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Résumé : Aprés plus de 15 années de travaux expérimentaux, limmunociblage des tumeurs par des anticorps
monoclonaux dirigés contre des marqueurs tumoraux connait actuellement un développement clinique important. Cette
progression est due pour beaucoup aux résultats thérapeutiques encourageants obtenus par l'injection d'anticorps
recombinants en grande partie humanisés, tels que le rituximab, anti-CD20, dans les lymphomes B folliculaires et
I'herceptine, anti-ErbB2, dans les carcinomes du sein. Grace a l'ingénierie génétique, il est en effet possible de greffer les
régions variables ou hypervariables des anticorps murins sur des molécules d'lgG humaines, ou méme d'obtenir des
anticorps entierement humains, soit chez des souris transgéniques pour une grande partie du répertoire des IgG
humaines, soit par sélection de domaines variables humains exprimés sur des phages. Le marquage des anticorps
antitumeurs par des radio-isotopes a joué un role important dans la démonstration de la spécificité de I'immunociblage
tumoral et reste intéressant pour le diagnostic par immunoscintigraphie, ainsi que pour la radio-immunothérapie de
certains cancers. Dans cette revue, nous décrirons les progrés réalisés et les perspectives d'utilisations diagnostiques et
thérapeutiques des anticorps antitumeurs et de leurs fragments. Au niveau diagnostique, I'immunoscintigraphie par les
fragments Fab marqués a l'iode 123 ou au technétium 99m a fourni des images tumorales tres élégantes depuis plusieurs
années, mais l'influence de cette technique sur la conduite du traitement reste limitée. L'immuno-TEP (tomographie par
emission de positons) pourrait améliorer la sensibilité et la précision de cette méthode. La chirurgie radio-immunoguidée et
l'immunophotodétection restent des méthodes prometteuses encore a I'étude. Au niveau thérapeutique, les anticorps anti-
CD20 marqués a l'iode 131 ont donné des résultats spectaculaires dans les lymphomes B non hodgkiniens de différents
degrés de malignité. Pour les tumeurs solides, moins radiosensibles, les chances d'efficacité de la radio-immunothérapie
passent par l'attaque plus précoce de tumeurs de trés petite taille, par I'utilisation de stratégies de ciblage en plusieurs
étapes et par I'utilisation de radio-isotopes émetteurs de particules alpha. D'autres utilisations d'anticorps sont décrites
comme celles des anticorps bispécifiques antitumeurs et anticellules effectrices du systéme immunitaire, ou la synthése de
fragments d'anticorps exprimés sur les récepteurs de lymphocytes T appelés T bodies, ou encore I'étude biologique des
intrabodies. Les résultats publiés et les nombreuses études en cours montrent que l'immunociblage des tumeurs prendra
une place toujours plus importante dans le traitement des maladies cancéreuses.

Mots-clés : anticorps monoclonal, immunociblage.

) lllustrations

ARTICLE

L'immunociblage concerne la conception, le développement et I'utilisation in vivo d'anticorps et de molécules dérivées pour
le diagnostic et la thérapie de différentes pathologies. Il s'agit d'exploiter la spécificité de reconnaissance des anticorps
pour atteindre une cible déterminée. Dans le cas de I'oncologie, la cible peut étre un antigéne associé aux tumeurs, un
récepteur de facteur de croissance, un produit d'oncogéne ou de géne « suppresseur de tumeur » muté, voire une
molécule liée a l'angiogenése. Cependant, d'autres domaines sont concernés par limmunociblage, notamment la
cardiologie (Réopro®, antiplaquettes ; MyoScint, antimyosine), l'infectiologie (LeukoScan), le rejet de greffe (anti-CD3 et
anti-CD25), le psoriasis (anti-IL8) et la polyarthrite rhumatoide (anti-TNFalpha).

L'enthousiasme initial suscité par I'avénement des anticorps monoclonaux dans les années 1980 a été suivi par une vague
de scepticisme car les premiers résultats cliniques n'ont pas été a la hauteur des espérances. Néanmoins, la recherche
dans le domaine de l'immunociblage est demeurée trés active au niveau international, tant académique qu'industriel.
Récemment, les résultats de différentes études cliniques démontrent les possibilités thérapeutiques de certains anticorps
et conduisent a leur approbation par la Food and Drug Administration et a I'obtention d'une autorisation de mise sur le
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marché (AMM) européenne1. Ces résultats cliniques, la disponibilité de molécules issues de l'ingénierie des anticorps et
une meilleure appréhension des indications concourent a créer actuellement une situation nouvelle dans ce domaine [1-4].

Trois générations d'anticorps du murin vers I'humain

Les premiers anticorps monoclonaux développés étaient entierement murins. Cela limite leur utilisation pour
I'immunociblage chez I'homme. L'anticorps injecté peut entrainer une réponse du patient contre cette protéine étrangére.
Cette réponse, connue sous le nom de Hama (human anti-mouse antibodies), limite le nombre d'injections que I'on peut
réaliser chez un méme patient. Le développement de Hama peut étre variable d'un anticorps a l'autre, mais, dés que les
Hama apparaissent, I'administration d'anticorps murin perd toute efficacité. De plus, ces Hama perturbent certains dosages
immunologiques de marqueurs sériques utilisant des anticorps de souris [5].

Les limites des anticorps murins ont motivé des recherches pour les rendre plus utilisables chez I'nomme. Cela a été
possible dés 1987 grace a la connaissance de la structure des anticorps et aux techniques d'ingénierie des protéines [6].
En effet, la structure en domaines des anticorps a permis de créer dans un premier temps des anticorps dits chimériques
dans lesquels seuls les domaines variables sont murins (figure 1). Tous les domaines constants sont humains. Les
anticorps chimériques comportent donc une partie non négligeable de protéine murine (33 %) et ils conservent la méme
affinité pour I'antigene que I'anticorps murin parental [7].

L'ingénierie des anticorps se développant, les laboratoires ont ensuite été capables de fabriquer des anticorps humanisés
ne conservant que les régions hypervariables de l'anticorps murin qui correspondent aux zones d'interaction avec
I'antigéne (CDR pour complementarity-determining regions). Dans ce cas, la fraction de protéine murine est réduite au
minimum (10 %), mais l'affinité de I'anticorps humanisé n'est pas toujours aussi élevée que celle de I'anticorps murin
parental. Ce phénomeéne est di a la contribution des zones dites de charpente de I'anticorps. Ces zones n'interviennent
pas directement dans l'interaction avec I'antigéne, mais elles permettent le positionnement des zones hypervariables de
maniére optimale vis-a-vis de l'antigéne. Il existe des techniques pour modifier leur positionnement afin de restaurer
I'affinité de départ, mais ces manipulations sont longues et le résultat n'est pas toujours satisfaisant [8].

La solution aux problémes d'humanisation des anticorps pourrait venir de I'utilisation de souris transgéniques produisant
directement des anticorps humains [9, 10]. Avec cette technologie, l'ingénierie moléculaire se situe trés en amont de la
production des anticorps. Chez ces animaux, il a fallu inactiver les génes responsables de la production des anticorps de
souris et introduire des génes permettant la production d'anticorps humains. La principale difficulté du développement de
ces souris transgéniques concernait la quantité d'ADN pouvant étre introduite lors de la transgenése afin d'assurer la
production d'un large répertoire d'anticorps au moment de la réponse immunitaire des animaux. Aprés quelques essais
préliminaires, environ 80 % des loci des IgG humaines ont été transférés dans le génome de ces souris. Aprés

immunisation, les animaux ont produit des anticorps d'affinité élevée (de Il'ordre de 1010 M'1). Les processus
d'immunisation et de fusion sont tout a fait comparables a ceux utilisés avec des souris classiques. Un des avantages
majeurs de cette approche est que ces souris sont capables de produire des anticorps humains contre des antigénes
humains tels que le récepteur de I'EGF [11]. Différentes lignées de souris produisant chacune un isotype différent ont été
développées et permettent d'obtenir de maniére slre un anticorps de l'isotype désiré en fonction de I'application envisagée
(IgG1, 1gG2, IgG4). Un premier anticorps humain anti-EGF-récepteur d'isotype IgG2 produit a I'aide de ces souris a montré
une activité antitumorale sur un modéle de carcinome épidermoide A431 chez la souris nue [11] et des études cliniques
sont en cours avec un anticorps anti-IL8 pour traiter le psoriasis [12].

