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1. Introduction :

Par l'article L5111-1 Modifié par la loi n°2007-248 du 26 Février 2007-art.3 JORF
27 Février 2007, «on entend par médicament toute substance ou composition
présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a l'égard des
maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant
étre utilisée chez I'hnomme ou chez l'animal ou pouvant leur étre administrée, en vue
d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions
physiologiques en exergcant une action pharmacologique, immunologique ou
meétabolique ». Selon la directive européenne 2003/63/CE, « un médicament biologique
est un produit dont la substance active est une substance biologique. Une substance
biologique est une substance produite a partir d’'une source biologique ou en est
extraite et dont la caractérisation et la détermination de la qualité nécessitent une
combinaison d’essais physico-chimico-biologiques, ainsi que la connaissance de son
procédé de fabrication et de son contrbéle ». Un biomédicament, contrairement a un
médicament d’origine chimique, est donc défini non seulement par ses propres
caractéristiques mais aussi par la maitrise, a la fois, de son procédé de fabrication ainsi

gue ses essais de caractérisation structurale et fonctionnelle vis-a-vis de la cible.

Citer le mot bio-médicament conduit naturellement a penser aux traitements
innovants développés depuis 3 décennies grace a une évolution des concepts illustrée
par le passage d’une sérothérapie vieillissante datant de la fin du XIX*™ siécle & la
découverte des anticorps monoclonaux (Acm) murins grace aux observations de
I'hybridome de Koéhler et Milstein publiées en 1975 dans la revue Nature et qui leur a
valu le prix Nobel en 1984. Ce développement conceptuel a été accompagné, au cours
des années 80, par une évolution marquée des techniques d’ingénierie moléculaire qui
a permis l'utilisation clinique des Acm suite a I'échec des anticorps murins de premiere
génération dd a leur neutralisation par les anticorps humains anti-souris (Human Anti-
Mouse Antibody « HAMA »).

Le développement des Acm a apporté un nouvel espoir pour traiter des maladies

incurables ou déja curables tout en minimisant les effets indésirables des thérapies
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lourdes utilisées. Ceci représente une alternative incontournable qui permettrait une

éventuelle guérison tout en apportant une amélioration du cadre de vie des patients.
Les notions évoquées précédemment menent a se poser plusieurs questions :

- Quelles sont les différentes voies d’actions des Acm et de leurs dérivés ?
- Quelles sont les différentes cibles cliniquement utilisables a ce jour ?
- Quelle est la tendance actuelle d’évolution du marché de la « biothérapie

ciblée » ?
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DE LA SEROTHERAPIE A LA
« BIOTHERAPIE CIBLEE » : UNE
HISTOIRE D’UNE EVOLUTION
CONTINUE
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2. De la sérothérapie a la « biothérapie ciblée » : une histoire d’une évolution

continue

L’origine de la sérothérapie remonte a la découverte en 1888 de la toxine
diphtérique par le Docteur Emile Roux et Alexandre Yersin. Elle a pris sa vraie
naissance a partir de I'année 1890 quand Emil Von Behring et Shibasaburo Kitasato
avaient publié leurs observations concernant I'administration de doses sublétales de
toxine diphtérique & des animaux immunitairement naifs permettant ainsi leur protection
d’'une exposition ultérieure a des doses létales. lls en ont conclus aussi que cette
immunité acquise pourrait étre transférée grace a une transmission de sérum d’ou
'appellation « sérothérapie ». Cette méthode a été tres rapidement transposée et
appliquée chez I'humain a partir de 1891 en utilisant des sérums de mouton ou de
cheval. Au cours de cette période, la mortalité liée a la diphtérie est donc passée, en
France, de 45% a 24%.

Albert Calmette et Césaire Phisalix ont reporté ce nouveau concept de I'époque
au traitement de I'envenimation par morsure de serpents et de scorpion. Ce succes
thérapeutique contribue, a ce jour, a la prise en charge des envenimations. Les sérums
utilisés sont préparés en utilisant les venins venant d’espéces différentes. Leurs
compositions different selon les localisations géographiques desquelles proviennent les

especes concerneées.

En 1900, Paul Ehrlich, un pionnier de 'immunologie du début du siécle dernier,
propose le concept de récepteurs secrétés par les cellules du systeme immunitaire en
réponse a des agents exogenes. Il prévoyait leur utilisation comme des « magic
bullets ». Le diagramme ci-dessous, repris de l'une de ses derniéres publications,
présente une trés grande ressemblance avec la vision actuelle du mécanisme d’action

des anticorps monoclonaux.™

Figure 1: « Magic bullets » par Paul Ehrlich, 1900. 20
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La théorie proposée par Ehrlich est appelé « théorie sélectrice ». Celle-ci se
traduit par une possibilité de développer un produit qui cible et tue les cellules malades
uniquement. Il postule donc qu’il se développe une multiplication et une production

massive de copies du méme récepteur que la cellule a préalablement fixé.

Entre 1895 et 1904, Jules Bordet découvre le mode d’action des sérums
hémolytiques et bactériolytiques. Il clarifie ainsi le mécanisme impliquant 'immunité
humorale dans la défense antibactérienne. Ses travaux démontrent que la bactériolyse
est la résultante de l'action de deux entités : une composante thermolabile non-
spécifigue appelée Alexine (complément) et une autre composante thermostable
spécifiqgue appelée sensibilisatrice (Anticorps). Le phénomeéne d’agglutination précédant
la lyse est, quant-a-lui, d0 a l'intervention des anticorps (Ac) en I'absence du concours

du complément.

Durant la méme époque, Karl Landsteiner décrit les groupes sanguins en
étudiant le phénomene de coagulation du sang. Il a réussi, un peu plus tardivement, a
découvrir le facteur « rhésus » du nom du macaque ayant servi a I'expérimentation. En
1936, il écrit un livre intitulé « The specificity of serological reactions » dans lequel il

décrit la spécificité des anticorps.

Tiselius A. et Kabat E. publient en 1939 des résultats d’électrophorese de sérum
de lapin (voir figure 2). lls en ont concluent que les anticorps faisaient partie des
gammaglobulines et que les fonctions antitoxine, précipitine et agglutinine, attribuées
auparavant a des composeés différents du sérum, n’étaient rien qu’'une seule entité (Ac).
L’année précédant cette découverte, Kabat démontre I'hétérogéneéité des anticorps

grace a une ultracentrifugation de sérums équins.

Antiovalbumin serum

! /‘!’

7

Fig. 16-1. Electrophoresis of serum from a rabbit
~tensively immunized with ovalbumin, before
nd after (--—-=) removal of Ab molecules
cific precipitation with ovalbumin. [From
A., and Kabat, E. A. J Exp Med 69:119

Figure 2: Résultats d’électrophorése de lapins par E. Kabat et A. Tiselius, 1939.
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Merrill Chase a réussi, en 1942, a transférer I'immunité antituberculeuse entre
des cochons grace a un transfert de globules blancs. Quelques années plus tard (en
1948), Astrid Fagraeus décrit dans sa thése doctorale I'implication des lymphocytes B
dans la production des anticorps. Le rble joué par les lymphocytes dans la mise en
place, a la fois, d’'une réponse humorale et cellulaire a été démontré en 1959 par James

Gowans.

A la fin des années 1950, les scientifiques Jerne, Talmage et Burnet prouvent
que la «théorie sélectrice » d’Ehrlich était vraie a I'exception que les récepteurs
spécifigues neutralisants ne sont pas membranaires mais solubles. Ills donnent alors
naissance a la théorie de sélection clonale qui a été prouvé quand Gustav Nossal

démontra qu’un clone de lymphocytes B produit toujours le méme anticorps.

Pendant 'année 1960, Edelman, Porter et Hilschmann ont décrit la structure
primaire et secondaire des anticorps. lls découvrent aussi que les protéines de Bence-
Jones, retrouvées dans les urines dans un certain type d’hémopathies, sont des
chaines légeres d'immunoglobulines. Cette découverte a pu étre réalisée grace a la
protéolyse ménagée en utilisant la papaine puis la pepsine, elle-méme découverte

guelques années plutdt.

La méme année, Georges Barski réalise des cultures cellulaires mixtes
composées de cellules somatigues murines. |l a utilisé une premiere catégorie
tumorigéne et une deuxieme dépourvue de cette capacité. Ces cellules pouvaient étre
différenciées grace a 'aspect différent de leurs chromosomes qui peuvent étre identifiés
par des marqueurs différents. En menant ces expériences, il obtient des cellules
hybrides comportant les caractéres des cellules de départ. Il en conclut un transfert de
linformation génétique. Afin de se débarrasser des cellules parentales non hybrides,
John Littlefield a créé des cellules ayant des déficiences enzymatiques différentes
affectant les voies de synthése de 'ADN. En ajoutant au milieu de culture des drogues
meétabolisées par ces voies, les cellules non hybrides meurent et les cellules hybrides

persistent car elles disposent du matériel nécessaire pour métaboliser les drogues.
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Il a fallu attendre 1975 afin que Césaire Milstein et Georges Kohler publient, sur
la revue « Nature », I'obtention des anticorps monoclonaux grace a la méthode de

I'hybridome décrite un peu plus tard dans ce document.

Cette découverte avait contribué a [l'utilisation des Acm a des fins de
diagnostique dans un premier temps avant que leur utilisation clinique puisse étre
réalisée. La premiere réussite thérapeutique a été couronné par la mise sur le marché
en 1986 du premier anticorps monoclonal I' « OKT3 » appelé MUROMONAB (MURine
MONoclonal Anti-Body). Cet anticorps a été défini pour la premiere fois en 1979. Il a été
utilisé chez les transplantés rénaux ou il induit une lymphopénie permettant de prévenir
les rejets. Il est le seul anticorps murin ayant obtenu une AMM a ce jour. Il s’agit d’'un Ac
reconnaissant la chaine € du récepteur CD3 qui, lui, est associé au récepteur TCR des
lymphocytes T.

Les récepteurs CD (Cluster de différenciation), il faut le rappeler, sont définis
comme étant des récepteurs présents a la surface cellulaire et reconnus par les
anticorps. lls permettent ainsi [lidentification des cellules et leurs stades de
différenciation. Cette identification est basée sur la détection de ces marqueurs
membranaires a l'aide d’Acm suivie d’'une analyse par cytométrie en flux. Ces
marqueurs sont désignés depuis 1982 sous la nomenclature de «cluster of
differentiation » (classe de différenciation) CD suivie d’'un numéro. La cellule est alors
désignée par la combinaison des CD exprimés (+) et des CD absents (-). NB : le réle

de certains CD n’est pas connu.®¥

En 1992, un Acm de diagnostique (agent d’'imagerie), I'ln-111-Satumomab est
approuveé par la FDA. L’Abciximab, lui, fut le 2éme de la famille des Acm thérapeutique
a étre approuvé en 1994. Il n'est en réalité qu'un fragment d’anticorps chimérique
comportant des régions constantes humaines. En 1997, les premiers Acm entiers sont

approuvés aux USA, I'un chimérique, Rituximab, et 'autre humanisé, Daclizumab.b”!

Ces différents €léments méne a se poser plusieurs questions : Quelles sont les
techniques de production d’'un anticorps monoclonal ? Quelle est sa structure ? Quelles

sont ses fonctions ? Et enfin quelle est la relation structure-fonction ?

23



LES TECHNIQUES DE
PRODUCTION DES ANTICORPS
MONOCLONAUX

24



Les anticorps monoclonaux comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes d’actions et aspects pharmaco-économiques I 2015

3. Les techniques de production des anticorps monoclonaux

Le marché de la biotechnologie date de la fin des années 1970s avec la mise en
place des techniques de I'ADN recombinant. L’intérét industriel s’est manifesté
immédiatement et en 1982 la FDA (Food and Drug Administration) a autorisé la
commercialisation de I'Humuline, un analogue recombinant de [linsuline humaine
produit dans la bactérie E. Coli. Pendant longtemps, la FDA autorisait uniquement les
modifications des bactéries et I'expression de petites protéines non glycosylées, comme
l'insuline, en raison des préoccupations liées a l'introduction de nouvelles toxicités telles
gue les substances bactériennes contaminantes, qui augmenteraient les réactions
immunogéniques chez les patients. Cependant, avec I'évolution de marqueurs sélectifs
de résistance (ex: les marqueurs de résistance aux antibiotiques) et la possibilité de
production dans des organismes eucaryotes, la FDA a commencé a se montrer plus
flexible envers les innovations technologiques. Ceci a conduit a une augmentation

continue du nombre de nouvelles entités biologiques approuvées.®”

La plupart des Acm approuvés sont produits avec des processus similaires
notamment la fermentation discontinue (alimentée ou non) de cellules de mammiféres
suivie d’étapes de purification sur chromatographie avec des filtrations intermédiaire et

des opérations de clairance virale.®”

Sous la pression de la diminution des codts de production, les industriels ont
cherché a trouver des systémes alternatifs tels que: les systémes d’expression
transgéniques, E. Coli et les levures pour les fragments danticorps. Avec
'augmentation des titres des cellules de mammiféres, il existe aussi des efforts pour
ameéliorer la technologie utilisée en aval. Afin qu'un anticorps monoclonal puisse
atteindre son potentiel commercial maximal, toutes les améliorations apportées doivent

démontrer qu’elles apportent une diminution de leurs coits.!

Il parait important de noter que ces techniques de production n'ont pas évolué
uniguement pour améliorer I'affinité des Acm mais aussi afin d’améliorer la stabilité des

Acm déja existants.
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3.1.Phage-display

La technigue du phage display est une technique de production et de sélection
des peptides. Elle est basée sur la présentation de ces derniers a la surface des
phages filamenteux, suite a une opération de clonage aléatoire d’oligo-nucléotides en 5’
des genes des protéines membranaires plll et pVIIl. Elle a été décrite pour la premiere

fois par Georges Smith en 1985 et est devenue depuis un outil trés puissant.®!

Figure 1. A. Représentation schéma-

- tique du bactériophage filamenteux
A O plil fd. Le phage présente une longueur
de 830 nm et un diamétre de 6,5 nm.
U pvi Son ADN est logé & lintérieur d'un
cylindre flexible composé d'environ
pVIl-plx 2700 monomeéres de protéine pVill.
[ Une extrémité de la particule pré-
sente 5 copies des protéines pVii et
pIX tandis que 'autre extrémité pré-
15 sente 5 copies des protéines plll et
2 pVl. Les protéines plll exposées sur
la téte du phage sont impliquées
dans I'attachement aux pili de la bac-
0
e

9

térie hdte qui précéde l'infection. Les
protéines pVill composent le man-
teau du phage. B. Exemple d’expres-
sion a la surface d'un vecteur phage
ou d'un vecteur phagemide. Dans le
cas d'une expression 4 la surface
d’un vecteur phage plil, toutes les
protéines plll du phage sont fusion-
nées & la molécule étrangére. Dans
le cas d'une expression & la surface
d‘un vecteur phagemide plil, la pro-
téine plll du phagemide fusionnée &

. la molécule étrangére et la protéine
B Wecteur phage plil Vecteur phagemide plil il sauvage codée par le phage auxi-
liaire sont exprimées dans la méme

6,5 nm

Géne Il Géne étranger Geéne lll  Géne étranger cellule. Plusieurs combinaisons
d’expression sont possibles et le
. . nombre de molécules étrangéres
orift orif1 exprimées en surface est variable.
ori pBR322
J + phage auxiliaire l
Molécule
étrangére
plll ==
Géne lll
chimérigue

Figure 3: A. Représentation schématique du bactériophage filamenteux. B.
exemple d’expression & la surface d’un vecteur phage ou d’un vecteur phagemide.®"

Les peptides d’intérét (les fragments d’anticorps) sont présentés, a la surface, en
fusion avec les domaines N-terminaux des protéines plll et pVIll présentes sur
'enveloppe du phage. Du fait du nombre limité de protéines plll, la présence des
peptides sur celles-ci ne semble pas altérer 'aspect du phage. En revanche, le nombre
important de protéines pVIIl provoquerait un encombrement stérique et limite le nombre
d’acides aminés du peptide d’intérét a environ 8aa. Au-dela de ce nombre, il serait
nécessaire de diluer les protéines pVIIl par la présence de protéines sauvages d’un
phage auxiliaire, permettant ainsi d’éviter toute géne stérique. Le facteur limitant de la

taille des peptides est, en realité, la taille de la banque de phage a mettre en place afin
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que toutes les combinaisons aléatoires d’acides aminés soient représentées. Il est
important de mentionner aussi qu’au-dela de 6-7 acides aminés les banques obtenues

sont partielles car elles nécessitent 10 transformants.®

Les phages recombinants sont sélectionnés selon la capacité des molécules
d’intéréts a fixer une cible. Cette derniére, a savoir la cible, peut étre un anticorps
monoclonal, un récepteur ou une enzyme selon que les molécules d’intérét soient
respectivement : un épitope, un récepteur ou une enzyme. La sélection des fragments
d’anticorps ayant une nouvelle spécificité est, quant-a-elle, assurée en utilisant des
antigénes purifiés. Suite a de nombreux lavages, les phages qui restent fixés sur les
antigénes sont €élués puis isolés et enfin amplifiés par infection de bactéries. Les
phages sélectionnés subissent ensuite 3 & 4 cycles de sélection-amplification et sont

enfin analysés et testés pour l'activité recherchée.!®”

plll

— —
ADN — —m ——— plll
—_— — ———

| Répertoire de molécules ] plil
- peptides
- anticorps
- produits d'ADNc —_— Expression
- mutants... Clonage Sélection

778 O
=
- anticorps
Lavages - protéine
T Amplification Evolution - récepteur
-ADN
/" — — - cellule...
\..../ Infection

Phages sélectionnés

F|gure 2. Sélection d'un reperro:re de molécules exprimées a la surface de

pour leur liai: 4 une cible (biopanning). Le mélange
de phages est incubé avec la cible en milieu de saturation. Aprés plusieurs
lavages, les phages fixés sont élués puis utilisés pour infecter des bactéries
en phase exponentielle de croissance. Les phages sélectionnés sont ensuite
amplifiés puis utilisés pour un nouveau tour de sélection.

Figure 4: Sélection d’un répertoire de molécules exprimées a la surface de phages
filamenteux pour leur liaison & une cible.®"

Contrairement a la méthode de criblage classique qui, elle, nécessite de
nombreuses manipulations, cette technique permet d’introduire une diversification

hY

additionnelle et d’ajouter des pressions de sélection a chaque cycle de sélection-

27



Les anticorps monoclonaux comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes d’actions et aspects pharmaco-économiques I 2015

amplification. Le criblage se fait donc sur 10° & 10'° molécules recombinantes
différentes dans un volume réduit de quelques microlitres. La sélection est effectuée de
maniére tellement efficace qu’un phage présentant une fréquence de 1/10° peut étre
amplifié. Etant donné que I'’ADN est isolé avec la protéine pour laquelle il code, il serait
important de noter que l'association de la protéine avec son ADN permet un

séquencage rapide des molécules sélectionnées.®

Plusieurs champs d’applications ont été exploités dans le cadre de la technique
du phage display mais l'application qui reste, tout de méme, principale est la
construction de banques combinatoires de fragments d’anticorps. En effet, leurs
domaines variables peuvent étre exprimés dans des phages sous forme de fragments
Fab ou sous forme de scFv. La production d’anticorps monoclonaux est rendue
possible grace a cette technique surtout quand celle-ci n'est pas possible par la

technique de I'hybridome pour des raisons techniques ou éthiques.[Gl]

3.2. Animaux transgéniques : la technique de I’hybridome

Des cellules spléniques immunisées contre des globules rouges de mouton ont
été fusionnées avec des cellules d’'un myélome immortel in vitro. La fusion a été
réalisée par l'utilisation du virus de Sendai. Les hybridomes obtenus comportent les
mémes caracteres que les cellules de départ. lls sont donc caractérisés par leurs
capacités de multiplication indéfinie et par une production d’anticorps anti-globules
rouges du mouton. Les cellules issues du méme hybridome produisent un seule type

d’anticorps appelé dans ce cas « monoclonal ».

Pour rappel, les cellules de mammiferes utilisent 2 voies de synthese de
nucléotides. La 1°® voie empruntée est la biosynthése de novo qui est basée sur une
synthese de nucléotide a partir de précurseurs sur lesquels il y a un transfert de groupe

méthyle ou formyle a partir du tétrahydrofolate.

La présence d’aminoptérine, un analogue de l'acide folique présent dans le
milieu HAT, bloque cette voie de synthése. La cellule est donc contrainte a utiliser la

voie d’épargne. Il se passe alors un transfert d’'une base (purique ou pyrimidinique) sur
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un phospho-ribose afin de former un nucléotide. Ce transfert est assuré par une des 2

enzymes : HGPRTase ou TK (Tyrosine Kinase).

Injection de
l'antigéne
Q |
< oo
Cellules spléniques  ~—_ - Cellules
myélomateuses
Ajout de polyéthyléne glycol HGPRT -
=> FUSION des cellules
=> Hybridomes ‘
Culture en milieu HAT
etrecherche de I'Ac
Sous-culture et (>SN
recherche de I'Ac %
- -
y Culture de la cellule productrice de
@ I'anticorps anti-antigene choisi

» N
L >
% Multiplication %\"

industrielle ‘ ; in vivo

1
Anticorps monocional “ | Anticorps monocional l

Figure 5: Procédé de fabrication d’'un Acm spécifique d’un antigéne selon Kohler et
Milstein. HGPRT(-) (Déficience en Hypoxanthine-Guanine Phospho-Ribose
Transférase). Milieu HAT (Hypoxanthine, Aminoptérine et Thymidine). @

En plus du blocage de la voie de néosynthése par la présence d’aminoptérine, la
voie d’épargne est rendue impossible a cause de la déficience des cellules
myélomateuses en HGPRTase. Ces cellules et les hybridomes issus de 2 cellules

myélomateuses finissent donc par mourir.

D’autre part, les cellules spléniques (lymphocytes B) disparaissent du milieu car
elles nont pas la capacité de survivre in vitro. Les seules cellules qui réussissent a
survivre sont donc les hybridomes issus des cellules myélomateuses et des
lymphocytes B car ils disposent de I'enzyme HGPRT des lymphocytes B et ont la

caractéristique d’'une multiplication infinie in-vitro apporté par la cellule myélomateuse.
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Il est a noter que l'utilisation du Poly-Ethylene Glycol (PEG) comme agent de
fusion, en remplacement du virus de Sendai, a rendu plus simple la technique de

I'hybridome.
3.3.Plantes transgéniques

L’expression des Acm dans des plantes transgéniques est une technologie bien
établie et beaucoup de travaux ont été écris a ce sujet. Cette technologie doit faire face
a des défis tels que: la capacité de production, les glycosylations, les colts de
production, les délais et enfin les problémes propres a ces systémes de production.®®

Les avantages de la production dans les plantes transgéniques des Acm et des
protéines thérapeutiques en général incluent : le faible colt de production, la facilité du
scale-up ou du scale-down afin de répondre a la demande du marché, un codt plus
faible que dans le cas des systtmes mammaliens ou les autres systémes
transgéniques et enfin I'absence des pathogénes provenant du monde animal
notamment les virus et les prions. Ces avantages ne sont, cependant, pas tres
apparents au vu des questions relatives a la fabrication de plantes transgéniques qui,

elle, est fondée sur des hypothéses erronées.

