (de 500 nM a 7,8 nM)
envers DR4-Fc ou DR5-Fc. La liaison des AcMs a été controlée en temps réel afin d’obtenir
les constantes d’association (Ka) et de dissociation (Koff). L’association a été mesurée
pendant 120 secondes et la dissociation pendant 600 secondes. La constante d’équilibre
(KD) a été calculée en utilisant le modéle stoechiométrique de liaison Koff / Ka (1 :1)

TABLE 6.1 — Parameétres cinétiques des anticorps DR4 et DR5 dirigés contre DR4-Fc
et DR5-Fc en utilisant la méthode BLI (BioLayer Interferometry) obtenus & partir des
courbes présentées en figure 6.10. La cinétique de liaison 1 : 1 a été utilisée pour 1’évalua-
tion de la liaison des anticorps agonistiques (AcM-C#16 et AcM-C#22) et les anticorps
activateurs (AcM-C#2, AcM-C#11, AcM-C#22 et AcM-C#24) avec DR4-Fc et DR5-Fc

C+#:2 C#5 C#11 C+#16 C#21 C#22 C+#-23 C#24
KD | 1.74E-09 | 1.3E-10 | 9.32E-10 | 3.8E-11 | 2.3E-11 | 1.01E-10 | 1.18E-10 | 2.05E-11
Kon | 2.5E+05 | 24E+05 | 1.2E+05 | 1.9E+04 | 1.3E+05 | 1E+05 | 4.1E+05 | 1.7E+405
Koff | 4.4E-04 | 2.2E-04 | 2.3E-06 | 7.3E-07 3E-06 1.2E-06 | 4.8E-05 | 3.5E-06
X2 1.12 0.637 0.629 0.035 0.116 0.507 0.223 0.204
R2 0.99216 | 0.99872 | 0.99644 | 0.99997 | 0.99928 | 0.99934 | 0.99896 | 0.99903
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La carte du taux on-off, dans laquelle les parameétres cinétiques de chaque clone sont
visualisés, indique que les paramétres cinétiques (Ka et Kd) différent selon les clones (fi-
gure 6.11). L’activité biologique (agoniste vs potentialisateur) des anticorps n’a pas pu
étre prédite uniquement sur la base de leurs constantes de liaison. L’anticorps agoniste
AcM-C+#16 affiche les vitesses d’association et de dissociation les plus basses. A 'inverse,
les anticorps anti-DR4 potentialisateurs (C#2 et C#11) semblent s’associer et se dissocier
trés vite. Toutefois, parmi tous les anticorps analysés dans cette étude (tableau 6.1), les
constantes d’association et de dissociation, ainsi que I'affinité globale envers la cible spé-
cifique ne peuvent étre associées a une activité biologique spécifique des anticorps ciblant
DR4 ou DR5. De méme, les anticorps présentant une activité de synergie par rapport
a TRAIL se sont avérés présenter des différences importantes d’affinité pour leur cible,
allant de 20 a 1740 pM. Les propriétés biologiques de ces anticorps sont probablement
dues a l'identification d’un site spécifique de la cible sous sa forme native, et non pas a
son affinité. Nous ne pouvons cependant pas exclure que les caractéristiques mises a jour

puissent néanmoins présenter un intérét. Il faudrait analyser davantage d’anticorps pour

conclure.
Agoniste Q $
Potentialisateur $ o S
5 QS N N
106 ]
: 2
on |
. O’ﬁ(é’q— C#es b 4 .C#%Z
2 Vo c#s
= 105 4 C#21 A
o &22
! 4
C#16 @
104 ‘ |
A o o > I
O O O O O
Kq (1/s)

FIGURE 6.11 — Carte des taux Ka/Koff indiquant les paramétres de cinétique de liaison des
anticorps anti-DR4 et anti-DR5. La constante de vitesse d’association (Ka) est tracée en
fonction de la constante de vitesse de dissociation (Koff). Les lignes diagonales indiquent la
constante de dissociation & 1’équilibre (KD). Les anticorps agonistes (AcM-C#16 et AcM-
C+#22) sont présentés en vert et les anticorps potentialisateurs (AcM-C#2, AcM-C#11,
AcM-C#22 et AcMs-C#24) sont indiqués en orange.
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6.5 L’anticorps C+#16, agoniste de DR4, induit effica-

cement ’apoptose des cellules cancéreuses

6.5.1 C#16 induit Papoptose sur différentes lignées cancéreuses

Etant donné que I'anti-DR4 C#16 est Ianticorps le plus puissant identifié dans notre
criblage, ses propriétés pro-apoptotiques ont été plus amplement caractérisées dans un
panel plus large de lignées cancéreuses.

La capacité de ’AcM-C+#16 a induire ’apoptose dans les cellules cancéreuses de lym-
phome (BL2), de carcinome pulmonaire (H1703), de cancer colorectal (HCT116) et enfin
de cancer du sein (MDA-MB-231) a été évaluée par cytométrie en flux aprés un marquage
a annexine V/7TAAD (figure 6.12). Les cellules ont été traitées par des doses décroissantes
de C#16, allant de 10 pg /mL & 300 ng /mL. Pour cette expérience, le pourcentage d’apop-
tose spontanée a été soustrait au pourcentage d’apoptose observé apreés traitements par
C+#16. La figure 6.12 A. illustre un exemple des histogrammes biparamétriques obtenus
a partir des cellules BL2 et HCT116 traitées ou non par C#16 aux concentrations de
10 pg /mL,1,5 pg /mL et 300ng /mL. Les histogrammes en barres, correspondant & I’en-
semble des traitements et des lignées cellulaires, sont présentés dans la figure 6.12 B. 11
est intéressant de noter ici que I’AcM-C+#16 induit une apoptose dose-dépendante dans
les lignées cellulaires BL2, H1703 et HCT116, mais également, bien que dans une moindre
mesure, dans les cellules MDA-MB-231. Ici encore, la lignée de lymphome de Burkitt,
BL2, est la lignée la plus sensible.

La cascade d’activation des caspases a été mise en évidence par immunoblot. Pour cela,
les cellules BL2, H1703 et HCT116 ont été traitées pendant 8h par TRAIL & 1ng/mL,
IPAcM-C#16 & 1pg /mL, 'AcM-C#16 a 5 pg /mL ou I’AcM-C#1 a 5 pg /mL. Les cellules
ont été récupérées, lysées puis analysées par western blot (figure 6.13). Dans ces trois
lignées cellulaires, le traitement par I’AcM-C#16 induit le clivage de la procaspase initia-
trice (caspase-8) et de la procaspase effectrice (caspase-3). La procaspase-9 est également
clivée dans ces cellules, mais de maniére moins significative sur les HCT116. Tout le pro-
cessus apoptotique est engagé puisque méme PARP, un des derniers substrat de la cascade,
est clivé et ses produits finaux sont retrouvés (cPARP). En accord avec les résultats de
cytométrie en flux, 'analyse par immunoblot démontre clairement que C#16, en se liant
a DR4, est capable d’induire 'activation de la voie extrinséque canonique. De méme, la
disparition de la proforme de la caspase-8, ainsi que l'apparition de produits clivés de
la PARP se produisent dans les cellules BL2, H1703 ou HCT116, aussi efficacement que
les cellules stimulées avec TRAIL. L’anticorps monoclonal anti-DR4 C#1 est utilisé ici
comme controle négatif, car méme a la concentration la plus élevée, et contrairement a

C#16, C#1 n’induit pas la cascade de caspases ni le clivage de produits finaux tels que
PARP.
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FIGURE 6.12 — Apoptose induite par ’AcM-C+#16, présentation des résultats en cyto-
métrie en flux. Les lignées cellulaires BL2, H1703, HCT116 et MDA-MB-231 ont été
traitées avec des concentrations croissantes d’AcM-C#16, et 'apoptose a été quantifiée
par marquage a 'annexine V - TAAD et analysée par cytométrie en flux. Les effets ont
été évalués par des tests statistiques ANOVA. ** p<0,05, *** p<0,01 (n = 3). A. His-
togrammes biparamétriques ou dotplot obtenus pour les traitements de ’AcM-C+#16 a
10 pg /mL, 1,5 pg/mL et 0,3 pg/mL sur les cellules BL2 et HCT116. B. Histogrammes
batons correspondant a tous les traitements.
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De plus,, une petite quantité de Mapatumumab étant disponible au laboratoire, il a été
possible d’étudier par cytométrie en flux sur des BL2 I'effet d’une concentration croissante
de C#16 par rapport au Mapatumumab (figure 6.13 B). L’AcM-C#16 est au moins aussi

efficace que le Mapatumumab pour induire I’apoptose dans les cellules BL2.

Au vu des résultats in-vitro encourageants, la capacité de cet anticorps a inhiber la

croissance tumorale in-vivo a été évaluée.
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FIGURE 6.13 — Apoptose induite par ’AcM-C+#16, présentation des résultats en western
blot. A. Les cellules BL2, H1703 et HCT116 ont été stimulées avec 1pg/mL de TRAIL,
I1pg /mL d’AcM-C#16, 5pg/mL d’AcM-C#16 ou 5ug/mL d’AcM-C#1 pendant 8 h.
Les extraits cellulaires correspondants ont été analysés par immunoblot. B. La lignée
cellulaire de lymphome BL2 a été traitée avec une concentration croissante d’AcM-C#16
ou de Mapatumumab, et I'apoptose a été quantifiée avec un marquage a ’annexine V -
TAAD par cytométrie en flux. Toutes les expériences ont été réalisées au moins trois fois.
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6.5.2 L’AcM-C+#16 (anti-DR4) ralentit la pousse tumorale

Les résultats in-vitro démontrant une forte capacité d’induction de l’apoptose de
I’AcM-C+#16 sur les cellules BL2, nous avons décidé d’évaluer son activité thérapeutique
in-vivo par des xénogreffes sur des souris NUDE. Deux expériences différentes ont été
réalisées : une premiére dite « pré-établie », dont les traitements ont commencé lorsque la
tumeur a atteint environ 100 mm?, et une seconde appelée de novo ou les injections ont

commencé 4 jours aprés les implantations tumorales.

Dans la premiére expérience, lorsque les tumeurs ont atteint un volume d’environ 100
mm?, les souris ont été traitées par des injections en intrapéritonéal (i.p.) par 10 mg /kg
de ’AcM-C+#16, ou par une solution saline tous les 4 jours (figure 6.14). Par conséquent,
les traitements ont commencé au jour 16 et 5 injections ont été effectuées (fleches rouges
sur la figure 6.14 A). Dans la figure 6.14 A, on peut voir l'effet antitumoral de I’AcM-
C#16 sur la croissance des tumeurs BL2 pré-établies. Au jour 34, soit deux jours aprés la
derniére injection, nous avons obtenu une activité antitumorale significative, entrainant
une perte de croissance tumorale d’environ 30%. Afin de vérifier efficacité de l'injection
par voie i.p., la présence d’anticorps dans la circulation sanguine des souris a été testée
par ELISA. Un prélévement sanguin a été effectué 24h aprés la deuxiéme injection (J21).
Le sérum des souris a ensuite été récolté puis testé par ELISA sur DR4-Fc. Les valeurs ont
été relevées a partir d’'une D.O. > 0.7. Les résultats présentés sur la figure 6.14 B montrent
bien un titre sur DR4-Fc a partir des sérums de souris traitées par I’AcM-C#16. Aucune
reconnaissance n’a été observée a partir de sérum de souris traitées par la solution saline.
Grace a ce test, nous pouvons donc affirmer que ’AcM-C+#16 se retrouve bien dans la
circulation sanguine, au moins 24h aprés une injection en i.p. De maniére surprenante,
le poids des tumeurs & la fin de 'expérience n’a pas démontré de différence significative
entre les souris traitées avec ’AcM-C#16 (d’'une moyenne de 0,6 mg) et les souris non
traitées (d'une moyenne de 0,8 mg), mais une tendance est toutefois observable (figure
6.14 D).

