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Introduction

Durant un siécle, les recherches se sont pour suivies et ont permis de caractériser les
substances dotées de cette capacité de neutralisation : les anticorps appelés aussi
immunoglobulines (Ig) (Goubet et al., 2018). Les anticorps sont des glycoprotéines appartenant
au groupe des superfamille des immunoglobulines (lg) sécrétées par Les cellules B pour
identifier et neutraliser les organismes étrangers ou les antigenes (Nelson et al., 2010). Le
concept des anticorps monoclonaux est né au début du siecle dernier avec les « balles magiques

» de Paul Ehrlich dans ses recherches sur la syphilis. (Marion Rouault, 2017).

Gréace a la mise au point de la technologie des hybridomes en 1975, Georges Kdhler, et
César Milstein ont fabriqué pour la premiere fois des anticorps (Ac) monoclonaux, ce qui leur
a valule prix Nobel Médecine et de Physiologie en 1984 (Scheen et Moutschen, 2009). Durant
les années qui suivirent leur découverte, les Ac monoclonaux sont devenus des outils
révolutionnaires largement exploités en laboratoire, jusqu’a devenir omniprésents dans le

domaine de la recherche et du diagnostic médical (Mistretta et al., 2009).

La biothérapie ne s’est cependant vraiment développée que récemment, apres
I’ingénieriedes Ac et la démonstration de la possibilité de cloner les genes codant pour les
différentes chaines de ces Ac. Sont ainsi nés successivement les Ac monoclonaux chimérigues,
humaniséset totalement humains, ouvrant une ére nouvelle a la biothérapie, mais aussi, a la
pharmacothérapie (Ac «armés») et a la thérapeutique en général. Ces progrés n’ont pu se faire
que grace a la combinaison d’une meilleure connaissance des mécanismes immunologiques et

d’avancées significatives de la biotechnologie (Moutschen et Scheen, 2009).

En thérapeutique, si les Ac monoclonaux, dits de «premiére génération», se sont montrés
réalisés par la suite, notamment en biologie moléculaire, ont permis de disposer de molécules
beaucoup mieux tolérées. Ainsi, d’autres générations d’ Ac se sont succédé : les Ac chimériques,
puis les Ac humanisés et, enfin, les Ac totalement humains (Scheen, 2009). Les applications de
ces nouveaux anticorps sont nombreuses et variées ; citons, par exemple, la diminution ou
larrét d’une prolifération tumorale, I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire, la prévention

d’une invasion virale, la neutralisation de toxines,.... Etc (Prin-Mathieu et al., 2003).
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Notre manuscrit est structure entrois chapitres :

Le premier chapitre comportera des généralités sur les immunoglobulines, leurs

structures générales et ses classes et sous classes ainsi que leur réarrangement génétique.

Le deuxiéme chapitre présentera les anticorps polyclonaux et les anticorps monoclonaux,

leurs catégories, leur technique de production et leur optimisation.

Dans le troisieme chapitre expliquera les domaines d’utilisations desanticorps
monoclonaux en diagnostic, enthérapie, en transplantation, en oncologie, en rhumatologie, dans

les maladies immunes inflammatoires chroniques et en allergies.

Enfin, notre mémaoire se termine par une conclusion générale suivie par les références

bibliographiques.
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Chapitre 01 Généralité sur les immunoglobulines

1. Définition

Les anticorps appelés également immunoglobulines (Ig) sont des molécules produites
par les lymphocytes B (Ly B). Ce sont des macromolécules protéiques ayant pour role de
reconnaitre et de se lier a un antigéne qui lui est spécifique. Cette reconnaissance et cette
fixation seront le début de la cascade de réaction entrainant la réponse immunitaire (Bardet,
2012).

Les immunoglobulines sont des molécules symétriques composées de deux chaines
lourdes (H) identiques et de deux chaines légéres (L) identiques, reliées deux a deux par des
ponts disulfures et formant une structure dite en « Y ». Il existe cinq types de chaines lourdes
(gamma v, alpha a, mu p, delta et epsilone) qui définissent respectivement les cinq classes
d’immunoglobulines G, A, M, D et E, et deux types de chaines légeres (kappa « et lambda A)

qui peuvent se combiner avec n’importe quel type de chaines lourdes (Marion, 2017).

Pour un anticorps donné, il y a un seul type de chaines 1égéres. Chez I’homme, en
terme de proportionnalité, on retrouve deux anticorps porteurs de chaines kappa pour un

anticorps porteur de chaines lambda

Ces chaines polypeptidiques sont composées de domaines, formés par deux feuillets 3
antiparalléles formant une structure tertiaire compacte. Chaque domaine est relié par des ponts
disulfures et stabilisé par les interactions hydrophobes résultant des acides aminés composant les
feuillets. Les chaines lourdes (55kDa) possédent un domaine constant composé de trois - voire
quatre- régions (CH1 a 3, voire 4) et un domaine variable (VH), et les chaines légeres (25kDa)

possédent un domaine constant (CL) ainsi qu’un domaine variable (VL) (Marion, 2017).
2. Structure générale des immunoglobulines

Les anticorps peuvent étre divises entrois classes, ou fractions, en fonction de leur masse
atomique : la fraction 7S ayant une masse atomique d’environ 150kDa, la fraction 11S ayant une
masse atomiqued’environ 300 kDa et la classe 19S ayant une masse atomique d’environ 900
kDa (Dennis, 2012).

2.1. Domaines constants

Les domaines constants sont caractérisés par une séquence en acides aminés tres
proche d’un anticorps a I’autre, caractéristique de I’espece et de I’isotype. Chaque chaine 1égere

en possede un exemplaire noté CL. Les chaines lourdes comportent, selon I’isotype, trois ou
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quatre domaines constants CH1, CH2, CH3 et CH4. Les domaines constants ne sont pas
impliqués dans la reconnaissance de 1’Ag, mais interviennent dans I’activation du systéme du
complément. Les cellules immunitaires possedant les récepteurs aux fragments constants (RFc)
sont capables de lier les Ac. En se fixant par ’extrémité de leur fragment constant sur des
cellules effectrices du systeme immunitaire, les Ac permettentla lyse de la cellule ou de la

particule virale quiprésente a sa surface 1’Ag reconnu (Moutschen et Scheen, 2009).
2.2.  Domaines variables

Un Ac posséde quatre domaines variables situés aux extrémités des deux «brasy» de I'Ig.
L’association entreun domaine variable porté par une chaine lourde (VH) et le domaine variable
adjacent porté par une chaine légere (VL) constitue le site de reconnaissance (ou paratope) de
I’Ag. Ainsi, une molécule d’lg possede deuxsites de liaison a 1’Ag, un au bout de chaque bras.
Ces deux sites sont identiques, d’ou la possibilité de lier deux molécules d’Ag par Ac. Les
fragments Fab reconnaissent une protéine et se fixent a elle, créant un complexe immun
(Moutschen et Scheen, 2009).

2.3.  Fragments

Le clivage enzymatique spécifique d’une Ig permet d’isoler différents fragments : - le
fragment Fc (cristallisable) : il est le support des propriétés biologiques de 1’Ig, en particulier
sa capacité a étre reconnuepar des effecteurs de I’'immunité et a activer le complément ou a
faciliter la phagocytose par les macrophages (opsonisation), mais il ne reconnait pas ’Ag ; il
est constitué des fragments constants des chaines lourdes (CH2) au-dela de la région charniére
(«hinge») (figure 1) (Moutschen et Scheen, 2009).

- Le fragment Fv : c’est le plus petit fragment gardant les propriétés de I’AC

qui possede des domaines Ig

; 1l fixe donc I’Ag avec la méme affinité que I’AC complet et est monovalent ; il est

constitué uniquement des régions variables VL et VH (Moutschen et Scheen, 2009).

- Le fragment Fab : il a la méme affinité pour ’Ag que I’AC complet et est
monovalent; il est formé de la chaine légere en entier (VL+CL) et d’une partie de la chaine
lourde (VH+CHL1). - Le fragment F (ab’) 2 :il ala méme affinité que I’AC entier pour I’Ag et
est divalent ; il correspond a I’association de deux fragments Fab reliés par un petit fragment

des parties constantes des chaines lourdes, la région charniere (hinge) (Moutschen et Scheen,
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Figurel. Structure schématique d’une immunoglobuline G [1].
3. Classes et sous classes des immunoglobulines

Chez ’homme, les anticorps se répartissent en cing classes qui différent par leurs

propriétés physicochimiques, leurs structures, leurs concentrations sériques et leur
comportement en tant qu’antigéne.C’est d’ailleurs cette derniére caractéristique qui est utilisée
pour classer les anticorps : on parle de déterminants antigéniques (Van Loghem et Litwin, 1972).

Il en existe trois types : les déterminants isotypiques, allotypiques et idiotypiques.

Les déterminants antigéniques des chaines lourdes sont appelés déterminants isotypiques
19G, IgA, IgD, IgM et IgE,

correspondant respectivement ala présence de chaines lourdes de type gamma, alpha, delta, mu

et permettentde définir les cing grandes classes d’anticorps :

et epsilon (tableau 1) (Bengtén et al., 2000). D’autres déterminants isotypiques de chaines
lourdes caractérisent des sous-classes d’anticorps. C’est le cas pour les 1gG, qui présentent
quatre sous-classes chez ’homme : y 1, 2 ,3 et 4, et pour les IgA, pour lesquelles ontrouve deux
sous-classes, a 1 et o 2. Il existe également des déterminants isotypiques sur les chaines légéres
qui se répartissent ainsi en deux groupes : kappa et lambda. Sur un méme anticorps, les deux
chaines lourdeset les deux chaines légéres sont identiques en termes de classe ou de sous-
classe et les déterminants isotypiques sont présents chez tous les individus d’une méme espece
(Zelaschi et al., 1983).

Les déterminants allotypiques correspondent aux polymorphismes des genes codant
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pour les anticorps d’une méme espéce. En effet, au sein d une population, certains individus vont
présenter des allelesdifférents pour certains génes codant les immunoglobulines, générant ainsi
des variants allotypiques. 1l existedes déterminants allotypiques pour les chaines gamma, alpha
et kappa, notés respectivement (Zelaschi et al., 1983).

Enfin, les déterminants idiotypiques permettent de regrouper les anticorps ayant des
specificités antigeniques similaires. Ces déterminants se trouvent dans les régions variables, a
proximité des sites de liaison aux antigenes, et sont spécifiques a chaque individu (Geha ,
1981).

Les cinq classes d’anticorps définies grace aux déterminants isotypiques présentent des
structures et des fonctions physiologiques différentes (figure 2). On touve des formes
monomériques (IgG.DetE) ou multimériques (1gG, A, M, E) ou membranaires (IgD, IgM). Les
IgG sont les plus abondantes dans le sérum(70 % des anticorps) et interviennent principalement
dans les réeponses immunitaires secondaires. Elles participent a la protection de I’organisme vis
a vis des pathogenes ou des toxines en induisant leur neutralisation et leur destruction par le
complément, les phagocytes ou les cellules cytotoxiques. Les IgG sont également la seule
classe a pouvoir traverser la barriére placentaire conférant ainsi une immunité passive au feetus
(Leach et al., 1996). Les IgA représentent environ 20% des anticorps sériques et constituent la
classe prédominante dans les fluides corporels (salive, larmes, lait maternel, sécrétions nasales,
génitales, mucus bronchique, digestif) assurant ainsi la protection au niveau des points d’entrée
de I’organisme. Les IgA sont sécrétées sous forme de dimeres grace a I’ajout d’une chaine J
reliant les deux monomeres. Elles sont ensuite internalisées au niveau des cellules épithéliales
des muqueuses via le récepteur poly-lg qui assure la transcytose et le relargage des IgA
associées a leur composant sécrétoire dans les fluides mucosaux (Woof et Kerr , 2006) Les
IgM représentent environ 8% des anticorps sériques ; elles sont les premieres
immunoglobulines expriméees par les cellules B matures (sous forme de monomeéres
membranaires composant le BCR), et apparaissent durant les phases précoces d’une infection.
Dans le sérum, les IgM sont sous forme pentamérique (parfois hexamérique), ce qui leur
confere une forte avidité permettant une agglutination efficace des antigénes, couplée a une forte
capacité d’activation du complément (Ehrenstein et Notley , 2010). Les IgD sont
majoritairement membranaires, exprimées par les lymphocytes B matures, mais on les retrouve

également en faible quantité dans le sérum (< 1% des anticorps).

Depuis leur découverte en 1964, leurs fonctions physiologiques restent énigmatiques
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(Chenk et Cerutti ,2011) Co-exprimées a la surface des lymphocytes B (Lg) matures avec les
IgM, les IgD ont la fonction de récepteur a I’antigéne (BCR) et pourraient intervenir dans
I’anergie des Lg (Duty et al., 2009) D’autresétudes récentes suggerent que les Ilg Dont un role

dans I’'immunité mucosale des voies respiratoires (Chen K et al., 2009).