Etant donné que les plantes ont réussi a étre acceptées comme des systemes
de production d’anticorps, des progres ont été réalisés dans les domaines de la
caractérisation des modifications post-traductionnelles et de leurs effets sur les
fonctions des anticorps. Les différences de glycosylation entre les systemes animaux et
les plantes ont laissés supposer que les Acm produits par des plantes pourrait étre
immunogénes voire allergiques. A titre d’exemple, les plantes utilisent souvent des
liaisons alpha (1,3)-fucose et peuvent avoir des béta(1,2)-lié xylose, qui sont toutes les
deux inconnus par les systémes immunitaires des mammiféres. Une étude a démontré
gue la présence de ces liens chez des IgG1 monoclonales murines ne provoquait pas
une réponse quand elles sont injectées chez la souris tandis qu’une injection de la
peroxydase de raifort (horseradish peroxydase) provoquait une production d’anticorps
anti-glycanes spécifiques de plantes. Cette étude a démontré aussi qu’il existe des
protéines végétales portant des glycanes spécifiques aux végétaux contre lesquelles

des anticorps dominants sont produits. Les sucres injectés seuls ne provoqueraient pas
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cette réaction antigénique. Des résultats similaires, dans une autre étude, ont été
observés concernant des Acm murins produits dans le mais qui ne provoquait pas de

réaction immunitaire chez la souris.®®

La production de produits thérapeutiques dans plusieurs plantes a été examinée
et comparée dans une étude en prenant en compte le codt, la production et le
« processing ». Quelle que soit la plante utilisée, 4 criteres ont été pris en considération

afin d’assurer la qualité du produit fini a savoir la conformité avec:

- lalégislation du « United States Department of Agriculture ».

- les programmes de Contréle Qualité

- les programmes d’Assurance Qualité.

- et l'isolation des autres plantes, si un croisement peut se produire, il faut assurer

la préservation depuis la plantation des semences jusqu’a la formulation finale.

Les barrieres réglementaires et technologiques considérées, par l'industrie
pharmaceutique et les industries de cultures cellulaires mammiferes, comme tellement
importantes qu’'une dépendance aux plantes transgéniques serait trop risquée pour que

celle-ci deviennent productrices rentables.®

Afin de répondre aux problématiques soulevées par I'utilisation de plantes dans
la production pharmaceutique, y compris celles des anticorps, la « Biotechnology
Industry Organisation » a édité un document concernant ce sujet. L’utilisation des
techniques modernes de biotechnologie permet une production efficiente des produits
pharmaceutiques en utilisant des petits champs de culture. Ceci résulte d’une
combinaison des techniques classiques de productions pharmaceutiques avec les

techniques de production des plantes."®®

3.4.Systemes bactériens

La glycosylation des anticorps recombinants entiers a rendu nécessaire
l'utilisation des cellules mammaliennes comme systéme de production. Ce type de
cellules permet une N-Glycosylation semblable a celle des humains. Quelques
inconveénients sont, cependant, a souligner notamment au moment du scale-up ou du

« bioprocessing » ou une prolongation des temps des bioprocédés et une augmentation
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des colts sont observés. En revanche, les fragments d’anticorps non glycosylés, mais
ayant des propriétés de fixation d’antigénes, peuvent, eux, étre produits dans des

systemes bactériens.

Les systemes procaryotes sont trés largement utilisés dans la production des
protéines recombinantes. Pour cause, la rapidité de leur croissance en présence de
nutriments pas chers, leur capacité a atteindre des densités cellulaires importantes, la

compréhension et la facilité de manipuler leurs systémes génétiques.*”

E. Coli, une bactérie Gram négatif, est le premier organisme microbiologique
utilisé pour la production des bio-médicaments et représente, aujourd’hui, 40% des
produits mis sur le marché. Aprés la mise sur le marché de 'Humuline® (une insuline
humaine) plusieurs molécules biologiques, dont le TNF-alpha Fab et les fragments

d’anticorps, ont été produites de maniére réussie dans ce systéme.

Bien que la production cytoplasmique d’E. Coli permets des rendements
importants de production intracellulaire, elle est souvent associée a la formation de
corps d’inclusion. Ce phénoméne provient de 2 événements. D’'une part, I'expression
déséquilibrée caractéristique des éléments daide au repliement. D’autre part,
limpossibilité de former des ponts disulfures dans I'environnement réducteur du
cytoplasme. Ce probléme peut étre traité par I'expression concomitante de protéines
chaperonnes ou par un transport de la protéine d’intérét a I'espace péri plasmique en la
fusionnant avec un peptide au N-terminal. Cette techniqgue a déja été utilisée avec
succés pour les fragments d’anticorps. Cependant, si un repliement de la protéine

d’'intérét est possible, la technique des corps d’inclusion reste une technique de valeur.

En résumé, les fragments d’anticorps non glycosylés peuvent étre produits dans
E. Coli et les outils nécessaires sont déja connus. Des anticorps entiers ont été
récemment produits dans E. Coli mais la glycolsylation était absence. L’identification
des voies de N-glycosylations dans Campylobacter jejuni et la possibilité de les
introduire dans E. Coli peut ouvrir la voie de production des anticorps entiers dans E.
Coli. Des investissements par les industries pharmaceutiques sont effectués afin de

réintroduire E. Coli dans leurs systémes de production.®”
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L’utilisation d’organismes vivants comme systeme de production pharmaceutique
offre plusieurs avantages comparativement a la synthese chimique. Les micro-
organismes peuvent a la fois produire des molécules de poids moléculaire important
(les protéines) et mener a bien, grace a leurs machinerie enzymatique native, des
réactions énantio- ou régio-sélective alors que ces réactions s’avéerent plus compliquées
a reéaliser par les voies de synthese chimique. Leurs utilisations permettent aussi
l'utilisation répétée des enzymes ou des cellules immobilisées donnant ainsi des
réductions importantes des colts de production. Il faut aussi souligner que les
processus employant des micro-organismes ne générent pas de polluants organiques

ou inorganiques tels que le mercure ou le toluéne.®

3.5.Levures et champignons filamenteux

3.5.1. Les champignons filamenteux :

Les champignons sont des organismes caractérisés par leur structure

filamenteuse ramifiée ou en forme d’hyphe. lls ont un diamétre typique de 2 a 18um.

Dans les technologies de fermentation traditionnelle, les champignons
filamenteux sont utilisés comme des producteurs d’'un rang important de métabolites
primaires comme les acides organiques (citrique, fumarique et acides gras,...). lls sont
aussi utilisés dans la production de métabolites secondaires, comme les médicaments
suivants: pénicilline, céphalosporine, dérivés de 'ergot de seigle, taxol,.... Il existe aussi
d’autres utilisations mentionnées dans la littérature, telles que les traitements des sols

et la production d’enzymes, ... [¢?

Plusieurs champignons filamenteux sont des producteurs naturels par excellence
des enzymes extracellulaires et sont donc des candidats potentiels pour assurer la
production de protéines recombinantes. Des organismes des genres Aspergillus et
Trichoderma sont notables dans leurs capacités de produire et secréter des quantités
élevées de protéines. En effet, I'Aspergillus niger est capable de produire 25 a 30 g/L
de glucoamylase et il a été reporté que Trichoderma reesi produit 100g/L de protéines
extracellulaires. La haute productivité des champignons filamenteux est reliée en partie
a leur capacité de croissance a des taux élevés ainsi qu’a leurs densités élevées en

utilisant des substrats de faibles cots et des fermenteurs relativement simples.®?
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Ce systeme présente, tout de méme, des inconvénients dont : la fréquence de
transformation basse, les défauts morphologiques potentiels et enfin les modifications
dues aux protéases ou au pH bas. S’ajoute a cela, une faible production des protéines

hétérologues comparativement aux protéines homologues.®?

Les connaissances physiologiques et biochimiques détaillées sont disponibles
sur beaucoup de hétes et sur les différentes techniques moléculaires, y compris le
séquengage du génome et la stratégie d’annotation des génes. Ceci contribue aux
efforts d’optimisation de I'expression et de la sécrétion des protéines recombinantes
dans ce systeme de production. En effet, les voies de glycosylation des champignons
présentent plus de similitudes avec celles des mammiferes que celles des levures.
D’autre part, les champignons, surtout les Aspergillus, ont démontré leur capacité de
réaliser des modifications post-traductionnelles de fagcon a obtenir des protéines
eucaryotes correctement repliées. Les travaux continuent a explorer ce systeme de

production afin de mettre au point des molécules cliniquement utilisables.®?
3.5.2. Les levures :

Saccaromyces cerevisiae représente la premiére levure a étre utilisée dans la
production d’'une protéine thérapeutique. Plusieurs biomolécules commercialisées ont
été produites par ce systéme. Plusieurs parametres intrinséques orientent le choix vers
ce type d’héte. En effet, la stabilité du systéeme d’expression et la facilité de culture ainsi
qgue les avancées de l'ingénierie rendent leur utilisation attractive. La production des
chaines lourdes des fragments d’anticorps dans ce systéme représente un procédé
industriel bien établi assurant ainsi la production de quantités suffisantes. Ces quantités
peuvent étre supérieures a 100 mg/L dans le cas de chaines lourdes des fragments
d’Ac de lamas. De plus, du fait de I'aglycosylation particuliere des fragments, il n'y a pas

d’influence de I'hyper-mannosylation caractéristique de cette levure.!®”

Malgré toutes ces avancées et ces avantages, la production efficace des Acm et
des fragments d’Ac dans cette levure peuvent étre compromis par le mauvais

repliement et le transfert inefficace au niveau du réticulum endoplasmique.®”

Le milieu de culture dit « fed-batch » (limitée en glucose) est généralement utilisé

pour cette levure qui présente un métabolisme mixte oxydatif et fermentatif qui peut
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donner naissance a des métabolites toxiques. Le changement du mode de fermentation
est déclenché par 'appauvrissement en oxygéne du milieu et par une élévation des
concentrations en carbone. La limitation du glucose est donc une stratégie valable afin

d’éviter le phénoméne de fermentation.”

Contrairement a S. cerevisiae, P. pastoris, elle, préfere pour sa croissance le
milieu aérobie au milieu de fermentation. Ceci permet une culture pas cher mais a des
densités cellulaires élevées, sans risque d’accumulation d’éthanol. La possibilité
d’utiliser des procédés du type « mixed feed fed batch », ou deux substrats sont
alimentés au méme temps, facilite la croissance de la biomasse en raison de la hausse
du rendement sur le second substrat. Ceci conduit & une réduction de la consommation
de lI'oxygéne et une production réduite de la chaleur, rendant ainsi la méthode plus
intéressante que l'utilisation des cellules mammiféres. Il est important de souligner que
deux fragments d’anticorps sont produits par ce systeme : le Nanobody® ALX0061 (anti
récepteur a I'lL6) et Nanobody® ALX00171 (anti-VRS).!®”

4. Comparaison des colits des différentes techniques de production d’Acm :

Comparison of cost per gram estimates for given production rates

Expression system Cost of goods per gram ($/g)

100 kg/year 1000 kglvear
CHO cells 30030002 -
Transgenic goat 1059 36?
Transgenic corn s0b 140

4 Source: Young et al. [64].
b Source: Mison and Curling [66].

Tableau 1: Comparaison du cout estimé des différentes techniques de production
d’anticorps. S.S. Farid / J. Chromatogr. B 848 (2007) 8-18.

D’aprés ce tableau, si la production annuelle est de 100 kg, le colt (matiére
premiére + main d’oeuvre) estimé de la production d’'un anticorps dans des animaux
transgéniques (chévre) est de 105 $/gramme d’Acm. Si la production est augmentée a

1000kg/an le codt se réduit a 36 $/gramme.
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5. Donnée structurales :

5.1.La structure d’un anticorps monoclonal prototype

Les anticorps sont des Immunoglobulines (Ilg) non-membranaires produites par
les lymphocytes B. lls sont dits monoclonaux car ils proviennent du méme clone de
lymphocytes contrairement aux Ac polyclonaux qui, eux, sont issus de plusieurs clones.
Il en existe un équivalent membranaire produit par les Lymphocytes T appelés TCR (T

Cell Receptor).

Il a été démontré par S. Tonegawa, en 1976, que 'ADN codant pour les
immunoglobulines est issu d’un réarrangement évoluant au cours de la vie de I'individu
afin de pouvoir s’adapter aux différents antigénes rencontrés d'ou la grande
hétérogénéité des Ac.

De nature glyco-protéinique, les Acm sont composées de deux chaines
polypeptidiques lourdes de 50kDa chacune (soit environ 450 acides aminés (aa)) et de
deux chaines légeres de 25 kDa chacune (soit environ 220 aa). Les chaines lourdes
sont composées de 3 domaines constants (CH1, CH2 et CH3), d’'un domaine variable
(VH) et d’'une région charniére qui se situe entre les domaines CH1 et CH2. Les
chaines légéres, elles, se constituent d'un domaine constant (CL) et d'un domaine
variable (VL). Un anticorps donné comporte 2 chaines lourdes identiques et 2 chaines
Iégéres identiques. Il parait important de rappeler les acronymes suivants : CH (Heavy
Chain), CL (Light Chain), VH (Variable Heavy), VL (Variable Light).

Figure 6: La structure en domaines d’une immunoglobuline. !
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Les déterminants antigéniques d’une Ig peuvent induire la production d’Ac anti-
Ig. En fonction de I'appartenance de ces déterminants, peuvent étre définis : Iisotypie,

I'allotypie et l'idiotypie.

L’isotypie est caractérisée par la présence de déterminants antigéniques
identiques pour tous les individus d’'une méme espéce. Ces déterminants sont présents
dans les chaines lourdes qui, elles, existent sous 5 formes : vy, q, y, € et d et définissent

donc les 5 isotypes d’'anticorps : 1gG, IgA, IgM, IgE et IgD.

D’autre part, le nombre différent d’aa et 'appariement caractéristique assuré par
les ponts disulfures permettent de définir les différentes sous-classes d’Ac a savoir 4
sous-classes pour les IgG (1, 2, 3 et 4) et 2 sous-classes pour les IgA (1 et 2). Les
chaines légéres, elles, existent sous 2 formes: k et A. Un Acm, il faut le rappeler, ne

comporte qu’un seul type de chaines légéres soit k ou A4

L’allotypie est définie, quant-a-elle, comme la présence de déterminants

antigéniques chez des individus de la méme espéce mais génétiquement différents.

L’idiotypie, elle, n’est rien que la présence d'un déterminant antigénique

provenant d’un seul clone.

La figure 7 illustre de maniére synthétique la différence entre ces 3 notions.

(a) Déterminants isotypiques "

IgG souris IgM souris
(b) Déterminants allotypiques

il s

IgG1 souris 1gG1 souris
(lignée A) (lignée B)

(c) Déterminants idiotypiques

IgG1 souris I1gG1 souris
contre Aga contre Agb

Figure 7: schéma illustrant les phénoménes d’isotypie, d’allotypie et d’idiotypie.**
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Les Ac sont des molécules dites bi-fonctionnelles. Elles ont la capacité, d’'une
part, de lier les Antigénes (Ag) en les fixant sur les régions « Fab » (Fragment antigen
binding). Elles recrutent, d’autre part, les cellules du systeme immunitaire en les

activant par fixation sur la région Fc (Fragment cristallisable).

La région charniere hydrophile et flexible relie ces 2 entités. Elle facilite les
mouvements de torsion tridimensionnelle de I'’Ac afin de faciliter la fixation de I'Ag quelle
gue soit sa localisation spatiale. Elle permet donc a la fois une flexibilité du Fab et une

flexibilité-torsion du Fab/Fc.

Régions
variables
Fab

NH,

Région

constante Fc :
Activité Chaine légere

biologique CDR2 CDR2

Région charniére

CDR3 CDR3

Site de liaison
a I’antigene

Figure 8: composition d’'un anticorps monoclonal. Adaptée du schéma : Médecine
thérapeutique, volume 10, numéro 1, Janvier-Février 2004, 39-46."!

Le Fab comporte six domaines hypervariables appelés CDR (Complementarity
Determining Regions). Ces régions représentent le paratope qui n’est rien que la partie
de lanticorps qui reconnait I'antigéne (épitope). Elle conféere aux Ac une grande
hétérogénéité et donc la capacité de fixer des Ag variés. Les acides aminés (aa)
impliqués dans cette interaction sont d’'un nombre de 6 a 20 aa. Les interactions mise

en jeu sont de types Van der Waals, électrostatiques, hydrophobes et hydrogénes.®®

Pour toute optimisation des propriétés fixatrices des Ac, des mutations au niveau
des régions CDR ou des régions charpentes (inter-CDR) peuvent étre introduites. Ceci

influence de maniére directe I'affinité des Ac et donc leur cinétique de fixation."®®
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Les Fragments Fab sont connus par leur relative résistance a la protéolyse

comparativement au fragment Fc et a la région charniére. Environ 30% des IgGs

humaines circulantes sont glycosylées dans la région Fab.®

Figure 1. Les anticorps sur le métier de I'in-

Optimisation des propriétés de fixation al'Ag génierie moléculaire. Lo sélection des CDR

r ™

u {c eme [ etermini eoij Bs

Eu { Mutation des CDR (complementarity determining regions), des

= régions charpentes des domaines VH et VL,
= o . ;.

= - Eﬁ!fr:tt:zré:"mutmn des regions I':thim.isut on des purumétres.cil?ét ques :!'in—

2 teraction permettent d'optimiser la fixa-

= Modification des paramétres e s -- -

S tion de I'Ac @ I'Ag. Le choix de Misotype, le

E cinétiques (kon/koff) T s L . e 1es

i modifications de lo région charniére et des

_é d A séquences clés impliquées dans les fonctions

= Flexibilité Fab effectrices, les modifications du profil de gly-

charniere |— | Flexibilité-tarsion Fab/Fc cosylation cu encore le couplage a différents

|/ agents cytotoxigues ou stabilisateurs permet-

Modification de la glycosylation tent I'optimisation des propriétés effectrices

- de I'anticorps.
Mutagenese : modification des
fonctions effectrices, de la T1/2 sérique

Fe = fonctions
effectrices

| _— | Choix de I'isotype

Couplage (drogue, radio-élément ...)

Optimisation des propriétés
structurales et effectrices

Figure 9: optimisation des propriétés structurales et effectrices par I'ingénierie
moléculaire.®

by

La région Fc appartient a la région constante et comporte une séquence
identigue en acides aminés pour une classe donné d’Acm. Comme dit précédemment,
elle est impliguée dans les fonctions effectrices a travers 2 voies. Elle permet, d’'une
part, l'activation de la voie classique du complément en recrutant Clq avec
développement du Complexe d’Attaque Membranaire (CAM) et la lyse des cellules
visées. Elle provoque, d’autre part, une ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated
Cytotoxicity) par sa fixation au récepteur FcyR exprimé par les macrophages, les
neutrophiles, les monocytes et les Natural Killer (NK). Cette voie se manifeste a la fois
par I'activation des NK et des mastocytes ainsi qu’'une phagocytose des complexes Ag-
Ac. (voir la partie : 5.3.3. L'ingénierie des fonctions effectrices: interaction du Fc avec le
FcyR et C1q).
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Effector cell
ADCC \ cDC

A

o Oy
( %\ el \ complement
\' > 4 : | cascade
lysi forin, ... activation
ysis (perforin, ...) . Targatean /

L

y lysis
Cell death

Figure 10: 'activitt ADCC et CDC d’un Acm.?

Ces interactions avec les cellules de 'immunité ont été illustrées lors d’'une étude
in vitro du mécanisme d’action du Rituximab sur des lymphocytes B normaux et
tumoraux. Le Rituximab, Ac anti-CD20, provoque une déplétion des lymphocytes B en
présence des mononuclées mais en l'absence de celles-ci la déplétion est moins
importante. L’activation du complément est donc, a elle seule, insuffisante et nécessite

le recrutement des cellules immunitaires grace a l'intervention des anticorps.

La région CH2 du fragment Fc porte un domaine de N-glycosylation qui influence
de maniére directe les fonctions effectrices. Selon que le sucre soit présent ou absent
et suivant le type de sucre, ces fonctions pourraient étre augmentées ou diminuées. Ce
site est responsable de la production d’anticorps neutralisants des Acm a cause de
I'hétérogénéité de glycosylation inter-espéces d’ou limportance du systéme de

production qui défini le profil de glycosylation de I'Ac.

Les différents profils de glycosylation et leurs influences sur les fonctions vont
étre illustrés dans le détail un peu plus tard dans ce travail (voir la partie : 5.3.
Contribution de la structure a la fonction - Influence de la Fc-glycosylation sur les

fonctions effectrices).

Il est a noter que la partie Fc de quelgues Acm utilisés actuellement est couplée
a une drogue (Ac. immunoconjugué€) ou a un radioisotope. Cette méthode de couplage
est généralement utilisée a des fins de diagnostique ou quand la drogue est tellement
toxique qu’elle nécessite un ciblage précis vers le tissu affecté afin d’épargner les tissus

sains.
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Grace a sa fixation sur le FcRn, la région Fc confere une % vie plasmatique
d’'une 20%"™ de jours a I'exception des IgG3 qui, elles, ont une % vie de 7 jours
seulement. Pour rappel, le FcRn, un récepteur hépatique appartenant a la famille des
CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité), permet de recycler les Acm. Il fixe les IgG
ainsi que les albumines lors du phénomene de métabolisation endosomale et empéche

donc leur dégradation.

Les anticorps monoclonaux, tout comme les autres molécules thérapeutiques,
ont une DCI (Dénomination Commune Internationale) permettant leur identification. Le
suffixe utilisé est « mab » pour « monoclonal anti body ». A ce préfixe viennent
s'ajouter 2 syllabes. La 1% syllabe précise la source de l'anticorps. En effet, les
anticorps murins sont reconnus par le suffixe « o-mab », les Acm chimériques par le
suffixe « xu-mab », les Acm humanisés par « zu-mab » et enfin les Acm humains par le
suffixe « u-mab ». La 2°™ syllabe indique la cible visée. Les exemples du Pali-vi-zumab
et du Tras-tu-zumab peuvent étre donnés. Dans ces deux cas, le « vi(r) » reflete la cible
virale et le « tu(m) » représente, quant-a-lui, la cible tumorale. Le « r » et le (m) ont été
supprimés pour des raisons purement phoniques. Les tableaux ci-dessous expliquent

de maniére synthétique les différentes syllabes utilisées dans les DCI des Acm.

