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DOYENS HONORAIRES :
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1969 — 1974  : Professeur Abdellatif BERBICH
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PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973
1. Pr. CHKILI Taieb

Janvier et Décembre 1976

2. Pr. HASSAR Mohamed

Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam
Pr. MESBAHI Redouane

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid
6. Pr. EL MANOUAR Mohamed
Pr. HAMANI Ahmed*

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
Pr. SBIHI Ahmed

Pr. TAOBANE Hamid*

Mai et Novembre 1982

11. Pr. ABROUQ Ali*

12. Pr. BENOMAR M’hammed

13. Pr. BENSOUDA Mohamed

14. Pr. BENOSMAN Abdellatif

15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima

o 00:

UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

Neuropsychiatrie

Pharmacologie Clinique

Neurochirurgie
Cardiologie

Cardiologie
Traumatologie-Orthopédie
Cardiologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Anesthésie —Réanimation
Chirurgie Thoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie



Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21. Pr. BOUCETTA Mohamed*

22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25. Pr. NAJI M’Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985
27. Pr. BENJELLOUN Halima
28. Pr. BENSAID Younes
29. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *
31. Pr. IRAQI Ghali
Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987
33. Pr. AJANA Ali
34. Pr. AMMAR Fanid
35. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima
38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*
39. Pr. EL YAACOUBI Moradh
40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
41. Pr. LACHKAR Hassan
42. Pr. OHAYON Victor*
Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988
44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45. Pr. DAFIRI Rachida
46. Pr. FAIK Mohamed
47. Pr. HERMAS Mohamed
Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49. Pr. ADNAOUI Mohamed

50. Pr. AOUNI Mohamed

51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

52. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali

53. Pr. CHAD Bouzane

54. Pr. CHKOFF Rachid

55. Pr. FARCHADO Fouzia ¢p.BENABDELLAH
56. Pr. HACHIM Mohammed*

57. Pr. HACHIMI Mohamed

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Pédiatrique
Médecine-Interne
Urologie



58.
59.
60.
61.
62.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
. SEDRATI Omar*

. TAZI Saoud Anas

Févyrier Avril Juillet et Décembre 1991

63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
7L
72.
73.
74.
75.
76.
i
78.
79.
80.
81.
82.
83.

Pr.
Pt
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pt;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr:

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ¢p. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOQOUI Layachi
CHANA EIl Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

. OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ¢ép. BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

101.

Pr.
s PE
:.Pr
. Pr.
PR
i PE,
Pr.
s PE:
v P
. Pr.
Pt
. L
s PR
97.
98.
99.

Pr

Pr.

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed

. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

100. Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. AL BAROUDI Saad
102. Pr. BENCHERIFA Fatiha

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Dermatologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygi¢ne

Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie



103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122,
123.
124,
125.
126.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOQUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*
OULBACHA Said
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima
SLAOUI Anas

¢ép. BELKHADIR

Mars 1994

127.
128.
129.
130.
131
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Quafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

141.
142.
143.
144,
145.
146.
147.
148.
149.

Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane

AMRAOQOUI Mohamed

BAIDADA Abdelaziz

BARGACH Samir

BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation



150.
I151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MESNAOQOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.

Pr.
Pr.
Pr.
PrT;
Pr.
Pr.
PT.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BELMAHI Amin
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
EL MELLOUKI Quafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.

Pr.
Pr.
PrT,
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAQUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie

Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.

Pr.
Pr;
Pr.
Pr;
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima

KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998

205. Pr. BENKIRANE Majid*
206. Pr. KHATOURI ALI*
207. Pr. LABRAIMI Ahmed*
Janvier 2000

208.
209.
210.
211L
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANY Azzedine

GHANNAM Rachid

HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

2217.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234,
235.
236.
237.
238.
239.

Pr.
Pr.
Pr.
Pt
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
PL;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation



240. Pr. LACHKAR Azzouz Urologie

241. Pr. LAHLOU Abdou Traumatologie Orthopédie
242. Pr. MAFTAH Mohamed* Neurochirurgie

243. Pr. MAHASSINI Najat Anatomie Pathologique
244. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae Pédiatrie

245. Pr. NASSIH Mohamed* Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
246. Pr. ROUIMI Abdelhadi Neurologie

Décembre 2001

247. Pr. ABABOU Adil Anesthésie-Réanimation
248. Pr. AOUAD Aicha Cardiologie

249. Pr. BALKHI Hicham* Anesthésie-Réanimation
250. Pr. BELMEKKI Mohammed Ophtalmologie

251. Pr. BENABDELJLIL Maria Neurologie

252. Pr. BENAMAR Loubna Néphrologie

253. Pr. BENAMOR Jouda Pneumo-phtisiologie
254. Pr. BENELBARHDADI Imane Gastro-Entérologie

255. Pr. BENNANI Rajae Cardiologie

256. Pr. BENOUACHANE Thami Pédiatrie

257. Pr. BENYOUSSEF Khalil Dermatologie

258. Pr. BERRADA Rachid Gynécologie Obstétrique
259. Pr. BEZZA Ahmed* Rhumatologie

260. Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi Anatomie

261. Pr. BOUHOUCH Rachida Cardiologie

262. Pr. BOUMDIN EI Hassane* Radiologie

263. Pr. CHAT Latifa Radiologie

264. Pr. CHELLAOUI Mounia Radiologie

265. Pr. DAALI Mustapha* Chirurgie Générale

266. Pr. DRISSI Sidi Mourad* Radiologie

267. Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira Gynécologie Obstétrique
268. Pr. EL HIJRI Ahmed Anesthésie-Réanimation
269. Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid Neuro-Chirurgie

270. Pr. EL MADHI Tarik Chirurgie-Pédiatrique
271. Pr. EL MOUSSAIF Hamid Ophtalmologie

272. Pr. EL OUNANI Mohamed Chirurgie Générale

273. Pr. EL QUESSAR Abdeljlil Radiologie

274. Pr. ETTAIR Said Pédiatrie

275. Pr. GAZZAZ Miloudi* Neuro-Chirurgie

276. Pr. GOURINDA Hassan Chirurgie-Pédiatrique
277. Pr. HRORA Abdelmalek Chirurgie Générale

278. Pr. KABBAIJ Saad Anesthésie-Réanimation
279. Pr. KABIRI EL Hassane* Chirurgie Thoracique
280. Pr. LAMRANI Moulay Omar Traumatologie Orthopédie
281. Pr. LEKEHAL Brahim Chirurgie Vasculaire Périphérique
282. Pr. MAHASSIN Fattouma* Médecine Interne

283. Pr. MEDARHRI Jalil Chirurgie Générale

284. Pr. MIKDAME Mohammed* Hématologie Clinique
285. Pr. MOHSINE Raouf Chirurgie Générale

286. Pr. NABIL Samira Gynécologie Obstétrique
287. Pr. NOUINI Yassine Urologie

288. Pr. OUALIM Zouhir* Néphrologie

289. Pr. SABBAH Farid Chirurgie Générale

290. Pr. SEFTIANI Yasser Chirurgie Vasculaire Périphérique

291. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia Pédiatrie



292. Pr. TAZI MOUKHA Karim
Décembre 2002
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299.
300.
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302.
303.
304.
305.
306.
307.
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309.
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311.
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314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324,
325:
326.
327.
328.
329.
330.
331.
332.
333.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJ1 Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

334.
335.
336.
337.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
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La production d’anticorps monoclonaux est une technique qui a plus de 35 ans et
qui continue de subir des améliorations. Les premiers anticorps produits ont été a visée
diagnostique, initialement appliqués a des techniques d’immunoblotting puis
d’immunofluorescence et enfin d’immunohistochimie. En parallele de leur utilisation
diagnostique, les anticorps ont été utilisés pour des applications thérapeutiques. Leurs
indications et aussi diverses que les cancers, le rejet de greffe, les maladies
infectieuses, ou encore le traitement de pathologies inflammatoires ou allergiques.
L’utilisation de tels anticorps (Ac), a visée thérapeutique, représente un progres
énorme. En effet, depuis un certain temps, un mélange d'Ac (issus de sérum de
moutons ou de chevaux) est administré aux patients en cas de morsure de serpent
venimeux. Mais en dehors de cette application, les Ac ne s'étaient pas encore imposés

comme médicaments.

D’autre part, les Ac thérapeutiques représentent un marché considérable en termes
de brevet, de collaborations entre laboratoires. Les AcM offrent un plus grand nombre
de possibilités que d'autres médicaments : ils peuvent étre élaborés pour traiter des
maladies lourdes. Ils représentent une des méthodes de transformation des cibles
dérivées de la génomique en produits thérapeutiques. lls visent spécifiquement des
récepteurs cellulaires de surface. Ceci nécessite relativement peu de patient pour les

essais cliniques.

L’investissement biotechnologique des AcM est lourd. C’est pourquoi, de plus en
plus de collaborations entre laboratoires et de multiples investissements sont observes.

Les bénéfices de ces investissements sont de longue aléne.

Le but de ce travail bibliographique est de passer en revue les principaux anticorps
monoclonaux utilisés en thérapeutique, apres avoir fait un rappel sur la structure, la

production, le contrdle de qualité et I’étude pharmacologique de ces agents.
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CHAPIIRE 1: LES
DONNEES SUR LES
IMMUNOGLOBULINES ET
LES ANTICORPS
MONOCLONAUX

—
w
| —



|. Géneralités sur les immunoglobulines
1. Définition

La réponse immunitaire met en jeu un groupe important de protéines sériques (les
immunoglobulines) ayant des propriétés générales. Lorsqu’elles lient une molécule ou
une particule virale ou bactérienne, les immunoglobulines sont toutes désignees sous le
nom d’anticorps, et 1’entit¢ reconnue est appelée antigéne. Tout anticorps est
caractérisé par deux propriétés: capacité de lier spécifiguement un ou plusieurs
ligands et participation a une ou plusieurs fonctions effectrices (activation du

complément, stimulation de la phagocytose, sécrétion d’amines vasoactives,...).

L’anticorps joue donc un rdle essentiel dans la réponse immunitaire : C’est a la fois
un récepteur, tant a la surface des lymphocytes B qu’en solution dans le sérum et le
transmetteur ou I’activateur de signaux physiologique. Ces deux rdles sont tenus par

des domaines distincts au sein de la molécule d’immunoglobuline (1).

2. Structure générale des immunoglobulines

a. Chaines lourdes

Elles varient selon les différentes classes et sous-classes d’immunoglobulines :
chaine lourde v, a, u, 0 ou € pour les IgG, IgA, IgM, IgD, ou IgE respectivement.
Chaque chaine lourde comporte une séquence d’environ 450 acides aminés (poids
moléculaire : 50 kDa). Elles sont reliées entre elles par une ou plusieurs liaisons
covalentes (ponts disulfures). Une zone flexible de la chaine lourde située a mi-
distance environ des extrémités de la chaine lourde est appelée zone charniere. Cette
zone charniere confére a la chaine lourde une grande flexibilité, facilitant ainsi son

interaction avec 1’antigeéne (Figure 1) (2).

—
I
| —



b. Chaines légéres

Dans une molécule d’immunoglobuline donnée, les chaines légeres sont
1dentiques, soit de type K, soit de type A. Ceci est dii au fait qu'un lymphocyte B donné
produit soit des chaines k, soit des chaines A, mais pas les deux a la fois. Les chaines
légeres sont composées d’environ 220 acides aminés (poids moléculaire : 25 kDa).
Chaque chaine légére est reliée a une chaine lourde par un pont disulfure. Environ les
2/3 des immunoglobulines ont deux chaines légeres k et 1/3 deux chaines légeres A.

(Figure 1) (3)
c. Domaines

Outre les ponts disulfures qui unissent les chaines lourdes entre elles et les
chaines légéres aux chaines lourdes, il existe des ponts disulfures sur chaque chaine
lourde et sur chaque chaine 1égere. Ces ponts créent des régions d’environ 110 acides
aminés appelées domaines. Chaque chaine lourde présente 4 domaines (sauf les IgM

qui en ont 5) et chaque chaine légére, 2 domaines. (Figure 1) (4.6)
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Figure n°l : organisation des chaines de I’IgG en domaines : la chaine lourde présente 4
domaines et la chaine légere 2 domaines (109).

3. Structure tertiaire des anticorps

La diffraction aux rayons X a fourni des données sur la conformation de molécules
enticres d’IgG, ce qui a permis d’établir la structure du squelette a-carboné et de

construire par ordinateur des modéles atomiques de cette classe d’immunoglobuline.

En raison de la mobilité de la région charniére, la molécule peut prendre la forme
d’un Y ou d’un T, ce que I’observation au microscope électronique a confirmé. Les
chaines lourdes sont colorées en bleu et vert foncé. Les sites de liaison a I’antigéne se
trouvent a ’extrémité des bras de I’anticorps formé par la molécule et sont constitués
par des domaines des chaines lourdes et Iégeres. La région charniére étendue et dépliée
se trouve au centre de la molécule. Les unités glucidiques liées par une liaison p-N-

osidique aux chaines lourdes sont montrées sous forme de boules et de tiges. Bien que
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les oligosaccharides ne comptent que pour 2-3% du poids moléculaire d’IgG, ils sont

indispensables a I’expression des fonctions effectrices.

Des enzymes peuvent agir sur I’immunoglobuline et générer des fragments tel

que :

e La papaine hydrolyse le site de la région charniére et génere 2 fragments
Fab (encore capables de se lier a I’antigene) et un fragment Fc (constitue
par les domaines CH2 et CH3).

e La pepsine découpe la région Fc en petits fragments apres la région

charniére et génére le fragment F(ab’)2 capable de se lier a I’antigéne (5.6).
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Figure 2 : a/ Modéle de la molécule d’IgG, basé sur une analyse cristallographique par
rayon X, montrant les associations des domaines. Chaque boule pleine représente un résidu
amino acide ; les boules brunes plus grosses sont des carbohydrates (glucides) Les deux
chaines légéres sont représentées en rouge clair, les deux chaines lourdes en bleu. b/
Représentation schématique montrant les interactions entre les domaines des chaines
lourdes et des chaines légéres. ¢/ Action de la papaine et de la pepsine sur une
immunoglobuline (5).
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Les chaines d’anticorps sont variables dans leur domaine amino-terminal (ou N-
terminal), en revanche presque identiques dans la région carboxy-terminale (ou C-

terminal).

Donc chaque chaine d’anticorps présente une région variable (V) et une région

constante (C).

Les régions variables de la chaine 1égere et de la chaine lourde s’associent pour
former le site de fixation de 1’antigéne. C’est I’hétérogénéité des régions variables qui
fournit les bases structurales de 1’ensemble des sites utilisés par I’animal pour
développer une réponse immunitaire efficace. L hétérogénéité de séquence n’est pas
disséminée au hasard dans les régions variables mais concentrée dans les régions

entrant en contact direct avec I’antigéne.

Donc la variabilité la plus forte est trouvée dans trois régions de la chaine légére et
de la chaine lourde dites régions hypervariables. Ces régions forment le site réel de

fixation de I’antigéne et sont appelées « régions déterminant la complémentarité » ou

CDR (4.5.6).
4. Classes et sous-classes des immunoglobulines

La nature des chaines lourdes détermine la classe et la sous-classe des

immunoglobulines.

Chez TI’homme, on distingue, comme vu précédemment, 5 classes
d’immunoglobulines ayant chacune un type de chaine lourde différent : IgG, IgA,
IgM, IgD et IgE. Au sein d’une méme classe d’immunoglobulines, il peut exister des
sous-classes correspondant a des variations structurales de la chaine lourde a

I’intérieur de la classe. Ainsi, il existe 4 sous-classes d’IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4)




caractérisées, respectivement, par les chaines lourdes y1, y2, y3 et y4 et 2 sous-classes

d’IgA (IgA1l et IgA2) avec des chaines lourdes al et a2 (tableau I) (6).

Tableau |

: Propriétés (poids moléculaires,
immunoglobulines : 19G, IgA, IgM, IgE, IgD(4).

localisation et roles) des différentes

IgG IgA IgM IgE IgD
Chaines vi i u € d
lourdes
Sous-classe | 1gG1, 19gG2, IgAl, IgA2
1gG3, 1gG4
Poids 150 Entre 150 950 190 185
moléculaire 400
(KDa)
Localisation Sang Sécrétion des | Lymphocyte Basophiles, | Lymphocyte
muqueuses B, sang mastocytes B
Réle neutralisation | Agglutination | Agglutination, Allergie, Activation
des toxines, | neutralisation | voie classique | neutralisation des
bactérie et des bactéries du des parasites | lymphocytes
Virus et virus complément B

I1. Les anticorps monoclonaux

1. Historigue

Des le début du siecle dernier, un immunologiste, Paul Ehrlich, eut la vision que
les anticorps seraient utilisés en thérapeutique comme des « balles magiques ». Il a
fallu pres d’un siécle et la découverte des anticorps monoclonaux en 1975 par Georges
Kdohler et Cesar Milstein pour que cette vision se transforme en réalité. Cette
découverte permettait enfin d’obtenir un anticorps de spécificité unique en quantité
importante, et 1’équipe de Ron Levy décrivait en 1982 le premier succes de
I’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,
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un seul AcM, P’anticorps muromonab-CD3 (Orthoclone OKT®3), recevra une
autorisation des autorités réglementaires américaines (Food and drug administration,
FDA) pour une utilisation clinique, en 1’occurrence le traitement du rejet aigu
d’allogreffes rénales, hépatiques ou cardiaques. Il faudra attendre 1994 pour qu’un
autre AcM, 1’abciximab (ReoPro®), recoive I’autorisation de la FDA pour une
seconde utilisation clinique. Cet anticorps, dirigé contre un récepteur présent sur les
plaquettes, il est utilisé pour éviter la formation de caillots chez les patients ayant
bénéfici¢ d’une chirurgie cardiovasculaire. En fait, les années 80 et la premiére moitié

des années 90 ont été marquées par deux faits majeurs :

Le premier est I’échec de nombreux essais cliniques réalisés avec des anticorps
monoclonaux, en particulier pour le traitement des cancers. Ces échecs répétés avaient
pour principale cause 1’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¢é 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 realiser une cytotoxicité cellulaire dépendante de 1’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 légéres des
immunoglobulines murines sont remplacées par des régions constantes humaines.

Cette chimérisation conduit a une diminution importante des réponses immunes
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dirigées contre les régions murines et a conduit au succes de 1’abciximab (ReoPro®),

premier anticorps chimérique utilisé en clinique (11.16).
2. Définition.

Les anticorps monoclonaux sont un ensemble d’anticorps tous identiques, qui ne
reconnaissent qu’un seul antigéne. Ils proviennent d’un clone de lymphocytes B, c’est-

a-dire d’un groupe de cellules issues d’un lymphocyte B unique (3).

3. Catégories d’anticorps monoclonaux et leurs

nomenclatures.

? Catégories d’anticorps monoclonaux

On peut distinguer, selon la nature murine ou humaine, quatre générations

d’anticorps monoclonaux dans le temps.

Anticorps murins : se sont les premiers a avoir été utilisés en thérapeutique des
1975.

Anticorps chimériques (humains a 60%) : correspond a la greffe des parties
constantes des chaines lourdes et Iégéres (CH et CL) d’anticorps humain sur les parties

variables respectives (VH et VL) d’un anticorps murin, ils sont apparu en 1984.

Anticorps humanisés (humain a 90%) : correspond a la greffe des parties
hypervariables (ou complementary determinig region (CDR)) d’un Anticorps murin
sur une immunoglobuline (Ig) humaine. Ces anticorps humanises ne comportent

qu’une fraction minime de 1’anticorps de souris : ils sont mieux tolérés par I’organisme
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humain et ont donc une demi-vie plus longue, ils sont utilisé en thérapeutique des
1988.

Anticorps entierement humain : développés grace a la technologie d’expression
des génes des immunoglobulines humaines dans des phages ou des souris

transgéniques ou transchromosomiques, ils sont utilisé en 1994 (8, 2, 9).

Murine

Swapping of CDR grafting
variable domains

Chimeric Humanized

Figure 3 : Présentation d’anticorps chimériques et humanisés.

Les séquences murines sont représentées en rouge et les séquences humaines en vert, avec
des couleurs claires pour la chaine légere et des couleurs foncées pour les chaines
lourdes(9).
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? Nomenclature d’anticorps monoclonaux

Tous les Ac monoclonaux utilisés en thérapeutique ont une dénomination
commune internationale (DCI) se terminant par le suffixe «mab» pour «monoclonal
antibody». Au vu de I’évolution spectaculaire des deux derniéres décennies, il s’est
averé indispensable de créer une nomenclature avec 1’adoption, dans les DCI, de
suffixes spécifiques permettant de reconnaitre immédiatement la source de 1’Ac
monoclonal : «o-mab» pour les Ac murins, «Xxi-mab» pour les Ac chimériques, «zu-
mab» pour les Ac humanisés et «u-mab» pour les Ac totalement humains. Depuis, le
développement et I’utilisation clinique de ces Ac monoclonaux ont connu un essor
spectaculaire, a visée thérapeutique ou diagnostique. Dés lors, la nomenclature s’est
encore diversifiée puisqu’elle tient compte, non seulement de 1’origine de 1’Ac
monoclonal, mais aussi de la cible thérapeutique potentielle de I’Ac. Outre le suffixe
indiquant la source de I’Ac monoclonal, la syllabe précédant ce dernier oriente

¢galement vers I’organe-cible. Cette nomenclature a ét¢ adoptée par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) (tableau II) (120).
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Tableau

monoclonaux, tenant également compte de la cible potentielle (120).

Il : Nomenclature internationale détaillée des différents types d’anticorps

15

Préfixe Cible Source Suffixe
-o(s)- Os -u- Homme
-vi(r)- Virus
-ba(c)- Bacténe
-li(m)- Immunitaire -o- Sours
-le(s)- Infection
-c1(r)- Cardio-

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

squelettique
ki(n)- Interleukine -e- Hamster

Variable -mab
-co(l)- Tumeur colique
-me(])- Mélanome -1- Pnmate
-ma(r)- Tumeur mammaire
-go(t)- Tumeur testiculaire -x1- Chiménque
-go(v)- Tumeur ovanenne
-pr(0)- Tumeur prostatique -zu- Humamsé
-tu(m)- Tumeurs diverses
-new(r)- Systéme nerveux -axo- Hybnde
-tox(a)- Toxine comme cible rat/murin

'
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I11. Technigues permettant la production des

anticorps monoclonaux

1. Anticorps murins

Les premiers anticorps monoclonaux développés étaient entierement murins. Ils
ont été produits par la technique des hybridomes mises au point par Kéhler et Milstein
en 1975. Cette technique consiste a former des hybrides entre les lymphocytes B de

souris immunisées avec un antigene donnée et des cellules de myélome murin (10).
? Technique d’hybridome

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

représenté un grand pas en avant pour la biologie et la biologie clinique (11).