Les IgE sont I’isotype le moins abondant dans le sang. Elles sont impliquées dans les
phénomeénesallergiques et dans I’immunité antiparasitaire. Dans 1’allergie, les IgE fonctionnent
via leur interactionavec les récepteurs Fc de type epsilon (FceR), exprimés principalement a la
surface des mastocytes, basophiles, éosinophiles, macrophages, monocytes et plaquettes. La
fixation des complexes IgE- allergene sur les FceR induit le relargage de médiateurs
inflammatoires et vasoactifs responsables des symptomes liés a la réaction allergique (Stone
KD et al., 2010).
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Figure2. les déférents isotopes des anticorps [2] .

Tableau 1. Caractéristiques structurales Fonctionnelles principales des différentes classes

d’anticorps [2].
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Classes IgG IgA IgM IgD IgE
Structures monomére | monomeére ou dimére pentamére monomere monomeére
Poids moléculaire (kDa) 150 160-350 950 170-180 190
% carbohydrates 2-3 7-11 10-12 9-14 12-13
Sous classes yl,v2,v3, v4 ul, o2
Y% anticorps totaux 70 20 10 0,2 0,004
sériques 50 (1), 15(¢2) 15(m1), 5(e2)

Demi-vie (jours) 21-24 (7 (y3) 4-7 5-10 0.5 1-5

Passage transplacentaire Oui Non Non Non Non

Activation du complément | y3>y1>y2>y4 + (ul) 4

Fixation au FcR FcyR FcuR FeoR FceR

Localisation S&n sérum (moqon‘lére), sérum, sérum, e
mucus (dimére) membrane L, | membrane L,

4. Organisation et réarrangements des génes codant les immunoglobulines

4.1. Les génes codant pour les Igs

Les chaines lourdes (H) et légere (L) d'lg sont chacune codées par une famille
multigénique distincte, ( Leder , 1982) et les domaines V et C individuels sont chacun codés
par des éléments indépendants : le gene C pour les parties constantes, et différents fragments

de genes pour la partie variable.

Deux types de fragments V et J pour les genes codant pour la partie variable des chaines
Iégeres et troistypes de fragments V, D et J pour les genes codant pour la partie variable des

chaines lourdes.

Les immunoglobulines sont le produit de la combinaison de 1’ensemble de ces genes.
Cette combinaison se fait au hasard et explique la diversité du répertoire des Igs. (Figure 3 et
figure 4). En effet, chaines légéres sont issues de 1’association V-J-C tandis que les chaines

lourdes associent les génes V-D-J-C (Dudley et al., 2005).
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Figure 3. Organisation des genes des immunoglobulines chez ’'Homme

(Schroeder et Cavacini,2010).

4.2. Réarrangements des genes

Le systtme immunitaire est capable de produire un nombre important
d’immunoglobulines différentes permettant ainsi la protection contre des antigénes variés,
jamais rencontré par I’hote. La diversité des anticorps produits s’explique d’une part par le
grand nombre de génes codant pour les Igs et d’autre part par le nombre important de
combinaisons possible, entre les différents génes et les différents fragments de genes variables.
De plus, lors des associations des différents génes des réappariements ou mutations peuvent
survenir. Ce phénomene explique a nouveau la grande diversitédes anticorps pouvant exister
dans I’organisme. Ces mutations interviennent essentiellement au niveau des fragments des
genes variables V, Det J. (Dudley et al., 2005).
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1. Les anticorps polyclonaux

Selon Sucha Cheryedath (2004) Les anticorps polyclonaux (pAbs) sont un mélange
complexe de plusieurs épitopes qui sont habituellement produits par différents clones de
lymphocyte B d’un animal. Ces anticorps décelent et grippent a beaucoup dedifférents épitopes

d’un antigéne unique et par conséquent peuvent former des réseaux avec des antigénes.

Des échantillons de sang sont prélevés chez 1’animal pour évaluer le niveau de
productiond’Ac. Lorsque le titre est suffisamment élevé, ’antisérum est préparé en effectuant
une importante prise de sang suivie de I’isolement du sérum puis, si nécessaire, de lapurification

des Ac a partir du sérum (Mistretta et al, 2009).

Le choix de I’espece animale utilisée depend de plusieurs facteurs, dont le volume
de serum requis (qui dépend lui-méme de la quantité d’Ac polyclonaux a produire) et le type
d’immun essai. L age, le sexe et 1’état de santé de ’animal sont également importants (Leenaars
et Hendriksen , 1999).Les especes animales les plus frequemment utilisées pour la production
d’Ac polyclonaux sont le lapin,la souris, le rat, le hamster, le cochon d’Inde, la chévre, le
mouton et le poulet (Leenaars et Hendriksen,2005). Des espéces animales de grande taille (par
exemple, des chevaux) peuvent aussi étre utilisees afin d’obtenir des volumes plus importants
d’antisérum, mais I’entretien de ces animaux est plus colteux. Par ailleurs, il est possible
d’extraire les immunoglobulines du lait des bovins, des brebis et des chevres, ce qui représente
une méthode non invasive pour la production de grands volumes d’Ac polyclonaux (Mistretta

et al, 2009).
2. Les anticorps monoclonaux
2.1.  Historique

La premiere utilisation des anticorps pour la thérapie remonte a 1890, lorsque Emil Von
Behring et Shibasaburo Kitasato découvrirent que I’état d’immunité conféré par I’injection
d’une faible dose de toxine diphtérique pouvait étre communiqué a des individus naifs par
transfert de sérum (Von Bekring et Kitasko ,1890). C’est ainsi que naissait lasérothérapie,
qui fut une véritable révolution thérapeutique et médicale, encore utilisée aujourd’hui pour
neutraliser des toxines suite & des infections bactériennes ou a des envenimations. L’activité
neutralisante des antisérums fut rapidement attribuée aux anticorps (un terme initialement
utilisé par Paul Ehrlich en 1891), gamma globulines du sérum, dont la structure fut élucidée

partiellement en 1950 par Rodney Porter. Paralléelement, en 1948, Astrid Fagreaus montra que




Chapitre 02 les anticorps polyclonaux et les anticorps monoclonaux

des cellules Bspécialisées, les plasmocytes, étaient responsables de la biosynthese des anticorps
in vivo (Fgreaus, 1948). C’est dans ce contexte, qu’en 1975, César Milstein et Georges Kohler
réussirent a développer une technique permettant de produire des anticorps in vitro, a partir de
cellules hybrides résultant de la fusion entre des lymphocytesB murins et un myélome de la
méme espece (Kohler et Milistein, 1975). Chaque clone cellulaire hybride, une fois isolé,
produit le méme anticorps qui est donc qualifié de monoclonal. La mise au point de ce procédé
résulte en fait de la combinaison des travauxde Georges Barski sur la production de cellules
hybrides ,de Michael Potter sur I’établissement de lignées myélomateuses murines in vitro, de
Yoshio Okada sur la fusion cellulaire par le virus de Sendai et de John Littlefield sur des cellules
comportantdes déficiences enzymatiques (Barski et al, 1960). Grace a cet ensemble d’avancées
techniques, Kdhler et Milstein ont donc réussi a fusionner des splénocytes provenant desouris
immunisées avec un myélome murin déficient pour une enzyme nécessaire a la biosynthese des
nucléotides par la voie de sauvetage (opposée a la voie de novo), PHGPRT (hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl transférase). Cette déficience enzymatique permet de sélectionner
facilement les cellules hybrides (ou hybridomes) grace a un agent de sélection ajouté au milieu
de culture, ’aminoptérine. Celle-ci bloquela seule voiede biosynthése des nucléotides qu’il
reste aux cellules myélomateuses non fusionnées (la voiede novo), permettant d’une part,
d’induire la mort de ces cellules, et d’autre part, de sélectionner par complémentation génique

les hybridomes issus de la fusion cellulaire (Bertnard, 2012).

Le milieu de culture sélectif contient également de ’hypoxanthine qui assure la
synthese des bases puriques le temps que la complémentation se mette en place, et de la
thymidine qui permet de compenser 1’effet antagoniste indésirable de ’aminoptérine sur la
thymidylate synthase. Le milieu sélectif est communément appelé milieu « HAT » pour
Hypoxanthine, Aminoptérine, Thymidine. Les lymphocytes B non fusionnés vont, quant a eux,
disparaitre aubout de quelques jours puisqu’ils sont incapables de se multiplier in vitro. Les
hybridomes ainsi sélectionnés ont donc : (1) la capacité de se multiplier indéfiniment, (2) la
capacité de sécréter des anticorps. L’obtention de clones uniques sécrétant des anticorps

monoclonaux

Spécifiques pour la cible nécessite des étapes supplémentaires de dilutions limites
pour atteindre un stade clonal, et de criblage pour Vérifier la liaison spécifique & I’antigéne
(Bertnard, 2012). .

Depuis 1975, la découverte de Kohler et Milstein a largement été utilisée pour générer
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des anticorps monoclonaux utilisés en recherche, pour le diagnostic médical et pour la thérapie
dediverses pathologies. En 1986, le premier anticorps monoclonal thérapeutique murin est
accepté par la FDA (Food and Drug Administration). Cet anticorps, le muromonab (Orthoclone
OKT3™) est dirigé contre le récepteur CD3 des lymphocytes T et s’est révélé efficace pour
limiter les réactions inflammatoires a I’origine des rejets lors des transplantations d’organes
(Cosimi et al., 1981) . Néanmoins, le développement d’autres anticorpsthérapeutiques murin
sa, depuis cette date , été limité a cause de la présence d’effetssecondaires importants. En effet,
une utilisation chronique d’anticorps murins chez I’homme induit le déclenchement de réponses
immunitaires avec la production d’anticorps humains anti-souris ou HAMA (Human Anti-
Mouse Antibodies) (Schroff etal., 1985).

2.2. Définition

Un Ac monoclonal (Mab en anglais «Monoclonal antibody») est un Ac (ou Ig) produit
apartir d’un seul clone de plasmocyte, au contraire des Ac polyclonaux isolés directement a
partir d’un animal immunisé (mélange d’Ac différents). C’est pourquoi il se nomme

«monoclonal». Ceci signifie que chaque Ac produit par cette cellule est exactement identique.

Les Ac monoclonaux ont éte artificiellement produits contre un Ag bien déterminé dans
un but bien défini. I1s sont extrémement spécifiques puisqu’ils ne reconnaissent qu’un seul type
d’épitope sur un Ag donné. Ils permettent donc une biothérapie cibléecontre un certains

nombres de maladies (Waldmann et Thomas,2003).

Les anticorps monoclonaux, dont le développement s’est accéléré suite aux découvertes
des docteurs Milstein et Kohler, sont les produits issus des biotechnologies qui se sont
développes le plus rapidement, aussi bien pour le diagnostic et le suivi clinique des patients que

pour le traitement de pathologies par thérapies ciblées (Desgranges, 2004) .
2.3. Categories d’anticorps monoclonaux et leurs nomenclatures
2.3.1. Anticorps Murins (o-mab)

Les AcM murins ont été les premiers AcM mis sur le marché, avec le muromonab-CD3

(Orthoclone OKT3®) approuveé en 1986 dans la prévention du rejet de greffe de rein.
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Sa structure était detype 1gG2 et agissait en bloquant les récepteurs CD3 a la surface des
lymphocytes T (Liu, 2014). Les anticorps murins ne sont que trés rarement utilisés en
thérapeutique a I’heure actuelle, du fait de leur faible demi-vie ainsi que de leur forte
immunogeénicité. En effet, leur injection entraine laproduction rapide d’anticorps humains anti-
souris (HAMA) dirigés contre les AcCM murins — reconnus comme antigénes du non-soi —
provoquant une résistance au traitement, une allergie voir méme un chocanaphylactique
(Kaplon et Carnoy, 2015) .

2.3.2. Anticorps chimérigues (xi-mab)

Les AcM chimériques sont composés de deux parties : le fragment Fc humain, et
le fragment antigen- binding (Fab) murin, dont les parties variables sont greffées sur le fragment
Fc (Dennis et al ., 2012), cette partie humaine représentant en moyenne 70% de la structure de
I’AcM. Les avantages amenés par cette technique sont multiples. Tout d’abord les AcM
chimériques étant en grande partie d’origine humaine, leur immunogénicité diminue, et la
résistance au traitement apparait plus tardivement. De plus, leFc humain permet aux AcM ayant
reconnu I’antigéne cible d’activer un certain nombre de fonctions effectrices cellulaires et

humorales (Chames et al., 2009)

La chimérisation permet de varier les isotypes des anticorps et, donc, de
manipuler les fonctionspotentielles de I’anticorps (par exemple, la fixation du complément). Un
autre avantage est I’augmentation de la demi-vie de I’Ac, qui passe de moins de 20 heures avec
les Ac murins a plusieurs jours, s’approchantdes 21 jours des 1IgG humaines endogenes (Mould
et Sweeney, 2007).