Prefire Cible Somrce Soffite
Type Suffize | humain | Antizemicite | Qmelgues oG O > Homm
d’anticorps exemples i Vims
. Jalc)-  Bactérie
Murins sanema ] +H+ %ﬁﬁ% Sy T PR
\ e Infection
Thridopeomab <iffr  Cardio-
[I-E'I.'ili]l*:l vasrulaire - Rar
E -l Musob-
Chimemiques | szimabs 60-T0 + Infliximah . ;quelen:';ne
e T b R
Eifuximah -oofT-  Tomewr coligee
(Mahthers®) ey Mékmome i Primae
e _ -, - -mait}  Tomenr mammaire
Huomamises | sramalb =0l = Tn;mrm_n.zh O = Chimési
ﬂﬂ;m :I -go(vF  Tomew ovariemme
- :E_ nat prioy  Tomewprosique | -zu- Humanisé
Hmt: -mmy  Tomeurs diverses
Humain:  |somumabe | 100 =0 Adalimmmah ) Sydmeseven | a0 Hyiride
|-'I-[ . on(}  Touine comme cible |  mtmmin

Tableau 2: Nomenclature internationale des différents types d’anticorps monoclonaux,
tenant compte de la cible potentielle.”!
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Le développement des connaissances dans les domaines de [lingénierie
moléculaire et des systemes de production a permis une évolution continue du
concept d’Acm. Ainsi les modifications et les optimisations apportées sur les Acm
murins développés au cours des années 80 ont permis un passage progressif vers la
mise au point d’Acm entierement humains et le développement des fragments

d’anticorps et des protéines de fusions.

5.2.Anticorps monoclonaux et molécules dérivés

Humain

Tandem scFy

Echange ce Ecranpn de bouchs

damaire varisie mypervarables i .

Fab', bispécifique
e (liason chimigue)

©0R

Fragments d’anticorps

Le schéma représente un anticorps conventionnel (chaine
lourde en vert foncé, chaine légére en vert clair, le triangle
- 2 2 bleu localise les glycosylations) et les fi ts dérives (les
Chaménque Humanisé & boucles hypervariables sont ombrées). Les fragments de
couleur orange symbolisent des fragments d'anticorps de
Xl i iméri et isé spécificité différente. Les molécules mauves représentent les
Les parties murines sont représentées en rouge et les parties anticorps HcAb (heavy chain only antibodies) de camélidés et
humaines en vert, de couleur claire pour les chaines lgéres, leur fragment dérivé sdAb (single domain antibody). La
et foncées pour les chaines lourdes. molécule rouge représente une toxine ou une cytokine.

Figure 11: Schéma illustratif des 4 types d’Acm et de leurs dérivés.["

5.2.1. Anticorps murins

Grace a la technologie de I'hybridome exploitée par Kohler et Milstein, la
production des Anticorps murins est devenue possible. Cette découverte a permis la
mise sur le marché en 1986 de I'Orthoclone OKT3® ou Muromomab (anti CD3). Le
suffixe momab peut étre décomposé en 2 parties : mo (mouse) pour murin et mab

(monoclonal antibody) pour anticorps monoclonal. Cet anticorps murin est utilisé pour
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les rejets de greffe d’organes. Chez 'lhomme, il présente une 2 vie de (moins de 20
heures) courte comparativement a celle des anticorps humains pour lesquelles elle peut

atteindre environ 20 jours.

Depuis, 6 autres anticorps murins ont été développés dont 2 a des fins de
diagnostiques et 1 chimérique rat/souris, le Catumaxomab ou Removab®
commercialisé depuis 2009 et indiqué dans l'ascite maligne. Ceci représente une
nouveauté car pour la premiére fois un anticorps comportant des parties issues de rat

est approuve.

Les indications principales attribuées aux autres anticorps murins actuellement

sur le marché sont essentiellement: le cancer du célon et le lymphome non Hodgkinien.

En plus d'une %2 vie courte, ces anticorps sont caractérisés par un faible
recrutement des effecteurs cellulaires et par une forte immunogénicité d'ou leurs
utilisation en flash thérapeutique. En effet, dans 53% des cas, les patients produisent

des anticorps anti-souris ou HAMA qui, eux, neutralisent I'anticorps utilisé.

Les contraintes mentionnées précédemment ne les ont pas empéchés de gagner
une place considérable dans les tests de diagnostic. Il faut rappeler aussi que ce
premier type d’anticorps a contribué a la production d’anticorps chimériques, humanisés

puis intégralement humains.
5.2.2. Anticorps chimériques

Les anticorps chimériques, mis en place a partir de 1984, sont produits grace a
la fusion du gene codant pour les régions constantes d’'un Acm humain avec le géne de
la région variable d’'un Acm murin. Ces anticorps ont la capacité de reconnaitre un Ag
donné avec la méme affinité que '’Acm murin correspondant. En plus de la fonction de
reconnaissance assurée par la région variable murine, ils ont la capacité d’induction
d’'une CDC ou d’une ADCC par fixation du fragment Fc a son récepteur FcyR. L’affinité

avec ce dernier est améliorée comparativement au fragment Fc d’'un Acm murin.

Comme décrit dans le tableau 1, le suffixe utilisé pour permettre la distinction de
cette famille d’anticorps est le suffixe « xi ». Ces Acm sont humains a 75% et la région

variable murine ne représentant que 25% d’ou I'amélioration du profil de tolérance
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comparativement aux Ac murins. De plus, I'immunogénicité est diminuée car les
épitopes immunogéniques des IgGs sont majoritairement situés dans les régions CH2
et CH3 qui, elles, sont humaines. Néanmoins, la formation des HAMA dans 20 a 40%
des cas restent statistiquement importantes d’ou la mise en place des Acm humanisés

puis humains.
5.2.3. Anticorps humanisés

En 1986, une équipe de recherche a réussi a greffer les régions CDR d’un Acm
murins sur une des charpentes d’'un Acm humain tout en conservant l'activité de
reconnaissance issue de '’Acm murin correspondant. L’activité peut, cependant, étre
diminuée dans certains cas. Les grandes difficultés rencontrées lors de la mise en
ceuvre d’'un tel Acm résident a la fois dans le découpage des régions CDR murines
mais aussi dans le choix des domaines variables humains sur lesquels leur insertion est
possible. De plus, une connaissance détaillée des séquences en acides aminés de la
région hypervariable de I'Ac murin est nécessaire afin d’identifier les séquences
impliquées dans la formation et la stabilité du paratope. Il est a rappeler que les régions
CDR, y compris la région charpente, interagissent étroitement avec I'épitope de
'antigéne. La structure du site de liaison est ainsi conservée et I'affinité est donc proche
de celle de I'anticorps murin correspondant. Seules les régions hypervariables sont
murines, la formation des HAMA est donc rendue faible, 7% des cas au lieu de 20 a
40% dans le cas des Acm chimériques. Le suffixe utilisé pour désigner cette famille

d’Acm est le « zu ».
5.2.4. Anticorps humains

L’évolution de la biologie moléculaire et le développement de la génie génétique
a rendu possible I'apparition, entre 1994 et 1999, d’anticorps monoclonaux humains
biocompatibles. La technique de I'hybridome étant difficile a mettre en ceuvre dans le
cas de cellules humaines, d’autres techniques, précédemment détaillées, ont été
introduites telles que : le « phage display » et les souris transgéniques. Le « phage
display », il faut le rappeler, est fondé sur la fusion du géne d’une banque de protéines
avec le gene d’'une protéine de surface d’un phage. La protéine recherchée est donc

exprimée a la surface du phage. Le systéme immunitaire des souris transgéniques est,
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guant-a-lui, modifié afin qu’elles produisent des Anticorps humains une fois immunisées

contre I'antigéne d’intérét.

Le suffixe donné pour désigner cette famille d’Acm est « umab ». Il est important
de retenir que malgré leur caractére humain ces anticorps peuvent présenter une
certaine immunogeénicité. L'exemple de l'adalimumab ou Humira® (Acm anti-TNFa

[Anti-tumor Necrosis Factor a]) peut étre cité.

Les Acm chimériques, humanisés et humains sont difficiles a distinguer d’un

point de vue clinique car ils possedent tous les 3 une région Fc humaine.
5.2.5. Fragment d’anticorps

Les fragments d’anticorps concernés sont des fragments Fab (fragment liant
'antigéne) et des scFv (single-chain Fragment variable). lls sont caractérisés par une
efficacité rapide, un volume de distribution important, une % vie courte et enfin une
faible immunogénicité. Ces fragments sont utilisés dans des cas ou la bivalence n’est
pas nécessaire mais aussi pour limiter la toxicité grace a I'absence de la région Fc, d’'ou

leur %2 vie courte et 'absence des fonctions effectrices.

Le premier Fab a étre approuvé est I'’Abciximab (Réopro®). Il est utilisé pour
traiter les thromboses lors des interventions coronariennes percutanées (pose d’'un
stent, angioplastie ou athérectomie). Des travaux ont été menés sur I'Acm
Bévacizumab ou Avastin® (Anti-VEGF) afin d’obtenir un Fab ayant une plus forte
affinité pour le VEGF. Ces modifications ont porté sur quatre acides aminés de la région
CDR, donnant naissance ainsi au Ranibizumab ou Lucentis® indiqué, lui, en injection
intra-oculaire dans le traitement de la DMLA (Dégénérescence Maculaire Liée a I'Age).
Le dernier Fab a étre mise sur le marché est le Certolizumab pegol ou Cimzia® (anti-
TNF-a), un Fab greffé de 2 molécules de PEG de 40 kDa permettant ainsi une demi-vie

plasmatique plus importante.

Il faut noter que leur petite taille rend possible une exploitation dans le domaine
des nanoparticules afin de permettre un meilleur ciblage des principes actifs de faibles
poids moléculaires. De plus, une conjugaison avec une toxine, une cytokine ou un

radio-élément est toujours possible pour une éventuelle utilisation en oncologie.
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Enfin, Grace a une efficacité rapide leur utilisation est rendue possible a des fins

de neutralisation de toxines telles que la toxine botulique et la toxine de I’Anthrax.

Les systemes de production comme E. coli les rendent économiguement plus
intéressants car ces systemes sont moins colteux que ceux basés sur des cellules de

mammiferes.
5.2.6. Protéines de fusion

Les protéines de fusion sont des structures hybrides issues de 'association d’un
fragment Fc avec des peptides ou des domaines extracellulaires de protéines
membranaires. Le principe de cette composition se base essentiellement sur la
reconnaissance et la fixation d’'une cellule ou d’un ligand impliqué dans une pathologie
donnée. Ce format a permis une solubilisation des récepteurs membranaires
(principalement les domaines extracellulaires) de par l'absence des domaines
transmembranaires lipophiles. La présence du fragment Fc induit une augmentation de
la ¥2 vie plasmatique de ces particules. Ceci résulte du recyclage assuré par les

récepteurs FcRn.
Cette famille est identifiée par le suffixe « cept » pour « récepteur ».

Le nombre de protéines de fusion actuellement sur le marché reste faible
comparativement aux Acm approuvés. L’Etanercept ou Enbrel® était la premiére
protéine de fusion a étre mise sur le marché en 1998. Elle comporte la partie
extracellulaire du récepteur de type 2 du TNF (TNFR2) liée a un fragment Fc d’'une
IgG1 ayant une région charniére incompléte. Le TNFR antagonise ainsi le TNF soluble
et membranaire surexprimés lors de certaines maladies inflammatoires comme la

polyarthrite rhumatoide.
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5.3.Contribution de la structure a la fonction - domaines activateurs du
complément et interface d’interaction avec les RFc et I'importance de la

glycosylation :

Dés la mise en place dAcm a usage thérapeutique, les ingénieurs se sont
focalisés sur la diminution de leur caractére immunogéne en les humanisant d’une part
et en les produisant par des souris transgéniques d’autre part. Une fois ces techniques
mises en place et des Acm commercialisés, lingénierie s’est penchée sur
laugmentation des fonctions effectrices, sur le contréle de la Y2 vie (biodisponibilité
améliorée), sur l'accessibilité des tissus notamment cancéreux, mais aussi sur leur
stabilité physicochimique et sur leur efficience qui est, elle, traduite par une diminution
des doses et des fréquences d’administration avec une meilleure efficacité et donc un
moindre colt. Des progres significatifs ont été observés ces derniéres années dans le
domaine du design des Acm. Les modifications des interactions avec le FcRn ont
permis 'amélioration de leurs propriétés pharmacocinétiques et donc une diminution de
leur toxicité. De plus, une diminution de leur immunogénicité a été observée grace a la

manipulation de leurs séquences protéiques et de leurs profils de glycosylation.®?

La fixation de 'Ag membranaire sur le paratope engendre une activation des
fonctions effectrices assurées par le fragment Fc qui peut, d’'une part, recruter les
cellules immunitaires (macrophages, NK et mastocytes) en induisant ainsi une ADCC
ou fixer, d’autre part, le Clq du complément et activer la cascade de protéolyse
donnant lieu a une CDC. Les 2 phénoménes menent a une destruction des cellules

cibles (cytotoxicité).
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I'entrée du virus. Dans la deuxiéme situa-
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que ces deux types d’effets soient mutuellement exclusifs.

Figure 12: Les modes d’actions des anticorps en fonction de la cible membranaire ou
soluble. Médecine/Sciences. 2009 ; 25 : 1011-9.

5.3.1. Le choix entre les sous classes d’anticorps :

La famille des IgGs est représentée par 4 isotypes : 1gG1, 1gG2, IgG3 et IgG4.
Leurs concentrations respectives dans le sérum humain sont : 60%, 25%, 10% et 5%.
L’homologie en acides aminés (aa) des régions constantes de leurs chaines lourdes
peuvent aller au dela de 95%. lls montrent tout de méme des différences dans leurs
séquences en aa et dans la structure de la région charniere qui défini I'état de flexibilité
de la molécule. Ainsi, la région charniere de la sous-classe 1gG1 est flexible car elle
comporte 15 aa et ne contient que 2 pont disulfures entre les chaines lourdes. Les 1gG2
comportent, elles, 12 aa et 4 ponts disulfures au niveau de la région charniéere. Elles
sont donc moins flexibles que les IgG1l. Les IgG4 ayant un nombre d’aa comparable
avec les IgG2 mais une configuration différente en ponts disulfures les rendant
intermédiairement flexible entre les IgG1 et les IgG2. Les IgG3, quant-a-elles, different
des autres isotypes par la présence d’une région charniére plus longue. Elle comporte

62aa (environ 4 fois celle des IgG1) et est organisée en double hélice rigide. Malgré
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une telle organisation, I'éloignement imposé des régions Fc et Fab rend la molécule

beaucoup plus flexible que les autres sous-classes.

F(ab)y

The four domains of the heavy chains and the two domains of the light chains are shown.

The disulfide bonds are shown in blue. The site of attachment of a carbohydrate side chain (® ) as well as
the sites involved in the activation of complement, the Clq binding sites (-7 <), are also indicated.

The major cleavage points for pepsin (......) and papain (.e.e.s.s) are marked. After cleavage with pepsin
or papain, different fragments are generated, the nomenclature of which is also given.

Figure 13: représentation schématiques des 4 sous classes d’'lgGs.*%

Il existe une disparité des séquences en aa au sein méme d’une sous-classe
donnée. Cette divergence, il faut le rappeler, est nommée allotypie. Cette derniére
conditionne le choix de développer pour une utilisation clinique un isotype ou un autre.
Les déterminants allotypiques sont des épitopes polymorphiques. Les IgG3 avec leurs
13 allotypes représentent les Acm ou le polymorphisme est le plus important. Il a été
démontreé, en revanche, que les IgG4 ne présentent aucun polymorphisme et que les

lgG1 et IgG2 présentent, eux, respectivement 4 et 1 allotypes.>3 *4
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IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Functional form in vivo Monomeric  Dimeric Monomeric Half-Ig
bivalent tetravalent®  bivalent monovalent
Biological role in host response Protein Carbohydrate Protein Response to chronic
antigens antigens antigens stimulation,
anti-inflammatory
Percentage of all IgG in humans? 60% 25% 10% 5%
Half-life (range in days)* 36.3+£9.2 37.1+13.9 28.6+10.4 15.6+4.5
(17.6-56.2) (22.9-62.5) (13.0-50.2) (7.1-24.7)
Allotypesd 4 1 13 0
FcRn® Ak 4F + +
Hinge length (number of amino acids) 15 12 62 12
Potential (actual) inter-heavy chain 2(2) 4 (47 11 (11) 2(2)
disulfide bonds in hinge region
Effector functions
C1e ++ - - -
FcgRI® =+ - A+ ++
FcgRII® + it + ?
FcgRIIla/b® + — + EE

aHomodimers of IgG2 are tetravalent for a given antigen, but heterodimers are also expected. °From ref. 2. From
ref. 22. 9From ref. 23. eFrom ref. 2. Discussed in ref. 12.

Tableau 3: les principales caractéristiques des 4 sous classes d’lgG.!*?®!

Depuis plus de 2 décennies, les IgG4 sont connus pour leur fonctionnalité in vitro
sous forme de « demi-anticorps » qui peuvent lier un antigene donné. Des études in
vivo ont permis de confirmer la bi-spécificité des IgG4 et donc leur capacité de fixer des
antigénes différents. Les caractéristiques citées précédemment peuvent étre attribuées
a la flexibilité de la région charniere chez les IgG4 en comparaison avec celle des IgG1.
En effet, quand les ponts disulfures (liant deux cystéines) interchaines se rompent des
ponts intrachaines sont créés, donnant naissance ainsi & des demi-anticorps. De
nouveaux ponts disulfures interchaines peuvent étre formés. La concentration de
différents demi-anticorps IgG4 monovalents détermine la formation de nouveaux ponts
disulfures entre 2 chaines identiques ou 2 chaines différentes donnant naissance ainsi
a des anticorps bivalents mono ou bi spécifiques. Il y a donc un équilibre a maintenir

afin d’assurer une homogénéité et une reproductibilité du processus de production.

Afin d’élucider le vrai mécanisme qui méne a un tel échange, une autre étude
consistait a remplacer la proline de la région charniére d’'une IgG1 par une sérine et a
échanger la région constante CH3 par une CH3 d'une IgG4. Ces changements,
effectués d’une maniére concomitante, ont permis d’avoir des IgG1 modifiées bi
spécifiques. Le domaine CH3 joue donc un rdle important dans I'échange des bras Fab
tout comme le fait la région charniere chez les IgG4. Les auteurs de cette étude ont
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réussi a démontrer que les anticorps anti-récepteur-a-I'acétylcholine induisent, quand ils
s’agissent d’'une IgG1, une myasthénie auto-immune expérimentale humaine et que
dans le cas de I'utilisation d’'une 1gG4, la maladie est absente. Compte tenu de ces
observations, les 1gG4 peuvent étre choisies pour leurs fonctions effectrices
relativement basses. Les IgG4 ayant une région charniére native peuvent étre utilisées
quand on cherche a bénéficier de la bi-spécificité in vivo et/ou I'échange de la région
Fab. Dans le cas contraire, les IgG4 qui comportent une région charniere modifiée
empéchant cet échange sont privilégiés. [Van der Neut Kolfschoten et al. 2007]

Un autre travail consistait a introduire des substitutions sur la région charniére
des IgG4 permettant un rapprochement de celle des IgG1. lls ont obtenus des 1gG4
mono-spécifiques et homogénes avec une % vie prolongée et une distribution tissulaire
améliorée. Des observations similaires ont été mises en évidence avec l'isotype 1gG2.
Une étude a, en effet, réussi a démontrer la formation, in vivo, de dimeres covalents. La
survenue de ces dimeres a été démontrée dans le sérum humain et les ponts disulfures

ont été confirmés par des analyses biochimiques. [Reddy. M.P. et al. 2000]

19G1 10G3

L

Figure 1 /n vitro and i vivo behawiors of the |gG subclasses IgG1, IgG2, IgG3 and I1gG4. Wheraas 1gG1
and IgG3 remain monomeric i vivo, 1gG2 forms covalent dimers between identical or different IgG2
molecules with intermolecule disulfide bonds for which the exact structures have not been determinad.
In vivo, IgGA4 Is thought to be In eguilibrium betwean the bivalent, monospecific form with normal
interchain disulfide bonds {left), the half-molecule with an intrachain disulfide bond (middie) and a
mixad bivalent. bispecific form (right).

Figure 14: Le comportement in vivo et in vitro des IgG1, 2, 3 et 4. [Nature
Biotechnology 25, 1369 - 1372 (2007)].
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Comme illustré dans la figure 14, les IgG1 et IgG3 restent monomériques. In
vivo, les IgG2 forment des diméres covalents entre des IgG2 identiques ou différents en
utilisant des ponts disulfures intermoléculaires (la structure exacte n'a pas été
déterminée). In vivo, les IgG4 est en équilibre entre les formes bivalentes,
monospécifigues avec des ponts disulfures interchaines normaux (a gauche), et les
demi-molécules avec des ponts disulfures intrachaines (milieu) et des formes bivalentes

bispécifiques (a droite).

Il parait nécessaire, ici, de mettre en avant I'importance de la sélection naturelle
des différentes sous-classes d’anticorps monoclonaux. Le systeme immunitaire
adaptatif humain est fait de facon a distinguer les antigenes du soi de ceux du non soi.
Il produit les 1gG4 en situation de stimulation antigénique persistante. On pense que la
monovalence des IgG4 est mise en place comme un mécanisme de protection dans de
rares cas de réponse par les IgG4 a des antigenes du soi (souvent responsables de
désordre auto-immun). Si les 1gG4 bi-fonctionnelles agissaient comme des IgG
normales, elles doivent lier les récepteurs membranaires et induire une réaction de

toxicité potentielle.

De plus, il a été découvert que les IgG4 permettent une inhibition des effets des
auto-anticorps par un blocage stérique des IgGl, sans causer de dommage elles-
mémes. Cet effet inhibiteur s’applique aux IgG2, IgG3, IgE et aux IgM. La monovalence

a été mise en évidence chez d’autres mammaliens comme le cheval.

Les 1gG2, elles, sont impliquées dans des réponses immunitaires contre les
sucres antigéniques membranaires des bactéries. Les diméres d’'IgG2 formés dans le
sérum peuvent augmenter la protection. Ceci illustre bien le réle de la sélection
naturelle des IgGs humaines et leur implication dans des tactiques différentes de

défense.

