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GLOSSAIRE

Glossaire

Acide zoledronique : Bisphosphonate. Il s'agit d'un médicament utilisé dans le traitement de

I'ostéoporose.
Aminopteérine : La Drogue qui agit comme inhibiteur sur le métabolisme de I'acide folique.

Angiogeneése . Le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de

vaisseaux preexistants.
Anthracyclines : Une famille de médicaments anticancéreux d'origine naturelle.

Antibiothérapie systémique : Traitement par antibiotique. Les indications a I’antibiothérapie

sont les infections bactériennes.

Barriere hématoencéphalique : La Barriére physiologique présente dans le cerveau chez
tous les tétrapodes.

Bisphosphonates : Des molécules indiquées dans le traitement de 1’ostéoporose et dans

certains cas de métastases 0Sseuses.

Cancérogene ou cancerigene : Facteur provoquant, aggravant ou sensibilisant l'apparition

d'un cancer.

Cancérologie : « Science des cancers » également appelée oncologie s’intéresse a tous les

cancers.

Carcinome bronchique : Le traitement du cancer du poumon dépend du type histologique et

du bilan d'extension.

Carcinome rénal : Adénocarcinome et représente 90 a 95% des tumeurs rénales malignes

primitives.

Carcinome urothélial: La forme morphologique la plus fréquente de cancer des voies

excrétrices (calices, bassinet....).

Cataracte : L'opacification partielle ou totale du cristallin, lentille convergente située a

I'intérieur de I'ceil.



GLOSSAIRE

Cisplatine : Complexe a base de platine utilise dans le traitement de différents cancers tels les

sarcomes, carcinomes, lymphomes.
Colectomie : Opération chirurgicale qui correspond a I'ablation du célon.

Dacarbazine : Agent chimiothérapeutique anticancéreux utilisé dans le traitement de divers

cancer.
Dexaméthasone : Appartient a la classe de médicaments appelés corticostéroides.

Docétaxel : Alcaloide obtenu par hémisyntheése a partir d'une molécule extraite des feuilles de

I'if européen.

Dyspnée: Respiration cyclique, avec mouvements respiratoires dont I'amplitude et la

fréquence augmentent progressivement.

Fludarabine : Produit de chimiothérapie utilisé dans le traitement de la leucémie lymphoide

chronique.

Folliculite : L'infection de I'appareil pilo-sébacé (le poil et sa racine) par un germe qui est le

plus souvent le staphylocoque doré.

Food and Drug Administration : Une agence du service de santé publique des Etats-Unis

qui fournit un certain nombre de services liés a la santé.

Granulomatose avec Poly angéite (Maladie de Wegener) GPA: Une vascularité

nécrosante associant une inflammation de la paroi vasculaire des vaisseaux de petit calibre.

Homéostasie : Un phénoméne par lequel un facteur clé (par exemple, température).

Choc anaphylactique : Une réaction allergique exacerbée.

Hypomagnésémie : Correspondant a une concentration sérique de Mg < 1,8 mg/dL (< 0,70

mmol/L).
Hypoxanthine : Une base nucléique a base purique de formule 6-oxypurine.

Immunisation : Le processus par lequel le systtme immunitaire d'un individu se fortifie
contre un agent.
Immunohistochimie : Une méthode de localisation de protéines dans les cellules d'une coupe

de tissu.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_nucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Purine

GLOSSAIRE

Immunothérapie : Un traitement qui consiste a administrer des substances qui vont stimuler

les défenses immunitaires de I'organisme afin de lutter contre différentes maladies.

Liquide céphalorachidien: Un liquide biologique transparent dans lequel baignent le

cerveau et la moelle spinale.

Moelle épiniere : Fait partie du systeme nerveux central et est un prolongement du cerveau.
Mutagenése : Le processus d'apparition d'une mutation.

Néoplasme : On appelle néoplasme tout tissu qui se construit de fagcon anormale.

Onc protéines : Protéines stimulant la division cellulaire ou inhibant la mort cellulaire

programmée (apoptose).
Oncogénes : Une catégorie de genes dont I'expression favorise la survenue de cancers.

Orthopédique : La spécialité chirurgicale qui a pour objet la prévention et la correction des
affections de I'appareil locomoteur

Osteonécrose de la machoire : Une maladie sévére de I'os qui atteint les machoires

Paclitaxel : Une molécule produite par des champignons endophytes, utilisé dans le cancer du

poumon, le cancer du sein et le cancer de l'ovaire.

Pathologie : La science qui a pour objet I'étude des maladies et notamment leurs causes et

leurs mécanismes.

Pinocytose : Un type d'endocytose permettant la capture de macromolécules et de solutés

dans de petites vésicules redirigees vers les lysosomes en vue de leur assimilation.

Plexus choroides : Forment des structures, des parois, des ventricules du cerveau ou le

liquide cérébrospinal est sécrété.

Polyarthrite rhumatoide : Une maladie autoimmune inflammatoire chronique qui touche

plusieurs articulations chez un individu.
Posologie : L'étude des modalités d'administration des médicaments

Protéine A : Une protéine de surface de 40-60 KDa initialement trouvée dans les parois des

bactéries Staphylococcus aureus.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apoptose

GLOSSAIRE

Protéine G : Une GTPase ; elle est aussi appelée «protéine liant le GTP ». ... Le GTP est
hydrolysé en GDP + phosphate inorganique (Pi).

Région charniére : Elle confére la flexibilité aux anticorps qui la possédent (les IgG et les
IgA).

Sciatique : Une douleur est généralement ressentie d'un seul c6té du corps, dans une fesse et

tout le long d'une jambe jusqu'au pied; parfois aussi au bas du dos.

Synergique : Un type de phénomene par lequel plusieurs facteurs agissant en commun

ensemble créent un effet global.

Syngénie : Terme utilisé dans les greffes : greffe syngenique entre des individus

génétiquement identiques.

Tétrahydrofolate : Produit par la dihydrofolate réductase a partir du dihydrofolate.
Transcytose : Correspond a un passage (entrée et sortie) a travers une cellule.
Transferrine : Une protéine du sang qui est chargée du transport du fer vers les organes.
Vasculogenese : Le processus de formation de vaisseaux sanguins dans lI'embryon.

virus du polyome : Font partie de la famille des Polyomaviridae. Ce sont des virus dont le

génome est constitué d'’ADN bicaténaire circulaire.

Voie intrathécale : Consiste a injecter un médicament au niveau lombaire, dans I'espace

sous-arachnoidien.
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Introduction

Le sang humain a la capacité de neutraliser et d’éliminer des germes. Cette caractéristique
biologique a été pour la premiere fois mise en évidence dans les années 1890 par Emil Von
Behring et Shibasaburo Kitasato. Le transfert du sérum d’un lapin infecté par la diphtérie a
une souris permet de la protéger contre I’infection par cette bactérie. Ces recherches
aboutirent a la mise au point d’un sérum thérapeutique antidiphtérique capable de neutraliser
les toxines bactériennes. Ce fut I’une des premiéres immunothérapies passives qui permit de
guérir de nombreux enfants et I’attribution & Behring du prix Nobel en Physiologie ou
Médecine en 1901.

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).
La maturation de ces découvertes ont conduit, aux premiers traitements par des anticorps
monoclonaux (Acm) initiés par Ronald Levy. Ces cas rapportés ont ensuite abouti au premier
essai clinique d’un Acm anti-CD20 qui a ouvert la voie vers de nombreux essais cliniques
évaluant de multiples Acm a cibles et mécanismes divers (GOUBET et al., 2018). La réponse
immunitaire a un antigene ou a un organisme est généralement de nature polyclonale, en
1975, Kohler et Milstein ont été les premiers a décrire la production in vitro de murine Acm a
partir d'hybridomes (Nelson et al., 2010).

Depuis le moment ou le premier anticorps monoclonal a été généré en 1975 et le premier
anticorps monoclonal entiérement sous licence en 1986, le domaine du développement des
anticorps monoclonaux représente un nouveau moyen de cibler des mutations spécifiques et
des anomalies de la structure des protéines et de leur expression dans un large éventail de
maladies et conditions. Aujourd'hui, avec les progres rapides et importants du séquencage
génétique et la traduction de la recherche fondamentale en sciences médicales en pratique
clinique, les anticorps monoclonaux humanisés constituent le groupe de molécules dérivées
de la biotechnologie dont la croissance est la plus rapide dans les essais cliniques actuels
(Nelson et al., 2010). La valeur globale du marché des anticorps est d’environ 20 milliards de
dollars par an (Maggon, 2007). Environ 30 anticorps monoclonaux sont actuellement

approuves par la FDA pour une utilisation chez I'homme pour le traitement de diverses
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maladies et affections, notamment les maladies inflammatoires chroniques, la transplantation,
les maladies infectieuses et les maladies cardiovasculaires, le cancer (Li et Zhu, 2010).

Pour traiter les cancers, les oncologues ont disposé jusqu’alors de trois moyens, la
chirurgie vieille de plusieurs siecles, la radiothérapie qui ne date que du début du siecle
dernier et la chimiothérapie qui n’a qu’une cinquantaine d’années. Si le développement de
nouveaux médicaments cytotoxiques et de nouvelles techniques de radiothérapie et de
chirurgie a prolongé la survie et amélioré la qualité de vie des patients, les oncologues sont
confrontés journellement aux effets indésirables de ces traitements et font malheureusement
I’expérience de fréquents échecs thérapeutiques. De ce fait, les cancers sont aujourd’hui la
premiere cause de déces dans notre pays, et des modalités thérapeutiques innovantes doivent
étre proposées. Dans ce contexte, I’'un des développements les plus intéressants dans le
domaine des thérapies anticancéreuses est celui des anticorps monoclonaux dont I’efficacité
clinique est maintenant prouvée, conduisant a une large utilisation clinique de quelques
anticorps (Li et Zhu, 2010). Ces Acm regroupent des anticorps a cible tumorale et a cible
immunitaire. Initialement pensée comme une immunothérapie passive, 1’action de certains des
Acm ciblant des antigénes tumoraux, notamment les Acm les plus efficaces, repose sur
I’initiation d’une réponse immunitaire adaptative par divers mécanismes. Ceci illustre la
nécessité d’initier une réponse immune antitumorale spécifique et a long terme pour avoir une

efficacité des traitements contre le cancer (GOUBET et al., 2018).

Notre travail de recherche sera réparti en trois chapitres, dont le premier chapitre est une
revue bibliographique sur les anticorps monoclonaux, leurs types et leur méthode de
fabrication. Dans le deuxieme chapitre le cancer, une compréhension de I’interaction entre le
systtme immunitaire et les cellules cancéreuses est trés importante. Les réponses
immunitaires qui se développent contre les cellules cancéreuses, ainsi que les méthodes par
lesquelles les cancers réussissent a échapper a ces réponses. Dans le troisieme chapitre, nous
cléturons notre travail avec une présentation des 14 anticorps monoclonaux qui ont eu I’ AMM
et qui sont utilisé en cancérologie avec leurs principaux modes d’actions et effets

secondaires.
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I. Donnés sur les immunoglobulines
1.1. Définition

Les Ac sont des glycoprotéines de la superfamille des Ig formées de 4 chaines
polypeptidiques (150.000 uma) : 2 chaines lourdes (CH) (H pour heavy de 50.000 uma
chacune) et 2 chaines légeres (CL) (L pour light de 25.000 uma chacune) qui sont reliées
entre elles par un nombre variable de ponts disulfures assurant une flexibilité de la molécule.
Ces chaines forment une structure en Y et sont constituées de domaines Ig de 110 acides
aminés environ. Chaque chaine 1égere est constituée d’un domaine constant et d’un domaine
variable. Les chaines lourdes sont composées d’un domaine variable et de 3 ou 4 fragments
constants selon I’isotype. Pour un Ac donné, les deux chaines lourdes sont identiques, de
méme que les deux chaines Iégeres (Teillaud, 2009).

Les chaines 1égéres sont de deux types, kappa et lambda. Une méme molécule d’Ig a deux
chaines légeres du méme type. Par contre, le type des chaines lourdes définit la classe de I’Ig.
Il existe cing types de chaines lourdes (chaines vy, a, w, € et 8), donc cinq classes d’Ig (IgG,
IgA, 1gM, IgE, IgD, respectivement). Les Ig de chaque classe utilisent soit des chaines
légéres kappa, soit des chaines légeres lambda. Ainsi, les Ac ont trois extrémités. Deux
d’entre elles terminent les fragments Fab («Fragment antibody binding»). Elles sont toutes
semblables et sont complémentaires de la forme moléculaire de I’Ag. Elles sont appelées
extrémités variables car elles sont différentes d’un Ac a I’autre : pour chaque Ag, il existe un
Ac avec des extrémités de Fab adaptées. La troisieme extrémité appartient a la région
constante. Cette extrémité posséde une séquence d’acides aminés identiques pour tous les Ac
appartenant a une classe ou sous-classe donnée. Cette extrémité est capable de se lier sur des
récepteurs membranaires particuliers des cellules du systtme immunitaire de 1’espéce
(Teillaud, 2009).

1.2. Structure générale des immunoglobulines

1.2.1. Domaines constants

Les domaines constants sont caractérisés par une séquence en acides aminés trés proche
d’un Ac 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 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 posseédant les récepteurs aux fragments constants
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(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 permettent la lyse de la cellule ou de

la particule virale qui présente a sa surface I’Ag reconnu.
1.2.2. Domaines variables

Un Ac possede quatre domaines variables situés aux extrémités des deux «bras» de 1’Ig.
L’association entre un domaine variable porté par une chaine lourde (VH) et le domaine
variable adjacent porté par une chaine légéere (VL) constitue le site de reconnaissance (ou
paratope) de ’Ag. Ainsi, une molécule d’Ig posséde deux sites de liaison a ’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.
1.2.3. Fragments

Comme on peut aisément le déduire de ce qui vient d’étre rappelé, 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 reconnue par des effecteurs de I’'immunité et a activer le
complément ou a faciliter la phagocytose par les macrophages (opsonisation), mais il ne
reconnait pas I’Ag; il est constitué des fragments constants des chaines lourdes (CH2) au-dela
de la région charniére («hinge»).

- le fragment Fv : c’est le plus petit fragment gardant les propriétés de I’ Ac qui possede des
domaines Ig; il 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.

- le fragment Fab : il a la méme affinité pour I’Ag que 1I’Ac complet et est monovalent; il est
formé de la chaine 1égére en entier (VL+CL) et d’une partie de la chaine lourde (VH+CHI).
- Le fragment F (ab’) 2 : il a la méme affinité que 1I’Ac entier pour I’Ag et est divalent; il
correspond a 1’association de deux fragments Fab reliés par un petit fragment des parties

constantes des chaines lourdes, la région charniére (hinge) (Teillaud, 2009).
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Figure 1: Structure schématique d’anticorps (1).

1.3. Typologie

Une Ig peut induire la production d’Ac dirigés contre ses propres déterminants
antigéniques. Selon I’appartenance de ces déterminants antigéniques, on définit 1’isotypie et
I’allotypie. L’isotypie caractérise les déterminants antigéniques des Ig identiques pour tous
les individus de méme espece. Les Ac anti-isotypiques sont donc obtenus en injectant des Ig
d’une sous-classe donnée chez un animal de laboratoire. L’allotypie caractérise les
déterminants antigéniques des lg présents chez des individus de la méme espece, mais
génétiquement différents. A noter que les Ac anti-allotypiques sont obtenus par
I’immunisation d’un individu de la méme espéce, mais génétiquement distinct. Quant a
I’idiotypie, elle caractérise la présence d’un épitope propre a une molécule issue d’un seul

clone (Figure 2).

1.3.1. Isotypie

Les Ac (ou Ig) sont subdivisés en classes ou isotypes, selon la structure des domaines
constants des chaines lourdes : les chaines vy, a, u, € et 8 correspondent respectivement aux
immunoglobulines 1gG, IgA, IgM, IgE et IgD. Il existe également des sous-classes d’Ig,

reflétant des différences plus fines entre chaines lourdes. L’homme posséde ainsi quatre sous-
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Classes d’IgG et 2 sous-classes d’IgA. Il existe également des isotypes de chaines légeres,

celles-ci pouvant étre k (kappa) ou A (lambda).
1.3.2. Allotypie

Le systeme Gm met en évidence les divers allotypes des chaines lourdes des
immunoglobulines 1gG. Il permet également de différencier les molécules des quatre sous-
classes, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4. Quant au systeéme Km (a I’origine appelé Inv), comme il est
porté par la chaine l1égere kappa, cet allotype est donc présent sur toutes les classes d’Ig.
Enfin, les allotypes définis par le systeme Am sont situés sur les IgA, et plus précisement sur
les chaines a2. Il existe deux isotypes ol et a2 de chaines a, caractérisant les sous-classes

Am1 et Am2 des IgA.
1.3.3. Idiotypie

L’idiotype est un déterminant antigénique propre a une seule Ig (ou du moins a toutes les
Ig produites par un méme plasmocyte). Ce déterminant antigénique «idiotypique» fait partie
ou est treés proche du site de reconnaissance de 1’Ag, dans la région hypervariable de 1’Ig. Il
est intéressant de constater que ces déterminants idiotypiques sont reconnus comme des Ag
par les lymphocytes T et B de I’individu qui a lui-méme produit I’Ig en question. Ceci parait
transgresser le principe de la tolérance au soi, mais s’explique par le fait que les séquences
d’acides aminés qui constituent ces déterminants idiotypiques résultent de modifications
somatiques de I’ADN et ne peuvent donc contribuer a 1’établissement de la tolérance centrale.
Chez un individu donné, la synthése d’un Ac A dirigé contre un déterminant antigénique
donné aboutit a la synthese d’Ac B dirigés contre les déterminants idiotypiques de ’Ac A. La
synthése de I’Ac B induit la synthése d’un Ac C dirigé contre le déterminant idiotypique de
I’Ac C, et ainsi de suite. Cette reconnaissance en série de déterminants idiotypiques sur les Ig
d’un méme individu peut évoquer un réseau, qualifié de réseau idiotypique. Si le phénomeéne
de réseau idiotypique existe bel et bien, son role exact dans 1’homéostasie des réponses
immunitaires reste a définir, bien que beaucoup d’hypothéses aient eété formulées a ce sujet
(Teillaud, 2009).
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Figure 2 : Illustration des phénomeénes d’isotypie, allotypie et idiotypie
(Moutschen et Scheen, 2009).

I1. Généralité sur les anticorps monoclonaux
11.1. Historique

Dés le début du siécle dernier, un immunologiste, Paul Ehrlich, eut la vision que les
anticorps seraient utilisés en thérapeutique comme des « balles magiques ». 1l a fallu pres
d’un siécle et la découverte des anticorps monoclonaux en 1975 par Georges Kohler et Cesar
Milstein pour que cette vision se transforme en réalite.