Pour obtenir des anticorps monoclonaux, les lymphocytes de la rate d’une souris

immunisée sont isolés et fusionnés avec des cellules tumorales murines (myélome).

Cette opération est nécessaire car la durée de vie des lymphocytes produisant des
anticorps n’est que quelque semaine en culture. Par fusion avec une cellule tumorale
apparaissent des cellules hybrides encore appelées hybridomes qui sont
potentiellement immortelles et a fort multiplication. La fusion de cellules est un
événement rare dont la fréquence est augmentée par ’emploi de polyéthyleéne glycol.
Pour ne récupérer que les cellules réellement fusionnées, la culture primaire est
incubée a une durée assez importante avec un milieu HAT, qui contient I’Hypoxantine,

de I’ Aminoptérine et de la Thymidine. Un analogue de I’acide Dihydrofolique, bloque
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de facon compétitive la Dihydrofolate réductase. Comme ceux-ci sont essentiels a la
synthese d’ADN, les cellules de myélome ne peuvent pas survivre en présence
d’aminoptérine. Les cellules de la rate sont au contraire capables de contourner ce
blocage en utilisant I’Hypoxantine et la Thymidine, mais elles meurent également en
raison de leur durée de vie limitée. Seuls les hybridomes peuvent survivre a la culture
en milieu HAT parce qu’ils disposent de I’immortalit¢ des myélomes et des voies

métaboliques secondaires des cellules de rate (12).

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

une souris. (13)

17

—
| —



Anfigene

Antigéne Fusion cellulaire
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Myélome

Hybridome
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Anticorps monoclonal ©
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Figure 4 : Principales étapes de production des anticorps monoclonaux par la technique
d’hybridomes (14).

2. Anticorps chimériques et humanisés

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

( 1
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a. Construction d’anticorps chimérique.

La construction d’un anticorps chimérique nécessite, dans un premier temps,
I’isolement de I’ADN codant pour le domaine VH et le domaine VL d’un anticorps
monoclonal de souris ou de rat. Ces fragments sont ensuite liés a I’ADN codant les
domaines constants H (d’isotype y dans la majeure partiec des cas) et L d’une
immunoglobuline humaine. De tels anticorps possedent, ainsi, un fragment Fc
entierement humain qui les rend considérablement moins immungéniques chez le
patient (les épitopes immundominants interespéces d’IgG sont principalement localisés
dans les domaines CH2 et CH3) et capables d’interagir de manicre efficace avec les
effecteurs humains et la cascade du complément Néanmoins, et méme si de nombreux
succes thérapeutiques ont été obtenus grace a de tels anticorps, la formation
d’anticorps humains dirigés contre les anticorps chimériques est encore détectée chez

40 % des patients (15).
b. Construction d’anticorps humanisés

Depuis la conception a la construction des premiers anticorps humanisés, des
ameéliorations constantes tentent d’étre apportées dans 1’ingénierie des ces molécules.
La technique de greffage de résidus déterminants spécifiques (Specificity Determining
Residues, SDR) repose sur I’analyse de multiples structures en 3-D des sites de liaison
de I’antigéne. Cette analyse suggere que seuls 20% a 33% des acides aminés des
régions CDR sont critiques dans I’interaction antigéne-anticorps. Les SDR, sont
uniques pour chaque anticorps. Une nouvelle approche de 1’humanisation est donc
fondée sur le greffage non plus de I’ensemble des régions CDR, mais seulement des

SDR de I’anticorps murin dans les régions variables humaines.

De méme, la technique de variable domaine resurfacing est toujours proposée

comme une alternative a la technique de greffage des régions CDR. Elle est fondée sur
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la notion que les anticorps humains anti-V murins sont dirigés contre les résidus
«physiquement accessibles» des chaines variables de D’anticorps de souris. Cette
technique repose donc sur 1’analyse systématique de la distribution des acides aminés
exposes aux solvants dans les domaines variables murins et humains. La présence de
tel ou tel acide aminé a une position exposée aux solvants signe en effet un profil
particulier, spécifique de chaque anticorps «surface residues patterns». On peut alors,
par mutageneése dirigée, remplacer les résidus exposés a la surface dans les régions
charpentes des anticorps murins par les résidus habituellement trouvés a la surface des
anticorps humains. Malgré la difficulté de conception de 1’anticorps a humaniser et la
faible maitrise de I’influence des modifications effectuées sur I’affinité des anticorps,

cette technique a permis d’humaniser plusieurs anticorps monoclonaux (16).

3. Anticorps entierement humain

Les anticorps entiérement humains et biocompatibles sont cependant de plus en
plus recherchés pour I’immunothérapie passive. Quatre types de technologie ont été

mises au point pour les obtenir :

» Immortalisation des cellules B mémoires humaines
» Technique de Phage display
» Technique de Ribosomes display

» Technique de Souris transgéniques
a. Immortalisation des cellules B mémoires humaines

Plus récemment, les approches visant la production d’anticorps humains se sont
beaucoup diversifiées. Les travaux de Lanzavecchia et ses collaborateurs ont
notamment abouti a la mise au point d’une méthode novatrice d’ingénierie cellulaire

pour I’obtention d’anticorps monoclonaux humains. La transformation par ’EBV de
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lymphocytes B mémoires CD22+ IgM—, 1gD—, IgA— isolés a partir de patients infectés
et victimes du syndrome respiratoire aigu séveére, suivie de leur stimulation in vitro par
des motifs CpG (des oligodésoxynucléotide simple brin de synthése qui stimulent la
prolifération lymphocytaire B par 1’intermédiaire des récepteurs TLR9) a ainsi permis
d’isoler un grand nombre de lignées productrices d’anticorps anti-coronavirus de forte

affinité.

Egalement, la possibilité de reconstituer des souris immunodéficientes avec des
cellules immunitaires humaines par injection intrahépatique de cellules CD34+ du
sang de cordon ouvre la voie a la génération d’anticorps humains aprés immunisation
de ces souris, comme le suggere 1’apparition d’une réponse de type IgG, apres

immunisation avec I’anatoxine tétanique (11.17).
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Figure 5 : Immortalisation des cellules B mémoires humaines

Les cellules B mémoires (CD22 + IgM, IgD, IgA) sont isolées a partir de cellules
mononuclées du sang périphérique. Elles sont immortalisées par I'EBV en présence
d'oligodésoxynucléotide CpG. Les surnageants de cultures sont ensuite testés afin de
sélectionner les clones cellulaires produisant des anticorps humains spécifiques de la cible

d’intérét (18).

b. Technique de Phage display

Phage display est une puissante et polyvalente technologie in vitro qui permet

d’isoler des protéines a activité biologique, tels que les domaines de liaison

d'anticorps. Le plus souvent utilisé les technologies d'affichage de phages emploient le
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phagemide comme vecteurs dans lesquels des fragments d'anticorps sont exprimeés
sous forme de protéines fusion avec la protéine d'enveloppe mineures plll, la
transcription est contr6lée par le promoteur Lac. Les phagemides peuvent étre
emballés dans des particules de phages filamenteux affichage de la protéine de fusion.
En sélection par affinité, ou biopanning, il est possible de sélectionner les phagemide
cloné par des domaines d'anticorps codés d'une spécificite désiree (19).

Promoter Secretion Displayed 3
i Signal Prote¥n Coat Protein

E. coli
Recycle
Y helper phage
Q._‘l’IIlllligillIIIIII[IIIIIIIIIg]ll/tllllltl/
% o — 'ﬁ g__ P7 & P9
P Pt A -& §

P8
Binding selection

Binders

’\\\\‘i\\\\\\\\“\\\’\’\\'\\'%\\\'\\\\\‘\\\“\

Figure 6. Technique de phage display

A- la stratégie utilise un vecteur le phagemide, qui est un vecteur de type plasmidique
contenant a la fois un phage et une origine de réplication de E. coli et la séquence codant
pour la protéine plll manteau plus des sites de clonage et un géne de résistance aux
antibiotiques pour la sélection des bactéries. Toutefois le phagemide ne peut pas étre utilisé
pour produire des phages complets parce que le vecteur (phagemide) n'a pas tous les génes
de structure (20).

B- La particule de phage est d'environ 1 mm de long, contenant le génome d'ADN simple
brin, est constitué d'environ 2700 copies de la protéine majeure de pVIII manteau. Une
extrémité de la particule est plafonnée a environ cing exemplaires de chacune des protéines
d'enveloppe du pVII et plX, tandis que deux autres protéines mineures plll et PVI sont
incorporés a l'autre extrémité du phage (21).
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Les anticorps monoclonaux provenant de matériel génétique de sujet immunisés
présentent une meilleure affinit¢ pour ’antigene que ceux des anticorps provenant de

bangque combinatoires de sujet naifs vis-a-vis de ’antigéne (22).

Des phages exprimant des anticorps de spécificités intéressantes peuvent étre

isolés a partir de banque selon un protocole schématique (Figure 7).

Liaison des phages sur I’antigene d’intérét.
Elimination par lavage, des phages non fixés ou ayant une faible affinité.

Elution des phages avec détermination du nombre de phages élués.

YV V VYV V

Infection de E. coli et multiplication des phages afin de produire la premiére

sous banque.

Ces quatre étapes constituant un tour de bio-panning qui sera répété plusieurs fois.
Le nombre de phages mis en contact avec 1’antigéne étant connu, le suivi du nombre
de phages élués apres chaque tour de bio-panning permet de mesurer 1’enrichissement
en clones positifs au cours des étapes de bio-panning. La rapidité de cette technique est

la raison de son développement (23).
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Figure 7. Différentes étapes d’un tour de bio-panning (24).

c. Technique de Ribosomes display

D’autres approches de sélection de fragments d’anticorps, moins répandues, ont
été également décrites : le « ribosome display » est fondé sur la production d’ARNm
d’une banque de scFv, transcrits et traduits in vitro dans un systeme acellulaire. Cette
bibliothéque de scFv est caractérisée par 1’absence de codon stop aux extrémités 3’ des
régions codantes. Lors de la traduction, 1’absence de codon stop provoque 1’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 1’antigéne est ainsi isolé et des nouvelles mutations sont apportées lors
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de la reverse transcription afin de le favoriser, aprés plusieurs cycles, I’obtention de
fragment Fv de haute affinité (Figure 8). La technique du « phage display » et plus
récemment celle du « ribosome display » ont permis de d’obtenir des fragments
d’anticorps qui possédent pour I’antigéne une affinité extrémement forte surpassant,

pour la plupart, les affinités mesurées avec les AcM conventionnels(25).

Transcription in vitro 5O~ 10

ADN > ARNm
Reverse Ajout de mutations
transcription et PCR par PCR dégénérée Traduction in vitro

ARNm . .
Protéine native

' attachée au
ribosome
Isolation de TARNmM
Sélection sur cible
immobilisée

" D - ~
SM______‘__ 3@ . L 5
Dissociation du 30

. I/ complexe ARNm-

ribosome-protéine

117 217

Cible immobilisée

Figure 8 : Principe de la technique du ribosome display.

Une bibliothéque de scFv est transcrite et traduite in vitro. Les ARNm résultants qui ne
possédent pas de codon stop, donnent naissance a des complexes liés ARNm-ribosome-
scFv. Ces complexes sont directement utilisés pour une sélection sur la cible immobilisée.
L'ARNmM incorporé dans les complexes liés est élué, purifié et rétro-transcrit dans des
conditions favorables a l’incorporation de mutations. Le pool d’ADN codant pour des scFv
spécifiques de la cible d’intérét est enrichi au cours de plusieurs cycles successifs(26).
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d. Technique de souris transgénique

L’obtention de souris transgéniques contenant une grande partie des génes codant
pour les chaines lourdes et 1égéres humaines. Cette approche consiste a remplacer les
Loci des génes 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 géneéreées et croisees. Il a été alors montré que les souris issues de ce croisement
produisent des anticorps humains de type IgM, ou IgG lors de réponses secondaires,
indiquant que les fragments introduits permettent un certain degré de commutation de
classe. De plus, I’analyse des AcM obtenus a montré que des mutations somatiques
affectaient les régions variables 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
I’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 légeéres kK humaines. Ces souris produisent des quantités
¢levées 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 (27).
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Figure 9 : Séquences d’immunoglobulines humaines introduites dans le génome de souris
transgéniques

A : Transgénes d’immunoglobulines humaines introduits chez la souris. Les locus des
chaines lourdes et légere 4, k... sont représentés en configuration germinale. Les génes
introduits par insertion aléatoire dans le génome des souris transgéniques sont schématisés
en précisant le nombre de segments V et de genes constants inclus dans les transgenes.

B : Séquences d’immunoglobulines humaines introduites dans le génome de la souris. Le
locus des chaines lourdes de la souris a été ciblé de fagon a 'y introduire par recombinaison
homologue des séquences provenant de regions constantes g ou a des genes
d’immunoglobulines humains (28).
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IVV. Pharmacologie des anticorps monoclonaux.
1. Propriétés pharmacocinétiques des anticorps

monoclonaux

a. Absorption

Les anticorps monoclonaux sont administrés par voie intraveineuse ou par voie
intramusculaire. La voie sous-cutanée, la voie intrapéritonéale et la voie

intralymphatique ont été utilisees lors d'essais thérapeutiques.

La cible est constituée par une protéine circulante dans le sang ou la lymphe (ex :
TNF-a pour l'infliximab) ou bien une protéine localisée a certains organes (ex : CD20

lymphocytaire pour le rituximab). (122)
b. Distribution

La phase de distribution apparait déterminante pour les anticorps a visée tissulaire
c'est-a-dire les anticorps utilisés en oncologie. Globalement, les anticorps

monoclonaux diffusent mal et de maniere hétérogene dans les tumeurs.

La distribution dépend de la physiologie tumorale et des caractéristiques de
I'anticorps. Des paramétres lies a la vascularisation de la tumeur (perméabilite, débit
sanguin). Le principal facteur limitant la diffusion tumorale des anticorps apparait étre
I'affinité pour l'antigene membranaire cible et I'intensité de I'expression antigénique.
La masse moléculaire peut également constituer un facteur limitant. Les fragments Fab
(50 K) ou scFv (25 K) présentent une diffusion plus rapide et plus homogéne que
I'anticorps entier (150 K). Néanmoins, l'utilisation des fragments Fab est limitée par
leur demi-vie d'élimination courte (inférieure a 12 heures) et par I'absence du fragment

Fc impliqué dans l'activité cytotoxique. Compte tenu de leur rapide élimination, la
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fraction captée par la tumeur se révele étre inférieure a celle d'une 1gG. Les agents
anticancéreux diffusent théoriqguement mieux que les anticorps monoclonaux (masse
moléculaire largement inférieure, pas d'affinité spécifique pour la membrane
néoplasique). Leur distribution limitée est probablement liée a la mauvaise
vascularisation tumorale (distance importante entre le capillaire sanguin et certaines

zones tumorales) compareée au tissu sain.

Les approches destinées a optimiser la diffusion tumorale donc [activité
cytotoxique des anticorps monoclonaux sont multiples. Les recherches se portent sur
les fragments Fab et Fab'2 couplés a des molécules de polyéthyléne glycol. La
pégylation est destinée a augmenter la demi-vie d'élimination par blocage de la
filtration glomérulaire. L'inconvénient de la pégylation est la diminution possible de la
liaison a l'antigéne lié a I'encombrement stérique. Des travaux précliniques ont mis en
évidence une amélioration de ['activité cytotoxique par ['utilisation d'anticorps
polymeériques (rituximab homodimérique) ou de mélange de trois IgG monoclonales
ciblant différents épitopes. Néanmoins, la dimérisation entraine une affinité supérieure

vis-a-vis de l'antigéne.

Le passage de la barriere hématoencéphalique a été abordé avec le trastuzumab.
Les concentrations évaluées simultanément dans le sérum et le liquide céphalo-
rachidien, chez une patiente, montrent un trés faible passage de I'anticorps monoclonal
(212 ng/ml dans le LCR versus 70 326 ng/ml dans le sérum). (123)

c. Elimination

Tres peu de données sont disponibles sur les voies d'élimination des anticorps
monoclonaux. Les monographies des spécialités commercialisées ne mentionnent
aucune donnée hormis la valeur de la demi-vie terminale. Par analogie aux IgG

endogenes, les anticorps monoclonaux semblent étre catabolisés dans les cellules
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endothéliales vasculaires. Les IgG endogénes sont les protéines plasmatiques qui
présentent la demi-vie d'élimination la plus longue, environ trois semaines. Cette
longue demi-vie est liee a un récepteur saturable appelé FcRn situé dans les cellules
endothéliales, les cellules intestinales et rénales. Le récepteur FCRn posséde deux
propriétés : le passage transcellulaire et le recyclage cellulaire. Ce récepteur participe
également au recyclage des 1gG. Apres fixation au récepteur, les anticorps sont
internalisés dans la cellule endothéliale et ainsi protégés de la dégradation lysosomale
jusqu’a leur recyclage a la surface de la cellule, qui permet leur relargage dans la
circulation sanguine. Une reéactivité différente des 1gG1 murines avec le FcRn humain,
associée a la formation d’anticorps neutralisants (HAMA), explique probablement la
différence de demi-vie observée a la suite de I’administration a I’homme d’anticorps
murins (moins de 7 jours) et humains (20 jours environ). Les IgG non liées aux
récepteurs FcRn dans les vésicules de pinocytose sont transferées vers des lysosomes

pour étre dégradées.

La présence du récepteur FCRn au niveau intestinal et rénal chez I'homme laisse
envisager un passage transcellulaire des 1gG au niveau de ces organes. L'élimination
urinaire d'un anticorps monoclonal radiomarqué administré a 22 patientes représentait
22 % de la dose injectée. L'excrétion rénale des anticorps monoclonaux actuellement

commercialisés n'est pas documentée. (122.123)
d. Parametres pharmacocinétiques

La cinétique des anticorps monoclonaux suit une décroissance des concentrations
en fonction du temps de type mono- ou bi-exponentielle. Les anticorps monoclonaux
sont caractérisés par une demi-vie d'élimination terminale longue (entre 8 et 28 jours)

et par un faible volume de distribution variant entre 3 et 20 L.
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e. Variabilité cinétique

Pour certains anticorps monoclonaux, la fixation sur la cible cellulaire
s’accompagne d’une internalisation du complexe « anticorps — antigéne ». Il peut
s’ensuivre une dégradation lysosomale de 1’anticorps qui n’est pas protégé du
catabolisme, ou encore une down-régulation du récepteur, réduisant ainsi
progressivement les possibilités de fixation de 1’anticorps. Ainsi, la non-linéarité
pharmacocinétique décrite pour certains anticorps s’explique par cette phase
d’élimination antigene-dépendante, saturable. Pour le Cetuximab par exemple, la
clairance est trés élevée aux doses faibles, puis diminue avec 1’augmentation des doses
et se stabilise a une valeur constante correspondant a la saturation des récepteurs. Mais
aussi d’autres anticorps comme le panitumumab et le trastuzumab pour des modalités
d’administration impliquant une dose de charge suivie d’un schéma d’entretien. Cette
non-linéarité pharmacocinétique n’est cependant pas retrouvée pour tous les anticorps
monoclonaux, et notamment en onco-hématologie pour le rituximab et le
bevacizumab. L’administration de ces anticorps s’accompagne en effet d’une
diminution totale et trés précoce de leurs cibles, respectivement les lymphocytes CD20

et le VEGF, ce qui explique que la phase de saturation ne soit pas apparente.

Une variabilité pharmacocinétique interindividuelle existe pour les anticorps
monoclonaux, au méme titre que pour les médicaments classiques. Les facteurs en
cause pourraient étre des parametres relatifs a la masse tumorale ou a 1’apparition
d’anticorps neutralisants. Cette variabilité pharmacocinétique pourrait étre importante

a prendre en compte, afin de modifier la posologie, lorsqu’une relation a été mise en

évidence. (122.14)
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f. Conséquences de la variabilité cinétique

L'importante variabilité cinétique des anticorps monoclonaux pourrait amener a
reconsidérer les posologies. Les schémas posologiques des anticorps monoclonaux
sont hétérogenes. Les doses sont fixes (alemtuzumab), normalisées au poids
(trastuzumab) ou bien a la surface corporelle (rituximab, gemtuzumab ozogamicin).
Concernant le trastuzumab, les premiers essais ont été menes a dose fixe avant de
passer, sans justification, a une posologie adaptée au poids. Les intervalles d'injection
varient entre 1 jour et 8 semaines. Pour les doses normalisées, le choix de I'expression
posologique (poids ou surface corporelle) apparait arbitraire. La normalisation des
posologies au poids est contestable pour un anticorps monoclonal. Compte tenu de leur
masse moléculaire élevée, ces molécules diffusent peu et ont un volume de distribution
faible correspondant au volume sanguin ; celui-ci est directement corrélé a la surface
corporelle et non au poids. L'adaptation a la surface corporelle serait théoriqguement
plus licite. Néanmoins, la variabilité cinétique des anticorps monoclonaux apparait
supérieure a la variabilité de la surface corporelle observée chez I'adulte (10 a 15 %).
En I'absence de données montrant un impact du poids ou de la surface corporelle sur la
clairance systémique, la posologie devrait étre fixe. Cette démarche éviterait les
erreurs de calculs de doses et favoriserait I'utilisation de conditionnements entiers. Une
alternative a la dose fixe ou normalisée pourrait étre I'adaptation posologique au

volume de la masse tumorale comme cela a été suggére pour le rituximab.

Les propriétés cinétiques des anticorps monoclonaux sont marquées par une
diffusion tissulaire restreinte, une élimination lente et une importante variabilité.
L'excrétion rénale comme possible voie d'élimination reste a explorer. Pour certains
anticorps (alemtuzumab), la connaissance des parametres cinétiques (demi-vie)
n'apparait pas étre prise en compte pour la détermination des fréquences

d'administration. Des données plus approfondies sur le trastuzumab (demi-vie de 28,5
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jours, faible impact du poids sur la clairance) justifient la modification du schéma

actuel d'administration avec un espacement des injections.

Des études visant a évaluer l'impact des caracteres morpho-métriques sur les
parametres d'élimination devraient étre menées, a priori, afin de mieux définir les
schémas posologiques. De plus, les relations entre I'expression de la cible, les
parameétres cinétiques et la réponse clinique pourraient étre recherchées afin

d'optimiser l'activité. (122)
2. Mécanisme d’action des anticorps

La région constante de I’anticorps permet la fixation et 1’activation du complément
entrainant la destruction de la cellule ciblée par 1’anticorps. Cependant, la
susceptibilité des cellules au complément est trés variable. Cette partie constante peut
également engager la fixation de cellules exprimant les récepteurs Fc tels que certains
lymphocytes et macrophages autour des anticorps. Ces cellules a leur tour vont libérer

des enzymes, des cytokines permettant la lyse des cellules ciblées par 1’anticorps.