L'exploitation de ces souris a maintenant été reprise par deux sociétés : Abgenix pour les XenoMouse® et Medarex pour

les Hu-MAb Mouse®. Ces sociétés développent actuellement des anticorps soit en interne, soit dans le cadre de

collaborations industrielles ou académiques1.

Les autres possibilités de I'ingénierie des anticorps
Anticorps intacts et fragments d'anticorps

En plus de I'humanisation, la structure en domaines des anticorps a favorisé le développement et I'utilisation de fragments
d'anticorps. L'idée était d'obtenir la plus petite molécule capable de se lier a I'antigéne. Les premiers fragments d'anticorps,
obtenus par digestion enzymatique, sont les fragments F(ab'), et Fab (figure 1). L'ingénierie génétique a permis de se
limiter aux seuls domaines variables (VH et VL) pour produire des fragments variables, Fv [13], dont la forme a chaine
unique obtenue grace a un peptide de jonction entre VH et VL, le scFv, est la plus répandue actuellement.

L'utilisation des scFv est cependant limitée in vivo en raison de la monovalence mais surtout de la taille (25-27 kd). Ces
molécules sont éliminées par les reins dans un délai peu compatible avec une captation tumorale correcte [14, 15]. Ces
scFv sont en revanche trés attractifs en tant que module de base pour la construction de molécules multivalentes. Le
meilleur compromis semble étre une construction du type de celle décrite par Hu et al. [16]. Deux scFv fusionnés avec un
domaine CH3 comprenant la région charniere vont former une molécule divalente de 80 kd stabilisée par les ponts
disulfures naturels (figure 1). Si les deux scFv ont des spécificités différentes, on obtient une molécule bispécifique.

Technologie du phage display
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Une autre possibilité pour produire des fragments d'anticorps humains (Fab ou scFv) est la technique du phage display.
Proposée des 1990 [17], cette technique a permis d'isoler des fragments d'anticorps humains [18, 19]. Elle consiste a
produire des bactériophages exprimant a leur surface des fragments d'anticorps de type scFv ou Fab, fusionnés a une
protéine d'enveloppe (en général la protéine p3, présente en quelques exemplaires sur I'enveloppe du phage). Il est ainsi
possible de générer des banques contenant des dizaines de millions de phages exprimant chacun une combinaison VH/VL
donnée ; ces banques représentent donc un répertoire d'anticorps correspondant a un nombre de combinaisons aléatoires
considérable et peuvent étre rapidement criblées pour isoler des fragments d'anticorps de spécificité adéquate. La rapidité
de sélection de fragments par cette technique a été initialement une des raisons de son développement. Comme dans le

cas des souris transgéniques XenoMouse® et Hu-MAb Mouse®, il est de plus possible de produire des fragments
d'anticorps humains dirigés contre des antigénes constituant des cibles thérapeutiques chez I'nomme. Malheureusement,
les fragments d'anticorps isolés a partir de banques construites en utilisant de 'ADNc provenant de donneurs (banques «
naives ») se sont avérés posséder une affinité peu élevée. Cette limite semble cependant avoir été dépassée avec
'augmentation de la taille des banques et I'utilisation de différentes techniques de mutagenese [20, 21]. De plus, une fois
le fragment d'anticorps recombinant sélectionné, il est possible de le modifier par ingénierie moléculaire pour construire un
anticorps monoclonal complet, totalement « humain » [22]. Les premiers fragments d'anticorps obtenus par cette approche
sont actuellement étudiés dans des essais cliniques chez I'homme. Un scFv dérivé d'une banque de phages, MFE23,
dirigé contre I'antigéne carcino-embryonnaire (ACE), est notamment étudié au Royaume-Uni in vivo chez I'homme a des
fins d'imagerie et de radio-immunothérapie [23, 24].

Criblage a haut débit de fragments d'anticorps

La découverte de nouveaux anticorps d'intérét thérapeutique est étroitement associée a l'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques. Les progrés de la génomique et de la protéomique (thémes actuellement soutenus par des actions du
ministére de la Recherche) vont accélérer considérablement l'identification de nouvelles cibles. A partir de banques d'ADNc
humains, en utilisant des puces a ADN, il est possible de définir des profils d'expression ou des expressions différentielles
de génes surexprimés ou éteints dans les cellules tumorales prises a différents stades de la maladie et d'un traitement
[25]. Les produits de ces génes constituent des cibles potentielles pour le développement de nouvelles thérapeutiques. Ces
produits de génes peuvent étre criblés avec des banques de fragments d'anticorps humains par la technique du phage
display. Certains des anticorps sélectionnés pourraient étre d'un intérét thérapeutique en cancérologie.

Approches diagnostiques
Immunoscintigraphie

L'utilisation d'anticorps et de fragments d'anticorps marqués a l'aide d'isotopes émetteurs gamma pour l'imagerie médicale
est une idée déja ancienne [26-29]. Le principe est simple : marquer un anticorps, I'administrer a petite dose (quelques
mCi d'un isotope émetteur gamma de courte durée de vie et de forte activité spécifique, tel I'indium 111 ou le technétium
99m), lui laisser le temps d'atteindre les cellules tumorales et révéler les zones de fixation a l'aide d'une gamma-caméra.
Cette approche a connu de nombreux développements dés le début des années 1980 [30-36] avec l'apparition d'anticorps
monoclonaux spécifiques d'antigénes tumoraux [37, 38] et la disponibilité des appareillages d'imagerie gamma dans les
services de médecine nucléaire. Elle semblait promise a un bel avenir. L'investissement nécessaire avait été sous-estimé
compte tenu des difficultés techniques et des limitations réelles de la méthode en termes de sensibilité et de spécificité. De
nombreux travaux ont porté sur l'utilisation de fragments d'anticorps et sur les techniques de marquage (iode puis indium et
technétium) sans apporter de progrés assez décisif. L'immunoscintigraphie reste aujourd’hui un examen complémentaire
colteux et donc réservé a des applications ponctuelles.

Des AMM ont été délivrées par I'Agence européenne du médicament pour plusieurs préparations injectables a base
d'anticorps monoclonaux murins radiomarqués pour le diagnostic par immunoscintigraphie de certains cancers. Les
performances cliniques de cette premiére génération de produits n'ont pas été a la hauteur des espérances et seules
quelques préparations continuent a étre exploitées avec des fortunes diverses. Parmi quelques préparations qui ont été ou
sont encore sur le marché en Europe et aux Etats-Unis, nous pouvons citer 'Oncoscint pour le diagnostic des récidives
des cancers colorectaux et ovariens (préparation injectable a base d'anticorps murin B72.3 radiomarqué a l'indium 111)
[39], le CEA-Scan pour le diagnostic des récidives des cancers colorectaux (fragment Fab' murin anti-ACE radiomarqué au
technétium 99m) [40] et le Prostascint, produit autorisé aux Etats-Unis seulement pour le diagnostic des récidives des
cancers prostatiques (préparation injectable a base d'anticorps anti-PSMA radiomarqués a l'indium 111) [41]. La raison
majeure du manque de performance de ces produits de premiére génération est le faible contraste existant entre la tumeur
et les tissus sains. Cela ne permet de détecter que les tumeurs ou les récidives ayant une taille supérieure au centimeétre.
En pratique, I'immunoscintigraphie n'est jamais prescrite en premiére intention mais seulement dans les situations de forte
suspicion de récidive lorsque les examens classiques (scanner et/ou échographie) sont douteux ou négatifs. Cette
utilisation, en dernier recours et dans les cas les plus difficiles, ne facilite certainement pas le développement de cette
technique. Cependant, méme si le créneau est étroit, la contribution de ces produits au diagnostic de récidive pourrait étre
importante [39, 42].