Enfin, par rapport aux Ac murins, le recours a des Ac hybrides souris—homme permet
de réduirela réponse HAMA, et, donc, d’améliorer le profil de tolérance en limitant le risque de

xéno-immunisation (Clark, 2000).

Ceci facilite I'utilisation de ces agents thérapeutiques. Cependant, les Ac
monoclonaux chimériques comportent une partie non négligeable de protéines murines (33 %
environ), suffisante pour encore pouvoir induire une réponse immune humaine anti-souris
(tableau 2). Dans la nomenclature internationale, on peut aisément reconnaitre ces Ac

chimériques par la syllabe «xi» précédant le suffixe «mab» (tableau 3) (Scheen, 2009).

2.3.3. Anticorps humanisés (zu-mab)
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Afin d’augmenter la part humaine des Ac, un progrés supplémentaire a pu étre
obtenu. Il consistea substituer les CDRs («Complementarity-Determining Regions», région
Hypervariable) d’une IgG humainepar ceux de 1’Ac monoclonal de souris, conférant ainsi a

I’IgG humaine la spécificité de I’ Ac murin parental(Scheen,2009).

Ces Ac, qualifiés d’humanisés, ont été produits dans les années 1988-1991 (Riechmann
et al., 1988). lIs contiennent seulement la petite partie variable murine composée des régions
hypervariables ou CDR qui sont en contact étroit avec I’antigéne. Ces CDR sont greffés

dans la région variable d’une Ig humaine

Ils induisent beaucoup moins de réponses immunes anti- souris (HAMA) quelles Ac
chimériques dontils sont dérivés (7% par rapport a 20 a 40%). Mais, I’affinité de I’Ac humanisé
n’est pas toujours aussi €élevéeque 1’Ac d’origine, ce qui, dans certains cas, peut entrainer une
baisse d’efficacité. Dans la nomenclature internationale, on peut aisément identifier ces Ac
humanisés par la syllabe «zu» précédant le suffixe «mab».Un exemple de cette catégorie est
donne par le trastuzumab (Herceptin®) dont le nom peut étre scindé comme suit : tras- +-tu(m)-
+ -zu- + -mab : il s’agit donc d’un Ac monoclonal humanisé dirigé contre une tumeur (en

I’occurrence le cancer du sein) (Baty et Chames, 2006 ; Hudson et Souriau, 2003).
2.3.4. Anticorps humains (u-mab)

Des Ac entierement humains et biocompatibles ont été recherchés pour
I’immunothérapic passive et sont devenus accessibles a partir de 1994. La technique des
hybridomes a progressivement été remplacée par d’autres méthodes dont la technologie de
I’ADN recombinant, la technique du «phage display» et le recours a dessouris transgéniques
(Hudson et Souriau, 2003 ; Baty et Chames, 2006). Il est vraisemblable que les Ac monoclonaux
qui arriveront jusqu’a I’étape finale de la commercialisation et de 1’utilisation en thérapeutique
dansles prochaines années appartiendront de plus en plus a cette catégorie d’Ac humains. On

peut les reconnaitre parla voyelle «ux» précédant le suffixe «mab» (Scheen, 2009).

Un exemple de cette famille est ’adalimumab (Humira®) dont le nom peut étre scindé
commesuit : ada- + -li(m)- + -u- +-mab : il s’agit donc d’un Ac monoclonal humain modulant
I’immunité (indiqué notamment dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide). L’utilisation
d’Ac humains devrait permettre d’encore améliorer le profil de tolérance par rapport aux Ac
humanisés (Scheen, 2009).

La demi-vie de ces AcM est encore augmentée par rapport aux autres types, étant donnée
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leur trés faible immunogénicité ainsi que le faible risque de production ’HAMA. En
conséquences, les traitements par AcM humains peuvent étre administrés a intervalles plus
étendus, et avec un risque de provoquer une réaction allergique fortement diminué (Legros,
2016).

Tableau 2. Nomenclature internationale simplifiée des différentes catégories d’anticorps
monoclonaux (Scheen,2009).

Type Suffixe % humain | Antigénicité Quelques
d’anticorps exemples

Murins «momab» 0 +++ Muromomab
(Orthoclone™)
Ibridomomab
(Zevalin™)

Chimériques | «ximab» 60-70 + Infliximab
(Remicade™)
Rituximab
(Mabthera™)

Humanisés «zumab» > 90 + 0 Trastuzumab
(Herceptin®)
Bévacizumab
(Avastin®)

Humains «mumab» 100 + 0 Adalimumab
(Humira®)

Tableau 3.Nomenclature internationale détaillée des different types d’anticorps monoclonaux,

tenantégalement compte de la cible potentielle (Scheen, 2009).
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Préfixe Cible Source Suffixe
-0(s)- Os -u- Homme
-vi(r)- Virus
-ba(c)- Bactérie
~li(m)- Immunitaire -O- Souris
~-le(s)- Infection
~ci(r)- Cardio-

vasculaire -a- Rat
-mu(l)- Musculo-

squelettique
-ki(n)- Interleukine -c- Hamster

Variable -mab
-co(l)- Tumeur colique
-me(l)- Mélanome -i- Primate
-ma(r)- Tumececur mammaire
-go(t)- Tumeur testiculaire -xi- Chimérique
~2o(v)- Tumeur ovarienne
-pr(o)- Tumeur prostatique -Zu- Humanisé
-tu(m)- Tumeurs diverses
-neu(r)- Systéme nerveux -axo- Hybride
-tox(a)- Toxine comme cible rat/murin

2. 4. Technique permettant de la production des anticorps monoclonaux
2.4.1. Obtention des Anticorps murins
. Technique d’hybridome

La mise au point de la technique d’obtention des anticorps monoclonaux (AcM) par
Georges Kohler et César Milstein, publiée en 1975 dans le journal Nature, fondée sur la fusion
de lymphocytesB «immuns» de souris avec des cellules de myélome et conduisant a la
génération de cellules hybrides B (hybridomes) productrices d’AcM a représenté un grand pas

en avant pour la biologieet la biologie clinique (figure 5) (Bourtel et Teillaud, 2006).
e Obtention et sélection des hybridomes

Pour obtenir des anticorps monoclonaux, les lymphocytes de la rate d’une souris
immunisée sont isolés et fusionnés avec des cellules tumorales murines (myélome). Cette
opération est nécessaire car la durée de vie des lymphocytes produisant des anticorps n’est que
quelque semaine en culture. Par fusion avec une cellule tumorale apparaissent des cellules

hybrides encore appelées hybridomes qui sont potentiellement immortelles et a fort
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multiplication. La fusion de cellules est un événement rare dont la fréquence est augmentée par
I’emploi de polyéthyléne glycol (Habti, 2007) .Pour ne récupérer que les cellules réellement
fusionnées, la culture primaire est incubée a une durée assez importante avec un milieu
Hypoxanthine Aminopterine Thymidine (HAT), qui contient I'Hypoxantine, de I'’Aminoptérine
et de la Thymidine. Un analogue de I'acide Dihydrofolique, bloque de faconcompétitive la
Dihydrofolate réductase. Comme ceux-ci sont essentiels a la synthése d*ADN, les cellules de
myélome nepeuvent pas survivre en présence d’aminoptérine. Les cellules de la rate sont au
contraire capables de contourner ce blocage en utilisant 'Hypoxantine et la Thymidine, mais
elles meurent également en raison de leur durée de vie limitée. Seuls les hybridomes peuvent
survivre a la culture en milieu HAT parce qu’ils disposent de I'immortalité des myélomes et des
voies métaboliques secondaires des cellules de rate (Habti, 2007).

e Production des anticorps monoclonaux

Parmi les cellules fusionnées, seules quelques-unes secrétent des anticorps, ces
hybridomes doivent étre isolés et multipliés par clonage. Apres avoir testé chaque clone pour
déterminer les anticorps produits, les cultures positives seront choisies et sélectionnees par
clonage supplémentaire. Le resultat aboutit a un hybridome qui forme des anticorps
monoclonaux. La production de ces anticorps monoclonaux s’effectue finalement in vitro en

utilisant un bioréacteur ou in vivo chez une souris (Elalaoui, 2005).

L’Ac peut étre ensuite purifié par chromatographie du liquide d’ascite. Pour répondrea
la demande croissante d’Ac monoclonaux, des techniques de croissance in vitro des cellules

d’hybridomes a de trés hautes densités ont éte développées (Goldsby et al., 2003).

Les animaux, souris ou rats, utilisés a la fois pour I’'immunisation en vue de la préparation
du clone d’hybridome et pour la production subséquente d’Ac monoclonaux (production in
vivo),doivent étre de méme souche (syngéniques) pour des raisons d’histocompatibilité. Les
souris Balb/c sont le plus souvent utilisées, car, de surcroit, les cellules myélomateuses
parentales employées dans le processus de fusion proviennent souvent de ces souris. Une
alternative est d’avoir recours aux souris SCID (syndrome d’immunodéficience sévere
combinée) qui, bien quecotteuses, produisent moins d’Ac murins non spécifiques avec un
rendement équivalent d’Ac monoclonaux spécifiques, ce qui a pour effet de faciliter la

purification de ces derniers (Leenaarset Hendriksen, 2005 ; Campbell, 1996).
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Figure 5: Technique des hybridomes /3].
2.4.2. Obtention des anticorps recombinants chimériques et humanisés

Les progrés de la biologie moléculaire dans les années 80-90 ont permis de cloner les
génes codant pour les immunoglobulines. Ainsi, ’obtention d’anticorps monoclonaux via la
technique deshybridomes donne désormais acces aux séquences des chaines lourdes et légéres
mais surtout aux séquences des régions variables et hypervariables des anticorps thérapeutiques,
qui peuvent donc étre clonées puis insérées dans des vecteurs d’expression (Orlandi et al.,
1989).

Deés 1984, des anticorps chimériques comprenant des parties constantes humaines et
des parties variables murines sont obtenus (Morisson et al., 1984). Ces anticorps chimériques
comportent environ 75% de séquences humaines et un fragment Fc totalement humain. Cette
construction permet de diminuer considérablement I’immunogénicité chez I’homme et assure
une bonne interaction de I’anticorps avec les FcRs humains, améliorant ainsi la demi-vie et les
fonctions effectrices. Le premier anticorps chimériqgue mis sur le marché fut 1’abciximab

(Réopro™), en 1994. Depuis, 7 septanticorps chimériques ont été approuvés dont un en 2011,

19
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le Brintuximab vedotin (Adcetris™), quiest un anticorps chimérique conjugué a une toxine
(lauristatine) indiqué pour le traitement des lymphomes. Malgré la proportion réduite de
séquences murines, ces anticorps generent encore des réactions immunitaires de type HACA
(Human Anti-Chimeric Antibodies), responsables d’effets indésirables fréquents chez les
patients (Hwang et Foote, 2005).

Ainsi, d’autres anticorps dits humanisés, ne présentant que 10 % de séquences murines,

ont vu le jour des 1986 (Jone et al., 1986).

La manipulation des anticorps monoclonaux par génie génétique a commencé au début
des années 1980. Les principaux objectifs de ces manipulations ont été alors I'obtention
d’anticorps chimériques, humanisés ou humains, ainsi que la modification de leur affinité, ou
la capacité a les exprimer sous forme de fragments ou de protéines de fusion avec des molécules

leur conférant par exemple une cytotoxicité accrue (Siberil, 2005).

L’humanisation des anticorps est un processus complexe dont la réussite n’est pas
garantie. En effet, le simple greffage des CDRs murins sur un anticorps humain conduit souvent
a des anticorps de mauvaise affinité et de faible spécificité pour la cible. Par conséquent, des
modifications supplémentaires comme des mutations ponctuelles dans les CDRs ou le transfert
d’une ou plusieurs régions FR(Framework Region) murines, sont souvent nécessaires pour
restaurer I’affinité et la spécificité des anticorps humanisés par rapport a leurs analogues murins
(Wuet al., 1999). Une seconde stratégie d’humanisation, nommée « resurfacting », consiste a
produire tout d’abord un anticorps chimérique puis a muter certains acides aminés dans les
régions FR murines (des acides aminés localisé€s en surface) pour donner a I’anticorps un profil

plus humain (figure 6) (Roguska et al., 1994).