Les Acm sélectionnés pour une éradication complete des cellules cancéreuses
doivent étre d’un isotype actif induisant une activation du complément (CDC) et une
ADCC. Les IgG1 et IgG3 répondent a cette notion. Les 1gG3 n’ont probablement pas
été développées en cliniqgue pour des raisons de % vie courte et de polymorphisme

allotypigue important. De plus, la longueur de la région charniere (62 acides aminés)
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augmente leur susceptibilité a la protéolyse et fais croitre leur poids moléculaire. (Voir
Tableau IlI).

En plus des isotypes « basiques » décrits précédemment, des variants ayant des
fonctions effectrices mutées sont disponibles. Leur expression par des technologies
recombinantes permet un large choix de fonctions effectrices selon que les fonctions
des Acm d’origine soient conservées ou pas. Le tableau lll décris les fonctions

effectrices assurées par les fragments Fc des différents isotypes d’Acm.

En plus des fonctions effectrices, le fragment Fc assure les fonctions de % vie
plasmatique d'ou l'importance d’'un choix parfaitement étudié dans une stratégie
thérapeutique donnée. Si I'objectif est de neutraliser un antigéne soluble, les fonctions
effectrices sont moins importantes, le choix donc d’utiliser une 1gG1, 2, 3 ou 4 est
valable. Une comparaison in vitro ou in vivo permettra de rendre ce choix définitif. Si
une ADCC maximale est I'effet recherché, une IgG1 non-fucosylée est recommandée.

Si, en revanche, I'activité minimale est voulue une 1gG2 non-glycosylée est a utiliser.%?

5.3.2. Fonctions Y2 vie plasmatique du Fragment Fc

Il est important de retenir que les sites de fixation des différents récepteurs (le
FcyR, le C1g du complément et le FcRn) sont distincts mais accolés les uns aux autres.
Ceci conditionne fortement les modifications a apporter a '’Acm. En effet, tout
changement affectant I'une des 3 activités du fragment Fc peut engendrer des
consequences sur les autres fonctions. Ces modifications ne peuvent étre assumées

comme négligeables d’ou la nécessité d’une étude détaillée de leurs effets.®?

Il existe, il faut le rappeler, 2 techniques d’ingénierie permettant la manipulation
de la ¥ vie des Acm : la 1" est la modification des séquences en aa et la 2°™ est leur
modification par fixation sur une protéine ou un peptide. La 1°® catégorie étant celle qui

a attiré le plus d’intéréts ces dernieres années.

Le FcRn a été étudié, les premiers temps, comme étant le récepteur qui
transporte les anticorps de la mére au foetus. |l a été démontré depuis qu’il assure le
maintien et la régulation de la concentration des anticorps et de l'albumine dans le

sérum. C’est un systéme actif d’'augmentation de la % vie des IgGs endogenes.
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Le fonctionnement du FcRn implique une pinocytose non spécifique de phase-
fluide. Les IgGs sont récupérés du sang et fixés par le FcRn dans le milieu acide de
'endosome. Pendant I'exocytose de I'endosome a la surface cellulaire, les IgGs non-
liées a un FcRn sont catabolisées. Les expériences in vitro ont démontré la fixation pH

dépendante des IgGs, qui a pH6.0 lient fortement le FcRn mais faiblement ou pas a
pH7.4 (pH sanguin).?®

Blood (physiological pH) 10

FcRn ”"1{33.}
Serum ,\,\186 $ FcRnAb dissociates
FERNAD protein 5 Ja == —— atpH 7.4
% K2 Ba 7 Recycling .
== Ui Endocytic endosome Y el e
| @z= v vesicle . v Sy

\ & \f.::: @(‘*’c-;g - ég? J% “
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Adapted from Roopenian & Akilesh (2007)
Figure 15: recyclage des Immunoglobulines par le FcRn dans les cellules. Les

protéines sériques, y compris les 1gGs, sont captées par les vésicules d’endocytose.
L’acidification (pH 6.0) de I'endosome formé induit une fixation de I'lgG (FcRnAb) par le
FcRn. Les complexes (FcCRn-FCRnAb) sont ensuite recyclés et libérés dans la
circulation sanguine a un pH neutre (pH 7.4). Les IgGs non fixées par le FcRn sont,

elles, dégradées par le lysosyme.?*

Si la ¥ vie améliorée est recherchée, les modifications a apporter sur les 1gGs
afin d’améliorer leurs fixation par le FcRn doivent permettre uniquement une fixation a
un pH acide et non a un pH neutre. En effet, I'étude [Dall’Acqua et al. 2002] portant sur
'ingénierie du fragment Fc a évalué des variantes d’lgG1 humaines ayant la capacité

de fixer un FcRn murin aux pH6.0 et 7.4. Il a été observé que la Y2 vie de ces variantes
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était basse. La méme équipe a évalué une IgG1 anti-VRS (Virus Respiratoire Syncitial)
humanisé avec un fragment Fc modifié de fagcon a avoir une capacité de lier le FCRn
humain et primate a un pH6.0 uniquement (pas de liaison & pH7.4). Les 2 études ont
permis de conclure que le fragment Fc modifié augmente la % vie de IgGl

comparativement & un fragment natif.'®?

Une autre étude [Petkova SB et al. 2006] a comparé la pharmacocinétique de 3
lgG1 humaines modifiées avec leurs IgGs natives. Les IgGs modifiées comportaient : 2

3éme

lgGs (X et Y) ayant une fixation au FCRn humain augmentée et la (Z2) avec une
capacité de fixation diminuée. L’étude a été menée chez des souris transgéniques
portant un FCRn humain (absence du FcRn de primates). Les IgGs (X et Y) fixent le
FcRn humain a pH6.0 mais pas a pH7.4, mais I'une d’entre elles (Y) lie le FcRn murin
aux deux pH. Dans le cas de I'utilisation d’'une souris transgénique (FCRn humain), ces
2 1gGs présentent une %2 vie deux a trois fois celle des IgGs natives correspondantes.
Comme attendu, I'lgG (Z), elle, présente une 2 vie plus faible. Cependant, dans le cas
ou une souris normale (FCRn murin) est utilisée, les Y vies des IgGs (X et Y) ne
présentent aucune différence statistiquement significative avec les IgGs natives. Ceci
confirme les résultats de I'étude mentionnée précédemment, a savoir, les modifications
apportées au fragment Fc doivent permettre une fixation au FcRn a pH6.0 mais pas au
pH7.4 afin d’améliorer la ¥4 vie des 1gGs.[*%

Une étude [Paul R. Hinton et al. 2006] sur les différentes modifications possibles
sur les fragments Fc avait démontré que les IgG1l permettaient une fixation meilleure
sur le FcRn et donne une ¥ vie longue. Néanmoins, d’autres études ont démontré que
certaines modifications améliorant la fixation de I'lgG au FcRn n’amélioraient pas
forcément leurs % vies. Les causes possibles de cet échec sont l'utilisation de
techniques de mesures différentes ne permettant pas une étude comparative des
parameétres cinétiques. De plus, une disparité des résultats pourrait étre observée
guand des especes animales différentes sont utilisées pour [Ilanalyse
pharmacocinétique d’ou I'importance, encore une fois, des essais in vivo afin de vérifier
la relation fixation au FcRn — %2 vie plasmatique.’®?

La nature de la chaine |égere peut avoir un effet remarquable sur la fixation des

IgGs au FcRn comme le démontre I'étude menée par Gurbaxani B et al. 2005. En effet,
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les IgG2 associées a des chaines légéres kappa ont une affinité (hors-taux) élevéee et 3
fois plus rapide que les mémes IgG2 associées a une chaine lambda. Ceci intervient
malgré que les 1gG2 A présentent une % vie plus courte que les IgG2k.1*?

Afin d’augmenter la %2 vie d’'un Acm ou d’'un fragment d’Ac, une méthode qui
consiste a utiliser 'albumine comme porteur via des réactions covalentes ou non
covalentes a été étudiée. L’albumine, il faut le rappeler, est une protéine plasmatique a
Y2 vie longue. Il a été découvert en 2003 qu’elle aussi se lie au FCRn mais sur un site
différent de celui des IgGs. Les études menées depuis se focalisent sur I'utilisation de
cette protéine dans laugmentation de la ‘2 vie des fragments d’anticorps

principalement.®?

Une nouvelle méthode, elle, consiste en l'utilisation de la glycosylation afin de
modifier le profil pharmacocinétique des fragments d’anticorps. En effet, l'introduction
d’'une glycosylation N-liée au niveau du site de liaison des domaines variables des
mono-chaines diabody et I'extension au niveau C-terminal par un peptide induisent,
toutes les deux, une augmentation de deux fois la % vie. Néanmoins, leurs %2 vies
restent de I'ordre de quelques heures comparativement avec celle de I'albumine-fusion
qui est d’un jour. Une autre étude a évalué I'effet de I'acide poly-sialique (11 ou 22kDa)
sur la pharmacocinétique des fragments Fab. Il a été observé une amélioration de la
pharmacocinétique et une multiplication par trois de I'absorption tumorale des acides

sialiques & 11kDa. Cependant, une baisse de la sélectivité a été notée.!*?

Au moment ou la plupart des études s’intéressent au rallongement de la ¥ vie
des Acm, certaines études ont cherché a mettre au point des Acm a Y% vie réduite pour
une utilisation a des fins de diagnostique. Afin de diminuer leur toxicité, il a fallu trouver
un bon compromis entre la %z vie et les fonctions effectrices a savoir TADCC et la CDC.
L’ingénierie qui étudie la mise en place d’Acm dont la pharmacocinétique est
maitrisable permet 'adaptation de ’Acm a une utilisation particuliére. Il est & noter a ce
niveau-la que les fragments d’anticorps (Fab) peuvent étre utilisés dans des cas
similaires a cause de leurs Y vies réduites pouvant aller de quelques heures a

quelques jours.?
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5.3.3. L’ingénierie des fonctions effectrices: interaction du Fc avec le FcyR
et le Clqg

Les 4 isotypes des IgGs interagissent avec un groupe de récepteurs appelés
FcyR. Ces derniers font partie de la superfamille des immunoglobulines et sont divisés
en 3 classes : FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) et FcyRIll (CD16). Les 2 derniéres classes
peuvent étre subdivisées en : FcyRlla (un récepteur activateur), FcyRIlIb (inhibiteur),
FcyRllc (activateur), FcyRllla (activateur) et FcyRIllIb (ne comportant pas de domaine

intracellulaire et est unique par le fait qu’elle soit GPI-liée).

Engager I'activité des récepteurs FcyRlla, FcyRllla et FcyRIlb est compliqué de
par les voies de signalisations différentielles qu’ils impliquent mais aussi a cause de leur
polymorphisme. En effet, le polymorphe FcyRIlla-V158 lie les IgG1 dix fois mieux que le
polymorphe FcyRIlla-F158.1% La lettre V correspond, il faut le rappeler, a I'acide aminé

Valine et la lettre F au Phénylalanine.®®

Lors du développement d’'une IgG pour une fonction donnée, Il est important de
prendre en considération non seulement lisotype d'lgG mais aussi lequel des
récepteurs serait le plus adéquat pour l'activité en question. Il faut, de plus, connaitre
lesquelles des cellules immunitaires expriment le récepteur concerné et les capacités

de liaisons des différents polymorphes.

Si une ADCC améliorée est recherchée, il y a un consensus général sur le fait
que ce sont les NK la cible principale car elles n’expriment a leurs surfaces que le
FcyRllla. Plusieurs études ont essayé d’améliorer les interactions entre I'lgG1 et le

FcyRIlla humains.®?

L’étude, Shields RL et al. 2001, avait mis au point des variants d’IlgG1 ayant une
affinité au FcyRllla et une ADCC améliorée.

Une autre étude a choisi d’analyser l'affinité d'lgG1 mutées sur leurs fragments
Fc avec le FcyRllla et I'effet observé sur TADCC en comparaison avec les IgG1 natives.
L’ADCC a été proportionnelle a 'augmentation de l'affinité au récepteur FcyRllla. Le
niveau d’ADCC observé est dépendant de I'expression de I'antigéne a la surface de la

cellule cible. Les IgG1 mutantes présentent une augmentation d’ADCC sur 4 lignes
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cellulaires avec un niveau d’expression variable de I'antigéne (HER2 dans le cas de
cette étude). L’augmentation a méme été observée chez les cellules ayant présenté un
niveau faible d’expression de I'antigéne. Ceci pourrait étre intéressant pour les patients
cancéreux ayant une faible expression d’antigéne. Les Fc étudiés présentent une
augmentation de la fixation au FcyRI et FcyRIIb en plus d’'une affinité augmentée au
FcyRlIlla. 1l serait donc important de travailler sur 'amélioration de la spécificité de ces

molécules.®?

Une autre étude, en lien avec I'étude Dall’Acqua et al. 2002, est venue analyser
la combinaison, a la fois, des mutations permettant d’augmenter 'ADCC et celles
permettant I'amélioration de l'affinité au FcRn. Il a été conclu que l'introduction d’'une
mutation améliorant TADCC en présence de celle améliorant l'affinité au FcRn
augmenterait l'affinité au FcyRllla par 80 fois et TADCC par 100 fois. (Voir 5.3.2

Fonctions ¥z Vie plasmatique du Fragment Fc).

Les auteurs d’une autre étude sont arrivés aux mémes résultats que les études
précédentes mais ils ont en conclus qu’il n'y avait aucune corrélation absolue entre
I'affinité au FcyRIlla et TADCC. lls en ont rajoutés que les modifications apportées
n'altéraient pas [laffinité au FcRn et donc n’avaient pas deffets sur la

pharmacocinétique.®?

Toutes les études, précédemment mentionnées, s’intéressaient principalement a
la relation affinité FcyRIlla et ADCC. Une autre étude, elle, s’est plus focalisée sur la
relation entre la fixation au Clqg et les fonctions CDC/ADCC. Le principe était de
préparer 26 variantes d’lgG1 humaines modifiées au niveau de la région charniére de
facon a jouer sur son espacement/raccourcissement et sur sa flexibilité/rigidité. lls ont
observé que la fixation au Clq et au FcyRllla, toutes les deux, exigeaient une rigidité
intrinséque de la partie centrale de la charniere mais la flexibilité de la partie supérieure,
elle, n'avait aucune influence. Il a été conclu aussi que les ponts disulfures de la partie
centrale de la région charniere étaient tres importants pour la liaison au C1q et que la

présence d’un seul pont suffit pour la fixation du FeyRllla.l®?

Deux exemples illustrant l'utilisation d’anticorps ou de fragments d’anticorps

portant un fragment Fc modifié : Le Soliris® (Eculizumab : un Acm humanisé anti-C5) et
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Orencia® (Abatacept : fragment Fc de fusion du CTLA4). Leurs fragments Fc ont été
modifiées de facon a réduire les fonctions effectrices et leur immunogénicité. Cette
derniére n’est pas plus importante que celle présentée par les autres anticorps déja
approuvés. L’Eculizumab, approuvé pour I'Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne
(HPN), possede une chaine lourde composée d’un fragment CH1 d’'une 1gG2 et d’'une
charniére fusionnée a un CH2 et CH3 d’une IgG4. Grace a ces modifications, cet Acm
ne lie pas le FcyR et n'active pas le complément (Voir tableau IIl). Lors de sa mise sur
le marché, des anticorps anti-Eculizumab ont été détectées dans 2% des cas
uniquement (3 patients sur 196). Un autre anticorps anti-CD200 composé d’un Fc
chimérique 1gG2/IgG4 a prouvé que le fragment Fc modifié diminue l'intensité de
'ADCC.

L’Abatacept, lui, a une charniére dans laquelle deux résidus cystéine ont été
modifiés en sérine dont une O-glycosylée. Une proline a été, elle aussi, modifiée en
sérine. Le résultat obtenu est que I'abatacept n’active pas TADCC et la CDC. De plus,
tout comme I'Eculizumab, son immunogénicité est de l'ordre de 2.8 a 3%. Il est a
rappeler que ces chiffres rentrent dans le méme ordre que les autres anticorps déja mis

sur le marché.[®2

5.3.4. Influence de la Fc-glycosylation sur les fonctions effectrices :

Les IgGs contiennent des N-glycosylations hétérogénes sur la région CH2 du
fragment Fc. Leur hétérogénéité est due a la présence de sucres terminaux différents et
varie selon les espéces et les systemes d’expression. Ces glycanes tirent leur
importance de leurs capacités a influencer la fixation de I'lgG sur le FcyR et sur le C1q.
Les sucres terminaux (acide sialique, Fucose, N-AcétylGlucosamine et Mannose)
influence la liaison IgG-FcyRllla et donc 'ADCC. Le résidu galactose terminal, lui,
affecte la fixation de I'lgG sur le C1q et influence donc la CDC. La présence ou
'absence d'un sucre influence les interactions hydrophobes et hydrophiles impliquées

dans la liaison 1gG-Fc.®

La majorité des N-glycanes sont des structures complexes bi-antennes avec une
grande hétérogénéité. lls présentent une région structurale commune, comportant 2 N-

acétyl-glucosamine, liée a une Asparagine du fragment Fc par une liaison amide et 3
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résidus mannose. En plus de cette structure de base, les chaines glycanes contiennent
des sucres tels que le Galactose (Gal), acide sialique (NANA : N-AcetylNeuraminic
Acid), N-acétyl-Glucosamine (GIcNAc), Mannose (Man) et Fucose (Fuc). La partie
glycane du fragment Fc d’'une IgG humaine est composée de la structure commune
fucosylée avec une hétérogénéité due a la galactosylation et a la sialylation. Environ
10% de ces glycanes ne contiennent pas de résidus Fucose. Cette hétérogénéité des
sucres terminaux a des conséquences fonctionnelles car elle a un effet sur la fixation
des IgGs avec les FcyR et le C1q. De plus, elle varie d’'une espéce a une autre et est
dépendante de I'age, du sexe et de I'état de santé de I'individu. La galactosylation chez
’humain, par exemple, diminue avec l'age et les patients atteints de maladie
autoimmune telle que la polyarthrite rhumatoide ont une galactosylation moins

importante que les individus en bonne santé.®

MANA — Gal - GleNAG — Man Fue

\Man —GleNAc— GlcNAc G252
NANA - Gal = GlcNAc - Man

" Fue
MNANA = Gal= GlcNAc = Man G2

\MEI-"‘—GI-:NM— GlcMAc l[(ll '3]
Gal = GIcNAC = Man

Gal— GlcNAz — Man Fuc G2s1

\MM—EICNA.C— GlcMNAC {a1,3)
MANA = Gal = GlcNAc = Man

Gal— GlcNAG — Man Fue

5"rx-'lzm-Lal-:mm- GleMac G2
Gal - GleNAz — Man

Gial— GlcNAC — Man Fua G1
“han —GleMNAc— GleNA:  (1,8)
GlcMAc — Man
GlcNAG — Man Fuc G1

“Man ~GicNAc- GlcNAC  (a1,3)
Gal - GleMAs — Man

GlcNAC = Man Fuc
\Man —GicNAc— GicNAc GO

GlcMAc — Man
Courrant Opinion in imummology

Structure of major N-glycans found in human lgG. The majority of
glycans found in the Fc of human IgG are shown. These glycans ara
complex biantennary structures with heterogensity becausa of terminal
galactose andfor sialic acid residues (NANA, N-acetylneuraminic acid;
Gal, galactoses; GleMAc, A-acetylglucosamine; Man, mannosa; Fuc,
fucose). About 10% of these glycans may not contain core Fuc residue
{not shown) [Gl: no Gal; G1: one Gal on sither a1,B-branch or a1,3-
branch; G2: two Gal; G251: two Gal and one MAMNA on either al,6-
branch or a1,3-branch; G252: two Gal and two MANA].

Figure 16: Structure de la majorité de N-Glycanes rencontrées dans les IgGs
humaines. Current Opinion in Immunology 2008, 20:471-478.

61



Les anticorps monoclonaux comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes d’actions et aspects pharmaco-économiques I 2015

5.3.4.1. Lesrésidus Galactose terminaux affecte la CDC :

Seulement 10% des IgGs sériques humaines sont sialylés au niveau de leur
région Fc. Les 1gGs recombinantes produites dans des cellules d’ovaires d’hamster
chinois (CHO) sont, quant-a-elles, sialylés dans 5% des cas uniquement. Donc la
plupart des IgGs contiennent des terminaisons sans ou avec 1 ou 2 galactoses (GO, 1
ou 2) dans leurs antennes (Figure 16). La présence du Gal terminal affecte la CDC
mais pas 'ADCC. En effet, les tests sur le Rituxan® (rituximab) ont permis de conclure
qu’une augmentation du nombre de résidus Gal augmenterait la CDC. Cependant, cette
augmentation n’a aucun effet sur TADCC comme cela a été conclu avec une étude sur
'ADCC. Le Gal terminal n’a aucune influence sur la fixation de I'lgG sur le FcyRllla et il
n’affecte pas la reconnaissance anticorps-antigene. La figure 17 illustre ce qu'a été

précédemment mentionné.®®
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Increass in terminal Gal content increases CDC activity {a) and C1g binding (b} of rigGs but does not affect ADCC activity () and antigen binding (d).
G2, G0, andfor Gno (no glycans) glycoforms of Rituxan and/or Harcaptin ware prepared by in witro ghycosylation methods. These glycoforms along with
contral antibody samples (untreated) ware subjected to CDC (Rituxan glycoforms), C1q binding (Rituxan ghreoforms), ADCC (Herceptin glycoforms),
and antigan binding to HER2-ECD {Herceptin glycoforms). Rituxan is a chimaric antibody against CD20 and alicits COC activity but shows vary little
ADCE activity. Hercaptin is a humanized antibody against HER2-neu antigen and elicits ADCC activity but no CDC activity.