Dans un second temps, nous avons étudié le potentiel de ’AcM-C#16 a inhiber la
croissance tumorale de novo. Pour cette expérience, les traitements avec I’AcM-C#16 ou
la solution saline (témoin) injectés en i.p. ont commencé au jour 4 aprés 'inoculation
de la tumeur. Ainsi 6 injections ont été effectuées tous les 4 jours (fléches rouges, figure
6.15 A). L’effet sur la croissance tumorale a été analysé jusqu’au jour 34. Comme exposé
sur la figure 6.15 A, le traitement de I’AcM-C+#16 inhibe efficacement la croissance des
cellules BL2 de novo. Une inhibition significative de la croissance tumorale a été observée
a partir du jour 26, deux jours aprés la derniére injection de ’AcM-C#16. Une forte
activité antitumorale avec une réduction drastique du volume tumoral d’environ 50% a
pu étre observée au jour 28, et allant jusqu’a 75% au jour 34. Les tumeurs du groupe non
traité (en haut) et du groupe traité par 'AcM-C+#16 (en bas) extraites au jour 34 sont

présentées a droite de la figure 6.15 A. En accord avec ces résultats, le poids des tumeurs
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FIGURE 6.14 — L’AcM-C#16 réduit la croissance tumorale dans les modéles de xénogreffes
pré-établies. Les cellules BL2 mélangées avec du matrigel ont été inoculées en s.c. dans le
flanc droit des souris au jour 0. Les souris ont ensuite été randomisées en groupes de cinq
a six souris et ont regu une injection i.p. avec ’AcM-C#16 (10 mg /kg) ou véhicule témoin
(PBS) aux temps indiqués (fléches rouges). Chaque point représente la valeur moyenne (+
s.e.m.) des tailles de tumeurs au jour de la mesure. Les animaux ont été sacrifiés 34 jours
aprés 'inoculation. A. Croissance tumorale de xénogreffes pré-établies. La significativité
a été évaluée par des tests ANOVA. ** p<0,05, *** p<0,01. B. Test ELISA a partir de
sérums de souris des tumeurs pré-établies, prélevés a J21. Les sérums ont été dilués et
testés sur DR4-Fc. Les résultats présentent la dilution obtenue pour une D.O. > 0,7.
C. Poids corporels des souris D. Comparaison des poids des tumeurs aprés sacrifice des
souris ayant re¢u une injection de solution saline (saline) et celles ayant regues un injection
d’AcM-C#16 a 10mg /kg (C#16). La significativité a été testée en utilisant le test t de
Student non apparié.

extraites chez les souris traitées avec I’AcM-C#16 a été fortement et significativement
réduit par rapport aux tumeurs extraites des souris témoins traitées au PBS (figure 6.15

Q).
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FIGURE 6.15 — ’AcM-C#16 réduit la croissance tumorale dans les modéles de xénogreffes
de novo. Les cellules BL2 mélangées avec du matrigel ont été inoculées en s.c. dans le flanc
droit des souris au jour 0. Les souris ont ensuite été randomisées en groupes de cinq a
six souris et ont regu une injection i.p. avec I’AcM-C#16 (10 mg /kg) ou véhicule témoin
(PBS) aux temps indiqués (fleches rouges). Chaque point représente la valeur moyenne
(+ s.e.m.) des tailles de tumeurs au jour de la mesure. Les animaux ont été sacrifiés 34
jours apres l'inoculation. A. Croissance de la tumeur des modéles de novo et tumeurs
correspondantes. Les effets ont été évalués par des tests statistiques ANOVA. ** p<0,05,
% p<0,01. B. Poids corporels des souris. C. Comparaison des poids des tumeurs aprés
sacrifice des souris ayant regu une injection de solution saline (saline) et celles ayant re¢u
un injection d’AcM-C#16 a 10mg /kg (C#16). La significativité a été testée en utilisant
le test t de Student non apparié.

Enfin, les courbes de poids des souris (figure 6.14 C et 6.15 B), dans chacune de ces
expériences, permettent de constater que ’AcM-C+#16, a cette concentration, n’a exercé
aucune cytotoxicité ni d’effets secondaires. Le poids de chacune des souris a continué
d’augmenter pendant les expériences, indépendamment des injections de I’AcM et I'obser-

vation macroscopique des organes des souris aprés sacrifice n’a décelé aucune cytotoxicité.

149



Les résultats du test ELISA sur les sérums des souris traitées ainsi que les exemples
les plus représentatifs des tumeurs in situ de chacune des expériences sont présentés dans

Pannexe F.

6.6 Conclusion intermédiaire

Avant d’aborder la discussion, il m’a semblé nécessaire de reprendre succinctement
les résultats auxquels nous sommes parvenus. Les différentes expériences que nous avons
conduites dans ce travail nous ont permis de montrer que :

— l'immunisation génique, en comparaison avec les approches conventionnelles,
préserve mieux la forme de la protéine d’intéret ainsi que ses modifications post-
traductionnelles. Elle permet ainsi, non seulement la génération d’anticorps recon-
naissant des protéines transmembranaires, mais aussi d’anticorps présentant des
propriétés pharmacologiques;

— les anticorps anti-DR4 et anti-DR5, générés en utilisant cette approche ADN, sont
capables de lier leur cible natives avec une forte affinité;

— 5 anticorps anti-DR4 et anti-DR5 présentent également des activités thérapeu-
tiques intéressantes, et ce malgré le nombre plutot limité de clones purifiés;

— les 2 anticorps anti-DR4 (AcM-C#16) et anti-DR5 (AcM-C+#22) agonistes per-
mettent d’induire la voie apoptotique dépendante des caspases sur tout un panel
de lignées cellulaires cancéreuses, sans réticulation secondaire ;

— lanticorps agoniste anti-DR4 AcM-C+#16 présente l'activité apoptotique la plus
forte et permet de ralentir la pousse tumorale in-vivo sur des modeéles de
xenogreffes ;

— les 4 anticorps potentialisateurs anti-DR4 (AcM-C#2 et C#11) et anti-DR5
(AcM-C#22 et C#24) sont capables d’augmenter le potentiel pro-apoptotique de
TRAIL sur des lignées tumorales sensibles & TRAIL ;

— ces anticorps potentialisateurs sont également capables de restaurer la sensibi-
lité de lignées résistantes;

— 3 anticorps sont potentiellement antagonistes, un anti-DR4 (AcM-C#5) et deux
anti-DR5 (AcM-C#21 et C#23).
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Quatriéme partie

DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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1. Importance de la multimérisation des récepteurs pour l’'induc-

tion de la voie pro-apoptotique

L’engagement des récepteurs de mort agonistes DR4 et DR5 a la surface cellulaire
est la premiére étape pour amorcer le processus apoptotique. Il est aujourd’hui bien dé-
crit que la multimérisation des récepteurs de mort DR4 et DR5 est un élément essentiel
a l'induction robuste de I'apoptose. Les récepteurs doivent au minimum étre présents
sous forme de triméres afin de déclencher un signal pro-apoptotique. De plus en plus
d’études montrent qu’une réticulation plus importante des récepteurs [Graves et al., 2014|
[Tamada et al., 2015], ainsi que leur maintien a la surface cellulaire [Austin et al., 2006],
permettent d’engager plus efficacement la voie apoptotique. On peut supposer que cette
multimérisation permet I'agrégation d’un plus grand nombre de domaines de mort (DD)
au niveau intracellulaire (cf. figure 1.9). Ces DD pourraient alors recruter et activer un
nombre plus important de procaspase-8, amplifiant le signal pro-apoptotique. Quant & 'in-
ternalisation des complexes, elle permet de réguler le processus apoptotique. En créant une
structure volumineuse, ’oligomérisation peut empécher les complexes d’étre internalisés.
Le message apoptotique perdure plus longtemps a la surface cellulaire, et la procaspase-8
présente alors une plus grande probabilité d’étre recrutée, résultant en un signal pro-
apoptotique plus intense.

Les anticorps étant par nature dimériques, ils ne peuvent recruter que deux récepteurs
au maximum. Ils sont donc, en majorité, incapables de multimériser les récepteurs. Cette
caractéristique pourrait expliquer le manque d’activité des anticorps testés en clinique au-
jourd’hui. Pour étre actifs, ces anticorps nécessitent en général une réticulation secondaire,
via des agents réticulants ou via la liaison aux récepteurs Fey [Wajant, 2015]. Il est donc
nécessaire de produire des anticorps anti-DR4 et anti-DR5 présentant des caractéristiques
plus performantes, avec la capacité de reconnaitre la forme tridimentionnelle des récep-
teurs ainsi qu’a les multimériser. Ces caractéristiques doivent étre prises en compte dés le
début du développement d’anticorps. Pour ce faire, 'immunisation ADN représente une
solution intéressante car elle permet I’expression native et conformationnelle des protéines

d’intérét.

2. La méthode d’immunisation génique permet de générer des an-

ticorps conformationnels

L’immunisation ADN consiste & injecter & des souris des plasmides codant pour la
protéine d’intérét. Ces plasmides intégrent les cellules murines pour une expression in
situ de la protéine. Les modifications post-traductionnelles et le bon repliement des pro-
téines produites in situ permettent d’exprimer les récepteurs sous leur conformation
native. Cette technique permet non seulement la génération d’anticorps reconnaissant

les protéines transmembranaires, mais également d’anticorps présentant des propriétés
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pharmacologiques.

Cette immunisation peut étre effectuée de différentes maniéres, en fonction des compo-
sants du plasmide ainsi que de la voie et du mode d’administration. L’équipe de Piechoki
a démontré que l’électrovaccination intramusculaire de plasmides encodant DR5 permet
d’obtenir un sérum capable d’induire la cascade apoptotique in-vitro et de ralentir poten-
tiellement la croissance tumorale in-vivo dans une lignée de cancer du sein triple négatif
[Piechocki et al., 2012]. Bien que 'objectif final de cette étude ait été une vaccination anti-
cancéreuse et non pas une production d’anticorps, ces résultats encouragent 1'utilisation de
la méthode ADN pour le développement d’anticorps ciblant le systéeme TRAIL-TRAILRs.
Hazen et ses collaborateurs ont présenté l'utilisation de I'immunisation ADN hydrody-
namique par la veine de la queue (méthode HTV) pour le développement d’anticorps
contre une protéine multimembranaire complexe, MRP4 (multidrug resistance protein 4)
[Hazen et al., 2014]. En utilisant les immunostimulants GM-CSF et le mFLT3 cette étude
a démontré que I'immunisation ADN HTV permet 'expression prolongée d’une quantité
importante de protéines in situ, majoritairement au niveau des hépatocytes murins, sans

nécessiter d’électroporation.

La méthode d’immunisation ADN HTV est par conséquent particuliérement intéres-
sante pour le développement d’anticorps ciblant DR4 et DR5. Elle pourrait ainsi permettre
de générer des anticorps reconnaissant non seulement des monomeéres DR4 et DR5 sous
leur forme native mais également les épitopes responsables de la multimérisation de ces
récepteurs, s’ils existent. De maniére encore plus intéressante, cette technique permet
d’exprimer les récepteurs a la surface des hépatocytes murins, on peut alors supposer que
ceux-ci se comportent comme lorsqu’ils sont exprimés a la surface de cellules cancéreuses.
Ces récepteurs pourraient alors former des complexes pré-assemblés via leur domaine
PLAD, comme il a été proposé sur les cellules cancéreuses. On peut alors imaginer que les
anticorps générés avec la méthode ADN pourraient reconnaitre non seulement un épitope
spécifique d'un monomeére DR4 ou DR5 mais également une région propre aux récep-
teurs pré-assemblés. Les anticorps seraient ainsi capables de réticuler plus efficacement un

nombre plus important de récepteurs.

Dans ce contexte, nous nous sommes appliqués a développer un panel de nouveaux
anticorps monoclonaux anti-DR4 et anti-DR5 en utilisant la méthode d’immunisation par
ADN HTV. En se basant sur la méthodologie d’Hazen [Hazen et al., 2014|, deux proto-
coles différents ont été utilisés. Le premier, pour 'immunisation DR4-pCR3, est composé
de 4 injections de plasmides encodant la séquence entiere du DR4 suivi de 6 rappels
protéiques avec la partie extracellulaire du DR4 (DR4c). La fusion d’une rate nous a per-
mis d’isoler 17 hybridomes d’intérét. Le second, pour I'immunisation DR5-pCAGGS, est
constitué d’une premiére injection de mFLT3 suivi de 4 injections de plasmides contenant
la séquence du DRb5 entier. Pour ce protocole, des plasmides pCAGGS ont été construits

et utilisés afin d’espacer les injections sans compromettre la réponse humorale. Ici deux
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types de rappels ont été utilisés : deux injections supplémentaires d’ADN DR5-pCAGGS
ou deux injections protéiques contenant le domaine extracellulaire de DR5 sous forme
clivé (DR5c). Trois rates ont été sélectionnées et fusionnées, une aprés les 4 injections de
DR5-pCAGGS (2V), une seconde apreés les deux rappels ADN DR5-pCAGGS (1Blc) et
une derniére aprés les deux rappels protéiques DR5¢ (2Blc). Pour ce protocole, un nombre
plus limité de clones a été sélectionné puisque 4 hybridomes ont démontré une capacité
a se lier a la forme native de DR5. La fusion issue de la premiére rate (2V) a généré un
clone positif et la fusion 1Blc a permis d’obtenir les trois autres. La derniére fusion (2Blc)
n’a pas produit de clone d’intérét. L’ensemble de ces fusions nous a permis de générer 21

clones d’intérét.

L’objectif n’était pas de comparer les différents protocoles mais bien d’obtenir des
anticorps spécifiques de DR4 ou DRS5. Il nous est donc difficile de conclure ici sur le

protocole a utiliser, et en particulier pour les raisons suivantes :

— la protéine utilisée étant différente, il n’est pas possible de comparer le protocole
DR5-pCAGGS au protocole DR4-pCR3. Méme si le protocole DR5-pCAGGS inclut
des rappels protéiques, les écarts observés pourraient provenir de I'immunogénicité

intrinséque de la protéine et non pas du schéma d’immunisation.

— la conformation de DR5c est peut étre trop éloignée de la forme native du récepteur.
Les tests de validation des récepteurs recombinants ont montré que la protéine
DRb5c était moins efficace pour inhiber TRAIL (figure 5.12). Par conséquent, les
rappels protéiques n’ont peut-étre pas permis de stimuler le systéme immunitaire

de la souris convenablement, conduisant & des anticorps moins performants.

— T'utilisation du pCAGGS n’a peut-étre pas permis une expression prolongée de
la protéine d’intérét ; toutefois, le titre sérique augmente sans qu’une nouvelle in-
jection DR5-pCAGGS n’ait été faite, ce qui n’est pas le cas pour les injections
DR4-pCR3. Nous pouvons donc supposer ici que DR5 a bien été produit de fagon
prolongée.

Néanmoins, il est montré ici pour la premiére fois que 'immunisation ADN HTV est

efficace pour générer des anticorps anti-DR4 et anti-DR5 conformationnels.