L'analyse des marchés a fait apparaitre que les besoins sont assez limités principalement parce qu'il ne semble pas
possible de remplacer les explorations par imagerie conventionnelles (rayons X et IRM). Or la conjoncture est tres
défavorable a l'introduction de nouvelles techniques diagnostiques, lorsqu'elles ne se substituent pas aux anciennes. La
faiblesse du marché et la concurrence de la tomographie par émission de positons (TEP) ne rendent pas vraisemblables
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un développement important de I'immunoscintigraphie ni [l'utilisation commerciale pour le diagnostic de nouvelles
approches comme celle du ciblage multi-étapes. L'immunoscintigraphie en émission de positons sera peut-étre une
solution bien supérieure par la sensibilité des détecteurs, la qualité des images et les possibilités d'analyses quantitatives
(voir infra). Dans la perspective d'une utilisation clinique importante des anticorps radiomarqués en thérapie,
l'immunoscintigraphie demeurera un outil essentiel pour la présélection des patients candidats a cette thérapie (évaluation
dosimétrique préthérapeutique, voir infra).

Chirurgie radio-immunoguidée

Parallélement a l'immunoscintigraphie, I'immunociblage d'isotopes radioactifs offre 'opportunité de détecter les tumeurs et
les métastases durant une intervention chirurgicale en explorant le champ opératoire a l'aide d'un détecteur gamma
portable. Plusieurs isotopes ont été testés : l'iode 131, l'indium 111, le technétium 99m et l'iode 125 qui est le plus
couramment employé. La chirurgie radio-immunoguidée a été appliquée a la détection de nombreuses tumeurs telles que
les cancers du sein, du pancréas, du poumon, de l'ovaire, le cancer médullaire de la thyroide, et principalement a celle des
cancers colorectaux [43-46]. Ces études ont montré que la chirurgie radioguidée détecte des localisations tumorales qui
n'auraient pas pu étre vues ou palpées par le chirurgien ni méme identifiées par un examen histologique [47]. Elle permet
également de définir les limites du tissu tumoral, d'évaluer I'étendue de I'envahissement locorégional, de lever le doute sur
des foyers suspects détectés dans le bilan préopératoire et de guider I'exérése de métastases hépatiques. La détection de
micrométastases ainsi que les informations fournies au chirurgien durant l'intervention ont un impact immédiat sur l'attitude
chirurgicale [48].

Immuno-TEP (tomographie par émission de positons)

La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d'imagerie qui présente plusieurs avantages pour
localiser les tumeurs en raison notamment de sa haute résolution et de sa sensibilité. Elle apporte des informations
fonctionnelles (quantification du processus tumoral en rapport avec la prolifération cellulaire maligne, différenciation entre
tissu métaboliquement actif et tissu cicatriciel) qui complétent les informations anatomiques obtenues en tomodensitométrie

et en IRM. C'est pourquoi la TEP trouve actuellement de nombreuses indications en oncologie. Le 18F-fluorodéoxyglucose
(FDG) représente a lui seul environ 90 % de l'utilisation TEP, loin devant les autres radio-isotopes émetteurs de positons

11C, 13N, 150, 64CU, 6SGa, 765!’, 82Rb, 892r, 124|.

L'utilisation d'anticorps monoclonaux radiomarqués offre la possibilité de radio-immunoscintigraphie en mode TEP en
utilisant ses avantages de grande sensibilité, de haute résolution et de possibilité de mesures quantitatives. Avec la
multiplication a court et a moyen terme des systtmes de TEP en cancérologie clinique, on peut envisager le
développement de fragments d'anticorps humanisés et marqués avec des radionucléides émetteurs de positons pour
l'immunoscintigraphie des petites tumeurs dans les situations cliniques ou le FDG est négatif (par exemple, le cancer de la
prostate). Par ailleurs, ces mémes radio-immunoconjugués seront trés utiles en dosimétrie préthérapeutique.

Les radionucléides ayant une demi-vie de I'ordre de un a quelques jours sont préférables car, dans le cas des tumeurs
solides, le rapport optimal tumeur sur sang avec les anticorps radiomarqués n'est souvent obtenu qu'aprés quelques jours.
Ainsi les émetteurs de positons, avec une demi-vie longue, semblent plus adaptés pour prévoir le devenir des anticorps
radiomarqués in vivo. Pour cette raison, un des premiers émetteurs de positons a avoir été utilisé pour le marquage

d'anticorps a été 11124 (t4/2 = 101 hou 4,2 j) [49]. Il a en outre |'avantage de se comporter chimiquement comme les autres

isotopes de l'iode et les techniques de marquage des anticorps monoclonaux avec l'iode sont bien établies. Cependant, la
plupart des isotopes utilisés en radio-immunothérapie sont des métaux et quelques différences d'accumulation dans les

tissus ont été observées entre les anticorps marqués a l'iode et ceux radiomarqués avec des radiométaux comme MM n,
Cela est d0 a la dégradation et a la déhalogénation rapide des anticorps marqués a l'iode apres internalisation. De ce fait,

les anticorps marqués a 1124 peuvent ne pas toujours convenir pour une mesure exacte de la biodistribution. Comme
alternative, I'yttrium 86 (t4» = 14,7 h) est un émetteur de positons bien adapté a une étude dosimétrique avant une radio-

immunothérapie réalisée avec un anticorps marque a I'yttrium 90.

Immunophotodétection

L'immunophotodétection constitue une des perspectives attractives des techniques d'imagerie a base d'anticorps. Cette
méthode est née de la rencontre du domaine de l'immunociblage des tumeurs et de celui de la photodétection des
tumeurs. En effet, certains colorants peuvent étre utilisés pour le diagnostic et la thérapie des cancers. Aprés injection au
malade, les colorants concentrés avec un certain degré de spécificité dans la tumeur réagissent a une irradiation par des
photons de longueurs d'onde appropriées. Les colorants ainsi excités émettent une fluorescence permettant de détecter de
petites tumeurs [50]. De plus, selon la longueur d'onde excitatrice, ils peuvent produire la destruction des cellules
tumorales. Cette technologie est toutefois limitée par une sélectivité trop faible des colorants utilisés (hématoporphyrine ou
phthalocyanine) pour les cellules tumorales. Pour cette raison, une nouvelle stratégie consistant a coupler les colorants
utilisables en photodiagnostic ou en photothérapie a des anticorps monoclonaux dirigés contre des cellules tumorales a été
développée. Cette approche permet de sélectionner le colorant uniquement pour ses propriétés photochimiques optimales
en laissant a I'anticorps le role de vecteur capable de véhiculer le colorant dans la tumeur.

Cette nouvelle technique a été développée dans le cadre d'une collaboration entre I'université de Lausanne (groupe de J.-
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P. Mach : S. Folli, A. Pélegrin, P. Westermann) et I'Ecole polytechnique de Lausanne (groupe de H. van den Bergh : G.
Wagniéres, D. Braichotte). Deux types de colorants fluorescents ont été couplés a des anticorps anti-ACE : la fluorescéine
et l'indocyanine. Ces conjugués ont été évalués lors d'études expérimentales chez la souris [51], puis dans des études de
faisabilité en clinique [52]. Les développements les plus récents concernent I'application de cette technique en situation
peropératoire [53] et pour la visualisation de la néovascularisation [54, 55].

L'immunophotodétection permet d'obtenir une image trés nette des zones tumorales et méme de visualiser I'nétérogénéité
de la localisation d'un anticorps dans le cas de gros nodules tumoraux subissant une nécrose [52]. Les masses tumorales
détectées peuvent étre inférieures au millimétre [53]. En revanche, en raison des parcours limités de la lumiére excitatrice
et de la fluorescence (quelques millimetres), cette technique ne peut s'appliquer qu'aux zones cutanées, aux zones
accessibles par endoscopie ou a des situations peropératoires.