Globalement, les anticorps monoclonaux peuvent fonctionner selon plusieurs
modes d’action : en bloquant ’action de molécules ou de récepteurs spécifiques, en
ciblant des cellules spécifiques ou en fonctionnant comme des molécules de

signalisation (6).
a. Blocage.

Dans ce cas, les anticorps monoclonaux sont utilisés pour bloquer de fagon
spécifique, la fonction de facteur de croissance, cytokines ou autres médiateurs
solubles. Ce blocage se fait par liaison directe au facteur lui-méme ou a son récepteur.

C’est le cas par exemple de l'infliximab, anticorps anti-TNF-a utilis¢é pour le
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traitement de la polyarthrite rhumatoide et de la maladie de Crohn. Il se lie
spécifiguement aux formes solubles de TNF-o, ce qui permet de bloquer son

interaction avec ses récepteurs et neutralise ainsi son activité.

De méme les anticorps monoclonaux peuvent empécher I’interaction et I’activation
des cellules immunes par blocage de la liaison ligand-récepteur, mécanisme qui
explique I’activité thérapeutique de certains anticorps monoclonaux dans les maladies

auto-immunes et inflammatoires.

Enfin, la liaison d’un anticorps peut en elle-méme suffire pour neutraliser certaines
toxines et certains virus, c’est le cas du palvizumab, anticorps utilisé pour la

prévention d’infection respiratoire causee par le virus respiratoire syncytial(VRS). (18)
b. Ciblage.

En oncologie les anticorps monoclonaux sont utilisés pour cibles cellules

tumorales. Trois mécanismes sont opérationnels.
? Cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps(ADCC).

Un des mécanismes importants par lequel les 1gG recrutent le systeme immunitaire
cellulaire reéside dans l'interaction du domaine Fc avec les récepteurs FcyRs. Chez
I’homme, la famille des FcyR contient six membres connus dans trois sous-groupes ;
FcyRI (CD64), FcyRlla, b, ¢ (CD32a, b, c) et FcyRIlla, b (CD16a, b), exprimés par
diverses cellules effectrices dont les macrophages, les neutrophiles, les cellules
dendritiques et les Natural killer. Ces derniéres constituent I'agent principal de la
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps d’isotype y (ADCC). Ainsi,
I’interaction d’une cellule NK avec une cellule cancéreuse, par 1’intermédiaire d’une
liaison FcyRIIIa/IgG, peut aboutir a la formation d'une synapse immunologique dans

laguelle le NK libére un mélange de granzymes et de perforines qui vont lyser la
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cellule cible (Figure .A.10). Le recrutement des autres types cellulaires, par I'lgG
fixée sur la cellule tumorale, aboutit principalement a la phagocytose de la cellule
cible(29).

A. Antibody-dependent B. Direct cross linking of
cellular cytotoxicity (ADCC) CD20 by RTX on B cells

APOPTOSIS
C. Complement dependent D. Phagocytosis by
cytotoxicy Membrane Macrophages




? Signalisation.

La réponse effectrice cytotoxique ne peut pas, a elle seule, expliquer les résultats
obtenus avec les anticorps monoclonaux en cancérologie, et implique 1’existence

d’autres mécanismes.

La liaison de récepteur membranaire par les anticorps monoclonaux de
signalisation génére des signaux transmembranaires permettant de contréler la
croissance et 1’apoptose des cellules tumorales. Par exemple la liaison de la molécule
CD20 (marqueur des cellules B) par le Rituximab induit de nombreux signaux
intracellulaires aboutissant a 1’apoptose des lymphocytes B (Figure .B.10).
Alternativement, certains anticorps en se liant au récepteur, miment efficacement le
ligand naturel et inhibent les fonctions de transmission de signal associés, c’est le cas
des anticorps anti-récepteurs a activité tyrosine-kinase, comme le trastuzumab

anticorps anti-HER2/neu utilisé pour le traitement du cancer du sein métastatique.

L’utilisation d’anticorps de signalisation peut également induire la dérégulation de
expression ciblée, mécanisme associ¢ a la modification de signalisation

intracellulaire (30).
? Cytotoxicité dépendante du Complément (CDC)

La cytotoxicité dépendante du complément est une réaction cytolytique qui
empreinte, dans le cas des IgG, la voie classique d’activation en cascade des protéines
du complément (de C1 a C9) trés abondantes dans le sérum. Cette cascade est initiée
par la liaison de la protéine C1q sur le domaine Fc de I’anticorps fixé a la surface de la
cellule tumorale. Le complexe Ac/Ag/Clqg recrute une série d'autres protéines du
complément aboutissant a 1’activation des agents protéolytiques C3a et C5a et a la

formation d’un complexe d’attaque membranaire qui provoque la lyse de la cellule
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cible (Figure .C.10). De nombreux anticorps anti-tumoraux dirigés contre diverses
cibles (CD20, CD52, HLA-classe 11, ACE...) ont montré leur capacité d’activation de
la CDC in vitro. Une étude réalisée chez la souris a clairement démontré que le
Rituximab agissait principalement chez cet animal par le recrutement de la voie
classique du complément (32). Chez les patients atteints d’une leucémie lymphoide
chronique, une rapide consommation des éléments du complément est observée apres
une injection de Rituximab suggérant une forte implication de la CDC dans ce
traitement (31).

c. Opsonisation et stimulation des macrophages.

De nombreux anticorps peuvent également recouvrir le pathogene via une
interaction directe de leur paratope. Ce phénomene appelé opsonisation va induire,

d’une part, la phagocytose du pathogene (Figure .D.10).

V. Les stratégies permettant d’augmenter le

potentiel d’anticorps

1. Les fragments d’anticorps recombinants

Différents formats d’anticorps dépourvus de la région Fc sont capables de lier
I’antigéne. Beaucoup sont en cours de développement clinique pour I’imagerie et
I’immunothérapie. Parmi ceux-ci on trouve les Fab et les F(ab’)2. Ces derniers ont été
largement exploités pour la conception d’anticorps bispécifiques. Les fragments Fv
(VH associé¢ a un domaine VL) sont rarement utilisés car n’étant pas reliés par une
liaison covalente, ils se dissocient facilement a faible concentration. Ces fragments
peuvent étre stabilisés par un peptide de liaison qui relie le domaine VL au domaine

VH. Ce format appelé scFv (pour single chain Fv) a été tres largement utilisé. Souvent
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ces fragments sont étudiés sous la forme de fusion a des toxines ou des cytokines. On
peut aussi deriver a partir de scFv des formats variés appelés minibody, bi-scFv,
diabody, tribody, tetrabody dont certains peuvent conduire a des fragments d’anticorps
bispécifiques, voire trispécifique. Les VH et les VL ont le plus souvent une faible
capacité de reconnaissance de I’antigéne lorsqu’ils sont utilisés seuls et ce sont le plus

souvent les domaines VH qui établissent le plus de liaisons avec leur antigéne (9.32).

Enfin, le plus petit domaine capable de reconnaitre un antigene avec de bonnes
spécificités et de bonnes affinités est le VHH. Ce domaine est tres similaire au
fragment VH, mais n’est pas associ¢ a un domaine VL pour la reconnaissance de
I’antigéne. Ce domaine particulier a été découvert chez les camélidés (chameau,
dromadaire, lama...), chez qui il existe, en plus des anticorps conventionnels des
anticorps appelés simple chaine lourde qui sont déepourvus de chaine légére et de
domaine CH1. Ces fragments d’anticorps sont trés faciles a produire dans la levure ou
dans des bacteéries et sont résistants a de hautes températures. De par leur petite taille,
ces fragments se lient souvent a des cavités et constituent une bonne source
d’inhibiteurs d’enzymes. Finalement, leurs séquences en acides aminés sont tres
homologues a celles des VH humains de type Ill. Les VHH ouvrent de nouvelles

perspectives en biotechnologie (5.32).

La petite taille de ces différents fragments d’anticorps comparée a 1’anticorps
entier peut étre intéressante si I’on désire une élimination rapide par I’organisme et une
meilleure pénétration au sein des tumeurs solides. Les Fab et scFv peuvent en effet
étre facilement éliminés par la voie rénale contrairement & un anticorps entier ou un
F(ab’)2. Il faut cependant souligner que seulement deux Fab, un Fab’ et un F(ab’)2 ont

actuellement une AMM en immunoscintigraphie et un Fab en immunothérapie (32).
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Figure 11. Représentation schématique de différents formats des fragments d’anticorps
recombinants (33).
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2. Immunoconjugués

Le terme d’immunoconjugué est utilis€ pour décrire des anticorps monoclonaux
(ou d’autres sous-unités) utilisés comme porteurs de substances actives, par ex. des
radio-isotopes, des toxines, des enzymes, des cytokines ou des nanoparticules.
L’activité immunologique de ces anticorps est alors sans importance. Les effets qu’ils

développent sont ceux de la substance qu’ils transportent.
a. Anticorps conjugues a des radioisotopes

Les anticorps peuvent étre associés aux radioisotopes. Les radioisotopes subissent
une désintégration en raison de D’instabilité inhérente de leur noyau et émettent
certains types de particules qui vont traverser les tissus sur différentes distances. Les
particules B peuvent traverser quelques millimétres a quelques centimétres de tissus et
donc déposer leur énergie au voisinage du point d’émission. Elles seront utilisées pour
détruire des tumeurs volumineuses. Pour cibler des tumeurs de petit volume, ou si on
souhaite épargner des cellules normales immédiatement adjacentes aux cellules
tumorales, le choix se portera sur des radioisotopes émettant des particules a. En
pratique, I’iode 131 et I’yttrium 90, qui émettent tous deux des particulesf3, sont les
agents les plus souvent utilisés. L’iode 131, en raison de I’émission également de
particules vy, présente 1’avantage de pouvoir étre utilisé en scintigraphie pour évaluer la

distribution du tissu tumoral (34).
b. Anticorps conjugués a des toxines

Les immunotoxines sont des molécules chimériques composées d’une molécule
permettant 1’adhésion aux cellules (ici un anticorps) et d’une toxine ou une de ses
sous-unités. Les toxines dérivées des plantes ou des bactéries sont des protéines
possedant habituellement un domaine de fixation non spécifique aux cellules et un
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domaine capable d’inhiber la synthése protéique. En remplagant le domaine de fixation
non spécifique de la toxine par un anticorps, la toxine peut étre dirigée spécifiquement
vers des cellules tumorales. Apres liaison a la surface de la cellule, le complexe
anticorps-toxine est internalisé dans des vésicules et les compartiments de 1’appareil de
Golgi ou la présence d’un pH faible facilite la protéolyse de la toxine. La sous-unité
toxique de la toxine est transportée vers le cytosol de la cellule. Dans le cytosol, le
domaine catalytique de la toxine peut modifier le facteur d’¢longation ou inactiver
I’ARN ribosomial 28S, et de cette maniére, inhiber la synthése protéique indispensable
a la survie de la cellule. Comme exemple de cette association le couplage de
gentuzumab (anti-CD33) a la calicheamicine utilise pour le traitement de leucémie

myeéloide aigué exprimant le CD33 (35).
c. Anticorps conjugués a une enzyme

Cette technologie appelée ADEPT (antibody directed enzyme prodrug therapy)
procede en deux étapes : des prodrogues non toxiques sont d’abord conjuguées a
I’anticorps, puis I'anticorps se fixe sur la cellule cible en transformant la prodrogue en
drogue active : Carboxypeptidases, Phosphatase alcaline, Glucuronidase et f-

Lactamase ont été ainsi conjuguées.

L’avenir de cette approche concerne les maladies infectieuses a germe résistant a

certain antibiotiques ou certain parasitoses (36).
d. Anticorps conjugués a des nanoparticules

Les anticorps peuvent étre couplés de facon covalente a la surface des
nanoparticules pour un ciblage localisé des cellules qui expriment les récepteurs
d'antigene correspondant. La conception de nanoparticules immuno-polymére exige

non seulement la création de structures bien définies, mais aussi I'optimisation de la

[ =)



chimie de conjugaison d’anticorps. Nous rapportons ici la conception d'un systeme de
nanoparticules polymériques biodégradables en utilisant de nouveaux copolymeéres
greffés qui s'auto-assemblent dans des nanoparticules en solution aqueuse micellaire et
de fournir des groupes fonctionnels réactifs pour le couplage d'anticorps par des
réactions de Diels-Alder (41).

3. Anticorps bispécifique

De nombreux formats ont été développés depuis 1’avenement des anticorps
bispécifiques en raison des contraintes de qualité et de quantité. Si I’AcBs doit étre une
molécule efficace, il doit également pouvoir étre produit et purifié en quantités

suffisantes pour des applications cliniques.

Ab-bs

Figure 12. Représentation schématique Anticorps bispécifique (9).

La premiere stratégie pour créer des AcBs a consisté a fusionner les 2 hybridomes
produisant les AcM correspondant aux 2 spécificités visées. Cette stratégie présentait

un défi technique important puisque I’appariement aléatoire des chaines lourdes et
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légeéres des AcM originaux générait une dizaine d’anticorps différents et que la
purification de I’anticorps d’intérét était treés difficile. L’avantage de ces AcBs produits
par quadroma était la présence de la partie Fc qui en faisait des molécules «

trispécifique » avec des avantages et des inconvénients potentiels (37).

La liaison de 2 Fab’ par un lien thioether, initialement décrite par Glenny, a permis
de préparer de nombreux anticorps bispécifiques évalués en préclinique et lors
d’études cliniques. Si cette technologie permet de préparer des molécules efficaces
avec un degré de pureté compatible avec un usage clinique, les nombreuses étapes de

purification et les rendements ne sont pas compatibles avec une activité commerciale.

Depuis de nombreuses années, la production d’AcBs recombinants par ingénierie
géneétique a éte présentée comme la solution a tous les problemes de production, de
formats, d’immunogénicité des AcBs. Cependant, ce n’est que trés récemment que ces
techniques ont produits les molécules escomptées entrainant une renaissance du
domaine et I’entrée des AcBs recombinants en clinique. Si les formats des
constructions envisageables sont théoriquement quasiment illimités, les molécules
produites sont limitées par les contraintes de structures tridimensionnelles. Dans ce
cadre, il faut mentionner 1’intérét des anticorps de camélidés dont le domaine variable
monocaténaire est plus facile a manipuler que les scFv bi-caténaires et celui des «
Tribodies » utilisant les régions naturelles de dimérisation des anticorps. Récemment,
le développement et la production d’AcBs bivalents et trifonctionnels trés proches du
format des anticorps intacts amplifient les perspectives d’utilisation en clinique des
AcBs (38).

4. Anticorps intracellulaire (antrabody)

Un anticorps intracellulaire est un anticorps concu pour étre exprimé de maniére

intracellulaire par l'incorporation dans sa structure d’un peptide signal de trafic
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intracellulaire. Ces anticorps ont été développés contre différents antigénes présent
dans divers compartiments cellulaires tels que le cytosol, le noyau, le réticulum
endoplasmique, les mitochondries, les peroxysomes et la membrane plasmique. Leur
liaison avec I’antigéne cible offre la possibilit¢ de bloquer ou de modifier des
interactions moléculaires spécifigues menant a des changements dans l'activité
biologique des protéines cibles. Ils ont été, par exemple, employés pour diminuer
I'expression membranaire du récepteur de 38 facteurs de croissance endothélial
vasculaire oncogénique, menant a une inhibition significative de la croissance
tumorale (39). Assurément, l'obstacle principal dans I’utilisation de ces anticorps
demeure I'absence de méthodes efficaces in vivo pour introduire le matériel génétique
codant I'Ac dans des cellules cibles vivantes. Jusqu’ici, toutes les études ont employé
des systéemes in vitro ou les cellules sont transfectées en employant des vecteurs
d'expression, tandis que les applications cliniques exigeraient des protocoles efficaces
de thérapie génique qui ne sont pas encore disponibles. Actuellement, des tentatives
sont faites pour délivrer les genes de ces anticorps en employant des génomes de virus
ou des immunoliposomes. Cette technologie ne pourra montrer son potentiel

thérapeutique que lorsque ce goulot technologique aura été franchi (40).
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V1. Production de masse, méthodes de purifications

et de contrdle de qualité des anticorps monoclonaux

1. Production de masse des anticorps monoclonaux

Le but a atteindre ensuite est de faire proliférer I’hybridome sélectionné dans les
meilleures conditions afin de produire suffisamment d’anticorps. La production a
grande échelle d’anticorps monoclonaux repose sur la culture des hybridomes soit in

Vivo, soit in vitro.
a. Production in vivo : procédé d’ascite

Le procédé d’ascite implique 1’injection intrapéritonéale ou sous-cutanée tout
d’abord de pristane (huile minérale) chez un animal de laboratoire (généralement
souris ou rat), provoquant ainsi une irritation de la cavité abdominale mais pas encore
d’ascite. Une a trois semaines aprés, les hybridomes (10° & 107 cellules) sont injectés
dans le péritoine des animaux de laboratoires. Au cours des 10 a 25 jours suivants, la
tumeur se développe dans toute la région péritonéale sous forme d’ascite et, durant le
processus de multiplication, les cellules produisent des quantités importantes
d’anticorps monoclonaux. Lorsque 1’ascite a atteint un certain volume, 1’abdomen est
ponctionné avec une aiguille. Une seule souris produira 10 a 20 ml de liquide d’ascite

contenant environ 10 mg/ml d’anticorps monoclonaux.

L’histocompatibilité entre I’hybride et la souris productrice d’ascite est requise. A
chaque passage sur souris ou rat, la production d’anticorps monoclonaux doit étre

vérifiée pour s’assurer de la persistance de la capacité sécrétoire d’hybridome.

La culture en ascite permet une production flexible de petites quantités d’anticorps

monoclonaux. Cette production in vivo présente cependant plusieurs inconvénients,
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notamment la petite taille de la souris et la présence de nombreuses enzymes
protéolytiques dans 1’ascite. De plus, le liquide de I’ascite contient un mélange de
protéines dont certaines sont des immunoglobulines. Il se pose aussi le probleme
éthique de I’utilisation des animaux et de I’injection de cellules cancéreuses. La

production in vivo devient de plus en plus une technique obsoléte (42,14).
b. Production in vitro : procédé par culture cellulaire

La production in vitro est basée sur la culture des hybridomes dans des milieux de
culture définis. Le milieu de culture ajouté pour la nutrition des cellules contient du
sérum de veau feetal. Apres I’adaptation des lignées de cellules, on peut utiliser un
milieu exempt de sérum, et donc éliminer le risque de contaminations accidentelles par
des micro-organismes présents dans le sérum. Afin d’accélérer la division, des cellules

nourricieres sont incorporées au milieu.

La culture des hybridomes peut étre effectuée dans des flacons d’un contenu de
0,5 a 1 litre (flacons pour cultures en rotation), dans des flacons pour cultures selon
Spinner d’un contenu de 1 a 10 litres, dans des réacteurs capillaires (principe de la

dialyse) ou dans des fermenteurs de capacités diverses (10 a 1000 litres). (42)

Les opérations de type batch ou discontinu, constituent le mode de gestion le plus
simple et le plus flexible de conduite des cultures. Apres inoculation, celles-ci se
poursuivent jusqu’a épuisement du milieu et extraction du produit. Elles sont realisées
dans des cytoculteurs, le plus souvent des bioréacteurs a agitation mécanique dérivés
des fermenteurs microbiens. Le plus important pour la survie des cellules, comme pour
le contréle de la culture, est de maintenir toutes les cellules en suspension, avec une
bonne homogeénéisation du liquide. Les bioréacteurs a agitation pneumatique (air-lift)
ont une alternative satisfaisante aux dispositifs d’agitation mécanique pour des cultures

allant jusqu’a 1000 litres. C’est alors I’introduction d’air comprimé (composé de
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5%CO0,, 95%0,) qui provoque 1’agitation et I’oxygénation du milieu. Un inconvénient
des opérations discontinues est que le milieu de culture s’épuise au fur et a mesure que
les cellules 1'utilisent, ce qui limite tant la croissance cellulaire que la production. Les
opérations de type fed-batch (discontinu alimenté) représentent ainsi une amélioration
des procédés batch. Elles consistent a apporter de maniére contrdlée des nutriments en
cours de route, pour prévenir leur épuisement. Un nouveau perfectionnement de la
culture des cellules animales consiste a passer aux opérations réellement continues,
avec apport permanent de nutriments et retrait simultané du milieu usagé et des
produits formés, le volume de culture restant constant. D’autres systémes de perfusion
utilisent des microporteurs poreux sur lesquels les cellules sont immobilisées (Figure
n°13) (14).
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Figure 13 : procédé de culture cellulaire (14)

Toutes les lignées d’hybridome ne se cultivent pas in vitro avec le méme succes.
Quelques-unes exigent un milieu de culture et des facteurs de croissance tres
specifiques. Le surnageant des cultures de cellules contient les anticorps, mais a une
concentration beaucoup plus faible que ’ascite. La présence de protéines étrangeres
provenant par exemple du sérum de veau feetal et la faible concentration en anticorps
rendent nécessaires le rincage et la concentration du surnageant, ce qui est

techniquement difficile et onéreux (14).
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2. 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.

Ensuite, pour purifier [l'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  antigéniques de l'antigéne  (ligands

peptidomimétiques) (118).
3. Contrdle de qualité des anticorps monoclonaux

Les biotechnologies utilisent des organismes vivants pour la fabrication de
médicaments. De ce fait, ces organismes peuvent synthétiser des molécules qui
peuvent provoquer des effets secondaires importants. Le contréle de la qualité en

biotechnologie différe du contréle qualité traditionnel par trois points :
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> Le développement et la caractérisation des organismes de production des

biomolécules.

> Le contréle du processus de fermentation et de culture cellulaire.

> le contrble du processus de purification et du produit final.

Donc le contréle qualité¢ en biotechnologie ne s’arréte pas a I’identification du

produit final. La pureté, la stabilité, la caractérisation du composé obtenu et les

opérations de purification doivent étre etudiées avec precision. (Tableau I11) (121)

monoclonaux (121).

Tableau

Exemple de contrdle de la qualité de la production des anticorps

Caractéristiques physiques
et chimiques

Caractéristiques Propriétés de I'analyse Méthodes d'analyse
Electrophorése ou CE
Purete HPLC phase inverse

HPLC exclusion de taille

Intégrité/poids moléculaire

Electrophorése ou CE

Spectromeétrie de masse

HPLC exclusion de taille

Diffusion de lumiére

Identitification

cIEF

Cartographie peptides

HPLC échangeuse d'ions

Liaison antigéne Immunoassay
Activités . . . Prolifération des cellules
Meéthodes biologiques - —_—
Cytotoxicite

Produits liés aux impuretés

Aggrégations / fragments

Electrophorése ou CE

HPLC exclusion de taille

Produits liés aux impureteés
et
aux contaminations

Cellule hote protéine Immunoassay
- Hybridation DNA
Cellule hote DNA =
Fluorescence
Protéine A Immunoassay
Cellule de culture Immunoassay

Virus

Microscopie electronique

Analyses in vivo / in vitro
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a. Controle des matiéres premieres

Controle des vecteurs :

I.  Criteres de choix de la cellule hote et historique de la lignée cellulaire
ii.  Controle de la Banque de Cellules Primaires (BCP) et de la Banque de Cellules
de Travail (BCT) : afin de prouver la reproductibilité de la production de la
molécule active.
> Test d’identité: caractéristiques phénotypiques et génotypiques
> Test de pureté: contamination bactérienne et fongique, mycoplasme,
virus.