Cette découverte permettait enfin d’obtenir un anticorps de spécificité unique en quantité
importante, et I’équipe de Ron Levy décrivait en 1982 le premier succes de 1’utilisation d’un
anticorps monoclonal (AcM) en thérapeutique. Celui-ci, utilisé pour le traitement des rejets
aigue des greffons, laissait entrevoir une large utilisation thérapeutique des anticorps
monoclonaux. Pourtant, au cours des 12 années suivantes, un seul AcM, I’anticorps
muromonab-CD3 (Orthoclone OKT®3), recevra une autorisation des autorités réglementaires
américaines (Food and drug administration FDA) pour une utilisation clinique, en
I’occurrence le traitement du rejet aigu d’allogreffes rénales, hépatiques ou cardiaques. |l
faudra attendre 1994 pour qu’un autre AcM, I’abciximab (ReoPro®), regoive 1’autorisation
de la FDA pour une seconde utilisation clinique. Cet anticorps, dirigé contre un récepteur
présent sur les plaquettes, il est utilisé pour eviter la formation de caillots chez les patients
ayant bénéficié d’une chirurgie cardiovasculaire. En fait, les années 80 et la premiére moitié

des années 90 ont été marquées par deux faits majeurs :
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Le premier est 1’échec de nombreux essais cliniques réalisés avec des anticorps
monoclonaux, en particulier pour le traitement des cancers. Ces échecs répétés avaient pour
principale cause l’origine murine des anticorps utilisés, qui induisent constamment la
formation d’anticorps humains dirigés contre les anticorps murins (AHAM). Dans 84 % des
cas, cette réponse immune est importante, d’autant plus que I’anticorps est utilis¢ de fagon
répétée et a forte dose. Ces AHAM entrainent une élimination rapide des anticorps murins et
des effets adverses parfois fatals. De plus, les anticorps murins ont une demi-vie courte dans
le sérum, ainsi qu’une capacité limitée pour recruter des effecteurs cellulaires ou les protéines
impliquées dans la réponse immune et réaliser une cytotoxicité cellulaire dépendante de
I’anticorps ou une cytotoxicité dépendante du complément.

Le second fait majeur est le développement de 1’ingénierie génétique des anticorps, qui a
permis de transformer progressivement les anticorps murins en anticorps humains. Cette
transformation a d’abord conduit a la construction d’anticorps chimériques, dans lesquels les
régions constantes des chaines lourdes et légeres des immunoglobulines murines sont
remplacées par des régions constantes humaines.

Cette chimérisation conduit a une diminution importante des réponses immunes dirigées
contre les régions murines et a conduit au succeés de I’abciximab (ReoPro®), premier
anticorps chimérique utilisé en clinique

(Dominique et Jean-Luc, 2006 ; Dominique et Virginie, 2005).

Figure 3: Georges Kohler et Cesar Milstein (Scheen et Moutschen, 2009).
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11.2. Définition

Un Ac monoclonal (Mab en anglais «Monoclonal antibody») est un Ac (ou Ig) produit a
partir 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 été artificiellement produits contre un Ag bien déterminé dans un
but bien défini. Ils sont extrémement spécifiques puisqu’ils ne reconnaissent qu’'un seul type
d’épitope sur un Ag donné. Ils permettent donc une biothérapie ciblée contre un certains
nombres de maladies (Waldmann et Thomas, 2003).

11.3. Catégories d’anticorps monoclonaux et leurs nomenclatures
11.3.1. Anticorps Murins (0-mab)

La production d’anticorps monoclonaux d’origine murine a été rendue possible par les
travaux de Kohler et Milstein en 1975(Kohler et Milstein, 1975), qui ont réussi a fusionner
des lymphocytes B normaux provenant d’une souris préalablement immunisée avec des
cellules de myélome ayant la propriété de proliférer en culture de facon indéfinie. Cette
technique fournit une source illimitée d’ Ac monoclonaux murins aux propriétés antigéniques

et physico-chimiques stables qui sont ainsi produits a grande échelle (Mistretta et al., 2009).

Les premiéres applications thérapeutiques sont apparues en 1981 avec le muromomab
(Orthoclone®), un Ac monoclonal de souris contre (Mistretta et al., 2009) le CD3
(Demoersman et al., 2014), utilisé dans le traitement des épisodes de rejet aigu en
transplantation d’organes. Les Ac de souris sont reconnus par la voyelle «o» (venant de

«mouse») précédant le suffixe «mab».

Parallelement, les Ac monoclonaux prirent une place trés importante comme réactifs de
laboratoire (Mistretta et al., 2009). Cependant, 1’amélioration des Ac est rapidement devenue
une nécessité pour leur utilisation in vivo chez I’homme. En effet, outre une affinité
imparfaite pour les antigénes humains (faible fixation de ces Ac sur les récepteurs Fc
humains), ce qui conduit a des propriétés effectrices non optimales, les Ac murins induisent
I’apparition d’Ac appelés HAMA («Human Anti Mouse Antibodies»). Cette xéno-
immunisation diminue non seulement 1’efficacité de ce type d’Ac (action neutralisante), mais

peut aussi induire des effets indésirables dus a la formation de complexes immuns. Ainsi, des
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réactions allergiques et méme, rarement, des chocs anaphylactiques ont été rapportés
(Dillman et al., 1986).

11.3.2. Anticorps chimériques (xi-mab)

L’¢lucidation de la structure en domaines des anticorps et 1’évolution des technologies de
biologie moléculaire ont permis de créer, a partir de 1984, des anticorps chimériques humain
souris (Hudson et Souriau, 2003). Leur production consiste a fusionner des genes codant les
régions variables d’un anticorps murin et les régions constantes d’une immunoglobuline (Ig)
humaine. Ces chimeéres peuvent interagir avec les cellules humaines et conservent une
spécificité et une affinité équivalentes a celle de 1’anticorps murin parental. Une conséquence
de la substitution d’un fragment Fc murin par un fragment humain est une cytotoxicité accrue
due a une interaction de meilleure affinité avec les récepteurs FcyR présents sur les cellules
effectrices des patients. La chimérisation permet de varier les isotypes des anticorps et, donc,
de manipuler les fonctions potentielles de 1’anticorps (par exemple, la fixation du
complément). Un autre avantage est 1’augmentation de la demi-vie de I’Ac, qui passe de
moins de 20 heures avec les Ac murins a plusieurs jours, s’approchant des 21 jours des 1gG
humaines endogénes (Mould et Sweeney, 2007). Enfin, par rapport aux Ac murins, le recours
a des Ac hybrides souris—homme permet de réduire la 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 1). Dans la
nomenclature internationale, on peut aisément reconnaitre ces Ac chimériques par la syllabe

«Xi» précédant le suffixe «<mab» (Tableau II).

Un exemple, bien connu, est fourni par 1I’Infliximab (Remicade®) dont le nom peut étre
scindé comme suit : inf- + -li- + -Xi- + -mab : il s’agit donc d’un Ac monoclonal chimérique
modulant I’'immunité (utilisé en clinique notamment dans la polyarthrite rhumatoide et la
maladie de Crohn) (Riechmann et al., 1988).

11.3.3. Anticorps humanisés (zu-mab)

Afin d’augmenter la part humaine des Ac, un progrés supplémentaire a pu étre obtenu .l

consiste a substituer les CDRs («Complementarity-Determining Regions», région
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Hypervariable) d’une IgG humaine par ceux de I’Ac monoclonal de souris, conférant ainsi a

1I’IgG humaine la spécificité de I’ Ac murin parental.

Ces Ac, qualifiés d’humanisés, ont été produits dans les années 1988-1991 (Riechmann et
al., 1988). lls 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 dont ils sont dérivés (7% par rapport a 20 a 40%).
Mais, I’affinité de I’Ac humanisé n’est pas toujours aussi élevée que 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 donné 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) (Hudson
et Souriau, 2003; Baty et Chames, 2006).

11.3.4. Anticorps humains (u-mab)

Des Ac entierement humains et biocompatibles ont été recherchés pour I’'immunothérapie
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 1’ADN
recombinant, la technique du «phage display» et le recours a des souris 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 dans les prochaines années appartiendront de plus en plus a cette catégorie

d’Ac humains. On peut les reconnaitre par la voyelle «u» précédant le suffixe «mab».

Un exemple de cette famille est 1’adalimumab (Humira®) dont le nom peut étre scindé
comme suit : 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).
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murine chimeric humanized

Decreased immunogenicity

Figure 4 : Différentes générations d’anticorps thérapeutiques (2).

Tableau I:Nomenclature internationale simplifiée des différentes catégories d’anticorps

monoclonaux (Scheen, 2009).

Type Suffixe | % humain | Antigénicité | Quelques
d’anticorps exemples

Murins «momaby 0 +++ Muromomab

(Orthoclone®)
Ibridomomab

(Zevalin®)

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

Humanisés | «zumaby >90 +0 Trastuzumab
(Herceptin®)
Bévacizumab
(Avastin®)

Humains «mumaby 100 +0 Adalimumab
(Humira®)
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Tableau Il : Nomenclature internationale détaillée des different types d’anticorps

monoclonaux, tenant également compte de la cible potentielle (Scheen, 2009).

Préfixe Cible Source Suffixe
-0(s)- Os -u- Homme
-vi(r)- Virus
-ba(c)- Bactérie
-li(m)- Immunitaire -0- Souris
-le(s)- Infection
-ci(r)- Cardio-

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

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

Variable -mab
-co(1)- Tumeur colique
-me(l)- Mélanome -i- Primate
-ma(r)- Tumeur mammaire
-go(t)- Tumeur testiculaire -xi- Chimérique
-go(Vv)- 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

I11. Technique permettant de la production des anticorps monoclonaux
111.1. Obtention des Anticorps murins

111.1.1. Technique d’hybridome

Dans la technique de base, la production des Ac monoclonaux se déroule en deux étapes
principales, a savoir, la production in vivo (immunisation) de cellules lymphoides sécrétant
des Ac, leur hybridation et la sélection in vitro d’un hybridome producteur d’Ac, puis la
multiplication de clones de I’hybridome, soit in vitro, soit in vivo, afin d’obtenir de grandes
quantités d’Ac (03).

e Obtention et sélection des hybridomes

L’antigeéne contre lequel on veut préparer des Ac est injecté a 1’animal avec ou sans

adjuvant. Des injections de rappel et des saignées d’essai sont réalisées, ces derniéres visant a
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Verifier qu’il y a production d’Ac spécifiques dirigés contre I’antigéne d’intérét. Les cellules
lymphoides de la rate ou des ganglions lymphatiques de I’animal sont isolées. Elles sont
ensuite fusionnées, en présence de polyéthyléne glycol, avec des cellules myélomateuses
préalablement cultivées et sélectionnées in vitro pour leur déficience en hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl transférase (HGPRT-) ou, plus rarement, en thymidine kinase (TK).
Le mélange de toutes ces cellules (hybrides et cellules parentales) est placé sur un milieu de
culture sélectif appelé milieu HAT (Hypoxanthine, Aminoptérine et Thymidine) (Siberil et
al., 2005).

La sélection par le milieu HAT dépend du fait que les cellules de mammiféres peuvent
synthétiser les nucléotides par deux voies différentes : la voie de novo et la voie de
récupération. La voie de novo, dans laquelle un groupe méthyle est transféré a partir d’une
forme activée du tétrahydrofolate, est bloquée par I’aminoptérine, qui est un analogue de
I’acide folique. Lorsque la voie de novo est bloquée, les cellules utilisent la voie de
récupération, qui contourne le blocage par I’aminoptérine en incorporant directement les
purines et les pyrimidines dans les nucléotides nécessaires a la synthese du DNA et du RNA.
Les enzymes qui catalysent la voie de récupération incluent HGPRT et TK. Une mutation de
I’'un ou I'autre de ces deux enzymes bloque la capacité de la cellule a utiliser la voie de
récupération et entraine sa mort dans le milieu HAT.

Dans la technologie des hybridomes, les cellules de myélome utilisées sont, en fait, des
doubles mutants. Comme mentionné précédemment, elles n’ont pas I’enzyme HGPRT. Elles
ont aussi perdu la capacité de produire des immunoglobulines (mutants Ig-). En utilisant des
mutants 1g-, on s’assure que les Ac produits par I’hybridome ne sont codés que par les
cellules spléniques et que les cellules de myélome n’apportent que leur propriété
d’immortalité aux cellules résultant de la fusion. L’autre partenaire de la fusion est
habituellement une population de cellules spléniques contenant des cellules B HGPRT+

activées par ’antigene (Ig+).

Ces cellules contribuent a la capacité des hybridomes a utiliser la voie de récupération de
I’hypoxanthine, ce qui rend ainsi possible leur survie dans le milieu HAT.
Quant aux lymphocytes B non fusionnés, ils disparaissent au bout de quelques jours, car ils
sont incapables de se répliquer in vitro. De méme, si des hybrides se forment entre cellules B

ou entre cellules de myélome, ils disparaissent spontanément.
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e Production des anticorps monoclonaux

Les hybridomes qui produisent les Ac monoclonaux désirés sont sélectionnés et ensuite
clonés. On peut alors multiplier les clones positifs (producteurs de I’Ac d’intérét) soit en
continuant de les cultiver in vitro, soit en utilisant I’animal immunisé pour une production in
Vivo.

Lorsqu’un hybridome est cultivé dans des flacons de culture de tissu, I’Ac est sécrété dans
le milieu, habituellement a de tres faibles concentrations (1-20 pg/mL). Un hybridome
introduit par injection dans la cavité péritonéale d’une souris compatible s’y développe et
sécrete 1’Ac monoclonal dans le liquide d’ascite a des concentrations beaucoup plus élevées
(habituellement, 1-10 mg/mL environ).

L’ Ac peut étre ensuite purifié¢ par chromatographie du liquide d’ascite. Pour répondre a la
demande croissante d’Ac monoclonaux, des techniques de croissance in vitro des cellules
d’hybridomes a de trés hautes densités ont été développeées (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 (syngeniques) 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 que coliteuses, 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 (Leenaars et Hendriksen, 2005 ; Campbell, 1996).
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Figure 5: Technique des hybridomes(04).

111.2. Obtention des Anticorps chimériques et humanisés
111.2.1. Construction d’anticorps chimérique

Les modifications des anticorps monoclonaux par génie génétique ont débuté peu apres
leur découverte et se sont accentuées avec 1’apparition de la PCR. Il est devenu possible de
manipuler les genes des anticorps de fagon a créer des anticorps hybrides souris-homme afin
de réduire la réponse HAMA (Clark, 2000).Une autre conséquence de la substitution d’un
fragment Fc murin par un fragment humain est une cytotoxicité accrue due a une interaction

de meilleure affinité avec les récepteurs FcyR présents sur les cellules effectrices des patients.

La premiére approche a donc consisté & fusionner des domaines variables d’un anticorps
de souris (VL et VH) aux régions constantes d’immunoglobulines humaines (CL et CH1-
CH2-CH3) de facon a obtenir des anticorps recombinants dits chimériques (Hoogenboom et
al., 1996).
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I11.2.2.Construction d’anticorps humanisés

La substitution de régions hypervariables d’Ac monoclonaux de souris ou de rat aux
régions hypervariables de domaines VH et VL humains («Complementarity Determining
Regions (CDRs) grafing») permet d’obtenir des Ac humanisés. Ces Ac sont, a priori, trés peu
immunogenes chez ’Homme, car seules les régions hypervariables sont d’origine murine. La
difficulté ne réside pas tant dans le découpage et la substitution des régions hypervariables de
I’Ac murin, que dans le choix des domaines VH et VL humains sur lesquels ces régions
hypervariables vont étre insérées. L’humanisation requiert également une analyse détaillée de
la séquence primaire des domaines variables de 1’Ac murin afin d’identifier les acides aminés
impliqués dans la formation et/ou la stabilité¢ du site de liaison a ’Ag, et notamment ceux
éventuellement situés dans les régions charpentes. Des boucles hypervariables d’Ac de souris
possédant des spécificités anti-CD52, anti-IL2R ou anti-HER ont été ainsi greffées sur la
région charpente d’une chaine lourde humaine. En général, la structure du site de liaison est
conservée et I’affinité est proche de celle de départ. La plupart des Ac monoclonaux
chimériques et humanisés contiennent une région Fc dérivée d’une IgG1 humaine, I’Ig qui
possede les caractéristiques et les fonctions les plus intéressantes pour 1I’immunothérapie
(Scheen et Moutschen, 2009).

111.3. Obtention des Anticorps entierement humain
111.3.1. 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. Les domaines spécifiques contre 1’antigéne d’intérét sont
fusionnés aux régions constantes d’IgG humaines pour générer des Ac humains complets
(Scheen, 2009).

La présentation de peptides a la surface de phages filamenteux a été démontrée pour la
premiére fois par Georges Smith en 1985. Les phages filamenteux sont utilisés pour présenter
a leur surface, en fusion avec le domaine amino-terminal de leurs protéines plll ou pVIII, des
molécules telles que des peptides aléatoires, des fragments d’anticorps (Fab, Fv ou scFv

single chain F) ou d’autres protéines (figure 1A).
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Les phages recombinants sont sélectionnés pour leur capacité de liaison a une cible (figure
2). Aprés de nombreux lavages, les phages fixés sont élués puis isolés et amplifiés par
infection de bacteéries. Les phages amplifiés sont sélectionnés a nouveau sur la méme cible.
Aprés 3 a 4 tours de sélection-amplification, les phages sélectionnés sont analysés et testés

pour I’activité recherchée.

Des pressions de sélection différentes peuvent étre introduites a chaque tour ainsi qu’une
diversité additionnelle par mutagenese. Cette stratégie fondée sur la sélection est nettement
plus puissante qu’une stratégie de criblage classique qui nécessite de nombreuses
manipulations. 1l est en effet possible de cribler 106 & 1010 molécules recombinantes

différentes dans un volume réduit de quelques microlitres.

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 trés efficace puisqu’il est possible de sélectionner un phage dont la fréquence
était 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 tres 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 (Professeurs Marie-Paule
etal., 2013).
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Figure 6 : Technique du phage display (Virginie, 2009).

111.3.2. 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 :
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1) des donneurs ayant déja été en contact avec 1’antigeéne, appelés les donneurs
immunisés/infectés ou encore vaccines,

2) des donneurs n’ayant jamais été en contact avec 1’antigéne, appelés des donneurs naifs.
e Principe :

Récupérer du sang de donneurs, purifier et sélectionner les lymphocytes B humains, les
fusionner avec un partenaire cellulaire de type myélome, ou un partenaire viral. La clonalité
et la spécificité sont 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 humains peut directement étre initiée sur les lymphocytes B. Toutefois, la durée de
vie d’un lymphocyte B est 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 porté sur les
possibilités de fusionner ou d’immortaliser des lymphocytes B humains avec un partenaire
cellulaire de type myélome. Contrairement & la technique des hybridomes chez la souris, des
difficultés pour fusionner et stabiliser les lymphocytes B humains sont apparues. D’autre part,
peu de myelomes 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 herpeés virus qui possede la capacité de transformer ou d’«immortaliser»
les lymphocytes B humains provoquant 1’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 antigénes (virus, toxines...). Quelques exemples trés marquants, 1’obtention
d’anticorps humains contre le SRAS ou contre HIN1 par I’équipe de Lanzavecchia en 2002
et 2004 a partir de lymphocytes de donneurs ayant déja rencontré la cible .Les inconvénients
majeurs de cette technique résident dans le faible rendement de I’étape d’immortalisation et
dans la difficulté a stabiliser les lymphocytes B immortalisés.

Récemment pour pallier ce probléme, 1’addition de séquences oligonucléotidiques
immunostimulatrices CpG pendant I’immortalisation a permis d’augmenter 1’efficacité
d’immortalisation et la stabilit¢ des clones. De méme, 1’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, 1’obtention d’anticorps monoclonaux spécifiques
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D’une cible est grandement favorisée lorsque les lymphocytes B proviennent d’individus
immunisés/vaccinés. 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, ...).

Ainsi, des stratégies d’immunisations in vitro utilisant des lymphocytes B naifs ont été
développées. Ces stratégies permettent d’obtenir des anticorps humains contre n’importe
Quelle cible y compris des cibles pour lesquelles des lymphocytes B immunisés 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, la majorité des anticorps obtenus par cette voie sont des IgMs (Figure 7).