Enseignements pour le concept de ciblage

Méme si les applications actuelles de I'immunoscintigraphie sont limitées, les travaux qui sont a la base de cette technique
ont permis de mieux appréhender les possibilités et les limites du concept d'immunociblage dans son ensemble. Les
anticorps ne sont pas des vecteurs « magiques ». lls atteignent leur cible aprés un long parcours dans la circulation
sanguine et une lente extravasation dans le liquide interstitiel des tumeurs. Cette extravasation est certes facilitée par la
perméabilité des capillaires sanguins tumoraux, mais le flux sanguin vers les tumeurs est souvent réduit et anarchique et,
en l'absence de drainage lymphatique, il n'y a évidemment pas de flux de convection de la circulation vers le tissu tumoral.
Or ce n'est qu'une fois les anticorps parvenus au contact des cellules malignes que leur capacité de liaison aux antigénes
spécifiques peut s'exprimer. On observe alors une rétention spécifique qui permet éventuellement la détection des tumeurs
ou l'expression d'une activité pharmacologique liée aux anticorps. On comprend ainsi que souvent moins de 0,01 % de la
dose d'anticorps injectée soit retrouvée dans 1 g de tumeur chez 'homme. Cela correspond tout de méme a un effet de
concentration important (plus de 5 fois par rapport a une distribution homogéne dans tout I'organisme) mais laisse entrevoir
les problémes liés aux effets non spécifiques de la quasi-totalité du matériel administré avant son élimination. Des organes
sensibles, comme la moelle osseuse, plus vascularisés, seront en contact avec des quantités certes diluées de ces réactifs
mais tout de méme potentiellement toxiques.

Les images scintigraphiques décrivent aussi tres clairement le comportement pharmacocinétique et la distribution des
anticorps et de leurs dérivés dans l'organisme. Les fragments d'anticorps sont éliminés plus rapidement que les
immunoglobulines intactes et la voie d'élimination change progressivement d'une élimination majoritairement hépatique
vers une élimination rénale prépondérante pour les fragments les plus petits (Fab, scFv). Cette élimination plus rapide des
petits fragments diminue leur capacité a atteindre leur cible. L'avantage théorique que I'on pourrait attribuer a une petite
molécule pour atteindre une cible extravasculaire est en fait complétement aboli.

D'autres difficultés ont également été rencontrées a l'occasion de ces travaux sur l'immunodétection des tumeurs in vivo,
par exemple, l'effet inhibiteur de I'antigéne circulant (antigéne carcinoembryonnaire) ou la présence de I'antigéne cible sur
des cellules normales trés accessibles a la circulation sanguine (CD20). Le métabolisme spécifique de la cellule cible ou
bien encore I'apparition d'anticorps dirigés contre les protéines xénogéniques ont rendu nécessaires des développements
supplémentaires.

Des parades ont été trouvées a chacun de ces problémes : de la sélection de couples antigénes-anticorps mieux adaptés
a la préparation d'anticorps humains ou humanisés en passant par de nouvelles techniques de marquage qui permettent le
dépdbt du radio-isotope au site de liaison aprés internalisation et métabolisme de la protéine par la cellule cible. Tout cet
enseignement ne doit pas étre oublié dans la conception de nouveaux agents thérapeutiques.

Approches thérapeutiques
Anticorps nus

Dans le domaine du cancer, nous pouvons citer trois exemples majeurs : les anticorps anti-CD20 pour le traitement de
lymphomes B non hodgkiniens (Mabthera®), un anticorps anti-ErbB-2 préconisé actuellement dans le cancer du sein
métastatique (Herceptin®) et l'anticorps 17-1A évalué en situation adjuvante des cancers colorectaux de stade C
(Panorex®).

* Rituximab (Mabthera®)

Depuis l'obtention de I'AMM en juin 1998, le rituximab est le premier anticorps monoclonal a visée thérapeutique en
hématologie. Il est indiqué pour le traitement de patients atteints de lymphome folliculaire de stade IlI-IV, en cas de
chimiorésistance ou a partir de la deuxieme rechute aprés chimiothérapie.

C'est un anticorps chimérique murin/humain obtenu par génie génétique. Les domaines variables murins se fixent a
I'antigene transmembranaire CD20. Le CD20 est exprimé sur plus de 90 % des lymphomes B, sur les cellules B normales
(depuis les cellules pré-B jusqu'aux cellules B activées), mais pas sur les cellules souches ni sur les autres lignées
hématopoiétiques [56]. La région constante Fc qui lui est associée provient d'une IgG1 humaine. Cela permet de prolonger
la demi-vie plasmatique par rapport a un anticorps d'origine murine, de déclencher les mécanismes effecteurs de la
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réponse immunitaire et de limiter I'apparition d'anticorps humains anti-lg de souris (Hama). Le mécanisme d'action du
rituximab n'est pas totalement élucidé. En plus de la cytotoxicité dépendante du complément (CDC) et de la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), l'induction de I'apoptose par action directe est évoquée.

Le rituximab est administré a 375 mg/m2 en monothérapie, a raison d'une perfusion hebdomadaire pendant quatre
semaines. Les résultats d'une étude multicentrique portant sur 166 patients atteints de lymphome de bas grade ou
folliculaire ont montré 48 % de réponses (6 % de réponses complétes, ou RC, et 42 % de réponses partielles, ou RP) [57].
Les effets indésirables liés a la perfusion incluant le syndrome de libération de cytokines apparaissent chez plus de 50 %
des patients, particulierement chez ceux présentant une masse tumorale importante. Ce syndrome apparait principalement
lors de la premiere perfusion, habituellement au cours des deux premiéeres heures. L'incidence de ces manifestations liées
a la perfusion décroit considérablement au fur et a mesure des perfusions [57]. Les autres effets indésirables sont
principalement hématologiques. Une neutropénie et une thrombocytopénie sévéres sont apparues chez une minorité de
patients (1,3 % et 1,9 % respectivement).

Plus récemment, le rituximab a été évalué en association avec la chimiothérapie (Chop) chez des patients non
chimiorésistants [58]. Des réponses ont été observées chez 95 % des 40 patients de I'étude (55 % RC et 40 % RP).

* Trastuzumab (Herceptin®)

Le trastuzumab est la forme humanisée de I'anticorps 4D5 dirigé contre le domaine extracellulaire de ErbB2 (HER2/neu).
Ce marqueur de la famille des récepteurs du facteur de croissance épidermique humain (EGF-R = ErbB1) est surexprimé
dans 25 a 30 % des cancers du sein et il est associé a un mauvais pronostic [59]. Des études in vitro et chez I'animal
avaient montré qu'un anticorps anti-ErbB2 pouvait inhiber la croissance des cellules surexprimant ce marqueur mais n'avait
que peu d'action cytotoxique directe. Une premiére étude clinique de phase Il en monothérapie avait montré 1 RC et 4 RP
chez 43 patientes atteintes de carcinome mammaire métastatique surexprimant ErbB2 [60]. Dans une étude sur 37
patientes en progression sous chimiothérapie, I'association du trastuzumab et d'une chimiothérapie a base de cisplatine a
permis d'obtenir 9 RP et 9 réponses mixtes (RM) [61]. Cette association donne des résultats supérieurs a ceux obtenus
avec la chimiothérapie et le trastuzumab seul. Des études expérimentales ont montré que d'autres associations pourraient
étre envisageées [62].

De nombreuses études cliniques sont actuellement en cours afin de déterminer la meilleure utilisation de trastuzumab
dans les cancers du sein ainsi que I'extension de son AMM actuelle a d'autres cancers.