> Stabilité : des cellules dans les conditions de conservation. (121)
b. Contréle du produit fini

> ldentité: se fait sur chaque lot permet la caractérisation de la substance active
par des méthodes spécifiques (HPLC- Tests immunologiques)

Activité : se fait sur chaque lot, par rapport a une substance de référence
Régularité: nombre acceptable de lots consécutifs

Pureté: se fait sur chaque lot (HPLC)

YV V VY V

Sécurité : stérilitée, endotoxines bactériennes, test des pyrogenes. (121)

c. Controle des matériels

Les matériels utilisés pour la fabrication de la substance meédicamenteuse (p. ex.
matieres premiéres, matériels de départ, solvants, réactifs, catalyseurs) doivent étre
indiqués, en précisant a quel stade du procédé chaque matériau est utilisé. On doit
fournir de I’information sur la qualité et le contréle de ces matériels. Fournir, s’il y a

lieu, ’information démontrant que les matériels répondent aux normes appropriées
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pour leur usage prévu. Pour les matériels d’origine biologique, cela peut inclure les

données sur la source, la fabrication et la caractérisation.
d. Contréle de la structurale des anticorps monoclonaux

? Composition en acides amines

La composition globale des acides aminés est déterminée en recourant a diverses
méthodes analytiques et hydrolytiques, et comparée a la composition en acides aminés
déduite de la séquence du gene pour le produit souhaité ou son équivalent naturel, si
jugé nécessaire. Fréquemment, 1’analyse de la composition en acides aminés fournit
des informations structurelles utiles pour les peptides et les petites protéines, mais de
telles informations sont généralement moins précises pour les grandes protéines. Les
données fournies par I’analyse quantitative des acides aminés peuvent souvent aussi

étre utilisées pour déterminer le contenu protéique. (124)
? Séquencage des acides aminés terminaux

L’analyse des acides aminés terminaux est exécutée pour identifier la nature et
I’homogénéité des acides aminés amino- et carboxy-terminaux. Si le produit souhaité
est hétérogene en ce qui concerne les acides aminés terminaux, la quantité relative des
formes variantes devrait étre déterminée en utilisant une méthode analytique
appropriée. La séquence de ces acides aminés terminaux devrait étre comparée avec la
séquence d’acides aminés terminaux déduite de la séquence du geéne pour le produit

souhaité. (124)
? Groupe sulfhydrate et ponts disulfures

Dans les cas ou, basé sur la séquence génétique du géne pour le produit souhaité, la

présence de résidus de cystéine est anticipée, le nombre et les positions de tout groupe
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sulfhydrile libre et/ou de ponts disulfures devraient étre identifiés autant que possible.
La cartographie des peptides (dans des conditions réductrices et non-réductrices), la
spectrométriec de masse ou d’autres techniques appropriées peuvent étre utiles a cette

évaluation. (124)
e. Contrdle de Pactivité biologique des anticorps

Le protocole de contréle doit décrire en détail les propriétés immunologiques de
I'anticorps, y compris sa spécificité antigénique, sa liaison au complément et toute
réactivité non intentionnelle ou cytotoxicité envers des tissus humains autres que le
tissu cible. Ces études de réactivité croisée doivent reposer sur des méthodes

immunohistochimiques appropriées et porter sur une gamme de tissus humains. (121)
f. Les normes ICH pour les produits biotechnologiques

? QB5A : Sécurité virale des produits biotechnologiques

Le risque de contamination virale est une caractéristique commune a tous les
produits issus de la biotechnologie dérivés de lignées de cellules. Une telle
contamination peut avoir de graves conséquences cliniques; elle peut provenir de la
contamination des lignées cellulaires originales (substrats cellulaires) ou de
I’introduction fortuite de virus durant la production. Toutefois, jusqu’a maintenant les
produits issus de la biotechnologie dérivés de lignées cellulaires n’ont pas été la cause
de la transmission de virus. Néeanmoins, il reste que la sécurité de ces produits en ce
qui a trait a la contamination par des virus ne peut étre raisonnablement assurée que
par I’instauration d’un programme de dépistage des virus et par 1’évaluation de la
capacité du procédé de fabrication d’éliminer ou d’inactiver les virus, comme il est

décrit plus bas.
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Trois approches complémentaires principales sont en usage pour le contréle d’une

contamination virale éventuelle des produits issus de la biotechnologie:

» Choisir et tester les lignées cellulaires et les autres matieres premiéres, y
compris les €éléments constitutifs du milieu, et vérifier qu’elles sont exemptes de
virus indésirables qui peuvent étre infectieux et/ou pathogénes pour les
humains;

> Evaluer la capacité des procédés de production d’éliminer les virus infectieux;

> Soumettre le produit, aux étapes appropriées de sa production, a des épreuves

permettant de confirmer I’absence de virus infectieux. (119)

? QB5B: analyse des vecteurs d’expression dans les cellules utilisées pour

la production protéique déerivée de I’ADNr

Le vecteur d’expression est un vecteur renfermant la séquence codante de la
protéine recombinante qu’on veut fabriquer. Pour assurer la qualité et I’uniformité du
produit final les segments du vecteur d’expression doivent étre analysés au moyen de
méthodes spécifiques aux acides nucléiques ainsi que par des épreuves portant sur la
protéine recombinante purifiée. L’analyse du vecteur d’expression a 1’échelle des
acides nucléiques doit étre considérée comme un ¢lément de 1’évaluation globale de la
qualité; il faut toutefois se rappeler que cette analyse ne nous renseigne que sur la
séquence codante d’un gene recombinant et ne donne aucune information sur la
fidélité de la traduction ou sur les propriétés de la protéine recombinante, par exemple
sur sa structure secondaire ou tertiaire ou sur les changements post- traductionnels

qu’elle peut subir. (119)

55

—
| —



? Q5C : Etude de stabilité des produits biotechnologiques

L’¢évaluation de la stabilité¢ peut nécessiter des méthodes d’analyse complexes. Les
essais pour I’activité biologique, lorsqu’il y a lieu, doivent étre inclus dans les études
de stabilité. En outre, dans la mesure ou la pureté et les caractéristiques moléculaires
du produit le permettent, on doit analyser la molécule et quantifier les produits de
dégradation par des épreuves physico-chimiques, biochimiques et immunochimiques

appropriees. (119)
? Q5D: Préparation et caractérisation des substrats cellulaires

Le choix de la lignée cellulaire parentale est déterminant. Pour les produits
recombinants, la lignée cellulaire parentale est typiquement la lignée cellulaire
receveuse non transfectée. Il est conseillé d’utiliser une banque de cellules parentales
caractérisée, mais cette condition n’est pas essentielle. L’utilisation d’une banque de
cellules parentales caractérisée peut présenter certains avantages, surtout lorsque
différents substrats cellulaires sont obtenus a partir du méme type de cellule parentale,
en utilisant les renseignements concernant la banque de cellules parentales pour
I’évaluation de la qualité de la banque de cellules primaires (BCP). Par exemple, la
lignée myelomateuse peut étre utilisée pour constituer une banque de cellules

parentales qui servira a produire des hybridomes. (119)

? Q 6 B : Méthodes analytiques et critere d’approbation pour les
produits biologiques et issus de la biotechnologie

La caractérisation d’un produit issu de la biotechnologie ou d’un produit
biologique par des techniques appropriées (incluant la détermination des propriétés
physicochimiques, de 1’activité biologique, des propriétés immunochimiques, de la

pureté et des impuretés) est nécessaire pour |’établissement de spécifications

56

—
| —



appropriées. Les critéres d’acceptation doivent étre adoptés et justifiés a 1’aide de
données obtenues de lots utilisés dans les études précliniques ou cliniques, de données
de lots utilisés pour démontrer 1’'uniformité de fabrication ainsi qu’avec des données
d’études de stabilit¢ et autres données pertinentes obtenues en cours de

développement.

Une caractérisation approfondie est menée au cours de la phase de développement
et, si nécessaire, a la suite de changements importants apportés au procédé de
fabrication. Au moment de soumettre le dossier, le produit devrait, si possible, avoir
été comparé a un étalon de référence approprié. Lorsque possible et pertinent, le
produit devrait étre comparé a son équivalent naturel. De méme, au moment de
soumettre le dossier, le fabricant devrait avoir adopté des substances de référence
appropriées et caractérisées, qui serviront aux tests biologiques et physicochimiques
effectués sur les lots de production. De nouvelles techniques analytiques et des
améliorations a la technologie existante sont constamment en cours de développement

et devraient étre utilisées lorsqu’elles sont appropriées. (119)
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l. Introduction

Aprés la découverte de la technique de production des anticorps monoclonaux en
1975 par Kohler et Milstein. Ces anticorps ont été utilises comme outils de
diagnostique et ont suscité énormément d’intérét comme outils thérapeutiques
particulierement dans le domaine de I’oncologie. Cependant, la traduction chimique et
commerciale est longtemps restée complexe, puisqu’en 20 ans, un seul anticorps, le

muromomab a été mis sur le marché.

A la fin des années 1990 et avec la commercialisation du Rituximab et de

I’infliximab, 1’intérét porté a ces anticorps a été relancé.

Actuellement, une dizaine d’anticorps monoclonaux sont commercialisés aux
Etats-Unis et des centaines sont en cours d’évaluation. Ces médicaments couvrent des
domaines thérapeutiques de l’oncologie, de la transplantation, des maladies auto-

immunes, de cardiologie, de I’infectiologie, de 1’allergologie et I’ostéoporose.
I1. Les anticorps monoclonaux en cancérologie.

Au cours des vingt dernieres années, une meilleure connaissance des mécanismes
de I’oncogenése, de la croissance et de la progression tumorale ont conduit a
considérer davantage le cancer sous un angle « moléculaire ». Dans certains cas, la
connaissance des anomalies moléculaires impliquées dans le processus de
cancérisation a permis de definir des éléments diagnostiques et pronostiques, en
complément des données classiques histopathologiques et cliniques. Ces données
peuvent aussi étre utilisées pour permettre le développement d’agents anticancéreux
plus ciblés, éventuellement plus efficaces. Parmi ces agents, les anticorps

monoclonaux. Son développement, reposant sur I’hypothése que les cellules tumorales
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exprimaient des cibles antigéniques potentielles a des niveaux plus éleves que les
cellules normales. Ces épitopes pouvaient donc étre ciblés par des anticorps, avec un
effet anti-tumoral potentiel produit par des mécanismes faisant intervenir I’immunité
via le complément ou via I’immunité cellulaire. Par ailleurs, on a trois catégories

d’anticorps dans ce domaine.

Les anticorps monoclonaux non conjugués, 1’anticorps monoclonal agit
directement en induisant un signal de croissance négatif ou bien en induisant

I’apoptose.

Les anticorps monoclonaux conjugués a une drogue, 1’anticorps monoclonal
permettant la distribution sélective de la drogue vers les cellules tumorales. Dans
certains cas, il est possible de coupler I’anticorps a une enzyme qui activera in situ une
prodrogue pour la transformer en un agent cytotoxique localement efficace. lls

diminuent ainsi la toxicité générale de la drogue.

Les anticorps monoclonaux peuvent aussi étre conjugués a des éléments
cytotoxiques ou radioactifs permettant la délivrance ciblée de radiations ionisantes

(radio-immunothérapie) (44).
1. Anticorps ciblant les tumeurs solides.

Les recepteurs a tyrosine kinase (RTK) forment une importante famille de
récepteurs  transmembranaires  présentant une  activité  tyrosine  Kinase
intracytoplasmique. Ces récepteurs, dont plus d’une vingtaine de familles différentes
ont été identifiées, sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires tels que la

prolifération cellulaire ou la différenciation.

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

anormale de cellules de certains types de tumeurs humaines.

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

ou communes a I’ensemble des RTK (45.46).
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Figure 14. Structure générale des récepteurs a activité tyrosine kinase(46).
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a. Trastuzumab : (Herceptin®)
? Définition.

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

les patientes qualifiées de HER2+, soit HER2 (3+) en immunohistochimie (46).
? Indication.
Cancer du sein métastatique :

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

surexpression tumorale de HER2 :

e En monothérapie, chez les patients déja prétraités par au moins deux protocoles
de chimiothérapie pour leur maladie métastatique. Les chimiothérapies
précédentes doivent au moins inclure une anthracycline et une taxane, a moins
que ces traitements ne conviennent pas aux patients. Les patients répondeurs a
I'hnormonothérapie doivent également étre en échec a I'hormonothérapie, a
moins que ces traitements ne leur conviennent pas.

e En association avec le paclitaxel, chez les patients non prétraités par
chimiothérapie pour leur maladie métastatique et chez lesquels le traitement par
anthracyclines ne peut pas étre envisage.

e En association avec le docétaxel, chez les patients non prétraités par

chimiothérapie pour leur maladie métastatique.
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e En association a un inhibiteur de I'aromatase, chez les patientes ménopausees
ayant des récepteurs hormonaux positifs, non traitées précédemment par
Trastuzumab.

Cancer du sein en situation adjuvante :

Trastuzumab est indiqué en traitement adjuvant du cancer du sein avec
surexpression tumorale de HER2, apres chirurgie, chimiothérapie (néoadjuvante ou

adjuvante) et radiothérapie (si indiquée).

Trastuzumab ne doit étre utilisé que chez les patients dont les tumeurs présentent
soit une surexpression de HER2, soit une amplification du gene HER2 déterminée par
une méthode précise et validée (voir mises en garde et précautions d'emploi et

propriétés pharmacodynamiques). (110)
? Meécanisme d’action

Le Trastuzumab se lie spécifiqguement a la molécule HER2 et induit une régulation
négative du récepteur a la surface cellulaire. Ceci entraine un blocage de la

prolifération des cellules tumorales.

Apres la fixation de I’anticorps sur la cible, le systtme immunitaire entraine la
destruction des cellules tumorale via ’ADCC. Ceci réduit le nombre des cellules

tumorales (110).
? Association de Trastuzumab a la chimiothérapie

Le cancer du sein métastatique demeure encore de nos jours une maladie incurable.
L’objectif de tout traitement est d’améliorer la qualité de vie et, dans une certaine
mesure, d’allonger la survie. Depuis trois décennies, des progrés significatifs ont été

réalisés dans la compréhension des mécanismes impliqués dans 1’acquisition d’un
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phénotype malin par une cellule normale (par exemple : identification de 1’oncogéne
HER2) et dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques cytotoxiques et
cytostatiques. Les taxanes, paclitaxel et docétaxel, sont des poisons du fuseau qui
agissent en inhibant la dépolymérisation des microtubules. Ces deux agents ont
démontré leur efficacité chez des patientes métastatiques apres échec des

anthracyclines.

Les modeles précliniques démontrent que le trastuzumab posséde des propriétés
cytostatiques et qu’il interagit de fagon additive ou synergique avec certains agents

cytotoxiques, notamment les taxanes (47).
b. Panitumumab (Vectibix ®)
? Définition

Le panitumumab est le premier anticorps monoclonal de type 1gG2 entiérement
humain dirigé contre I'EGFR. Cet agent se lie au domaine extracellulaire de 'EGFR et
empéche la dimérisation du récepteur. Cette union conduit a l'internalisation du
complexe récepteur-ligand et empéche I’autophosphorylation EGFR, et I'activation des
protéines de signalisation en aval. L'effet net est l'inhibition de la prolifération

cellulaire et la croissance tumorale et lI'induction de I'apoptose (48).
? Mécanisme d’action du panitumumab

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

la production d'interleukine 8 et du facteur de croissance endothélial vasculaire (49).
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? Efficacité clinique
i.  Etudes de phase I

Dans un essai de phase | menés par Figlin et al, 43 patients atteints de cancer a un
stade avancé ont été inscrits pour recevoir jusqu'a 4 perfusions hebdomadaires de
panitumumab, avec des doses allant de 0,01 a 2,5 mg / kg. Types de tumeurs qui ont
été inclus, cancer de la prostate, le cancer du rein, le cancer colorectal, le cancer du
poumon non a petites cellules, cancer de I'cesophage, et cancer du pancréas. Aucune
mesure d'expression de ’EGFR n’a été précisée dans 1'étude. Un patient avec cancer
de I'cesophage et 1 patient avec un cancer colorectal, la maladie est stable pour les 7
mois a la dose 0.1-mg/kg et pour 4 mois a la dose 1.5-mg/kg. Un patient atteint de
cancer de la prostate traités par une dose de 0,75 mg / kg ont obtenu une réponse
mineure durée de 6 mois (régression de 3 ou 4 Iésions de 38% -76% et une diminution

de l'antigéne prostatique spécifique de 60%). (50)

ii. Etudes de phase Il dans le cancer colorectal métastatique réfractaire
> Expression haut de I'EGFR

Dans une étude multicentriqgue en phase Il, panitumumab a été évaluée en
monothérapie chez les patients atteints de CCRm qui avaient progression de la maladie
malgré un traitement avec 2 ou 3 traitements de l'irinotécan-fluoropyrimidine, et la
chimiothérapie a base d'oxaliplatine. Le panitumumab a été dosé a 6 mg / kg jusqu'a
progression de la maladie. Efficacité et tolérance ont été évaluées séparément. Cet
essai envisage de scolariser 300 patients. Une analyse intérimaire mai 2005 inclus 39
patients éligibles pour I'évaluation d'efficacité de traitement et 91 patients disponibles
pour l'analyse de tolérance aprés avoir recu au moins 1 dose de panitumumab. A la
semaine 16, 3 (8%) patients ont eu une réponse partielle, 8 (21%) ont atteint

stabilisation de la maladie, et de progression de la maladie a été observée chez 19
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(49%) patients. Neuf patients (22%) n'étaient pas imposables. Au moins 1 traitement

était présent dans 96% des patients traités au panitumumab. (50)
> Faible ou absence d’expression de I’EGFr

Une étude de phase Il, multicentrique. A inclus des patients avec progression de la
maladie documentée mCRC pendant ou apres 2 a 3 traitements de fluoropyrimidine,
I'irinotecan, oxaliplatine et de traitement dans les 6 mois de I'administration la plus
récente de la chimiothérapie. Le panitumumab a été donné a 6 mg / kg jusqu'a
progression de la maladie ou intolérance. Cette étude prévoit recruter 150 patients.
Une analyse intermeédiaire chez 89 patients avec 20 semaines de suivi a révélé que 7%
de tous les patients ont eu une réponse partielle. Vingt-neuf pour cent des patients ont
présentait une stabilisation de la maladie, et le contrdle de la maladie a été observé
chez 37%. Le délai médian de réponse était de 9 semaines et globale chez les patients
atteints d’une expression faible et négative de I'EGFR, avec un minimum de 7
semaines et un maximum de 12 semaines. La durée médiane de réponse a été de 20
semaines. La durée de la réponse a été plus longue chez les patients avec des tumeurs
EGFR négative: 31 semaines, comparativement a 20 semaines chez les patients avec
une faible expression EGFR (50).

iii. Etude de Phase 111

Une étude de phase Ill, multicentrique, randomisée a comparé I'ajout du
panitumumab a un régime de meilleurs soins de soutien (BSC) par rapport BSC seul
chez des patients réfractaires atteints de CCRm et de la documentation radiologique de
progression de la maladie dans les 6 mois de l'administration la plus récente d'un
régime de chimiothérapie contenant oxaliplatine fluoropyrimidine plus ou irinotecan.
Les patients ont été suivis jusqu'a progression de la maladie. Dans le groupe

panitumumab, un important (46%) reduction du taux de progression de la tumeur a éte

66

—
| —



signalé par rapport aux BSC. PFS a été plus élevée dans le groupe panitumumab +
BSC tout au long de la période de traitement de 8 a 40 semaines. A la semaine 8, PFS
a été observée dans 49% des patients ayant recu du panitumumab + BSC contre 30%
dans le groupe BSC. Le délai médian de survie sans progression a été de 8 semaines,
dans le groupe panitumumab + BSC par rapport a 7,3 semaines dans le groupe BSC.
Les caracteristiques des patients, tels que I'age, le statut de performance, le nombre de
métastases, le nombre de traitements antérieurs, ou expression de I'EGFR, n'ont pas été

trouvés a étre associé a des effets du panitumumab (50).
c. Bevacizumab (Avastin®)
? Définition

Le bevacizumab (Avastin*) est un anticorps monoclonal humanisé de type IgG1
qui reconnait et blogue le facteur de croissance endothélial vasculaire A (VEGF-A).
VEGF-A induit un signal chimique qui stimule la croissance de nouveaux vaisseaux
sanguins (angiogeneése), en particulier dans le cancer, la rétinopathie des diabétes et
d'autres maladies. Le bevacizumab a été le premier inhibiteur de l'angiogenése
disponible en clinique aux Etats-Unis. Cet anticorps a été approuvé par FDA et EMEA
dans le traitement de premiére ligne des cancers colorectaux métastasique en

association avec une chimiothérapie incluant le 5-fluoro-uracile (51).
? Meécanisme d’action

Sous l'effet de la stimulation par le VEGF les cellules endothéliales proliferent et
de nouveaux petits vaisseaux au sein de la tumeur permettant sa croissance

apparaissent (néo angiogenése tumorale).
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Le mécanisme d'action d’Avastin est basé sur I’inhibition de la liaison entre le
VEGF et ses récepteurs (FIt-1 et KDR) a la surface des cellules endothéliales des

néovaisseaux des tumeurs dont la survie est VEGF dépendante.

Blocage de la fixation du VEGF sur ses récepteurs permet une involution des ces

vaisseaux et donc une asphyxie de la tumeur.

L’administration de Bevacizumab dans des modeles de transplantation de cancers
humains chez les souris nudes montre une réduction de la croissance des micro-

vaisseaux et une inhibition de la progression des métastases (52).
? Efficacité clinique

L’ajout de bevacizumab au 5-fluorouracile en administration intraveineuse a éte
évalué dans la chimiothérapie. Dans ces études, les paramétres d’intérét sont la survie
globale, la survie libre de progression, le taux de réponse tumorale et la durée de la

réponse au traitement.

Un essai clinique de phase Il, ouvert et randomisé, auquel participent 104
personnes, évalue les effets bénéfiqgues du bevacizumab en administration
intraveineuse aux deux semaines en association avec le régime FL. En vertu des
résultats, I’association FL-bevacizumab est plus efficace du point de vue clinique a
dose basse (5 mg/kg) qu’a dose élevée (10 mg/kg). On ne sait pas si le médicament est

efficace a une dose inférieure a 5 mg/kg.