Tous les anticorps produits reconnaissent spécifiquement leur cible respective, ils pour-
ront donc étre vectorisés (figure 6.16). La premiére approche intéressante serait de les
immunoconjuguer en leur greffant des molécules chimiques. Ils pourraient ainsi cibler
et libérer I'agent cytotoxique directement au niveau de la tumeur. De maniére alternative,
des options visant & « mimer » la version membranaire de TRAIL & I’aide de structures
nanométriques sont en cours de développement [Belkahla et al., 2017]. Greffer les an-
ticorps sur des nanoparticules de fer pourrait également se révéler une approche
intéressante. Les anticorps seraient alors convenablement réticulés, et les nanoparticules
de fer, associées a des traitements hyperthermiques, apporteraient un avantage thérapeu-
tique [Morle et al., 2015] [Lin et al., 2018].
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FIGURE 6.16 — Vectorisation des anticorps anti-DR4 et anti-DR5, soit par des drogues,
soit a la surface de nanoparticules permettant de les multimériser.

3. Affinités et activités des cinq anticorps présentant un potentiel

thérapeutique

Les 21 anticorps anti-DR4 et anti-DR5 générés se lient spécifiquement a leur propre
cible, DR4 ou DR5 respectivement, et se sont avérés ne reconnaitre que la forme native
des récepteurs. Parmi ces 21 anticorps, 5 clones d’intérét, capables d’induire la mort cel-
lulaire par apoptose seuls ou en combinaison avec TRAIL, lient leur cible avec une affinité
variant de 20 pM & 2 nM. Nous pouvons considérer que ces affinités sont fortes car elles
sont globalement équivalentes ou supérieures a celles des anticorps anti-DR4 et anti-DR5
développés précédemment (table 6.2). Les affinités présentées dans ce tableau sont néan-
moins & utiliser a titre uniquement indicatif car, méme si la plupart des études ont utilisé
des biocapteurs, les méthodes (ELISA, SPR, FACS, etc.) et les formats (constructions

monomeériques ou dimériques) utilisés ne sont pas tous identiques.

TABLE 6.2 — Affinité des différents anticorps anti-DR4 et anti-DR5 développés
Cible ‘ Anticorps ‘ Affinité ‘ Références

| 4H6 | 20 pM | [Chuntharapai et al., 2001]
DR4 ‘ 4G7 ‘ 5 pM ‘ [Chuntharapai et al., 2001]

| AY4 | 7,1 nM | [Sung et al., 2009]

| TR1-419 | 210 nM | [Hao et al., 2016]

| Lexatumumab | 3,3 nM | [Shivange et al., 2018
DRE ‘ Apomab ‘ 0,9 nM ‘ [Adams et al., 2008]

| LBY135 | 8 nM | [Li et al., 2008

‘ DS-8273a ‘ 0,1 nM ‘ [Burvenich et al., 2016]
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Les trois anticorps anti-DR4 (AcM-C#2, AcM-C#11 et AcM-C#16) et les deux an-
ticorps anti-DR5 (AcM-C#22 et AcM-C+#24) que nous avons développés présentent des
propriétés de liaison différentes (cf. figure 6.11). Les résultats des différentes constantes
d’association et de dissociation ont montré qu’ils se lient probablement a différents épi-
topes. La constante d’association de ces 5 clones est assez similaire, & I’exception de C#16,
toutefois leurs caractéristiques de dissociation différent sensiblement de 7.107 4 4.10 (s1).
Alors que le clone C#16 se lie a sa cible avec moins d’avidité, son affinité globale est élevée
en raison de son faible taux de dissociation. Les potentialisateurs DR4 (AcM-C#2 et AcM-
C#11) sont tous deux associés et dissociés trés rapidement de leur cible, tout en présentant
une affinité 100 fois inférieure & celle de C#16. Les paramétres cinétiques des potentia-
lisateurs anti-DR5, AcM-C#22 et AcM-C#24 sont, quant & eux, clairement différents.
Avec un taux d’association légérement inférieur et un taux de dissociation globalement
plus faible, ces activateurs présentent une affinité de 10 & 100 fois supérieure a celle des
potentialisateurs DR4. Bien qu'il reste & déterminer si I’AcM-C#2 et I’AcM-C#11 se lient
au méme épitope, il est peu probable que ce soit le cas pour ’'AcM-C+#24 et I’AcM-C+#:22.
Leur constante d’affinité est différente et ’activité biologique de C#22 est spécifique car il
affiche a la fois des propriétés agonistes et synergiques. Conformément a une étude récente
montrant que 'effet antitumoral des anticorps agonistes DR4 n’est pas corrélé avec I'affi-
nité en soi, mais plutdt avec la reconnaissance des épitopes, les parameétres cinétiques des
différents anticorps produits et analysés dans notre étude ne prédisent pas leurs propriétés
biologiques, suggérant qu’ils pourraient reconnaitre différents épitopes [Piao et al., 2016].
Il sera cependant nécessaire d’effectuer des tests complémentaires comprenant davantage

d’anticorps pour statuer sur la relation entre I'affinité et I'activité.

Les travaux présentés ici montrent que les anticorps anti-DR4 et anti-DR5 générés
présentent des activités distinctes. Ces anticorps ciblent donc stirement des épitopes diffé-
rents. L’identification des épitopes des 5 anticorps d’intérét est un élément impor-
tant qu’il faudra déterminer par la suite. Ces informations nous donneront des indications
cruciales sur les phénomeénes entrant en jeu dans 'activité des anticorps. Plusieurs hy-
pothéses concernant le mode d’action de ces anticorps peuvent étre établies. Elles sont
présentées dans les paragraphes suivants. Toutefois, afin d’éclaircir le mode d’action de ces
5 anticorps, il serait intéressant d’analyser et de caractériser les différentes struc-
tures formées entre les récepteurs et les anticorps. Pour ce faire, il serait possible d’effec-
tuer des immunoprécipitations (IP) afin de quantifier les éléments contenus dans les DISC
formés, a savoir DR4, DR5, FADD, la caspase-8 et c-FLIP. On pourrait également coupler
les anticorps ou les récepteurs a des fluorochromes afin d’évaluer leur répartition, ainsi
que 'internalisation des complexes. Enfin, des analyses cristallographiques nous permet-
traient d’obtenir les structures des complexes formés. Les 5 anticorps d’intérét pourraient
également étre testés en combinaison avec des chimiothérapies (cisplatine, 5-FU,

topotecan, etc.) afin d’augmenter leur action.
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Ce travail a confirmé que le mécanisme de mort cellulaire de ces cing anticorps était dii
a une apoptose associée aux caspases. L’ensemble des données de la littérature et cliniques,
ainsi que la spécificité de nos anticorps suggérent que les traitements ciblant DR4 ou DR5
épargnent les cellules saines. Il serait toutefois nécessaire de tester la toxicité de ces
anticorps envers les cellules normales.

Au-dela des tests caractéristiques, ces anticorps pourront tous par la suite étre op-
timisés. Dans un premier temps, il sera nécessaire de chimériser ou d’humaniser ces
anticorps et de confirmer que leurs effets sont identiques & ceux observés avec les anti-
corps parentaux murins. Dans un second temps, les fragments Fab et Fc de chacun des
5 anticorps prometteurs pourront étre optimisés par ingénierie des anticorps. Au
niveau de leur Fab, 'affinité des AcM envers leur épitope pourra étre augmentée. Au
niveau de leur fragment constant, I'affinité des anticorps envers les récepteurs des cellules
immunitaires (FcyR) pourra étre améliorée, augmentant leur capacité a étre réticulés ou
a induire les mécanismes dépendants du fragment constant (ADCP, ADCC et/ou CDC).

4. Activité agoniste des deux anticorps AcM-C#16 et AcM-C+#22
4.1. Deux anticorps agonistes

La plupart des anticorps agonistes ciblant les récepteurs agonistes de TRAIL néces-
sitent une réticulation par immobilisation ou par une immunoglobuline pour révéler leur
potentiel pro-apoptotique [Wajant, 2015]. Nous avons montré ici que les deux anticorps
agonistes que nous avons produits, ’AcM anti-DR5 C#22 et I’AcM anti-DR4 C#16, pou-
vaient induire la mort cellulaire en 'absence de réticulation dans les lignées de cancer
colorectal (HCT116) et de lymphome B (BL2). Ces résultats sont particuliérement en-
courageants compte tenu du nombre limité d’hybridomes criblés. Ces anticorps agonistes
se sont avérés déclencher, sélectivement par DR4 ou DRS, 'apoptose classique dépen-
dante des caspases, d'une maniere dose-dépendante. Néanmoins, dans la lignée cellulaire
de carcinome du sein MDA-MB-231, 'AcM-C#16 et ’AcM-C#22 seuls, sont moins ef-
ficaces. Toutefois, cette lignée cellulaire est naturellement résistante a 'apoptose induite
par TRAIL, stirement parce qu’elle exprime fortement 'inhibiteur intracellulaire de la
caspase-8, c-FLIP [Morle et al., 2015]. Il n’est donc pas étonnant que le traitement par
les AcM agonistes ne permette pas d’induire de mort cellulaire sur cette lignée. Il faut
également noter que Mapatumumab, le seul anti-DR4 évalué en clinique, aussi efficace
que I’AcM-C+#16 dans I'induction de I’apoptose dans les cellules BL2, s’est avéré lui aussi
peu efficace pour déclencher apoptose dans les cellules MDA-MB-231 (moins de 10%
d’apoptose) [Dufour et al., 2017al. L’ajout des AcM seul ne permet donc pas de contour-
ner la résistance de ces cellules. Ces deux anticorps étant capables de transduire un signal
apoptotique important, il serait intéressant de tester la combinaison de ’AcM-C#16 et

de 'AcM-C#22. Si cette association présente un bénéfice dans I'induction de ’apoptose,
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la construction d’anticorps bi-spécifiques DR4-DRJ5 via ces deux anticorps pourrait
étre une perspective intéressante. Enfin, en permettant une réticulation supplémentaire
des AcM, le greffage de ces anticorps sur des nanoparticules pourrait également étre

prometteur (figure 6.16).

4.2. Activités et modes d’actions de I’anticorps agoniste AcM-C+#16

Dans la lignée BL2, I’AcM-C#16 (anti-DR4) induit plus fortement 1’apoptose que
I"AcM-C#22 (anti-DR5). Ce résultat est en accord avec d’autres études qui ont démon-
tré que DR4 a un plus fort potentiel que DR5 pour transduire le signal apoptotique
[Dufour et al., 2017a|. L’AcM-C#16 est capable d’induire I'apoptose dans un large pa-
nel de cellules cancéreuses. Mapatumumab, le seul anti-DR4 évalué en clinique, est aussi
efficace que ’AcM-C#16 dans l'induction de 'apoptose dans les cellules BL2. 11 a éga-
lement été testé sur les lignées HCT116, H1703 et MDA-MB-231, et & la concentra-
tion de 5pg/mL, il induit une apoptose d’environ 55%, 10% et 20%, respectivement
[Dufour et al., 2017a]. Mise a part les cellules MDA-MB-231, ces résultats sont différents
de ceux observés avec I’AcM-C#16. Sur les cellules HCT116, ’'AcM-C+#16 induit une
apoptose avoisinant 35% alors que le pourcentage d’apoptose atteint plus de 50% sur la
lignée H1703. Ces résultats suggérent que ces deux anticorps ciblent des épitopes diffé-
rents, il faudrait cependant les comparer dans les mémes conditions expérimentales pour
conclure définitivement.

Cette étude nous a permis de montrer que I'anti-DR4 agoniste AcM-C#16 induit
une forte activité pro-apoptotique dans les cellules tumorales non-seulement n-vitro mais
également in-vivo. L’AcM-C+#16 peut déclencher une apoptose trés efficace dépendante
des caspases dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses humaines. Il a donc été testé
in-vivo sur la lignée cellulaire BL2. Les résultats ont montré que ’AcM-C#16 pouvait
réduire la progression des tumeurs pré-établies et inhiber la croissance de la tumeur de
novo. Il représente donc un réel potentiel thérapeutique. Pour confirmer cela, il faudrait

tester son activité tumoricide in-vivo sur d’autres lignées tumorales.

Le mode d’action de I’AcM-C+#16 reste a définir. Cependant, deux hypothéses peuvent
étre établies.

La premiére hypothese est que ’AcM-C+#16 se fixerait sur le méme site que TRAIL,
entrainant la méme réponse. Dans les expériences d’apoptose par marquage annexine
V/7-AAD sur la lignée BL2, on ne voit pas d’effet additif lorsque TRAIL est ajouté au
traitement avec cet anticorps. Le pourcentage d’apoptose est le méme, & savoir environ
70%, alors que sur ces mémes cellules le traitement par ’AcM-C+#24 atteint environ
90%. Le systéme n’est donc pas saturé a 70% d’apoptose. Cependant, sur les tests au
bleu de méthyléne, I'ajout du TRAIL & plus forte concentration ne permet d’observer

qu’'un faible effet additif. Il serait donc possible que I’AcM-C#16 se fixe sur un épitope
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chevauchant en partie I’épitope ciblé par TRAIL. On pourrait alors imaginer que I’AcM-
C+#16 ait la méme action que TRAIL. De par sa forme en Y, I'anticorps a deux bras
ou régions (Fab) pouvant reconnaitre chacun 1'épitope ciblé, il est donc dimérique. Les
anticorps IgG bivalents nécessitent normalement une réticulation secondaire pour induire
I'oligomérisation des récepteurs et mimer les ligands naturels. Malgré cette caractéristique,
I’AcM-C+#16 permet de recruter suffisamment de récepteurs pour induire une activité

apoptotique efficace. Trois explications sont alors possibles (figure 6.17) :

1. I'anticorps induit un changement conformationnel sur les monomeéres de récepteurs,

leur attribuant la capacité de s’auto-trimériser et de s’activer,

2. 'anticorps reconnait les formes dimériques pré-assemblées déja présentes a la sur-
face des cellules cancéreuses, les stabilise et facilite ainsi le recrutement d’un troi-
sitme monomeére qui permet d’induire, comme TRAIL, la signalisation intracellu-

laire efficace,

3. si des multiméres pré-assemblés existent a la surface des cellules tumorales, ’an-
ticorps pourrait reconnaitre directement cette forme, la stabiliser et initier la voie

apoptotique.