L’obtention d’anticorps humains grace a 1’utilisation de lymphocytes B humains reste
pour le moment au stade de la recherche et nécessite diverses mises au point. Cependant,
cette stratégie ouvre des perspectives intéressantes notamment dans le cadre de
I’immunisation in vitro (Mazhoura, 2012).
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Figure 7 : Immortalisation des cellules B mémoires humaines (Virginie, 2009).
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111.3.3. Technique de souris transgénique

L’obtention de souris transgéniques contenant une grande partie des génes codant pour les
chaines lourdes et légéres humaines. 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 été inactivée et des souris
transgéniques 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 1IgG 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 indiquant 1’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 l’introduction de fragments chromosomiques humains entiers (technologie «
transchromosomique », Tc) a été également développée. Des souris invalidées en ce qui
concerne leurs Loci IgH et Igk ont été rendues double-transchromosomique 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 des souris dont un certain nombre de cellules
somatiques contiennent 100% des génes codant les chaines lourdes et les chaines 1égéres «
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 8: Technique de souris transgenique ( Michel et al., 2009).

111.3.4. Technique de Ribosomes display

D’autres approches de sélection de fragments d’anticorps, moins répandues, ont été
¢galement décrites : le « ribosome display » est fondé sur la production d’ARNm d’une
bangue de scFv, transcrits et traduits in vitro dans un systéme acellulaire. Cette bibliotheque
de scFv est caractérisée par 1’absence de codon stop aux extrémités 3’ des régions codantes.
Lors de la traduction, I’absence de codon stop provoque I’apparition de complexe
mRNA/ribosome/scFv, qui vont directement se fixer sur une cible immobilisée par
I’intermédiaire du fragment Fv néo-synthétisé. L’ARN codant le scFv spécifique de
I’antigéne est ainsi isolé et des nouvelles mutations sont apportées lors de la reverse
transcription afin de le favoriser, aprés plusieurs cycles, I’obtention de fragment Fv de haute
affinité. La technique du « phage display » et plus récemment celle du « ribosome display »
ont permis de d’obtenir des fragments d’anticorps qui possedent pour I’antigéne une affinité
extrémement forte surpassant, pour la plupart, les affinités mesurées avec les AcM
conventionnels (Hiroyuki et al., 2007).
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Figure 9 : Bibliothéque de scFv est transcrite et traduite in vitro (Christiane et al., 1999).

IVV. Pharmacologie des anticorps monoclonaux

IV.1. Propriétés pharmacocinétiques des anticorps monoclonaux

Le devenir des anticorps monoclonaux (Acm) dans I’organisme et la relation entre la
concentration et leffet in vivo sont encore mal connus. Les données de leur
pharmacocinétique (PK) sont de ce fait insuffisamment utilisees et le choix de la dose
thérapeutique a administrer difficile a préciser. Le devenir de I’Acm dans 1’organisme dépend
de sa distribution et de son élimination ; ces parametres sont influencés entre autres par la
structure de I’Acm (Fab ou présence d’une portion Fc humaine), 1’expression du récepteur
néonatal de la portion Fc (FCcRn), qui permet la protection des Acm contre la dégradation
mais joue également un réle important dans 1’ensemble de leur PK, la fixation des Acm sur
leur antigéne cible (rdle de la masse antigénique) responsable d’une PK dose-dépendante,
I’immunisation des patients traités. Tous ces paramétres, sources de Vvariabilité
pharmacocinétique interindividuelle, mériteraient d’étre mieux intégrés dans l’adaptation
posologique individuelle.

Comme pour les médicaments « classiques », la pharmacocinétique (PK) des Acm est
étudiée lors des phases initiales de leur développement clinique (phases | et I11). Cependant,

pour de nombreux Acm actuellement sur le marche, la relation entre la concentration et
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L’effet in vivo est mal connu et les données de PK sont insuffisamment utilisées lors du choix
des doses a administrer. Une meilleure connaissance de la PK est donc une étape
indispensable de I’optimisation de [I’utilisation thérapeutique des Acm. Ce besoin
d’amélioration du schéma posologique est particulierement net en cancérologie. Il y a au
moins deux raisons a cela : d’une part, au moment de la mise sur le marché, la connaissance
de I’Acm est souvent incompléte car son développement clinique a été accéléré compte tenu
de la gravité de la pathologie. D’autre part, une influence de la masse tumorale sur la PK des
Acm a été décrite. Si ces données sont confirmees, ce facteur pourra étre pris en compte pour
améliorer I’adaptation posologique individuelle (Gilles, 2009).
1V.1.1. Devenir des anticorps monoclonaux dans I’organisme

Les Acm sont des protéines de haut poids moléculaire, caractérisees par leur hydrophilie.
Bien que leur devenir dans 1’organisme soit différent de celui des médicaments classiques, on
peut décrire des phases d’absorption, de distribution et d’¢élimination.
1V.1.1.1. Absorption

La majorité¢ des Acm est administrée par voie intraveineuse (IV), ce qui permet I’injection
de larges volumes et une exposition systémique rapide et complete. Cependant, certains
d’entre eux tels que 1I’Adalimumab, 1’Omalizumab et le Palivizumab sont administrés par
voie sous-cutanée (SC) ou intramusculaire (IM). En général, apres administration SC, les
macromolécules d’une taille supérieure a 16kDa sont majoritairement absorbées par le
systéme lymphatique alors que celles d’une taille inférieure & 2 kDa sont majoritairement
absorbées par les vaisseaux sanguins. Cependant, le mécanisme d’absorption des IgG aprés
administration SC est encore incertain car il n’a jamais été directement étudié. Le FcRn
pourrait jouer un role dans I’absorption SC des Acm car, dans un modele de souris invalidée
pour le FcRn, la fraction absorbée était beaucoup plus faible (28 %) que chez les souris non
mutées (83 %). Apres administration SC chez I’homme, ’absorption des Acm est lente, avec
un pic de concentration survenant cinq a dix jours aprés 1’injection, et la fraction absorbée
représente en moyenne de 50 & 100 % de la dose injectée. Un des inconvénients de ces voies,
SC ou IM, est qu’elles ajoutent une source supplémentaire de variabilité PK (Gilles, 2009).
IV.1.1.2. Distribution

Les etudes de distribution (souvent appelée bio distribution) des Acm ont pour objectifs
d’analyser la spécificité de leur ciblage tissulaire ainsi que d’identifier les principaux organes

d’élimination.
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e Echanges tissus-plasma

Par leur grande taille et leur caractére hydrophile, les IgG ont une faible pénétration
tissulaire et sont essentiellement confinées dans la circulation sanguine et les liquides
extracellulaires. Dans beaucoup de tissus, les concentrations d’IgG libres sont environ dix
fois plus faibles que celles qui sont mesurées dans le plasma. Cependant, des concentrations
plus élevées sont observées dans les tissus ayant une vascularisation fenestrée comme la
moelle osseuse et la rate. Comme nous I’avons décrit plus haut, le FcCRn permet le passage
des Acm a travers le placenta.

Le FcRn est fortement exprimé par 1’endothélium du systéme nerveux central (SNC) et
par les plexus choroides. Plutét que de transporter les IgG vers le SNC, le FcRn est
probablement responsable d’une Transcytose des IgG du SNC vers la circulation. Une étude
chez le singe a montré qu’apres administration 1V, le Rituximab était mesuré dans le liquide
ceéphalo-rachidien a des concentrations mille fois plus faibles que celles mesurées dans le
sang. Dans la méme étude, le Rituximab administré par voie intrathécale était rapidement
éliminé du liquide céphalorachidien et mesurable dans le sérum. Le réle du FcRn dans cet
efflux des IgG reste cependant a confirmer (Gilles, 2009).

e Ciblage tissulaire

Dans le traitement du cancer, le ciblage thérapeutique est particulierement important. On
étudie souvent la distribution dans les tumeurs et dans les tissus sains en utilisant des Acm
marqués par un radio-isotope. Ces études sont cependant peu informatives car la dégradation
par les protéases de I’anticorps marqué complique I’interprétation des résultats. La méthode
de référence pour étudier la distribution tissulaire est 1I’étude de la réactivité tissulaire croisée
dans laquelle la fixation de I’Acm sur différents tissus humains et animaux est analysée. La
relation entre 1’affinité d’un Acm pour son antigéne et sa concentration dans la tumeur est
complexe : en effet, I’intensité de la captation tumorale peut étre inversement proportionnelle
a D’affinité de I’Acm pour son antigeéne cible. Ce phénomeéne appelé «barriére du site de
fixation » s’explique par la rétention de 1I’Acm par les antigenes cibles présents en périphérie,
avec pour consequence une mauvaise pénétration de I’Acm dans le tissu. Cependant, ce
phénomeéne peut en théorie étre surmonté par une augmentation de la dose d’Acm. Les Fab et
les fragments simple chaine Fv d’anticorps(ScFv) pénétreraient mieux dans les tissus que les
Acm complets mais leur rapide élimination de 1’organisme pourrait contrebalancer cette

meilleure distribution.
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Aprés administration IV, les concentrations sériques d’Acm décroissent généralement de
facon bi-exponentielle : une phase de décroissance rapide (correspondant a la distribution)
précédant une phase de décroissance plus lente (correspondant a 1’élimination). Dans ce cas,
les concentrations d’Acm peuvent étre décrites a 1’aide d’un modele PK a deux
compartiments » : un compartiment central, correspondant habituellement au sang circulant et
aux milieux dans lesquels la concentration s’équilibre rapidement avec celle du sang, et un
compartiment périphérique, correspondant aux milieux dans lesquels la concentration
s’équilibre plus lentement. Cependant, lorsque I’Acm est éliminé de fagon significative par la
fixation sur sa cible, son volume de distribution est difficile a estimer par les méthodes
conventionnelles (Gilles, 2009).

IV.1.1.3. Elimination

L’¢limination des IgG se fait essentiellement par catabolisme intracellulaire, une fois
qu’elles ont été captées dans la cellule par pinocytose (endocytose de phase liquide) ou
endocytose secondaire a leur fixation sur leur cible ou sur un récepteur (Gilles, 2009).

e Pinocytose

Comme les autres protéines circulantes ou présentes dans le liquide interstitiel, les 1gG
sont captées par pinocytose (celldrinking) mais le FcRn les proteége contre la dégradation.
Lorsque les concentrations d’IgG sont élevées, le FCRn peut étre saturé : chez des patients
ayant un myélome, qui ont des concentrations sériques d’IgG pouvant approcher 100 mg/ml,
la t%2 de ces IgG est raccourcie a 8-10 jours au lieu des 21 jours dans le cas d’une
concentration normale d’IgG. Inversement, chez les patients ayant des concentrations trés
faibles d’IgG, cette t'2 peut atteindre 70 jours ou plus. La portion Fc des 1gG est impliquée
dans leur fixation au FcRn et donc dans leur t% prolongée. Les fragments d’anticorps tels que
les Fab ou les F (ab)2 ont une t% plus courte et Une clairance plus élevée que les anticorps
complets correspondants. L’ Abciximab, qui est un fragment Fab d’un Acm chimérique anti-
CD41, a une tres courte t% de 20-30 minutes dans le sérum et de 4 heures dans les plaquettes.
Les t% des fragments Fc sont similaires a celles des 1gG complétes (Gilles, 2009).

e Elimination aprés fixation sur leur cible ou sur un récepteur

L’endocytose de I’Acm peut étre 1’étape suivant sa fixation, par ses domaines Fab, sur son
antigéne cible la surface d’une cellule. Lorsque ce phénomene est prépondérant, on parle
d’élimination cible dépendante (target-mediated drug disposition). L’élimination cible

dépendante est saturable puisqu’il y a un nombre fini de cibles. La PK devient alors dose
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Dépendante, ce qui s’exprime par une élimination plus rapide pour les faibles doses
(clairance plus élevée et t¥ plus courte). Cette dose-dépendance a été décrite pour le
Bévacizumab, le Cétuximab et plusieurs autres Acm anticancéreux mais elle n’est pas
toujours pertinente aux doses thérapeutiques utilisées.

Les Acm pourraient également étre internalisés apres fixation de leur portion Fc sur un
récepteur Fcy présent a la surface de la cellule. Cependant, ce mécanisme concernerait
principalement les complexes immuns (Gilles, 2009).
1V.1.2. Variabilité PK interindividuelle
1V.1.2.1. Conséquences de la variabilité PK

Une partie de la variabilité interindividuelle de réponse thérapeutique aux Acm est
expliquée par la variabilité¢ de 1’exposition individuelle. Cette variabilité PK, observée pour
tous les Acm, est pertinente en clinique puisque les concentrations sériques d’anticorps
influencent la réponse thérapeutique (Gilles, 2009).

1V.1.2.2. Influence des facteurs démographiques
L’influence du poids du patient sur la PK des Acm a été décrite pour de nombreux

anticorps mais d’autres facteurs démographiques ou biologiques ont été identifiés : la surface
corporelle influence la PK du Rituximab et le sexe influence celle du Bévacizumab, de
IInfliximab et du Rituximab. Chez les patients dont 1’albuminémie est basse et les
phosphatases alcalines élevées (deux indicateurs de sévérité de la maladie dans le cancer
colorectal métastatique), la clairance du Bévacizumab est augmentée par rapport aux patients
ayant des valeurs biologiques médianes (Gilles, 2009).
1V.1.2.3. Influence de la masse antigénique

Comme une partie de I’élimination des Acm est liée & leur fixation sur un antigene cible,
la variation interindividuelle et intra-individuelle de la maladie, et donc de la masse
antigénique, peut influencer la PK des Acm. Ceci est bien démontré pour I’Omalizumab, un
anticorps anti-IgE, puisque la dose a administrer doit étre adaptée au poids des patients et a la
concentration en IgE. Chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoide et traités par
Infliximab, la CRP (C reactiveprotein) pre-thérapeutique a été utilisée comme marqueur
indirect de la production de TNF-o (tumornecrosis factor). Les auteurs ont observé des
concentrations d’Acm significativement plus faibles chez les patients ayant des
concentrations prée-thérapeutiques de CRP élevées. Les études analysant I’influence de la
masse tumorale sur la PK du Rituximab dans le lymphome malin non hodgkinien ont donné

des résultats contradictoires, ce qui pourrait étre expliqué par la difficulté a évaluer de fagon
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Précise la masse tumorale en pratique clinique. L’influence de la masse tumorale sur la
relation dose-concentration-effet du Rituximab a été étudiée a 1’aide d’un modéle murin
développant un lymphome exprimant le CD20 humain (Gilles, 2009).

1V.1.2.4. Influence des anticorps induits

Le développement d’anticorps anti-Infliximab chez les patients traités par Infliximab a été
bien documenté. Un des facteurs de risque de cette immunisation est le sous-dosage des
patients. En effet, les concentrations d’anticorps anti-Infliximab mesurées 6 mois apres le
début du traitement chez des patients ayant une polyarthrite rhumatoide étaient d’autant plus
élevées que les concentrations d’Infliximab, mesurées 1 mois et demi aprés D’initiation,
étaient faibles. La clairance de I’Infliximab est 2.7 fois plus élevée et sa t%2 d’élimination 34
% plus faible en présence d’anticorps anti-Infliximab. Une diminution significative des
concentrations d’Adalimumab, un autre Acm anti-TNF-a, a également été rapportée chez les
patients traités pour polyarthrite rhumatoide et ayant développé des anticorps anti-
Adalimumab.

L’administration ~d’immunosuppresseurs associés (en général méthotrexate ou
Azathioprine) diminue [D’incidence des anticorps anti Infliximab. Les concentrations
d’Infliximab sont plus élevées chez les patients cotraités par méthotrexate. Ceci pourrait étre
expliqué par la diminution du risque de développer des anticorps anti-Infliximab, mais un
autre mécanisme ne peut étre exclu. Une étude comparative a analysé, chez des patients ayant
une maladie de Cohn et traités depuis au moins 6 mois par Infliximab associé a un
immunosuppresseur, I’influence de ’arrét de I’immunosuppresseur associé sur 1’efficacité du
traitement. L’efficacité clinique s’est maintenue pendant les deux années de suivi mais une
augmentation significative de la concentration de CRP et une baisse significative de la
concentration sérique d’Infliximab a été observée dans le groupe ayant arrété
I’'immunosuppresseur associé (Gilles, 2009).

IV.2. Fonctions effectrices des anticorps thérapeutiques

Les anticorps monoclonaux présentent plusieurs modes d’action a discuter.
1V.2.1. Anticorps neutralisants

Se liant a des antigénes solubles comme des toxines, cytokines ou virus, ou bien a des
auto-antigénes. La liaison des anticorps a ces antigénes permet d’empécher I’interaction entre
ces molécules et leur cible cellulaire (exemple : anticorps dirigés contre le VEGF comme le

Bevacizumab).
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IV.2.2. Anticorps antagonistes

Ciblant des récepteurs membranaires et empéchant ainsi la liaison de leurs ligands et donc
leur fonctionnement. Ce sont des anticorps anti-récepteurs de cytokines ou de facteurs de
croissance (exemple : Tocilizumab utilisé contre le récepteur de 1’IL-6, Cetuximab utilisé
contre I’EGFR), des anticorps anti-intégrines (exemple : Efalizumab).
1V.2.3. Anticorps Cytolytiques

Exercant une activité cytotoxique apres liaison a un antigéne membranaire, ce qui peut
étre un effet recherché ou bien un effet indésirable. La portion Fc des anticorps doit étre
présente, car les fragments Fab seuls n’exercent pas d’activité cytotoxique. Cette activité est
liée a ’activation de la voie classique du complément par les anticorps monoclonaux ou le
recrutement de molécules cytotoxiques comme les cellules NK. Elle est principalement
présente lors de I’utilisation d’IgG1. Pour éviter les effets cytotoxiques, il est donc préférable
d’utiliser des anticorps IgG2 ou IgG4. Certains anticorps sont également capables d’induire
I’apoptose par eux-mémes. Exemples d’anticorps cytolytiques : les anticorps Antirhésus D, le
Muromonab (antiCD3, induit I’apoptose des lymphocytes T).
1V.2.4. Anticorps monoclonaux utilisés contre le TNF-a membranaire et soluble

Sont une catégorie a part, car ils exercent plusieurs de ces activités a la fois pour certains.
IIs sont utilisés dans le traitement de plusieurs maladies auto-immunes dont la polyarthrite
rhumatoide (Figure 10). Dans le domaine des chimiothérapies, des techniques de couplage
d’anticorps avec des toxines ou des médicaments comme le méthotrexate ont été mises au
point afin de rendre les anticorps plus efficaces contre les tumeurs. Des fragments d’anticorps
ont également été introduits dans des cellules tumorales pour bloquer et moduler les fonctions
de protéines intracellulaires. D’autres techniques d’optimisation des anticorps monoclonaux
ont été mises au point. Comme, par exemple, la transformation des anticorps par voie
chimique ou génie génétique afin de les rendre bispécifiques et de réaliser des pontages, ou
bien des mutations au niveau des fragments Fc afin d’améliorer les propriétés effectrices de
ces anticorps, d’améliorer 1’affinité contre un antigéne, de diminuer leurs effets indésirables.
Ces techniques d’optimisation ont a terme pour but de diminuer les doses d’anticorps
nécessaires aux traitements et donc de réduire les colts de ceux-ci, mais également de réduire

les colits de production en maitrisant de nouveaux procédes (Bourel et Teillaud, 2006).
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Figure 10 : Mécanismes effecteurs des anticorps monoclonaux (Aurélie, 2015).

1V.3. Nouvelles avancées dans I’utilisation des anticorps monoclonaux en thérapeutique
1VV.3.1. Anticorps armés

Le principe de cette approche consiste en 1’utilisation des Ac monoclonaux comme des
vecteurs permettant une délivrance ciblée d’autres molécules exercant un effet thérapeutique
directement sur leurs sites d’action. S’inspirant du concept de «magic bullet» mis a 1’honneur
par Paul Ehrlich (Scheen et Moutschen, 2009), les Ac «armés» représentent des missiles
téléguideés sur une cible bien spécifique. Il s’agit de conjuguer les Ac monoclonaux avec un
isotope radioactif, une toxine, une enzyme ou un médicament. L’application la plus avancée
concerne 1’hémato-oncologie dans laquelle les Ac, en délivrant de fagon ciblée une molécule
cytotoxique, sont capables de contribuer a détruire sélectivement les cellules tumorales
(Gennigens et al., 2009 ; Bonnet et al., 2009).