Dans un essai clinique de phase 11, controlé et randomisé, comptant 813 personnes
souffrant de CCE, I’association du régime IFL et du bevacizumab améliore la survie
comparativement au régime IFL combiné au placebo. La probabilité de survie est de
20,3 mois suivant le traitement est de 50 % dans le groupe du IFL-bevacizumab, alors

qu’elle est de 38 % dans le groupe du IFL-placebo. Par conséquent, un patient sera
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vivant 20,3 mois suivant le traitement par groupe de huit patients [intervalle de
confiance (IC) de 95 % : 5 a 19] traités par le régime IFL-bevacizumab plut6t que par
la combinaison IFL-placebo. Le résultat quant a la survie libre de progression est du
méme ordre (111).

2. Anticorps ciblant les tumeurs d’origine hématopoiétique
a. Rituximab (MabThera®, Rituxan®)

? Définition

Le rituximab est un anticorps monoclonal chimérique composé de régions kappa
constantes d’une portion IgG-Fc humaines et d’une région variable d’origine murine.
Il est dirigé contre le récepteur CD20. Le vecteur a été cloné initialement dans des
cellules ovariennes de hamster. Il est composé de deux chaines lourdes de 451 acides
aminés et deux chaines légeres de 213 acides aminés pour un poids moléculaire de 145
kD (53).

? Mécanisme d’action
Le mode d’action du rituximab est multiple :

e Il induit ’apoptose par la voie mitochondriale (cytochrome C) en utilisant
I’activation de la Caspase 3 ;

o |l agit également par cytotoxicité dépendante du complément ; cette lyse par le
complément est immédiate et permet sans doute d’expliquer les effets
indésirables immédiats apres certaines perfusions. La disparition extrémement
rapide des cellules lymphomateuses dans le cadre d’une malade atteinte d’un
lymphome du manteau et traitée par une premiére perfusion de rituximab. Chez

cette malade, cette disparition était accompagnée d’hypotension majeure ayant
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nécessité de hautes doses de corticoides. Cette hypotension est liee a la
libération de cytokines (notamment TNF) liee a la lyse tumorale ;

e La cytotoxicité cellulaire anticorps dépendant ou ADCC est le troisieme
mécanisme d’action du rituximab. La destruction cellulaire se fait alors par
I’intermédiaire des cellules tels les macrophages et les cellules NK. La réponse
au rituximab est d’ailleurs dépendante du polymorphisme des récepteurs au
complément ;

e Enfin, il est probable que d’autres mécanismes interviennent aussi : inhibition
de cellules cytotoxiques par fixation non spécifique sur les récepteurs Fc et
action prolongée sur les mécanismes d’activation de la cellule entrainant une

anergie (54).
? Efficacité clinique

I Lymphome folliculaire non-hodgkinien

Dans l'étude pivote, 166 patients présentant un lymphome folliculaire non-
hodgkinien a cellules B ou un lymphome de bas grade, en rechute ou chimiorésistant,
ont recu 375 mg/m2 de MabThera par perfusion intraveineuse une fois par semaine
pendant quatre semaines. Le taux de réponse globale dans la population en intention de
traiter (ITT) a été de 48 % avec 6 % de réponse compléte (RC) et 42 % de réponse
partielle (RP). Le temps médian jusqu'a progression de la maladie (TTP) pour les
patients répondeurs a été de 13,0 mois. Le taux de réponse globale a été plus élevé
chez les patients dont la lésion la plus importante mesurait moins de 5 cm dans son
plus grand diametre, comparé aux patients présentant des Iésions supérieures a 7 cm
(53 % versus 38 %). Enfin, ce taux a été plus élevé chez les patients présentant une
rechute chimio-sensible comparé a celui obtenu chez les patients présentant une
rechute chimio-résistante (définie par une durée de réponse < 3 mois) (50 % versus 22

%). Chez les patients traités auparavant par greffe autologue de moelle osseuse
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(AGMO), le taux de réponse globale a été de 78 % versus 43 % chez les patients
n'ayant pas bénéficié d'une AGMO. Parmi les variables suivantes: I'dge, le sexe, le
grade du lymphome, le diagnostic initial, la présence ou non de masse tumorale
importante, I'élévation ou non des LDH, la présence d'une atteinte extra-ganglionnaire,
aucune n'a eu d'effet statistiquement significatif sur la réponse au traitement par
MabThera. Une corrélation statistiquement significative a été établie entre les taux de
réponse et l'atteinte médullaire. 40 % des patients présentant une atteinte médullaire
ont répondu, contre 59 % pour les patients n'en présentant pas. Cette relation n‘a pas
été confirmée par une analyse de régression logistique progressive dans laquelle les
facteurs suivants ont été identifiés comme étant des facteurs pronostiques: type
histologique, résistance a la derniere chimiothérapie et masse tumorale importante
(55).

il Lymphome non-hodgkinien agressif diffus a grandes cellules B

Chez les malades en rechute d’un lymphome diffus a grandes cellules B, une étude
de phase II avait montré que 31 % des malades répondaient a 1’administration du
rituximab seul (RC = 9 %) et que certaines des réponses pouvaient étre prolongées
(médiane de survie sans progression pour les répondeurs > 246 jours). Sur un nombre
limité de malades traités en premiere ligne par I’association rituximab—CHOP, une
autre étude de phase II permettait d’obtenir un taux de réponse objective de 96 %, dont
48 % de réponse complete, avec une survie médiane sans progression a cing ans de 80
%. Ces résultats ont poussé différents groupes a tester ’association rituximab—

chimiothérapie en premiere ligne dans les lymphomes diffus a grand cellules B.

L’étude randomisée du GELA a démontré que 1’association R-CHOP chez les
malades de 60 a 80 ans atteints d’un lymphome diffus a grandes cellules B permettait
d’obtenir une augmentation du taux de réponses (82 vs 69 %) et du taux de réponses

complétes (76 vs 63 %). La diminution du pourcentage de cas réfractaires (9 vs 22 %)
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et une diminution du taux de rechute (14 vs 25 %) par rapport au CHOP seul. Ceux-ci
conduisent a un avantage en survie sans événement a deux ans de 50 vs 38 % et en
survie globale a deux ans de 70 vs 57 %. A cing ans, une nouvelle analyse de cette

méme étude a montré que cet avantage en survie se maintenait de maniére claire (56).

Survie sans événement Survie
1.0 1.0
0.8 0.8

R-CHOP
0.6 R-CHOP 0.6
0.4 0.4
CHOP CHOP

0.2 0.2

p =.00002 p =.007
0.0 o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7

Années Années

Figure 15 : Survies sans événement et globale chez les malades &gés atteints de lymphome
diffus a grandes cellules B traités par rituximab + chimiothérapie (R CHOP) ou
chimiothérapie seule (CHOP) aprés un suivi médian de cing ans (56).

? Reésistance au rituximab

Lorsque les mécanismes d’action in vivo du rituximab ne sont que partiellement
connus, 1’é¢tude des mécanismes de résistance demeure particulierement complexe.
Neéanmoins, plusieurs hypotheses sont envisagées. Le premier est d’associer une perte
d’efficacité du rituximab en lien avec une diminution de 1’expression du CD20. Mais
I’expression du CD20 est hétérogéne entre les différents types de lymphome B et au
sein d’un méme type. Les lymphomes du manteau ou lymphome diffus a grandes
cellules ont une forte expression du CD20 (supeérieure a celle du lymphome
folliculaire), ils ne sont pourtant pas associes a des taux de réponses supérieurs.

Cependant, il n’est pas établi que 1’intensité d’expression du CD20 est corrélée a une
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meilleure réponse au rituximab. Des rechutes CD20- négatives ont été rapportées, mais
il a été suggéré qu’il pouvait s’agir de faux négatifs du fait de la saturation des
récepteurs CD20 par du rituximab. Par ailleurs, 1’efficacité d’anticorps monoclonaux
anti-CD20 radioconjugués chez des patients pourtant résistants au rituximab va contre
un role prépondérant de I’expression du CD20 dans les mécanismes d’échappement au
rituximab. La CDC induite par le rituximab serait inhibée par la surexpression de
CD46, CD55 et CD59. D’autres mécanismes de résistance supposés ne sont pas liés
directement a la tumeur mais aux caractéristiques de 1’hdte et du microenvironnement
tumoral. La sensibilité individuelle au rituximab peut varier, notamment en fonction
du type de récepteurs FcyR exprimés. En effet, par ce biais, ’ADCC induite varie
selon les patients, mais ici encore les résultats obtenus in vivo sont discordants. Il n’est
donc pas connu de mécanisme de résistance a I’ADCC induite par le rituximab. Les
taux sériques et ’expression d’anticorps anti-anticorps chimeriques ne sont pas non

plus des moyens établis de résistance au traitement par rituximab (57).
? Autre indication de rituximab

I  Maladie auto-immune

Les Lymphocytes B sont présentes dans I’infiltrat lymphoide observé dans de
nombreuses maladies auto-immunes. A titre d’exemple, dans la synoviale de la
polyarthrite rhumatoide (PR), ces lymphocytes participent a 1’organisation de
véritables follicules lymphoides traduisant 1’existence d’une réaction immunitaire tres

structurée.

L’efficacité clinique n’est pas forcément liée a la baisse des auto-anticorps comme
cela été confirmé dans les thrombopénies immunologiques et la polyarthrite

rhumatoide ;
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Les auto-anticorps ne disparaissent pas complétement et chez certains patients les
taux restent méme stables. Globalement, les anticorps qui semblent les plus sensibles
au rituximab sont les IgM en particulier les facteurs rhumatoides et les IgM
antimyéline (antiganglioside). Une des explications pourrait étre la sensibilité au
rituximab des plasmocytes circulants CD20+ sécréteurs d’IgM. Une observation qui
pourrait étayer cette hypothése est la description récente d’une importante baisse des
IgM chez des patients atteints de myélome traités par rituximab aprés autogreffe de
cellules souches hématopoiétiques. Dans d’autres maladies auto-immunes comme le
lupus, les auto-anticorps d’isotype IgG, comme les anti-ADN natifs, semblent peu ou
plus rarement abaissés. En fait, il existe une assez grande diversité de réponses car
dans quelques observations, il est signal¢ la baisse, voire la disparition d’auto-
anticorps 1gG, en particulier dans la polyarthrite rhumatoide, d’anti-PR3 dans le
Wegener et méme parfois d’IgG anti-ADN natif (58).

il En onco-hématologie
» La leucémie lymphoide chronique (LLC)

Méme si les cellules expriment le CD20 de maniére moins dense que dans la
majorité des lymphomes B, la LLC a été traitée dans deux phases Il en premiere ligne
par rituximab seul avec un taux de réponse globale allant de 51 a 90 % dont 4 a 19 %
de réponse compléte. Toutefois, c’est en association avec la chimiothérapie que la
place du rituximab semble étre la plus importante. L’association rituximab-
Fludarabine donne un taux de réponse compléte plus important (47 %) si le rituximab
est donné en méme temps que la fludarabine par rapport a une sequence fludarabine,

puis rituximab (59).

» La maladie de Hodgkin

Le rituximab a également sa place dans une forme particuliére de la maladie de

Hodgkin, qui est celle a prédominance lymphocytaire ou le rituximab seul chez les
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malades préalablement traités permet d’obtenir un taux de réponse de 88 %, dix

malades sur les 17 obtenant une rémission compléte (60).

» La maladie de Waldenstrom

Le rituximab a par ailleurs été utilisé en monothérapie dans la maladie de
Waldenstrom, avec un taux de réponse partielle de 48 %, mais pas de réponse
compléte. En combinaison avec la dexaméthasone ou la fludarabine, le taux de réponse
partielle atteint 78 % dans une étude et 74 % dans I’autre, avec 7 % de réponse

compléte pour 1’association rituximab—Fludarabine (56).

b. Ibritumomab Tiuxétan Yttrium 90 (Zevalin®)
? Définition

Ibritumomab Tiuxétan Yttrium 90 a été le premier anticorps monoclonal
radiomarqué approuvé par la Food and Drug Administration pour le traitement des
patients atteints de cancer. Il est indiqué chez les patients atteints d'un lymphome
réfractaire ou en rechute de bas grade, lymphomes folliculaires ou transformes,
lymphomes non-hodgkinien a cellules B (LNH), y compris les patients présentant une
rechute sous rituximab. Yttrium 90 (90Y) ibritumomab est sir et efficace dans la
population indiquée, et est régulierement et en toute sécurité administré en ambulatoire
avec un minimum d'exigences de sécurité de rayonnements pour les soignants et les
patients. Parce que 90Y, le radionucléide thérapeutique utilisé dans le schéma
ibritumomab, est un émetteur béta pur, les patients n'ont pas besoin d'étre isolé apres le
traitement et les aidants ont besoin seulement d'observer les précautions universelles,
avec l'ajout d'acrylique de protection de la dose radiomarqué. Les Infirmieres en
oncologie ne sont pas responsables de la préparation ou I'administration des doses

radiomarqué (61).
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Ibritumomab

Beta radiation

Tiuxetan /=

0¥ radionuclide
Fig.16 : La molécule de 90Y ibritumomab tiuxétan (62).

? Indication

ZEVALIN® marqué par I'Yttrium 90 est indiqué dans le traitement des patients
adultes atteints d’un lymphome non hodgkinien (LNH) a cellules B CD20 positif, de

type folliculaire, en rechute ou réfractaire apres traitement par le rituximab (62).
? Efficacité clinique

L’efficacité et la tolérance du traitement par I’ibritumomab tiuxétan ont été
évaluées principalement lors de deux essais multicentriques, menés sur un total de 197

patients, au cours desquels le traitement a été administré en deux étapes.

La premiére étude était une étude a groupe unique portant sur 54 patients atteints
d’un lymphome folliculaire récidivant, réfractaire au traitement par rituximab. Les
patients ont été considérés comme réfractaires si un précédent traitement par rituximab
ne s’était pas traduit par une réponse complete ou partielle ou si le délai jusqu’a
progression de la maladie avait été inférieur a 6 mois. Le principal critere d’évaluation

de I’efficacité a été le taux de réponse globale, déterminé selon les critéres de Réponse.
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Les criteres secondaires d’évaluation de I’efficacité ont été le délai jusqu’a progression
de la maladie et la durée de la réponse. Une analyse secondaire comparant la réponse
objective sous traitement par 1’ibritumomab tiuxétan a celle du traitement par
rituximab le plus récent a montré une durée de réponse médiane de 6 mois sous
ibritumomab tiuxétan contre 4 mois sous rituximab. Le tableau 2 résume les résultats

d’efficacité de cette étude.

La deuxieme étude etait une étude multicentrique randomisée et controlée de
phase 111 comparant le traitement par ibritumomab tiuxétan au traitement par rituximab
chez 143 patients atteints de lymphomes non Hodgkiniens de faible grade ou
folliculaire, réfractaire ou en rechute. Respectivement, 56 et 64% des patients étaient

résistants a la chimiothérapie.

70 Patients

Rituximab : 4 perfusions intraveineuses de 375 mg/m? par semaine

143 Patients

73 Patients
Ibritumomab tiuxetan
JO : rituximab 250 mg/m?
Zevalin marqué & 'indium = 5 mCi (marquage)
J7 - rituximab 250 mg/?
Yttrium-90 Zevalin 0,4 mCi/kg

Figure. 17 : schéma de I’étude comparative ibritumomab tiuxétan / rituximab (14).

Les reponses étaient déterminées selon les criteres de réponse International
Workshop. Le taux de réponse global des 73 patients randomisés dans le bras
ibritumomab tiuxétan était de 80% (avec 30% de réponses complétes), statistiquement
supérieur a 56%, taux de réponse global observé chez les 70 patients qui ont regu

rituximab (avec 16% de réponses completes).

(7]




Tableau 1V: réponses cliniques des études avec ibritumomab tiuxétan comparé au
rituximab (14).

Etude 1 Etude 2
Ibritumomab tiuxetan = Ibritumomab tiuxetan Rituximab
(n=54) (n=73) (n=70)
Taux de réponses T74% 80% 56%
Réponse compléte 15% 30% 16%
Réponse compléte non 0 4% 4%
confirmée
Réponse partielle - 45% 36%
Durée de la réponse médiane 6,4 139 11,8
{mois)
Deélai jusqu’'a progression de la 6.8 11,2 10,1

maladie médian (mois)

Les taux de réponses obtenus sont plus élevés quand I’anticorps est couplé a un
isotope radioactif. La qualité de vie apparait par ailleurs supérieure chez les malades
traités par ’anticorps radiomarqué. Il s’agit toutefois d’une procédure lourde, posant

notamment des problémes délicats de dosimétrie (14).
? Effet indésirable

Le traitement a été associé a une toxicité hématologique significative dont les
nadirs médians pour les plaquettes et les polynucléaires se situaient 60 jours apres le
début du traitement. Dans la majorité des cas, cette toxicité s’est révélée réversible. Le
délai médian de récupération des neutropénies a été de 8 jours pour le grade 3 et de 14
jours pour le grade 4, celui des thrombopénies de 13 jours pour le grade 3 et de 21

jours pour le grade 4. (61)
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c. Alemtuzumab (Mabcampath®)
? Définition

L’alemtuzumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre la
glycoprotéine CD52, antigéne membranaire exprimé a la surface de la plupart des
lymphocytes et monocytes, mais pas des cellules souches hématopoiétiques
multipotentes. En vertu d’une hypothese, 1’action de 1’alemtuzumab contre les cellules
cancéreuses qui expriment la glycoprotéine CD52 tiendrait a sa liaison avec ces
cellules et a leur destruction subséquente par la stimulation du systéme immunitaire ou
I’induction de I’apoptose. Les lymphocytes malins seraient ainsi éliminés du sang, de

la rate et de la moelle osseuse (63).
? Meécanismes d’action

Il se fixe sur la membrane cellulaire de 95 % des lymphocytes. La destruction se
fait soit par ’ADCC, activation de complément et 1’apoptose, au pris d’un effet

Immunosuppresseur important (60).
? Efficacité clinique

L’alemtuzumab a été étudié dans des séries de cas, et surtout aupres de patients
réfractaires a la chimiothérapie ou de patients présentant une rechute, et également
dans le traitement de la maladie résiduelle infraclinique. En outre, il a été étudié aupres
de patients naifs, c’est-a-dire jamais traités auparavant. Dans toutes les études, le taux
de réponse globale (TRG), selon NCIWG, constitue le principal critére de jugement de
I’efficacité. La réponse globale comprend la rémission compléte (RC) et la rémission
partielle (RP). La survie, la durée de la réponse et I’innocuité sont d’autres parametres

d’intérét examinés.
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Quatre séries de cas publiées, comptant 182 patients, révelent que le traitement de
sauvetage par 1’alemtuzumab (30 mg trois fois par semaine pendant <12 ou 16
semaines) produit un TRG allant de 31 % a 42 %, le taux de RC variant de 0 % a 6 %.
Ainsi, environ le tiers des personnes souffrant de LLC-B ont vu leur état s’améliorer
pendant la thérapie de sauvetage par I’alemtuzumab. Dans la plus vaste de ces séries,
les réponses se sont manifestées rapidement, le délai de réponse médian global étant
d’un mois et demi. Quant au site de la réponse, c’est le sang dans 83 % des cas et la
moelle osseuse dans 26% des cas. La réponse lymphatique est médiocre, les gros
ganglions demeurant >5 cm. Dans cette ¢tude, la survie médiane dans I’ensemble est
de 16 mois, de 32 mois chez les répondants. Les données limitées provenant d’une
série de cas de petite envergure aupres de patients présentant une rechute de la LLC-B
ou réfractaires a la chimiothérapie, traités par I’alemtuzumab en administration sous-
cutanée, ou concernant la thérapie combinée par 1’alemtuzumab et la fludarabine ou le

rituximab révélent un TRG <83 % et une RC<17 %. (64)

? Effets indésirables

Les effets indésirables provoqués par 1’alemtuzumab comprennent des réactions
aigués, liées a I’administration de la premieére dose, I’immunosuppression donnant lieu
a des complications infectieuses subséquentes et 1’hémototoxicité. En thérapie de
sauvetage, 1’alemtuzumab est administré a des personnes qui ont déja subi plusieurs
formes de traitement. Il s’ensuit que les infections et les complications hématologiques
se produisant dans ces situations pourraient étre plus élevées que prévu. Le traitement

de premiére intention par 1’alemtuzumab pourrait également étre moins nocif (112).

80

—
| —



d. Gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg®)
? Définition

Mylotarg gemtuzumab ozogamicin est un agent de chimiothérapie composée d'un
anticorps humanisé anti-CD33 conjugué a une molécule cytotoxique antitumorale,
calicheamicine. La liaison de la portion d'anticorps anti-CD33 de Mylotarg avec
l'antigéne CD33, une protéine d'adhésion avec ’acide sialique a la surface de plus de
90% de myéloblastes leucémiques mais pas sur les cellules souches hématopoiétiques

normales (65).
? Meécanisme d’action

Gemtuzumab est un anticorps monoclonal conjugué congu pour fournir un agent
cytotoxique pour les cellules cibles. La livraison directe du composé cytotoxique pour
les cellules tumorales par ligature CD33-anticorps doit minimiser les effets
secondaires non ciblés a des cellules normales qui n'‘expriment pas I'antigéne. L'agent
cytotoxique de gemtuzumab est hydrazide N-acétyl-gamma diméthyl calichéamicine,
un dérivé de calichéamicine gamma. La liaison du gemtuzumab a I'antigéne CD33 est
suivie par endocytose, le clivage de la liaison covalente entre les mAb et
calichéamicine dans les lysosomes par hydrolyse acide, et la libération de
calichéamicine. Réduction de la Glutathion produit un intermédiaire réactif de
calichéamicine qui a son tour provoque des cassures d'’ADN double brin. La
cytotoxicité de la calichéamicine est estimée a environ 1000 fois plus grande que celle
de la doxorubicine, un agent de chimiothérapie antibiotique largement utilisé. Cela a
empéché les études cliniques utilisant calichéamicine en tant qu'agent libre non

conjugué (66).
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? Efficacité clinique

Les résultats de trois études de phase 2 ouvertes, multicentriques ont été combinés
(tableau V). Ces études étaient réalisées chez 142 patients avec une LMA CD33+ en
premiére récidive. Les patients devaient avoir un statut de performance de 0 a 2, des
fonctions rénale et hépatique normales, un décompte de leucocytes de moins de 30
000/ml au moment de la premiére administration d’anticorps, pas de LMA secondaire

ou d’antécédent de désordre hématologique qui préceédait le diagnostic de LMA.

L’age moyen des 142 patients était de 61 ans. Les données démographiques de la
population étudiée en ce qui a trait a 1’age, au sexe et a ’origine ethnique étaient

similaires & la population LMA aux Etats-Unis, au Canada et en Europe.