FIGURE 6.17 — Premiére hypothése du mode d’action de I’anti-DR4 agonsite AcM-C+#16.
L’anticorps serait capable seul d’induire le changement conformationnel ainsi que 'activa-
tion des monomeéres, diméres ou multiméres de récepteurs DR4, peut-étre via leur PLAD.

La deuxiéme hypothése repose sur la capacité de ’anticorps seul a réticuler plusieurs
récepteurs agonistes. L’anticorps pourrait alors servir de pontage entre les différents ré-

cepteurs. Deux raisonnements sont alors possibles (figure 6.18) :

1. chacun des Fab reconnait les formes pré-assemblées et les active; I'anticorps est
ainsi capable de s’accrocher a deux formes dimériques ou trimériques entrainant un

recrutement et une multimérisation de 4, 5 ou 6 récepteurs avec 1 seul anticorps,
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2. comme il a été démontré avec 'anticorps KMTR2, 'anticorps pourrait étre ca-
pable de s’auto-dimériser lorsqu’il est fixé a un récepteur et former une super-
oligomérisation des récepteurs. Cependant, le récepteur étant différent, le phéno-

meéne de super-oligomérisation via ’anticorps lui méme n’est peut-étre pas possible

avec DRA4.

Dans tous les cas, le pontage présenté dans la deuxiéme hypothése pourrait permettre
de former un DISC plus robuste et plus puissant & la surface cellulaire, mais également
d’empécher l'internalisation des récepteurs. En maintenant les complexes de récepteurs
formés plus longtemps a la surface, 'induction de I'apoptose peut étre amplifiée, comme

il a été décrit dans les travaux de Austin [Austin et al., 2006].

FIGURE 6.18 — Deuxiéme hypothése du mode d’action de ’anti-DR4 agoniste AcM-C#£16.
L’anticorps serait capable seul de réticuler un nombre important de récepteurs DR4, peut-
étre via leur PLAD.

4.3. Activités et modes d’actions de 1’agoniste AcM-C+#:22

En ce qui concerne I’AcM-C#22, son mode d’action doit étre différent puisqu’il pré-
sente une double fonction agoniste et potentialisateur. De par sa fonction synergique, cet
anticorps est non-compétitif du TRAIL. Il cible donc trés certainement un épitope diffé-
rent. De ce fait, la premiére hypothése présentée pour I’AcM-C#16 est moins susceptible
de se produire avec I’AcM-C+#22. La seconde en revanche, proposant 1’anticorps comme
pontage pour multimériser les récepteurs est plus probable (figure 6.19). Comme cet an-
ticorps cible DR5, on peut plus aisément émettre I’hypothése qu’il puisse agir comme
KMTR2, d’autant que dans I'étude effectuée avec KMTR2, il a été démontré que DR5
était pré-assemblé, et ce, majoritairement sous forme d’homodimeéres. Toutefois, 'effet
apoptotique (de l'ordre du pg/mL) étant inférieur a celui observé avec KMTR2 (de l'ordre

du ng/mL), 'oligomérisation doit étre moins importante [Tamada et al., 2015].
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FIGURE 6.19 — Deuxiéme hypothése du mode d’action de ’anti-DR5 agoniste AcM-C#22.
L’anticorps serait capable seul de réticuler un nombre important de récepteurs DR5, peut-
étre via leur PLAD.

Le deuxiéme mode d’action de ’AcM-C#22 pourrait étre propre a son activité de
potentialisateur, décrite plus loin.

L’anti-DR5 AcM-C#22 présentant des résultats encourageants in-vitro, son effet sur
la régression tumorale pourrait étre évalué in-vivo, d’abord avec la lignée BL2, puis si

les résultats sont concluants, sur d’autres lignées tumorales.

5. Activités des quatre anticorps potentialisateurs AcM-C+#2, C#11,
CH#22 et CH#H24

5.1 Activités et modes d’actions des AcM-C#2, C#11, C#22 et C#24

L’AcM-C#22 et trois autres anticorps ont présenté une synergie avec le ligand TRAIL,
rétablissant la sensibilité des cellules cancéreuses résistantes & TRAIL. En accord avec les
travaux préliminaires de I’équipe et les découvertes récentes mettant en évidence la capa-
cité des anticorps anti-DR4 et anti-DR5 & augmenter les signaux d’induction d’apoptose
par TRAIL |Graves et al., 2014] [Tuthill et al., 2015] [Hao et al., 2016], ces quatre anti-
corps sont capables d’augmenter ’apoptose induite par TRAIL dans la lignée cellulaire

sensible BL2. Trois hypothéses peuvent expliquer cet effet synergique.

Premiérement, la liaison de TRAIL pourrait provoquer un changement de conforma-
tion du récepteur qui augmenterait son affinité envers I’AcM potentialisateur, ou inverse-
ment. La potentialisation ne serait alors possible qu’en présence des deux éléments. De
par 'augmentation de l'affinité, I’association des AcM et/ou TRAIL serait alors plus fré-
quente et/ou plus forte et la formation du DISC plus performante (figure 6.20). On peut

supposer que cela puisse étre le cas pour les anticorps anti-DR4 potentialisateurs. TRAIL
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pourrait ralentir la cinétique de dissociation de ces AcM, stabilisant la liaison AcM-DR4.

FIGURE 6.20 — Premiére hypothése du mode d’action des AcM potentialisateurs. La liaison
par TRAIL et I’AcM pourrait engendrer un changement de conformation des récepteurs,
ce qui augmenterait l'affinité de I'un par rapport a l'autre.

Deuxiémement, les AcM pourraient reconnaitre les récepteurs pré-assemblés mais sans
étre capables de les activer. TRAIL serait donc indispensable pour induire le changement
conformationnel et activer les récepteurs. Comme les Fab pourraient se lier a deux dimeéres
ou trimeéres pré-assemblés, I’AcM et TRAIL pourraient activer 6 récepteurs au lieu de trois
dans le cas de TRAIL utilisé seul (figure 6.21).

Troisitmement, les AcM pourraient servir de pontage entre les récepteurs et
TRAIL. Plusieurs études ont mis en lumiére le fait que la combinaison peut in-
duire une supermultimérisation des récepteurs [Adams et al., 2008] [Graves et al., 2014]
[Vanamee and Faustman, 2018|. Les AcM pourraient reconnaitre non plus les récepteurs
via leur PLAD mais n’importe quelle partie de leur domaine extracellulaire. L’AcM pour-
rait alors reconnaitre un monomeére qui, cette fois, serait regroupé au préalable par TRAIL
au sein d’un trimére (DR?), formant un véritable échafaud constitué de multiples en-
sembles de DR3-TRAIL-AcM (figures 6.22 et 6.23). Cette réticulation améliorée pourrait
ainsi stabiliser le complexe a la surface de la cellule, et augmenter considérablement le
potentiel du signal d’apoptose intracellulaire. De plus gros clusters de DISC pourrait ainsi
étre formés. Les multimeéres de récepteurs étant présents plus longtemps a la surface cellu-
laire, la caspase-8 initiatrice aurait plus de probabilité d’étre recrutée au niveau du DISC.
Enfin, cette multimérisation pourrait empécher I'internalisation des récepteurs entrainant

une apoptose plus robuste.
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FIGURE 6.21 — Deuxiéme hypothése du mode d’action des anticorps potentialisateurs. En
liant une région propre aux PLAD, 'anticorps serait capable de réticuler 6 récepteurs a
la fois, activés ensuite par TRAIL.

5.2. Les quatre anticorps potentialisateurs restaurent la sensibilité des cellules

résistantes

Nous avons montré que, de maniére intéressante, ces quatre anticorps sont également
capables d’augmenter ’apoptose induite par TRAIL dans la lignée résistante MDA-MB-
231. Les lignées cellulaires MDA-MB-231 et HCT116 présentent approximativement le
méme nombre de DR4 et de DR5 au niveau de leur membrane cellulaire. La sensibilité
et la résistance peuvent donc étre considérées comme un équilibre entre les signaux pro-
apoptotiques et les signaux anti-apoptotiques. Pour les cellules HCT116, les signaux pro-
apoptotiques, extracellulaire et via la mitochondrie, sont suffisants pour induire I'apop-

tose, en prenant le pas sur les signaux anti-apoptotiques intracellulaires. Pour la lignée
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FIGURE 6.22 — Troisiéme hypothése du mode d’action des anticorps potentialisateurs.
Les AcMs servent de pontage entre les triméres de récepteurs liés au TRAIL. L’ensemble
formerait un échafaud, permettant d’engager de multiples récepteurs, et de maintenir
les complexes a la surface cellulaire, résultant en une signalisation pro-apoptotique plus
robuste. A Vue sur le c6té. B Vue d’en haut. Une unité est représentée par le carré rouge.
A la surface cellulaire, Panticorps étant capable de lier chacun des trois DR lié au TRAIL,
cette unité peut étre répétée de multiples fois, formant un réseau dense de DR3-TRAIL-
AcM [Adams et al., 2008] [Vanamee and Faustman, 2018] [Graves et al., 2014].

cancéreuse MDA-MB-231, cela pourrait étre le contraire. La quantité élevée de signaux

anti-apoptotiques bloquerait les signaux pro-apoptotiques extrinséques.

Dans le contexte de la synergie, le DISC formé pourrait rester actif plus longtemps,

avec un nombre plus élevé de caspase-8 recrutés. Le message final pourrait ainsi étre
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FIGURE 6.23 — Représentation cristallographique de la troisiéme hypothése du mode d’ac-
tion des anticorps potentialisateurs. Le mécanisme est le méme que celui présenté dans la
figure précédente, a savoir la formation d’un réseau dense de DR3-TRAIL-AcM. D’aprés
[Vanamee and Faustman, 2018|.

contrebalancé vers un signal pro-apoptotique, restaurant la sensibilité des cellules MDA-
MD-231. Un autre mécanisme peut également entrer en jeu. Il a été décrit qu’une voie
non-apoptotique, de survie cellulaire, semble se mettre en place par défaut lorsque le
DISC formé n’est pas assez puissant, comme c’est le cas dans les cellules résistantes
[Jin and El-Deiry, 2006] [Varfolomeev et al., 2005]. On peut alors penser que I'augmen-
tation du potentiel apoptotique du DISC permet d’inhiber cette voie, en faveur d’une

sensibilisation des cellules.
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Tous ces anticorps potentialisateurs démontrent donc des propriétés thérapeutiques
encourageantes. Dans un premier temps, il faudrait vérifier le potentiel synergique
de ces anticorps sur d’autres lignées résistantes & TRAIL. De méme, il serait judicieux de
déterminer la concentration optimale de TRAIL et des AcM afin de connaitre la
dose minimale entrainant une apoptose efficace. Il serait également intéressant de tester
des combinaisons de ces anticorps entre eux. Des tests préliminaires combinant les 17
anticorps anti-DR4 ont été effectués au cours de cette thése, mais n’ont donné aucun
résultat pour l'instant. Cependant, 1'utilisation de plusieurs anticorps potentialisateurs
avec TRAIL n’a pas encore été testée. Ces anticorps présentent stirement des épitopes
différents, 'effet de synergie pourrait donc étre potentialisé par 1'utilisation de plusieurs
d’entre eux. On peut également supposer que le greffage des AcM potentialisateurs et du
TRAIL sur une méme nanoparticule pourrait présenter des avantages. Enfin, I'effet
potentialisateur de ces anticorps en combinaison avec TRAIL devra également étre testé

IN-VIV0.

6. Activités des anticorps anti-DR5 et migration cellulaire

La réticulation secondaire des anticorps par des agents tels que les anticorps secon-
daires, ou la liaison aux récepteurs FcyR permet d’améliorer les effets antitumoraux des
anticorps, majoritairement les anti-DR5 [Wajant, 2015]. Dans notre crible, la réticulation
en adsorbant les anticorps anti-DR5 sur une plaque de culture n’a pas considérablement
amélioré I'induction d’apoptose des anticorps. De plus, cette réticulation n’a pas eu d’effet
sur le seul anti-DR5 agoniste AcM-C#22. Des tests utilisant d’autres agents de réti-
culation permettraient sans doute de vérifier si la fagon dont sont fixés les anticorps (ici
dans toutes les directions) a une influence sur l'efficacité de la réticulation.

Il serait également intéressant d’évaluer la combinaison des 4 anticorps anti-DR5
entre eux. Ces anticorps présentant stirement des épitopes différents, un effet de synergie
pourrait étre observé.