1VV.3.1.1. Anticorps conjugués a des radio-isotopes

Les Ac radio-marqués permettent de réaliser une irradiation ciblée sur le site tumoral en
épargnant au maximum les tissus sains (Bonnet et al., 2009). Par ailleurs, cette radio-
immunothérapie interne permet d’irradier les cellules tumorales présentes au voisinage de la
cellule cible et n’exprimant pas ’antigéne choisi par le mécanisme dit «cross fire» ou feu
croisé. La radio-immunothérapie a surtout été utilisée dans le traitement des lymphomes

Parce que ces tumeurs sont généralement fortement Radio-Sensibles. Pour limiter
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L’exposition aux radiations, des Ac monoclonaux murins ont été choisis car leur haute
immunogeénicité favorise une clairance rapide du produit (Scheen, 2009). L’90Y Ibritumomab
Tiuxetan (Zevalin®) est composé d’un Ac dirigé contre le CD20 (Ibritumomab) et d’un
radio-isotope émetteur de rayonnement B (90Yttrium), stabilisés ensemble par un chélateur
(Tiuxetan) (Mathew et Verma, 2009).

1V.3.1.2. Anticorps conjugueés a une toxine (immunotoxines)

Cette approche consiste a coupler a I’Ac une toxine (diphtérique, ricine, etc.) provoquant
la mort de la cellule aprés internalisation de la toxine (Mathew et Verma, 2009). Par exemple,
un traitement faisant appel a une immunotoxine diphtérique, composée du domaine
catalytique de la toxine diphtérique fusionnée a un Ac monoclonal anti-CD3, a été testé
récemment avec succes dans le lymphome cutané a cellules T (Frankel et al., 2009). Le
Gemtuzumab Ozogamicin (Mylotarg®) est un anticorps monoclonal humanisé ciblant
spécifiquement 1’antigéne CD33 qui se retrouve a la surface de la plupart des cellules
leucémiques blastiques (Stasi et al., 2008). Cet Ac est conjugué a la calicheamicin, un
antibiotique cytotoxique trés puissant, environ 1.000 fois plus puissant que la Doxorubicine.
La calicheamicin est un membre hydrophile de la famille des antibiotiques qui clive les
séquences spécifiques des doubles hélices de I’ADN. Le mécanisme d’action de ce
médicament peut étre résumé de la fagon suivante. Le complexe Gemtuzumab Ozogamicin-
calicheamicin se lie a I’antigéne de surface CD33 des cellules leucémiques my¢loides. Le
complexe pénetre la cellule et la calicheamicin est ensuite libérée dans les lysosomes des
cellules myéloides. Elle se lie a I’ADN, ce qu’entraine une cassure de I’ADN, suivie d’une
apoptose cellulaire. Le Mylotarg® a été utilisé avec succés dans le traitement de la leucémie
myeloide réfractaire a une chimiothérapie conventionnelle, chez les sujets agés de plus de 60
ans (Stasi et al., 2008).

1V.3.1.3. Anticorps conjugues a des enzymes

Le concept de générer des agents cytotoxiques au niveau méme d’une tumeur a partir de
Prodrogues non toxiques amenées sélectivement sur leur cible par des Ac servant de vecteurs
a été développé il y a une quinzaine d’années déja et testé, a ce moment, dans des modéles
animaux (Bagshawe et al., 1994).Cette technologie appelée ADEPT(«Antibody Directed

Enzyme Prodrug Therapy») procéde en deux étapes : des prodrogues non toxiques sont
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D’abord conjuguées a 1’Ac, puis I’Ac est couplé a une enzyme qui activera, in situ, la
prodrogue pour la transformer en un agent cytotoxique localement efficace. Cette technique
permet de diminuer la toxicité générale de la drogue tout en assurant une efficacité locale
maximale. Amidases, kinases, phosphatases, glycosidases, carboxypeptidases, glucuronidase
et B lactamase ont été ainsi conjuguées. Dans certains cas, la prodrogue peut étre activee
spécifiqguement par des peptidases endogeénes. Les prodrogues activées dans la tumeur (TAP
pour «Tumor Activated Prodrugs») sont, bien entendu, surtout développées pour étre utilisées
en cancerologie (Denny, 2004). Cette approche pourrait cependant aussi concerner a I’avenir
les maladies infectieuses résistantes a certains antibiotiques ou encore les maladies

parasitaires.
1V.3.1.4. Anticorps conjugués a un médicament

Les immunoliposomes sont des liposomes conjugués a des Ac monoclonaux (Sofou et
Sgouros, 2008). Cette technologie a bénéficié des avancées conjointes dans la fabrication des
liposomes et des Ac monoclonaux. Les liposomes contiennent des molécules ou des
nucléotides a action thérapeutique et, grace aux Ac monoclonaux, peuvent étre téléguidés
directement sur les cellules cibles, en général des cellules néoplasiques. Bien que cette
approche soit encore a un stade de développement, des progres significatifs ont été réalisés
ces derniéres annees. Les immunoliposomes offrent 1’avantage d’augmenter 1’interaction
locale avec la cellule cible, soit sous la forme d’une fusion avec la membrane cellulaire, soit
grace a une internalisation par endocytose, ce qui aboutit a un plus haut taux de rétention de
I’agent pharmacologique (Bagshawe et al., 1994). Les immunoliposomes ont été utilises avec
succes in vivo pour délivrer, de facon ciblée dans la tumeur, des génes suppresseurs de la
tumeur, grace a des fragments d’Ac monoclonaux contre le récepteur humain de la
transferrine, par exemple. Cette approche a été appliquée a des tumeurs cérébrales ou a des
cancers du sein. Cette technique peut également étre utilisée dans un but d’imagerie a visée
diagnostique. Dans ce cas, les immunoliposomes sont utilisés pour acheminer de fagon ciblée
des agents de contraste utilisés en résonance magnétique nucléaire ou des radioéléments
utilisés en médecine nucléaire (Sofou et Sgouros, 2008). Outre la technique des liposomes,
d’autres approches peuvent étre envisagées combinant un Ac monoclonal et une drogue
active, en particulier celle faisant appel a la technique de la protéine de fusion (Senter, 2009).

Ainsi, il a été rapporté récemment qu’une protéine de fusion couplant une interleuline-2
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humaine et un Ac monoclonal anti-CD30 spécifique de certaines tumeurs comme les
lymphomes de type Hodgkin et les lymphomes anaplasiques a grandes cellules pouvait

s’avérer utile pour éradiquer de petites tumeurs résiduelles (Hirsch et al., 2009).
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Figure 11 : Différents types d’immunoconjugués (Bertrand, 2011).

1V.3.2. Autre types d’anticorps
1V.3.2.1. Anticorps bispécifique

Un Ac naturel posséde deux régions variables de méme spécificité. On peut construire, par
voie chimique ou par génie génétique, un Ac possédant une partie variable de spécificité A et
une autre de spécificité B. L’Ac ainsi modifié pourra se fixer sur 2 molécules cibles distinctes
et les ponter. La premiére indication a été la cancérologie. En réalisant un Ac possedant une
double spécificité, par exemple un anti-CD3, d’une part, et un anti-antigéne tumoral, d’autre
part, on peut espérer ponter un lymphocyte activé a une cellule tumorale, entrainant la lyse de
la cellule tumorale. Plusieurs Ac bispécifiques sont actuellement en étude dans plusieurs
domaines thérapeutiques, notamment en cancérologie (Chames et Baty, 2009). Des travaux
récents ont montré des résultats prometteurs chez la souris en utilisant un variant de
I’herceptine ciblant simultanément deux antigénes bien connus dans le domaine de la

cancérologie, HER-2 («Human Epidermal growth factor Receptor 2») et VGEF («Vascular
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Endothelial Growth Factor») (Bostrom et al., 2009). Ces Ac «deux en un» remettent quelque
peu en question le paradigme de I’Ac monoclonal avec un seul site de liaison a un antigéne

spécifique.
1VV.3.2.2. Anticorps intracellulaire

Les Ac agissent normalement dans le milieu extracellulaire : aprés leur synthese, ils sont
sécrétés dans les liquides extracellulaires ou ils restent liés a la surface des cellules B comme
récepteurs de I’antigéne. Récemment, des génes codant des Ac intracellulaires ont été congus
par génie génétique. Ceci permettrait d’utiliser des Ac dans les cellules pour bloquer la
construction des virus ou des protéines nocives, telles que les oncoprotéines. Le premier
exemple de cette approche a consisté a créer I’Ac F105 qui se lie a gp 120, une protéine
d’enveloppe essentielle pour le VIH (Virus d’Immunodéficience Humain) (Clayton et al.,
2007). Cette approche devrait permettre de téléguider 1’administration de médicaments anti-

rétroviraux spéecifiqguement dans les cellules infectées par le virus.
1V.3.2.3. Fragments d’anticorps recombinants

Cette approche consiste a utiliser des fragments d’Ac, en particulier les fragments Fab et
scFv produits par la technique du «phage-display». Les fragments possedent de nombreux
avantages par rapport aux immunoglobulines completes : ils ont un volume de distribution
plus élevé, une efficacité plus rapide, un risque plus faible de réactions secondaires d’origine
immune, et une élimination plus rapide. L’utilisation de ces fragments d’Ac ouvre la voie a la
«nanomédecine». Ils permettent, en effet, d’amener a leurs cibles spécifiques des agents
pharmacologiques de trés faible poids moléculaire intégrés dans des nanoparticules,
garantissant ainsi une excellente biodisponibilité, une meilleure biocompatibilité et un
meilleur profil de sécurité (Debbage, 2009). Ces propriétés font d’eux des molécules
adéquates pour la détoxification des substances hautement a haut pouvoir de diffusion ou de
toxines de faible poids moléculaire. De plus, leur intérét s’est amplifié pour une utilisation en
cancérologie, par la possibilité de les conjuguer a des toxines, enzymes ou autres substances,
ou d’obtenir des fragments bispécifiques, voire trispecifiques (multimeres de fragments de
scFv) (Schaedel et Reiter, 2007). Les Ac peuvent également étre utilises pour la

neutralisation de toxines. Des Ac monoclonaux protégeant de la toxine produite par Bacillus
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anthratis (Anthrax) ainsi que la neurotoxine botulique ont déja été obtenus (Schneemann et
Manchester, 2009).
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Figure 12: Représentation schématique de différents formats des fragments d’anticorps
recombinants (Little et al., 2000).

V. Méthodes de purifications et la commercialisation des anticorps monoclonaux
V.1. Purification des anticorps

La technique de purification la plus souvent employée est la chromatographie d'affinité.
Mais, avant, on peut procéder a une séparation brute des Ig des autres protéines sériques
(albumine, transferrine, etc.) par précipitation différentielle au sulfate d'ammonium. Une
chromatographie d'échange ionique est aussi possible, quoique moins employée.

De plus en plus, on procéde par chromatographie d'affinité avec la protéine A ou la
protéine G comme ligand pour la région constante des anticorps (Fc). Ce sont des protéines
de source bactérienne ayant la capacité de se fixer sur la région Fc des anticorps. Une
protéine récemment découverte, la protéine L, se liant aux chaines k de certaines classes

d'anticorps, devient de plus en plus populaire.
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Ensuite, pour purifier I'anticorps spécifique, on peut procéder a une chromatographie
d'affinité avec I'antigene comme ligand. Seul I'anticorps contre cette protéine devrait
s'attacher sur la colonne, toutes les autres protéines du sérum étant lavées dans I'éluat. On
peut aussi utiliser des "peptides artificiels" ressemblant a certains épitopes particulierement

antigeniques de I'antigene (ligands peptidomimétiques) (05)
V.2. Commercialisation des anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux sont aujourd’hui des traitements en pleine expansion. Les
premiers anticorps ont été utilisés a des fins thérapeutiques durant la deuxiéme moitié des
annees 1980, et les applications médicales ne cessent de progresser. En 2013, environ 35
anticorps monoclonaux étaient disponibles sur le marché, avec plus de 350 molécules en
développement. Depuis 2014, 6 & 9 nouveaux anticorps monoclonaux sont mis sur le marché
chaque année. En 2017, 10 anticorps devraient étre approuvés afin d’étre mis sur le marché,
dont 9 n’ayant jamais été approuvés dans aucun pays (figure 14) ; et 52 résultats d’études

devraient voir le jour (dont 20 dans le cadre du cancer) (Marion, 2017).

Tableau 111 : 10 Anticorps Monoclonaux en revue aux Etats-Unis et dans I'Union

Européenne pour un possible mise sur le marché en 2017 (Marion, 2017).

International non-proprietary name Indication

Ocrelizumab Multiple sclerosis

Avelumab Merkel cell carcinoma

[Pending) Adwvanced colerectal cancer

Inotuzumab czogamicin Hematolegical malignancy

Dupilumak Atopic dermatitis
Sirukumab Fheumateid arthritis
Sarilumab Rheumatoid arthritis

Brodalumab# Psoriasis

Guselkumab Plague psoriasis

Romaosozumab Osteoporosis in pestmenopausal women at increased risk of fracture

En 2015, le marché mondial des anticorps monoclonaux représentait environ 85 milliards

de dollars. Il devrait étre multiplié par 2, voire 3, d’ici 2024.
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En 2015, les 3 biothérapies (dont 2 anticorps monoclonaux) les plus vendues ont été
I’Humira® (14 milliards de dollars), le rituximab (7,33 milliards de dollars) et 1’insuline
glargine (7 milliards de dollars).

Les anticorps monoclonaux présentent de multiples indications. Parmi les plus fréquentes,
on retrouve les cancers, I’immunologie avec des maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide, I’asthme, le rejet de greffe et autres rhumatismes inflammatoires. ..,
mais également [’ophtalmologie, I’infectiologie, la cardiologie ou certaines maladies
génétiques (Figure 13) (Marion, 2017).

= Cancer ® Autoimmune diseases
* Infectious diseases ® Others
» Inflammatory diseases = Microbial diseases

Figure 13 : Marché des anticorps monoclonaux en 2016 par indication (Marion, 2017).
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Introduction

Alors que la mortalité par maladie infectieuse a diminué dans le monde occidental,
le cancer y est devenu la seconde cause de mortalité, devancée seulement par les
maladies cardiaques. Les estimations actuelles prévoient qu’aux Etats-Unis une
personne sur trois développera un cancer et qu’une sur cinq en mourra. D un point de
vue immunologique, les cellules cancéreuses peuvent étre considérees comme des
cellules du soi modifiées qui ont échappé aux mécanismes normaux de régulation de
la croissance. Ce chapitre examine les propriétés spécifiques des cellules cancéreuses,
en accordant une attention particuliére a celles pouvant étre reconnues par le systeme
immunitaire. Les réponses immunitaires qui se développent contre les cellules
cancéreuses, ainsi que les méthodes par lesquelles les cancers réussissent a échapper a

ces réponses.

Les différents types de cellules matures de 1’organisme ont une durée de vie
donnée ; lorsque ces cellules meurent, de nouvelles cellules sont générées par la
prolifération et la différenciation de différents types de cellules souches. Dans des
circonstances normales, la production des nouvelles cellules est régulée de telle fagon
que la quantit¢ de cellules d’un types particulier demeure constante.
Occasionnellement, cependant, il arrive que des cellules ne répondent plus aux
mécanismes normaux de controdle de la croissance. Ces dernieres donnent naissance a
des clones de cellules qui peuvent atteindre une taille considérable et conduire alors a

une tumeur ou néoplasme (Judy et al., 2014).
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|. Généralités sur le cancer
1.1. Définition de cancer

Le cancer est un terme générique appliqué a un grand groupe de maladies pouvant
toucher une partie quelconque de I’organisme. Les autres termes employé€s sont ceux
de tumeurs malignes et de néoplasmes. L’une des caractéristiques définissant le
cancer est I’apparition rapide de cellules anormales dont la croissance s’étend au-dela
de leurs limites habituelles et qui peuvent alors envahir des zones voisines de
I’organisme et se propager a d’autres organes. Il est fait référence a ce processus sous
le terme de dissémination métastatique. Les métastases sont la principale cause de

déces par cancer (6).
1.2. Origine du cancer

Le maintien de I’organisme humain implique la continuité des divisions cellulaires
pour remplacer les cellules épuisées, réparer les tissus 1ésés et a assurer une protection
immunitaire contre les pathogénes. On estime & 1016 le nombre de division cellulaire
qui ont lieu dans le corps humains au cours d’une vie. Une phase préparatoire
essentielle avant toute division cellulaire est la réplication de I’ADN, qui produit deux
copies identiques du génome diploide. Bien que les enzymes qui répliquent I’ADN
soient extrémement précises et que des mécanismes du type lecture d’épreuves
corrigent les fautes, de rares erreurs surviennent encore. IL faut ajouter que certains
changements dans I’ADN sont dus a des dommages chimiques qui échappent a la

machinerie de réparation de I’ADN.

Les changements dans I’ADN, appelés mutations, comprennent la substitution,
I’insertion et la délétion de nucléotides, mais aussi la recombinaison entre différents
membres d’une famille de génes ainsi que les réarrangements chromosomiques. Les
mutations dans les cellules germinales (ovules et spermatozoides) sont a la base des
variations qui permettent a I’espéce humaine de se diversifier et d’évoluer. Par contre,
les mutations dans les cellules somatiques affectent uniquement I’individu chez qui
elles surviennent. La plupart des mutations somatiques passent inapergues puisque
leurs effets, s’il en existe, ne se manifestent que dans une seule cellule. IL existe

cependant certaines mutations qui abolissent les mécanismes de contréle de la
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Division et de la survie des cellules. Dans ce cas, la cellule mutante prolifere pour
former une population croissante de cellules mutante qui finalement déregle les

fonctions physiologiques, menant ainsi aux maladies que 1’on regroupe sous le nom
cancer (Parham, 2003).

I. 3. Types de tumeur

Tumeur qui signifie nouvelle croissance, sont des synonymes que 1’on utilise pour
décrire pour un tissu dans lequel les cellules se multiplient anormalement. La
branche médicale qui s’occupe des tumeurs est appelée oncologie, le préfixe onco
décrire du grec ogkos, qui signifie grosseur). Toutes les tumeurs ne sont pas malignes
(Parham P, 2003).

1.3.1. Tumeur Bénigne

C’est un type de tumeur qui n’est pas capable de croitre indéfiniment et qui
n’envahit pas largement les tissus sains environnants (Judy et al., 2014). Par exemple
les verrues, sont entourées d’une capsule, restent localisées et de taille limité (Parham
Peter, 2003).

Figure 14: Tumeur bénigne (7).

1.3.2. Tumeur Maligne

Une tumeur qui continue a croitre et devient progressivement invasive est

maligne ; le terme cancer se réfere spécifiguement a une tumeur maligne. En plus
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d’une croissance incontrdlée, les tumeurs malignes donnent des métastases (Figure

16)

Cellu}es cancéreuses

Meéetastases

donnant naissance a de
uvelles cellules cancéreuses

Une fois dans le sang |
les cellules se déplaceén
dans le systéme ci =
jusqu’a ce qu’elles atteignent up OF
a leur fixation et réintégration dans les tissus

Figure 15 : Présentation schématique de métastase (8).