Figure 17: l'influence des sucres terminaux du fragment Fc sur l'activité effectrice des
IgGs. Current Opinion in Immunology 2008, 20:471-478.
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5.3.4.2. Lesrésidus GIcNAc terminaux affecte la CDC :

Les glycoprotéines sériqgues contenant des résidus GIcNAc se fixent sur le
récepteur au mannose ce qui réduit leur ¥2 vie plasmatiqgue. Néanmoins, beaucoup
d’lgGs recombinantes, contenant des résidus GIcNAc terminaux, présentent une % vie
plus importante que celle des glycoprotéines contenant les mémes résidus. La
présence de ces résidus n’affecte donc pas la pharmacocinétique des IgGs.
Cependant, ils ont la capacité in vitro d’activer la voie alternative du complément. Une
augmentation du contenu en GIcNAc et donc une diminution du contenu en Gal diminue

la capacité de fixation au C1q et réduit donc la CDC.5®

5.3.4.3. L’absence des Fucose augmente I'activité ADCC des IgG :

Les résidus Fuc sont a1-6 liés avec les GIcNAc de la structure commune de
base (Figure 16). La biosynthése de ces structures fucosylées est assurée par une
enzyme appelée: a1,6-fucosyltransférase. Dans plus de 80% des IgGs sériques et plus
de 90% des IgGs recombinantes produites dans des CHO, les Fc sont fucosylées.
L’absence du fucose de la structure de base accroit significativement TADCC car il y a
un accroissement de I'affinité au FcyRllla. Plusieurs stratégies ont été développées afin
de réduire la fucosylation et d’accroitre donc 'ADCC. Parmi ces méthodes, il y a la
production de lignes cellulaires chez lesquelles I'expression de l'enzyme a-1,6-
fucosyltransférase est réduite ou annulée. D’autres stratégies consistent en un blocage
du géne responsable de cette enzyme ou par une surexpression d’'une enzyme qui
ajoute des résidus GICNAc terminaux. Il a été démontré, a ce propos, que l'ajout de
GIcNAc réduirait leurs contenus en fucose. L’amélioration de I'affinité des glycanes peu
ou non fucosylés au FcyRIlla est indépendante de la sous classe d’lgG et engendre

donc une amélioration des activités d’ADCC.®!

5.3.4.4. Lasialylation affecte les fonctions effectrices :

Une augmentation du contenu en acide sialique terminal peut améliorer la %2 vie
sérique de beaucoup de glycoprotéines. Une telle augmentation chez les IgGs
recombinantes provoquerait une diminution de l'activit¢ ADCC. L’acide sialique en
qguantité importante affecte négativement la fixation de I'lgG au récepteur FcyRllla. De

plus, ceci pourrait empécher la fixation sur les antigénes de surface.®®
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5.3.4.5. L’effet d’une structure chargée en Man sur I’activité ADCC :
Les IgGs humaines contiennent tres peu de quantités de Man5GIcNAc2. Des
structures contenant des quantités supérieures de Mannose (6, 7, 8 et 9) sont
présentes dans les IgGs de la poule mais absentes ou peu présentes chez I’humain.
Dans les IgGs recombinantes, leur quantité varie selon la ligne cellulaire et selon le lot.
La présence d’une telle structure permet la fixation sur un récepteur au Mannose et
réduirait donc la % vie plasmatique. De plus, il a été démontré que les IgGs contenant
une structure se finissant par un résidu Man terminal sont rapidement éliminées du
sérum comparativement aux IgGs portant des glycanes. Il est quand méme important
de noter que I'étude MillWard et al. 2008 avait démontré qu’il n’y avait pas de différence
significative entre les Y vies plasmatiques des IgGs enrichis en Man et de celles
enrichies en glycanes autres que le Man. Cette influence est donc variable d’un
anticorps & un autre.®
En plus de linfluence sur la 7z vie plasmatique de I'lgG. L’étude menée par Zhou
et al. 2008 a démontré que les IgGs recombinantes ayant des quantités importantes de
Man présentent une activitt ADCC améliorée. En effet, tout comme dans le cas de
'absence des fucoses, il y a une augmentation de I'affinité au récepteur FcyRllla. De
plus, les fragments Fc des IgGs comportant des quantités considérables de Man ne
sont pas fucosylés. Il ne peut donc pas étre conclu si 'amélioration de l'affinité au
FcyRllla et de 'ADCC est due aux structures enrichis en Man ou a I'absence de fucose.
Dans la méme étude, il a été démontré que ces structures lient le C1q avec une affinité
moindre et réduisent I'activité CDC. L’influence donc des structures enrichis en Man sur
les IgGs s’observe a 3 niveaux :
- La réduction de la % vie plasmatique des IgGs, a cause de leur affinité pour le
récepteur hépatique au Man.
- L’amélioration de l'affinité au récepteur FcyRllla et de TADCC, qui peut étre due
a I'absence de fucose.
- La réduction de l'affinité au C1q et de l'activité CDC, probablement a cause de

I'absence des résidus Gal terminaux.

64



Les anticorps monoclonaux comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes d’actions et aspects pharmaco-économiques I 2015

5.3.4.6. Les interactions hydrophobes et hydrophiles entre les sucres
terminaux et les acides aminés du fragment Fc :

L’'impact des sucres terminaux sur les fonctions des anticorps peut étre di aux
interactions hydrophobes et hydrophiles entres les acides aminés et les sucres comme
le confirme les analyses structurales des fragments d’IlgGs humaines par
cristallographie aux rayons-X, Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et
Microcalorimétrie.*®

Des glycoformes d’une 1gG1 humaine (Figure 18) ont été cristallisés avec des
fragments modifiés de la protéine A. lls contiennent deux structures saccharidiques
fucosylées identiques liées a un Asn297 de chaque chaine lourde. lls ont été résolus a
1.65, 2.3 et 2.45A ¢
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Figure 18: l'influence des sucres terminaux sur les fonctions effectrices. T Shantha
Raju. Current Opinion in Immunology 2008, 20:471-478.%°

Au niveau des structures cristallines, les résidus saccharidiques a1,6-liés des
glycoformes G2, GO et G-2 présentent un facteur de température (facteur de Debye-
Waller) faible et sont bien résolus. Cependant, les résidus a1,3 sont faiblement résolus
et présentent un facteur de température important. Il semble que les résidus ayant un
facteur de température important présentent plusieurs conformations. Ceci est le cas
des a1,3-liés Gal et GIcNAc du G2 glycoforme et du fucose lié au GIcNAc. Un total de 6
liaisons hydrogenes entre les sucres et les aa ont été observés chez le glycoforme G2

tandis que les GO et G2 n’en présentent que 2 seulement. A cause de I'absence des
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résidus Gal des branches a1,6, le stretch entre les résidus 244 et 247 est faiblement
déstabilisé dans le glycoforme GO. Une molécule d’eau occupe un espace proche de
celui ou se logeait le Gal. Elle relie 'oxygéne du carbonyl de la Pro244 a la Thr 260,
induisant ainsi une énergie stabilisatrice. Les glycoformes G-2 présentent des
propriétés similaires a celles des GO de par I'absence des résidus Gal et GIcNAc.®

La réduction de la taille des structures saccharidiques semble affecter la
structure tertiaire des fragments Fc. Il y a, en effet, une perte de résolution dans la
structure obtenue par rayon X et une augmentation uniforme du facteur de température.

Une étude comparative des glycoformes de fragments Fc utilisant la micro-
calorimétrie difféerentielle a balayage suggére une enthalpie plus faible pour la GO
relativement a celle de la G2. Ceci pourrait étre d0 a la perte des interactions
hydrophiles entre les saccharides et les aa des fragments CH2. Ce type d’interactions
entre les Gal et les aa doivent jouer un role important dans I'amélioration de I'affinité
des anticorps galactosylés au C1q. Cependant, il n’'y a aucune donnée valable sur les
structures cristallines des anticorps contenant des acides sialiques. Il n’est donc pas
possible de lier la réduction de la résistance de ce type d’anticorps aux protéases avec
les éventuelles interactions entre I'acide sialique et les aa.k®

Les acides sialiques sont chargés négativement et sont plus volumineux que les
la plupart des monosaccharides. Par conséquent, les résidus sialiques peuvent former
des interactions de types ioniques, hydrophobes et hydrophiles avec les aa tout en
imposant une contrainte spatiale a cause de leur gros volume. Leur charge et leur
volume peut donc affecter la conformation des fragments Fc et les fonctions effectrices

de I'anticorps.?®

5.3.4.7. Interactions saccharides-saccharides :
Les résidus saccharidiques des monomeres Fc sont trés peu en contact entre
eux a l'exception des 2 résidus Man au niveau de la branche a1,3 des 2
oligosaccharides. Cette interaction est de type hydrophobe. La cristallographie aux
rayons X démontre bien que les branches a1,3 parcourent la méme distance qui est de
0.83A quand les résidus GIcNAc sont comparés entre les deux formes G2 et GO. Les
informations obtenue par RMN valident les données obtenues par rayons X. Il y a donc

bien une interaction de type hydrophobe entre les résidus Man au niveau des branches
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a1,3. Cette interaction semble étre nécessaire pour maintenir une conformation
appropriée du fragment Fc afin que les IgGs puissent exprimer leurs activités ADCC et
CDC. En l'absence de ces interactions hydrophobes, la région CH2 du fragment Fc
présente un petit renflement qui, lui, augmente le volume hydrodynamique et donc
altére leurs conformations. Ce renflement est observé par la mesure du coefficient de
sédimentation des fragments Fc glycosylés et déglycosylés. Ce réarrangement
structural doit étre responsable de la perte des activitts ADCC/CDC avec une
sensibilité augmentée des IgGs déglycosylés aux protéases. En plus des résultats de
cristallographie aux rayons X et de la RMN, la microcalorimétrie différentielle est venue
mettre en évidence les différences significatives des domaines CH2 et CH3 entre les
lgGs glycosylées et celles déglycosylées, en terme de stabilité. L'énergie de
stabilisation des domaines CH2 déglycosylés est réduite, suggérant que la
déglycosylation les rende moins structurés et plus sensibles aux protéases.®®

Les études structurales des fragments fucosylés ou non-fucosylés révelent que
'ensemble des conformations de ces glycoformes sont similaires a I'exception du mode
d’hydratation autour de la Tyr296, ainsi qu'une différence de la carte de densité en
électrons aux alentours des résidus Asp280 et Asn297. Ces différences mineures des
conformations des fragments Fc entre les IgGs fucosylées et non-fucosylées
n’expliqguent pas I'affinité améliorée des Acm non-fucosylés au récepteur FcyRllla.
L’explication pourrait étre apportée par une étude sur le récepteur FcyRllla qui
comporte une glycosylation au niveau de ’Asn162 qui a un impact direct sur la fixation
des anticorps. La grande affinité entre les anticorps non-fucosylés et les récepteurs
FcyRIllla résulte des interactions productives entre le résidu saccharide du récepteur et
la région du fragment Fc qui est accessible en I'absence du résidu fucose. Etant donné
que le résidu fucose ne présente pas d’interactions hydrophobes ni hydrophiles et est
trés flexible, sa présence semble encombrer de maniére stérique linteraction Fc-
FcyRIlla.B®
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Carbohydrate-carbohydrate interactions between the two Man residues present in «1,3-branches of two Fc glycans of IgGs. The two core Man

residues in the a1,3-branch of each glycan interact via hydrophobic (carbohydrate-carbohydrate) interactions. This interaction seems to be important
for maintaining antibody stability and effector function.

Figure 19: les interactions impliqguées dans la stabilité et les fonctions effectrices des
anticorps. Current Opinion in Immunology 2008, 20:471-478.5¢!

Les études des cristaux et des solutions démontrent que les variations mineures,
en raison de I'hétérogénéité des sucres terminaux, affectent la conformation des

fragments Fc. Ces changements de conformation des fragments Fc influence les
fonctions et la stabilité des anticorps.®®

Il est aussi important de souligner que du fait de I'hétérogénéité des glycosylation
entre les especes, les lignes cellulaires et les lots fabriqués, il semble étre important de

surveiller de maniére étroite le profil de glycosylation durant la production.®®
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6. Les cibles et modes d’actions des Acm thérapeutiques et de leurs dérives :

Intégrines
L7 -

D MModulateurs du réseaw oytokinigue @ infliximab, adalimumab, etanercept, cermolizumab, golimumab, ARME-
527, anakinra, rilonacept, canakinumahb, daclizumakb, basilixdmab, mepolizumakb, atlizumab, CHNTO 328

B Inhibiteurs des lymphocytes B - fAiuximab, ofastumumab, oorelizumab, weltiusumab, TRU-015, epratuzomaks,
belimumab, atacicepr, briobacept

& Inhibiteurs des lymphocytes T @ visilizumab, otelixizumab, teplizumak, NI-0407, ranolizumab,

O Inhibiteurs globaux des lymphocytes B et T - alermuurumab

€& Inhibiteurs de la co-stimulation : abatacept, belatacept

© Inhibiteurs du complément :© eculizumaks

& Inhibireurs du recrutemen: cellulaire : natalizrumab

Figure 20: Principales cibles des biothérapies immunologiques.®*®

6.1. Neutralisation de I'interaction ligand soluble-récepteur

6.1.1. Cytokines solubles : Exemple des TNF-a

Les cytokines forment un réseau de médiateurs protéiques servant a réguler le
fonctionnement du systeme immunitaire. Leur implication dans des maladies auto-
immunes rend leur modulation tres intéressante. Il est, néanmoins, difficile de réaliser
cette approche a cause de la complexité de ce réseau. Une des stratégies ayant été

développée est I'inhibition des cytokines.*®!

Le TNF-q, il faut le rappeler, est un composant majeur dans la cascade des
cytokines pro-inflammatoires qui induisent des maladies rhumatismales. Il est produit
essentiellement par des macrophages et des monocytes activés et active, lui-méme, les
ostéoclastes, les chondrocytes, les fibroblastes synoviaux et les macrophages. Il induit

une cascade de cytokines inflammatoires et stimule la prolifération cellulaire. Des taux
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elevés de TNF-a ont été observés au niveau des synoviales dans plusieurs types
d’arthrites.®

L'utilisation d’inhibiteurs de TNF-a représente une avancée thérapeutique
majeure dans le domaine des maladies auto-immunes. En effet, I'utilisation d’inhibiteurs
de TNF-a a rendu possible la prise en charge des rhumatismes inflammatoires
chroniques tels que la polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante, I'arthrite

juvénile idiopathique et le rhumatisme psoriasique.*®!

Deux méthodes de modulation du TNF-a ont été développées a ce jour. La
premiére consiste en l'utilisation d’anticorps anti-TNF-a. Plusieurs anticorps ont été mis
sur le marché depuis 1998 : linfliximab (Remicade®), 'Adalimumab (Humira®), le
certolizumab PEGol (Cimzia®) et le Golimumab (Simponi®). La deuxieme méthode
implique lintervention du récepteur soluble du TNF-a comme I'Etanercept (Enbrel®)

commercialisé depuis 1998148 (68!

6.1.1.1 L’utilisation d’anticorps anti-TNF-a :

L’Infliximab est le premier médicament biologique de cette classe a étre
approuvé (en 1998) dans la maladie de Crohn. En 2002, il a été approuvé dans le
traitement de I'Arthrite Rhumatoide. Cette molécule est une IgG1 chimérique composée
de région Fab murine liée a une région constante kappa d’'une IgG1 humaine produite
dans une culture CHO. L'Adalimumab est, quant-a-lui, produit dans des cellules CHO
mais composé de régions variables humaines manipulées par la méthode de phage
display. Le Golimumab, le dernier des inhibiteurs du TNF a étre mis sur le marché, est
une IgG1 kappa produite sous multiples glycoformes dans des hybridomes de cellules

murines.

Contrairement aux autres anticorps complets, le Certolizumab est un fragment
Fab d’'une IgG4 humanisée. Il est produit dans une culture cellulaire d’E. Coli puis liée
chimiquement via un groupe maléimide avec un PEG. Cette modification diminue le

métabolisme de la molécule et augmente sa % plasmatique.l® [’"]
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Figure 21: structure de la molécule de Certolizumab pegol.!””!

Le Certolizumab est composé d’'une chaine lourde (humaine-murine) liée par un

pont disulfure a une chaine légere (humaine-murine).

~

Fab’
Figure 22: représentation des chaines lourdes et |égeres liées par un pont disulfure du
Certolizumab. Citing IMGT/mAb-DB : Poiron, C. et al., JOBIM 2010. Paper 13 (2010).

Le Certolizumab pegol est indiqué chez I'adulte dans la polyarthrite rhumatoide
sévere active, le psoriasis articulaire, la spondylarthrite ankylosante et la maladie de
Crohn. Il est a préciser que cette derniere indication n’a pas été retenue par 'TEMA. Les
bénéfices de cette molécule dans le traitement de la maladie de Crohn n’étant pas

supérieurs aux risques.!"8 ")
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6.1.1.2. L’utilisation du récepteur soluble TNFR

Deux types de récepteurs distincts de TNF existent naturellement sous forme de
molécules monomériques sur les surfaces cellulaires et sous forme soluble. Le premier
type est une protéine de 55kD (p55) et le deuxiéme présente un poids moléculaire de
75 KkD.

L’activité biologique du TNF est dépendante de sa fixation au récepteur TNFR.
Des monoméres de la portion extracellulaire des TNFR sont naturellement clivés des
surfaces cellulaires et sont appelés sTNFR (solubles). Les sTNFR fixent avec une
grande affinité les TNF circulants et agissent comme un antagoniste naturel aux TNF

empéchant ainsi la fixation de ces derniers sur les récepteurs cellulaires.l’?

L’Etanercept (Enbrel®) est une protéine de fusion administrée par voie sous
cutanée. Elle contient le fragment Fc dune IgG1 humaine et 2 domaines
extracellulaires du récepteur soluble p75. Il est produit par la technologie de 'ADN

recombinant dans des CHO.*8 172

L’Etanercept, une protéine qui consiste en un dimeéere de 2 fois 467 acides
aminés. Parmi les 467 acides aminés, 235 d’entres eux représentent la proportion
extracellulaire du récepteur soluble TNFR. Les 232 acides aminés restants forment le
domaine Fc de l'immunoglobuline IgG1 y compris les régions: charniere, CH2 et
CH3.I"™!

Cette protéine de 150kDa a représenté des ventes globales de 7.9 milliard de

Dollars US. Un chiffre supérieur & celui des autres IgGs couronnées de succés.!™

La structure dimérique de I'Etanercept augmente son affinité et fourni une
inhibition compétitive plus importante que les récepteurs monomériques solubles. De
plus, l'utilisation d’une région Fc d’'une IgG1 lui confére une ¥z plasmatique plus longue

en comparaison avec les récepteurs solubles.!?
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Tumor necrosis factor (TNF; This response can be ENBREL (orange/purple)
yellow) attaches to TNF modulated by soluble TNF works like the body's soluble
“receptors” (purple) on immune receptors that are released TNF receptors, capturing TNF
cells, which trigger a cellular from cells. before it attaches to these
response. immune cells.

Figure 23: mécanisme d’action de I'Etanercept (Embrel®).[®

L’Etanercept module indirectement les réponses biologiques induites ou régulées
par le TNF. Il influence, en effet, I'expression des molécules d’adhésion E-Sélectine et
dans une moindre mesure les molécules d’adhésion intercellulaires 1 (ICAM-1) et la

production de la matrice métallo-protéinase MM3, des interleukines IL1 et IL6.l"2
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Figure 24: diagramme d’une illustration schématique de la structure de glycosylation de
I'Etanercept.™

En plus d’avoir des N-Glycosylations au niveau des régions CH2 du fragment Fc,
I'Etanercept a plusieurs glycosylations N-liees et O-liees dans la région STNFR qui, elle,

représente un tiers du poids moléculaires global de la molécule.l™
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6.1.2. Immunoglobulines solubles : Ac anti IgE-Fc

L’asthme est une maladie chronique des voies aériennes se traduisant par une
inflammation des bronches en lien avec le mécanisme immunologique qui fait intervenir

les immunoglobulines IgE !

La réaction allergique de l'asthme extrinséque se traduit par 2 étapes. Tout
d’abord, I'étape de sensibilisation ou I'organisme entre en contact pour la premiére fois
avec l'allergéne. Une production massive d’IgE est donc déclenchée. Ces derniers se
fixent sur les mastocytes et les éosinophiles au niveau pulmonaire. La péme étape
consiste en l'activation suivie d’'une crise d’asthme. Lors de cette étape, I'organisme
entre en contact pour la 2°™ fois avec I'allergéne qui se fixe aux IgE et entraine une
libération massive d’histamine, de leucotrienes, de prostaglandines, de composant du
complément et de cytokines. La libération de ces éléments provoque une broncho-

constriction et une inflammation menant a une crise d’asthme.

Bien qu’il existe des thérapies pour lasthme (B2 mimétiques, anti-
leucotriénes,...), les patients atteints d’asthme sévere n’ont pas un contréle complet de
la maladie. lls présentent donc une qualit¢é de vie altérée et un risque élevé
d’exacerbation avec des conséquences pouvant étre fatales. Il a donc été nécessaire

de développer des traitements innovants tels que 'Omalizumab.?"

Omalizumab ou Xolair® est un anticorps monoclonal anti-IgE utilisé chez les
patients de 12 ans et plus. Il est indiqué dans les cas d’asthme persistant modéré a
séveére avec une réaction dermique positive ou une réactivité in vitro a un aéro-
allergéne perpétuel et ayant des symptdmes non maitrisés par les corticoides inhalés. Il
est aussi indiqué dans le cas d’urticaire chronique idiopathique qui reste symptomatique

malgré un traitement antihistaminique H1.%"

L’Omalizumab est un Acm humanisé. Cette IgG comporte une partie humaine
(95%) et une partie murine (5%). Cet Acm neutralisant fixe la fraction Fc de I'lgE et

empéche ce dernier d’activer les basophiles et les mastocytes.[39]
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L’Omalizumab forme, en fixant les IgE, des complexes biologiquement inertes
gui sont rapidement éliminés par voies urinaires. Ces complexes n’activent pas le

complément.*!

D’aprés des études menées sur l'asthme allergique, l'administration de
I'Omalizumab fait baisser le taux sérique des IgE libres de 89 a 99%. Cette diminution
est dose-dépendante. L’'Omalizumab attenue les réponses aigles et tardives aprés

inspiration de I'allergéne.!