La dose recommandée était de 9 mg/m2 par voie 1V pour deux doses a 14 jours
d’intervalle. Apres avoir re¢u deux doses, les patients qui n’avaient pas obtenu de
rémission et qui avaient rencontré certains criteres spécifiques en ce qui a trait a la
moelle osseuse étaient admissibles a recevoir une troisieme dose. Ainsi, des 142
patients participant aux trois études, 28 ont recu seulement une dose, 109 ont recu
deux doses et 5 patients ont recu trois doses. Les 28 patients qui ont recu seulement
une dose ont arrété leur traitement soit a cause de la progression de la maladie, soit en

raison d’une infection.

L’objectif principal des trois études demeure la réponse complete (RC) définie
comme une absence de transfusions, une absence des cellules blastiques périphériques,
< ou =5 % de cellules blastiques dans la moelle, une hémoglobine > 9 g/dl, un
décompte de neutrophiles > 1 500/pl et un décompte de plaquettes de 100 000/ul chez
16 % des patients traités. Il faut également considérer les patients qui ont répondu aux
criteres énumérés ci-dessus mais avec une récupération incompléte de plaquettes
(RCp). Ainsi, le taux de réponse globale (RG), ou RG = (RC + RCp), était de 30 %.

( ]
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Tableau V : Taux de réponse en fonction de ’dge dans les études de phase 2 chez 142
patients avec une LMA CD33+ en premiére récidive (67).

Type de | Patients <60 ans > 60 ans
rémission N =142 N =62 N = 80-

23(16%) 11(18%) 12 (15 %)
RC

19(13%) 10(16%) 9 (11 %)
RCp

42(30%) 21(34%) 21 (26 %)
RG (RC+RCp)

La survie médiane sans récidive était de 7,2 mois pour les patients en RC, de 4,4
mois pour les patients en RCp et de 6,8 mois pour I’ensemble des répondeurs. La

survie moyenne pour tous les patients était de 5,9 mois (67).
? Effets indésirables

Comme certaines cellules souches hématopoiétiques saines expriment également le
CD33, le traitement induit une myélosuppression severe. 15% des patients présentent
une augmentation des tests hépatiques et des cas de maladie veino-occlusive du foie
(VOD) ont de plus été décrits. Comme avec tous les anticorps recombinants, on peut
étre confronté a des effets indésirables dus a la perfusion, en particulier des états

fébriles, des frissons, une hypotension et/ou des arthralgies (68).

I11. Les anticorps monoclonaux en transplantation

Parmi les autres anticorps approuve par FDA, seulement trois anticorps dirigés
contre le CD3 et CD25 sont utilisés pour supprimer la réponse immune apres la

transplantation. L’ effet obtenu permet d"éviter le rejet de greffe en induisant une
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tolérance aux organes transplantés. Ces anticorps sont administrés en complément de

produits immunosuppresseurs telles que la ciclosporine et les corticoides (69).

1. Muromonab-CD3 (ORTHOCLONE OKT*3)
a. Définition

Le muromonab-CD3 est un anticorps monoclonal murine de type IgG2 dirigé
conte la chaine € du complexe CD3 associer au récepteur TCR des lymphocytes T,

cellules qui jouent un réle prépondérant au cours des rejets de greffes d”organes.

C’est le premier anticorps monoclonale autorisé chez I'homme en 1986 dont
I"indication est la prévention et le traitement du rejet de greffe chez les personnes

ayant subi une allogreffe rénale, hépatique ou cardiaque (70).
b. Mécanisme d’action

La liaison de I'Orthoclone OKT3 ® aux lymphocytes T entraine une activation
précoce des lymphocytes T, qui conduit d'abord a la libération de cytokines, puis,
ultérieurement, a un blocage des fonctions de ces lymphocytes T. Cet anticorps évite
les rejets de greffe en bloquant la fonction et la production des lymphocytes T
cytotoxiques, responsables de 1I’inflammation tissulaire et de la destruction survenant

lors du rejet aigu.

Une diminution rapide et simultanée du nombre de lymphocytes T circulants
CD3+ CD4+ et CD3+ CDS+ a été observée, résultant de 'ADCC ou d'une activation
du complément. L'activation des cellules T entraine la libération de nombreuses
cytokines, qui sont vraisemblablement responsables des manifestations cliniques

aigués observées (8).
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c. Efficacité clinique

? Greffe rénale

Dans une étude clinique randomisé et contrélé, Orthoclone OKT3 (muromonab)
s’est avéré nettement plus efficace que le traitement conventionnel (stéroide a forte
dose) pour s’opposer aux rejets des allogreffes rénale. Cet essai comportait 122 sujets
dont le rejet aigue d’une allogreffe provenant de cadavre a ¢t¢ documenté. Ces sujet
ont éte traité soit par la solution d’Orthoclone OKT3 tout les jours pendant 14 jours en
moyen, avec abaissement concomitant de la posologie de 1’azathioprine et des stéroide
d’entretien (62 sujet), soit par de fortes dose de stéroides (60 sujet). Orthoclone OKT3
a inversé le rejet dans 94% des cas, alors que le traitement a forte dose de stéroide ne
I’a investie que dans 75% des cas. Selon les prévisions actuelles de Kaplan-Meier,
pour ces patient qui présentant des rejets aigu, le taux de survie du greffon a un an était
de 62% pour ceux traités par Orthoclone OKT3 et de 45% pour ceux traités par les

stéroides. A deux ans, ces taux étaient respectivement de 56% et de 42%.

Les taux de survie des patients greffés a un an et a deux ans, soit respectivement
85% et 75% pour les patients traités par I’Orthoclone OKT3, et 90% et 85% pour ceux
traités par les stéroides, n’ont pas montré de différence significative entre les deux

groupes (71).
? Greffe hepatique

Dans une étude comparant le muromonab aux corticoides a des doses élevees chez
28 malades ayant un épisode aigu de rejet de greffe hépatique, le traitement par cet
anticorps a permis de supprimer le rejet chez 11 malades sur 15, celui par corticoides
chez 3 malades sur 13. (71)
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? Greffe cardiaque

En transplantation cardiaque, plusieurs études ont montré [Defficacité¢ du

muromonab aprés échec d’un traitement de premiere intention par les corticoides.

Le muromonab a éte également utilisé & des doses inférieures a 2.5 mg/j pendant 7
a 10 jours) dans des protocoles d’induction en association avec un traitement par
ciclosporine, corticostéroides et azathioprine ou mycophénolate mofétil. Le traitement

a été bien toléré et aussi efficace. (72)
d. Effet indésirable

L’emploi de muromonab est limité par deux inconvénients majeurs: le syndrome
de relargage des cytokines et 1’apparition des anticorps anti-muromonab. Le syndrome
de relargage des cytokines affecte la majorité des patients 45 a 6 min apres 1’injection.
Il est responsable de la mauvaise tolérance de ce traitement avec communément de
fievre, frissons, des céphalées, des vomissements, diarrhées et plus rarement un
tableau pseudo-méningé. Ces effets dus a un relargage massif de cytokines (TNFa, IL-
2, IFN-y,...). Ces effets peuvent étre minimisés par une prémédication associent les

corticoides et I’indométacine.

Le second élément limitant son utilisation est 1’apparition des anticorps anti-souris
qui peuvent entrainer une perte d’efficacité du traitement par muromonab. Cette
immunisation survient chez environ 60% des patients, et est directement
proportionnelle au traitement associe. Il est passé de 100% des cas si OKT3 est utilisé
seul a 15%, en cas d’association avec la ciclosporine a faible doses peut empécher la

réutilisation de muromonab.

La puissante immunosuppression de ce traitement est responsable de I’infection a

cytomégalovirus CMV, mais surtout de celle plus redouté des désordres lympho-
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prolifératifs Epstein Barr virus (EBV). Ces derniers sont particulierement fréquents en
cas d’utilisation du muromonab a trés fortes doses ou en association avec la

ciclosporine sans réduction de doses (73,113).

2. Daclizumab (Zenapax®)
a. Définition

Daclizumab est un anticorps monoclonal humanisé de type 1gG1 dirigé contre la
chaine alpha du récepteur de IL-2, inhibant ainsi 1’activation de 1’IL-2 dépendante des
lymphocytes T. il est autorisé depuis 1997 chez 1’adulte et depuis 2002 chez 1’enfant
(74).

b. Indication

Le daclizumab est indiqué dans la prophylaxie et traitement du rejet aigu d’organe
transplanté chez des patients non hyperimmunisés recevant une transplantation
allogénique de novo en association avec les protocoles immunosuppresseurs incluant

ciclosporine et corticoides (75).
c. Mécanisme d’action

Mécanisme d'action de daclizumab est pensé pour étre I'inhibition compétitive de
la liaison de I'lL-2 & son récepteur. En étude préclinique sur les primates, le
daclizumab a éte efficace pour prolonger la survie des allogreffes cardiaques et en
réduisant I'inflammation dans I'uvéite expérimentale, et la phase ultérieure essais I-111
cliniques ont démontré I'innocuité et I'efficacité du daclizumab pour la prévention du

rejet d'allogreffe rénale (74).
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d. Efficacité clinique

Nous avons 434 benéficiaires d'une premiére transplantation cardiaque traités par
immunosuppression standard (ciclosporine, mycophénolate mofétil et corticoides)
pour recevoir cing doses de daclizumab ou un placebo. Le point primaire était un
critere composite de rejet cellulaire modérée ou sévere, hermodynamiquement
significative dysfonction du greffon, une seconde transplantation, le déces ou la perte

de suivi dans les six mois.

En six mois, 104 des 218 patients dans le groupe placebo avaient atteint le point
final primaire, contre 77 des 216 patients dans le groupe daclizumab (47,7% contre
35,6%), une réduction de 12,1% du risque absolu et une réduction de 25% par rapport.
Le taux de rejet a été plus faible dans le groupe daclizumab que dans le groupe placebo
(41,3% contre 25,5%). Parmi les patients ayant atteint le point final primaire, le temps
médian pour le point final était presque trois fois plus longue dans le groupe
daclizumab que dans le groupe placebo au cours des 6 premiers mois (61 jours contre
21) et a 1 an (96 vs 26 jours). Plus de patients dans le groupe daclizumab que dans le

groupe placebo sont décédés d'infection quand ils ont recu un traitement concomitant
par cytolytique (76).

3. Basiliximab (Simulect ®)
a. Définition

Le basiliximab (Simulect ®) est un anticorps chimérique dirigé contre 1’IL2R
obtenu par chimérisation d’un anticorps murin anti-CD25 avec les régions constantes
de la chaine lourde et la chaine légere k d’une IgG1 humaine. Cet anticorps présente
une immunogénicité plus faible que le daclizumab, ce qui permet son utilisation a de

plus faibles doses. La demi-vie est également plus longue (77).
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b. Mécanisme d’action

L'analyse structurale du complexe basiliximab Fab/IL-2Ra et sa comparaison avec
les structures cristallines des complexes IL-2/IL-2Ra et IL-2/IL-2Rafyc a fournir des
indications sur le mécanisme moléculaire de Il'inhibition du signal de I'lL-2 par
basiliximab. Dans les structures cristallines de I’'IL2/IL-2Ra et complexes IL-2/IL-
2Rafyc, IL-2Ra rend les interactions avec I'lL-2 principalement via le domaine D1. Il
ya 21 résidus de I'lL-2Ro participants dans les interactions avec I'lL-2, formant 8
liaisons hydrogene, 2 ponts de sulfure, et 100 interactions de van der Waals. La
comparaison structurale de ces complexes avec le basiliximab Fab / complexes IL-2Ra.
indique que les résidus de I'lL-2Ra responsable des interactions avec 1'L-2 se
chevauchent en grande partie avec I'épitope de basiliximab. 21 résidus sont impliqués
dans les interactions avec le basiliximab Fab, et la surface accessible au solvant enterré
sur I'lL-2Ra est couverte par I'AB (Figure 18). Surtout, le patch hydrophobe joue un
role clé dans la liaison des deux basiliximab et de I'lL-2. En outre, I'épitope
basiliximab comprend plusieurs résidus autres que ceux qui sont impliqués dans les
interactions avec I'lL-2. Ces résultats peuvent expliquer en partie les données
biochimiques que I'affinité de liaison de I'lL-2Ra a basiliximab est d'environ 71 fois
plus élevée que celle de I'lL-2, IL-2Ra. Par conséquent, la liaison de basiliximab a
I'TL2Ra serait en concurrence pour I'IL-2 se liant au récepteur. En présence d'une
quantité suffisante de basiliximab, I'lL-2Ra bloque le site de liaison de 1'IL-2, et donc
la signalisation de I'lL-2 (78).
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Figure 18 : mécanisme moléculaire d’inhibition d’IL-2 par basiliximab (78).

c. Efficacité clinique

L’efficacité du basiliximab en prévention du rejet apres transplantation rénale a été
démontrée par des études en double aveugle contrdlées contre placebo. Les résultats de
deux études pivot multicentriques (722 patients au total) ayant comparé pendant 12
mois le basiliximab a un placebo montrent que le basiliximab, associé a la ciclosporine
sous forme de microémulsion et aux corticoides, réduit de maniere significative la
fréquence des épisodes de rejet aigu aussi bien dans les 6 mois (31% v. 45%) que dans
les 12 mois (33% v. 48%) suivant la transplantation. Il n’y a pas eu de différence
significative entre les patients traités par le basiliximab et ceux traités par le placebo en
ce qui concerne la survie du greffon a 6 et a 12 mois (a 12 mois 32 pertes de greffon
sous basiliximab (9%) et 37 sous placebo (10%)). La fréquence des épisodes de rejet
aigu était considérablement plus faible chez les patients recevant le basiliximab en

association avec une trithérapie immunosuppressive.
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Les résultats de deux études multicentriques en double aveugle (463 patients au
total) comparant le basiliximab au placebo montrent que le basiliximab réduit de fagon
significative la fréquence des épisodes de rejet aigu dans les 6 mois suivant la
transplantation quand il est utilisé en association avec de la ciclosporine sous forme de
microémulsion, des corticoides et avec de ’azathioprine (21% versus 35%) ou du
mycophénolate mofetil (15% versus 27%). Une perte du greffon a 6 mois s'est
produite chez 6% des patients sous basiliximab et 10% des patients sous placebo. Le

profil des effets indesirables est resté comparable dans les groupes de traitement (79).

V. Les anticorps monoclonaux dans les maladies

auto-immuns

Les maladies auto-immunes (MAI) constituent un groupe d’affections hétérogenes
touchant 3 a 5% de la population. Au cours des MAI spécifiques d’organe, telle la
thyroidite auto-immune ou le diabéte insulinodépendant, les conséquences de la
défaillance d’organe peuvent étre améliorées par une opothérapie substitutive ou une
transplantation d’organe. Les MAI systémiques, telle la sclérodermie, le lupus
érythémateux disséming, certaines vascularites, la polyarthrite rhumatoide, I’arthrite
chronique juvénile et la sclérose en plaques sont moins faciles a traiter. Si un
traitement immunosuppresseur conventionnel permet souvent de contrdler la MAI,
cette approche rarement définitivement curative reste associée a une forte morbidité
liée aux complications des traitements et dans les formes séveres inflammatoires ou

réfractaires a une forte mortalité liée a 1’évolutivité propre de la maladie (80).

Les cytokines et leurs récepteurs jouent un réle important dans les pathologies
inflammatoires et 1’auto-immunité. Certaines cytokines ont une activité pro-

inflammatoire, alors que d’autres sont plutét anti-inflammatoires (81).
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Le TNF-a est un élément essentiel de la cascade des cytokines pro-inflammatoires
propre a de nombreuses maladies rhumatismales. Il est produit principalement par des
monocytes et des macrophages activés et il exerce ses effets apres liaison a deux
récepteurs différents. Le TNF-a active les macrophages, les fibroblastes synoviaux, les
chondrocytes et les ostéoclastes, il stimule la prolifération cellulaire et I’expression des
molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales et induit toute une série d’autres
cytokines inflammatoires. Des taux élevés de TNF-a dans la synoviale ont été

retrouvés dans de nombreuses formes d’arthrites.

L’efficacité des antagonistes du tumor necrosis factor alpha (anti-TNFa) a été
démontrée dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide (PR), des
spondylarthropathies et la maladie de Crohn. Ces traitements sont en général bien

tolérés mais nécessitent un suivi rigoureux (82).

1. Infliximab (Remicade*)
a. Définition

L’infliximab est un anticorps monoclonal chimérique humain/souris capable de se
lier avec une grande affinité aux formes solubles et transmembranaires du TNF-a,
d’inhiber rapidement son activité biologique et de neutraliser son action

cytotoxique(83).
b. Indication

Il est indiqué en association avec le méthotrexate pour le traitement de la
polyarthrite rhumatoide sévere et évolutive malgré plusieurs traitements de fond, dont
le methotrexate et seul dans le traitement de la maladie de Crohn séveére et active et la
maladie de Crohn fistulisée. Récemment, il a obtenu une extension d’AMM en France

pour le traitement de la spondylarthrite ankylosante (84).
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c. Mécanisme d’action

L’infliximab se lie avec une grande affinité aux formes solubles du TNF-a ce qui
permet de bloquer son interaction avec ses récepteurs et neutralise ainsi son activite
biologique. Il peut également se lier au TNF-a transmembranaire, ce qui entraine la

lyse des cellules par ADCC ou par activation du compliment (84).
d. Efficacite clinique

? Polyarthrite rhumatoide (PR)

L’efficacit¢ de l’infliximab a été¢ évaluée lors de deux études cliniques pivot,
multicentriques, randomisées, en double-aveugle : ATTRACT et ASPIRE. Dans les
deux études, 1’utilisation concomitante de doses stables d’acide folique, de corticoides
oraux (< 10 mg/jour) et/ou de médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) était permise.

Les criteres d’évaluation principaux étaient la réduction des signes et symptomes
¢évaluée selon ceux de I’American College of Rheumatology (ACR20 dans
ATTRACT, ACR-N pour ASPIRE. Une réduction des signes et symptémes était
définie comme au moins équivalente a une amélioration de 20 % (ACR20) du nombre
d’articulations enflées et douloureuses, et de 3 des 5 critéres suivants : évaluation
globale par le médecin et évaluation globale par le patient, mesure de la capacité
fonctionnelle, échelle visuelle analogique de la douleur et vitesse de sédimentation des

érythrocytes ou de la protéine C réactive

L’¢étude ATTRACT a évalué les réponses aux semaines 30, 54 et 102 dans le cadre
d’une étude controlée versus placebo chez 428 patients présentant une polyarthrite

rhumatoide active malgré un traitement par methotrexate. Environ 50 % des patients
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présentaient une capacité fonctionnelle de classe Ill. Les patients recevaient soit du
placebo, soit 3 mg/kg ou 10 mg/kg d’infliximab aux semaines 0, 2 et 6, puis toutes les
4 ou 8 semaines. Tous les patients recevaient des doses stables de methotrexate (en
moyenne 15 mg/semaine) pendant 6 mois avant leur inclusion et étaient maintenus a

des doses stables pendant 1’étude.

Les résultats a la semaine 54 (ACR20, score total de Sharp modifié par van der
Heijde et HAQ) sont présentés dans le Tableau VI. De meilleures réponses cliniques
(ACR50 et ACR70) ont été observées dans tous les groupes traités par I’infliximab aux

semaines 30 et 54 par rapport au méthotrexate seul (85).
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Tableau VI : Résultat d’essai clinique d’infliximab (85).

infliximab®

Tous groupes
Imgkg 3mgkg 10mgkg 10mgkg mfliximab

Placebo® /8 sem /4 sem /8 sem /4 sem confondus’
Patients avec réponse ACR20/ 15/88 36/86 41/86 51/87 48/81 176/340
patients évalués (%)° (17 %) (42 %) (48 %) (59 %) (59 %) (52 %)

Score total® (score de Sharp modifié
par van der Heyjde)
Variation par rapport aux valeurs

70£103 13£60 16485 02436 -07+38 065,
initiales (Moyenne * SD°) 0£103 13260 16+85 02236 -07=38 06=39

Médiane’ 40 0.5 0.1 0.5 -0.5 0.0
(Intervalle interquartile) 05:97) (-15:3.0) (-2.5:3.0) (-1.5:2.0) (-3.0:1.5) (-1.8:2.0)
Patients sans détérioration/patients13/64 3471 3571 37177 44/66 150/285
évalués ("Uo)C (20 %) (48 %) (49 %) (48 %) (67 %) (53 %)

Vartations de I'HAQ par rapport aug,,
valeurs initiales® (patients évalués)

Moyenne £ SD° 0203 0403 0504 05£05 0404 0404

a: placebo = Tous les patients présentatent une PR active malgré un traitement avec des doses stables de méthotrexate pendant 6 mois avant leur nclusion et
étatent matntenus a des doses stables pendant toute I'étude. L utilisation concomitante de doses stables de corticoides oraux (< 10 mg/jour) et/ou d’ AINSs était
permise, et une supplémentation en acide folique était administrée.

b toutes doses d"infliximab confondues administrées en assoctation avec le méthotrexate et I"acide folique et pour certatns avec des corticoides et/ou des AINSs
¢:p<0.001, pour chaque groupe traité par I'infliximab vs. placebo

d: plus les valeurs sont élevées plus la destruction articulaire est importante.

e : HAQ = Health Assessment Questionnaire ; plus les valeurs sont élevées moins |'mvalidité est importante.

86 85 87 81

)
oo
O

? Maladie de Crohn :

i MC activé sévere réfractaire :

L’infliximab administré par perfusion intraveineuse (IV) lente d’une durée de 2
heures a la dose de 5 mg/kg permet d’obtenir en 2 semaines des taux moyens de
réponse définie par une diminution du CDAI de plus de 70 points (CDAI > 70) et de
rémission (CDAI < 150) clinique de respectivement 77 % et 40 % dans les groupes

traités contre 17 % et 4 % dans les groupes placebo. Cette amélioration clinique
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s’accompagne d’une diminution significative de la protéine C réactive (CRP) et d’une
cicatrisation des 1ésions muqueuses a 1’endoscopie. Ce traitement a la méme efficacité
quels que soient le sexe et 1’age des patients, la localisation ou 1’ancienneté de la
maladie, 1’existence de manifestations extra-intestinales ou d’une résection

chirurgicale, ou I’importance du syndrome inflammatoire.