Enfin, le récepteur DR5 intervient dans les processus de migration cellulaire. Contrai-
rement & DR4, DR5 posséde dans son domaine juxta membranaire quatre lysines portant
des charges positives. La différence de charge globale de ce domaine pourrait étre a ’ori-
gine des différences de repliements de ce récepteur et des différences de recrutements de
molécules de signalisation impliquées dans la motilité cellulaire. Il est donc nécessaire de
dissocier I'activité pro-métastasique de ’activité pro-apoptotique. Les anticorps anti-DR5
générés pourraient étre utilisés pour tester les propriétés pro-migratoires du DRS5,
soit en bloquant la signalisation pro-motile induite par TRAIL, ou encore comme outils
pour disséquer le complexe moléculaire et étudier la signalisation pro-motile induite par
TRAIL.
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Rétablir, ou activer, la mort cellulaire des tumeurs malignes représente aujourd’hui un
des objectifs majeurs de la recherche et le développement de médicaments anticancéreux.
Lors de la tumorigénése, la machinerie cellulaire de la cellule transformée est compléte-
ment perturbée et de nombreuses protéines et voies de signalisations sont surexprimées.
En particulier, les cellules tumorales surexpriment les récepteurs de mort agonistes DR4
(TRAIL-R1) et DR5 (TRAIL-R2). Or, la liaison de TRAIL, leur ligand naturel, induit le
regroupement des récepteurs ainsi que la voie apoptotique des cellules cancéreuses ciblées.
Pour une raison qui reste encore a définir, la transduction du signal semble étre sélective
des cellules tumorales. Ce systéme est donc trés intéressant car il cible spécifiquement les
cellules cancéreuses et permet d’induire leur apoptose indépendamment du statut de P53,
tout en épargnant les cellules saines. Cibler les récepteurs agonistes de TRAIL représente
donc une stratégie intéressante de développement d’anticorps antitumoraux.

Comme TRAIL, les anticorps monoclonaux (AcM) agonistes dirigés contre DR4 et
DR5 sont également capables de déclencher 'apoptose dans les cellules tumorales. Un
certain nombre de dérivés de TRAIL, y compris TRAIL recombinant et les AcM agonistes
anti-DR4 ou anti-DR5 ont été développés et ont induit 'apoptose des cellules tumorales
dans les modeéles pré-cliniques. Malheureusement, bien que ces composés aient été décrits
comme non toxiques dans les modéles animaux et bien tolérés chez ’homme, jusqu’ici
leur efficacité clinique s’est avérée assez limitée, empéchant leur mise sur le marché. Les
AcM restent néanmoins des outils puissants et prometteurs en raison de leur spécificité
et leur faible toxicité. Il existe donc un réel besoin de développer des anticorps ciblant de
nouveaux épitopes et qui permettraient d’induire plus efficacement 1’apoptose des cellules
cancéreuses.

L’approche d’immunisation ADN HTV nous a permis de générer 21 anticorps anti-DR4
et anti-DR5 conformationnels présentant une affinité et une spécificité fortes pour
leur cible respective, avec des titres élevés. Parmi eux, 5 anticorps sont capables de trans-
duire un signal pro-apoptotique robuste sur un large panel de cellules cancéreuses,
seuls ou en combinaison avec TRAIL. Les anticorps potentialisateurs peuvent également
sensibiliser la lignée cellulaire MDA-MB-231, résistante & TRAIL, et 'anticorps agoniste
le plus performant, 'anti-DR4 AcM-C+#16, a démontré sa capacité a réduire la pousse
tumorale sur des modéles de xénogreffes. Bien qu’il soit nécessaire de réaliser des travaux
supplémentaires afin d’identifier les mécanismes propres a chaque anticorps, ainsi que leur
coopération avec les récepteurs et TRAIL, la recherche que nous avons menée a permis
d’isoler cinq anticorps susceptibles de démontrer une valeur thérapeutique clinique.
Mon travail de thése démontre ainsi 'intérét de I'immunisation par ADN ainsi que du
traitement par les AcM agonistes, et ouvre des perspectives tout a fait intéressantes sur
I'exploitation de la synergie AcM/TRAIL, notamment pour surmonter la résistance des

cellules et les re-sensibiliser au traitement par TRAIL.
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Annexe A

Matériels et méthodes

Ligand, produits chimiques et anticorps
TRAIL humain marqué par I'histidine (WnTRAIL-His) a été produit et utilisé comme dé-
crit précédemment [Schneider, 2000|. L’inhibiteur de la caspase, Q-VD-Oph, provient de
Selleck Chemicals (Munich, Allemagne), la puromycine a été achetée chez InvivoGen (Tou-
louse, France) et I’enzyme IdeZ chez Promega (Charbonniéres, France). Les colonnes d’af-
finité a haute performance en protéines A (cat. 17-0402-01) et NPROTEIN A SEPH 4 FF
(cat. 17-5280-02) proviennent de GE Healthcare (Dutscher, Brumath, France). Le milieu
HAT (hypoxanthine-aminoptérine-thymidine, n°H0262) et PEG (n°P2906) proviennent
de Sigma (St Quentin Fallavier, France). Le milieu HCS (supplément de clonage d’hybri-
dome, n°sc-224479) a été acheté chez Santa Cruz. Pour la cytométrie en flux, les anticorps
anti-DR4 (clone wB-K32) et anti-DR5 (clone B-L27) de Diaclone (Besangon, France), ont
été utilisés comme anticorps controle et I’anticorps secondaire de chévre anti-souris conju-
gué a 1’Alexa-488 provient de Molecular Probes (Life Technologies, Saint Aubin, France)
[Lalaoui et al., 2011|. Pour la mesure de ’apoptose, I’Annexine V (N°556422) et le 7-AAD
(N°559925) proviennent de BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Pour I'analyse
par Western-Blot, 'anticorps anti-DR4 (clone wB-N28) et l'anticorps anti-DR5 (clone
B-D37) proviennent de Diaclone (Besangon, France). L’anticorps secondaire anti-souris
couplé & 'HRP provient de Jackson ImmunoResearch (Interchim, Montlugon, France).
Les anticorps dirigés contre la caspase-3 (clone MF393), la caspase-8 (clone 5F7) et la
caspase-9 (clone 5B4) proviennent de Medical & Biological Laboratories (Clinisciences,
Montrouge, France). Le PARP-1 anti-clivé (clone D64-E10) de Cell Signaling Techno-
logy (Ozyme, Saint Quentin, France). Les anticorps dirigés contre PARP-1 (clone H-300),
GAPDH (clone 0411) et HSC70 (clone B-6) provenaient de Santa Cruz Biotechnology
(CliniSciences). L’anticorps secondaire de lapin anti-souris conjugué & HRP (anti-mouse-
HRP) provient de Jackson ImmunoResearch (Interchim, Montlugon, France). L anticorps
secondaire anti-IgG (H + L) anti-souris conjugué a la HRP provenait de CovalAb (Vil-
leurbanne, France). Les anticorps spécifiques anti-IgG1-, Ig2a- et Ig2b conjugués a la HRP

ont été obtenus chez Southern Biotech (Clinisciences).
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Animaux
Les souris utilisées pour ces études ont été maintenues dans une zone exempte d’agents
pathogénes spécifiques dans une animalerie agréée. Toutes les expériences ont été réalisées
conformément au Comité d’éthique du Grand Campus de Dijon (C2EA, Grand campus
Dijon) n°105 - C2EA105. Des souris Balb/c femelles agées de huit semaines (Charles
Rivers France, St Aubin-les-Elbeuf) ont été utilisées pour les protocoles d’immunisations
et des souris Balb/c nu/nu femelles (Charles Rivers) agées de huit semaines ont été utilisés

pour ’évaluation de la croissance tumorale apreés les injections d’anticorps.

Constructions plasmidiques
Assemblage par la méthode Gibson : Cette méthode permet d’assembler jusqu’a 5 frag-
ments d’ADN entre eux pourvus qu’ils contiennent dans les extrémités 5" et 3’ des sé-
quences homologues d’une longueur minimum de 15 nucléotides. Contrairement aux liga-
tions classiques, cette méthode nécessite trois enzymes particuliéres fonctionnant dans un
tampon unique (2X 1SO reaction buffer). Le principe est le suivant, les fragments d’ADN
a assembler, dont les extrémités se chevauchent, sont dans un premier temps coupés par
une exonucléase. Cette derniére enléve des nucléotides sur I'un des doubles brins d’ADN,
permettant I'apparition d’extrémités dites « protrusives ». Ces extrémités protrusives, a
I'instar des extrémités coohésives des enzymes de restriction conventionnelles, vont per-
mettre 1'assemblage des fragments d’ADN dans l'ordre et I'orientation voulue (chaque
fragment d’ADN a assembler possédant des séquences homologues a la région de juxta-
position), grace aux interactions de faible énergie. Une polymérase va ensuite combler les

nucléotides manquant et une ligase associera les fragments entre eux de maniére covalente

(figure A.1).

Pour I'immunisation ADN : Des plasmides pCR3 codant pour DR4 ou DR5 entiers
(pCR3-DR4 et pCR3-DR5) sous le contrdle du promoteur du CMV ont été aimablement
donnés par le Dr Pascal Schneider. Le plasmide dérivé du promoteur CAG codant pour
le WPRE et le mFLT3L, pCAGGS-mFLT3 (OM1461) a été obtenu par PCR, en utilisant
le plasmide pCAG décrit par Niwa et al. [Niwa et al., 1991] , un signal Poly (A) bGH
et contenant le mFLT3 (OM1460) et un vecteur contenant WPRE synthétisé a partir
de Genscript (OM567) a partir des amorces suivantes OR506 5’-AAA-CCA-AGC-CAA-
AAA-TGA-GAA-TTC-GAA-TCA-ACC-TCT-GGA-TTA-CAA-AAT-TTG-TGA-AAG-
37;  ORbH0O7 5-AGG-GGC-AAA-CAA-CAG-ATG-GCT-GGC-AAC-TAG-AAG-GCA-
CAG-GGC-GGG-GAG-GCG-3"; ORb/46  5-TGT-ATG-CGG-CGA-CCG-AGT-TGC-
TCT-TGC-3"; OR547 5’-GGT-TGA-TTC-GAA-TTC-ACT-AGG-GAT-GGG-3’; ORH48
5-CCT-GTG-CCT-TCT-AGT-TGC-CAG-C-3"; OR549 5’-CGG-TCG-CCG-CAT-ACA-
CTA-TTC-T-3’. Le plasmide dérivé du promoteur CAG codant pour le WPRE et le
GMCSF entier, pCAGGS-GMCSF (OM1463) a été obtenu par digestion enzymatique
par EcoRI du vecteur OM1461 et par amplification PCR d’un plasmide codant pour
I’ADNc¢ du GMCSF obtenu a partir de Riken (RDB 1687, OM1438) obtenu a partir des
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FIGURE A.1 — Principe de 'assemblage Gibson. Les 4 étapes principales de la réaction
enzymatique sont décrites & droite du schéma. D’aprés Nora Belajraf.

amorces suivantes OR510 5-AAC-GTG-CTG-GTT-ATT-GTG-CTG-TCT-CAT-CAT-
TTT-GGC-AAA-GAA-TTC-AAA-TGT-GGC-TGC-AGA-ATT-TAC-TTT-TCC-T-3’
et OR511 5-AAT-TTT-GTA-ATC-CAG-AGG-TTG-ATT-CGA-ATT-CTC-ATT-TTT-
GGC-TTG-GTT-TTT-TGC-ATT-CAA-AGG-GGA-3’. Le vecteur final a été ligaturé
en utilisant ’assemblage Gibson. Le plasmide promoteur CAG codant pour WPRE
et DR5 entier (pCAGGS-DR5) a été obtenu en digérant OM1461 avec EcoRI pour
remplacer le mFLT3 par la séquence compléte de DR5, comme ci-dessus en utilisant
les fragments de PCR obtenus a partir du plasmide pCR3-DR5 OR570 5-ATC-ATT-
TTG-GCA-AAG-AAT-TCC-CAT-GGA-ACA-ACG-GGG-ACA-GAA-CG-3" et ORSHT1
5-AAT-CCA-GAG-GTT-GAT-TCG-AAT-TCA-GGA-GGA-CAT-GGC-AGA-GTC-
TGC-A-3’. Aprés transformation bactérienne, toutes les constructions finales ont été
confirmées par séquencage. Lorsque le séquencage a été confirmé, des préparations
de plasmides par MAXI-préparation sans LPS ont été effectuées (Macherey-Nagel,
NucleoBond®) Xtra Maxi EF).