Il est bien de rappeler que la fixation de I'IlgE sur son récepteur induit 'expression
d’autres récepteurs similaires par un mécanisme d’autorégulation positive.
L’Omalizumab, en fixant I'lgE, réduit 'expression des récepteurs FceRI a la surface des
basophiles et des mastocytes. Ces récepteurs sont internalisés et dégradés. Ce
phénoméne induit une diminution de la capture des IgE et prévient la libération de
facteurs inflammatoires. Il y a donc une possibilité de désensibilisation des mastocytes
et des basophiles qui se manifeste par une stimulation plus importante afin d’observer
la réaction allergique. La diminution du taux d’IgE entraine une réduction de
l'expression du FceRl dans les cellules dendritiques (cellules présentatrices

d’allergéne).B%

Les effets secondaires observés sous Omalizumab sont faibles a modérés. A
part les réactions au niveau du site de l'injection, ces effets ne difféerent pas beaucoup
du groupe placebo. Il y a des réactions anaphylactiques qui sont observées chez 0.09%
des patients. 60% de ces réactions surviennent dans les 2 heures qui suivent I'injection
d'ou la nécessité de surveiller le patient 2 heures aprés les 3 premiéres injections.
D’autres effets indésirables sont observés : diarrhée, nausées, vomissements, rashes

cutanés et épistaxis.*%

6.1.3. Facteurs de croissance : anti-VEGF

La famille des facteurs de croissance endothéliaux ou VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) contrble 'angio-genése normale et tumorale. Ce groupe est
composeé de 5 types de facteurs de croissance : le VEGFA, B, C, D et le P1GF (facteur

de croissance placentaire). Le VEGFA présente, lui, 4 isoformes dont un surexprimé
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dans plusieurs cas de cancers. Ces derniers ont un besoin accru en oxygene et en

nutriments d’oul leur état d’hyper-vascularisation.® ¢

Les facteurs, cités précédemment, lient les trois types de récepteurs VEGFR1,
VEGFR2 et VEGFR3 avec des spécificites différentes. Leur fixation déclenche une
prolifération endothéliale, augmente la mobilité des cellules endothéliales et provoque la

formation de nouveaux vaisseaux et la perméabilité de ceux déja existants.!! ¢

Le Bévacizumab (Avastin®) est une IgG1 humanisée qui lie et neutralise tous les
isoformes de VEGF au niveau d’'un épitope différent de leurs sites de fixation au
récepteur.BY La neutralisation de Iactivité biologique du VEGF réduit I'angiogenése

tumorale et inhibe ainsi la croissance tumorale.

Cet Acm a été approuvé en 2004 pour le traitement du cancer colorectal
métastatique. Il est devenu depuis un traitement standard de 1° ligne ou de 2éme ligne
pour les patients ayant ce cancer en combinaison avec la chimiothérapie a base de 5-

fluorouracil (5-FU).[%

L’Aflibercept (Zaltrap®/Eylea®), lui, est une protéine de fusion composée des
domaines extracellulaires d’'un VEGFR1 et R2 humains liés a un fragment Fc d’'une IgG
humaine.®Y L’Aflibercept agit comme un piége a ligand qui lie le VEGF-A avec une
affinité plus importante que ses récepteurs natifs et fixe aussi le VEGF-B et le PIGF.
L’Aflibercept inhibe la liaison des ligands endogenes a leurs récepteurs et bloque ainsi
la signalisation issue de ces récepteurs. Ce blocage induit une inhibition de la
prolifération des cellules endothéliales et inhibe donc la croissance de nouveaux

vaisseaux qui alimentent les tumeurs en oxygéne et nutriments. "

6.1.4. Composant du complément (C5) : anti-C5

L’Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne (HPN) est une maladie acquise due a
une mutation génétique des cellules souches hématopoiétiques. La mutation entraine
un déficit en deux protéines membranaires inhibitrices du complément. Il en résulte
’hémolyse observée lors d’'une HPN. Les protéines en question sont le CD55 qui

interagit avec les C3 et C5 convertases et le CD59 qui inhibe le Complexe d’Attaque
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Membranaire (CAM). Celles-ci sont normalement intégrées a la membrane par une

ancre GPI (Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol).®!

L’absence de I'ancrage GPI provoque I'hémolyse qui, elle, est responsable d’une
hémoglobinémie. Cette derniére entraine une saturation des voies d’élimination de
’hémoglobine a savoir I'endocytose et la dégradation par des macrophages. Cette
élimination provoque un déficit en oxyde nitrique qui se lie de facon irréversible a
’'hémoglobine ce qui conduit a un déréglement du tonus musculaire exprimé par une

dysphagie, des douleurs abdominales et un dysfonctionnement érectile.®

Le seul traitement curatif d’'une HPN est la greffe de la moelle osseuse
allogénique. Ce traitement est indiqué dans les cas d’aplasie médullaire, de
complications thrombotiques répétées et des crises hémolytiques séveres

récurrentes.

Depuis 2007, il existe une 2éme alternative utilisée dans la prise en charge de
'HPN qui est I'Eculizumab (Soliris®). Cet Acm est une immunoglobuline qui inhibe le
facteur C5 du complément. Le facteur C5 intervenant dans les étapes effectrices
terminales du complément, son inhibition n'impacte donc pas les éléments nécessaires

pour 'opsonisation des microorganismes et I'élimination des complexes immuns. &
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Figure 25: les voies d’activation du complément et le site d’intervention de
I'Eculizumab.®
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La partie N-terminale de la chaine alpha du C5, fixée avec une grande affinité et
de maniére spécifique par I'Eculizumab, comporte la zone de clivage par les C5
convertases. La fixation par cet Acm empéche ainsi son clivage.®”

L’Eculizumab est une IgG ayant une région constante composée d’'une CH1 et
une charniére d’'une IgG2 humaine et d’'une CH2-CH3 d’une IgG4 humaine.®
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Figure 26: représentation schématique de I'Eculizumab.®®

Le point de départ du développement de cette molécule remonte aux années 90
ou un anticorps murin anti-C5 a été produit par la technique de I'hybridome. Il a ensuite
été humanisé en intégrant des chaines lourdes et légéres humaines afin de diminuer
son immunogeénicité. La nouvelle IgG développée pouvait comme toute IgG humaine
activer la voie classique du complément ou se fixer aux Fc vy R des cellules effectrices
du systéme immun. Afin de supprimer ces propriétés pro-inflammatoires, les chaines
lourdes de la région constante de I'lgG humanisée ont été remplacées par celles d’IgG2
et 1IgG4 humaines. En effet, l'isotype 1gG2 humain ne fixe pas le récepteur Fcy R et

I'lgG4 humaine n’active pas la voie classique du complément. !

79



Les anticorps monoclonaux comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes d’actions et aspects pharmaco-économiques I 2015

6.2. Blocage de I’activation d’un récepteur :
6.2.1. Anticorps antagonistes : Anti CTLA-4

Il existe 2 voies d’activation des cellules T :

- la fixation de I'Ag présenté par des Cellules Présentatrices d’Antigenes (CPA) a
travers le CMH.
- linteraction avec des récepteurs membranaires comme le CTLA4 qui réduit

I'activation ou le CD28 qui, lui, Faugmente.’®"

L’lpilimumab ou Yervoy® est une IgG1 kappa humaine recombinante anti-CTLA4
(Cytotoxic T-Lymphocytes Associated protein 4). Cet Acm, produit dans une culture
cellulaire de CHO, a un poids moléculaire d’environ 148 kDa. Il a été approuvé en 2011

par la FDA pour le mélanome métastatique.®®

Le CTLA4 est un régulateur négatif des lymphocytes T. L’lpilimumab fixe donc le
CTLA4 et bloque son interaction avec son ligand, le CD80/86. Il a été démontré que le
blocage du CTLA4 augmente I'activation et la prolifération des lymphocytes T. Chez
des patients ayant un mélanome, le mécanisme d’action de I'lpilimumab est indirect et

est probablement lié & une réponse & médiation lymphocytaire (T) anti tumorale.®®
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Figure 27: modéle du role du CTLA 4 dans la régulation des cellules .18
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D’aprés le schéma précédent : I'activation des cellules T naives nécessite les 2
signaux TCR et CD28. Dans des conditions de co-stimulation suboptimale, un niveau
bas d’expression de CTLA4 doit inhiber I'activation des cellules T par une compétition

directe avec la fixation du ligand sur CD28 et/ou en générant des signaux d’inhibition.

Dans des conditions optimales de co-stimulation, un niveau bas d’expression de
CTLA4 devient un facteur limitant et l'activation compléte des cellules T suit.
L’expression en surface des CTLA4 augmente jusqu’a ce qu’elle puisse encore une fois
rentrer en compétition avec le CD28 et donner lieu a des signaux d’inhibition pour

arréter les réponses des cellules .18

Les “Biomarquers”: un challenge majeur pour les cliniciens est celui de savoir si
les patients répondent au traitement et combien de temps reste-il avant de changer de
ligne de traitement. Il n’existe actuellement ni des bio-marqueurs prédictifs de la
réponse de [lpilimumab ni des marqueurs de son efficacité. Cependant, les
recommandations actuelles sont de compléter les 4 doses d’lpilimumab pendant les 12
semaines de la phase d’induction a moins qu’une toxicité sévére survienne. Dans le cas
d’'une progression confirmée a 12 semaines ou au-dela, la progression nécessite d’étre

confirmée au moins 4 semaines plus tard.’®”!

6.2.2. Anticorps neutralisant d’un antigéne membranaire :
6.2.2.1 anti-EGFR

Les récepteurs a 'EGF sont exprimés au niveau de la surface de toutes les
cellules épithéliales du corps et de maniére spécifique dans les cellules épithéliales
bronchiques.

L’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) est un membre de la famille des
récepteurs ErbB a tyrosines kinases. Il est composé d’'un domaine extracellulaire de
fixation du ligand, un domaine transmembranaire et un domaine intra-cytoplasmique a
tyrosine kinase. La fixation du ligand comme le facteur de croissance épidermique
(EGF) ou le TGF-a (Transforming Growth Factor alpha) conduit a une dimérisation et
une auto-phosphorylation des résidus tyrosines du récepteur qui initie un signal

intracellulaire.®Y
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L’EGFR joue un réle important dans la prolifération des cellules cancéreuses,
l'inhibition de I'apoptose, la différenciation, I'adhésion et la migration. Environ 30% des
cancers sur-expriment TEGFR qui est associé au stade avancé de la maladie, & sa

récurrence, a la métastase et a la faible survie.®!

Il existe 2 approches utilisées avec succés pour inhiber les fonctions de 'TEGFR
dans le traitement du cancer : la neutralisation par des anticorps monoclonaux (mab)
d’'une part et l'utilisation de petites molécules inhibitrices de la tyrosine kinase (inib)

d’autre part.®®

Les petites molécules inhibitrices de la tyrosine kinase sont en compétition
réversible avec I'Adénosine 5’-triphosphate pour se fixer au domaine catalytique
intracellulaire de I'EGFR. lls inhibent ainsi I'autophosphorylation et donc le signal
intracellulaire. Des molécules variées de cette famille peuvent bloquer des récepteurs

différents de facteur de croissance a tyrosine kinase, y compris le VEGFR.

Les anticorps monoclonaux se fixent sur le domaine extracellulaire de 'EGFR
dans sa forme inactive. lls rivalisent avec la fixation du ligand par 'occupation de la
région fixatrice de ligand et bloquent ainsi I'activation de la tyrosine kinase induite par le
ligand. Contrairement aux petites molécules inhibitrices de tyrosine kinases, les Acm
anti-EGFR reconnaissent exclusivement 'lEGFR et sont donc hautement sélectif pour

ce récepteur.®®

Deux anticorps anti-EGFR ont été développés. Le Cétuximab (Erbitux®) est un
Acm chimérique avec des régions Fv d’'un anticorps anti-EGFR murin et une chaine
lourde, une chaine légére kappa et une région constante d’une IgG1 humaine.® Cet
Acm se fixe sur le TEGFR avec une affinité plus importante que celle des ligands
naturels comme I'EGF et le TGF-a. La fixation du Cetuximab sur 'EGFR favorise
I'internalisation du récepteur et sa dégradation ultérieure sans phosphorylation et sans
activation de celui-ci. Ceci entraine une réduction de la disponibilit¢ de 'EGFR au
niveau de la surface cellulaire empéchant ainsi I'activation des voies de signalisation du

récepteur concerné.®

La fixation du Cetuximab sur 'EGFR inhibe la progression du cycle cellulaire

dans la phase GO0/G1 et induit 'apoptose par sur-expression des protéines pro-
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apoptotiqgue (ex: caspase 3, 8 et 9) ou par linactivation des protéines anti-
apoptotiques. Ceci induit une diminution de I'expression ou de la phosphorylation. Il a
été reporté aussi que cet Acm inhibe la production des facteurs pro-angiogéniques
comme le VEGF, I'lL8 et le facteur de croissance des fibroblastes. En effet, I'inhibition
de ces facteurs est associée a une diminution de la néo-angiogenese et au
développement de métastases distantes dans des modeles de cancers

orthotopiques.

Panitumumab (Vectibix®) est une IgG2 humaine entiere qui cible le domaine
extracellulaire de TEGFR. Cet Acm présente une affinité importante avec un taux bas
de réactions allergiques ou anaphylaxiques.'®® Le Panitumumab se lie au domaine de
liaison du ligand a 'EGFR et bloque I'autophosphorylation du récepteur. La fixation de
cet Acm provoque une internalisation du récepteur, un arrét du développement
cellulaire, une induction de I'apoptose et une diminution de la production de

I'interleukine 8 et du facteur de croissance endothélial.

6.2.2.2 anti-CD25

L’antigéne CD25 est une glycoprotéine qui représente la sous-unité alpha du

récepteur de l'interleukine-2.5 14

Le récepteur a I'lL2 est composé de 3 chaines. L’association de ces chaines est
requise pour la fixation a haute affinité de la cytokine et est donc nécessaire pour le
signal intracellulaire. Le CD25 (chaine alpha) a été identifi€é comme un récepteur a
haute affinité pour I'lL2. Les chaines Béta et gamma, elles, sont partagées par des

récepteurs destinés a d’autres cytokines telles que : I'L15.1¢!

La fixation de I'lL2 avec une grande affinité semble renforcer I'association des
chaines Beta et Gamma du récepteur. Ceci induit leur phosphorylation mutuelle par la
tyrosine kinase et en conséquence l'activation des cascades de signalisation. Les
chaines Beta et Gamma sont impliquées dans la transduction du signal a travers leur

association avec des tyrosines kinases spécifiques. La chaine alpha (CD25), elle, n’est
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pas capable de signaler et doit probablement stabiliser la fixation du ligand sur le

récepteur & IL2 & haute affinité.®

L’activation des lymphocytes T induit la production et la libération rapide de la
cytokine IL2. Les cellules T proliférent en exprimant des récepteurs ayant une grande

affinité & '1L2.1°%1 %4

Le récepteur a [llL2 est exprimé dans les précurseurs myéloides, les
oligodendrocytes et des lymphocytes T et B transformés par des virus. Ce récepteur est
absent des thymocytes, des lymphocytes B et T non activées et d’autres cellules. Le
récepteur en question est associé aux inflammations, aux néoplasies lymphoides, aux

maladies auto-immunes et au rejet de greffe.l*®

Dans le cadre de la transplantation, les anticorps monoclonaux sont utilisés afin
d’opposer les lymphocytes T. Ces dernieres sont activées en présence de 3 signaux

illustrés dans le schéma suivant et expliqués ci-aprées.¥

(94]

Figure 28: activation des lymphocytes T.

Le signal 1 : reconnaissance de certaines molécules CMH présentes sur les APC
(Cellules Présentatrices d’Antigene). La spécificité antigénique est transmise grace aux
molécules de CMH.4

Le signal 2 : est un signal de co-stimulation. En effet, la présence simultanée des
signaux 1 et 2 est nécessaire a l'activation de la cellule. En I'absence du signal 1, la

cellule est en anergie.®*¥
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Le signal 3 : l'activation des lymphocytes T est induite par les cytokines solubles
dont I'lL2 qui est un facteur principal dans ce cas.®*

Il existe actuellement 2 anticorps monoclonaux anti-CD25. Le Daclizumab, un

anticorps humanisé et le Basiliximab, un anticorps chimérique.!®*

Une expérience a été menée afin de clarifier le mécanisme d’action du
Daclizumab. Ce dernier entraine une atténuation de la phosphorylation de la tyrosine
kinase induite par I'lL2 contrairement a I'lgG1 humaine utilisée comme témoin. Cette
atténuation  était indétectable lors de [Iutilisation d’autres  molécules

d’immunoglobulines.®

Une autre expérience a démontré I'atténuation de l'activité tyrosine kinase par
'lL2 associée aux chaines béta et gamma en présence du Daclizumab. Sachant que
ces chaines sont partagées aussi par le récepteur de I'lL15 et afin de clarifier si le
Daclizumab inhibe spécifiguement la phosphorylation induite par I'lL2, des lymphocytes
humains ont été stimulés par I'lL15 au lieu de I'lL2. Le Daclizumab n’avait montré aucun
effet sur la phosphorylation des chaines béta et gamma induite par I'lL15. L’effet du
Daclizumab parait spécifique de la chaine a du récepteur de I'lL2 du moment que la

phosphorylation des chaines B et y n’est pas affectée par I'anticorps.’°®

Le Daclizumab, a travers son interférence avec la fixation de I'lL2, attenue
l'association et la phosphorylation des chaines B et y induite par I'lL2. La
phosphorylation induite par I'lL2 (mais pas par I'lL15) est, en conséquence, atténuée et
'induction par I'lL2 du facteur transcription STATS est considérablement réduite. Le

CD25 a donc un rdle important dans la formation du récepteur a I'lL2 a haute affinité.®

La chaine a, contrairement aux chaines B et y, ne contient pas de partie
intracellulaire impliquée dans la transduction du signal. Elle optimise I'association et la
phosphorylation des chaines B et y provoquée par la fixation de I'lL2 probablement en

permettant une haute affinité de ce dernier avec le récepteur trimérique.®®

L’utilisation du Daclizumab dans la transplantation clinique de maniere sure et
effective, doit souligner le fait que I'interférence avec I'lL 2 n’est pas suffisante pour

prévenir le rejet de greffe. En effet, le « knock-out » de I'lL2 et de son récepteur en
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méme temps n’empéche pas le rejet chez des souris. Ceci est probablement di a une
redondance des voies de signalisation des cytokines. De plus, il existe des preuves
convaincantes que I'lL2 qui a un effet pro-inflammatoire (Thl) est éventuellement
important dans la modulation négative de la réponse immune. L’IL2 et la chaine a de

son récepteur sont requis pour le développement d’'une tolérance.l®®

Tableau 2. Spacificite des anticorps monoclonaux utilisés en dinique dans la transplantation d'organes.

Cellules cibles Blocage Cible Exemples
CaellulesT Signal 1 Racepteur des cellules T Anti-CD3 (OKT3), anti- TCRaf3 (T10BS.14)
[toutes les cellulesT)
CD4 (uniquement les cellules helper Anti-CD4 (OKT4)
Signal 2 CD2E-CDBOEE pathway CTLA4 Ig (belatacept)
[costimulation classique)
CD154-CDI0 pathway Anti-CD154 (Hu5cEl
[costimulation classique)
ICANMI-LRA pathway (adhésion) Anti-ICANM1 [enlimomab)
Anti-LFAT (odulimomab, efalirumabl
Signal 3 CDhas Anti-CD25 [basilvimab, daclizumabhl
[chaine o du récepteur de l'interleukine-2)
{Depletion)  CDS&Z (fonction inconnue) Anti-CDE2 (alemturumak)
Cellules B CD20 Anti-CD20 [rituimnabl
Facteurs solubles TMF Anti-TMF-c (infliximab)

Tableau 4: spécificité des Acm utilisés dans la transplantation d’organes.!®*

6.2.2.3 anti-GPIlIb/GPllla

L’Abciximab (Reopro®) est un fragment Fab d'un anticorps monoclonal
chimérique humain-murin. Ce fragment fixe le récepteur des GlycoProtéines (GP)
lIb/llla des plaquettes activées et inhibe I'agrégation plaquettaire en empéchant la
liaison du fibrinogéne, du facteur de Willebrand et d’autres molécules aux récepteurs
GPllIb/llla. Reopro® lie aussi le récepteur de la vitronectine des plaquettes et des

cellules endothéliales.!*°!

Les propriétés pro-coagulantes des plaquettes et les propriétés prolifératives des
parois épithéliales des vaisseaux et muscles lisses sont mediées par le récepteur de la
virtonectine. Abciximab, grace a sa double spécificité, empéche la formation brusque de
thrombine suite a l'activation des plaquettes de facon plus efficace que les agents

inhibant uniquement le récepteur GPIIb/Il1a.*%
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6.2.2.4 anti-RANK/RANKL

Les jeunes adultes ayant une bonne santé présentent un équilibre entre I'activité
des ostéoclastes et des ostéoblastes. La nouvelle substance osseuse vient, en effet,
remplacer I'ancienne substance qui est résorbée. Dans le cas de l'ostéoporose, un
déséquilibre est observé et est exprimé par la perte de masse osseuse et la destruction

de sa microarchitecture.*%?

Les ostéoclastes, leurs précurseurs et les cellules T expriment le RANK
(Receptor Activator of Nuclear factor kB) qui est un récepteur membranaire du RANKL

et qui a une fonction régulatrice. Ce récepteur fait partie de la famille des TNF.!2%?

Le RANK-L (Ligand) est, lui, une protéine transmembranaire nécessaire aux
fonctions et au cycle de vie des ostéoclastes. Il inhibe I'apoptose de ces cellules et

induit la résorption osseuse et la diminution de la densité et de la masse osseuse.!%?

L’interaction entre le RANK et le RANKL est essentielle pour I'évolution des
précurseurs en ostéoclastes mais aussi pour l'activation et la prolifération des

ostéoclastes matures.[*%%
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Figure 29: le concept RANK/RANKL/OPG.1*%?
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Un autre facteur intervient dans cette interaction : I'ostéoprétégeérine (OPG).
C’est une protéine soluble sans segment transmembranaire, sécrétée par les
ostéoblastes. Ce facteur inhibe I'interaction entre le RANK et le RANKL. L’'OPG sert de
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récepteur de captage du RANKL et diminue donc la durée de vie des ostéoclastes en
inhibant le RANKL. Il faut préciser que 'OPG se fixe sur les autres représentants de la

famille des TNF. Il n’est donc pas spécifique.**?

Comme illustré sur la figure 29, le RANKL est le médiateur principal pour la
formation, la fonction et la survie des ostéoclastes. La maturation des pré-ostéoclastes
au stade précédant leur fusion qui les transforme en ostéoclastes poly nucléés et
finalement en ostéoclastes activés, est initiee lorsque le RANKL se lie au RANK. L'OPG
est formé par les ostéoblastes, tout comme le RANKL. L’OPG agit comme récepteur
soluble qui capte le RANKL, neutralisant ainsi son action, ce qui inhibe la formation et

I'activation des ostéoclastes et raccourcit la survie des ostéoclastes préexistants.!**?

Le Denosumab (Xgeva®/Prolia®) est une IgG2 humaine anti-RANKL qui lie
fortement le RANKL et inhibe ainsi la réaction avec le RANK. Cet Acm inhibe de
maniére spécifique I'activité du RANKL car elle ne se fixe pas sur les autres membres
de la famille des TNF.['%? || empéche ainsi la formation, la fonction et la survie des

ostéoclastes et inhibe ainsi la résorption osseuse.

6.3. Induction d’apoptose : anti-CD 20

Le Rituximab est devenu un pilier dans le traitement d'une large variété
d’affections malignes a cellules B. Plusieurs études in vitro ont démontré qu’il a une

grande capacité d’induire une CDC de plusieurs lignes cellulaires B.X%!