L’efficacité du traitement est transitoire en moyenne de 8 semaines. Douze
semaines apres I’injection, la réponse clinique et la rémission de la maladie sont de
respectivement 48 et 30 % dans le groupe traité contre 12 et 8 % dans le groupe
placebo. Cette réponse au traitement est d’autant plus longue que les patients sont
traités par un immunosuppresseur et qu’ils recoivent des doses importantes et répétées
d’anti-TNFa (50 % de rémission 2 mois apres une premicre injection ; 80 % de
rémission aprées la cinquieme injection). Cependant, un an aprés la premiere ou la

cinquiéme injection d’infliximab, seuls 10 % des patients restent en rémission (86, 87).

il Traitement des fistules de la MC

Infliximab est administré par perfusion IV lente d’une durée de 2 heures a la dose
de 5 mg/kg suivie de 2 perfusions supplémentaires 2 et 6 semaines plus tard. Ce
traitement permet d’obtenir une diminution partielle d’au moins 50 % du nombre de
fistules ou une fermeture compléte des fistules dés la quatriéme semaine apres la
derniére injection chez respectivement 68 et 55 % des patients traités contre 26 et 13
% dans le groupe placebo. Comme pour le traitement des MC actives, I’infliximab a
un effet transitoire avec une durée moyenne d’efficacité estimée a 3 mois. Pour les
formes de MC avec fistules, les immunosuppresseurs ne semblent pas modifier la
durée de la fermeture des fistules dont la fréquence est estimée a 45 % et 9 %

respectivement deux mois et 1 an aprés la derniére injection (86.87).
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? Spondylarthrite ankylosante

L’efficacité et la tolérance de 1’infliximab ont été évaluées au cours d’une étude en
double-aveugle, contre placebo, initiée par I’investigateur chez 70 patients atteints de
spondylarthrite ankylosante active. Durant une période de 3 mois en double-aveugle,
les patients ont recu soit 5 mg/kg d’infliximab soit du placebo aux semaines 0, 2, 6 (35
patients dans chaque groupe). A partir de la semaine 12, les patients du groupe placebo
ont été transférés vers le groupe de traitement par infliximab et par la suite tous les

patients ont recu 5 mg/kg d’infliximab toutes les 6 semaines jusqu’a la semaine 54.

Le traitement par infliximab a conduit a I’amélioration des signes et symptomes,
mesurée par BASDAI, avec 57 % des patients traités par infliximab atteignant au
moins 50 % de réduction du score de BASDAI par rapport a la valeur initiale (le score
moyen initial était de 6,5 pour le groupe infliximab et de 6,3 pour le groupe placebo),
contre 9 % des patients sous placebo. L’amélioration a été observée a la semaine 2 et a
été maintenue tout au long des 54 semaines. Les fonctions physiques et la qualité de
vie ont ét¢ améliorées de la méme manicre. Dans 1’étude, I’efficacité n’a pas été

démontrée chez les patients HLA-B27 négatifs. (114)
2. Tocilizumab (RoActemra®)
a. Définition

Le tocilizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le récepteur
humain de I’interleukine 6, récemment approuvé pour le traitement de la polyarthrite
rhumatoide avec des effets indésirables acceptables dans les essais cliniques.

Cependant, son profil de tolérance n’est pas encore déterminé (88).
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b. Indication

Le Tocilizumab est indiqué dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide PR
active, modérée a sévere, chez les patients adultes: en association au méthotrexate en
cas de : réponse inadéquate ou intolérance a au moins un traitement de fond, réponse
inadéquate ou intolérance & un moins un antagoniste du facteur de nécrose tumorale
(anti-TNF) en monothérapie an cas d'intolérance au méthotrexate, ou lorsque la

poursuite du traitement par méethotrexate est inadaptée chez ces patients (115).
c. Efficacité clinique

Un essai multicentrique de phase Il a été mené au Japon, incluant 164 PR actives,
évoluant en moyenne depuis 8 ans, en échec a un ou plusieurs traitements de fond
classiques. Les patients ont été randomisés pour recevoir du tocilizumab a la dose de 8
mg/kg ou 4 mg/kg ou un placebo toutes les 4 semaines pendant 12 semaines. A la
douziéme semaine, les taux de réponse ACR étaient respectivement de 78 %, 57 % et
11 % dans les trois groupes. Prés de 40 % des patients du bras 8 m/kg étaient
répondeurs ACR 50, mais il n’y avait pas de différence significative entre les groupes
4 et 8 mg/kg en termes de réponse ACR 50 et ACR 70. La baisse de la CRP était

significativement plus importante dans les groupes tocilizumab vs placebo.

Dans I’étude internationale TOWARD, 1220 patients ayant une PR active malgré
un traitement de fond classique (MTX, sulfasalzine, leflunomide,
hydroxychloroquine...) ont été randomisés pour étre traités par du tocilizumab a 8
mg/kg ou du placebo toutes les 4 semaines, associé a la poursuite du traitement de
fond. A 6 mois, le taux de réponse ACR20 était plus important dans le groupe
tocilizumab (61 %) que dans le groupe placebo (25 %), ainsi que les taux de rémission
30 % vs 3 %. L’amélioration clinique et biologique (CRP et hémoglobine) a été

constatée dés la deuxieme semaine de traitement (89).
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d. Effets indésirables

Les effets indésirables les plus fréquents de le Tocilizumab sont des infections des
voies respiratoires supérieures, dont les symptémes habituels sont les suivants : une
toux, une obstruction nasale, un écoulement nasal, une angine et des maux de téte.
D’autres effets indésirables peuvent apparaitre : des anomalies biologiques répondant

aux ajustements de dose et aux traitements éventuels.
Des infections qui peuvent se traduire par :

> Fiévre et frissons,
> Vésicules dans la bouche ou sur la peau.
» Douleur de I’estomac,

> Maux de téte persistants (88.115).

3. Efalizumab (Raptiva®)
a. Définition

L’elfalizumab est la forme humanisée de 1’anticorps murin dirigé contre le CD11a,
sous unité a de LFA-1, approuvé par FDA américaine en octobre 2004 pour le

traitement de psoriasis sévere a modéré (90).
b. Mécanisme d’action

La molécule LFA-1 (CD11a/CD18) joue, avec son ligand principal ICAM-1,
molécule d’adhésion intracellulaire, un réle central dans la réponse immunitaire. Ce
couple est enrdlé dans la coopération des cellules immunocompétentes et surtout dans
I’adhésion des leucocytes a I’endothélium et a la migration trans-endothéliale,

phénomenes indispensables lors des réponses immunitaires et inflammatoires.
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Le blocage de la CD11a par I’elfalizumab prévient I’activation des lymphocytes T
et leur adhésion a 1’endothélium, diminuant ainsi le recrutement de lymphocytes T

activeés aux sites inflammatoires (91).
c. Efficacité clinique

Entre janvier et juillet 2002, 556 patients ont été recrutés dans 30 centres d’étude
puis randomisés, 369 dans le groupe efalizumab, a raison de 1 mg/kg par semaine, et
187 dans le groupe placebo. Il n’y avait aucune différence statistiquement significative
entre les 2 groupes de traitement concernant les caractéristiques démographiques,

d’autres caractéristiques de départ et la gravité de la maladie.

Reésultats évalués par le médecin. A la fin des 12 semaines de traitement, 27 % des
patients traités par efalizumab avaient atteint un PASI 75 contre 4 % des patients ayant
recu le placebo. L’effet du traitement, défini comme la différence entre les
pourcentages dans le groupe efalizumab et dans le groupe placebo de patients ayant
atteint un PASI 75, a été de 22,3 %. Un PASI 50 a été atteint par 59 % des patients
traités par efalizumab, contre 14 % dans le groupe placebo. L’amélioration moyenne
du PASI a la semaine 12 par comparaison avec les valeurs initiales a été d’environ 52
% chez les patients traités par efalizumab et de 19 % chez les patients ayant recu un

placebo.

Le pourcentage de patients ayant I’absence de lésions ou une atteinte minime, la
semaine 12 a été significativement plus élevée dans le groupe efalizumab que dans le
groupe placebo (26 % versus 3 %). De méme, le pourcentage de patients ayant un
excellent résultat ou un blanchiment des lésions la semaine 12 a été significativement
plus élevée dans le groupe efalizumab que dans le groupe placebo (33 % versus 5 %)
(92).
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4. Canakinumab (llaris®)
a. Définition

Le canakinumab (Ilaris®), 1’anticorps monoclonal humain développé par les
laboratoires Novartis, bloque de maniére ciblée une cytokine, I’interleukine-1-béta,
qui, en cas de CAPS, est produite de facon incontrdlée en trop grandes quantités en
raison de la mutation d’un geéne, et qui déclenche ainsi des inflammations dans tout

I’organisme (93).
b. Mécanisme d’action

Les représentants de la famille IL-1 sont, a I’instar du TNF-o, de puissantes
cytokines pro-inflammatoires, capables de déclencher des cascades de signaux.
L’action de la forme recombinante des antagonistes du récepteur de 1’IL-1 s’est avéree
limitée dans la polyarthrite rhumatoide, et on teste actuellement dans le cadre d’essais
de phase III, un anticorps monoclonal humain contre I’IL-18 qui semble prometteur

canakinumab (82).
c. Efficacité clinique

Etude multicentrique comprenant 3 périodes, chez des patients CAPS traités par
canakinumab 150 mg en injection sous cutané ou 2 mg/kg (période 1). Apres 8
semaines, les patients en rémission compléte étaient randomisés et traités par
canakinumab ou placebo, toutes les 8 secondes pendant 24 secondes (période Il). En
cas de rechute, les patients recevaient ensuite le canakinumab en ouvert toutes les 8
secondes (période III). L’objectif principal était de comparer les taux de rechute entre
les groupes canakinumab et placebo en période Il. Les critéres secondaires étaient le

taux de patients sans rechute en fin de période Ill, les variations de CRP/SAA et la
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tolérance. Les rémissions et rechutes étaient définies par un critere composite clinique
et biologique (CRP/SAA).

Quatre-vingt-dix-sept pour cent des 35 patients (agés de 9—-34 ans) inclus en partie
| ont eu une rémission compléte et rapide. Parmi les 31 patients randomisés en période
I1 0/15 ont rechuté dans le groupe canakinumab vs 13/16 dans le groupe placebo. Ces
31 patients ont continué en période 111 parmi lesquels 29/31 (94 %) ont terminé 1’étude
(1 arrét pour efficacité insuffisante et 1 pour récidive d’infection urinaire). Les CRP et
SAA se sont normalisées (< 10 mg/ml) chez tous les patients en période | (médianes
respectivement de 2,9 et 7,3 mg/l), sont restées basses chez les patients du groupe
canakinumab en période Il (2,3 et 6,1 mg/l) et période Il (1,9 et 51 mg/l), En
revanche, elles étaient augmentées dans le groupe placebo (24,3 et 43,3 mg/l en fin de
période 1) puis ont rapidement diminuées apres le switch au canakinumab en période
III (2,2 et 5,8 mg/l). La majorité des patients (85,7 %) n’ont pas eu de réaction locale
(réaction légére : 11,4 %, modérée : 2,9 %) (93).

5. Belimumab (Benlysta®)
a. Définition

Belimumab est un anticorps monoclonal recombinant entierement humain, de type
IgG1A qui se lie & BLyS soluble avec une haute affinité. L'anticorps exerce son activite

biologique en empéchant la liaison de BLYS a ses récepteurs (94).
b. Mécanisme d’action

Le BLYyS est principalement produit par des macrophages activés et d’autres
cellules de la lignée myéloide. 1l favorise la maturation, la fonction et la survie des
cellules B en prévenant leur apoptose. Le belimumab est un anticorps monoclonal

entierement humain contre le BLYyS. Les résultats disposaient actuellement a partir
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d’essais chez des patients avec une polyarthrite rhumatoide ou un lupus érythémateux
systémique mettent en évidence une action déplétive modérée sur les cellules B et une

réduction des titres d’anticorps (82,94).
c. Efficacité clinique

Evaluer I’efficacité du belimumab administré pendant 52 semaines a des patients
atteints de lupus systémique (LES), en regroupant les données de 2 études cliniques de

phase 3.

Mille six cent quatre-vingt-quatre patients lupiques tous avec une sérologie lupique
positive, un score SELENA-SLEDALI (SS) >6, sous traitement standard stable depuis
>30 jours, ont ¢€té inclus dans 2 ¢€tudes internationales de phase 3
(NCT00424476/NCT00410384), menees en double aveugle et contrblées vs placebo,
et ont recu 1 ou 10 mg/kg de belimumab ou le placebo en ajout du traitement standard.
Le traitement a été administré a jo, j14 et j28, puis tous les 28 jours pendant 48 ou 72
semaines. Les analyses d’efficacité reposaient sur le score SS, le score BILAG et

I’indice des poussées SS Flare Index (SFI).

Le taux de réponse était de 46,2 % avec le belimumab 1 mg/kg et de 50,6 % avec
le belimumab 10 mg/kg vs 38,8 % avec le placebo. Une amélioration significative a
été observée avec le belimumab 10 mg/kg vs placebo pour les critéres suivants :
réduction du score SS>4 points (52,8 % vs 40,9 %) ; % moyen de réduction du score
PGA a 24 semaines (—32,3+2,1 % vs —24,3+2,5%) ; réduction de >25 % de la dose de
prednisone par rapport a I’inclusion pour atteindre <7,5 mg/j pendant les semaines 40—
52 chez les patients prenant > 7,5 mg/j de prednisone a I’inclusion (17,9 % vs 12,3 %)
; proportion de patients nécessitant une augmentation de leur dose de prednisone a >
7,5 mg/j a 52 semaines chez les patients prenant <7,5 mg/j de prednisone a 1’inclusion

(10,9 % vs 18%) ; nouvelles poussées BILAG 1A/2B (24,9 % vs 32 %) et taux de
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poussees séveres (SFI) (15,6 %vs 23,7 %). De plus, les anticorps anti-ADN natif se
sont négativés plus souvent chez les patients traités par belimumab 10 mg/kg (16 %)
vs placebo (6,8 %) et une normalisation du complément (C3 et C4) chez les patients
ayant un taux bas a I’inclusion a été plus souvent noté, avec un effet dose :
respectivement 38,1 et 35 % dans le groupe belimumab 10 mg/kg vs 17 et 12,9 % dans

le groupe placebo.

Le belimumab réduit 1’activité et le taux de poussées du LES, retarde la survenue
de poussées et réduit 1’utilisation de prednisone chez des patients a sérologie lupique

positive (95).

6. Natalizumab (Tysabri®)
a. Définition

Tysabri® est un anticorps monoclonal humanisé se fixant sur les cellules qui
jouent un réle essentiel dans la pathogenése inflammatoire de la sclérose en plaques
(SEP). 1l est indiqué en monothérapie comme traitement de fond des formes tres
actives de sclérose en plaques (SEP) rémittente-récurrente chez les patients adultes

uniquement (116).
b. Mécanisme d’action

Le natalizumab, anticorps monoclonal humanisé(IgG4) dirigé contre 1’intégrine
a4, est le dernier médicament a avoir regu une AMM pour le traitement de la SEPR.
L’activation de I’intégrine a4P1, exprimée a la surface des leucocytes, permet son
interaction avec la molécule d’adhésion cellulaire VCAM-1, étape primordiale du
passage du leucocyte au travers de 1’endothélium vasculaire ¢’est-a-dire au passage de

la barriére hématoencéphalique (BHE).Le natalizumab en prévenant I’adhésion des

104

—
| —



lymphocytes activés a [’endothélium  vasculaire diminue 1’inflammation

parenchymateuse (96).
c. Efficacité clinique

Les premieres données d’efficacité¢ du natalizumab dans la SEP ont montré une
diminution des nouvelles lésions en IRM. Le premier essai contr6lé de phase Il a
impliqué 213 patients. Deux doses de natalizumab (3 ou 6 mg/kg) ont été comparées a
un placebo pendant 6 mois. Les patients ont été surveilles 6 mois de plus. Cette étude a
montré (de maniere équivalente pour les 2 doses) que cet anticorps monoclonal
diminuait le nombre de Iésions actives en IRM (critére d’évaluation principal) et la

fréquence des poussées (critére d’évaluation secondaire) (97).

Par la suite, 2 essais internationaux multicentriques de phase Ill, randomisés en
double insu, ont été menés. Les patients inclus dans 1’étude avaient un score de
handicap (EDSS) nul ou modéré, et avaient souffert d’au moins 1 poussée clinique
dans I’année précédant leur inclusion. Dans cette étude, 627 patients traités par le
natalizumab étaient comparés a 315 patients prenant un placebo pour une durée de 2
ans. Aprés 1 an d’étude, 1’analyse du critére d’évaluation principal a indiqué une
réduction de 68 % chez les patients traités par natalizumab (0,26) comparativement au
placebo (0,81). Apres 2 ans de traitement, le risque de progression du handicap
confirmé a 3 mois (autre critere d’évaluation principal) était significativement
diminué, de 42 % chez les patients traités (17 %) comparativement au placebo (29 %).
Les critéres d’évaluation secondaires étaient neuroradiologiques. Aprés 2 ans de
traitement, on observait chez les patients traités par natalizumab une réduction des
Iésions actives de 92 %, des nouvelles lésions visibles sur les sequences pondérées en
T2 de 83 %, et du nombre moyen de trous noirs (hyposignaux sur les séquences
pondérées en T1) de 76 %, comparativement au placebo. Une analyse post-hoc a

montré que le natalizumab était plus efficace encore chez des patients particulierement
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actifs. Ces patients, représentant 22 % de I’ensemble de 1’effectif, avaient eu au moins
2 poussées dans I’année précédant leur inclusion, et au moins 1 lésion active a I’IRM.
Dans ce sous-groupe, apres 2 ans de traitement, le taux annualisé de poussées était
réduit de 81 %, et la progression du handicap maintenue a 3 mois de 53 %, et a 6 mois
de 64 % (97).

La deuxieme étude SENTINEL, a impliqué 1171 patients et comparé une
combinaison natalizumab / IFNBla par voie intramusculaire & une combinaison
placebo / IFNB1a pour une durée de 2 ans. Les patients inclus dans cette étude avaient
été traités par un interféron depuis au moins 1 an et avaient eu au moins 1 poussee au
cours de I’année préceédant leur inclusion. Les critéres d’évaluation étaient cliniques
(critére principal) et neuroradiologiques (critéres secondaires). L’analyse des résultats
a montré une réduction du taux de poussees de 54 % a 1 an et de 56% a 2 ans dans le
groupe traité par la combinaison incluant le natalizumab en comparaison au groupe
placebo, la progression du handicap étant réduite de 24 % apres 2 ans de traitement.
Ainsi, les données des études cliniques indiquent une efficacité nette du natalizumab
non seulement sur la diminution du taux de poussées, mais aussi sur la réduction du
risque de progression du handicap chez les patients atteints de SEP active, traités par

d’autres immunomodulateurs (97).

V. Les anticorps monoclonaux en allergologie

La premiere phase de 1’allergie est une phase « silencieuse ». Elle se traduit par la
production d’IgE spécifiques par les lymphocytes B a la suite d’un premier contact
avec l’antigéne, qui est alors défini comme allergéne. On parle de phase de
sensibilisation. La production des IgE dépend directement de I’interaction entre les
cellules B et T et notamment de la production d’IL-4 (interleukine 4), IL5 (interleukine
5), IL6 (interleukine 6), IL10 (interleukine 10) et d’IL-13 (interleukine 13) par les
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cellules T auxiliaires de type 2 (TH2). En effet, ces cytokines sont responsables de la
commutation isotypique vers les IgE. L’induction d’une réponse TH2 dépend de
nombreux facteurs tels que la prédisposition génétique (atopie), 1’environnement,

I’hygiéne.

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

aucun signe clinique n’est apparent.

Lors du second contact avec 1’allergéne, celui-ci va étre reconnu par les IgE fixees
sur les récepteurs membranaires RFcel des mastocytes et des basophiles. Il se fixe par
deux épitopes distincts sur deux IgE présentes a la surface membranaire, créant ainsi
un pontage des IgE. Ce pontage induit 1’activation des cellules effectrices (mastocytes
et basophiles) par induction d’un flux calcique qui entraine la libération d’un ensemble

de médiateurs.

» Des médiateurs préformés, en particulier I’histamine qui résulte de
I’exocytose du contenu granulaire, et des protéases.
» Des médiateurs néoformeés (prostaglandine D2, leucotriene C4 et facteur

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

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

contraction du muscle lisse bronchique (98).

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

modérés a séveres chez I’adulte et 1’adolescent.
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Omalizumab (Xolair®)
a. Définition

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

Fc de I’IgE humain, par lequel celui-ci se fixe aux récepteurs (99).
b. Mécanisme d’action

L’omalizumab se fixe aux IgE circulantes et empéche leur fixation sur les
récepteurs de haute affinité (FceRI) des cellules effectrices. Ils réduisent ainsi la
quantit¢ d’IgE circulantes pouvant déclencher les réactions allergiques immédiates et
retardées. Donc [D’inhibition de la libération subséquente des médiateurs de
I'inflammation comme I'histamine, les leucotriénes et les cytokines. De plus, le
médicament ralentirait l'activitt des mastocytes et des polynucléaires
basophiles(99.117).

c. Efficacité clinique

? Efficacité de I’omalizumab dans I’asthme allergique modéré a sévere

persistant

De nombreuses études cliniques ont été réalisées ces dix dernieres années avec
I’omalizumab. Le premier essai randomisé contr6lé a été publié en 1999 dans le New
England Journal of Medicine. Il étudiait des patients présentant un asthme modére a
sévere traité par anti-IgE administré par voie intraveineuse. La seule différence
statistiquement significative entre le groupe traité par omalizumab et le groupe placebo

concernait une réduction de 50% des besoins de corticoides inhalés.
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Entre 2001 a 2005 paraissent cing grandes études cliniques sponsorisées par
Novartis a dessin assez semblable, portant chacune sur des groupes de 250 a 550
patients environ, toutes multicentriques, randomisées, contrélées, en double aveugle et
omalizumab sous-cutané contre placebo. Les critéres d’inclusion comprenaient des
sujets avec asthme persistant malgré une prise quotidienne et prolongée de
corticosteroides inhalés, généralement associée a des LABA et la présence d’un test
cutané positif pour au moins un pneumo-allergéne perannuel. Les résultats de ces cing
études sont assez concordants. On retrouve comme endpoint primaire les
exacerbations asthmatiques et comme endpoint secondaires la baisse des besoins en

corticoides inhalés et les indices de qualité de vie.

Les deux premiéres études publiées en 2001 portent chacune sur des sujets qui
prennent régulierement un équivalent de 500 a 1000 mg de béclométhasone par jour.
Elles démontrent que le nombre d’exacerbations diminue d’environ 40% environ dans
le groupe qui regoit de ’omalizumab par rapport au placebo. Apres quatre mois de
traitement, les auteurs parviennent a diminuer les besoins en corticoides inhalés de
maniere plus fréquente dans le groupe traité et ceci de maniere significative. Les
indices de qualité de vie (Asthma Quality of Life Questionnaire) objectivent une
amélioration significative dans pratiquement tous les domaines explorés par le

questionnaire (100).