Pour la production des récepteurs recombinants : Des plasmides codant pour des ver-
sions recombinantes solubles de DR4 ou DR5 humaines fusionnées a la fraction constante
d’immunoglobuline humaine, a savoir DR4 (DR4-Fc) ou DR5 (DR5-Fc), conférant une
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résistance a la puromycine. Le plasmide DR4-Fc (OM1450) a été obtens par amplifica-
tion PCR d’un vecteur contenant le DR4-Fc avec le géne de résistance de la néomycine
(OM646) et le plasmide contenant le géne de résistance a la puromycine (OM565) en
utilisant les amorces suivantes : OR435 5'-GCG-AAA-CGA-TCC-TCA-TCC-TGT-CTC-
TTG-ATC-GATC-3"; OR436 5’-TTT-CGA-TAA-GCC-AGT-AAG-CAG-TGG-GTT-CTC-
TAG-3"; OR437 5’-ACT-GGC-TTA-TCG-AAA-TTA-ATA-CGA-CTC-ACT-ATA-GGG-
AGA-CCC-AAG-3"; OR438 5-GTG-CCT-GAG-CGG-GAC-TCT-GGG-GTT-3"; OR439
5-TGA-GGA-TCG-TTT-CGC-CAT-GAC-CGA-GTA-CAA-GCC-C-3’et OR446 5’-GTC-
CCG-CTC-AGG-CAC-CGG-GCT-TGC -3’. Briévement, la cassette de néomycine du vec-
teur d’expression pCR3-neo-hDR4-Fc (dont généreux du Dr Pascal Schneider, Epalinges,
Suisse, OM646) a été remplacée par la puromycine en assemblant des fragments de PCR
obtenus en utilisant OR435/OR436 et OR439/0OR446 & ’ADNc codant la résistance a
la puromycine générée par amplification par PCR a partir I’OM565. Les fragments ont
été assemblés en suivant les instructions du fournisseur (clonage HD In-Fusion, Takara,
Clontech), conduisant au pCR3-Puro-hDR4-Fc. La construction du pCR3-neo-hDR5-Fc
(OM1449) s’est faite par digestion enzymatique HindIII/Xhol du vecteur pCR3-Puro-
hDR4-Fc OM1450 et du vecteur d’expression pCR3-neo-hDR5-Fe (dont généreux du Dr
Pascal Schneider, Epalinges, Suisse, OM315) afin de remplacer la cassette DR4-Fc par la
cassette DR5-Fc. Les fragments ont été assemblés avec la T4 DNA Ligase. Aprés transfor-
mation bactérienne, toutes les constructions finales ont été confirmées fonctionnellement
par transfection dans des cellules 293T sélectionnées a la puromycine. La stratégie de
construction de I’ensemble des plasmides est présentée en annexe.
Lignées cellulaires

Les cellules 293-T, les lignées cellulaires de cancer colorectales, cancer du sein, du colon, du
pancréas, de la prostate et du poumon respectivement HCT-116, MDA-MB-231, SW480,
MiaPaca-2, DU145 et A549 ont été cultivées dans le milieu DMEM (Lonza, Levallois-
Perret, France) additionné de 10% de veau foetal sérum (FCS, Lonza). La lignée cellulaire
de carcinome du poumon H1703 a été cultivée dans un milieu RPMI (Lonza) complété avec
10% de SVF. Les cellules 293-T exprimant de maniére stable hDR4-Fc et hDR5-Fc (dé-
crit ci-dessous) et les dérivés isogéniques MDA-MB-231, déficients en récepteurs TRAIL
(DKO), DKO reconstitués avec DR4 (DKO-DR4rec), DR5 (DKO-DRbrec) ont été culti-
vés comme ci-dessus dans du milieu DMEM [Dufour et al., 2017a] [Dufour et al., 2017b].
Pour le maintien cellulaire, les cellules adhérentes ont été lavées avec du HBSS (Lonza),
détachées avec de la trypsine et diluées au 1/10éme avec du milieu complet trois fois par
semaine. Les lignées cellulaires de lymphome de Burkitt, lymphomes B et de lymphomes
respectivement BL2, RL et Jurkat ont été cultivées dans un milieu RPMI complété avec

10% de sérum de veau foetal.
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Production de protéines recombinantes
Des lignées cellulaires stables exprimant DR4-Fc et DR5-Fc (respectivement 293T-DR4-Fc
et 293T-DR5-Fc) ont été obtenues par transfections des plasmides pCR3-DRs-Fc (OM1449
ou OM1450) dans des cellules 293T cultivées dans des boites de culture de 10-cm jusqu’a
60% de confluence. Les transfections ont été réalisées a 1’aide de la lipofectamine 3000, se-
lon les recommandations du prestataire (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France).
Les cellules transfectées ont été cultivées dans un milieu de culture pendant 24h, puis
traitées avec du DMEM supplémenté avec 2,5 ng /mL de puromycine. Apreés 48h de sélec-
tion, les populations cellulaires résistantes sont sélectionnées. Les cellules 293T-DR4-Fc
et 293T-DR5-Fc sont maintenues dans un milieu de sélection pendant une semaine, puis
le milieu est échangé avec un milieu DMEM complet, sans puromycine. Des stocks de
cellules sont congelées, et les cellules restantes sont cultivées dans des boites culture T175
mm?. Lorsque la confluence a atteint 80%, le milieu a été remplacé par un milieu syn-
thétique, OptiMEM Glutamax (Thermo Fisher Scientific), pour stimuler la production
de protéines. Aprés 5 jours d’incubation, le surnageant a été récolté et les protéines ont
été purifiées comme suit. Le surnageant contenant la protéine DRs-Fc recombinante a été
passé sur une colonne de protéine A & haute performance, lavé deux fois avec du PBS
1X froid, puis les protéines recombinantes ont été éluées avec une solution de NaOH 0,1
M citrate pH 2,5, tamponnée avec un Tris-HCl 1M a pH9. Les échantillons sont ensuite
stérilisés par passage sur des membranes de filtration de 0,2 micron et concentrés avec
Centricon (Millipore) pour atteindre la concentration de 1 ou 2mg/mL. Le clivage des
récepteurs recombinants, dépourvus de protéines recombinantes Fc, cDR4 et ¢cDR5, sont
obtenus en utilisant I’enzyme IdeZ en suivant les recommandations du fabricant. La ca-
pacité des récepteurs recombinant a fixer TRAIL a été évaluée par bleu de méthyléne sur
les cellules HCT116, sensibles & TRAIL. Des cellules HCT116 ont été ensemencées dans
des plaques de 96 puits et traitées par une concentration fixe de HisshTRAIL (250 ng /mL
pour les DR-Fc et 500 ng /mL pour les DR¢) en combinaison, ou non, d’une concentration
croissante de DR-Fc ou DRe, variant de 10 pg/mL & 10ng/mL. 24 h aprés stimulation,
le nombre de cellules adhérentes, considérées comme vivantes, est évalué par le bleu de

méthyléne qui colore les protéines, suivant la méthode décrite ci-dessous.

Protocole d’immunisation ADN
Des souris Balb/c ont été immunisées avec soit 50 ug de pCR3-DR4 (OM319) et 2,5 ug de
pCR3-GMCSF (OM1438) ou 50 pug de pCAGGS-DR5 (OM680) et 2,5 ug de pCAGGS-
GMCSF (OM1463) dilué¢ dans un tampon salin via une injection par voie veineuse hy-
drodynamique (HTV) comme décrit précédemment |[Hazen et al., 2014]. Les injections
d’ADN DR4 ont été effectuées une fois par semaine pendant 4 semaines, suivi de 6 in-
jections de 20pg de protéine recombinante DR4 clivée. Le protocole pCAGGS-DR5 a
débuté par une injection de 10 pug de pCAGGS-mFLT3 (OM1461). Une semaine aprés,

les injections d’ADN DRb5 été effectuées tous les 14 jours pendant 8 semaines. Les souris
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ont été séparées en deux groupes : un groupe recevant 2 rappels protéiques de 20 ng de
protéine recombinante DR5 clivée, et 'autre groupe recevant deux rappels ADN de 50
pg de pPCAGGS-DR5 (OM680) et 2,5 pug de pCAGGS-GMCSFE (OM1463). Pour suivre la
production d’anticorps, des échantillons de sang ont été prélevés tout au long de 'immu-

nisation et les sérums ont été testés par ELISA.

Détection du titre des anticorps anti-DRs humains par ELISA
La détermination des titres d’anticorps anti-DR4 ou anti-DR5 provenant de sérums de
souris, de surnageants d’hybridome ou d’anticorps purifiés a été évaluée par ELISA. Des
sérums de souris Balb/c ont été prélevés pendant I'immunisation, des surnageants d’hy-
bridomes et des anticorps purifiés ont été testés lors du développement d’anticorps mono-
clonaux. Ils ont été criblés sur des récepteurs solubles recombinants, de fusions DR4-Fc
et DR5-Fc, ou clivés cDR4 et ¢cDR5, respectivement. Les tests ELISA ont été effectués
comme suit : les protéines recombinantes ont été adsorbées sur des plaques ELISA de
microtitration a fond plat EIA / RIA & 96 puits (Corning, Costar 3590, Thermo Fisher
Scientific) & une concentration de 1pg/mL, pour un volume total de 100 pL / puit, soit
0,1ng de protéines / puits. Aprés une incubation d’1 h a 37°C, les plaques sont saturées
30 min a 37°C par une solution de blocage contenant 0,5% de BSA en PBS 1X. Les
échantillons de surnageant d’hybridomes ont été dilués au demi, les sérums et les anti-
corps purifiés ont été dilués de moitié en série. Apres liaison pendant 1 heure a 37°C sur
une plaque rotative et incubation avec I'anticorps secondaire, les plaques sont lavées 3 fois
puis un anticorps secondaire reconnaissant les IgG (H+L) est ajouté. Aprés 3 lavages sup-
plémentaires, la réactivité a été mesurée par colorimétrie & 450 nm en utilisant un lecteur
de microplaques (Labsystems Multiskan Ascent, Bradenton, Etats-Unis d’Amérique). Les
échantillons ont été considérés comme positifs lorsque la densité optique était supérieure
a 0,3 pour le surnageant des hybridomes. Les titres d’anticorps purifiés ont été évalués
comme la dilution la plus élevée (en ng /mL) lorsque la densité optique est supérieure ou

égale a 1.

Production d’anticorps monoclonaux
Les fusions ont été réalisées & partir des souris répondant le mieux a I'immunisation. Les
rates ont été prélevées et les splénocytes ont été extraits puis fusionnés a des cellules
de myélome de souris Sp2 en utilisant du PEG30. 2x105 cellules/ml ont ensuite été en-
semmencées dans une plaque & 96 puits avec un milieu contenant 20% de SVF, du HAT
(hypoxanthine-aminoptérine-thymidine) et du HCS (supplément de clonage d’hybridome).
Trois semaines apres la fusion, les surnageants ont été criblés pour la production d’anti-
corps par ELISA. Tous les hybridomes sécrétant des anticorps démontrant une positivité
significative par cytométrie en flux ont subi deux cycles de sous-clonage. Un anticorps est
considéré comme monoclonal quand, dans une série de trois clonages consécutifs & une
cellule/puits, 100 % des puits testés sont spécifiques de la cible d’intérét. Les anticorps pro-

duits par ce méme clone d’hybridome sont tous identiques, ils sont alors monoclonaux. Les
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hybridomes spécifiques ont donc été clonés et sous-clonés par dilution limite afin d’obte-
nir une population de cellules homogéne descendant d’une seule cellule mére et sécrétant
Ianticorps d’intérét. Aprés les sous-clonages, les hybridomes sont testés et repiqués en
plus grand volume afin de produire une quantité importante d’anticorps monoclonaux.
Le surnageant des hybridomes, contenant les anticorps produits, est récolté et purifié sur
colonne de protéines A/G afin d’obtenir des anticorps purifiés et quantifiés. Vingt et un
surnageants d’hybridomes clonaux ont ensuite été purifiés par chromatographie d’affinité
Protéine-A.

Cytométrie en flux
La sélectivité a été déterminée par cytométrie en flux en utilisant des lignées cellulaires
isogéniques provenant de cellules MDA-MB-231, exprimant soit DR4 ou DR5 ou aucun
(DKO) de ces récepteurs [Dufour et al., 2017a]. Pour les anticorps anti-DR4, les surna-
geants d’hybridomes ont été criblés sur des cellules parentales HCT116 et HCT116-DKO.
Pour les anticorps anti-DRb5, les surnageants d’hybridomes ont été testés sur des cellules
MDA-MB-231 DKO et sur la lignée isogénique MDA-MB-231 DKO™° 45, Les anticorps
purifiés ont été criblés sur des cellules parentales MDA-MB-231 WT et les cellules iso-
géniques MDA-MB-231-DKO, MDA-MB-231-DKO¢dr4 et MDA-MB-231-DKO™¢5, Les
cellules ont été recueillies a partir de boites de culture, lavées avec une solution saline
tamponnée au phosphate (PBS, Sigma) refroidie par de la glace et distribuées dans des
tubes FACS A une concentration de 10° cellules par condition. Aprés une étape de satura-
tion a la BSA| les cellules sont mises en contact avec 200 puL. de surnageant d’hybridomes,
ou avec 200 pL. d’anticorps purifiés dilués au 1/100éme dans du PBS contenant 3% de
FBS (sérum de feetal bovin). Les échantillons ont été ajoutés aux cellules et incubés a
4°C pendant 30 & 60 minutes. Les tubes ont ensuite été centrifugés et lavés avec du PBS.
Les cellules ont ensuite été incubées a 4°C pendant 30 & 40 minutes avec de I'anticorps de
chévre anti-souris IgG (H + L) conjugué au fluorochrome AF488. Cet anticorps secondaire
est dilué au 1/200éme dans du PBS contenant 3% de FBS. Aprés une étape de lavage, les
cellules sont analysées par cytométrie de flux en utilisant un cytométre FACS-CANTO

(BD Bioscience). Les analyses ont ensuite été effectuées a I'aide du logiciel FlowJo.