* Panorex®

En 1994, Riethmiuller et al. [63] ont publié un essai de phase lll utilisant I'anticorps monoclonal 17-1A en traitement
adjuvant des cancers colorectaux. Il s'agit d'une IgG,, d'origine murine dirigée contre une glycoprotéine membranaire
présente a la surface des cellules malignes et appelée EP-CAM. Il se fixe sur les cellules malignes et provoque leur
destruction probablement par ADCC. Dans cette étude, 189 patients opérés d'un cancer colorectal de stade C étaient
randomisés en deux bras : 90 recevaient une injection IV de 500 mg d'anticorps en postopératoire immédiat suivie d'une
injection de 100 mg/mois pendant 5 mois et 76 bénéficiaient d'une surveillance simple. Aprés un suivi de 5 ans, il ressort
que le traitement par anticorps réduit le taux de mortalité de 30 % (p = 0,04) et diminue le risque de récidive de 27 % (p =
0,03). Il semble que cette immunothérapie prévienne mieux la dissémination métastatique que la récidive locale. La
tolérance est bonne avec seulement 4 réactions anaphylactiques bénignes, 2 problemes allergiques, 14 troubles gastro-
intestinaux, 8 cutanés, 5 cardiovasculaires, 4 neurologiques et 8 divers ayant tous récupéré totalement et rapidement, sur
un total de 371 perfusions.

Ces données ont été confirmées avec un recul de 7 ans [64] et paraissent comparables aux résultats obtenus avec les
associations 5FU-acide folinique et 5FU-lévamisole. Une étude internationale est actuellement en cours pour comparer
I'efficacité de I'AC 17-1A a I'association 5FU-AF et a I'association des deux traitements.

Anticorps radioactifs

Si des anticorps nus se sont montrés efficaces dans certaines situations, I'hétérogénéité de I'expression de certains
antigenes cibles et la difficulté de pénétration des anticorps expliquent les limites des résultats obtenus dans les tumeurs
solides. Il est alors nécessaire d'armer les anticorps afin de les rendre plus efficaces.

* Etat actuel de la radio-immunothérapie

La radio-immunothérapie (RIT) consiste a irradier les tumeurs malignes de maniére ciblée grace a l'injection systémique ou
locale d'un immunoconjugué radiomarqué. L'élément radioactif porté par I'anticorps peut irradier plusieurs couches de

cellules au sein de la tumeur. Les isotopes utilisés pour cette radio-immunothérapie sont en général des émetteurs beta”

avec un rayon d'action de l'ordre de 1 mm (131I, émetteur beta”, gamma) a 7 mm (90Y, émetteur beta™ pur). Ce
phénoméne, appelé « feu-croisé », permet d'irradier des cellules que les anticorps n'ont pas pu atteindre, voire des
cellules qui n'exprimeraient pas I'antigéne cible.

L'efficacité de la RIT a été démontrée dans la situation de lymphomes non hodgkiniens, de bas grade et de grade
intermédiaire, récidivant et résistant a la chimiothérapie en utilisant notamment un anticorps monoclonal murin anti-CD20
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marqué a l'iode 131 [65]. Dans cette situation favorable de tumeurs radiosensibles, cette radio-immunothérapie permet
d'améliorer les résultats thérapeutiques obtenus avec les anticorps anti-CD20 nus dans les lymphomes B non hodgkiniens.
L'effet de l'irradiation s'ajoute a I'action propre de I'anticorps anti-CD20. Deux stratégies ont été étudiées en fonction de la
dose de radioactivité injectée au patient. Dans une approche non myélosuppressive, I'équipe de Kaminski [66] a obtenu 14
RC et 8 RP en traitant 28 malades avec des doses de 700 mg d'anticorps porteur de 34 a 161 mCi d'iode 131. Dans l'autre
approche, I'équipe de Press a injecté jusqu'a 785 mCi sur 1 168 mg d'anticorps suivi d'une transplantation de cellules
souches hématopoiétiques autologue. lls ont obtenu ainsi jusqu'a 32 RC et 2 RP sur 40 patients atteints de lymphome B de
différents grades préalablement traités par chimiothérapie [67]. Un recul suffisant permet d'évaluer des taux de survie
globale et sans progression de respectivement 68 % et 42 % a 4 ans [68]. Ces résultats trés encourageants permettent
d'envisager un caractére curateur du traitement et sont comparables a ceux obtenus avec une chimiothérapie intensive
et/ou une irradiation corporelle totale, avec une toxicité précoce et tardive nettement diminuée.

Des résultats également encourageants ont été obtenus dans le traitement de plusieurs formes de leucémies, en particulier
les leucémies myéloides, ou la RIT, fondée sur l'utilisation des anticorps (murins ou humanisés) marqués a l'iode 131, a été
associée a une chimiothérapie et/ou une irradiation corporelle totale dans le cadre d'un traitement combiné intensif
préparatoire a une greffe de moelle [69]. D'autres radio-isotopes, notamment des émetteurs alpha, sont actuellement
évalués pour la RIT des leucémies (voir infra). Dans cette indication, il semble que la RIT pourrait avoir une place
prépondérante de cytoréduction avant une greffe de moelle et permette ['élimination de la maladie résiduelle
microscopique.

La radio-immunothérapie est également évaluée en clinique pour le traitement des tumeurs solides. Cependant, l'essentiel
des études publiées se limite a des essais de phase | avec des patients dont les volumes tumoraux élevés semblent
incompatibles avec cette approche thérapeutique [70, 71]. Plusieurs études confirment que la captation d'un anticorps est
inversement proportionnelle au volume d'une tumeur, essentiellement pour des raisons de vascularisation et de mobilité
des anticorps dans le liquide interstitiel [72, 73]. Chacun s'accorde donc pour considérer que, dans le cas des carcinomes,
la cible clinique privilégiée de la RIT est constituée par des tumeurs de taille inférieure a quelques millimétres de diamétre.
Les équipes qui travaillent dans ce domaine s'orientent donc vers le traitement de cibles microscopiques, voire une radio-
immunothérapie adjuvante [74]. C'est le cas du programme de radio-immunothérapie des cancers colorectaux mené au
centre régional de lutte contre le cancer de Montpellier en collaboration avec I'université Montpellier | (JE2176).

La disponibilité d'anticorps monoclonaux humains devrait améliorer les résultats obtenus dans ces tumeurs solides pour
lesquelles la répétition des injections est inévitable. Parmi les développements possibles de la radio-immunothérapie, nous
mentionnerons particulierement les approches en deux et trois étapes, et I'utilisation de particules alpha (alpha-
immunothérapie).

* Approches en deux et trois étapes

Dans le cas des tumeurs solides, I'immunociblage direct d'un radio-isotope se heurte a la difficulté de concilier une
captation tumorale élevée et stable avec une élimination rapide de la radioactivité présente dans les tissus sains. En effet,
la clairance plasmatique lente de l'anticorps porteur de l'isotope et I'accumulation de cet isotope dans les organes
responsables du catabolisme des anticorps concourent a une augmentation du bruit de fond. De plus, la vascularisation
hétérogéne des tumeurs, I'hétérogénéité d'expression des antigénes tumoraux et la diffusion lente des anticorps dans le
tissu tumoral contribuent également a la diminution de la captation de I'anticorps dans la tumeur [74-76].

L'utilisation de fragments d'anticorps F(ab'), et Fab, d'un poids moléculaire respectif de 100 et 50 kd, directement

radiomarqués, a permis d'accélérer la clairance plasmatique par rapport a un anticorps intact [77-80]. Cependant, ce
phénoméne s'accompagne généralement d'une diminution du temps de rétention tumorale de la radioactivité [78].

Afin de modifier radicalement les propriétés pharmacocinétiques de I'agent radioactif, des procédés en deux temps ont été
imaginés, dans lesquels la reconnaissance de l'antigene ciblé par I'anticorps est dissociée du ciblage de l'isotope. Ce
concept repose sur I'administration de deux réactifs : dans un premier temps, un anticorps dirigé contre I'antigéne tumoral
cible est injecté suivi, dans un second temps, de l'injection d'une molécule portant la radioactivité. Cette derniére molécule
doit étre de petite taille afin de se distribuer rapidement et de se lier a I'anticorps préciblé (modifié pour cette liaison). La
petite taille de la molécule marquée lui permet également d'étre éliminée rapidement de la circulation.