Chapitre 02 les anticorps polyclonaux et les anticorps monoclonaux

/Q 2

murine 7 humanized
p Py &) ( ) _:‘_ ‘#
&\ N N
" .1]1 tb
el 4 90 1003
Omab Zumab

Decreased immunogenicity

Figure 6. Les différentes générations d’anticorps thérapeutiques [4].
2.4.3. Obtention des Anticorps entierement humain
e Technique de Phage display

Le « phage display » est une technique de sélection in vitro permettant d’obtenir des Ac
totalement humains a partir de banques combinatoires construites avec des domaines a la fois
variables et constants humains (figure 7). Les domaines spécifiques contre ’antigéne d’intérét
sont fusionnés aux régions constantes d’IgG humaines pour générer des Ac humains complets
(Scheen, 2009).

Le phage display est issu des recherches de Georges Smith qui, en 1985, démontra que
des peptides pouvaient étre fusionnés dans la protéine P3 d’une souche particuliere de
bactériophage d’E. Coli, le bactériophage filamenteux M13. La protéine de fusion peut ensuite
étre utilisée pour des études de binding contre un antigene cible. Les phages M13 possédent un
ADN simple brin positif et infectent spécifiquement les souches E. coli F+ ( Legros Velentin,
2016).

De plus, I’association de la protéine exposée en surface (phénotype) avec son ADN codé
par le phage (génotype) permet d’accéder rapidement aux séquences des molécules
sélectionnées car I’ADN est directement isolé avec la protéine pour laquelle il code. Cette

méthode est tres efficace puisqu’il est possible de sélectionner un phage dont la fréquence était
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de 1/108 dans la banque originale. Le nombre croissant de publications apparues ces derniéres
années indique que la technologie du phage display représente un outil performant pour de trés
nombreuses applications (Christelle et al., 1998). Plusieurs champs d’applications ont été
exploités dans le cadre de la technique du phage display mais 1’application qui reste, tout de
méme, principale est la construction de banques combinatoires de fragments d’anticorps. En
effet, leurs domaines variables peuvent étre exprimés dans des phages sous forme de fragments
Fab ou sous forme de scFv. La production d’anticorps monoclonaux est rendue possible grace
a cette technique surtout quand celle-ci n’est pas possible par la technique de I’hybridome pour

des raisons techniques ou éthiques (Marie-Paule et al., 2013).
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Figure 7. Technique du phage display (Virginie, 2009).
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e Utilisation de lymphocytes B humains

La production d’anticorps monoclonaux totalement humains est basée sur I’obtention et
la purification de lymphocytes B humains. Ces lymphocytes B humains proviennent de

donneurs humains. Deux types de donneurs humains sont utilisés

1) Des donneurs ayant déja été en contact avec I’antigéne, appelés les donneurs

immunisés/infectés ou encore vaccinés,

2) Des donneurs n’ayant jamais été en contact avec I’antigéne, appelés des donneurs

naifs.
e Principe

Récupérer du sang de donneurs, purifier et sélectionner les lymphocytes B humains, les
fusionneravec un partenaire cellulaire de type myélome, ou un partenaire viral. La clonalité et
la spécificitésont obtenues comme dans le cas de la production d’anticorps murins par des
étapes supplémentaires de clonage par dilution limite et de criblage. La production des anticorps
humainspeut directement étre initiée sur les lymphocytes B. Toutefois, la durée de vie d’un
lymphocyte Best courte et les lymphocytes B ne se multiplient pas in vitro. C’est pour cela que
des 1970, des essais pour stabiliser les lymphocytes B humains ont porte sur les possibilités de
fusionner ou d’immortaliser des lymphocytes B humains avec un partenaire cellulaire de type
myélome. Contrairement a la technique des hybridomes chez la souris, des difficultés pour
fusionner et stabiliser les lymphocytes B humains sont apparues. D’autre part, peu de myélomes
humains sont disponibles et adaptés a la fusion avec des lymphocytes B humains.
L’immortalisation avec un virus,le virus Epstein-Barr (EBV) a également été utilisé. L’EBV
est un herpés virus qui possédela capacité de transformer ou d’«immortaliser» les lymphocytes
B humains provoquant I’expansion clonale permanente de ces cellules. Pour améliorer le
rendement et la stabilité, I’immortalisation peut étre couplée a une étape supplémentaire de
fusion. L’utilisation du virus d’Epstein-Barr (EBV) s’est révélée relativement efficace. Cette
stratégie a permis de générer des anticorps monoclonaux contre divers antigenes (virus,
toxines...). Quelques exemples tres marquants, 1’obtention d’anticorps humains contre le SRAS
ou contre HIN1 par 1’équipe de Lanzavecchia en 2002 et 2004 & partir de lymphocytes de

donneurs ayant déja rencontré la cible

Les inconvénients majeurs de cette technique résident dans le faible rendement de
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I’étape d’immortalisation et dans la difficulté a stabiliser les lymphocytes B immortalisés

(Mazhoura, 2012).

Récemment pour pallier ce probléme, I’addition de séquences oligo nucléotidiques
immuno stimulatrices CpG (Chromatographie en Phase Gazeuse) pendant I’immortalisation
apermis d’augmenter ’efficacité d’immortalisation et la stabilité des clones. De méme,
I’association de la technique d’immortalisation avec celle de la fusion, impliquant des partenaires

humains de fusion augmente la probabilité d’immortalisation et la stabilité des clones.

De plus, méme si I'utilisation de lymphocytes B humains permet de disposer a priori de

I’ensemble du répertoire immunologique, ’obtention d’anticorps monoclonaux spécifiques

D’une cible est grandement favorisée lorsque les lymphocytes B proviennent
d’individus immunisés/vaccines. On peut alors sélectionner des lymphocytes B mémoires mais
cela peut se révéler difficile a réaliser dans le cas de pathogénes trés virulents ou peu répandus

(Toxine Charbonneuse, Bacillus Anthracis, Yersinia Pestis, VIH, Ricine, ...) (Mazhoura, 2012).

Ainsi, des stratégies d’immunisations in vitro utilisant des lymphocytes B naifs ont été
développees. Ces stratégies permettent d’obtenir des anticorps humains contre n’importe
Quelle cible y compris des cibles pour lesquelles des lymphocytes B immunises ne seraient pas
disponibles. Avec I’immunisation in vitro, il est difficile d’obtenir des anticorps de haute
affinité.C’est pour cela que divers protocoles d’immunisation in vitro ont été développés.
D’autre part, lamajorité des anticorps obtenus par cette voie sont des IgMs (Figure 8)
(Mazhoura, 2012).

L’obtention d’anticorps humains grace a I’utilisation de lymphocytes B humains reste
pour le moment au stade de la recherche et nécessite diverses mises au point. Cependant, cette
stratégieouvre des perspectives intéressantes notamment dans le cadre de I’immunisation in
vitro (Mazhoura, 2012).
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Figure 8. Immortalisation des cellules B mémoires humaines (Virginie, 2009)

e Technique de souris transgénique

L’obtention de souris transgéniques contenant une grande partie des génes codant
pour les chaines lourdes et Iégeres humaines (figure 9). Cette approche consiste a remplacer
les Loci des genes d’immunoglobulines (Ig) de souris par les loci équivalents humains en
utilisant des fragments d’ADN génomique humain, contenus dans des Yeast Artificial
Chromosomses (YACs). Des souris dont une grande partie des loci IgH et Igk avait éte
inactivée et des souris transgeniques contenant une partie des Loci d’Ig humaines ont été
générées et croisées. Il a été alors montré que les souris issues de ce croisement produisent des
anticorps humains de type IgM, ou IgG lors de réponses secondaires, indiquant que les
fragments introduits permettent un certain degré de commutation de classe. De plus, I’analyse

des AcM obtenus a montré que des mutations somatiques affectaient les régions variables
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indiquant I’existence d’une maturation apparemment correcte de la réponse anticorps. Ces
souris permettent ainsi de générer des AcM humains de haute affinité contre n’importe quel
antigéne. Une approche fondée sur I’introduction de fragments chromosomiques humains
entiers (technologie « trans chromosomique », Tc) a été également développée. Des souris
invalidées en ce qui concerne leurs Loci IgH et Igk ont été rendues double-trans chromosomique
par introduction de fragments dérivés des chromosomes humains 14 et 22 contenant
respectivement le Locus IgH et le locus IgK. Cela a permis de générer dessouris dont un
certain nombre de cellules somatiques contiennent 100% des genes codant les chaines lourdes
et les chaines légéres k humaines. Ces souris produisent des quantités élevées d’IgG
humaines en réponse a différents immunogenes. Des anticorps monoclonaux humains
peuvent étre obtenus alors par la technique classique d’obtention d’hybridomes B (Xiao-Dong
et al., 2001).
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Figure 9. Technique de souris transgénique (Michel et al., 2009).
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2.5.  Les anticorps monoclonaux thérapeutique

L’idée d’utiliser des anticorps pour guérir des maladies remonte 2 la fin du 19 °™ siécle
puisque des 1890, Emil von Behring et Shibasaburo Kitasato puis Emile Roux réaliserent des
essais cliniques en utilisant du sérum d’animaux. IIs ont découvert que le sérum d’animaux,
ayant subi au préalable des injections de la toxine diphtérique, conférait & I’homme une
protection contre la diphtérie (Eibl, 2008). L’activité neutralisante du sérumfut rapidement
attribuée aux anticorps (un terme initialement utilisé par Paul Ehrlich en 1891), gamma
globulines du sérum, dont la structure fut élucidée partiellement en 1950 par Rodney Porter
(Porter, 1950). La neutralisation de toxines par sérothérapie futappliquée a ’homme et de
nombreux chercheurs ont repris la technique afin de disposer de « médicaments » ou antidotes

contre des venins de serpents et de scorpions.

L’utilisation de sérum était alors le seul moyen permettant de traiter certaines maladies
infectieuses comme la rougeole, les oreillons ou des infections respiratoires (Keller et Stiehm,
2000). La sérothérapie fut remplacee par la vaccination et I’antibiothérapie, car elle induisait
de nombreux accidents anaphylactiques dus a 1’origineanimale des sérums (Smolens, 1961).
Elle est toutefois toujours utilisée dans certains cas comme le traitement de maladies médiées
par des toxines (tétanos, botulisme, diphtérie) ou des morsures venimeuses. L’apparition des
anticorps monoclonaux murins a pu remplacer I’utilisation d’immuns sérums animaux et
apporta un grand renouveau en thérapeutique. Le Muromonab ou Orthoclone OKT3® dirigé
contre le récepteur CD3 des lymphocytes T. Son role a été de limiter les réactions
inflammatoires intervenant dans les rejets de greffes (Cosimi et al., 1981). Néanmoins, le
développement d’autres anticorps thérapeutiques murins contre de nouvelles cibles a €té limité
a cause de la presence d’effets secondaires importants. En effet,’administration d’anticorps
murins a I’Homme déclenche des réactions immunitaires caractérisées par la production
d’anticorps humains anti-souris ou HAMA (Human Anti- Mouse Antibodies) conduisant dans
certains cas a des chocs anaphylactiques (Schroff et al., 1985). Dans un premier temps, pour
limiter les réponses immunitaires de type HAMA, seulement des fragments Fab ou Fab’ 2 des
anticorps murins ont été utilisés. Par exemple, pour le traitement des hépato carcinomes, le
Metuximab, un fragment (Fab’ 2 radio marqué), a été utilisé en Chine.Depuis, le développement
des techniques d’ingénieries moléculaires ont permis de produire des anticorps thérapeutiques.
Cependant, la médecine a encore recours aux anticorps murins notamment en cancérologie pour

des couplages a des toxines ou a des radio-isotopes (Ibritumomab, Tositumomab).
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2.5.1. Cibles et mécanismes d’action d’anticorps monoclonaux thérapeutiques

Les anticorps utilisés a des fins thérapeutiques peuvent exercer différents modes d’action
selonla cible et la pathologie a traiter. Le choix de la molécule cible estmajeur puisque
celadéfinit D’efficacité de I’anticorps et les effets secondaires qu’il pourrait entrainer

(Casadevall et al., 2004).
Les cibles des anticorps peuvent étre classées en deux types :
1) Antigenes solubles

2) Antigenes membranaires
Selon la cible, le mode d’action varie.
2511, Lesanticorps neutralisant un antigéne soluble

La fixation d’un anticorps neutralisant a pour effet de bloquer I’activité biologiquede I’antigéne
sur sa cible. Ainsi I’inhibition de la liaison de ’antigéne (toxines, cytokines,chimiokines, ....) sur son
récepteur spécifique va bloquer la voie de signalisation normalement induite. Ces anticorps neutralisants
représentent un peu moins d’un tiers des anticorps sur le marché. Les molécules ciblées sont
principalement des cytokines comme le TNFao (Tumor Necrosis Factor o) ou des interleukines (IL-
12/1L-23, IL-1, IL-6). On retrouve également un composant du complément (C5) et des facteurs de
croissance (VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), et EGFR (Epidermal Growth Factor). Les
anticorps monoclonaux ciblant les toxines ne sont pas encore présents sur le marché mais en cours de
développement. En ce qui concerne la neutralisation de virus, les anticorps agissent de la méme fagon
en se fixant a la protéine d’enveloppe responsable de la liaison de la particule virale a sa cible cellulaire,
bloguant ainsi son en trée et I’infection de lacellule. Les anticorps peuvent également immobiliser et
agglutiner les agents infectieux, et favoriser 1’opsonisation et leur destruction (phagocytose, ADCC et
CDC) (Mazhoura, 2012).