Dans ce processus, des petits groupes de cellules cancéreuses quittent la tumeur,
envahissent les vaisseaux sanguins ou lymphatiques et atteignent d’autres tissus ou ils
continuent a proliférer. De cette fagon, une tumeur primaire au niveau d’un site peut

donner naissance a une tumeur secondaire au niveau d’un autre site (Judy et al.,

2014).

Figure 16: Tumeur maligne (7).

1.4. Antigénes de tumeur

Les cellules cancéreuses sont des cellules du soi et donc les antigénes qu’elles

expriment sont sujets a un mécanisme de tolérance qui permet le maintien de
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L’homéostasie et le controle de 1’auto-immunité. Néanmoins, des antigeénes uniques
ou d’expression aberrante existent dans de nombreuses tumeurs et sont détectés par le
systeme immunitaire. La plupart des antigénes sont a 1’origine de peptides reconnus
par le systéme immunitaire apres présentation par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH).

En effet, de nombreux antigéne ont été identifiés par leur capacité a induire la
prolifération de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou de lymphocytes T helpers. Les
antigénes de tumeurs reconnus par les lymphocytes T sont classés en quatre groupes

en fonction de leur origine :

e Les antigenes codés par des genes spécifiquement exprimés par les tumeurs.

e Les antigénes codés par des formes variantes de genes normaux modifiés par
des mutations.

e Les antigénes qui ne sont normalement exprimés qu’a certaines étapes de la
différenciation ou uniguement par certaines lignées.

e Les antigénes qui sont surexprimés dans des tumeurs particulaires.

De nombreuses études cherchent a utiliser ces antigénes pour le diagnostic, le
pronostic et le ciblage des tumeurs. Il y a deux principaux types d’antigénes de
tumeurs classés en fonction de leur caractére unique : les antigénes spécifiques de
tumeurs (Tumor Specific antigens, TSA) et les antigénes associés aux tumeurs
(Tumor associated antigénes TAA) (Judy et al., 2014).

1.4.1. Antigénes spécifiques de Tumeurs

Les antigenes spécifiques de tumeurs sont specifiques des cellules tumorales et
absents de la surface des cellules normales de 1’organisme. Ils peuvent résulter de
mutations. Lorsqu’ils sont dégradés au sein du cytosol, ils créent de nouveaux
peptides qui sont présentés par les molécules du CMH de classe 1, ce qui induit des
CTL spécifiques de tumeurs. Les antigenes spécifiques de tumeur ont été identifiés
dans des tumeurs induites par des carcinogénes chimiques ou physiques, ainsi que

dans certaines tumeurs induites par des virus.
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La démonstration de la présence d’antigénes spécifiques de tumeur dans des
tumeurs induites par un carcinogéne chimique ou spontanées est particuliérement
difficile parce que la réponse immunitaire a de telles tumeurs élimine toutes les
cellules tumorales portant un nombre suffisant d’antigénes tumoraux et, de cette

facon, sélectionne les cellules porteuses de faibles taux d’antigénes tumoraux.

Néanmoins, de nouvelles approches ont été developpées pour caractériser ces
TSA, qui peuvent ne se différencier d’une protéine normale que par la seule
modification d’un acide aminé. La caractérisation de nombreux TSA a montré que
nombre d’entre eux n’étaient pas membranaires mais cytosoliques et qu’ils pouvaient

étre présentés a la surface apres apprétement sur les molécules de CMH1.

Contrairement aux tumeurs chimio-induites, les tumeurs viro-induites expriment
des antigénes partagés par I’ensemble des tumeurs induites par le méme virus, ce qui

simplifie leur caractérisation.
1.4.2. Antigénes associés aux Tumeurs

Contrairement aux TSA, les TAA ne sont pas exprimés uniquement dans les
cellules tumorales. En effet, les TAA sont des protéines cellulaires normales produites
a un stade du développement, comme au stade feetal, ou a des taux extrémement
faibles par les cellules normales dans des conditions normales. Ceux qui sont
exprimés a la réactivation d’un gene feetal ou embryonnaire suite a une mutation sont
appelés antigénes de tumeurs onco-feetaux. Ces genes sont normalement exprimes
durant le développement embryonnaire avant que le systéme immunitaire soit
immunocompétent. Lorsqu’une transformation induit leur expression apres ce stade,

ils peuvent reconnus comme du non Soi et induire une réponse immunitaire.

En plus des antigenes embryonnaires, les TAA incluent également le produit de
certains oncogenes tels que certains facteurs de croissances et leurs récepteurs. Ces
protéines, bien que présentes chez 1’adulte, sont normalement finement régulées et
exprimées a de faibles niveaux (figure 18). Par exemple, toute une série de tumeurs
expriment le récepteur de ’EGF a des taux 100 fois supérieurs a celui des cellules
normales. Un exemple de facteur de croissance surexprimé servant associé a une

tumeur, est le facteur de croissance de la transferrine, appelé p97, qui contribue au
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Transport du fer dans les cellules. Alors que les cellules normales expriment moins de
8 000 molécules de p97 par cellule (Judy et al., 2014).
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Figure 17 : Différents mécanismes créent des antigénes spécifiques des tumeurs
(TSA) et des antigenes associés aux tumeurs (TAA) (Judy et al., 2014).

I1. Immunité antitumorale

Les tumeurs malignes dérivent de la croissance incontrolée d’un clone de cellule
(groupe de cellules qui sont toutes issues d’une seule et unique cellule progeénitrice

transformées).

Cette prolifération des cellules tumorales qui est insensible aux mécanismes
physiologiques de régulation, est associée a de nombreuse anomalies acquises de leur
génome qui touchent les oncogenes. Les oncogeénes s’expriment dans les cellules
normales et leurs produits sont impliqués dans les phénoménes de prolifération
cellulaire. Il s’agit d’enzyme (protéines kinases....) impliquées dans la transduction
des signaux d’activation, de facteurs de transcription (c-myc, c-fos....) ou des
récepteurs de facteurs de croissance. A I’inverse, les anti-oncogénes contribuent a
réprimer la prolifération et, dans certains cas, la différenciation cellulaire. Des
mutations au niveau de certains oncogénes (c-myc dans le lymphome de burkitt, abl
dans certaines leucémies.....), qui augmentent leur activité biologique, ou au niveau
de certains anti-oncogeénes (protéine p53), qui de ce fait sont rendus inactifs, ont été

décrites dans différentes tumeurs humaines et peuvent rendre compte de la
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Prolifération incontr6lée des cellules tumorales. Différents arguments plaident en
faveur d’un role du systéme immunitaire dans le controle de la prolifération des
tumeurs. Les cellules tumorales expriment des antigénes membranaires et
cytoplasmiques dont la caractérisation moléculaire a énormément progressé au cours

des derniéres années.

Ces antigenes peuvent susciter des réponses immunitaires et cellulaires
susceptibles d’aboutir a 1’éradication ou « rejet » de tumeur. Il est désormais assez
bien établi qu’en matiére d’immunité antitumorale naturelle, c’est essenticllement la
réponse cellulaire T cytotoxique spécifique des antigénes tumoraux, et non pas la
réponse humorale, qui joue un rble protecteur. En particulier, les modeéles
expérimentaux de tumeurs développés chez la souris ont montré que lorsqu’une
réponse cellulaire T adéquate se développe, non seulement la tumeur est éradiquée
mais, de plus, ’hote devient résistant a toute nouvelle inoculation par cette méme
lignée tumorale. Ainsi, le développement des techniques permettant I’identification
des peptides antigéniques reconnus par des clones lymphocytaire T spécifiques de
tumeurs a marqué, vers la fin des années 1980, une étape de toute premiére

importance.

De fagon paradoxale I’administration des anticorps monoclonaux dirigés contre
des cibles tumorales ou de son microenvironnement a constitué une avancée

thérapeutique majeure démontrant un rdle anti tumoral des anticorps.

Cependant, dans de trés nombreux cas, la réponse immunitaire anti tumorale ne
s’exprime pas comme elle devrait, car les cellules tumorales développent des
mécanismes qui leur permettent d’échapper a la réponse immunitaire. Ces différentes
phases de I’interaction entre I’hote et la cellule tumorale ont été conceptualisees par la
théorie des 3E de schrieber qui stipule que I’interaction entre le systéme immunitaire
et la cellule tumorale peut conduire a I’élimination de la tumeur, a un état d’équilibre
(maitrise de la prolifération des cellules tumorales sans éradication) ou a un
échappement de la cellule tumorale au contréle immunologique. C’est ce qui explique
que les cancers soient parmi les trois premiéres causes de déces dans les industrialisés,
et que la définition de nouvelles stratégies d’immuno-intervention, permettant

d’augmenter de maniere significative la réponse lymphocytaire T anti tumorale,
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Représente aujourd’hui un axe prioritaire de la recherche en immunologie (Chatenoud
et Bach, 2012).

11.1. Mécanismes effecteurs antitumoraux

A Dinstar de toute réaction immunitaire, la réponse anti tumorale est associée a la
présence d’anticorps, de cellule T auxiliaires et cytotoxiques specifiques des antigénes
tumoraux que nous venons de discuter. Etant donné que définition, 1’éradication d’une
tumeur nécessite 1’élimination physique de la totalité des cellules tumorales, une
attention particuliere a de tout temps été portée sur les mécanismes de cytotoxicité.
Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette cytotoxicité peuvent, du moins

en théorie, varier en fonction de la cible tumorale (Chatenoud et Bach, 2012).
11.1.1. Mécanismes de cytotoxicité a médiation cellulaire

On reconnait a I’heure actuelle deux types principaux de cellules lymphocytaires
spécialisées capables d’exercer des fonctions de cytotocxicité sur des cibles
tumorales. Il s’agit des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules Naturel Killer ou
NK. Méme si les données sont encore préliminaires, il est important de citer

également dans cette liste les lymphocytes NK invariants (Chatenoud et Bach, 2012).

De nombreuses données, obtenues a partir de modeles expérimentaux ou d’études
cliniques, soulignent le r6le majeur dans le rejet des tumeurs des lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques spécifiques. La fréquence de ces cellules peut étre
particulierement élevée parmi les lymphocytes qui infiltrent les tumeurs. D’une
maniere générale, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques peuvent éliminer les cibles
tumorales en libérant leurs granules qui contiennent des sérines estérases et de la
perforine. Par ailleurs, certaines lignées tumorales peuvent exprimer de maniere
constitutive le récepteur Fas impliqué dans la transduction de signaux de mort
cellulaire programmée ou apoptose. La destruction de ces cellules tumorales peut
donc étre déclenchée par I’interaction avec le ligand de Fas dont on sait qu’il est
exprimé a la surface de lymphocytes T activés. Cette expression du ligand de Fas
concerne aussi bien les lymphocytes T CD8+ que CD4+. On ne peut exclure que,
dans certains ans les lymphocytes T CD4+ puissent étre également impliqués dans les

phénomenes de cytotoxicité anti-tumorale.
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Les lymphocytes NK ont été initialement décrits et sont toujours identifiés, chez
I’homme et la souris, par leur capacité¢ de lyser de maniére spontanée, sans aucune
sensibilisation préalable, des cibles tumorales. Ils ont de tout temps été considérés
comme la premiere barriére d’immunité naturelle anti-tumorale, des sortes de
cellules « sentinelles » pouvant détecter et détruire précocement les celles
transformées. Ainsi, les souris porteuses de la mutation « beige », déficitaire en

cellules NK, sont anormalement sensibles aux tumeurs provoquées et spontanées.

Les mécanismes moléculaires permettant aux lymphocytes NK de distinguer les
cibles tumorales des cellules normales de 1’organisme sont demeurés pendant de trés
nombreuses années totalement inconnues. Il est désormais établi que les lymphocytes
NK possedent des récepteurs spécialisés qui leur permettant d’exercer une activité
cytotoxique vis-a-vis de cibles qui expriment peu ou pas de molécules
d’histocompatibilité de classe 1. Il est parallélement assez bien établi que la perte
d’expression des molécules de classe 1 est une caractéristique fréquente des cellules
tumorales, ce qui conforte I’hypothése du role des cellules NK en matiére d’immunité

anti-tumorale (Chatenoud et Bach, 2012).
11.1.2. Mécanismes de cytotoxicité antitumorale dépendante des anticorps

Les anticorps naturels ont un role qui n’est pas clairement établi dans I’immunité
anti tumorale, tandis que de nombreux anticorps monoclonaux dirigés contre des
antigénes tumoraux ou l’angiogénése tumorale sont entrés dans 1’arsenal
thérapeutique. Lorsque ’anticorps s’est fixé sur sa cible tumorale, il peut entrainer
une lyse de la cellule par un mécanisme d’ADCC (antibody dependent cell
cytotoxicity) correspondant a la fixation de la portion FC de I’anticorps sur un RFcy
activateur (RFcyl, RFcy2a, RFcy3a) exprimé par des macrophages ou des cellules
NK. Les anticorps d’isotype IgG1 et IgG3 sont plus efficaces pour cette activité. Le
role de ces RFcy activateur dans I’activité anti-tumorale des anticorps a été demontré
chez la souris par la perte de I’activité thérapeutique de 1’anticorps en cas de
déficience en RFcy activateur. Chez I’homme, une corrélation entre les
polymorphismes des RFcy activateurs et ’efficacité des anticorps suggere également

un rdle de ces RFcy dans le mécanisme d’action de ces anticorps. Par ailleurs, la
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liaison de I’anticorps sur la cellule tumorale peut entrainer la fixation de la protéine
Clq sur fragment Fc de 1’anticorps suivie par une cascade d’activation de protéines de
la voie classique du complément pour aboutir a la formation du complexe d’attaque
membranaire (CAM) capable de lyser la cellule tumorale. Les IgM, les IgG1 et les
IgG3 sont les isotypes activant le mieux la voie classique du complément (Chatenoud
et Bach, 2012).

11.1.3. R6le des cytokines

Les souris déficientes en IFN-gamma ou en un élément constitutif de la voie de
signalisation activee par son récepteur développent de nombreuse tumeurs ce qui
suggeére un impact important de cette cytokine dans 1’élimination des cancers. Cette
cytokine peut avoir une activité anti tumorale directe en facilitant la reconnaissance et
I’¢limination des cellules tumorales par les lymphocytes T CD8 en augmentant
I’expression des CMHI. Les interférons de types I (a / B) et type II (y) augmentent
’activité des cellules du systéme immunitaire ce qui les rend plus @ méme d’éradiquer
les cellules tumorales. Récemment, le role de I’'TL-12 a été particulierement étudié.
L’injection d’IL-12 & des souris les protége de I’induction de cancer par un type
carcinogene chimique. Les souris déficients en IL-12développent également plus de
papillomes (un type de cancer épithélial) que les souris sauvages. Cela peut étre dd en
partie au role de I’'IL-12 dans le développement des lymphocytes T. Cette cytokine
induit les DC a activer des fortes réponses TH1 et CTL.

La cytokine TNF-a tient son nom de son activité anti tumorale. Lorsqu’elle est
injectée a des souris atteintes d’une tumeur, elle induit le saignement et la nécrose de
la tumeur. Toutefois, des activités pro- et anti tumorales de cette cytokine ont aussi été
démontrées. Les souris TNF-/- traitées par de nombreux carcinogénes ont développeé
soit plus de sarcomes soit moins de carcinomes cutanés que les souris sauvages. Ces
variations étant dépendantes de la lignée de souris et du traitement, ce qui suggére un

role plus complexe du TNF-a dans I’immunité tumorale (Judy et al., 2014)
11.2. Mécanismes d’échappement antitumoral

Néanmoins, la fréquence élevée des tumeurs en clinique humaine illustre bien a

quel point les tumeurs spontanées sont résistantes aux mécanismes mis en place par le
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systtme immunitaire pour les éliminer. Parmi les différents mécanismes

d’échappement a la surveillance immunitaire identifiés :
11.2.1. Diminution de I’expression des molécules du CMH

Des défauts d’apprétement ou de présentation antigénique sont fréquemment
retrouvés dans les tumeurs parmi les mutants qui échappent au systéme immunitaire.
Ces défauts incluent certaines mutations qui vont diminuer 1’expression des molécules
du CMH, sécréter les TSA plutdt qu'une expression de surface, inhiber le transport
associé¢ a I’apprétement antigénique (TAP) ou la B2-microglobuline, et insensibiliser
a I'IFN-y. Chacune de ces mutations induit une diminution de la présentation
antigénique sur les CMH de classe | et une profonde inhibition de la reconnaissance
par les lymphocytes T CD8. Les cellules NK devraient étre en mesure de reconnaitre
ces cellules exprimant plus faiblement les CMH | mais une diminution de I’expression
des ligands des récepteurs activateurs des NK est également fréquente dans les

tumeurs ce qui leur permet d’échapper a la lyse par ces cellules (Judy et al., 2014).

11.2.2. Echappement aux signaux d’apoptose

L’augmentation des facteurs anti-apoptotiques et 1’absence ou 1’expression de
récepteurs de morts mutés peut amener des tumeurs a devenir résistantes aux signaux
de mort cellulaire programmee. Ainsi, un défaut dans le mécanisme de réparation de
I’ADN dans les cellules tumorales couplé a une pression du systéme immunitaire (par
ex., une lyse speécifique des cellules exprimant les CMH de classe 1) favorise
I’accumulation de cellules tumorales portant ces mutations qui permettent la survie
cellulaire. En effet, I’absence de CMH sur les cellules tumorales est généralement un

signe de progression tumorale et de mauvais pronostique (Judy et al., 2014).

11.2.3. Défaut d’expression de molécules de costimulation

Une activation compléte d’un lymphocyte T nécessitait deux signaux : un signal
d’activation induit par I’engagement d’un complexe CMH —peptide antigénique par le
TCR et un signal de costimulation résultant de I’engagement de la molécule
costimulatrice CD28 sur les lymphocytes T par le CD80 ou CD86 (B7) exprimé par
les CPA. Ces deux signaux sont nécessaires pour induire la production d’IL-2 et la

prolifération des lymphocytes T. En raison de leur statut de cellule du soi, les cellules

50

——
 —



CHAPITRE 02 : CANCER ET SYSTEME IMMUNITAIRE

tumorales sont assez faiblement immunogénes et ont tendance a ne pas exprimer de
molécule de costimulation. En absence d’un nombre suffisant de CPA dans le proche
voisinage de la tumeur et un faible nombre de facteurs stimulateurs de ces cellules, les
lymphocytes T spécifiques de la tumeur ne recevront qu’un signal d’activation partiel.
Ceci peut conduire a une anergie clonale et a une tolérance. Récemment, des thérapies
antitumorale cherchant a augmenter la costimulation des lymphocytes T antitumoraux

ont été agréé (Judy et al., 2014).
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cellules tumorales pourrait permettre a une tumeur d’échapper a la

reconnaissance par les CTL (Judy et al., 2014).
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I11. Immunothérapie du cancer

La science qui mobilise le systeme immunitaire pour vaincre le cancer, fait I'objet
de recherches depuis plus d'un siécle. Pourtant, ce n’est que récemment que cette
puissante stratégie a finalement pris le devant de la scéne en oncologie
traditionnelle. Au cours des dernieres années, des réactions cliniques sans précédent,
un développement rapide de médicaments et des premiéres autorisations en nature de
la part de la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis ont été
accordées. Les rapports de patients atteints d'un cancer en phase terminale défiant les
pronostics et réalisant des rémissions complétes s'accumulent. Ces réussites sont
I'aboutissement de décennies de recherches laborieuses menées par des scientifiques
et des médecins pionniers. Les immunothérapies récemment approuvées incluent des
médicaments capables de manipuler des composants du systeme immunitaire et des
méthodes d'ingénierie génétique des propres lymphocytes T des patients pour

reconnaitre et attaquer leurs tumeurs.