Détermination d’affinité
L’affinité et la réactivité croisée ont été déterminées a ’aide d’un systéme Octet Red et de
biocapteurs de quantification anti-IgG humaine (AHQ) (FortéBIO, St Germain-en-Laye,
France). Tous les réactifs ont été préparés dans un tampon de liaison (TRIS-NaOH 0,1 M,
pH 7,4). Les DR4-Fc et DR5-Fc recombinants ont été préparés a 5 ug/ml dans un tampon
de liaison, fixés au biocapteur puis mis en contact avec I'anticorps d’intérét. La plaque de
dosage a été agitée a 1000 rpm a 30°C. Deux colonnes (8 chacune) de biocapteurs ont été
pré-hydratées dans un tampon de liaison pendant 10 minutes. Les biocapteurs anti-hlgG
ont été tamponnés pendant 180s avant et aprés le chargement du DR4-Fc recombinant ou

du DR5-Fe (800 s). Les cinétiques de liaison ont été mesurées en plongeant les biocapteurs
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chargés (120 s) dans des concentrations variables d’AcM (de 500 nM a 15 nM). Puis, la
dissociation a été enregistrée pendant 600 secondes supplémentaires. Les interactions ont
été surveillées pendant la période d’association et de dissociation. Les biocapteurs ont
ensuite été régénérés avec trois cycles de 5 secondes dans du tampon de régénération
(citrate-NaOH pH 2,5), puis neutralisés dans un tampon de liaison. Les données ont été
ajustées a un modéle stoechiométrique de liaison 1 : 1. Toutes les expériences sur les octets
ont été congues et analysées avec le logiciel d’acquisition de données FortéBio (7.1) et le
logiciel d’analyse de données version 7.1.0.36 avec filtrage Savitsky-Golay pour réduire le

bruit. Enfin, les données ont été ajustées avec la version 5 du logiciel GraphPad.
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FIGURE A.2 — Représentation schématique du principe de 1’Octet ou BLI (Bio-Layer
Interferometry). Les récepteurs DR4-Fc et DR5-Fe sont fixés aux biocapteurs par leur
fragment Fc. La liaison entre les anticorps et les DR-Fc engendre une modification de la
longueur d’onde induite. La différence de signal est captée puis transformée en temps réel
en sensogramme.

Tests de viabilité cellulaire ou cytotoxicité
Les effets des AcM d’intérét ont été mesurés sur des cellules HCT116, MDA-MB-231 et
BL2. La viabilité a été déterminée en utilisant le dosage au bleu de méthyléne comme
décrit précédemment [Dimanche Boitrel et al., 1992]. Le test au bleu de méthyléne se
base sur la propriété basophile des composés cellulaires, tels que les acides nucléiques ou
les protéines, vis-a-vis du bleu de méthyléne. Aprés fixation, a pH basique, les protéines
présentent des charges électriques négatives qui fixent le cation basique bleu du colorant.
La coloration non fixée est éliminée par lavages et le bleu fixé est libéré, aprés séchage,
par une solution d’HCI a faible pH (0,1 M). L’intensité de la couleur bleue de la solution
acide est ainsi proportionnelle & la quantité de composés cellulaires basophiles, et donc au
nombre de cellules adhérentes fixées [Pelletier et al., 1988|. Les cellules HCT116 ou MDA-
MB-231 (a la concentration de 5x105 cellules / mL) en combinaison avec des dilutions en
cascade de traitements (AcMs seuls, TRAIL seul et une isoconcentration de mAb et
TRAIL combinés) a partir de 10 pg /mL ont été ensemmencées dans des plaques a 96
puits et laissées a incuber jusqu’au lendemain a 37°C. Les surnageants contenant ou non
des cellules mortes ont été éliminés, les puits ont été lavés avec du PBS et les cellules
adhérentes restantes ont été fixées avec du methanol. Aprés 15 minutes d’incubation,

le methanol a été rejeté, séché et les cellules ont été colorées en utilisant du bleu de
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méthyléne pendant 15 minutes a température ambiante. Les cellules colorées ont été lavées
abondamment et les plaques ont été séchées pendant 2 heures & 37°C. Ensuite, le bleu de
méthyléne a été élué avec HCI 0,1M et 'absorbance a été mesurée a 630 nm en utilisant
le lecteur de microplaque Asys UVM 340 de Biochrom (Cambridge, Royaume-Uni). Le
pourcentage de viabilité cellulaire par rapport au milieu a été calculé par rapport aux
cellules non stimulées, ce qui correspond a une survie de 100%. Pour ’évaluation de la
cytotoxicité des anticorps anti-DR5 adsorbés, une solution de bicarbonate 0,5 M pH 9,5
diluée au 1/10¢me avec de l'eau distillée stérile (solution d’adsorption) est utilisée pour
diluer les anticorps d’intérét. Les anticorps sont dilués en cascade a partir de 10 png /mL
dans la solution d’adsorption sur une plaque ELISA de microtitration & fond plat EIA /
RIA & 96 puits (Corning, Costar 3590, Thermo Fisher Scientific). Aprés 16 h d’incubation
a température ambiante et sous hotte, la plaque est lavée avec du PBS 1X froid stérile et
ensemencée par 5x10° cellules HCT116 / mL. Apres 16 h, la survie cellulaire est évaluée

par un test au bleu de méthyléne.

Tests d’apoptose
L’apoptose induite par les anticorps monoclonaux combinés ou non au TRAIL a été
quantifiée par la coloration & ’annexine V-FITC et au 7-AAD selon les instructions du
fabricant (BD Biosciences) et analysée par cytométrie en flux (FACS LSRII). Au cours des
premiers stades de I'apoptose, la phosphatidylsérine est extériorisée a la surface cellulaire.
L’annexine V a une haute affinité pour la phosphatidylsérine, ainsi les cellules présentant
des stades précoces de I'apoptose peuvent étre identifiées par la liaison de ’annexine V.
La phase tardive de ’apoptose ou nécrose ne montre aucune affinité pour l'annexine V
mais la distinction des cellules vivantes, mortes ou I’apoptose précoce ou tardive peut étre
déterminée par 7-AAD, un agent de liaison & ’ADN fluorescent qui s’intercale entre la
cytosine et la guanine. La combinaison de ces deux réactifs est par conséquent un puissant
outil de détection de I'apoptose [Elmore, 2007|. Pour les tests de criblage utilisant les 10
lignées cancéreuses, les cellules ont été ensemmencées a une concentration de 2 x 103
cellules/ml dans des plaques de 24 puits et incubées avec les AcM a 10 pg/ml seuls ou
en combinaison avec 1 pg/ml de TRAIL pendant 20 h. Pour les tests avec les cellules
BL2, les puits correspondants ont été traités avec 10 pM de Q-VD-Oph (Selleckchem),
un inhibiteur de caspase, pendant 30 min & 37°C avant tout traitement par les AcM ou
TRAIL. Les cellules MDA-MB-231 ont été ensemmencées a 2 x 10° cellules/ml dans des
flacons de T25 mm?2 et incubées avec des AcM a raison de 5 pg/ml seuls ou combinés a
1 pg/ml de TRAIL pendant 8 h. Pour tester I'activité de I’AcM-C#16, dans des lignées
cellulaires cancéreuses humaines, les cellules BL2, H1703, HCT116 et MDA-MB-231 ont
été ensemmencées a 2x10° cellules/ml dans des plaques & 24 puits et incubées avec une
dilution d’AcM-C+#16 allant de 10 pg/mL a 0,3 png/mL pendant 24 h. Mise a part les tests
de criblage sur les 10 lignées cancéreuses, toutes les expériences mentionnées ci-dessus ont

été répétées au moins trois fois.
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Analyses d’immunoblot

Les Dot Blot ont été effectués en utilisant DR4 et DR5 recombinants purifiés. Ces récep-
teurs, dénaturés ou non en présence de DTT pendant 5 min a 95°C, ont été déposés sur
des membranes de nitrocellulose et séchés pendant 15 min. Les membranes ont ensuite
été bloquées dans du PBS-T (PBS, Tween 20 & 0,5%) contenant 5% de lait sec non gras
(PTM) pendant 1 heure et incubées avec des anticorps anti-DR4 et anti-DR5 dilués au
1/1000° pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, les membranes ont été lavées trois fois
avec du PBS-T et la liaison a été détectée avec un anticorps anti-IgG (H + L) - HRP de
souris. Pour les immunoblots, les cellules BL2, H1703, HCT116 ou MDA-MB-231 ont été
placées a 1x10° cellules/ml dans des boites de 25 cm? et stimulées par 5 ng/ml ou 1 pg/ml
d’AcM seuls ou en combinaison avec 1 pg/ml de TRAIL pour un volume final de 10 ml.
Les surnageants et les cellules ont été recueillis 8 h plus tard et les lysats cellulaires ont
été préparés en utilisant un tampon de lyse NP40 contenant 1% de NP40, 20 mM de Tris-
HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl, 10% de glycérol et un cocktail d’inhibiteur de protéinase
(Roche, Meylan, France). Les extraits cellulaires ont été utilisés sur des gels SDS PAGE
a 12%. Les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad)
par électrotransfert liquide en utilisant le dispositif de marquage buvard (Bio-Rad). Les
membranes ont ensuite été saturées en utilisant PTM pendant 1 heure et incubées avec
des anticorps primaires dans PTM pendant une nuit & 4°C sur une machine rotative. Le
lendemain, les membranes ont été lavées trois fois avec du PBS-T puis incubées pendant 1
heure avec des anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de raifort (HRP) dilués au
1/10 000°m¢ dans du PTM. Les membranes ont ensuite été lavées trois fois avec du PBS-T
et 'immunoréactivité a été détectée en utilisant le kit de détection chimioluminescent
Western Bright Quantum, kit de Advansta (Menlo Park, Californie, Etats-Unis).

Expériences in-vivo
Des souris athymiques femelles nues (Balb / ¢ nu/nu) agées de sept a huit semaines ont
été injectées par voie sous-cutanée (s.c.) dans le flanc inférieur droit avec 1x107 cellules
de lymphome de Burkitt 2 (BL2) lavées, reprises dans 50 pL. de PBS et mélangées a 50 uL.
de Matrigel (Corning). Aprés randomisation, 5 & 6 souris ont été injectées par voie i.p.
avec I’AcM-C#16 (10 mg / kg) ou par le véhicule témoin (PBS). Pour le modéle tumoral
pré-établi de xénogreffe, lorsque la tumeur a atteint environ 100 mms3, les souris ont regu
une injection d’AcM-C#16 (10 mg/kg) ou de véhicule témoin aux jours 16, 20, 24, 28 et
32 aprés inoculation des BL2. Pour le modéle de novo, les souris ont recu une injection
de AcM-C#16 (10 mg/kg) ou de véhicule témoin (PBS) les jours 4, 8, 12, 16, 20 et 24
aprés I'inoculation de BL2. Pour tous les groupes, la taille de la tumeur a été mesurée sur
deux axes avec un pied a coulisse digital tous les 2 jours. Les valeurs ont été transformées
en volumes tumoraux en utilisant la formule suivante : volume de la tumeur (mm?) =
(longueur x largeur?) / 2. Les souris ont été euthanasiées lorsque la tumeur a atteint 1500

mma3 ou a la fin de l'expérience (jour 34).
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Analyses statistiques
Sauf indication contraire, des analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel Gra-
phPad en comparant deux groupes par des tests t de student apparié et tous les groupes
entre eux en utilisant I'analyse de la variance (ANOVA) et le post-test de Bonferroni.
Pour tous les tests, seules les données donnant des valeurs de p<0,05 sont considérées

comme statistiquement significatives.
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Annexe B

Stratégie de production des vecteurs
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Annexe C

Exemples de criblage par ELISA des
hybridomes en plaque 96-puits
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Bilan des hybridomes a transférer en plaque 24puits

Trail recepteur DR4-pCR3

Hybridomes sur t;;:l-Fc test sur DR4 Hybridomes sur :;;:'.-Fc test sur DR4
1A2 0,367 0,235 8B2 0,430 0,641
1F2 0,403 0,172 8E5 0,362 0,431
1D3 2,406 2,199 9G8 0,329 0,669
1D4 0,883 0,748 9E10 0,453 0,779
1B8 0,481 0,451 10D1 2,438 2,323

1H10 1,861 1,499 10E3 1,683 0,208
2E3 0,369 0,211 11D7 0,479 0,466
2G3 0,406 0,062 11F11 0,536 0,491
2H6 0,399 0,131 12D2 0,412 0,291
2A7 0,460 0,151 12E4 2,183 2,322
2H9 0,346 0,250 13E10 0,362 0,561
2E10 1,661 1,616 14F2 0,331 0,323
2H12 0,324 0,324 14F4 0,234 0,492
3B1 0,328 0,126 14H4 2,110 2,122
3C1 0,603 0,095 14B5 0,387 0,082
3F2 0,357 0,331 14G5 0,332 0,241
3B3 0,341 0,172 15H5 0,301 0,225
3G3 0,627 0,194 16F6 1,769 2,078
3H3 0,432 0,208 20H9 0,295 0,615
3E5 0,411 0,344 21F6 0,702 0,813
3G6 0,329 0,071 21C8 0,379 1,850
3H6 0,421 0,059 21E11 0,321 0,154
3E7 0,885 0,134 22A1 0,334 0,209
3G7 2,184 0,984 22D1 0,339 0,157
3A9 0,350 0,124 22A3 0,732 0,082
3B10 0,514 0,196 22H3 0,478 0,172
3G10 2,240 2,288 22A4 0,411 0,453
3A11 0,822 0,204 22B4 0,664 0,602
3D22 2,025 2,189 22G4 0,357 0,590
4D2 0,598 0,273 22B5 2,592 2,732
4F2 0,372 0,259 22C5 0,591 0,351
4G2 0,382 0,240 22D5 0,350 0,067
5E2 0,442 0,335 22H5 0,442 0,264
5G4 0,446 0,548 22B10 0,427 0,332
5D10 0,338 0,817 22E10 0,401 0,206
5F12 0,370 0,200 22D11 0,305 0,437
6D6 2,288 2,711 23B5 0,350 0,344
6D7 1,079 1,083 23D8 1,336 0,181
7H3 0,468 0,340 23B10 0,357 0,266
7C10 0,302 0,243

a transférer en plaque 24puits pour confirmation sur DR5, DR4, BSA, Fc

FiGURE C.1 — Résultats du test ELISA aprés fusion de la souris DR4-pCR3 R

NB : Les clones sélectionnés ne sont pas révélés dans la thése dans un souci de propriété

intellectuelle.
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Projet: Trail récepteur /| DR5-pCAGGS /fusion souris 2V