25.12. Lesanticorps liant un antigene membranaire

Les antigénes liant un antigéne membranaire représentent la plupart des anticorps
monoclonaux ayant recu une AMM ou en développement. Dans ce cas, 1’anticorps se lie a
I’antigéne présent a la surface de la cellule cible, et peut déclencher un large type d’effets

(Figure 10) (Mazhoura, 2012).

La plupart des cibles des Acm qui ont une AMM (Anticorps monoclonaux membranaire)

ou qui sont dans une phase avancée de développement clinique sont des Ag membranaires.
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L’effet de I’Acm peut étre di a des mécanismes effecteurs aboutissant a la mort de la
cellule cible et/ou a I’'induction de mécanismes moléculaires intracellulaires apres interaction
de I’Ac avec la molécule cible (apoptose, cytostase) . L’expression et/ou le comportement de la
cible membranaire, en termes de densité, de trafic et/ou de signalisationapres interaction avec
I’Acm, sont des facteurs déterminants de 1’efficacité de ce dernier. Un mécanisme additionnel
qui permet a la cellule cible d’échapper a la cytotoxicité dépendante du complément est
I’expression a la surface de cette cellule de molécules inhibitrices de ’action du complément
[membrane cofactor protein (MCP)/CD46, decay accelerating factor (DAF)/CD55, CD59]
(Abés et al .,2009) .

Reduced damage to host
from inflammatory response

\(/
IDirect antimicrobial
lactivity
Virus and toxin
Antibody- izatio
cell cytotoxicity neutralization

Figure 10. Les différents effets biologiques des anticorps thérapeutiques
(Casadevall et al., 2004).

2.6. Optimisation des anticorps thérapeutiques

2.6.1. Optimisation des propriétés de liaison a I’antigéne
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La zone de I’Ac interagissant avec I’épitope est appelée paratope et est localisée au niveau
des domaines VH et VL. Six régions, dites hypervariables, localisées au sein de ces domaines
variables et appelées CDR (complementarity determining regions), constituent la zone de
contactavec I’épitope et conférent donc la spécificité de liaison a I’Ag. L’interaction épitope-
paratope met en jeu des surfaces d’environ 500 a 600 A? (Mariuzza et al., 1987), le nombre
d’acides aminésdirectement impliqués dans la liaison pouvant aller de six jusqu’a une vingtaine.
Cette liaison spécifique de 1’épitope a son paratope est non covalente et réversible, et met en
jeu des interactions énergétiquement faibles mais nombreuses (forces de van der Waals,
forces électrostatiques, ponts hydrogénes et/ou interactions hydrophobes (Amzel et poljak,
1979 ; Mariuzza et al., 1987 ). Selon la nature de I’Ag, le paratope peut étre de type cavité
(interaction avec des petites molécules), de type sillon (interaction avec des peptides) ou encore
de type plan (interaction avec des protéines globulaires). Les Ac sont capables de lier une grande
variété d’ Ag(sucres, lipides, peptides, composés chimiques, etc.). Cependant, un Ac donné ne
reconnaitra qu’un seul épitope, méme si ce dernier peut étre partagé par une isoforme, un
orthologue ou un Ag différent. Ce partage s’explique soit par la présence de la méme séquence
d’acides aminés oud’une séquence trés proche, soit par un mimétisme important entre deux
molécules qui n’ont structurellement rien a voir ’'une avec I’autre. On parle alors de réaction

croisée d’un Ac avec d’autres Ag (Marian et al., 1991 ; Oldstone, 1998).

La régle selon laquelle un Ac ne lie qu’un seul Ag semble cependant relative, au moins
avec certains anticorps, comme cela a ¢té montré avec 1’étude cristallographique d’un Ac anti-
haptene (une petite molécule n’induisant la production d’Ac que lorsqu’elle est couplée a
une grosse molécule « porteuse »). Il a été en effet montré que cet Ac pouvait se lier aussi a
une protéine, non pas du fait d’un mimétisme moléculaire entre 1’épitope de cette protéine et
’hapténe, mais du fait de I’existence d’isoméres d’anticorps préexistants® avant toute fixation
a I’Ag, ces isoméres ayant une capacité de fixation a la protéine ou au hapténe (James et al.,
2003).

Outre le parametre d’affinité, la liaison d’un anticorps a un antigéne est également
caracterisée par sa spécificité. Cet aspect est particulierement important lorsque 1’antigéne
possede plusieurs isoformes moléculaires ou appartient a une famille protéique caractérisée
par des structures et séquences proches. Dans ce cas, il est possible que I’anticorps se fixe
significativement a d’autres antigénes, cequi peut étre a I’origine d’effets indésirables toxiques,
pour pallier ce probléeme, les anticorps peuventétre sélectionnés en fonction des réactions

croisées qu’ils présentent avec des cibles apparentées, et/ou éventuellement optimisés apres



https://www.medecinesciences.org/en/articles/medsci/full_html/2009/12/medsci20092512p1011/medsci20092512p1011.html#FN2

Chapitre 02 les anticorps polyclonaux et les anticorps monoclonaux

sélection par mutagenése des régions variables afin de limiterla fixation & d’autres antigénes
(Savirtana et al., 1998).

2.6.2. Optimisation des fonctions effectrices

Bien que normalement peu efficaces, les fonctions effectrices des AcM aglycosylés
peuventétre modulées par modification du fragment Fc. En effet, les AcM glycosylés ont
bénéficié d’amélioration de leurs fonctions effectrices par mutagenese dirigée au niveau du
fragment Fc. Par exemple, la mutation S239D/I332E a montré une affinité pour le récepteur
FcyRIlla 100 fois supérieure par rapport a I’AcM non muté (Lazar et al., 2006). Ces mutations
ont donc été reprise afin d’améliorer les proprietés des AcM aglycosylé. Ainsi, la mutation
N297D qui empéche la glycosylation au niveau de 1’Asn 297, a été couplée aux mutations
S239D/1332E, ce qui a permis de passer d’une affinité quasi nulle a une affinité égale a 28% de
celle du méme AcM glycosylé. En couplant la mutation N297D a la mutation A330Y/1332E,
I’affinité est augmentée a 43% par rapport a celle de I’AcM glycosylé (Lazar et al., 2009).

L’utilisation d’AcM aglycosylés a également entrainé la découverte de mutation de ces
derniers permettant de leur conférer une affinité spécifique pour un type de FcyR, et de
sélectionnerune activité favorisant I’ADCC ou une activité favorisant la réaction inflammatoire.
Ainsi, la double substitution E382V/M428I a induit une affinité spécifique de I’anticorps pour
les FcyRI et une affinité quasi nulle pour les autres récepteurs, entrainant une exacerbation de
I’ADCC via les cellules dendritiques. En comparaison, le méme anticorps glycosylé avait une
plus faible ADCC liée aux cellules dendritiques par activation concomitante de plusieurs FcyR,
dont le FcyRIIb possédant une action inhibitrice de ’ADCC. La mutation permet donc de
stabiliser une conformation particuliére permettant a I’AcM de se lier sélectivement au FcyRI

lorsqu’il est aglycosylé (Jung et al., 2010).

Cette sélectivité est par ailleurs annulée par 1’adjonction d’un oligosaccharide sur I’Asn
297. La mutation M4281 améliorerait également la demi-vie de I’AcM. D’autres mutations ont
permis de multiplier la demi-vie des AcM aglycosylés par 3 chez le singe, et par 4 chez la
souris, telles que les mutations M428L and N434S. D’autres modifications, telle que la double
substitution S298G/T299A ont permis d’activer sélectivement les fonctions effectrices de
I’AcM via les récepteurs FeyRI, FcyRIla et FeyRIlla sans activer les récepteurs FeyRIIb qui ont
des propriétés inhibitrices. Différentes mutations ont été aussi testées sur le Trastuzumab
(Herceptin®), notamment la  mutation  Fcl004 comprenant 5  mutations
(S298G/T299A/N390D/E382V/M428L). En comparaison avec le Trastuzumab utilisé en
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clinique, le Trastuzumab-Fc1004 a montré une affinité 160 fois supérieure pour le récepteur
FcyRlIla,ainsi qu’une sélectivité 25 fois supérieur pour le FcyRIla par rapport au FcyRIIb (Jung
et al., 2013).

2.6.3. Optimisation des propriétés pharmacocinétiques et de biodistribution

La demi-vie et la bio distribution des anticorps sont deux paramétres étroitement liés qui
dépendent a la fois de I’anticorps (fragment, anticorps entier, murin, humanisé,) et de I’antigéne
cible (densité, internalisation,). llest parfois souhaitable d’augmenter la demi-vie pour améliorer
I’efficacité, pour diminuer les doses et la fréquence des injections pour réduire les coltsou pour

optimiser la distribution et la rétention dans les tissus ciblés (Chan et Carter, 2010).

La majorité des Acm est administrée par voie intraveineuse (IV), ce qui permet
I’injection de larges volumes et une exposition systémique rapide et compléte. Cependant,
certains d’entre eux tels que 1’adalimumab, 1’omalizumab et le palivizumab sont administrés
parvoie sous-cutanée (SC) ou intramusculaire (IM). En general, aprés administration SC, les
macromolécules d’une taille supérieure a 16 kDa sont majoritairement absorbées par le systeéme
lymphatique alors que celles d’une taille inférieure a 2 kDa sont majoritairement absorbées par
les vaisseaux sanguins (Tang et Meibohm, 2006). Cependant, le mécanisme d’absorption des
IgG apres administration SC est encore incertain car il n’a jamais été directement étudié (Wang
et al.,2008). Le FcRn pourrait jouer un réle dans I’absorption SC des Acm car, dans un modéle
de souris invalidée pour le FcRn, la fraction absorbée était beaucoup plus faible (28 %) que chez

lessouris non mutées (83 %) (Wang et al., 2008).

Le ranibizumab est un fragment Fab d’anticorps humanisé anti-VEGF (vascular
endothelial growth factor) qui est administré directement dans le vitré de 1’ceil dans le traitement
de la forme néovasculaire (humide) de la dégénérescence maculaire liée a 1’age , Le ranibizumab
passe dans la circulation systémique, bien que ses concentrations sériques soient faibles (Emea,
2008). Le bévacizumab, une IgG 1k anti-VEGF, est également utilisé dans la méme indication
hors autorisationde mise sur le marché. L’évaluation de cet Acm « complet » dans les mode¢les
animaux a montré que, comme I’Acm Fab ranibizumab, il pénétre dans la rétine aprés injection
intra vitréenne (Heiduschka et al., 2007), et qu’il peut étre mesuré dans le serum, ce qui est
compatible avec la présence du FcRn dans les tissus de 1’ceil, rapportée chez le rongeur (Kim
et al., 2008).

2.6.4. Optimisation de 'immunogénicité

L’immunogénicité des anticorps thérapeutiques n’est pas toujours facile a prévoir. En
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effet, elle dépend a la fois de facteurs liés au produit (séquence primaire, glycosylations,
agrégation, impuretés) mais aussi de facteurs inhérents aux patients et/ou a la pathologie
(polymorphisme du CMH, &ge des patients, maladies auto-immunes, associations
médicamenteuses, mode et fréquence d’administration) (Stas et Lasters, 2009). De plus, certains
anticorps humains, initialement développés pour limiter I’immunogénicité chez I’homme,
induisent toujours un taux élevé de réponses immunitaires (tableau 4) (Hwang et Foote , 2005
;Stas et Lasters, 2009) .

Le contexte pathologique peut influencer la réaction immunitaire du patient a
I’administration d’Acm thérapeutiques. Par exemple, en général, un méme Acm induira une
réponsede moindre intensité s’il est prescrit pour une maladie tumorale (indication pour laquelle
beaucoupd’Acm ont été initialement développés) que s’il est utilisé dans un contexte de maladie
inflammatoire ou auto-immune (ce qui souvent est une indication secondaire des Acm). Un
élément supplémentaire est I’évolution dans le temps de la réponse immune : c’est
particulierement vrai avec les anticorps intégralement humains prescrits dans le contexte de
maladies chroniques - donca long terme - et souvent en association avec d’autres produits
susceptibles a leur tour de moduler la réponse immune. De plus, I’immunogénicité de
I’adalimumab et de I’infliximab, deux anti-TNF(tumor necrosis factor), est notablement réduite

par I’administration concomitante de médicamentsrhumatologiques (Baert et al., 2003).