Les chercheurs s'emploient a développer l'utilisation de I'immunothérapie pour
aider davantage de patients atteints de cancer. Mais on ne sait toujours pas pourquoi
seul un sous-groupe d'individus réagit au traitement et comment mieux atteindre les
rémissions prolongées. Des centaines d'essais cliniques sont en cours pour déterminer
s'il est possible d'obtenir de meilleures réponses en combinant des approches
thérapeutiques. La découverte des bases cellulaires et moléculaires de la résistance au
traitement devrait faciliter la conception rationnelle de nouvelles études basées sur des
mécanismes. Les avancées en matiere de séquencage du génome identifient des
biomarqueurs prédictifs et facilitent la conception de vaccins personnalisés qui ciblent
les néo-antigenes tumoraux spécifiques du patient. Ces axes de recherche, ainsi que
les preuves de plus en plus évidentes que le microbiome intestinal joue un réle
déterminant dans la réponse a I'immunothérapie, tracent des voies novatrices menant a

une médecine réellement personnalisée (Priscilla, 2018).
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I. Anticorps monoclonaux ciblant les antigénes associés aux tumeurs
I.1. Anticorps anti-CD20

L’arrivée sur le marché en 1998 du premier anticorps monoclonaux chimérique anti-CD20,

Rituximab, a révolutionné la prise en charge des lymphomes (GOUBET et al., 2018).

Le CD20 est un marqueur tres spécifique des LB, exprimé en grande quantité a la surface
des lymphocytes pré-B et des LB matures. En revanche, il n’est pas exprimé a la surface des
souches hématopoiétiques, des cellules pro-B ni des plasmocytes sauf pour un petit contingent
(Sibilia et Sordet, 2005). Son réle reste encore mal compris. On suppose qu’il agit en régulant
les flux calciques et qu’il intervient dans la transduction des signaux lors de 1’activation et de
la différenciation des lymphocytes B (GOUBET et al., 2018).

1.1.1. Rituximab (Mabthera®)
1.1.1.1. Définition

Le Rituximab, commercialisé en France sous le nom de Mabthera®, est un anticorps
Monoclonal chimérique murin/humain obtenu par génie génétique. Il se lie spécifiquement a
I’antigeéne transmembranaire CD20 situé sur les lymphocytes pré-B et B matures. Le fragment
Fab murin du Rituximab se lie a I’antigéne CD20 des lymphocytes B et le fragment Fc
(chaine lourde humaine 1gG-1 associée a une chaine légére kappa), se fixe au complément et
peut entrainer la lyse de ces lymphocytes (cytotoxicité complément dépendante) (Reynaud et
al., 2015).

Le Rituximab a été initialement utilisé dans les Lymphomes indolents, principalement
folliculaires, en rechute comme traitement isolé. L’étude pivot de McLaughlin et al. A permis
I’enregistrement du rituximab dans cette indication (GOUBET et al., 2018).
1.1.1.2. Mode d’action

Le Rituximab est devenu un pilier dans le traitement d’une large variété d’affections
malignes a cellules B. Plusieurs études in vitro ont démontré qu’il a une grande capacité
d’induire une CDC de plusieurs lignes cellulaires B. L’expression des molécules inhibitrices
du complément CD55 et CD59 sur les cellules malignes B est corrélée avec la lyse observée
in vitro. Afin de vérifier I’activité anti-tumorale du Rituximab qui se traduit par une CDC, cet
AcM a été ajouté a un fluide extravasculaire dans lequel la concentration en composants du
complément est plus faible que dans le plasma. La CDC a été, toute de méme, observée d’ou

la suggestion que la CDC doit contribuer a I’activité anti-tumorale du Rituximab dans les
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Compartiments intra et extravasculaire. La CDC peut induire la mort des cellules ciblées par
le Rituximab. Cette activité est considérée comme le mécanisme d’action principal dans
certains modeles animaux. Beaucoup de données suggerent le fait que la CDC intervienne
chez des patients, traités par le Rituximab. Les points les moins claires sont le degré de
contribution de ce mécanisme dans la réponse anti-tumorale et si cet AcM est actif contre les
cellules qui sont en dehors du compartiment intra-vasculaire. De maniére globale, 1’évidence
de la bonne contribution de la CDC a I’efficacité clinique du Rituximab était assez importante
pour encourager le développement de nouvelles générations d’anti-CD20 ayant une capacité
renforcée de fixer le complément. L’¢évidence la plus convaincante que I’ADCC est
mécaniquement impliquée dans la réponse clinique du Rituximab vient des études démontrant
I’association entre le polymorphisme du CD16 (FcyRIlla) et la réponse clinique du
Rituximab. En effet, les homozygotes présentant 2 valines (VV) en position 158 ont une
affinité plus importante pour les IgG1 que les CD16 avec une phénylalanine (VF ou FF) dans
cette position. Les patients présentant un Lymphome folliculaire avec un génotype VV
présentent une meilleure réponse clinique au Rituximab comparativement au 2eme phénotype.
Une autre étude pointe I’interaction avec le FcyRIla (NOUAR, 2015).

Ces études soulignent I’importance de I’interaction Fc-FcyR pour les effets antitumoraux
du Rituximab et suggerent que I’ADCC soit le mécanisme majoritaire. Elles définissent les
NK, les principales cellules a exprimer le CD16, comme des contributeurs clés a ’activité
antitumorale des AcM. Il est néanmoins important de signaler que toutes les données traitant
ces polymorphismes ne sont pas pertinentes. L’interaction entre le fragment Fc et le CD16
contribue a I’activité anti-tumorale du Rituximab, d’aprés certaines études. L’interprétation la
plus pertinente de ces observations est que les NK induisent une ADCC des cellules ciblées
par le Rituximab. En effet, les NK activées en présence du Rituximab produisent I’INFy qui,
lui, peut avoir un effet anti-tumoral direct sur les cellules malignes ou peut activer d’autres
cellules effectrices comme les granulocytes (FcyR affin a I’INFy) qui contribue a ’ADCC
(Figure 19) (NOUAR, 2015).
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Figure 19: Mécanisme d’action du Rituximab (A : signal direct. B : CDC et ADCC avec
un potentiel antagonisme entre ces 2 mécanismes) (NOUAR, 2015).

Le complément peut impacter directement 1’activation des cellules B. Le C3 a été
démontré comme ayant un effet inhibiteur direct sur les fonctions des NK. L’épuration des
corps apoptotiques par le complément peut freiner le développement d’une réponse immune
ce qui expliquerait la corrélation entre le polymorphisme du C1q et la durée de réponse du
Rituximab. Une rémission a, en effet, été observée chez les sujets présentant un polymorphe
associé a un niveau de Clq plus bas et une activité biologique C1q moins importante.
L’activation des NK et I’ADCC induite par le Rituximab sont inhibés par le C3b du
complément. L’épitope qui fixe le C3b au Fc de I’IgG est treés proche de 1’épitope qui fixe le
Fc au CD16. Ainsi la fixation du complément empéche la fixation du Rituximab sur le CD16
et inhibe I’ADCC induite. Le complément peut donc avoir des effets positifs ou négatifs sur la
thérapie. 1l existe des preuves que tous les anti-CD20 ne sont pas semblables. La classe |
(Rituximab) et la classe Il (Tositumomab), différent dans leurs facons de fixer le CD20.
Comparée a la classe |, il parait que la classe Il donne lieu a moins de mouvement du
récepteur CD20 dans les radeaux lipidiques, augmente le signal de mort cellulaire induite,
diminue la CDC et augmente I’ADCC (Figure 19) (NOUAR, 2015).
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1.1.1.3. Association & la chimiothérapie

C’est toutefois en association avec la chimiothérapie (CHOP = Cyclophosphamide —
Hydroxydoxorubicine — ONCOVIN® (Vincristine) — Prednisone) que le Rituximab a

montré un allongement de la survie des patients par rapport a la chimiothérapie seule.

Dans les lymphomes agressifs, 1’association Rituximab—Chimiothérapie allonge
également la survie et est devenue le traitement de référence. Dans la leucémie lymphoide
chronique (LLC), le traitement par Rituximab en monothérapie de premiére ligne a permis
d’obtenir un taux de réponse globale allant de 51 a 90% dont 4 & 19 %de réponses completes.
Dans cette indication, c’est aussi en association avec la chimiothérapie que la place du
rituximab semble étre la plus importante. La Fludarabine, analogue des purines le plus étudié
dans la LLC, en association avec le Cyclophosphamide et I’AcM anti-CD20 permet
aujourd’hui des résultats notables. En diminuant I’immunogénicité par les techniques
d’humanisation précédemment énoncées, les AcMs anti-CD20 de seconde génération et de
troisieme génération tels que 1’Ofatumumab et 1’Obinutuzumab, améliorent 1’efficacité des
traitements et permettent de contourner certaines résistances (GOUBET et al., 2018).
1.1.1.4. Indication thérapeutique

Une déplétion lymphocytaire B périphérique complete est généralement obtenue chez la
plupart des patients traités par Rituximab. Le Rituximab a été utilisé en premier lieu dans les
lymphomes B a partir de 1997 puis pour la polyarthrite rhumatoide réfractaire aux anti-TNF
alpha (tumor necrosis factor) a partir de 2006. Il a récemment obtenu une autorisation de mise
sur le marché (AMM en décembre 2013) pour le traitement d’induction de la rémission des
patients adultes atteints de granulomatose avec polyangéite (GPA ; maladie de Wegener) et
polyangéite microscopique (PAM) séveres et actives (Reynaud et al., 2015).

Le Rituximab a obtenu ’AMM en France : en hématologie, pour le traitement des
lymphomes B diffus a grandes cellules en association a la chimiothérapie, les lymphomes
folliculaires et la leucémie lymphoide chronique ; en rhumatologie, pour le traitement de la
polyarthrite rhumatoide (PR), en association au méthotrexate, apres réponse insuffisante ou en
cas d’intolérance aux anti-TNF (Feurer et al., 2014).

1.1.1.5. Posologie

En dehors de ces indications, le Rituximab a montré une efficacite, le plus souvent dans le

cadre d’études ouvertes, pour le traitement de nombreuses maladies auto-immunes au cours
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Des quelles est incriminée la responsabilité des lymphocytes B. Le Rituximab est administré
en intraveineuse aprés prémédication pour prévenir une reaction allergique. Deux schémas
d’administration sont utilisés : dans la PR, deux perfusions de 1000 mg a quinze jours
d’intervalle ; dans les hémopathies lymphoides, une perfusion hebdomadaire de 375 mg/m2,
avec une périodicité variable selon la pathologie. C’est ce schéma qui a été le plus souvent

utilisé au cours des maladies auto-immunes (Feurer et al., 2014).
1.1.1.6. Effets secondaires

L’effet secondaire le plus fréquent est une réaction allergique au cours de I’injection (30—
35 % lors de la premiéere perfusion). Ces réactions sont principalement liées, comme pour
I’Infliximab, au développement d’anticorps dirigés comme la partie murine de la molécule
(9,2 %). De nombreuses complications infectieuses ont été rapportées : infections a pyogenes
(Pneumonie, Septicémie, etc.) ou infections opportunistes (Zona, Infections Fongiques, etc.)

pouvant aboutir au décés du patient.

Les immunosuppresseurs associés et la pathologie sous-jacente favorisent le
développement de ces infections. Ont été également décrits des cas de : neutropénie
persistante, réactivation virale B, décompensation cardiaque. Plusieurs publications ont
récemment rapportées le développement, pratiquement toujours fatale, de leucoencéphalite
multifocale progressive due au virus JC, en particulier au cours de lupus ou de PR graves

ayant recu au préalable un agent alkylant a visée immunosuppressive (Feurer et al., 2014).
1.2. Anticorps anti-EGFR

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est impliqué de facon majeure

dans I’oncogenése de nombreux types de cancer d’origine épithéliale, dont le Cancer
Colorectal (Nelly, 2018).

1.2.1. Cétuximab (Erbitux®) et Panitumumab (Vectibix®)
1.2.1.1. Définition

Le Cétuximab (Erbitux®), un Anticorps Monoclonal chimérique murin/humain, et le
Panitumumab (Vectibix®), un Anticorps Monoclonal de structure totalement humaine, tous

les deux dirigés contre I’EGFR, sont indiqués pour la prise en charge du Cancer Colorectal
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Métastatique. La structure du Panitumumab limite en théorie le risque de réaction

d’hypersensibilité immédiate rencontrée lors de I’utilisation du Cétuximab (Nelly, 2018).
1.2.1.2. Mode d’action

Environ 50% des Cancers Colorectaux portent une mutation activatrice des génes
RAS (majoritairement KRAS et NRAS) entrainant une activation constitutive de la voie de
signalisation de I’EGFR indépendamment de celle de ce récepteur par son ligand. Aussi, la
recherche systématique de ces mutations permet d’identifier les patients susceptibles de

recevoir un anticorps anti-EGFR (absence de mutation) (Nelly, 2018).

De nombreuses molécules sont actuellement utilisées comme thérapeutique ciblée pour
bloquer la multiplication des cellules cancéreuses qui comportent des récepteurs aux facteurs
de croissance cutanée. Il peut s'agir d'Anticorps Monoclonaux qui bloque le domaine
extracellulaire comme le Cetuximab (Erbitux®) et le Panitumumab (Vectibix®) (Bagot,
2017).

Ces deux anticorps se comportent comme des antagonistes compétitifs en se fixant au
site de liaison de ’EGF et induisent, par ailleurs, une réaction cytotoxique de type ADCC
(Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity) mettant en jeu des effecteurs cellulaires
du systeme immunitaire (Nelly, 2018).

Il existe aussi des petites molécules qui inhibent I'activité tyrosine-kinase du récepteur du
facteur de croissance épithéliale (EGF-R) : I'Erlotinib (Tarceva®) et le Gefitinib (Iressa®).
C'est un domaine en pleine expansion et des molécules de nouvelle génération comme

I'Afatinib (Giotrif®) apportent encore plus de spécificité et d'efficacité (Bagot, 2017).
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Figure 20: Stratégies des thérapies ciblées anticancéreuses (Sébastien, 2015).
1.2.1.3. Clinique

Ces Anticorps sont classiqguement associés aux protocoles FOLFOX ou FOLFIRI. Le
Cétuximab est utilisé a la dose de 250 mg/m2 (aprés une dose de charge) et le Panitunumab a
la dose de 6 mg/kg. En dehors du risque d’hypersensibilité, les anti-EGFR présentent,
comme principaux effets indésirables, des toxicités cutanées (rash acnéiforme, xérose) qui

touchent 80 % des patients et une hypomagnésémie (Nelly, 2018).

A ces médicaments nouveaux s'associent des effets secondaires nouveaux, essentiellement
cutanés, de prévention difficile et nécessitant souvent une antibiothérapie systémique. Les
Iésions dermatologiques sont dominées par une folliculite du haut du corps touchant
quasiment tous les patients (Bagot, 2017).

1.2.1.4. Indication
Les Anticorps Monoclonaux ont pour indications :
* le Cancer Colorectal K-Ras et N-Ras sauvage (Cétuximab, Panitumumab) ;

* le Cancer de la téte et du cou (Cétuximab) ;
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« le Cancer Bronchique non a petites cellules avec (Géfitinib, Erlotinib, Afatinib) ou sans
(Erlotinib) mutation activatrice de I’EGFR (Sébastien, 2015).

1.3. Anticorps anti-VEGF

Le VEGF signifie «Vascular endothelial growth factor» (facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire), il s’agit d’une molécule de signalisation, il assure le
développement de vaisseaux sanguins peéri-tumoraux. Le VEGF représente les cibles
thérapeutiques les plus prometteuses pour le traitement des cancers gastro-intestinaux
(Ferretti, 2017).

1.3.1. Bevacizumab (Avastin®)
1.3.1.1. Définition

Le Bevacizumab est un Anticorps Monoclonal humanisé recombinant anti-facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF : vascular endothelial growth factor) (d'ou le
suffixe -zumab) de type IgG1. Il est utilisé en complément d’une chimiothérapie classique ou
d’un ITK (inhibiteurs de la tyrosine kinase) chez les patients porteurs d’un cancer bronchique
non a petites cellules non épidermoide (Ferretti, 2017).

Le Bevacizumab se lie selectivement au VEGF humain et neutralise toutes les isoformes
du VEGF en se liant a un épitrope distinct du site de liaison au récepteur. La fixation du
Bevacizumab sur le VEGF circulant empéche donc l'activation des récepteurs du VEGF. Ceci
entraine donc le blocage de l'activité biologique qui en découle, soit un arrét du
développement des cellules endothéliales et par conséquent un arrét de la prolifération des
vaisseaux sanguins. Un grand nombre d'expériences ont validé l'activité anti-tumorale non
négligeable de 1'Avastin® dont l'efficacité réside dans le controle des cancers. En effet, les
protocoles comprenant I’ Avastin® ont permis de faire passer le taux de réponse au traitement
de 35 a 45%, un allongement de temps sans progression et de la survie. Le Bevacizumab est
historiquement la premiére thérapie ciblée a avoir montré un intérét dans le cancer du rein
métastatique (Saillard, 2014).
1.3.1.2. Production du Bevacizumab

La production du Bevacizumab se fait par génie génétique. Le principe réside dans
I'humanisation d'un anticorps de souris dirigé contre le VEGF: Mab A.4.6.1. On développe
une fraction humanisée Fab (fragment antigen binding) de cet anticorps murin (Fab-12) dont

est directement issu le Bevacizumab. Celui-ci est donc constitué d'une partie constante
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D’origine humaine et d'une partie variable d'origine murine. D'autre part, le Bevacizumab a
deux domaines de liaison antigénique (Saillard, 2014).
1.3.1.3. Mode d'action

Le Bevacizumab se lie au facteur clé de la Vasculogenése et de 'Angiogenése, a savoir le
VEGF. Son mécanisme d'action est basé¢ sur l'inhibition de la liaison du VEGF a ses
récepteurs, VEGFR-1 ou Flt-1 et KDR ou VEGFR-2, a la surface des cellules endothéliales.
La neutralisation biologique du VEGF a pour conséquence la régression des vaisseaux
tumoraux ainsi que la normalisation de ceux restants, la régression de la croissance des micro-
vaisseaux. On observe également une inhibition de la formation de nouveaux vaisseaux
tumoraux, ainsi qu'une inhibition de la progression des métastases. Le Bevacizumab entraine
donc un blocage des phénomenes de néo vascularisation, ce qui a pour conséquence d'inhiber
la croissance tumorale. A noter que le Bevacizumab a un effet additif, voire synergique, avec

les médicaments cytotoxiques « classiques » (Saillard, 2014).
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Figure 21: Mécanisme d’action du Bevacizumab (Saillard, 2014).

1.3.1.4. Indication

L’indication du Bevacizumab dans le cancer du sein a été retirée récemment aux Etats

Unis par la FDA pour manque de preuve, I’indication reste validée dans le cancer bronchique
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non a petites cellules, en premiere ligne, en association avec un sel de platine et du paclitaxel,

des lors que | 'histologie n’est pas a prédominance épidermoide (GOUBET et al., 2018).

1.3.1.5. Efficacité clinique

L’ajout de Bevacizumab au 5-fluorouracile en administration intraveineuse a été évalué
dans la chimiothérapie. Dans ces études, les parametres d’intérét sont la survie globale, la
survie libre de progression, le taux de réponse tumorale et la durée de la réponse au traitement
(HRIROU, 2011).

1.3.2. Ramucirumab
1.3.2.1. Définition

Le Ramucirumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur VEGFR2 qui joue
un réle majeur dans 1’angiogenése tumorale et qui a démontré son efficacité dans le cancer
gastrique métastatique (Baldacci, 2014).