Résultats des 24 puits

Hybridomes| sur DRS5 clivé sur DR4 clivé sur Fc sur BSA Commentaires
4D7 1,379 0,083 0,168 0,077 a tester
4B10 2,254 0,097 0,307 0,084 a tester
5H12 0,980 0,097 0,109 0,062 a tester

7B8 1,477 1,592 1,559 1,047 Abandon

non spécifique
8H8 0,800 0,080 0,140 0,081 a tester

9E8 1,234 0,967 1,211 0,607 . rf‘zzggi‘f’izue
11H4 2,145 0,069 0,219 0,067 a tester
11E10 2,552 0,107 0,477 0,094 a tester
11B11 1,773 0,106 0,125 0,066 a tester
11E11 0,992 0,177 0,282 0,097 a tester
13B9 1,843 0,114 0,345 0,066 a tester

FI1GURE C.2 — Résultats du test ELISA apreés fusion de la souris DR5-pCAGGS 2V

Bilan fusions 1Blc & 2Blc / DR5-pCAGGS

Résultats des 24 puits

Souris Hybridomes Stade DRS5 cliveé BSA Commentaires
9H1 24 puits 2,292 0,117 a tester
9H3 24 puits 2,155 0,099 a tester
9A12 24 puits 0,343 0,158 Abandon

BALB/c 10B3 24 puits 1,765 0,082 a tester

1 Blc 11G3 24 puits 2,308 0,070 a tester
11H6 24 puits 2,117 0,080 a tester
12E5 24 puits 1,768 0,079 a tester
1H7 24 puits 0,074 0,077 Abandon
10G4 24 puits 0,397 0,187 Abandon
12H2 24 puits 0,102 0,067 Abandon
12C3 24 puits 1,888 0,084 a tester
12G9 24 puits 0,108 0,075 Abandon

BALB/c 15D11 24 puits 1,062 0,071 a tester
2Blc 16E8 24 puits 0,127 0,079 Abandon
18A3 24 puits 0,146 0,113 Abandon

18B12 24 puits 0,083 0,099 Abandon

9D1 24 puits 0,114 0,101 Abandon

FIGURE C.3 — Résultats du test ELISA apres fusions des souris DR5-pCAGGS 1Blc et
2Blc
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Annexe D

Exemples de tests au bleu de méthyléne

des anticorps anti-DR4
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FIGURE D.1 - Evaluation de la cytotoxicité de quelques AcMs anti-DR4 seuls ou combinés
a TRAIL. La viabilité cellulaire de HCT116 (a gauche) et MDA-MB-231 (a droite) a été
déterminée en utilisant des tests au bleu de méthyléne. Les lignées cellulaires ont été
traitées pendant 16 heures avec la concentration indiquée de TRAIL ou danticorps anti-
DR4 AcM-C+#11, -C#2, -C#16 et -C#5 seul, ou en combinaison avec TRAIL soluble.
Les valeurs présentées sont la moyenne + SD de trois expériences indépendantes (n = 3).
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Annexe E

Criblage de ’AcM-C#16 et de
I’AcM-C#11 sur 'ensemble des 10

lignées cancéreuses

FIGURE E.1 — Effet agoniste et potentialisateur des anticorps anti-DR4 AcM-C#16 et
AcM-C#11 sur un panel de 10 lignées cancéreuses humaines. A. Criblage de 'anticorps
AcM-C#16 et du ligand TRAIL. Les cellules ont été traitées par 10 pg /mL d’AcM-C#16.
Les résultats ont été analysés par un marquage AnV/7TAAD par cytométrie en flux et
normalisés par rapport au pourcentage d’apoptose spontanée présent dans le milieu seul (n
= 1) B. Effet potentialisateur de 'anticorps AcM-C#11. Les résultats ont été normalisés
par rapport au pourcentage d’apoptose induit par TRAIL seul. Les cellules ont été traitées
par une combinaison de 10 ug /mL d’AcM-C#11 et 1 pg /mL de TRAIL, et comme témoin,
une concentration fixe de 1pg/mL de TRAIL. Les résultats ont été analysés par un
marquage AnV/7TAAD par cytométrie en flux (n = 1).
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Annexe F

Exemple représentatif de la taille des
tumeurs de chaque groupe des

expériences i1n-vivo

Sur DR4-Fc (coating 1ug/ml)

sérums de souris

"y non
traitées o
traitee
3R | 4R | 5R | 1B | 48 | 5B | 1R
dilution 1/200
1er puit

200 | 2,708 2623 2724 2,661 2,720 2,517 0,194
400 | 25516 2,351 2478 2555 2424 2377 0,126
800 | 1,862 1,623 1,992 1,942 1,726 1,597 0,093
1600 | 1,382 1,185 1,198 1,518 1,378 1,317 0,087
3200 | 0,711 0588 0,855 0887 0721 0,673 0,071
6400 [ 0468 0,367 0515 0524 0436 0,437 0,064
12800 0,248 00230 0,264 0,289 0,254 0,253 0,060
25600 0,164 0,131 0,169 0,165 0,161 0,163 0,067
Titre 3200 | 1600 | 3200 | 3200 | 3200 | 1600 | >200

FIGURE F.1 — Test des sérums de souris & partir de ’expérience de tumeurs pré-établies.
Les souris 3R, 4R, 5R, 1B, 4B et 5B ont regu une injection i.p. avec I’AcM-C+#16
(10mg /kg) et la souris 1R a re¢u une injection de PBS (véhicule témoin). 24h apreés,
le sérum est récolté et testé par ELISA sur la protéine recombinante DR4-Fc. Les titres
sont considérés comme positifs lorsque la densité optique avoisine 1.
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Abstract: Developing therapeutics that induce apoptosis in cancer cells has become an increasingly
attractive approach for the past 30 years. The discovery of tumor necrosis factor (TNF) superfamily
members and more specifically TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), the only cytokine
of the family capable of eradicating selectively cancer cells, led to the development of numerous
TRAIL derivatives targeting death receptor 4 (DR4) and death receptor 5 (DR5) for cancer therapy.
With a few exceptions, preliminary attempts to use recombinant TRAIL, agonistic antibodies, or
derivatives to target TRAIL agonist receptors in the clinic have been fairly disappointing.
Nonetheless, a tremendous effort, worldwide, is being put into the development of novel strategic
options to target TRAIL receptors. Antibodies and derivatives allow for the design of novel and
efficient agonists. We summarize and discuss here the advantages and drawbacks of the soar of
TRAIL therapeutics, from the first developments to the next generation of agonistic products, with
a particular insight on new concepts.

Keywords: TRAIL; death-receptor targeting; ligand; cancer therapy; apoptosis; antibody; bi-
specific; antibody drug conjugate; chimeric antigen receptor; scFv

1. Introduction

One of the most prominent hallmarks of cancer cells is their ability to escape apoptosis, a
programmed cell death process that occurs both during embryonic development and in adults, to
remove unwanted cells [1]. Attempts to induce tumor cell death drove intense worldwide research,
starting from conventional chemotherapy in the mid-20th century [2] to novel selective approaches,
including targeting of TNF (tumor necrosis factor alpha) receptor superfamily members. As early as
1975, the discovery that TNF exhibits potent killing properties [3] unveiled the identification of
endogenous cytokines displaying antitumoral properties. Unfortunately, TNF presented significant
inflammatory toxicity in clinical trials [4]. In the late ‘80s, the independent discovery of two
monoclonal antibodies, a-APO-1 and a-Fas [5,6], able to trigger apoptosis and induce tumor
regression, fostered major interest in the identification of TNF-related family members [7,8],
including receptor Fas/CD95, to which a-APO-1 and «-Fas bind specifically. Several other
homologous proteins, displaying pro-apoptotic properties, have soon after been discovered, such as
FasL, the Fas/CD95 cognate ligand, or TRAIL (TNF-related apoptosis inducing-ligand) and its agonist
receptors [7,9-13]. While FasL or antibodies targeting Fas/CD95 exhibit potent pro-apoptotic
capabilities, their use in the clinic was early compromised by the finding that the a-Fas monoclonal
antibody induces fulminant and lethal hepatotoxicity in vivo [14]. On the contrary, however, TRAIL,
early on, was found to be safe in animal models, and to display tumoricidal activity [15].

Antibodies 2017, 6, 16; d0i:10.3390/antib6040016 www.mdpi.com/journal/antibodies
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TRAIL, also known as Apo2 ligand, is a TNF family member discovered in 1995 [9]. This type 2
transmembrane protein has attracted the interest of scientists because of its capacity to specifically
engage apoptosis of tumor cells, regardless of their P53 status [16]. TRAIL can induce programmed
cell death in a wide range of cancer cells without harming normal tissues, thus exerting limited
toxicity [17]. This specificity makes it a very promising anticancer agent. The other main advantage
of TRAIL is its independence towards P53, a tumor suppressor gene, whose integrity is, most of the
time, essential for conventional chemotherapeutic drugs to cure patients suffering from cancer [2].
Keeping in mind that mutations or alterations of P53 are often occurring during oncogenesis and
associated with resistance to chemotherapy, TRAIL has thus been suggested to be able to exert its
tumoricidal activity in a broader scope. TRAIL is present as a trimer at the cell surface of activated
immune cells, where it plays an important role in tumor and viral immune surveillance [18-20].
Together with the soar of biopharmaceuticals and biotechnology engineering, the finding that a
natural cytokine, such as TRAIL, could induce selective tumor cell death prompted great optimism
to find the “magic bullet” to cure cancer. While the first generation of TRAIL agonist compounds did
not present clinical efficacy [16], recent studies on TRAIL signal transduction allowed a better
understanding of its machinery and requirements, leading to the development of a tremendous
number of derivatives displaying increased pharmacokinetics and efficacy, including single-chain
variable antibody fragment (scFvs), bispecific antibodies, chimeric antibody receptors (CARs) or
conjugated derivatives, all of which are discussed in this review.

2. Apoptosis Induced by TRAIL

TRAIL induces cell death by binding to its agonist receptors. To date, five TRAIL receptors have
been identified in humans: DR4, DR5, DcR1, DcR2, and osteoprotegerin (OPG) (Figure 1). These
receptors, like all members of the TNF super family, are characterized by an extracellular domain,
rich in cysteines [21], which are essential for the binding of their cognate ligand. Only two of them,
DR4 and DRS5, harbor the death domain (DD), a stretch of ~90 amino acids (aa), required and sufficient
to activate the apoptotic machinery; they consequently represent promising targets for cancer
treatment. DR4, is a N-glycosylated protein of 468 aa, also known as tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10A, CD261, Apo2, TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1, and
TRAILR-1 [22,23]. DR5 is O-glycosylated [24]. It is also known as tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10B, CD262, Killer/Ly98, TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2,
TRICK2A, and TRICKB. Although DR5 can be found as two isoforms, DR5a (411 aa) and DR5b (442
aa), their specific or differential functions remain, to date, unknown. DR4 and DR5 share 58%
similarity in their extracellular domain and 65% similarity in their intracellular domain [10] (Figure
2A). The other receptors to which TRAIL is able to bind are DcR1 (antagonist decoy receptor for
TRAIL/Apo-2L, lymphocyte inhibitor of TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 3,
TRAIL receptor 3, tumor necrosis factor receptor superfamily member 10C, CD263, lymphocyte
inhibitor of TRAIL (LIT), tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10C, decoy without an
intracellular domain, TRAIL-R3), DcR2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 4, TRAIL
receptor 4, TRAIL receptor with a truncated death domain (TRUNDD), tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10D, CD264, tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10D, decoy
with truncated death domain TRAIL-4), and OPG (osteoprotegerin, osteoclastogenesis inhibitory
factor, TR1, tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11B). These receptors cannot induce
intracellular death signals, and are suspected to act mostly in normal tissues as decoy receptors for
the retro control of TRAIL-mediated apoptosis [25]. Whereas DcR1 is a glycosylphosphatidylinositol
(GPI) anchor receptor which is completely devoid of death domain, DcR2 possesses an intracellular
domain but harbors a non-functional truncated death domain. OPG is the only antagonist receptor
harboring a complete death domain, but it is expressed as a soluble receptor, due to the absence of
transmembrane domain, and is therefore unable to transduce apoptosis. Nonetheless, like DcR1 and
DcR2, albeit to a lower extent, OPG is able to compete for TRAIL binding, and impair TRAIL-induced
cell death. Its binding affinity with TRAIL, though, is much weaker than DR4, DR5, DcR1, or DcR2
[26,27]. Moreover, OPG exhibits strong binding affinity with Receptor activator of NK-kappa-B
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ligand (RANKL), and plays a prominent role in osteoclastogenesis [28,29]. Contrary to DR4 and DR5
[30-33], DcR1, DcR2, or OPG have been found to be expressed in normal tissues, but are rarely found

in tumor cells [34-36].
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Figure 1. Schematic representation of TRAIL receptors. TRAIL-R1/death receptor 4 (DR4), TRAIL-
R2/death receptor 5 (DR5), act as agonistic receptors, owing to their intracellular death domain (DD),

through which they transmit an apoptotic signal. The other two membrane receptors, TRAIL-

R3/decoy receptor 1 (DcR1) and TRAIL-R4/decoy receptor 2 (DcR2), act as antagonistic/regulatory