En régle générale, I’induction d’anticorps anti-Acm (réaction HAHA) chez un patient
dépend du schéma thérapeutique : I’administration de ’Acm de fagon prolongée ou par cures
intermittentes répétées dans des affections chroniques induira plus fréeqguemment une
immunisationqu’un traitement de courte durée dans le contexte d’une affection aigué (Goldstein

et al., 1986 ; Schroeder et al., 1989).

Un paramétre déterminant est le degré de « non-soi » que 1’organisme héte attribue a la
protéine thérapeutique étrangére. L’organisme considérera ainsi qu’une protéine thérapeutique
d’origine bactérienne (staphylokinase par exemple utilisee comme thrombolytique) lui est
beaucoup plus « étrangere » qu’une protéine thérapeutique ayant un fort degré d’homologie
avec une protéine circulante endogéne. C’est une des raisons qui expliquent I’immunogénicité
beaucoup plus forte des Acm murins comparée a celle des Acm humanisés et entiérement
humains (Hwang et Foot, 2005). La présence d’agrégats et de complexes immuns dans la
préparation sont aussi de puissants inducteurs d’une réponse immune anti-anticorps. Les
agregats sont facilement capteés par les cellules présentatrices d’antigenes, déclenchant une

réponse humorale importante stimulée par I’activation des lymphocytes T helper (voir
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Encadré). Certains variants d’agrégats exposant des motifs structuraux répétés peuvent méme
provoquer le pontage des récepteurs B, induisant la prolifération des lymphocytes B et
I’activation d’une réponse immune indépendamment de I’activation des lymphocytes T
(Bachmann et al., 1993).

L’immunogénicité d’un produit se définit par la fraction des patients ayant recu ce produit
qui développent des ADA contre celui-ci. Les méthodes prédictives, quisont appliquées aux
étapes successives du développement préclinique d’un Acm thérapeutique (Figure 1) et
utilisent des approches in vitro, in silico, ou in vivo peuvent apprécier le degré potentiel
d’immunogénicité, et guider ’optimisation de la fabrication. Toutefois, compte tenu de sa
variabilité d’expression, la mesure réelle de cette immunogénicité ne pourra se faire qu’une fois
le produit administré au patient. Au cours des derniéres années, des mises au point et des
recommandations ont été publiéessur ce theme de la mesure des ADA chez les patients et lors
des étapes précliniques (Gupta et al., 2007 ; Shankar et al., 2008)

Tableau 4. Immunogeénicité de quelques anticorps thérapeutiques sur marché
(Stas et Lasters, 2009).

Nom de marque / DCI |  Format | Cible | Immunogénicité (%)
ANTICORPS MURINS
Bexxar / Tositumomab 1gG murine (IC) CD20 9
Zevalin / Ibntumomab-tiuxétan IgG murine (IC) CD20 3
OKT3 / muromonab 1gG murine CD3 54
ANTICORPS CHIMERIQUES
Rituxan / ntuximab IgG chiménque CD20 0-65
Erbitux / cétuximab ot EGFR 5
Réopro / abciximab 2 GPIIb/ Ila 4-21
Simulect / basiliximab * IL2R <2
Rémicade / infliximab = TNF-u 6-61
ANTICORPS HUMANISES
Tysabri / natalizumab IgG humanisé | Intégrine a4 7
Zénapax / daclizumab & IL2R 8-34
Synagis / palivizumab % RSV <2
Avastin / bévacizumab i VEGF <2
Solins / eculizumab » C5 <2
Raptiva / efalizumab # CDlla 2-6
Mylotarg / Gentuzumab ozogamicin 'gG t:;xgl'amse CD33 <2
Campath / alemtuzumab i CDs2 10-75
Herceptin / trastuzumab ¥ HER2 <2
Xolair / omalizumab % IgE <2
ANTICORPS HUMAINS
Humira / adalimumab 1 IgG humaine 1 TNF-u J 1-87

2.6.5. Optimisation des propriétés biophysiques

Les anticorps thérapeutiques sont des produits biopharmaceutiques complexes. Le




Chapitre 02 les anticorps polyclonaux et les anticorps monoclonaux

développement de techniques analytiques fines a permis une meilleure caractérisation de ces
protéines et a mis en lumiére la présence de multiples microvariants dont I’'impact sur I’efficacité
la sécurité du produit est encore peu étudié Beck et al., 2010). Certains microvariants de charge
ou de structure sont liés a une dégradation physique ou chimique des anticorps et peuvent avoir
une influence importante sur la stabilité, la pharmacocinétique, I’immunogénicité et I’activité

biologique du produit (Manache et al., 2009).

Des dégradations physico- chimiques classiquement retrouvées pour les anticorps
incluent la dénaturation, I’agrégation, 1’hydrolyse, la déamidation et I’oxydation (Manache et
al., 2009).

L’agrégation constitue une des voies majeures de dégradation des anticorps. Elle est
associée a une perte de fonctionnalité mais également au déclenchement de réactions
immunitaires. Des zones potentiellement propices a I’agrégation peuvent étre identifiées au
niveau des regions variables. Par ailleurs, la déamidation est egalement un phénoméne bien
caractérise qui touche les résidus glutamines et asparagines. Ces acides aminés sont transformés
en glutamate et aspartate genérant ainsi des modifications de charges qui peuvent altérer la
conformation et la pharmacocinétique de I’anticorps. Certains motifs particulierement sensibles
a ladeamidation ontété identifiés. Afin de limiter 1’apparition de tels phénomenes, il est possible
d’intervenir a deux niveaux. Soit directement au stade de la production en modifiant, par
ingénierie génétique, les séquences responsables de 1’agrégation ou de la formation de variants

de charge (Beck et al., 2010) (figure 11).
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biophysiques des anticorps (Beck et al., 2010).
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1. Anticorps utilisés en diagnostic

Les anticorps sont largement utilisés pour I’identification d’un antigéne au sein d’un
melange (liquide biologique, coupe tissulaire, suspension cellulaire, ...) et pour le dosage
d’antigénes en solution. L’une des premicres applications des anticorps et de I’interaction
antigéne/anticorps fut et continue d’étre a ce jour les immuno dosages pour le diagnostic de
marqueurs de maladies (VIH, CMV, ...) ou de marqueurs cellulaires. Les anticorps sont utilisés
également dans la recherche fondamentale comme outils et traceurs dans des techniques comme
le Western Blot ou I’'immuno précipitation. D’autre part, les anticorps ont €té utilisés en
imagerie médicale. Pour cela, les anticorps ont subi des modifications et ont étéchimiquement
marqués avec des composés fluorescents, magnétiques, radioactifs et par d’autres variétés de
composés. En effet, des le début des années 1970, plusieurs laboratoires ont étudié la faisabilité
de I'utilisation d’anticorps marqués avec des radio-isotopes pour localiser par imagerie des
marqueurs tumoraux dans des modeles animaux (Primus et al., 1973), (Mach et al., 1974). Ces
recherches ont été étendues au diagnostic de tumeurs chez ’homme (Mach et al., 1983). Le
satumomab (Oncoscint®) une IgG radio marqué a I’indium 111, dirigé contre la glycoprotéine
TAG-72 est utilisé depuis 1992 pour le diagnostic des récidives de cancers colorectaux ou

ovariens (Pinkas et al., 1999).

Dans I’imagerie, I’utilisation de marqueurs a partir de fragments d’anticorps s’est
développée. En 1996, trois fragments d’anticorps et une IgG entiére ont obtenu une autorisation
de mise sur le marché (AMM). L’arcitumomab (CEA-Scan), un fragment F(ab’)2marqué au
technétium 99m, reconnait I’antigéne carcyno embryonnaire (CEA) et est aussi utilisé pour le

diagnostic des récidives de cancers colorectaux (Erb et Nabi, 2000).

Cet anticorps a cependant été retiré du marché européen pour des raisons commerciales.
I’imciromab (Myoscint®) marqué a I’indium 111, un fragment Fab dirigé contre la myosine,
est utilisé pour le diagnostic des necroses du myocarde (Sarda et al., 2001). Un autre fragment
Fab, le nofetumomab (Verluma®) marqué au technétium 99m dirigé contre une glycoprotéine
de 40 kDa est utilisé pour le diagnostic des cancers du poumon a petites cellules
(Straka et al.,2000).

Enfin, le capromab (Prostascint®), une IgG entiere marquée a Ilindium 111,
diagnostique les récidives des cancers prostatiques en se liant a I’antigéne membranaire PSMA
(Prostate Specific Membrane Antigen) (Murphy et al., 2000). Plus récemment en 2004, le

fanolesomab (NeutroSpec®), une IgM entiere marquée au technétium 99m, dirigéecontre le
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CD15 aobtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) aux Etats-Unis pourle diagnostic
de I’appendicite (Line et al., 2004). Ce dernier médicament a été retiré du marché américain

suite a plusieurs déficiences cardiopulmonaires observées chez certains patients.
2. Anticorps utilisés en thérapie

Les anticorps monoclonaux (AcM) ont pris une place de plus en plus importante dans la
thérapeutique et plus d’une centaine d’AcM était en développement clinique en 2011. Ces bio
médicaments (protéines recombinantes produites par des cellules en culture) ont une masse
moléculaire et des mécanismes d’action trés différents des médicaments « classiques »,
généralement obtenus par syntheése chimique. L’objectif était d’évaluer si les spécificités des
AcM, en termes de structure et de mode d’action, ont des conséquences sur leur développement
clinique, leur évaluation par les autorités de santé et leur suivi a long terme (tolérance, bon
usage et médico-économie). Seuls les AcCM « nus », C’est-a-dire non conjugués a un isotope
radioactif ou a une toxine, et les immunoglobulines G (IgG) « complétes » ont été discutés,
les autres formes d’AcMo constituant des cas particuliers Par ailleurs, les biosimilaires
s’inscrivent dans un contexte tres différent. Une précédente table ronde sur les AcM, non

dédiée a leur développement clinique, a servi de base aux discussions (Paintaud et al ., 2007)
2.1.  Lesanticorps thérapeutiques utilises en transplantation

Moins de dix ans aprés la découverte des hybridomes par Kohler et Milstein en 1975, le
premier anticorpsmonoclonal était injecté chez I’Homme pour prévenir le rejet des greffes. Il
s’agissait d’un anticorps dirigé contre la molécule CD3 qui intervient dans la transduction du
signal aux cellules T aprés la reconnaissance de I’antigéne. Paradoxalement, en raison
d’hésitations  pharmaceutiques rétrospectivement injustifiées la classe thérapeutique se
développa lentement. 1l fallut attendre les années 1990 pour voir émerger d’autres spécificités.
Parallelement, on avait appris a modifier les anticorps par génie génétique pour les humaniser
en changeant lamajorité des déterminants d’espéce de la souris qui les avait produits par des
déterminants humains. 11se révéla méme possible de produire des anticorps totalement humains
selon plusieurs stratégies faisant appel a des souris transgéniques ou chimériques
(homme/souris) ou méme a des productions totalement in vitro (phage display). Cefut alors une
efflorescence de nouveaux anticorps utilisés dans des indications tres variées : toujours la
transplantation d’organes (anti-CD2, anti-CD4, anti-CD25, anti-CD40L), mais également la
pathologie infectieuse(anti-respiratory syncytial virus : RSV), les cancers (anticorps anti-CD20

et anticorps dirigés contre les antigénesde tumeur) et les maladies auto-immunes (avec le grand
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succes des anticorps anti-TNF). 11 s’avére en fait que lesanticorps monoclonaux représentent
une voie d’approche exceptionnellement efficace dans des domaines ou les produits chimiques
conventionnels rencontrent des limites difficilement surmontables. Cette action particuliére
des anticorps monoclonaux tient, a la fois, a leur spécificité tres fine pour leurs cibles (qui
peuvent étre variées a I’infini), mais aussi a leur capacité de donner des signaux positifs a des
cellules dont les fonctions ne sont souventqu’inhibées par les petites molécules. Une illustration
de ce mode d’action est I’effet récemment démontré par notre équipe de la restauration de la
tolérance au soi par un anticorps anti-CD3 chez des sujets récemment devenus diabétiques et
chez qui une rémission trés durable de la maladie fut induite aprés un traitement de seulement