Le Ramucirumab est un AcM ciblant spécifiquement le VEGFR2, acteur principal de
I’angiogenése tumorale. Cette spécificiteé différencie Ramucirumab de ses prédecesseurs anti
VEGF qui ont des actions biologiques diffuses en ciblant une ou plusieurs iso formes de
VEGF circulant(s) (Bevacizumab et Aflibercept) et permet ainsi de limiter les toxicités
habituelles des anti-Angiogéniques. Le Ramucirumab a été évalué sur un tres large panel de
types histologiques et selon plusieurs modalités d’association. Malgré ce développement a
grande échelle, les autorisations d’accés au traitement par Ramucirumab sont vivement
débattues. Sur le plan international, la FDA a déja autorisé la molécule dans 3 localisations,
s’appuyant sur les données des phases III significatives : adénocarcinome gastrique seul ou en
association au Paclitaxel (étude RAINBOW et REGARD), carcinome bronchique non a
petites cellules métastatique, en association au Docétaxel (étude REVEL) et CRCm en
association au FOLFIRI (étude RAISE) (GOUBET et al., 2018).

1.4. Anticorps anti-HER?2

Le récepteur ErbB2/HER?2 est un récepteur de 185 kDa décrit pour une premiére fois chez
I’homme dans les années 1980. Celui-ci fait partie de la famille des ErbB/HER qui inclue 4
récepteurs tyrosine kinases (EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/Neu/HER2, ErbB3/HER3 et 49
ErbB4/HER4) avec une homologie partielle (Martin, 2018).

63

——
| —



CHAPITRE 03 : ANTICORPS MONOCLONAUX EN CANCEROLOGIE

Domaine extracellulaire
(Liaison avec le ligand)

Domaine

//tr'ln\‘tn clnhr'ul l\'lirC
00000 f/996660 e

00000 000000

Domaine cytoplasmique
(Activité tyrosine kinase)

Figure 22: Structure générale des récepteurs a activité tyrosine kinase (HRIROU, 2011).

En conditions physiologiques, ces récepteurs jouent un réle crucial dans la régulation de la
prolifération cellulaire, la différentiation, la motilité ainsi que I’apoptose. Le récepteur EGFR
est souvent muté dans plusieurs types de cancers incluant le cancer du sein. Cependant, ¢’est
le récepteur ErbB2/HER2 qui prédomine la famille ErbB avec une amplification génique dans
30% des cancers du sein primaire par une augmentation de 2 a 20 fois du nombre de copies du
géne (Martin, 2018).

Chez ’homme, aucune mutation n’est nécessaire pour conféré un potentiel oncogénique ou
I’amplification génique est généralement de type sauvage. Outre le cancer du sein, ce
récepteur peut également étre surexprimé via une amplification génique ou une mutation dans
le cancer de I’ovaire. Plusieurs cas ont également été rapportés dans d’autres types de cancers
(Martin, 2018).

1.4.1. Trastuzumab (Herceptin®)
1.4.1.1. Définition

Le Trastuzumab (Herceptin) est un anticorps monoclonal 1gG1 humanisé inhibiteur du
récepteur ErbB2/HER2. Son utilisation thérapeutique représente une avancée considérable
dans le traitement des patientes surexprimant HER2 en situation aussi bien métastatique
qu’adjuvante ou néoadjuvante. Il a d’emblée ét¢ utilisé¢ chez les patientes qualifiées de HER

(2+), soit HER2 (3+) en immunohistochimie (Martin, 2018).
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Figure 23: Mécanismes d'action proposés de Herceptin (Trastuzumab) (Rita, 2006).
1.4.1.2. Mode d’action

Cet Anticorps se lie au domaine IV du récepteur HER2 et bloque I’homodimérisation
inhibant ainsi sa signalisation intracellulaire. Par la suite, plusieurs autres mécanismes
d’actions complémentaires ont été découverts (Figure 24). Cet anticorps a la propriété
d’internaliser ErbB2 par sa liaison au domaine IV permettant sa dégradation. Il a également
été démontré que cet anticorps peut bloquer I’hétérodimérisation d’une sous-unité HER2 avec
la sous-unité HER3. Un autre mécanisme d’action du Trastuzumab est ’inhibition du clivage
du récepteur empéchant ainsi la formation de p95HER2, une forme du récepteur tronqué tres
active. 1l y a aussi quelques évidences précliniques démontrant que le Trastuzumab a des
propriétés Antiangiogéniques par la normalisation et la régression de la vascularisation en
diminuant la production de VEGF. Cependant, une étude clinique de phase Il évaluant le
Bevacizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF-A, comme ajout au Trastuzumab en
premiére ligne de traitement n’a démontré aucune amélioration significative. De plus, le
Trastuzumab a la capacité d’induire la Cytotoxicité cellulaire dépendant d’un anticorps
(ADCC). En effet, I’activation des cellules NK, monocytes et macrophages exprimant le

récepteur Fc gamma (ex : CD16) reconnaissent le domaine Fc de I’anticorps 1i¢ aux cellules
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Cancéreuses. Par la suite, ces cellules immunitaires relachent des cytokines et des granules

cytotoxiques provoquant ainsi I’apoptose et la lyse des cellules tumorales reconnue par le
Trastuzumab (Martin, 2018).

HER], HER2,
HER3, or HERA

Figure 24: Mécanismes d’action du Trastuzumab (Martin, 2018).
1.4.1.3. Association de Trastuzumab a la Chimiothérapie

En combinaison avec la chimiothérapie, ce traitement a révolutionné les résultats cliniques
des patientes avec une tumeur surexprimant fortement la protéine HER2 ciblant le domaine
extracellulaire de HER2.Deux études cliniques de phase Il ont déterminé que le Trastuzumab
est sécuritaire et efficace . Finalement, une étude clinique de phase I11 incluant 469 patientes a
démontré des résultats cliniques d’efficacité significatifs avec une augmentation du temps
avant la progression de la maladie de 7,4 mois pour le groupe traité au Trastuzumab
comparativement a 4,6 mois pour le groupe contr6le sans Trastuzumab. Ces résultats

cliniques ont permis 1’approbation de ce traitement par 1’U.S Food and Drug Administration
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(FDA) en 1998 contre le cancer du sein métastatique HER2+, et plus tard en 2006 comme
adjuvant a la chimiothérapie (Figure 25) (Martin, 2018).

¢ 1987: ERBB2 overexpression
correlates with poor overall
survival in breast cancer

9 1992: First human ® 2006: FDA approves
trials of trastuzumab adjuvant trastuzumab
are initiated

i 1998: Trastuzumab and
1981-1985: chemotherapy in phase 3

Identification trials lead to CHF; FDA

and cloning approves herceptin with
of ERBB2 requirement for cardiac
monitoring
1980 - 1985 1990 I 1995 2000 2005 2010

Figure 25 : Historique du Trastuzumab (Martin, 2018).

L’addition de cet anticorps aux Anthracyclines a vu le nombre de rechutes du cancer du
sein diminuer de 50 % et la mortalité de 33 %. Cependant, malgré des résultats cliniques
incroyables, les réponses thérapeutiques sont habituellement de courtes durées suggérant le

développement d’une résistance (Martin, 2018).
1.4.1.4. Trastuzumab et Systeme Immunitaire

Outre le systeme immunitaire inné, le systeme immunitaire adaptatif est également
important dans la réponse thérapeutique du Trastuzumab avec les lymphocytes T CD8+
clairement associés a une meilleure survie chez les patientes atteintes du cancer du sein
HER2+ (Ali et al., 2014).

1.4.2. Pertuzumab
1.4.2.1. Définition

Le Pertuzumab est un anticorps monoclonal humanisé recombinant qui se lie au domaine 2
de Dimérisation de I’ErbB2/HER?2 qui est localisé sur le cdté opposé au domaine 4 ou se lie le
Trastuzumab (Hervent et Keulenaer, 2012).
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1.4.2.2. Mode d’action

Le Pertuzumab, est un autre anticorps monoclonal qui inhibe la Dimérisation de HER2 en
se liant a la partie extracellulaire au niveau du domaine de liaison de la protéine et inhibe ainsi
I’activation des voies de signalisation HER2-dépendantes. D’un point de vue mécanistique,
Deux Acm peuvent étre synergiques s’ils ciblent deux épitopes différents avec des actions
différentes et complémentaires. De plus, le blocage prolongé de HER2 par le Trastuzumab
peut augmenter I’expression des autres sous-types de I’EGFR et autoriser alors la
signalisation par des Hétérodimeres HER2/HER3-HER2/HER4 ou des Homodimeéres sans
HER2. Ainsi, I’utilisation d’un double ciblage sur HER2 pourrait induire un meilleur

recrutement des cellules NK au sein du microenvironnement (GOUBET et al., 2018).

DISRUPTION OF INHIBITED FORMATION OF
LIGAND-INDEPENDENT LIGAND-DEPENDENT
HETERODIMERS HETERODIMERS
trastuzumab pertuzumab

N 2

INHIBITION OF INHIBITION OF
LIGAND-INDEPENDENT LIGAND-DEPENDENT
SIGNALING SIGNALING

Figure 26 : Liaison du Trastuzumab vs Pertuzumab (Martin, 2018).
1.4.3. Trastuzumab-Emtansine
1.4.3.1. Définition

Le Trastuzumab emtansine ou T-DM1 est un anticorps conjugué a une drogue (ADC)
développé par Roche. Un lien covalent relie le Trastuzumab au DM1 un agent cytotoxique
(Martin, 2018).
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L’Anticorps T-DM1 composé d’une molécule de Trastuzumab couplée a trois molécules de
Maytansine. La Maytansine est un agent cytotoxique qui inhibe la polymérisation de la
tubuline. Il s’agit d’une double thérapie ciblée qui grace a I’anticorps permet de vectoriser la
chimiothérapie cytotoxique engendrant ainsi une lyse cellulaire sélective (GOUBET et al.,
2018).

1.4.3.2. Mode d’action

Une fois I’anticorps internalisé par les cellules tumorales via 1I’endocytose et processé, le
DM1 se lie a la tubuline et inhibe la formation des microtubules menant a 1’interruption de la
mitose et éventuellement & 1’apoptose. Le DML1 ainsi que ces métabolites doivent atteindre un
certain seuil de concentrations intracellulaire avant de déclencher la mort cellulaire. Ainsi, les
principaux mécanismes de résistance associés au T-DM1 empéchent 1’accumulation

intracellulaire de la drogue cytotoxique (Martin, 2018).

*Availsbility of T-DM| (o cancer cells Cancer cell with HER2
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Figure 27 : Mécanismes de résistance du T-DM1 (Barok et al., 2014).
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1.4.3.3. Combinaison entre le Trastuzumab et la Duocarmycine

D’autres ADC sont présentement en développement, tel le SYD985 développé par la
compagnie Synthon. Cet ADC est la combinaison entre le Trastuzumab et la Duocarmycine.
Malgré la pharmacocinétique similaire entre avec le T-DM1, le SYD985 a été démontré
Beaucoup plus efficace dans des modeles in vitro et in vivo (PDX) avec une faible expression
du récepteur ErbB2/HER2 (Dokter et al., 2014 ,van der Lee et al., 2015).

1.4.4. Lapatinib
1.4.4.1. Définition

Le Lapatinib est une petite molécule inhibitrice des récepteurs tyrosine kinases et est un

analogue de I’ATP. Ce produit se lie de fagon réversible a la partie intracellulaire du récepteur

ErbB2/HER?2 au site de liaison a I’ATP (Hervent et al., 2012).
1.4.4.2. Combinaison Trastuzumab-Lapatinib

Une étude clinique de phase Il a démontré que les patientes atteignant une réponse
complete avec la combinaison Trastuzumab —Lapatinib ont une meilleure survie globale que
les patientes traitées seulement au Trastuzumab d’ou son utilisation en clinique comme ajout

au Trastuzumab (Azambuja et al., 2014).

Contrairement au Trastuzumab, le Lapatinib inhibe la signalisation constitutive ainsi que

la signalisation dépendant de ligands (Martin, 2018).
1.4.4.3. Indication

Ce traitement permet également d’inhiber les cellules tumorales résistantes exprimant
p95ErbB2. Finalement, le Lapatinib est une option thérapeutique pour les métastases au
cerveau étant donné sa capacité a traverser la barriere hématoencéphalique (Taskar et al.,
2012, Saleem et al., 2015).

70

——
| —



CHAPITRE 03 : ANTICORPS MONOCLONAUX EN CANCEROLOGIE

Tableau IV : Résumé des mécanismes d’action du Trastuzumab, du Pertuzumab et du
Lapatinib (Martin, 2018).

Diminution de l'expression Aungmentation de
de HER2; blocage du l'expression total de
clivage: suppression de la HERZ2 a la surface
formation de p9SHER2 cellulaire
Perturbation de la
dimérisation avec les

Perturbation partielle de la

dimérisation rn i e
Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la
signalisation PI3K et signalisation PI3K et signalisation PI3K et
MAPE MAPE MAPE
Stimule ' ADCC Stimule ' ADCC

Induction de p27 et

Induction de p27 et p21; i3]~ Naahaalas i ok

Inhibition de cdk2

Induction de p27;
Inhibition de cdk2

cdk2
5 o : Induit l'apoptose Diminution de survivin
Dlsnun}':ilﬁ];:j;::ﬁ]{l (mécanismes et Mcl-1; Augmentation
inconnues) de BIM et Fox03a

1.5. Anticorps anti RANK-L

La signalisation induite par I'interaction de I'activateur du récepteur du ligand du facteur
nucléaire kappa-B (RANKL), membre de la famille des cytokines du facteur de nécrose
tumorale (TNF), avec son récepteur, l'activateur du récepteur du facteur nucléaire kappa-B
(RANK), participe a toutes les étapes du développement de la tumeur au sein; de la formation
initiale de la tumeur a la migration des cellules cancéreuses et aux métastases subséquentes.
Le cancer du sein est le cancer le plus répandu chez les femmes, avec une incidence d'environ
1,7 million de nouveaux cas dans le monde. Dans le cancer du sein métastatique, l'os est le
site secondaire le plus fréquent, impliqué chez environ 70% des patientes. Les cancers de la
prostate, des poumons, des reins et de la thyroide se metastasent souvent jusqu'a I’os. Les
métastases osseuses peuvent entrainer une morbidité grave et une baisse de qualité de vie
consécutive en induisant des événements liés au squelette (SRE). Définis comme fractures
pathologiques, nécessité d'une chirurgie orthopédique, nécessité d'une radiothérapie pour
compression de I'os ou de la moelle épiniere. L'espérance de vie prolongée pose des défis pour
la gestion du cancer du sein avancé et des cancers des cellules souches. Bien que les
bisphosphonates soient utilisés avec succés depuis de nombreuses années pour prévenir et
gérer ces RED, le Denosumab a également été enregistré a cette fin et est de plus en plus
utilisé (Groot et al., 2018).
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1.5.1. Denosumab
1.5.1.1. Définition

Le Denosumab est un anticorps monoclonal humain 1gG2 génétiquement modifié dans des
cellules ovariennes de hamster. Il a une haute affinité et spécificité pour 1’activateur des
récepteurs humains du ligand du facteur kappa-B nucléaire (RANKL), principal régulateur de
la résorption osseuse ostéoclastique. Le Denosumab se lie a RANKL, empéchant ainsi
RANKL d'activer son récepteur, RANK, a la surface des ostéoclastes et de leurs précurseurs.
Cela inhibe la formation, la fonction et la survie des ostéoclastes, réduisant ainsi la résorption

osseuse (Zaheer et al., 2015).

Le Denosumab, comparativement a 1’acide zolédronique dans le cancer du sein, de la
prostate et les autres cancers métastasant dans les os, a amélioré la prévention des premiers
évenements affectant le squelette (fracture pathologique, nécessité d’une irradiation osseuse,
nécessité d’une chirurgie osseuse, tassement vertébral et compression médullaire) (GOUBET
etal., 2018).

1.5.1.2. Mode d’action

Denosumab, anticorps monoclonal humain qui inhibe sélectivement 1’activation du
récepteur RANK des ostéoclastes réduisant la résorption osseuse (Claire et Tomas, 2019).
RANKUL est sécrété par les ostéoblastes, ostéocytes, cellules de revétement osseux et cellules
du stroma osseux, activant les ostéoclastes qui provoquent la résorption osseuse. Des facteurs
de croissance tels que TGF-b et IGF-1 sont ensuite libérés, qui stimulent la prolifération des
cellules cancéreuses et libérent des facteurs de résorption osseuse tels que PTHrP et Les
ostéoblastes stimulant I'lL-6 et d'autres cellules productrices de RANKL sécrétent davantage
de RANKL. L'inhibition de RANKL peut interrompre ce cycle (Figure 28) (9).
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9
o

Figure 28: Cercle vicieux (Groot et al., 2018).

1.5.1.3. Denosumab et le Systeme Immunitaire

Ces Anticorps Monoclonaux ciblant les antigenes exprimés sélectivement par les tumeurs
ne sont donc pas seulement des immunothérapies passives. Le mécanisme d’action de certains
de ces anticorps monoclonaux, dont les plus efficaces, repose sur I’initiation d’une réponse
immunitaire adaptative, par ADCC et/ou induction d’une mort cellulaire immunogeéne
notamment. Sous-jacent au role majeur de la réponse immunitaire dans 1’efficacité
antitumorale des traitements, le concept thérapeutique a dernierement été bouleversé
cherchant a cibler non plus les cellules tumorales mais aussi les cellules immunitaires. Ainsi
les AcMs sont désormais aussi utilisés comme agents immunomodulateurs de la réponse
immunitaire anti-tumorale. Ces nouvelles cibles, des inhibiteurs ou activateurs du systeme
immunitaire, démultiplient le potentiel thérapeutique en termes de combinaison de traitements
et de marqueurs prédictifs d’efficacité (GOUBET et al., 2018).

1.5.1.4. Effets Indésirables Principaux

Dyspnées, infections urinaires et des voies respiratoires supérieures, sciatique, cataracte,
constipation, éruption cutanée, douleurs des membres, hypocalcémie sévére, diarrhée, rare
ostéonécrose de la méachoire, fractures atypiques (Claire et Tomas, 2019).
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I1. Anticorps exergant des effets immunomodulateurs direct

L'immunothérapie agit principalement sur le systeme immunitaire du patient pour le rendre
apte a attaquer les cellules cancéreuses. Dans ce domaine, l'offre des médicaments
anticancéreux a été récemment bouleversée par la mise sur le marché de nouveaux
médicaments d'immunothérapie spécifique, les inhibiteurs de points de contréle (anti-PD-1,

anti-PD-L1, anti-CTLA-4) dont le mécanisme d'action est illustré ci-dessous (figure 29).

Ganglions lymphatiques MET

Figure 29 : Mécanismes des inhibiteurs de points de contréles immunitaires (Laetitia,
2018).

Ces médicaments permettent de bloquer les « freins de l'immunité » (PD-1, PD-L1,
CTLA-4) et donc de réactiver le systtme immunitaire afin que celui-ci lutte plus efficacement
contre les cellules tumorales. A court terme en France, d'autres immunothérapies spécifiques,
cette fois de thérapie cellulaire et génique et bénéficiant du statut de médicament de thérapie
innovante (MTI), les cellules CAR-T (Chimeric Antigen Receptor-T, CAR-T Cells),
viendront compléter cet arsenal (Hélene et al., 2019).

Un développement clinique riche des inhibiteurs de points de controle et des cellules
CAR-T est intense. Une extraction sur clinicaltrial.gov réalisée en juillet 2017 a permis
d'identifier plus de 1500 essais cliniques en cours dans le monde, évaluant :

e quinze anti-PD-1 dans 733 essais cliniques, 83 en phase IlI.
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e huit anti-PD-L1 dans 311 essais cliniques, 50 en phase I11.

e trois anti-CTLA-4 dans 282 essais cliniques, 39 en phase IlI.

e trente-quatre cibles différentes visées par des cellules CAR-T dans 189 essais cliniques
(dont 86 ciblant CD19). Cela représente plus de 285 000 patients inclus ou a inclure
(Heléne et al., 2019).