Différentes approches ont été développées dans cette perspective :
- I'utilisation d'un anticorps biotinylé non radiomarqué associé a de I'avidine ou a de la streptavidine radioactive ;
- |'utilisation d'un anticorps couplé a de la streptavidine associé a de la biotine radiomarqué ;

- l'utilisation d'un anticorps bispécifique avec un bras dirigé contre un antigéne tumoral et un bras dirigé contre un hapténe
que l'on peut radiomarquer.

Cependant, ces stratégies de ciblage ne sont pas totalement satisfaisantes. Si le délai entre les deux injections est trop
important ou si l'affinité de I'anticorps pour la petite molécule est trop faible, la plus grande partie de celle-ci est éliminée
trop rapidement et I'efficacité du ciblage est faible. Au contraire, si cette affinité est trop élevée ou sil'on réduit le délai
entre les deux injections, la petite molécule sera piégée par l'anticorps circulant en exceés et suivra alors la clairance
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plasmatique lente de celui-ci sans amélioration du contraste [81].

Pour surmonter ces difficultés, plusieurs stratégies ont été envisagées. L'une d'elles comporte une troisiéme étape visant a
éliminer I'excés d'anticorps circulant [82]. Elle repose sur l'injection, dans un premier temps, d'un anticorps biotinylé, suivie,
dans un deuxiéme temps, de l'injection d'avidine permettant de « chasser » l'excés d'anticorps dans la circulation
sanguine, suivie, dans un troisieme temps, de l'injection de biotine radioactive.

Alternativement, un groupe américain a proposé d'injecter I'anticorps antitumeur couplé chimiquement a la streptavidine
suivi, 24 a 48 h plus tard, d'une chasse (clearing) du conjugué par un agent biotinylé ayant la propriété d'étre rapidement
capté par les cellules hépatiques et, en troisieme étape, d'une injection de biotine radiomarquée qui se lie rapidement aux
molécules de streptavidine localisées dans la tumeur. Cette méthode a donné des résultats spectaculaires en thérapie de
xénogreffes de carcinomes humains en souris nue [83] et a pu étre adaptée a I'utilisation clinique [84] avec quelques
résultats préliminaires encourageants dans des cas de lymphomes non hodgkiniens [85].

La technique AES (affinity enhancement system) est une alternative a ces approches en trois temps. Elle a été mise au
point dans le cadre d'une collaboration entre le groupe d'imagerie de la société Immunotech (M. Delaage, J. Barbet) et les
équipes Inserm U. 339 (A. Gruaz-Guyon) et U. 463 (J.-F. Chatal). Elle permet de conférer a la molécule radioactive une
sélectivité pour |'anticorps bispécifique préciblé dans la tumeur par rapport a l'anticorps circulant en exces [86-88]. Cette
stratégie, qui repose sur le concept d'augmentation d'affinité par liaisons multiples, utilise une molécule radiomarquée de
clairance rapide portant deux hapténes. La nature bivalente de cette molécule lui permet de se lier simultanément a deux
anticorps bispécifiques fixés a la surface de la cellule cible et de former ainsi des complexes cycliques stables. Cela
entraine une augmentation de la liaison du traceur par effet coopératif. La démonstration in vivo de l'efficacité de la
technique AES dans un modéle de souris nues greffées avec des cellules de mélanomes humains [86] ou de tumeurs
coligues humaines a permis son extension a la clinique dans le domaine de l'immunoscintigraphie [89-91] et son utilisation
en radio-immunothérapie [92, 93] (figure 2). Les résultats des premieres études cliniques de radio-immunothérapie du
cancer médullaire de la thyroide [94] et du cancer du poumon a petites cellules [95] sont prometteurs.

* Alpha-immunothérapie

Si les radio-isotopes émetteurs beta™ utilisés actuellement en radio-immunothérapie sont bien adaptés a des tumeurs de
quelques millimétres de diamétre, cela n'est pas nécessairement le cas pour les nodules tumoraux ne contenant que

quelques cellules. En effet, le rayonnement beta™ de type particulaire a un parcours limité de I'ordre du millimétre pour l'iode
131 (moyenne énergie) et du centimetre pour I'yttrium 90 (forte énergie). Avec ce type de rayonnement et pour une cible
tumorale de 1 mm de diameétre fixant de fagcon homogene le radio-immunoconjugué, on a démontré que seulement 20 % de
I'énergie émise sont répartis a l'intérieur de la cible et 70 % sont disséminés a I'extérieur [96]. Pour la méme tumeur, qui

contient environ 6 x 10° cellules, on démontre également que pour détruire 63 % des cellules tumorales il faut délivrer une

dose moyenne de 260 cGy correspondant a un nombre de particules beta™ de 3 500 par cellule (pour une cible de 0,1 mm
de diameétre, il faudrait, dans les mémes conditions, 35 000 particules par cellule).

Les particules alpha ont la caractéristique d'avoir un TEL (transfert linéique d'énergie) plus de 100 fois plus élevé que celui
du rayonnement particulaire beta™. Elles ont en conséquence une cytotoxicité beaucoup plus élevée que celle des
particules beta™. Pour reprendre la situation d'une cible tumorale de 1 mm de diameétre, il suffit d'une seule particule alpha

(au lieu de 3 500 particules beta™) pour délivrer une dose qui détruit 63 % des cellules tumorales. L'irradiation de cibles
tumorales microscopiques par des particules alpha est donc beaucoup plus efficace en termes de cytotoxicité que

l'irradiation par des particules beta”. Pourtant, les applications médicales sont limitées par les caractéristiques
radiophysiques des radionucléides émetteurs alpha disponibles. L'astate 211 et le bismuth 213 ont une période physique
courte (respectivement 7 h et 40 min) qui impose un marquage rapide de limmunoconjugué et une distribution également
rapide du radio-immunoconjugué aprés son injection intraveineuse vers les cibles tumorales, qui doivent étre rapidement
accessibles.

L'alpha-immunothérapie est actuellement limitée aux cancers hématologiques de petite taille, comme les leucémies dont
les cibles tumorales sont circulantes ou dans la moelle osseuse, et donc rapidement accessibles aux anticorps marqués au
bismuth 213. D'ailleurs, la premiére étude clinique d'alpha-immunothérapie de phase | est actuellement en cours, au
Memorial Sloan Kettering Cancer Centre de New York, avec un anticorps humanisé anti-CD33 (Hu 195), marqué au
bismuth 213, chez des malades atteints de leucémie myéloide aigué [97].

Le myélome multiple est également une cible clinique bien adaptée a I'alpha-immunothérapie. C'est un cancer généralisé
dés le diagnostic initial et qui reste encore incurable a notre époque. Deux mille nouveaux cas sont diagnostiqués en
France chaque année. Le myélome multiple représente 1 a 2 % de la mortalité par cancer. Un programme d'alpha-
immunothérapie du myélome est en cours de développement dans l'unité Inserm 463 et au centre régional de lutte contre
le cancer de Nantes.

Anticorps bispécifiques pour stimuler le systéme immunitaire

Nous avons vu que des anticorps bispécifiques peuvent étre utilisés en radio-immunothérapie dans des approches en
deux temps. Certains peuvent également étre utilisés pour stimuler le systeme immunitaire. lls associent deux spécificités :
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I'une dirigée contre la cible tumorale, I'autre dirigée contre un récepteur membranaire d'une cellule effectrice (lymphocyte,
macrophage, cellule dendritique, cellule natural killer, granulocyte). lls permettent a la fois I'immunociblage vers la tumeur
et la stimulation des cellules effectrices de Iimmunité naturelle. Cette conjonction aboutit a une forte toxicité anticorps-
dépendante vers les cellules cibles (ADCC). Par exemple, un anticorps bispécifique composé d'un fragment Fab
antirécepteur Fc pour les IgG (RFcgammal/CD64) et d'un fragment Fab anti-ErbB2 (MDX210) présente une forte affinité et
entraine la lyse de cellules cancéreuses exprimant ErbB2 [98]. L'injection en recherche clinique de cet anticorps a permis
également d'induire des réponses immunitaires humorales antitumorales chez des patientes porteuses de cancer du sein
ou de l'ovaire.