une semaine. (Bach,2008)
2.2.  Anticorps thérapeutiques utilisés en oncologie

Au cours des vingt dernieres années, une meilleure connaissance des mécanismes de
I’oncogenése, de la croissance et de la progression tumorale ont conduit a considérer davantage
le cancer sous un angle « moléculaire ». Dans certains cas, la connaissance des anomalies
moléculaires impliquées dansle processus de cancérisation a permis de définir des élements
diagnostiques et pronostiques, en complément des données classiques histopathologies et
cliniques. Ces données peuvent aussi étre utilisées pour permettre le développement d’agents
anticancéreux plus ciblés -immunothérapie) L’effet anti tumoral de ces Acm repose sur des
mécanismes parfois trés différents, dépendants des molécules ciblées : une premiere catégorie
d’Acm est dirigée contre les cellules tumorales, une seconde contre des molécules modulant
I’environnement tissulaire et cellulaire des tumeurs (figure 12). La vision initiale qui prévalait
lorsque ces anticorps ont éte développés était celle d’une sorte de « sérothérapie monoclonale »,
une immunothérapie passive (Watier, 2009). Celle-ci reposait sur les capacités de ces anticorps
a bloquer I’activation et/ou la prolifération des cellules tumorales (en ciblant par exemple des
récepteurs de facteurs de croissance comme le récepteur de ’EGF (epidermal growth factor)
ou HER2/neu [erbB-2, human EGFR2, epidermal growth factor receptor 2]), a induire une
apoptose, méme discrete (anti-CD20), ou a interférer avec les capacités d’adhérence des
cellules tumorales (Acm ciblant EpCAM, epithelial cell adhesion molecule). Cette
immunothérapie passive reposait également sur I’activation des mécanismes effecteurs de
I’immunité, comme la cytotoxicité cellulaire dépendante d’anticorps (ADCC, antibody-
dependent cell cytotoxicity), la phagocytose, ou I’activation de la voie classique du complément
aboutissant a la formation d’un complexe d’attaque membranaire responsable de la mort des

cellulestumorales (figure 14). De nombreux efforts d’ingénierie ont été entrepris au cours de la
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derniére décennie pour optimiser ces fonctions effectrices, principalement en manipulant la
région constante (Fc) de ces anticorps (quisont principalement des Fc d’IgG1 humaines) (Abés
et al., 2009).
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Figure 12. Mécanismes d’action des anticorps monoclonaux a usage thérapeutique en

oncologie [5]
2.2.1. Anticorps ciblant les tumeurs solides

Les récepteurs a tyrosine kinase (RTK) forment une importante famille de
récepteurs transmembranaires présentant une activité tyrosine kinase intra cytoplasmique. Ces
récepteurs, dont plus d’une vingtaine de familles différentes ont été identifiées, sont impliqués

dans de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération cellulaire ou la différenciation.

La famille des human epidermal growth factor receptors (HER) comprend quatre
membres, HER1(ou EGFR), HER2 (ou cErB2/neu), HER3 et HER4, impliqués principalement
dans la prolifération de cellules normales mais aussi dans la croissance anormale de cellules de

certains types de tumeurshumaines (Pierre Fumoleau et al ., 2007).

Ces récepteurs HER, trés impliqués dans le développement tumoral, sont les cibles
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idéales de thérapies anticancéreuses. Les anti-RTK sont soit des anticorps monoclonaux, soit
des composés chimiques inhibiteurs de tyrosine kinase. Leur utilisation est fondée sur des
critéres diagnostiques renseignant le niveau d’expression de leurs cibles. Comme il a été
rapporté avec les anti-EGFR, ces thérapies peuvent étre confrontées a des phénomenes de
résistance, liés a des perturbations au niveaudes voies de signalisation, du microenvironnement
tumoral ou encore du systéme immunitaire. Ces voies de résistance peuvent étre spécifiques

d’un type de récepteur ou communes a ’ensemble des RTK (Sridhar K, 2005)
e Trastuzumab : (Herceptin®)

C’est un anticorps monoclonal recombinant de type IgG1 humanisé dirigé contre le
récepteur transmembranaire HER2. Son utilisation thérapeutique représente une avancée
considérable dans le traitement des patientes sur exprimant HER2 en situation aussi bien
métastatique qu’adjuvante ou néoadjuvante. Il a d’emblée été utilisé chez les patientes

qualifiées de HER2+, soit HER2 (3+) en immunohistochimie (Pierre et al .,2007) .

Trastuzumab est indiqué dans le traitement du cancer du sein métastatique, avec

surexpression tumorale de HER2.
e Mécanisme d’action de trastuzumb

Les deux principaux mécanismes d’action de trastuzumab sont un effet
antiprolifératif : il exerce unblocage sélectif des récepteurs HER2 entrainant une inhibition de la
prolifération cellulaire tumorale ; et un effet cytotoxique puissant : il fait intervenir les
mécanismes immunitaires en augmentant la cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante qui

entraine une destruction spécifique des cellules sur exprimant HER2. ( Aline, 2009)

Le panitumumab Vectibix® est indiqué en monothérapie pour le traitement des
patients atteints de cancercolorectal métastatique exprimant EGFR et présentant le géne KRAS
non muté (type sauvage) apres échec des protocoles de chimiothérapie a base de

fluoropyrimidine, oxaliplatine et irinotecan (Giusti et al., 2007).
e Panitumumab (Vectibix ®)

Le panitumumab est le premier anticorps monoclonal de type 1gG2 entierement
humain dirigé contre 'EGFR. Cet agent se lie au domaine extracellulaire de 'EGFR et empéche

la dimérisation durécepteur. Cette union conduit a l'internalisation du complexe récepteur-
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ligand et empéche 1’autophosphorylation EGFR, et I'activation des protéines de signalisation
en aval. L'effet net est I'inhibition de la prolifération cellulaire et la croissance tumorale et
I'induction de I'apoptose ( Kimmie et ndrew ,2008)

e Mécanisme d’action de panitumumab

Le panitumumab se fixe au domaine de liaison du ligand de I'EGFR et inhibe
I'autophosphorylationdu récepteur induite par tous les ligands connus de I'EGFR. La fixation du
panitumumab a I'EGFR apour effet I'internalisation du récepteur, l'inhibition du développement
cellulaire, I'induction d'une apoptose et la diminution de la production d'interleukine 8 et du

facteur de croissance endothélial vasculaire (Tim Kruser et al ., 2008 )
2.3.  Anticorps thérapeutiques utilisés en Rhumatologie

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une affection sévere, potentiellement invalidante,

dont le traitement est difficile, et parfois décevant (Sany, 2003).

Il existe actuellement deux principaux modes d’action des anticorps thérapeutiques
utilisés en rhumatologie. Le premier consiste a neutraliser une cytokine impliquée dans
I’immunité ou un facteurde croissance. Le premiers anticorps thérapeutique efficace pour traiter
les rhumatismes inflammatoires a été un anticorps dirigé contre le TNF-a (tumor necrosis factor
a) (Elliott etal ., 1994).

D’autres cytokines pro-inflammatoires ont été ensuite ciblées comme I’interleukine (IL)-
1B avecle canakinumab, ou I’'IL-6. Des anticorps dirigés contre leur récepteur, comme le
tocilizumab ou le sarilumab, qui reconnaissent le récepteur de I'IL-6, ont également été
développés avec succés (Mclnnes et Schett, 2017). D’autres cytokines plus spécifiquement
impliquées dans I’action des lymphocytes représentent également des cibles d’intérét telles que

le B lymphocyte stimulator (BLyS). Ainsi, un anticorps anti-

BLyS (aussi appelé BAFF), le bélimumab, bloque I’activation des lymphocytes B auto-
réactifs (Stohl, 2013). Pour bloquer la voie des lymphocytes Th17, dont I’'implication dans les
rhumatismes inflammatoires a été largement démontrée, il existe plusieurs anticorps (Mease,
2015), dont certains neutralisent directement une ou plusieurs isoformes de I’'IL-17,comme le
sécukinumab, I’ixékizumab ou le bisékizumab. D’autres agissent plus en amont, en bloquant
un des récepteurs de I’'IL-23 qui active la sécrétion d’IL-17 par les lymphocytes Thl7.

L’ustékinumab agit ainsi sur la sous-unité p40 du récepteur, tandis que le guselkumab et le
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risankizumab agissent sur sa sous-unité p19. Le deuxiéme mode d’action consiste a cibler une
molécule membranaire spécifique d’une cellule qui peut soit réguler son activation, soit induire
sa mort. Le rituximab (RTX) est ainsi un anticorps dirigé contre la molécule de surface CD20
qui est surtout exprimée sur les lymphocytes B aprés le stade pré-B et avant leur différenciation
enplasmocyte (Edwards et Cambridge, 2006).

2.4.  Les anticorps thérapeutiques utilisés dans les maladies immunes et

inflammatoires et chroniques

L’étiologie des maladies inflammatoires chroniques d’origine auto-immune comme la
polyarthrite rhumatoide (PR), la spondylarthrite ankylosante (SPA), le lupus érythémateux
systémique (LES), le psoriasis, la maladie de Crohn, ou la sclérose en plaques (SEP) reste
énigmatique. Les antigenes responsables de ces maladies sont mal définis comme 1’est la
hiérarchie de leur implication. En revanche, notre connaissance détaillée des mécanismes
intermédiaires d’entretien de I’inflammation et de la destruction tissulaire a permis d’identifier

des cibles puis des molécules thérapeutiques, et notamment Acm.( Pennica et al .,1984)
e Anticorps anti-TNF

Les génes codant le TNFa et I’interleukine-1 (I1L-1) ont été séquencés en 1984 (Pennica
et al .,1984) et les cytokines correspondantes identifietes comme les médiateurs de
I’inflammation et de la destruction articulaire (Henderson et Pettifer, 1989) . La responsabilité
du TNFa et de I’IL-1 a été ensuite clairement démontrée dans les modeles expérimentaux de
maladies articulaires et dans la PR. Les souris transgéniques sur exprimant le TNFa sont
atteintes d’une inflammation et d’une destruction poly articulaires. Ces découvertes ont permis
de définir ces deux cytokines commedes cibles thérapeutiques intéressantes et les essais
cliniques des molécules interférant avec leur action ont confirmé de facon éclatante cette
hypothése. L’infliximab, premier Acm anti-TNFa utilisédans les années 1990, démontrait son
efficacité dans la PR (Elliot et al .,1993), en monothérapie mais surtout en association avec un
traitement classique comme le méthotrexate. L’adalimumab, Acmanti-TNFo entiérement
humanise, induisait les mémes résultats positifs quelques années plus tard. De facon
concomitante, 1’étanercept, forme soluble du récepteur du TNFa couplée a un fragment Fc,
faisait aussi preuve d’une efficacité franche dans la PR I’effet thérapeutique sur I’inflammation
était franc et souvent rapide (2 & 6 semaines en moyenne apres 1’institution du traitement), et
associé a un ralentissement notable de la destruction articulaire (évalué dans les études

prospectives a long terme) ; le rapport bénéfice/risque était finalement tres favorable malgré le
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role majeur du TNFa dans la défense anti-infectieuse et anti tumorale qui pouvait faire craindre

des effets délétéres de type infectieux ou tumoral (Vital et Emery, 2008)

On considére qu’aujourd’hui plus d’un million de patients ont bénéfici¢ d’un traitement
anti- TNFa dans la PR, la SPA, mais aussi la maladie de Crohn (ou seuls les Acm anti-TNFo sont
efficacesmais pas 1’étanercept) (Feldmann et Maini ,2008) . Le bénéfice a long terme de tels
traitementsest acquis, mais la rémission compléte (dont la définition est encore sujet de
controverse) est inconstante et justifie le développement d’autres stratégies de blocage de

I’inflammation.
e Anticorps dirigés contre d’autres cytokines

Le blocage de I’IL-1 était une stratégie théoriqguement aussi logique que celle du blocage
du TNFa. Dans I’inflammation chronique articulaire, les modeles expérimentaux tendent a
montrer quel’IL-1 agit plus en aval que le TNFa et favorise directement et de fagon plus
importante la destruction ostéocartilagineuse. Le développement clinique d’un traitement ciblant
I’IL-1 a abouti a la conceptionnon pas d’un Acm mais d’un antagoniste du récepteur a I’'IL-1
(anakinra) qui, a I’'usage, a révélé un effet clinique moins spectaculaire que celui des anti-TNFa
sur I’inflammation et la destruction articulaires. Depuis peu, un Acm anti-IL-1p fait ’objet
d’essais cliniques, cette fois plus prometteurs. Il faut noter que le dénosumab, Acm dirigé contre
RANK-L (qui est responsable de I’activation ostéoclastique dans 1’ostéoporose et les maladies

inflammatoires comme la PR) est aussi en phase d’essais cliniques (Brennan et Innes ,2008)

L’IL-6, induite par le TNFa et I'IL-1, connue pour son rdle d’activation des
proteines hépatiques de la phase aigué de I’inflammation, est la cytokine inflammatoire la plus
abondante dans I’articulation. Le tocilizumab, Acm dirigé contre la chaine a du récepteur a
I’IL-6, est d’une efficacité comparable a celle des Ac anti-TNFa dans la PR. (Gallois etal .,2009)

2.5.  Lesanticorps monoclonaux thérapeutiques utilisés en allergies

La premiere phase de I’allergie est une phase « silencieuse ». Elle se traduit par la
production d’IgE spécifiques par les lymphocytes B a la suite d’un premier contact avec
I’antigéne, qui est alors défini comme allergene. On parle de phase de sensibilisation. La
production des IgE dépend directement de I’interaction entre les cellules B et T et notamment
de la production d’IL-4 (interleukine 4), IL5 (interleukine 5), IL6 (interleukine 6), IL10
(interleukine 10) et d’IL-13 (interleukine 13) par les cellules T auxiliaires de type 2 (TH2). En

effet, ces cytokines sont responsables de la commutation isotypique vers les IgE. L’induction
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d’une réponse TH2 dépend de nombreux facteurs tels que la prédisposition génétique (atopie),

I’environnement, 1’hygiéne. (hrirou, 2011)

Les IgE fixées sur leur récepteur attendent un second contact avec 1’allergéne : aucun

signe clinique n’est apparent.