L’expression des molécules inhibitrices du complément CD55 et CD59 sur les
cellules malignes B est corrélée avec la lyse observée in vitro. Afin de vérifier I'activité
anti-tumorale du Rituximab qui se traduit par une CDC, cet Acm a été ajouté a un fluide
extravasculaire dans lequel la concentration en composants du complément est plus
faible que dans le plasma. La CDC a été, toute de méme, observée d’ou la suggestion
que la CDC doit contribuer a [lactivité anti-tumorale du Rituximab dans les

compartiments intra et extravasculaire.[*%*!

La CDC peut induire la mort des cellules ciblées par le Rituximab. Cette activité

est considérée comme le mécanisme d’action principal dans certains modeles animaux.
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Beaucoup de données suggerent le fait que la CDC intervienne chez des patients
traités par le Rituximab. Les points les moins claires sont le degré de contribution de ce
mécanisme dans la réponse anti-tumorale et si cet Acm est actif contre les cellules qui
sont en dehors du compartiment intra-vasculaire. De maniére globale, I'évidence de la
bonne contribution de la CDC a l'efficacité clinique du Rituximab était assez importante
pour encourager le développement de nouvelles générations d’anti-CD20 ayant une

capacité renforcée de fixer le complément.[*%!

L’évidence la plus convaincante que ’ADCC est mécaniquement impliquée dans
la réponse clinique du Rituximab vient des études démontrant I'association entre le
polymorphisme du CD16 (FcyRIlla) et la réponse clinique du Rituximab. En effet, les
homozygotes présentant 2 valines (VV) en position 158 ont une affinité plus importante
pour les IgG1 que les CD16 avec une phénylalanine (VF ou FF) dans cette position.
Les patients présentant un lymphome folliculaire avec un génotype VV présentent une
meilleure réponse clinique au Rituximab comparativement au 2eme phénotype. Une

autre étude pointe l'interaction avec le FcyRlla.X%?!

Ces études soulignent I'importance de l'interaction Fc-FcyR pour les effets anti-
tumoraux du Rituximab et suggerent que 'ADCC soit le mécanisme majoritaire. Elles
définissent les NK, les principales cellules a exprimer le CD16, comme des
contributeurs clés a l'activité anti-tumorale des Acm. Il est néanmoins important de
signaler que toutes les données traitant ces polymorphismes ne sont pas

pertinentes.!*%®!

L’interaction entre le fragment Fc et le CD16 contribue a I'activité anti-tumorale
du Rituximab, d’aprés certaines études. L’interprétation la plus pertinente de ces
observations est que les NK induisent une ADCC des cellules ciblées par le Rituximab.
En effet, les NK activées en présence du Rituximab produisent 'INFy qui, lui, peut avoir
un effet anti-tumoral direct sur les cellules malignes ou peut activer d’autres cellules

effectrices comme les granulocytes (FcyR affin a 'INFy) qui contribue a 'ADCC.[%!
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Figure 30: mécanisme d’action du Rituximab (A : signal direct. B : CDC et ADCC avec
un potentiel antagonisme entre ces 2 mécanismes).*%?!

Le complément peut impacter directement I'activation des cellules B. Le C3 a été
démontré comme ayant un effet inhibiteur direct sur les fonctions des NK. L’épuration
des corps apoptotiques par le complément peut freiner le développement d’'une réponse
immune ce qui expliquerait la corrélation entre le polymorphisme du C1q et la durée de
réponse du Rituximab. Une rémission a, en effet, été observée chez les sujets
présentant un polymorphe associé a un niveau de Clg plus bas et une activité

biologique C1q moins importante.!**®!

L’activation des NK et ’ADCC induite par le Rituximab sont inhibés par le C3b du
complément. L’épitope qui fixe le C3b au Fc de I'lgG est trés proche de I'épitope qui fixe
le Fc au CD16. Ainsi la fixation du complément empéche la fixation du Rituximab sur le
CD16 et inhibe 'ADCC induite. Le complément peut donc avoir des effets positifs ou
négatifs sur la thérapie. Il existe des preuves que tous les anti-CD20 ne sont pas
semblables. La classe | (Rituximab) et la classe Il (Tositumomab), different dans leurs
facons de fixer le CD20. Comparée a la classe |, il parait que la classe Il donne lieu a
moins de mouvement du récepteur CD20 dans les radeaux lipidiques, augmente le

signal de mort cellulaire induite, diminue la CDC et augmente 'ADCC.%!

90



Les anticorps monoclonaux comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes d’actions et aspects pharmaco-économiques I 2015

6.4. Induction d’'une immuno-modulation par blocage de molécules
membranaires
6.4.1. anti-CD52

L’Alemtuzumab ou Mabcampath® est une IgG1 humanisée qui cible le CD52,
une protéine de surface GPI-liee. Le CD52 est exprimé sur les lymphocytes T et B, les
cellules NK, les cellules dendritiques et la plupart des monocytes. Il est, en revanche,

absent des précurseurs hémataopoiétiques.*"

La fonction naturelle du CD52 dans les cellules immunitaires n’est pas encore
completement claire. Il a été, cependant, démontré que la fixation du CD52 active les
lymphocytes T par un mécanisme similaire a l'activation du récepteur T. Ce dernier est,
en effet, activé par la phosphorylation intracellulaire par une tyrosine. De plus, il a été
démontré que le CD52 peut servir de molécule co-stimulatrice impliquée dans

linduction des lymphocytes régulateurs CD4+.[1%

Le traitement par Alemtuzumab induit une réduction tres rapide et quasi
compléte des cellules portant le CD52 de la circulation sanguine. Le mécanisme
d’action impliqué est TADCC. Cet Acm est indiqué dans le traitement de la leucémie
lymphoide chronique a cellules B a cause de son effet de réduction. Apres
limmunosuppression observée, les monocytes reviennent a leur taux normal au bout de
3 mois tandis que les lymphocytes B, eux, ré-augmentent a un taux de 124% de leur
niveau avant le traitement. Le nombre de lymphocytes T se rétablis, quant-a-lui, plus
lentement. La déplétion des CD4+ dure 61 mois en moyenne et celle des CD8+ 30

mois.[*%4

En s’appuyant sur les observations faites sur un modéle transgénique murin d’un
CD52-humain, la déplétion cellulaire est induite par une ADCC impliquant les

neutrophiles et les cellules NK.[4

Le traitement utilisant ’Alemtuzumab ne résulte pas uniquement de la déplétion
des cellules périphériques mais plutét d’'un répertoire asymétrique de cellules
immunitaires. Il a été, en effet, observé une augmentation rapide des cellules B suivi
d'un enrichissement en cellules T régulatrices alors que le nombre de cellules T

effectrices, lui, reste encore réduit.*°4
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En se basant sur I'effet de déplétion des cellules auto-immunes, Alemtuzumab a
été utilisé chez un certain nombre de patients présentant une sclérose multiple. Le
principe étant que la régénération du répertoire des cellules T suivi par une déplétion
des lymphocytes doit réduire la réponse auto-immune. Il a été conclu que la
suppression de I'activité inflammatoire dans la sclérose multiple démontre une efficacité

sur l'invalidité quand I'administration est faite au début de la maladie.**¥

6.4.2. Anti-CCR4

L’ATL (Adult T-cell Leukemia-Lymphoma) est une maladie traduite par des
lymphocytes T malins périphériques induits par le virus T-lymphotropique humain de
type | (HTLV-1). Le pronostic est mauvais comparativement aux autres lymphomes

non-hodgkiniens agressifs.!**®!

Les cellules infectées par I'HTLV-1 expriment la protéine virale Tax qui a des
fonctions cellulaires variées incluant : I'activation du NFKB et I'inhibition des fonctions du
P53. Tax est considérée comme un élément clé dans I'oncogenése dans les stades
avances de I'ATL car elle est capable d’immortaliser les lymphocytes T in vitro et rend
oncogéniques les souris transgéniques exprimant Tax. Il est important de noter que Tax
est une cible des lymphocytes T de I'héte et que linhibition de I'expression de Tax
permet aux cellules infectées par 'HTLV-1 de survivre dans I'h6te. Des études ont
démontré que Tax n’est pas nécessairement importante pour le développement de

I'ATL & des stades reculés de 'oncogenése.!**®!

Une analyse basée sur les bio-puces d’ADN a été réalisée afin de comparer
I'hybridation génomique d’ATL aigue. Un sous-groupe distinct a été reporté. Il présente
un lymphome a cellules T ayant un déséquilibre lymphatique similaire a I'ATL. Les
cellules tumorales de ce groupe montrent des propriétés histo-pathologiques avec une
expression fréquente de la chémokine CCR4 (CC chemokine Receptor 4) qui est
caractéristique du phénotype ATL. Les patients ont un pronostique aussi pauvre que

celui de ceux atteints d’ATL.[0®!
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Les patients atteints d’ATL présentent des signes cliniques tels que les lympho-
adénopathie, les lésions de la peau, I'’hépato-splénomégalie, les leucocytoses...etc.
Parmi les récepteurs exprimés par les cellules ATL, il y a: CD3, CD4, CD25, CCR4 et
le FOXP3.[1%]

Le CCR4 est un récepteur couplé a une protéine G transmembranaire. Il est
exprimé par les cellules Th2, par les cellules T régulatrices et par les cellules tumorales

de la plupart des patients atteints d’'une ATL.%!

Le Mogamulizumab est un anticorps monoclonal humanisé qui cible le CCR4.°!
Il est utilisé dans le traitement des rechutes et des formes résistantes d’ATL au Japan.
Grace a la défucosylation de la région Fc, cet IgG1 augmente nettement TADCC en

augmentant I'affinité au FcR présents sur les cellules effectrices.*%!

6.5. Cibles cellulaires: blocage de fonction - mort cellulaire par ADCC

6.5.1. anti-Intégrine alpha 4

Les intégrines est une famille de récepteurs glyco-protéiniques
transmembranaires. Elles ont comme fonction : 'adhésion cellulaire et la connexion des
environnements intra et extra cellulaires. Les intégrines sont formées de 2 sous unités a
et B qui forment en s’associant des hétéro-dimeres. Ces protéines jouent un role
important dans I'assemblage du cytosquelette et dans la modulation des signaux qui
contrdle les fonctions cellulaires telles que : I'adhésion, la migration, la prolifération et la
différenciation. La sous-unité o4 est fortement exprimée a la surface de tous les

leucocytes & I'exception des neutrophiles. 208109

Natalizumab ou Tyzabri® est un Acm humanisé approuvé pour le traitement des
rechutes des scléroses multiples pour lesquelles son efficacité a été démontrée. Son
premier meécanisme d’action est considéré comme la résultante du blocage des

chaines-a4 des intégrines.!*?”]

Le Natalizumab est un inhibiteur sélectif des sous unités a4 des intégrines
humaines. Il inhibe linteraction entre cette molécule et son récepteur le VCAM1

(Vascular Cell Adhesion Molecule) et d’autres molécules (ostéopontine et un variant de
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la fibronectine). Cet Acm bloque aussi linteraction entre lintégrine a4B7 avec la
molécule MadCAM-1 (Mucosal addressin Cell Adhesion Molecule-1). L'inhibition de ces

interactions empéche la migration des leucocytes vers le tissu inflammatoire.**!

Le VCAM1 n’est pas exprimé par les cellules cérébrales en temps normal. En
cas de SEP (Sclérose En Plaque), I'expression de celui-ci est stimulée au niveau du
site inflammatoire. Le blocage donc des interactions entre les intégrines, le VCAML1,
I'ostéopontine et les autres récepteurs empéche le passage des leucocytes vers le tissu

inflammatoire.[*°%

Les études ont démontré que suite a [l'utilisation du Natalizumab, une
suppression significative et durable de I'expression des intégrines dans la plupart des
cellules du systeme immunitaire. Ceci est accompagné d'un changement des
proportions relatives des cellules NK, monocytes, lymphocytes B et des cellules CD34+

(cellules souches hématopoiétiques).[*°”

Une augmentation faible mais significative des cellules souches
hématopoiétiques a été observée. Ce résultat est cohérent avec une étude réalisée sur
des souris ou en l'absence d’intégrine-a4, le nombre de cellules pro-génitrices a

augmenté.[%”

Les lymphocytes B sont de plus en plus reconnus pour leur implication dans la
pathogenése des scléroses multiples. Il a été démontré que Natalizumab augmente de
maniére disproportionnée les cellules B et les pré-B. Il est important de savoir que les
cellules B contiennent plus d’intégrine-a4 que les cellules T et doivent donc avoir une
grande capacité d’accéder au systéme nerveux central. Le changement phénotypique
des cellules B doit impacter la constitution immunitaire. Il a, en effet, été observé que la
fluorescence faible des intégrines sur les cellules CD20+ peut nuire & leur longue demi-
vie, a leur activation et a leurs capacités a migrer. La contribution de 'augmentation des

cellules B reste peu claire.[**”

Le traitement par Natalizumab influence de maniére directe les monocytes qui
sont I'une des cellules inflammatoires importantes impliquées dans la sclérose multiple.
Ces cellules migrent plus efficacement a travers la barriere hémato-encéphalique

comparativement aux B et aux T. Elles expriment, en plus, de maniéere plus importante
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des métallo-protéases chez les patients atteints que chez les témoins. Le niveau
d’expression des intégrines a4 est plus important que celui des cellules B et T et leur
blocage dans des modéles animaux ayant une moelle épiniere endommagée a montré
un bénéfice. L'étude réalisée a démontré une diminution du nombre de monocytes
apres 6 mois de traitement au Natalizumab et la diminution persiste au moins pendant
12 mois. Le mécanisme de ce changement n’est pas complétement clair mais ceci
pourrait étre dd, entre autres, a l'apoptose ou a la différenciation d’autres types

cellulaires.*%)

Il n'a pas eu de changements significatifs des proportions de CD4+ et CD8+
mais la proportion des cellules exprimant fortement I'intégrine-a4 a diminué dans les 2
sous familles. Natalizumab ciblant le CD49d (une unité des intégrine-a4), une
diminution des CD29 (une unité des B-intégrine) n’est pas nécessairement prédite. La
diminution des CD29 a été observée suite a I'élimination des intégrine-a4 dans des
modeles murins. Il y a donc une possibilité de coordination entre ces molécules. Les
intégrine-a4 sont considérées comme le premier responsable de la capacité de
migration des cellules. Les intégrines-B, elles, contrdlent le passage des cellules T
inflammatoires dans le systéme nerveux central pendant I'auto-immunité. Des études
ont démontré que l'induction des Treg ne semble pas étre un contributeur significatif au

mécanisme d’action thérapeutique du Natalizumab.™"!

6.5.2. anti-Protéine F

Le Virus Respiratoire Syncitial (VRS) est un virus a ARN monocaténaire de la
famille des Paramyxoviridae. Le VRS est un pathogene pédiatrigue majeur qui
provoque un nombre estimable & travers le monde de 33 millions de cas par an
d’infections aigues des voies respiratoires basses. VRS est aussi considéré comme un
pathogene important des personnes agées et des populations immunodéprimées.
L’infection respiratoire est plus sérieuse lors de la primo-infection infantile mais la
réinfection est courante au cours de la vie. Certains enfants présentent un risque plus

élevé a cause de la prématurité et des maladies cardio-pulmonaires sous-jacentes.**”
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Palivizumab (Synagis®) est un anticorps monoclonal humanisé (humain-murin)
dirigé contre la protéine F présente sur la surface externe du VRS.™Y Les CDR
murines représentent 5% de I'anticorps, les 95% restantes sont humaines.'? Cet Ig
réduit I'activité virale, la transmission intercellulaire du virus et bloque la fusion des
cellules infectées. Par la fixation de I'épitope du VRS, cet IgG1 prévient l'invasion virale
des cellules des voies aériennes de I'héte. Il a été démontré que linjection mensuelle a
une dose de 15mg/kg chez I'enfant induit un maintien des concentrations sériques au
dessus de 40 mcg/ml, un niveau pour lequel 99% de réduction de lincidence
d’infections pulmonaires & VRS a été observée chez des modéles animaux.! La
demi-vie de cet anticorps allant de 18 a 21 jours, il a été démontré que l'injection
mensuelle suffit donc pour maintenir des concentrations protectrices. Le choix de
l'isotype IgG1 a donc été effectué afin de permettre une administration mensuelle

durant la saison du VRS.111112

Palivizumab est une forme d’immunisation passive spécifique au VRS. Il est
administré en série d’injections intramusculaires de 5 mois a des enfants durant la

saison VRS. Ce médicament est efficace contre les sous-types A et B.[*!

Source : http://www.drugbank.ca/drugs/DB00110 consulté le 16 Novembre 2014.
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Figure 31: modéle proposé pour le mécanisme d’action du Palivizumab et
motavizumab.**?!

Le schéma ci-dessus expose la progression du changement de conformation de
la protéine F. L'essai de transcription et I'essai de fusion cellulaire montre que le
Palivizumab inhibe la fusion au niveau des transitions : de la conformation pré-épingle
(prehairpin) a la conformation épingle (hairpin) et de la conformation épingle a la

conformation post-fusion.***!

6.5.3. anti-EpCAM

EpCAM est une glycoprotéine transmembranaire d’adhésion spécifique aux
cellules épithéliales. Elle est impliquée dans d’autres processus comme la migration, la
prolifération et la différenciation cellulaire. Cette molécule est exprimée chez la majorité
des patients présentant un cancer épithélial tel que le cancer gastrique, ovarien,
colorectal,... Il a été démontré qu’elle stimule la croissance tumorale et son expression
dans les cellules souches cancéreuses. Les carcinomes a EpCAM continuent a
exprimer 'TEpCAM méme dans des conditions métastatiques telles que la dissémination
dans la cavité péritonéale. Un certain nombre de cellules normales expriment aussi
cette molécule mais dans les régions basolatérales. Elles sont cependant exprimés

dans toutes les surfaces cellulaires des cellules tumorales.™%!

Catumaxomab (Removab®) est une IgG compléte composée d’une chaine

légere k d’'une souris, d’'une chaine Iégére A d’un rat, d’'une chaine lourde d’une IgG2
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d’'une souris et d’'une chaine lourde d’une IgG2 d’'un rat. Cet anticorps monoclonal
trifonctionnel est caractérisé par sa capacité de fixer 3 cellules différentes qui sont donc
les cellules tumorales, les lymphocytes T et les cellules accessoires (macrophages,
cellules dendritiques et les NK). En plus de sa capacité a fixer 'TEpCAM et le récepteur
CD3 humain (lymphocytes T), la région hybride Fc offre un 3éme site fonctionnel qui
fixe préférentiellement les récepteurs activateurs FcyR |, Il et lll présents sur les cellules
accessoires. Son activité anti-tumorale résulte de la lyse (perforine/granzyme) induite
par les lymphocytes T, 'ADCC et la phagocytose via l'activation des cellules

accessoires.[%°]

Anti-EpCAM ’ . Anti-CD3

Mouse IgG2a Rat IgG2b

W Fc region
Figure 32: structure du Catumaxomab.!**®
L’induction d’'une sécrétion de cytokines (exemple : TNF-a et INF-y) par les
lymphocytes T soutient l'activité anti-tumorale. Le Catumaxomab est le premier
anticorps monoclonal trispécifique et le premier médicament dans le monde a étre
approuveé spécifiquement pour le traitement de I'ascite malin chez les patients atteints
d’'un carcinome a EpCAM ou les thérapies standards ne sont pas disponibles ou ne
sont plus applicables. Des études cliniques sont actuellement en cours pour d’autres

indications (cancer de 'estomac et des ovaires).[*®!

En plus d’avoir un effet cytotoxique direct, Catumaxomab peut induire une
immunité anti-tumorale démontrée dans des modeles murins et chez des patients
atteints d’'un carcinome péritonéal. Dans les modéles murins, I'anticorps trispécifique
anti-EpCAM humain et anti CD3 murin a protégé la souris contre une deuxiéme tumeur.
Une grande corrélation a été observée entre I'induction d’'une réponse immune et la

survie. Cette protection est dépendante de la présence du fragment Fc chimérique. La
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survie était, en effet, réduite lors de I'utilisation d’'un fragment F(ab’)2. Chez les patients
atteints de carcinome péritonéal, une stimulation des CD4+/CD8+ anti-tumorale a été
réalisée puis une re-stimulation a été effectuée 4 semaines plus tard. L’induction des

cellules CD4+/CD8+ indique la spécificité de 'immunité anti-tumorale.[*°®

6.6. Vectorisation d’une drogue :
6.6.1. Anticorps immunoconjugués : exemple de Trastuzumab emtansine

ou Kadcyla®

L’HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) ou ErbB2 est un récepteur
membranaire a tyrosine kinase qui fait partie du réseau de transduction de signal
impliqué dans la différenciation, la prolifération et la survie cellulaire. Chez I'adulte sain,
'HERZ2 est exprimé a un taux relativement faible dans les tissus épithéliaux normaux. Il
est, cependant, surexprimé dans environ 20% des tumeurs chez des patients atteints
d’'un cancer du sein. L'HER?2, il faut le rappeler, est associé a une croissance agressive

et de mauvais résultats cliniques.!

Trastuzumab ou Herceptin® est un anticorps monoclonal humanisé qui cible le
sous domaine IV de la région extracellulaire de 'HER?2. Il est indiqué dans le traitement
des cancers du sein et des adénocarcinomes gastriques métastatiques ou gastro-
cesophagiens sur-exprimant, tous les deux, 'HER2. Le mécanisme d’action doit inclure
un ou plusieurs des processus suivants : l'interférence avec les voies de transduction
de signal, le clivage du domaine extracellulaire, I'inhibition de la réparation de 'ADN, la
diminution de l'angiogenése, I'induction de l'arrét du cycle cellulaire et I'activation de
'ADCC.M4

Méme si le Trastuzumab offre des bénéfices substantiels pour les patients
porteurs de cancers du sein Her2+, il y a une proportion de patients atteints de tumeurs
gui ne répondent pas a cet Acm et des cas de rechute apres un traitement initial. Une
alternative a la « thérapie ciblée » et/ou a la chimiothérapie est I'utilisation d’anticorps-
immunoconjugués qui sont créés par la liaison chimique d’'un agent cytotoxique et d’'un

anticorps monoclonal spécifique & une tumeur.™*#
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Trastuzumab emtansine (T-DM1) ou Kadcyla® est un anticorps monoclonal
immunoconjugué composé de 3 portions : le Trastuzumab, un liant non réductible et un
agent cytotoxique le DM1. Ce dernier, qui inhibe la polymérisation des microtubules, est
un dérivé dun agent anti-tumoral puissant: maytansine. T-DM1 comporte un

Trastuzumab lié a « de 0 & 8 » molécules de DM1.*4

DM1 MCC linker__ Trastuzumab

LY

n
— - Wheren~3.5
DM1/antibody

Figure 33: la structure du Trastuzumab emtansine ou Kadcyla®.!**¥
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Figure 34: internalisation et recyclage du récepteur Her2.**®!