Dans une approche dimmunothérapie adoptive, les anticorps bispécifiques peuvent étre fixés ex vivo aux cellules

effectrices. Cette technologie, développée par Medarex aux Etats-Unis et IDM' en Europe pour les macrophages dérivés
des monocytes sanguins activés par l'interféron gamma (IFNgamma) et exprimant alors fortement les RFcgammal, fait
I'objet d'essais cliniques de phases Il et Ill. L'injection intrapéritonéale de macrophages porteurs de l'anticorps MDX210,
capables d'exercer une ADCC, induit des réponses cliniques trés prometteuses chez des patientes atteintes de carcinome
ovarien. Une stratégie équivalente a également été explorée pour le recrutement et I'activation de neutrophiles exprimant
fortement le RFcgammal/CD64 en présence de G-CSF, par un autre anticorps bispécifique, le MDX-260, dirigé contre le
CD64 et le GD2, un ganglioside surexprimé dans le neuroblastome, une tumeur pédiatrique [99].

Anticorps cellulaires : intrabodies et T-bodies

Les avancées du génie génétique et de nos connaissances en biologie cellulaire font par ailleurs entrevoir de nouvelles
possibilités d'utilisation thérapeutique des anticorps monoclonaux : il ne s'agit plus d'injecter chez des patients des
anticorps dirigés contre des molécules circulantes ou présentes a la surface de cellules cancéreuses mais de transfecter
les génes codant pour I'anticorps ou son fragment afin de faire exprimer :

- par les cellules cibles elles-mémes des fragments d'anticorps dirigés contre des molécules intracellulaires d'origine virale

ou impliquées dans la transformation maligne [p21™@S, protéine E7 du virus du papillome (HPV type 16), p53]. Ces
anticorps peuvent neutraliser ou modifier le fonctionnement de ces molécules, induisant la mort ou le retour a un
fonctionnement normal des cellules ainsi ciblées. L'expression intracellulaire de fragments d'anticorps recombinants, Fab
ou scFv, ouvre la voie a un nouveau type d'intervention thérapeutique, I'immunisation intracellulaire [100-102]. Il est de plus
aisé d'ajouter par ingénierie moléculaire une séquence d'adressage a ce type de molécule permettant de la faire localiser
dans le compartiment subcellulaire ou se trouve l'antigéne cible. Les anticorps recombinants obtenus sont ensuite validés
in vitro quant a leurs capacités a interférer avec la/les fonction(s) de la protéine cible. Les travaux qui ont été développés
ces dernieres années visent in fine a utiliser ces fragments d'anticorps recombinants a des fins thérapeutiques [100].
L'étape ultérieure consiste donc a insérer 'ADNc codant le fragment d'anticorps recombinant dans un vecteur utilisable a
des fins de thérapie génique (adénovirus, adeno-associated virus - ou AAV -, rétrovirus, etc.) et a évaluer les effets
recherchés dans des modéles animaux. Les premiers essais cliniques de thérapie génique par immunisation intracellulaire
sont en cours aux Etats-Unis ;

- par des cellules effectrices (lymphocytes T cytotoxiques) des fragments d'anticorps. Ces anticorps, exprimés a la surface
des cellules T (T-bodies), conferent a ces cellules une nouvelle spécificité [103, 104]. Le fragment d'anticorps est fusionné
a un domaine transmembranaire et a une région intracellulaire permettant de donner a la cellule un signal d'activation
quand l'anticorps lie I'antigéne exprimé a la surface de la cellule cible [103]. Les chaines utilisées sont en général les
chaines gamma du récepteur de haute affinité pour les IgE (RFcepsilonl) ou la chaine dzéta présente dans le complexe
multimoléculaire constituant le récepteur de I'antigene des cellules T et dans le complexe RFcgammalll-A (CD16) des
cellules NK. Cette cytotoxicité « redirigée » permet théoriquement de cibler les cellules T grace a cette spécificité anticorps
qu'elles ont ainsi acquise. Le signal d'activation permet a la cellule T d'exercer son effet cytotoxique vis-a-vis des cellules
tumorales.

Immunoliposomes

Les liposomes représentent une alternative attractive pour véhiculer des quantités relativement importantes de molécules
d'intérét (radio-isotopes, drogues ou agents de contraste). Des formulations récentes de liposomes permettent de les
protéger de l'opsonisation par les protéines du sérum et donc d'une élimination rapide, leur conférant ainsi un temps de
circulation beaucoup plus long dans le sang (de l'ordre de quelques jours). Cela est obtenu par ['addition d'un
phospholipide couplé a du polyéthylene glycol (PEG) qui, grace a son hydrophylicité, prévient la fixation des protéines sur
la surface du liposome [105, 106]. Cependant, les liposomes restent en général confinés au systéme vasculaire, sauf
lorsque celui-ci est altéré comme dans certains cas de tumeurs, d'infections ou d'inflammations. Dans ces situations, on
peut obtenir un ciblage passif d'un agent de contraste, par exemple, encapsulé dans les liposomes pour I'évaluation d'une
infection ou de la taille d'une tumeur, ou bien encore a des fins curatives pour délivrer des antibiotiques dans des modéles
infectieux [107-109]. Cette faculté de passer localement dans les tissus est aussi exploitée en clinique dans les traitements
de sarcome de Kaposi avec des liposomes contenant de la doxorubicine [110, 111]. Néanmoins, ce ciblage passif n'est
que transitoire car les liposomes ne sont pas retenus sur le site et rediffusent vraisemblablement dans la circulation.

Des anticorps entiers ou leurs fragments peuvent étre couplés au PEG ou a d'autres phospholipides modifiés sur les
liposomes [112]. De cette fagon, la spécificité de I'anticorps est transférée sur les liposomes. Les fragments d'anticorps,
qui, natifs, sont éliminés plus rapidement que les liposomes, circulent alors plus longtemps dans le systeme vasculaire
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lorsqu'ils sont couplés aux liposomes. De plus, le potentiel de chaque liposome a retenir encapsulées des molécules
d'intérét (radio-isotopes ou drogues) est énorme par rapport a un couplage direct de ces molécules sur un anticorps et
I'encapsulation ne dénature pas ces molécules. Ces immunoliposomes peuvent diffuser comme les liposomes natifs, mais
ils seront retenus dans la tumeur plus longtemps grace aux anticorps. Des études précliniques ont montré que les
liposomes couplés a des anticorps étaient capables de délivrer des quantités plus importantes de drogues encapsulées
dans des sites tumoraux par rapport a des liposomes sous forme native [113, 114].

Un domaine privilégié pour l'interaction entre recherche académique et industrie

La nécessité d'une recherche biotechnologique forte et d'une évaluation préclinique
indépendante

La conjonction des résultats cliniques récents, des études expérimentales et cliniques en cours et du développement des
outils de l'ingénierie des anticorps disponibles montre que le domaine de limmunociblage doit continuer a se développer
tant en recherche expérimentale que dans ses applications cliniques. |l s'agit par nature d'un domaine de recherche
pluridisciplinaire et transversal. Le développement de molécules dérivées d'anticorps nécessite la mise en oceuvre des
techniques les plus récentes de biotechnologie. Ces molécules doivent ensuite étre évaluées dans des modeéles animaux
pertinents avant d'initier les études cliniques. A ce titre, la contribution des équipes de recherche académiques (Université,
Inserm, CNRS, CEA) est primordiale. Leur indépendance vis-a-vis du développement ultérieur de nouvelles molécules est
la garantie d'une analyse critique des possibilités et des limites de ces produits. Cette recherche a visée médicale doit
pouvoir se développer au sein méme des équipes académiques. La prise en compte récente du développement des
biotechnologies par I'Université et les organismes de recherche devrait permettre d'améliorer la situation actuelle.