Lors du second contact avec I’allergéne, celui-ci va étre reconnu par les IgE fixées sur
les récepteurs membranaires RFcel des mastocytes et des basophiles. Il se fixe par deux
épitopes distincts sur deux IgE présentes a la surface membranaire, créant ainsi un pontage des
IgE. Ce pontage induit I’activation des cellules effectrices (mastocytes et basophiles) par
induction d’unflux calcique qui entraine la libération d’un ensemble de meédiateurs (hrirou ,
2011).

. Des médiateurs préformés, en particulier I’histamine qui résulte de I’exocytose

ducontenu granulaire, et des proteases.

. Des médiateurs néoformés (prostaglandine D2, leucotriéene C4 et facteur

d’activationdes plaquettes) synthétisés a partir de 1’acide arachidonique.

Ces mediateurs conduisent a I’apparition rapide de signes cliniques de la réaction
d’hypersensibilité immédiate, c’est-a-dire dilatation des vaisseaux, oedéme muqueux

,contraction du muscle lisse bronchique (Lucie, 2005)

A T’heure actuelle, seul un anticorps monoclonal anti-IgE (omalizumab) a bénéficié
d’une autorisation aux Etats-Unis pour le traitement des asthmes allergique modérés a séveres

chez I’adulte et ’adolescent
e Omalizumab (Xolair®)

L’omalizumab est un anticorps monoclonal de souris (IgG) humanisé a 95% pour éviter
la sensibilisation des patients aux protéines de souris, dirigé contre le segment Fc de I'IgE

humain, par lequel celui-ci se fixe aux récepteurs (Michils et Sternon,2005).

L’omalizumab se fixe aux IgE circulantes et empéche leur fixation sur les récepteursde
haute affinité (FceRI) des cellules effectrices. Ils réduisent ainsi la quantité d’IgE circulantes
pouvant déclencher les réactions allergiques immédiates et retardées. Donc I’inhibition de la
libération subséquente des médiateurs de I'inflammation comme I'histamine, les leucotriénes et

les cytokines. De plus, le médicament ralentirait l'activité des mastocytes et des polynucléaires
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basophiles (Christoph et al .,2004).




Conclusion
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Conclusion

Les anticorps, produits en réponse a la présence d’un agent du non-soi dans I’organisme,
se sont révélés étre des outils remarquables en médecine, pour traiter différentes maladies. En
effet, des années de recherche ont permis de modifier et d’améliorer ces molécules en faisant
d’elles d’excellentes candidates thérapeutiques. Leur grande spécificité et affinité en font des
outils bien adaptés pour la cancérologie et la neutralisation des toxines.

Aujourd’hui, plusieurs formes d’anticorps thérapeutiques sont disponibles : les anticorps
murins, les anticorps chimériques, les anticorps humanisés et les anticorps totalement humains.
En raison de I’absence d’effets secondaires provoqués a leur administration a ’Homme, les
anticorps totalement humains semblent étre le meilleur candidat pour cette application
(Mazhoura, 2012).

L’histoire de [D’utilisation thérapeutique des anticorps monoclonaux est encore
relativement récente. Apres une phase initiale d’intérét, il y eut environ deux décennies de
doutes et de déceptions. Au bout de ces deux décennies et grace a I’obstination des scientifiques
et des médecins, il s’avere que les thérapies innovantes fondées sur la manipulation du systéme
immunitaire viennent modifier le pronostic de certaines pathologies tumorales. En effet, la mise
au point de la technique d’obtention d’anticorps monoclonaux par Georges Kohler et Cesar
Milstein en 1975 a représenté un grand pas en avant pour la biologie et la biologie clinique.
Jusqu’a I’arrivée de la technique des anticorps monoclonaux, il était tres difficile de produire,
d’isoler et des purifier des anticorps tous réellement identiques. En thérapie, des mélanges
d’anticorps, tels que les sérums antitétaniques, sont utilisés depuis longtemps. Le probleme
majeur de ces sérums est la difficulté a garantir une composition et donc une efficacité
constante. De plus, ces substances provoquent parfois des réactions allergiques tres graves
(Aline, 2009).

Des progreés significatifs ont été accomplis avec la mise au point d’anticorps
chimériques, puis humanises, et enfin totalement humains, d’action plus ciblée et aux effets
indésirables beaucoup moins importants. Ce n’est qu'en 1986 que le premier anticorps
monoclonal, I’orthoclone OKT3, obtient son autorisation de mise sur le marché dans le domaine
thérapeutique de la transplantation. Désormais, la recherche a permis la mise sur le marché
d’anticorps monoclonaux utilisés dans des domaines thérapeutiques aussi divers que les
maladies inflammatoires, utilisation en transplantation, en cancérologie, en rhumatologie et en
allergie ...etc . Les anticorps monoclonaux apparaissent donc une nouvelle arme thérapeutique

appelée a se développer dans le futur, associé a d’autres traitements (Aline, 2009).
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Résumé

Résumé

Contrairement a un antisérum polyclonal, un anticorps (Ac) monoclonal est une
préparation homogene spécifique dun unique épitope de la surface d’un antigéne complexe.
C’esten 1975 que Kdohler et Milstein produisent les premiers Ac monoclonaux en utilisant une

méthodequi est devenue rapidement 1’une des technologies clés de I’immunologie.

Les anticorps monoclonaux sont parmi les produits pharmaceutiques qui se développent
leplus rapidement par des essais cliniques. Les immenses progres réalisés en biotechnologie et
en particulier avec les techniques de recombinaison génétique permettent d’obtenir des
anticorps monoclonaux murins, chimériques, humanisés et de plus en plus des anticorps

monoclonaux totalement humains.

Les anticorps monoclonaux ont représenté une avancée majeure dans le développement
des thérapies ciblées, en permettant un traitement dirigé contre des cellules ou des protéines
spécifiques, notamment dans le traitement des cancers et des maladies auto-immunes. Produits
d’abord en faibles quantités et avec une structure d’anticorps de souris, les anticorps

monoclonaux sont maintenant produits en quantité industrielles

Mots clés : Anticorps monoclonaux, anticorps polyclonaux, anticorps monoclonaux

recombinants, thérapie ciblée, production.



Abstract

Abstract

In contrast to a polyclonal antiserum, a monoclonal antibody is specific to a single
epitope on the surface of a complex antigen. In 1975, Kohler and Milstein produced the first
monoclonal antibodies by using a method which rapidly became a key technology in

immunology.

Monoclonal antibodies are among the pharmaceuticals that grow most rapidly through
clinical trials. The immense advances made in biotechnology and in particular with genetic
recombination techniques make it possible to obtain murine, chimeric, humanized monoclonal

antibodies and increasingly totally human monoclonal antibodies.

Monoclonal antibodies have represented a major advance in the development of
targeted therapies, allowing treatment directed against specific cells or proteins, especially in
the treatment of cancers and chronic inflammatory diseases. First produced in small quantities
and with a mouse antibody structure, monoclonal antibodies are now produced in industrial
quantities.

Keywords:  Monoclonal antibodies, polyclonal antibodies, recombinant

monoclonalantibodies, targeted therapy, production.



aal s mal (aldy (uilaie dlae) s Al galal Slaall aaldl Al daeie diias Jead) e e

45y aladiuly Al Lolal bl wlua o (il s 516 (g0 JS il 1975 ple 3 dna 2 al e el e
Aclial ale Ay ) gl (e saal g Consal b gle
Gt Gk oo @y b S de juy skt Gl ApYasall claiiall e e o Al Lalal salaal alual)
Oe drag A 5l Ul jY) Bale ) Dl ae Lages W 5 Aila ) L o) 53S0 Jlava (3 il Jiled) a8 () 4 50 el
Baliaall abua¥l (g e 5l Ala oe ) Jal slias anac ) il Jual o Apesill Aalal 5alias slusal e J geanll (Sadll
Al O A i Al Lalal) saliaal) alua) 5 dy il ol L sall Agusill 4pala]

i da sall ey sy Lae Adagiusall CilaDlall skt 8 1 S Lo Aluail] Apalal aliaall slua) cilie 38
3 ypha eS8 ye J oY Cantl 28 A Jall AlgilV) ) 315 clilla judll 2 3le 8 dala ¢ Badae Cilisip sl LDIA
Ao lia Sy Al dpalal saliaal) alua) ) 238 (Y Ll ¢ 2 )lall saliadll slual) (S

el Al Al dalal saliaal) slua) dlil) ddeie Slias ava Al (galal slias s sAgalidal) cilall)



	Introduction
	Chapitre 01
	Généralité sur les immunoglobulines
	1.  Définition
	2. Structure générale des immunoglobulines
	2.1.  Domaines constants
	2.2. Domaines variables
	2.3. Fragments
	3. Classes et sous classes des immunoglobulines
	4. Organisation et réarrangements des gènes codant les immunoglobulines
	4.2.  Réarrangements des gènes
	CHAPITRE 02
	Les anticorps polyclonaux et les anticorps monoclonaux
	1. Les anticorps polyclonaux
	2. Les anticorps monoclonaux
	2.1. Historique
	2.2. Définition
	2.3. Catégories d’anticorps monoclonaux et leurs nomenclatures
	2.3.1. Anticorps Murins (o-mab)
	2.3.2. Anticorps chimériques (xi-mab)
	2.3.3. Anticorps humanisés (zu-mab)
	2.3.4. Anticorps humains (u-mab)
	2. 4. Technique permettant de la production des anticorps monoclonaux
	2.4.1. Obtention des Anticorps murins
	2.4.2. Obtention des anticorps recombinants chimériques et humanisés
	2.4.3. Obtention des Anticorps entièrement humain
	 Technique de Phage display
	 Utilisation de lymphocytes B humains
	 Principe
	 Technique de souris transgénique
	2.5. Les anticorps monoclonaux thérapeutique
	2.5.1. Cibles et mécanismes d’action d’anticorps monoclonaux thérapeutiques
	2.5.1.1. Les anticorps neutralisant un antigène soluble
	2.5.1.2. Les anticorps liant un antigène membranaire
	2.6. Optimisation des anticorps thérapeutiques
	2.6.1. Optimisation des propriétés de liaison à l’antigène
	2.6.2. Optimisation des fonctions effectrices
	2.6.3. Optimisation des propriétés pharmacocinétiques et de biodistribution
	2.6.4. Optimisation de l’immunogénicité
	2.6.5. Optimisation des propriétés biophysiques
	CHAPITRE 03
	L’utilisations Des Anticorps Monoclonaux
	1. Anticorps utilisés en diagnostic
	2. Anticorps utilisés en thérapie
	2.1. Les anticorps thérapeutiques utilisés en transplantation
	2.2. Anticorps thérapeutiques utilisés en oncologie
	2.2.1. Anticorps ciblant les tumeurs solides
	 Trastuzumab : (Herceptin®)
	 Mécanisme d’action de trastuzumb
	 Panitumumab (Vectibix ®)
	 Mécanisme d’action de panitumumab
	2.3. Anticorps thérapeutiques utilisés en Rhumatologie
	2.4. Les anticorps thérapeutiques utilisés dans les maladies immunes et inflammatoires et chroniques
	 Anticorps anti-TNF
	 Anticorps dirigés contre d’autres cytokines
	2.5. Les anticorps monoclonaux thérapeutiques utilisés en allergies
	 Omalizumab (Xolair®)
	Conclusion
	Références Bibliographiques
	Résumé
	Abstract
	ملخص