? Efficacité de I’omalizumab dans la rhinite allergique associée a

I’asthme

Un sixieme essai randomisé contr6lé, publié, démontre I’effet du traitement par
anti-IgE sur la rhinite allergique persistante concomitante a 1’asthme. Ici 405 patients
agés de 12 a 74 ans ont été évalués pendant six mois de traitement par omalizumab ou
placebo, au moyen de I’ Asthma Quality of Life Questionnaire, mais aussi a I’aide de

deux scores spécifiqguement axés sur les symptomes de rhinite chronique. Les auteurs
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démontrent une amelioration cliniquement significative des scores aussi bien pour

I’asthme que pour la rhinite, aprés vingt semaines de traitement (100).

V1. Les anticorps monoclonaux en cardiologie

L'abciximab (ReoPro®)
a. Définition

L'abciximab (ReoPro®) est un fragment Fab d’anticorps chimérique homme-
souris. C’est un antagoniste de la glycoprotéine plaquettaire IIb/Illa est un puissant

inhibiteur de I'agrégation plaquettaire et la thrombose coronaire (101).
b. Mécanisme d’action

L’abciximab est dirigé contre I'intégrine B3 il est capable d'inhiber la liaison des
ligands a certaines intégrines B3 comme ollbB3 (glycoprotéine IIb/Illa) et avp3
(récepteur de la vitronectine). C’est un antiagrégant plaquettaire et inhibiteur de
migration des cellules musculaires lisses, qui sont tous les deux impliqués dans

I'nyperplasie néo-intimale (102).
c. Efficacité clinique

? Essai CAPTURE

Dans I’essai CAPTURE, on a recruté 1266 patients souffrant d’angor réfractaire
pendant une durée < 48 heures qui, aprés un traitement initial par 1’aspirine, 1’héparine
et le nitrate par voie intraveineuse, ont dd subir ultérieurement une angioplastie de
I’artére coronaire « responsable ». Les patients ont été randomisés dans un groupe

recevant un bolus d’abciximab suivi d’une perfusion ou dans un groupe recevant un
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placebo pendant 18 a 26 heures avant 1’angioplastie et une heure aprés. A nouveau, un
grand nombre de patients devaient étre recrutés dans cette étude, mais elle a éte
interrompue prématurément sur les conseils du Data and Safety Monitoring Board en

raison de I’efficacité marquée du traitement médicamenteux a I’étude.

A 30 jours, le paramétre combiné de décés, d’IM ou de nouvelle intervention était
notablement réduit dans le groupe abciximab comparativement au groupe placebo
(11,3 % c. 15,9 %). Comme nous I’avons vu dans les essais EPIC et EPILOG, le taux
d’infarctus du myocarde était significativement moins ¢élevé parmi les patients ayant
recu I’abciximab que parmi les patients ayant re¢u un placebo (4,1 % c. 8,2 %).
Cependant, a 6 mois, il n’y avait pas de différence significative dans le parametre
combiné (31,65 % c. 31,7 %) et ’on n’a observé qu’une tendance a une réduction du
taux des infarctus du myocarde (6,4 % c. 8,9 %). On a noté une augmentation
significative des hémorragies majeures (3,8 % c. 1,9 %) et des hémorragies mineures
(4,8 % c. 2 %) a 30 jours avec 1’abciximab comparativement au placebo, probablement
associé¢e a la durée prolongée de la mise en place de I’introducteur (moyenne de 40

heures). (103)
? Essai EPIC

Dans I’essai EPIC, 2099 patients présentant un risque élevé de complications aprés
une ACTP ou une athérectomie directionnelle ont été assignés au hasard dans 1’un des
trois groupes de traitement : placebo, un bolus d’abciximab ou un bolus d’abciximab
suivi d’une perfusion intraveineuse pendant 12 heures. Tous les patients ont recu de
I’aspirine et de I’héparine. La principale constatation faite dans 1’essai EPIC était la
réduction marqueée de 35 % a 30 jours de la fréquence du parameétre cliniqgue combiné
(déces, infarctus du myocarde non mortel, nouvelle revascularisation en urgence et
échec de I’intervention nécessitant la mise en place d’un tuteur coronaire ou d’un

ballonnet intra-aortique; 12,8 % pour le groupe placebo comparativement a 8,3 % pour
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le groupe bolus d’abciximab suivi d’une perfusion de 12 heures. Malheureusement,
I’administration d’abciximab était associée a un taux deux fois plus ¢élevé
d’hémorragie majeure et a la nécessité d’une transfusion de globules rouges et de

plaquettes.

Le bénéfice clinique a 30 jours s’est maintenu jusqu’a 6 mois réduction de 23 % du
parametre clinique combiné (decés, infarctus du myocarde et toutes les
revascularisations), le parameétre dont la réduction était la plus marquee étant la

nécessité d’une nouvelle angioplastie (réduction de 26 %). (13)

V1. Les anticorps monoclonaux en infectiologie

La premiére application des anticorps monoclonaux en infectiologie eétait
I’utilisation de I’anticorps monoclonal HA-1A (centoxin®) dans les états septiques
séveéres dont le pronostic n’a pas été influencé par les progrés d’antibiothérapie.
Cependant, I’observation de taux de mortalité¢ ¢levés sous le traitement avec cet
anticorps a conduit a son suppression du marché en 1993. Ce n’est qu’en 1999, qu’un
anticorps monoclonal a été autorisé pour la prévention des infections par le virus

respiratoire syncytial (palivizumab) (104).
Palivizumab (Synagis®)
a. Définition

Le palivizumab est un anticorps humanise de type 1gG1, dirigé contre la protéine F
sur la surface extérieure de la VRS qui réduit l'activité virale. Il bloque la fusion du

virus a la cellule et sa transmission d’une cellule a 1’autre (105).
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b. Indication

Le palivizumab est indiqué pour la prévention des infections respiratoires basses
graves, dues au virus respiratoire syncytial (VRS), nécessitant une hospitalisation chez

les enfants a risque élevé c’est-a-dire les enfants ayant:

» Dysplasie broncho-pulmonaire (DBP) sévere. Lors de DBP de gravité
moyenne, le Palivizumab peut étre envisage. Lors de DBP légere, le
palivizumab n’est pas recommandé.

» Malformation cardiaque non corrigée, hemodynamiquement significative et
facteurs de risque associés (malformation cyanogene, hypertension

pulmonaire sévére, insuffisance cardiague manifeste). (106)
c. Mécanisme d’action

Le palivizumab posséde une puissante activité neutralisante vis-a-vis des souches
A et B du VRS. Son activité idiotypique est dirigée contre un épitope du site
antigénique A de la protéine de fusion du VRS, la glycoprotéine F. Une fois lié a ce
site, il inhibe la fusion cellulaire induite par le virus et empéche sa réplication. In vivo,
dans le modéle du rat, des concentrations sériques d’environ 30 mcg/ml suffisent a

réduire de 99% la réplication pulmonaire du VRS dans les poumons (107).
d. Efficacité clinique

L'efficacité du palivizumab, hors cardiopathie congénitale, n'a été testée que dans
une seule étude multicentrique, randomisée, contrdlée contre placebo, en double
aveugle, comprenant 1002 enfants traités et 500 enfants contr6lés, appelé IMpact
Study. Les enfants étaient des prématurés d'age gestationnel < 35 SA, agés < 6 mois au

début de I'épidémie et des enfants < 2 arts avec une DBP traitre dans les six derniers
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mois. Les résultats globaux montraient une réduction du taux d'hospitalisation pour
infection a VRS de 55 %. 11 est a noter que, si le taux d'hospitalisation en unité de
réanimation était significativement plus bas chez les sujets ayant recu le palivizumab
(1,3 % versus 3 %), il n'y avait pas de différence significative pour le taux de
ventilation mécanique, ni pour le nombre de jours sous ventilation mécanique, ni pour

le taux de déces (0,4 % versus 1,0 % chez les controles).

Ces résultats favorables ont été confirmés lors de l'utilisation du palivizumab en
clinique, aussi bien aux Etats-Unis avec la Palivizumab Outcome Registry Study sur
2049 enfants traités et I'étude de LeRoy et Lesnick sur 3514 enfants traités qu'en
Europe avec notamment I'étude espagnole réalisée chez des enfants < 32 SA et de <6
mois. Cette étude a montré que le taux d'hospitalisation pour infection a VRS chez les
enfants nés < 32 SA, présentant ou non une DBP, passait de 13,25 % pendant les deux
années sans prophylaxie a 3,95 % pendant les deux années suivantes avec prophylaxie.
Cette efficacité se retrouvait dans toutes les catégories de patients (13 % versus 5,4 %
chez les < 28 SA) ; 9,9 % versus 2,5 % chez les 29-32 SA et 19,7 % versus 5,5 % chez
ceux avec DBP. Dans I'étude rapportée par le réseau périnatal de Bourgogne, le taux
d'hospitalisation pour bronchiolite a VRS des enfants nés < 32 SA et atteints de DBP
passait de 46,2 % pendant I'hiver 1999-2000 en l'absence de palivizumab a 11,8 % et
3,8 % lors des deux hivers suivants ou 16 des 17 enfants pour la premiére année et 23
des 26 enfants pour la deuxiéme année avaient recu du palivizumab. Par comparaison,
les taux d'hospitalisation, aux Etats-Unis et en Finlande, pour bronchiolite a VRS chez

des enfants non traités sont présentés dans le tableau VII. (108)
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Tableau VII : Risques d'hospitalisation pour infection respiratoire a VRS selon I’dge
gestationnel, la notion de DBP, avec ou sans palivizumab (108).

Non traités Traités Réduction du risque Références
DBP 12,8 % (sur 266 cas) 7,9 % (sur 496 cas) 39% (p = 0,038) [Mpact study
5,8 % (sur 482 cas) Palivizumab Qutcome Registry Study
19,7 % (sur 71 cas) 5,5 % (sur 217 cas) 72% (p <0,007) Pedraz et al
1.8 % LeRoy and Lesnick
12 % (sur 25 cas) Heikkinen et al
Préma sans DBP 8.1 % (sur 234 cas) 1.8 % (sur 506 cas) 8% (p <0,001) IMpact Study
2,1 % (sur 1444 cas) Palivizumab Outcome Registry Study
0,4 % LeRoy and Lesnick
<28 SA 9,3 % de 0-6 mois sur 144 Boyce etal
années-enfants
4,6 % de 6-12 mois sur 152 Boyce et al
années-enfants
13 % (sur 246 cas) 5,4 % (sur 739 cas) 58,4 % (p < 0,0001) Pedraz et al
7,1 % (sur 168 cas) Heikkinen et al
29-32 SA 9,9 % (sur 1297 cas) 2,5 % (sur 1170 cas) 74,7 % (p < 0,0001) Pedraz et al
6,8 % (sur 498 cas) Heikkinen et al
33-35SA 3,7 % (sur 1133 cas) Heikkinen et al
236 SA 1,9 % (sur 33983 cas) Heikkinen et al
Selon les indications de 10,6 % (sur 500 cas) 4.8 % (sur 1002 cas) 55 % (p = 0,00004) IMpact study
I'IMpact study
2,9 % (sur 2049 cas) Palivizumab Outcome Registry Study
0,7 % (sur 3514 cas) LeRoy and Lesnick

e. Perspectives

Beaucoup d’autres anticorps monoclonaux sont en cours d’évaluation en

particulier contre le virus de I’hépatite B, C, le cytomégalovirus (CMV) et le virus de

VIH (11.13.18).
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1. Marché mondiale des anticorps monoclonaux

Le marché des anticorps monoclonaux a commencé son ascension avec la
commercialisation en 1997 du Rituxan® (Rituximab) pour le traitement des
lymphomes non-hodgkinien (NHL). Cette molécule est tres vite devenue le
médicament standard dans le traitement de cette maladie et le premier anticorps
monoclonal qui atteignait le statut de « blockbuster » avec un chiffre d’affaire de plus
de 1 milliard de dollars par an. A présent, le Remicade® est le leader du marché avec
des ventes qui ont atteint 6,5 milliards de dollars en 2008, suivi par le Rituxan® (5,6
Md$) I’Herceptin® (4,8 Md$), I’ Avastin® (4,7 Md$) et ’Humira® (4,4 Md$) (18).

Actuellement, 23 anticorps monoclonaux ont recu une autorisation de la FDA pour
une utilisation thérapeutique notamment dans le traitement de cancers, de maladies
inflammatoires ou cardio-vasculaires. De maniére générale, ces différents domaines
mobilisent plusieurs anticorps qui ciblent les mémes maladies aboutissant a une forte
compétition entre les différents anticorps. L’oncologie semble, a 1’heure actuelle, le
domaine qui présente la plus forte expansion avec une multitude de candidats-
médicaments en cours de developpement. 479 dans le traitement des carcinomes
pancréatique, Ramucirumab pour bloquer I’angiogénése, Adecatumumab pour le
cancer du sein métastatique, Oregovomab pour le cancer ovarien, Etaracizumab pour
les sarcomes. Les traitements anti-infectieux sont moins représentés avec un seul
anticorps approuve par la FDA Palivizumab. Mais ce secteur semble également en
voie de développement avec une recherche intensive d’AcM dirigé notamment contre

le virus de VIH (43).

117

—
| —



Table VIII : Présentation, indication, source, classe et sous-classe des anticorps monoclonaux approuvés (43).

Désignation Compagnie Cible Source Année de Indications
commercialisation
Orthoclone®
(Muromomab) Ortho Biotech, Inc. CD3 Murin 1gG2a 1986 Rejet de greffe
ReoPro® Centocor, Inc. and Eli Lilly GPlIb/1lla Chimérique (Fab) 1994 Maladie
(Abciximab) cardiovasculaire
Rituxan® Biogen Idec and Genentech, CD20 Chimérique IgG1 1997 Lymphome non
(Rituximab) Inc. hodgkiniens,
Avrthrite rhumatoide
Zenapax® Hoffmann-La Roche Inc., CD25 Humanisé 1gG1 1997 Rejet de greffe
(Daclizumab) Protein Design Labs
REMICADE® Centocor, Inc. TNF-a Chimérique 1gG1 1998 Maladie de Crohn
(Infliximab)
Simulect® Novartis CD25 Chimérique 1gG1 1998 Rejet de greffe
(Basiliximab)
Synagis® Medimmune RSV F Humanisé 1gG1 1998 Infection virus
(Palivizumab) respiratoire
syncytial
Herceptin® Genentech HER-2 Humanisé 1gG1 1998 Cancer du sein
(Trastuzumab)
Campath® Millenium Pharmaceuticals, CD52 Humanisé 1gG1 2001 Leucémie lymphoide
(Alemtuzumab) Inc.and Berlex Laboratories, chronique, lymphome T
Inc
Zevalin® Idec Pharmaceutic CD20 Murin 1gG1 2002 Lymphome non
(Ibritomomab) Als Corporation hodgkiniens
HUMIRA® Abbott Laboratories/ TNF-a Humain IgG1 2002 Maladie inflammatoire
(Adalimumab) Cambridge Antibody auto-immune
Technology
Nimotuzumab YM Biosciences/Biocon EGF Humanized, 1gG1 2005 Advanced head/neck
epithelial cancer
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Désignation Compagnie Cible Source Année de Indications
commercialisation
Bexxar® Corixa Corp. and CD20 Murin 1gG2a 2003 Lymphome non
(Tositumomab) GlaxoSmithKline hodgkiniens
Xolair® Genentech, Tanox, Inc., IgE Humanisé 1gG1 2003 Asthme sévere
(Omalizumab) Novartis Pharmaceuticals (allergique)
Avastin® Genentech VEGF Humanisé 1gG1 2004 Cancer colorectal
(Bevacizumab) métastatique, Cancers du
poumon, cancer du sein
TYSABRI® Biogen Idec and Elan- adsub de 041 Humanisé 1gG4 2004 Sclérose multiple,
(Natalizumab) Corp. maladie de Crohn
Erbitux® Merck KG aA / Bristol EGFR Chimérique IgG1 2004 Cancer colorectal, cancer
(Cetuximab) Myers Squibb / ImClone ORL
Systems
Vectibix® Amgen EGFR Humanisé (1gG2) 2006 Carcine colorectal
(Panitumumab) métastatique
LUCENTIS® Genentech VEGF-A Humanisé (Fab) 2006 Dégénération maculaire
(Ranibizumab) seche
Soliris® Alexion Pharmaceuticals, CD59 Humanisé 19gG2/4 2007 Hémoglobinurie
(Eculizumab) Inc. Paroxystique Nocturne
CIMZIA® uCB TNF-a Humanisé (Fab) 2008 Maladie de Crohn,
(Certolizumab) arthrite rhumatoide
Simponi® Centocor TNFa Humain 1gG1 2009 Arthrite rhumatoide et
(Golimumab) psoriasique, Spondylite
ankylosante
laris® Novartis Pharmaceuticals IL-1 beta Humanisé 1gG1 2009 Syndrome cryopirin
(canakinumab)
1-131 ch-TNT Shanghai Medipharm DNA Chimérique, 1gG1 2003 Advanced lung cancer
Biotech associated
antigens
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2. Anticorps monoclonaux commercialises au Maroc

Tableau IX : listes actuelle des anticorps monoclonaux commercialisé au Maroc.

DCI SPECIALITE, DOSAGE ET PRESENTATION LABORATOIRE PRINCIPS / PHMEN | STATUT | C/NC
FORME NATIONALE BIOSIMILAIRE (DHS)
Rituximab MabThera® 10 mg/ml Etui de deux flacons de Roche Principes 6176.10 Importé C
concentré pour perfusion 10 mi
MabThera® 10 mg/ml Etui de deux flacons de Roche Principes 15444.00 Importé C
concentré pour perfusion 50 ml
Bevacizumab Avastin® 25mg /ml Boite de un flacon de Roche Principes 3689.00 Importé C
concentre pour perfusion 4ml
Avastin® 25mg /ml Boite de un flacon de Roche Principes 13400.00 Importé C
concentre pour perfusion 16 ml
Adalimumab Humira® 40 mg solution Boite de deux seringues Sanofi Aventis Principes 12195.00 Importé C
injectable préremplies
Humira® 40 mg solution Boite de deux stylos Sanofi Aventis Principes 12195.00 Importé C
injectable préremplies
Muromonab Orthoclone OKT® 1mg/ ml Boite de cinq flacons Sanofi Aventis Principes 35960.60 Importé C
solution injectable
Infliximab Remicade® 100 mg poudre | Boites de un nécessaire Pharmaceutical Principes 8573.60 Importé C
pour perfusion institut
Trastuzumab Herceptin® 150 mg Etui de un flacon Roche Principes 6681.00 Importé C
lyophilisat pour perfusion
Natalizumab Tysabri® 300 mg solution a Boite de un flacon Sothema Principes 20094.00 Importé C
diluer pour perfusion
Ranibizumab Lucentis® 10 mg /ml Boite de un flacon de Novartis pharma Principes 10722.90 Importé C
solution injectable 0.23 ml Maroc
Cetuximab Erbitix® 5 mg / ml solution Boite de un flacon de Cooper pharma Principes NA Importé NC
pour perfusion 20 ml
Erbitix® 5 mg / ml solution Boite de un flacon de Cooper pharma Principes NA Importé NC
pour perfusion 100 ml
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Trente cing ans apres la découverte de la technique d’hybridome, les anticorps
monoclonaux sont devenus des medicaments qui ont le plus fort taux de
développement pour de nouvelle application thérapeutique, et ceci en raison des
avancees dans les technologie actuelles qui permet la production des anticorps
monoclonaux, sous forme d’immunoglobuline enti¢res ou de fragments de différents
tailles, couplés ou non avec des toxines, de cytokines, de radioéléments, de

nanoparticule ou d’enzyme.

Ce nouveau concept d’immunothérapie par les anticorps monoclonaux donne
beaucoup d’espoir dans le traitement de nombreuses pathologies lourdes, pour
lesquelles les thérapeutiques conventionnelles ont montré leurs limites. Toutefois le
colt de ces nouvelles molécules constitue un facteur limitant, leurs utilisation surtout
dans le cadre d’une conjoncture comme celle du Maroc et d’autant plus que de

nombreuses applications restent des traitements de longue durée.

Enfin et en absence d’¢tude de tolérance a long terme, un suivi de
pharmacovigilance reste indispensable afin de mieux évaluer les risques liés a

I’utilisation de ces agents.
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RESUME

Titre . Les anticorps monoclonaux thérapeutique
Mots clés : Immunoglobuline-Anticorps Monoclonaux-Immunothérapie

Auteur : HRIROU lbrahim

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 1’aide de la technique de phage display, la technique de
ribosome display, immortalisation des cellules B mémoires ou directement chez les souris
transgéniques.

Actuellement 24 anticorps monoclonaux sont commercialisés dans le monde et plus de
400 anticorps monoclonaux sont en phase de développement ou d’essai clinique déja avancée,
en cancérologie, en transplantation, pour les maladies auto-immuns, dans les maladies
infectieuses ou 1’ostéoporose. Des progrés énormes ont été réalisés aussi bien dans la
conception d’anticorps de plus en plus spécifiques d’un antigéne donné, sous formes
d’anticorps entier ou sous formes de fragments d’anticorps conjugués ou non avec des
substances (cytotoxique, radio¢léments, nanoparticules, enzymes....), que dans la production
industrielle en utilisant différents systéme d’expression (bactéries, levures, cellule animale,
plants et animaux transgéniques....).

De nombreuses stratégies, visant encore a améliorer I’affinité et la stabilité de ces
anticorps sur leur cible ainsi que le rendement de leur taux de production, devraient réduire
leur prix de revient et en faire dans un futur proche des outils efficaces et utilisables a grand

échelle pour traiter de nombreuses maladies lourd.
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ABSTRACT

Title: Monoclonal antibodies therapy
Keywords: Immunoglobuline- monoclonal antibodies -Immunothérapie

Other: HRIROU lbrahim

Monoclonal antibodies are among the pharmaceuticals that are growing rapidly
to clinical trials. The huge advances in biotechnology and in particular the genetic
recombination techniques for obtaining murine monoclonal antibodies, chimeric,
humanized and more fully human monoclonal antibodies using phage display
technology, technique ribosome display, immortalization of memory B cells or directly

in transgenic mice.

Currently 24 monoclonal antibodies are sold worldwide and more than 400
monoclonal antibodies are under development or clinical trial already advanced in
cancer, transplantation for autoimmune diseases, in infectious diseases and
osteoporosis. Enormous progress has been made both in the design of antibodies more
specific to a given antigen, in the form of whole antibody or in the form of antibody
fragments conjugated with substances or not (cytotoxic, radionuclide, nanoparticles,
enzymes ....) and in industrial production by using different expression system

(bacteria, yeasts, animal cells, transgenic animals and plants ....).

Many strategies aimed at further improving the affinity and stability of these
antibodies to their target and the performance of their production rates should reduce
their cost and make it in the near future an effective tool used to great scale to treat

many heavy diseases.
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