D'autre part, I'importance de cette évaluation préclinique est liée au caractére original de chaque anticorps. Tous les
anticorps anti-CD20, anti-ErbB2 ou anti-ACE ne donnent pas les mémes effets biologiques sur les mémes cibles
tumorales. Cela contribue d'ailleurs a la difficulté d'interprétation des résultats de la littérature car les auteurs ne comparent
pas en général leurs anticorps avec ceux des équipes de la concurrence. Il faut donc éviter I'amalgame entre I'évaluation
d'une stratégie diagnostique ou thérapeutique et I'évaluation d'un anticorps.

De I'hybridome a I'anticorps médicament

Entre le choix d'un anticorps fondé sur la base de son activité dans I'évaluation préclinique et les premiéres études
cliniques se déroule une étape importante de qualification et production pharmaceutique de cet anticorps pour une
utilisation clinique.

Les anticorps monoclonaux sont des produits d'origine biologique élaborés a partir de matériel génétique animal et/ou
humain. lls sont donc susceptibles d'étre contaminés par des molécules d'origine virale. Consciente de ce probléme, la

Commission européenne du médicament a édité une série de notes explicatives1 concernant la production et le contrble
qualité des anticorps monoclonaux pour utilisation chez 'homme. Les principales dispositions décrites dans ces notes ont
pour objectif d'assurer la pérennité de production de I'anticorps dans le respect des bonnes pratiques de fabrication
pharmaceutique et de garantir la sécurité virale des produits ainsi fabriqués.

Cela implique la réalisation de contrOles virologiques a différents stades du procédé de production. Ces contrbles
virologiques, effectués seulement par quelques sociétés spécialisées, sont trés onéreux. Ces colts, additionnés a
l'investissement nécessaire pour se doter d'une unité de production pharmaceutique pour la préparation de produits
injectables, constituent un obstacle important au développement de ces produits par des instituts ou des sociétés de petite
ou moyenne importance. Cela est certainement la raison pour laquelle les anticorps actuellement disponibles sur le marché
sont proposés par de grandes sociétés pharmaceutiques.

Les exemples de collaborations

Au-dela des difficultés mentionnées supra, il faut noter I'existence de collaborations entre laboratoires académiques et
industries a la base de I'étude et du développement de certaines approches d'immunociblage. Concernant la France, nous
citerons trois exemples.

La double compétence de CIS bio international? dans le domaine des anticorps monoclonaux et celui de la radioactivité a
conduit cette société au centre de plusieurs collaborations depuis de nombreuses années. CIS bio a été un des pionniers
dans l'utilisation des anticorps radiomarqués pour le diagnostic et a obtenu, en 1987, la premiére autorisation mondiale de
mise sur le marché dans le domaine pour sa spécialité Imacis-1 (cocktail d'anticorps monoclonaux 19-9 et anti-ACE
radiomarqués a l'iode 131 pour le diagnostic des cancers colorectaux). Ce résultat a été acquis par la mise en place de
collaborations étroites nationales et internationales (la société Centocor pour la fourniture d'anticorps monoclonaux et
I''nserm U. 463 de Nantes pour tout le développement préclinique). Par la suite, les collaborations pour le développement
préclinique et clinique du diagnostic et de la thérapie a base d'anticorps radiomarqués ont été étendues a plusieurs
laboratoires et centres cliniques francais (Institut Gustave-Roussy, centre René-Gauducheau, centre René-Huguenin,
centre Val-d'Aurelle-Paul-Lamarque). Une collaboration entre CIS bio et la Fédération nationale des centres de lutte contre

le cancer® a permis de réaliser un protocole de phase Il d'évaluation d'anticorps OC125 F(ab'), marqué a l'iode 131 pour le
traitement des cancers ovariens. Malheureusement, les résultats obtenus n'ont pas incité a poursuivre dans cette
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application. Plus récemment, un programme de radio-immunothérapie des cancers digestifs s'est misen place a
Montpellier en partenariat avec CIS bio international. Aprés une premiere étude sur les métastases hépatiques non
résécables de cancers colorectaux [70], cette collaboration se poursuit actuellement avec une étude de radio-
immunothérapie en situation adjuvante.

Un autre exemple de collaboration étroite entre l'industrie et les laboratoires publics est celui du développement de la

technologie AES par la société Immunotech® (M. Delaage, J. Barbet) et plusieurs laboratoires Inserm (U. 463, J.-F. Chatal,
et U. 339, A. Gruaz-Guyon), CNRS (laboratoire d'ingénierie des systemes macromoléculaires, CNRS-IBSM-UPR9027, D.
Baty) et CEA (laboratoire de cristallographie et de cristallogenése des protéines, Institut de biologie structurale J.-P. Ebel,
J. C. Fontecilla-Camps) avec l'aide de CIS bio international. Ce travail a montré que I'immunoscintigraphie en deux étapes
était possible et efficace et sans doute supérieure aux approches directes. Le contexte économique rend toutefois une
exploitation industrielle de ces résultats en matiere de diagnostic assez incertaine. Cette collaboration a également
débouché sur une preuve de faisabilité clinique de la radio-immunothérapie en deux étapes des tumeurs solides. Elle se
poursuit apres la concession d'une licence a la société IBC Pharmaceuticals, Llc, filiale commune a Immunomedics Inc. et
Beckman-Coulter Inc., installée dans le New Jersey, qui est chargée de poursuivre le développement des produits
thérapeutiques exploitant la technologie AES. Ces travaux extrémement colteux ont été rendus possibles par des aides
gouvernementales substantielles dans le cadre des procédures de saut technologique et de Projets hospitaliers de
recherche clinique (PHRC).

Diaclone’ posséde depuis preés de dix ans des rapports privilégiés avec la recherche clinique frangaise. Une collaboration
etroite entre Diaclone et différentes équipes de CHU en France a permis d'entreprendre plusieurs protocoles d'essais
cliniques pour le traitement de diverses pathologies a I'aide d'anticorps monoclonaux. Concernant I'oncologie, I'utilisation
d'un anticorps anti-IL6 semble trés prometteuse. Elle a été mise en ceuvre dans le traitement de myélomes multiples [115,
116] (B. Klein, Unité de thérapie cellulaire, CHU Montpellier et R. Bataille, Laboratoire d'hématologie, CHU Nantes), de
lymphomes induits par le virus d'Epstein-Barr (A. Fischer, Hopital Necker, Paris), de pathologies VIH et lymphomes (D.
Emilie, Inserm U. 131, Hopital Béclére, Clamart). Deux autres études sont en cours dans le cadre du traitement de
myélomes multiples, I'une au CHU de Montpellier (B. Klein, Unité de thérapie cellulaire et J.-F. Rossi, Service des maladies
du sang B), l'autre au CHU de Nantes (J.-L. Harousseau et R. Bataille, Service d'hématologie clinique).

Notes

! La liste mise a jour de ces anticorps est disponible sur le site internet de I'Agence européenne (European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products, http://www.eudra.org) ou sur celui de la Food and Drug Administration
(http://www.fda.gov).

1 http://www.abgenix.com et http://www.medarex.com

1 http://www.idm-biotech.com

' Eudralex volume 3A, Guidelines Medecinal Products for Human Use : Quality and Biotechnology, European Commission.
2 http:///www.cisbiointernational.fr

3 http://www.fnlcc.fr

4 http://www.immunotech.fr

1 http://www.diaclone.com

CONCLUSION

Les différentes techniques a notre disposition actuellement permettent de produire des anticorps et des molécules dérivées
d'anticorps de plus en plus adaptés aux besoins des cliniciens. Il n'est pas possible de dire actuellement si une de ces
technologies se développera plus que les autres. Chacune ayant sa spécificité, il est probable qu'elles coexisteront et que
les outils diagnostiques et thérapeutiques de demain seront issus de différentes approches technologiques mentionnées
dans cette revue.

Plusieurs anticorps sont déja disponibles en clinique quotidienne. Il faudra encore de nombreuses études cliniques pour
déterminer la place exacte de I'immunociblage dans I'arsenal diagnostique et thérapeutique des cancers, mais il est d'ores
et déja évident que cette place sera importante et que cette approche s'installera durablement dans la pratique clinique.
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