11.1. Anticorps Anti CTLA4

Le CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4) ou CD152 est une protéine
exprimée a la surface du lymphocyte T (LT) et impliquée dans la tolérance périphérique. Le
CTLA-4 a une plus forte affinité pour les molécules B7 (CD80/B7.1 et CD86/B7.2) des
cellules présentatrices d’antigénes que le CD28 (Figure 30). Il entre en compétition avec ce
dernier inactivant les LT. Ainsi, le blocage de CTLA-4 induit a la fois la réactivation, la
différenciation T (Thl, Th2, Th17, T régulateur), la prolifération et la survie des LT effecteurs
contre les cellules tumorales. De plus, le CTLA-4 est une molécule fortement exprimée par
les LT régulateurs (Treg). Son blocage induit une levée de I’immunorégulation également a

I’origine des propriétés anticancéreuses de ce type de traitement (Vozy et Coutzac, 2016).
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11.1.1. Ipilimumab
11.1.1.1. Définition

L’Ipilimumab est un anticorps monoclonal humain de la sous-classe des 1gG1, qui se lie
spécifiquement a 1’antigéne 4 associé¢ aux lymphocytes T cytotoxiques, (CTLA-4) et qui
s’administre par voie intraveineuse. En bloquant cet antigéne, 1’Ipilimumab reduit le
mécanisme naturel d’inhibition du systéme immunitaire, ce qui permet aux cellules effectrices
du systeme immunitaire de maintenir leur activité contre les cellules tumorales (OPDIVO et
YERVOQY, 2017 ; Johnson et al., 2016).

L’Ipilimumab a ainsi obtenu I’AMM en France en 2011 sous le nom de Yervoy® (Cecile,
2016).
11.1.1.2. Mode d’action

CTLA4, molécule exprimée a la surface des lymphocytes T actives, interagit avec CD80 et
CD86 situées a la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne entrainant un signal
d’inactivation du lymphocyte T. L’Ipilimumab est un anticorps monoclonal qui, en bloguant
le CTLA4, levé ce frein inhibiteur physiologique et restaure ainsi 1’activation des
lymphocytes. Initialement, deux anticorps monoclonaux bloguant le CTLA4 étaient en
développement: le Tremelimumab (IgG2, Pfizer) et I’Ipilimumab (IgG1l, BMS). Suite aux
résultats negatifs de la phase III d’enregistrement pour le Tremelimumab, seul I’Ipilimumab a
par la suite été approuvé dans le traitement du mélanome métastatique (Cecile, 2016). Bien
que le mécanisme d’action exact de cette immunothérapie reste a 1’heure actuelle encore
débattu (inhibition/déplétion des lymphocytes T régulateurs, blocage de récepteurs inhibiteurs
exprimés par les lymphocytes T au sein de la tumeur ou lors de leur activation), le blocage du
CTLA-4 par D’anticorps permet de stimuler des réponses immunitaires spécifiquement

dirigées contre des antigénes tumoraux (Figure 31) (GOUBET et al., 2018).
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T cell T cell T cell
activation inhibition remains active

Figure 31: Mécanisme d’action des anti-CTLA-4 (Domitille, 2017).
11.1.1.3. Indication

L’Ipilimumab est un pionnier dans la génération nouvelle d’immunothérapie efficace car il
s’agit du premier traitement a avoir montré une amélioration de la survie globale des patients
porteurs de mélanome métastatique (Cecile, 2016).
11.1.1.4. Effets indésirables

Les effets indésirables de 1’Ipilimumab sont le plus souvent de nature immunologique,
dont 15 a 30 % de grade 3 ou 4. lls sont principalement cutanés, digestifs (avec en particulier
des colites inflammatoires ressemblant a des maladies de Crohn), hépatiques ou endocriniens,
et nécessitent une vigilance particuliére afin de ne pas retarder le traitement qui repose
essentiellement sur les corticoides (Longvert et Saiag, 2018).

Son utilisation peut entrainer une rémission a long terme, mais aussi risques induisant des
effets indésirables liés au systeme immunitaire. Bien que la plupart des effets indésirables
sont bénins, le plus grave événement indésirable potentiellement mortel est la developpement
de la toxicité gastro-intestinale. La diarrhée survient chez 35% des patients traités par
Ipilimumab, notamment des cas de colite sévere et de perforation nécessitant une colectomie.
La fréquence des effets indésirables liés a I'immunité observés lors du retraitement s'est avéré
étre semblable a celui observés pendant le premier traitement et les effets indésirables en
traitement se produisent généralement sans incidence de nouveaux types de toxicité. Les
facteurs prédisant le risque de la toxicité chez les patients a fait I'objet d'études moins
approfondies et les recherches portent principalement sur les biomarqueurs qui prédisent la

réponse clinique (Majenka et al., 2019).
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11.1.2. Tremelimumab

Le Tremelimumab est un anticorps monoclonal anti-CTLA-4, de type 1gG2 est
actuellement a 1’é¢tude dans diverses indications (mélanome, cancer bronchique). La colite
induite par 1’anticorps anti-CTLA-4 est la toxicité la plus fréquente, avec une incidence qui
varie selon les études de 5 a 22 % tous grades confondus et de 1 a 17 % de grades I11-1V. Des
cas de perforations ont été recensés jusqu’a 5,8 % sous Ipilimumab, et la mortalité liée a la
colite peut atteindre 1,3 % sous Ipilimumab et 5,5 % sous Tremelimumab. Il a été mis en
évidence un effet-dose de I’Ipilimumab sur I’incidence des effets secondaires, dont la colite
pour les patients atteints d’un mélanome métastatique (Vozy et Coutzac, 2016).

11.2. Anticorps Anti PD-1 ou PDL1

Le PD-1(Récepteur Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1 ou PDCD1)) est une
molécule de costimulation exprimée par les lymphocytes T activés et lorsqu’il est engagé avec
son ligand, le PD1 ligand ou PD-L1 (également désigné CD274 ou B7-H1), il est a I’origine
d’un signal inhibiteur inhibant transitoirement ou définitivement les capacités cytotoxiques
des lymphocytes T et pouvant induire leur apoptose. De fait, I’expression de PD-1 par une
cellule immunitaire peut témoigner de son état activé ou épuisé (« exhausté ») selon
I’environnement tumoral. PD-L1 peut étre exprimé par les cellules du stroma, mais aussi par
les cellules tumorales qui exploitent ainsi les propriétés immunosuppressives du checkpoint
immunitaire PD-1/PD-L1 afin d’échapper a la surveillance immunitaire (Michaél et al.,
2017).

La liaison des ligands au récepteur PD-1 situé a la surface des lymphocytes T limite
I'activité et la surveillance immunologique de ces derniers dans les tissus périphériques ainsi
que la production de cytokines. En inhibant cette liaison, les inhibiteurs de PD-1 (ex:
Pembrozilumab, Nivolumab) et les inhibiteurs de PD-L1 (ex. : Atezolizumab) permettent
l'activation des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques a la tumeurdans le
microenvironnement tumoral et réactivent la réponse immunitaire antitumorale (Figure 32)
(Cecile, 2016).
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Figure 32 : Mécanisme d’action des anti-PD1 (Domitille, 2017).

11.2.1. Indication de L’anti PD-1 et PD-L1

Le développement d'anticorps ciblant l'interaction entre le récepteur de mort cellulaire
programmé 1 (PD-1) et ses ligands (PD-L1 et 2) produits par les cellules tumorales a mené a
des développements significatifs dans le pronostic de patients souffrant de divers types de
néoplasies solides tels que le mélanome métastatique, le cancer du poumon non a petites
cellules, le carcinome rénal, le lymphome de Hodgkin, les carcinomes de la téte et du cou, de
méme que les néoplasies de la vessie (Cecile, 2016).

Une vingtaine de localisations sont concernées par le développement des inhibiteurs de
points de contrble. Pour les anti-PD1, les deux cancers majoritairement concernés en phase IlI
sont le cancer du poumon et le mélanome, ce qui correspond aux deux localisations dans
lesquelles le Nivolumab (Opdivo®) et le Pembrolizumab (Keytruda®) ont regu leur premiére

autorisation de mise sur le marché (AMM) (Héléne et al., 2019).
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Tableau V : Principales indications des anticorps ciblant les molécules de costimulation

inhibitrices CTLA-4 ou PD-1 (Granier et al., 2016).

Nom de |"anticorps

Indication clinique?®

Cible CTLA=4
Ipilimumab {Yervoy®)

Ipilimumab {Yervoy®)
Trémeélimumab

Cible PD-1
Nivolumab (Opdivo®)

Pembrolizumab ( Keytruda®)

Nivolumab (Opdivo®)

Mivolumab (Opdivo®)

Pembrolizumab ( Keytruda®)

Nivolumab (Opdivo®)

Cibles CTLA-4 et PD-1
Ipilimumab (Yervoy) et
Nivolumab (Opdivo®)

Mélanome avancé (non résécable ou
métastatique) en 1™ ligne de traitement
chez des patients sans mutation de BRAF
Traitement adjuvant des mélanomes de
stade 111 aprés la chirurgie

Mésorthéliome malin avancé résistant ala
chimiothérapie

Mélanome avancé (non résécable ou
métastatique) en 1™ ligne chez des
patients sans mutation de BRAF
Mélanome avancé (non résécable ou
métastatique)

Cancer du poumon épidermoide avancé ou
métastatique aprés une 1™ ligne de
chimiothérapie.

Adénocarcinome du poumon avancé ou
métastatique aprés une 1™ ligne de
chimiothérapie.

Cancer du poumon non a petites cellules
(épidermoide ou adénocarcinome ) avanceé
Ol métastatique en progression aprés

1™ ligne de chimiothérapie ou de thérapie
ciblée avec un test positif pour l'expression
de PD-L1.

Cancer du rein avancé ou métastatique

Mélanome avancé (non résécable ou
métastatique) en 1™ ligne chez des
patients sans mutation de BRAF

11.2.2. Efficacité de I’anti PD-1

Les anti-PD-1 ont démontré leur efficacité ou sont en cours d'évaluation dans de
nombreuses localisations, mais pour certains cancers, les développements ont été ralentis
voire abandonnés en raison d'une activité insuffisante ou d'une toxicité inacceptable. Ainsi,
par exemple, les développements actuels en phase 111 dans les cancers du sein et colorectaux
sont restreints a des sous-groupes de patients ou les anti-PD1 semblent actifs (cancer du sein
triple négatif et cancer colorectal avec une instabilité micro satellitaire élevée). Certaines

études évaluant le Pembrolizumab dans le myeélome multiple en association a la
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Dexamethasone et aux médicaments immunomodulateurs (IMID), ont par ailleurs été arrétées
en raison d'une augmentation du risque de déces. En outre, une part conséquente des essais
cliniques concerne des associations comportant une ou plusieurs immunothérapies (Héléne et
al., 2019).
11.2.3. Anticorps anti-PD-1 dans le Mélanome

Deux premiers anticorps ciblant PD-1 ont été développés rapidement pour la prise en
charge de mélanome métastatique. Ce sont : Pembrolizumab (MSD) et le Nivolumab (BMS).
Les résultats spectaculaires de ces deux premiers anticorps ciblant PD-1 ont rapidement été
apportés par deux études de phase 11, toutes les deux publiées en 2015. L’une de ces études,
appelée CheckMate-066, comparait le Nivolumab a la Dacarbazine en premiere ligne de
traitement chez les patients non porteurs de mutation de BRAF. L’étude a été trés largement
positive avec 73 % de patients vivants dans le bras Nivolumab contre 42 % dans le bras
Dacarbazine aprés un an. Les deux AcMs sont donc devenus des standards de traitement chez
cette population de patients ; ils ont par ailleurs fourni des résultats trés intéressants dans
d’autres cancers (GOUBET et al., 2018).

11.2.3.1. Nivolumab et Pembrolizumab

Le Nivolumab est un anticorps monoclonal humanisé anti-PD-1, de type 1gG4 est indiqué
dans la prise en charge des CBNPC métastatiques, des cancers rénaux a cellules claires
métastatiques en seconde ligne thérapeutique et du mélanome métastatique en monothérapie
ou en combinaison avec 1’Ipilimumab (Vozy et Coutzac, 2016).

Le Pembrolizumab est anticorps monoclonal anti-PD-1 de type 1gG4 est utilisé dans la
prise en charge des patients atteints d’'un mélanome de stade III ou IV non muté BRAF en
premiere ou deuxieme ligne thérapeutique. Ils présentent également des toxicités
inflammatoires digestives, dont 1’incidence est d’environ 12 % tous grades confondus et 1 %
de grades 3—4 (Vozy et Coutzac, 2016).

11.2.4. Anticorps anti-PD-1/PD-L1 dans le Cancer du Poumon

Aussi vite que leur developpement dans le mélanome, ces biomédicaments ont également
été testés dans d’autres indications thérapeutiques et plusieurs autorisations de mise sur le
marché ont été obtenues, notamment chez les patients atteints de CBNPC métastatiques et
chez les patients atteints de RCC (GOUBET et al., 2018).
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11.2.4.1. Atézolizumab

L’Atézolizumab est un anticorps 1gG1 humanisé anti-PD-L1 qui a montré une efficacité
dans les CBNPC au cours des essais thérapeutiques précoces (Michaél et al., 2017).

11.2.5. Anticorps anti-PD-1/PD-L1 dans le Cancer de la Vessie

Jusqu’a trés récemment, les possibilités thérapeutiques dans le cancer de la vessie étaient
limitées avec essentiellement 1’utilisation de différentes chimiothérapies cytotoxiques comme
le Cisplatine. Depuis peu, les nouvelles immunothérapies donnent des résultats encourageants
pour traiter cette pathologie. Plusieurs anticorps anti-PD-1 ou PD-L1 ont été étudié et ont
enrichi I’Armamentarium thérapeutique dans cette pathologie. Atezolizumab, anticorps anti-
PD-L1, dans la cohorte 1 de I’essai IM vigor210 de patients non éligibles a la thérapie par sels
de platine et traités en premiere ligne, a démontré un gain absolu de 4,8 mois de survie
globale. L’ Avelumab, un autre anticorps monoclonal bloquant PD-L1, déja autorisé aux Etats-
Unis pour le traitement des cancers a cellules de Merkel, a récemment obtenu 1’indication en
deuxieme ligne dans les cancers Urothéliales. Nivolumab, anticorps anti-PD-1, a été étudié
dans un groupe de patients atteints de carcinome urothélial aprés traitement a base de platine

lors d’une étude de phase 2, démontrant un bénéfice clinique (GOUBET et al., 2018).
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CONCLUSION

Conclusion

L’immunothérapie des cancers a longtemps représenté une option thérapeutique marginale
en cancérologie en dépit de forts arguments documentant le role du systéme immunitaire dans
le contréle de la prolifération des cancers. Ce paysage a été bouleversé avec I’arrivée récente
d’anticorps ciblant ces molécules de costimulation inhibitrices exprimées par les LT, levant
I’interaction entre PD-1 et PD-L1. Ces traitements activent le systeme immunitaire via une
levée de mécanismes d’immunosuppression et font changer le paradigme des traitements anti-
cancéreux qui jusqu’a présent ne ciblait que la cellule tumorale. Des résultats cliniques
spectaculaires ont été obtenus dans différents types de cancers (mélanome, rein, poumon)
avec une accélération des autorisations de mises sur le marché obtenues dans les 12 derniers
mois. Plus de 16 types de cancers pourraient constituer de futures indications cliniques,
ce qui est exceptionnel lorsqu’une nouvelle molécule est introduite dans 1’arsenal
thérapeutique. Différentes questions restent a résoudre pour augmenter 1’impact clinique de
ces traitements comme [’identification de biomarqueurs pour mieux sélectionner
les patients et un choix rationnel de combinaison thérapeutique de ces molécules avec d’autres

immunomodulateurs ou des traitements conventionnels (radiothérapie, chimiothérapie)

Aprés les succes des anticorps monoclonaux inhibant les points de controle
immunologique CTLA-4 et PD-1, il y a maintenant une multiplication des essais cliniques en
immunothérapie du cancer. Suite a ces premicres preuves de concept, I’objectif est maintenant
de découvrir quelles sont les meilleures synergies entre les différents agents thérapeutiques

ainsi que de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.



RESUME

Résumé

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

monoclonaux totalement humains a I’aide de plusieurs techniques de fabrication.

Le systeme immunitaire détecte et détruit tout ce qui ne devrait pas se trouver dans
1’organisme, comme les cellules normales devenues cancéreuses, en reconnaissant de subtils
changements qui peuvent faire d’une cellule normale une cellule « étrangere ». En temps
normal, le systétme immunitaire ceuvre pour éliminer ces cellules anormales gréce a
I’activation de cellules spécifiques, les lymphocytes T qui vont rechercher et éliminer ces
potentielles menaces. Le systeme immunitaire ne parvient pas toujours a détecter et éliminer
les cellules tumorales. En effet, certaines cellules cancéreuses développent des mécanismes

pour échapper au systeme immunitaire.

Les récentes avancées dans la compréhension de la biologie tumorale et I’action du systéme
immunitaire sur le cancer ont permis le développement des anticorps monoclonaux optimisé
dans leur utilisation en oncologie. Ces biomédicaments ont élargi les perspectives
thérapeutiques des patients atteints de cancer. Cet arsenal thérapeutique comprend des
anticorps  monoclonaux ciblant des antigénes tumoraux ou des molécules
immunomodulatrices et des anticorps monoclonaux bispécifiques. L’efficacité des anticorps
monoclonaux repose sur une réduction tumorale et I’initiation d’une réponse immunitaire
adaptative par divers mécanismes. Ce mémoire reprend les anticorps monoclonaux les plus
utilisés en pratique clinique en oncologie et s’intéresse également aux avancées
biotechnologiques liées a 1’usage de ces biothérapies ouvrant vers de nouvelles perspectives
thérapeutiques.

Mots clés : Anticorps monoclonaux, cancer, immunothérapie, antigénes tumoraux.



RESUME

Abstract

Monoclonal antibodies are among the fastest growing pharmaceutical products for clinical
trials. The immense progress made in biotechnology and in particular with the genetic
recombination techniques making it possible to obtain murine, chimeric, humanized
monoclonal antibodies, and more and more fully human monoclonal antibodies using several
manufacturing techniques.

The immune system detects and destroys everything that should not be in the body,
like normal cells that have become cancerous, recognizing subtle changes that can make a
normal cell a "foreign™ cell. Normally, the immune system works to eliminate these abnormal
cells through the activation of specific cells, the T cells that will seek out and eliminate these
potential threats. The immune system is not always able to detect and eliminate tumor cells.
Indeed, some cancer cells develop mechanisms to escape the immune system.

Recent advances in the understanding of tumor biology and the action of the immune
system on cancer have allowed the development of monoclonal antibodies optimized in their
use in oncology. These biomedicines have broadened the therapeutic perspectives of cancer
patients. This therapeutic arsenal includes monoclonal antibodies targeting tumor antigens or
immunomodulatory molecules and bispecific monoclonal antibodies. The effectiveness of
monoclonal antibodies is based on tumor reduction and the initiation of an adaptive immune
response by various mechanisms. this memory includes the most commonly used monoclonal
antibodies in clinical practice in oncology and also looks at the biotechnological and
clinicalobiological advances related to the use of these biotherapies opening up new

therapeutic perspectives.

Key words: Monoclonal antibodies, cancer, immunotherapy, tumor antigens, therapeutic
optimization.
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