Le T-DM1, en plus, de se fixer sur ’THER2 avec une affinité égale a celle du
Trastuzumab, il maintient l'activité anti-tumorale du Trastuzumab. Il existe une

hypothése selon laquelle lors de la fixation du T-DM1 sur le récepteur Her2, une
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proportion de ces récepteurs est internalisée puis recyclée ou dégradée. La forme
active du DM1 est donc libérée du lysosome a lintérieur du cytoplasme apres la
dégradation de I'anticorps. Il en résulte une inhibition de I'assemblage des microtubules

et donc une mort cellulaire.**°

La sélection d’un liant est critique. Il doit, en effet, présenter un grand degré de
stabilité dans la circulation et permet une libération efficace de I'agent cytotoxique une
fois a lintérieur de la cellule tumorale. Les liants utilisés en thérapie cancéreuse

englobe les liants clivables en présence de protéase ou sensibles au pH.**!
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Figure 35: le mécanisme d’action et I'activité biologique d’Acm immunoconjugué.[127]

Les toxicités précliniques et cliniques du Trastuzumab et de la maytansine (le
composé mére du DM1) ont été largement caractérisées. Le Trastuzumab présente
ainsi une cardiotoxicité et une embryotoxicité précédemment identifiées a des
fréquences basses. La maytansine, elle, présente des effets indésirables sur le foie, la
moelle osseuse, les organes lymphoides, le tractus gasto-intestinal et le systeme

nerveux central et périphérique.*¥
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6.6.2. Anticorps associé a un radioactif: exemple de Capromab ou

Prostascint®

Le cancer de la prostate est le plus commun chez ’'homme. Pour les patients
présentant un cancer de la prostate localisé, un des traitements standards est
lirradiation par un faisceau externe. Plusieurs études ont démontré qu’il existe une
relation entre la dose de lirradiation et la réponse. Il y a eu un développement
technologique ces derniéres années, notamment la modulation de lintensité de la
radiothérapie et le guidage par 'image avec une localisation de la prostate, qui ont
permis d’épargner la vessie et le rectum. Il en résulte que des doses élevées

d’irradiation peuvent étre administrées avec une toxicité acceptable.[m]

Pour le traitement par irradiation, une tomographie est réalisée afin de délimiter
la prostate. Cette technique ne permet pas de visualiser le cancer au niveau de la
glande. Dans le cancer primaire et métastatique, il existe une « up-regulation »
d’antigénes membranaires spécifiques a la prostate. Le scan a I'Indium-111-capromab
pendetide (ProstaScint®) utilise un anticorps monoclonal murin associé a 111In afin de
détecter la présence de cancer au niveau de la prostate.**®

Capromab binding site

>

/"’:-"’r ‘\

_ g’ 7 U591 binding site

Figure 36: 'antigéne spécifique a la prostate et I'épitope du capromab.™®!

Cet anticorps cible un antigene membranaire spécifique a la prostate (PSMA).
Ce dernier est une glycoprotéine membranaire fortement associée au cancer de la

prostate et a des métastases associées. A cause de son ancrage a la membrane,
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PSMA était supposé étre une cible d’imagerie fixe mais des études, utilisant des
techniques sensibles, ont réussi a démontrer que le PSMA était détecté dans le sang et
le sérum des patients atteints de cancer de la prostate tout comme les autres sujets. Il
est important de souligner le fait que de nombreuses études ont démontré que le

capromab identifie le cancer de la prostate et ses métastases.

Figure 37: images fusionnées de SPECT (Single-Photon Emission Computed
Tomography) /CT d’un plan, axial, sagittal et coronal.**”]

Une étude a déja mis en évidence la corrélation entre cette technique et des
biopsies de la prostate. En utilisant I'lndium-111-capromab, le ratio prostate/muscle
d’'une intensité de signal supérieur a 3:1 a été considéré comme indicateur de la
présence d’un cancer. Les résultats obtenus de précision, de spécificité et de sensibilité
ont permis de conclure que cette technique pourrait étre utilisée pour concevoir un
volume d’impulsion. En effet, 'association des 2 techniques, la tomographie et le 111In-
capromab, permet de localiser les lésions intra-prostatiques, des doses élevées
d’irradiations peuvent étre délivrées a la région ayant un signal d’imagerie intense afin
de booster [l'activité thérapeutique. L’administration concomitante d'une dose
radioactive et d’'un anticorps associé a un radioactif doit apporter une amélioration
thérapeutique et limiter la toxicité associée a un traitement de la prostate entiere a des

doses élevées.
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7. LA SURVEILLANCE DES ANTICORPS MONOCLONAUX:
7.1. SURVEILLANCE DES ANTI-TNF-a:

En rhumatologie, les patients bénéficient depuis plus d’'une dizaine d’années de
bio-médicaments. Ces thérapies présentent une variabilité interpersonnelle mais aussi

intra-personnelle au cours du temps. Plusieurs mécanismes expliquent ce phénomeéne :

- La physiopathologie variable d’un individu a un autre impliquant des voies
différentes.

- La fluctuation inter et intra-individuelle de la concentration sérique efficace du
biomédicament. Ceci peut étre dd a :
v' un développement d’anticorps anti-anticorps.
v" I'augmentation de la clairance de I'anticorps soit en lien (ou sans lien) avec le

développement d’Anticorps Anti-Anticorps (ADA: Anti-Drug Antibodies).*?°!

La physiologie, la génétique de [lindividu, le taux d’inflammation, Ila
physiopathologie et I'association avec d’autres médicaments peuvent donc interférer
avec la variabilité interindividuelle. La pharmacocinétique n’est donc pas le seul facteur

expliquant la variabilité interindividuelle.**”!

L’utilisation d’outils de suivi biologique pourrait contribuer a une évaluation de
I'efficacité et a 'adaptation du traitement. Les outils actuellement a disposition pour les
anticorps anti-TNF sont: le dosage sérique du bio-médicament, lui-méme, et des

anticorps anti-anticorps.?%7®!

Un suivi thérapeutique pharmacologique des anti-TNF-a est judicieux. Il permet,
en effet, une meilleure compréhension des situations d’échec de traitement, de réponse

insuffisante et de réaction secondaire. Cet outil est & développer davantage.**

Cette classe de médicament présente un challenge unique pour leur
guantification dans le sérum en comparaison avec les molécules chimiques
traditionnelles. Il est, en effet, plus facile d’isoler une petite molécule chimique d’un
meélange comportant des protéines en effectuant une précipitation, extraction ou une
chromatographie. L’Acm ne fait pas seulement parti du mélange protéinique mais il est

structurellement similaire aux IgGs natives présentes dans le sérum. La premiére
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génération des essais développés afin de mesurer les Acm et les ADA était basée sur
les dosages radio-immunologiques, la phase solide, les doubles antigenes et les
dosages immuno-enzymatiques. D’autres méthodes de quantification ont été

développées telles que :

- lutilisation de lignes cellulaires qui ont un gene rapporteur sensible au TNF.

- le test de mobilité en phase liquide (chromatographie par exclusion de taille) pour
la mesure des anti-TNF (infliximab et adalimumab) et les ADA.

- la protéomique utilisant des peptides tryptique et la spectrométrie de masse.™

Il existe une relation entre la concentration résiduelle de I'anti-TNF-a (Etanercept,
Adalimumab et Infliximab) et la réponse clinique. En effet, plus la concentration
résiduelle est importante, meilleure est la réponse clinique et plus faible est I'activité de
la maladie. Des travaux doivent, néanmoins, étre menés afin de définir les
concentrations seuils de maniéere précise afin de permettre une meilleure interprétation

de I'exposition individuelle des patients a I'anti-TNF-a.[”!

Quelque que soit le taux d’humanisation des anticorps monoclonaux, le
phénomeéne de développement d’ADA est observé. L'immunisation induit une baisse de
la %2 vie des Acm, une diminution de la réponse thérapeutique et des réactions immuno-

allergiques.!*?”

Comme [l'application des anti-TNF-a s’élargie et d’autres classes de bio-
médicaments rejoignent la révolution thérapeutigue des maladies inflammatoires
chroniques, I'élucidation des mécanismes d’action des bio-médicaments et le suivi
thérapeutique par des tests de laboratoires vont devenir de plus en plus important. Ceci
contribuera certainement a des économies en termes de colt mais aussi en termes de
décision par les cliniciens. Ces derniers pourront donc effectuer des choix guidé au lieu
d’ajuster les doses ou de « switcher » les traitements de maniere empirique. De plus,
ceci pourrait contribuer & améliorer la qualité de vie et les soins apportés aux patients

tout en augmentant les taux de succés thérapeutiques.’®
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7.2.  SURVEILLANCE THERAPEUTIQUE DU RITUXIMAB :

La surveillance biologique de cet anticorps implique plusieurs parametres : la
pharmacocinétique, les lymphocytes B, les xéno-anticorps, les facteurs d’activation des

cellules B (TNF) et les auto-anticorps.***!
7.2.1. Pharmacocinétique du Rituximab :

Le dosage du Rituximab permet d’adapter la dose et le rythme aux variations de
concentration chez un malade donné au cours du temps. Suite a la mesure des
concentrations avant et aprés chaque injection, la courbe de décroissance peut étre

tracée.*

Les patients atteints d’'un lymphome recoivent quatre perfusions hebdomadaires
de 375mg/m2, la % du Rituximab est de 3.2 jours en moyenne aprés la 1ere perfusion
et devient 8.6 jours en moyenne apres la 4eme perfusion. La clairance, elle, diminue
entre la 1ére perfusion et la 4éme perfusion. Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide,
1 injection tous les 14 jours est réalisée. La % vie est, dans ce cas, estimée a 20 jours
en moyenne. La ¥z vie du Rituximab est donc dépendante : des quantités administrées,
de lintervalle de temps séparant les perfusions et des vitesses de diffusion et

d’élimination du produit.™**®!

Malgré la différence de clairance entre 'homme et la femme, lefficacité du
Rituximab est la méme, il 'y a donc pas besoin d’adapter son administration en

fonction du sexe.**!
7.2.2. Les lymphocytes B :

Suite a 'administration du Rituximab, les lymphocytes B (LB) disparaissent puis
réapparaissent 1 mois a 3 ans plus tard pour enfin retrouver leur distribution

pathologique de départ.!**®!

Les expressions relatives de CD38 et de I'lgD de membrane permettent de
classer les LB matures en 6 classes (B mature 1, 2, 3, 4, 5 et mémoire). La distribution
de ces LB peut parfois étre un argument diagnostique. Dans le cas de maladies auto-
immunes, une surveillance des LB mémoire (cas de la polyarthrite rhumatoide) et des

LB matures et activés est un signe de rechute.**%!
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Une étude des tissus a démontré une purge chez les primates des organes
lymphoides secondaires de leurs LB. Cette observation a été confirmée chez des
patients présentant des organes lésés par auto-immunité (la synoviale dans le cas de la
PR). Une analyse pareille peut étre réalisée par biopsie ou par les techniques

d’imagerie montrant les cellules tumorales dans les ganglions.**®

7.2.3. Les xéno-anticorps :

La présence d’'un segment murin dans le Rituximab induit le développement

d’ADA. Ces derniers peuvent induire une maladie sérique.***!
7.2.4. les facteurs d’activation des cellules B (TNF)

Une résistance au Rituximab a été observée suite a la production du BAFF (B-

Cell Activating Factor) qui fait parti de la famille des TNF.2*!

7.2.5. les auto-anticorps :

Lors d’'une PR, les Facteurs Rhumatoides (FR) et les anticorps anti-cyclic
citrullinated peptides (CCP) présentent des variations en présence du Rituximab. Les
auto-anticorps ont peu d’intérét comme bio-marqueurs a cause des variations peu
sensibles. Les FR diminuent mais celui des Ac anti-CCP ne varie pas ou peu en
présence du Rituximab. Les FR étant insensibles au Rituximab et en plus secrétés tout
au long de la vie, ils ne sont donc pas considéré comme des vrais auto-Ac. Il faut savoir

que le 4/5 des PR, qui ne répondent pas au Rituximab, est séronégatif.**°!

7.3. SURVEILLANCE THERAPEUTIQUE DES ANTI-EGFR :

Comme indiqué précédemment, 2 stratégies de traitement avec des inhibiteurs
de 'EGFR ont été développées : les petites molécules inhibitrices de la tyrosine kinase

et les anticorps monoclonaux.!*?!

Les anticorps monoclonaux, des médicaments onéreux et potentiellement
toxiques, sont dans le cas de certains cancers (cancer colorectal métastatique)

efficaces chez une proportion faible de patients. Il est donc important d’identifier les
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facteurs spécifiqgues permettant de définir les patients pouvant bénéficier du traitement

aux Acm anti-EGFR.[*2Y

La mutation KRAS a été identifite comme un facteur prédictif majeur de
résistance au Cetuximab ou au Panitumumab. Il a été démontré a travers les données
cliniques et a travers plusieurs études que les patients présentant des mutations KRAS
ne répondent pas aux Acm anti-EGFR et ne montre aucun bénéfice de survie suite a ce

traitement.*?4

Le role de la mutation KRAS comme bio-marqueur prédictif a été évalué lors
d’'une étude cohorte qui a inclus 30 patients. La mutation était présente chez 13
patients. Aucune des tumeurs mutantes n’a répondu au Cetuximab. Parmi les patients
répondeurs, aucun ne présentait la mutation KRAS. D’autre part, la mutation était
présente chez 68.4% des patients non-répondeurs. La survie globale des patients ayant
un « wild type » KRAS est plus importante que celle des patients mutants. D’autres

études ont confirmés ces données.[*?
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8. EVOLUTION ECONOMIQUE DU MARCHE DES ACM :

Durant les dernieres décennies, le marché biotechnologique est devenu une
composante importante du marché pharmaceutique global, comptant ainsi 40% de ses

ventes.®%

Le chiffre d’affaire du marché biotechnologique a été estimé en 2012 a environ
100-120 milliard de Dollars US par an. Ce chiffre représente plus que 200 protéines
recombinantes déja sur le marché et devrait atteindre les 170 Milliards de Dollars US en
2014. Ce chiffre d’affaire exceptionnellement élevé revient a la commercialisation des
Acm et des fragments d’anticorps qui représentent actuellement la classe de produits
biotechnologiques ayant la croissance la plus rapide. En effet, la production des Acm
entiers représente I'activité biotechnologique la plus importante avec plusieurs produits
atteignant le stade de blockbuster comme : Avastin®, Herceptin®, Remicade®,
Rituxan®, Humira® et Erbitux®.®”!

Anticorps Vaccins Protéines  Thérapie génique Thérapie Antisens
monoclonaux recombinantes cellulaire

Figure 38: bio-médicaments en dévelopﬁ)l%?ent d’aprés PhRMA Biotechnology
2013.

Les bio-médicaments en développement en 2013 sont au nombre de 826. Ce
nombre est pratiguement similaire a celui de 2011 (812 produits). Ceci traduit une
dynamique constante de recherche dans les domaines des vaccins, des anticorps

monoclonaux et des protéines thérapeutiques.?®
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Le succés des anticorps monoclonaux thérapeutiques et la génération d’'une
valeur dans le marché pharmaceutique est due a la nature robuste et flexible des
molécules d’immunoglobulines, aux avancées dans les domaines de la biologie
moléculaire, de la génétique, de l'ingénierie des protéines et la biologie cellulaire et

enfin des sciences appliquées de la biotechnologie et de I'industrie pharmaceutique.™??

Le marché pharmaceutique mondial était de 597% en 2010. Les petites
molécules sont majoritaires avec 75% de part. Les Acm thérapeutiques représentent
7% et les protéines recombinantes, elles, 10%. En 2010, 9 Acm ont obtenus le statut de
blockbuster (médicament générant plus de 1 milliard de $ US). Les ventes combinées
de 25 Acm activement commercialisés était de 42 milliards de $ US dont 75% générées
uniguement des ventes de 5 Acm : Bevacizumab (Avastin®) 16%; Rituximab (Rituxan®)
16%; Adalimumab (Humira®) 15%; Infliximab (Remicade®) 15% et Trastuzumab
(Herceptin®) 13%. Il y a 3 anticorps qui n‘ont pas été inclus dans cette étude : le
Gemtuzumab Ozogamicin et I'Efalizumab car retirés du marché pour leurs balance
bénéfice/risque et le Daclizumab pour des raisons commerciales au moment de I'étude.
Les protéines thérapeutiques, elles aussi, ne sont pas prises en compte dans cette
étude.'?? Dautres produits ne sont pas mentionnés & cause de leur récente

commercialisation et 'absence de données.

Brand 2010 sales (5 m) Market (%)
Awvastin GO73 1602
MabThera/Rituxan GESZ9 1576
Humira G548 15.04
Remicade 6520 14.98
Herceptin 5850 13.46
Lucentis 3106 7.14
Erbitux 1791 412
Tysabri 1230 283
Synagis 1028 238
Xolair 750 1.72
Soliris 541 1.24
Actemra 4G4 1.07
WVectibix 402 0.92
Stelara F93 0. S0
Cimzia ZE3 0G5
Simmpomi 226 0.52
ReoPro® 205 0.47
Simulect® 110 0.25
Campath/MabCampath*® a7 0.15
Arrerra 48 011
Prolia/XGEVA 41 0.09
Zewalin 29 0.07
llaris 26 0.06
Bexxar® 10 0,02
Remowvab 4.3 0.01
Total 43 523

Sources; Company reported information, www. pipelinereview.com and Ewalu-
atePharma. the research company (“actual or estimated, by permission). Currency
conversion (EUR 1.42 USD, CHF 1.17 USD, GBP 1,62 USD).

Tableau 5: ventes des 25 Acm activement commercialisés en 2010.1*%2
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Figure 39: le marché partagé de 25 Acm activement commercialisés en fonction des
ventes.*#
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Les 5 anticorps monoclonaux les plus vendus peuvent étre divisés en 2 aires
thérapeutiques principales : I'oncologie et l'inflammation/désordres immuns. Dans les
20 restants, 8 sont utilisés en onclogie, 7 dans linflammation/auto-immunité et les 5
derniers dans d’autres indications telles que: le néo-vasculaire, les maladies
infectieuses, 'hémostase et la transplantation. En 2010, 'oncologie compte plus que la

moitié des ventes (50.8%) tandis que I'auto-immunité/inflammation 37.8%.?

Rejection, 0.1%
Haemostasis, 1.7%
Neovasculer (eye), 7.1%

Infectious disease, 2.4%

Oncology, 50.8%

Autoimmune/inflammatory,
0,

Figure 40: les ventes d’anticorps monoclonaux par aire thérapeutique en 2010.?

D’un point de vue études cliniques, il existe 2 tendances différentes. En effet, les

Acm murins, chimériques et humanisés représentaient une majorité des candidats
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pendant les années 90s et cette tendance s’est inversée courant des années 2000s ou

les anticorps humains ont constitué 45% des Acm développés en clinique. *2!
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Figure 41: la proportion des 4 types d’anticorps monoclonaux en développement
clinique durant les périodes 1990-1999 et 2000-2008.1:%!

Les anticorps monoclonaux thérapeutiques sont globalement développés pour le
traitement du cancer et les désordres immunologiques. Ceci est le cas aussi pour les
anticorps monoclonaux humains, avec 45% étudiés pour le cancer et 28% pour les
désordres immunologiques. Ces proportions sont restées équitablement constante
entre 1997 et 2008. En ce qui concerne les anti-néoplasiques, 46 Acm humains étaient
en phase clinique avancée en 2008. Ils présentent 15% de taux de succes. Les Acm
humains immuno-modulateurs ont un taux de succes plus élevé avec leurs 33%
comparativement aux antinéoplasiques ou aux anticorps humains. Les 36 Acm humains
qui sont rentrés dans des études cliniques apres 1996, ont été étudiés pour des
indications non-traditionnelles (des maladies autres que le cancer et les désordres
immunologiques). La moitié de ces traitements sont indiqués pour des maladies
infectieuses (maladies nosocomiales, anthrax et infections virales chroniques). Les
candidats restants ont été étudiés pour des pathologies telles que I'ostéoporose, les
désordres respiratoires, la dystrophie musculaire, la maladie d’Alzheimer et la

douleur.*!
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Figure 42: le nombre cumulatif des Acm humains entrant en études cliniques entre
1985 et 2008.1%°]

En Juillet 2011, 164 Acm étaient en phase 3 des études cliniques. Ces anticorps
peuvent subdivisés en 55 (34%) humains, 88 (54%) humanisés, 21 (13%) chimérique et
pas un seul anticorps monoclonal était murin. Cette tendance n’est pas fixe comme le

prouve I'approbation du catumaxomab, un anticorps hybride rat/souris.!*??!
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Brand name INN Company(s) Farm Construct  |sotype Target Indication
Orthoclons OKT3 Muromonzb-  Janssen Riotech[jofinson & Murines IgG Igii2a m Transplantation rejection
[ E] Jchmzan
Reofro Abciximab Eli Lillyfjotinsen & johnson Chimeric  Fab IgGlx GPIBMEa  Ischemiaangina
RituxanMabThera Ritaximah Fochs Chimeric gl Il Cra NHL, C1L, RA
Simiulect Basiliximab Nowartis/Ceniman Chimeric  IgG IgGle Cn2s Acute organ rejection renal
Pharmaceuticals transplants
Synagis Paliwirumab Abbott Laborato- Humanized 1gG IgGle RSV F Bespiratory Syncytial Virus
rieg) Astral eneca /Medmmuone protein (RS
Remicade Infliximak: Jotnzan & johnson/Merck & Chimeric IgG IgGlx THF-= Crohin's dis=ase, ulcerative
Co/Mitsubishi Tanabe Pharma codiitis, RA ankylosing
spondylitis, psoriatic arthritis
Herceptin Trastwrumal:  Roche Chimeric  IgG IgGle HER-2 Breast cancer,
gastic] pastroesophapeal
carcinoma
Campath/Mablampath  Alemtirumab  SanofiiGeneyme/Bayer Humanized |gG IgGle ns2 B-c=ll chromic lymiphacytic
leukemia (B-CLL)
Tevalin Ibritumomah Spectrum Pharmaceuticals/Bayer  Murine 1Minor IgGle Cnz2o Radiatherapy far KHL
tiuxetan 50 radio-
labeled
IeG
Humira Adalimumab  Abhboit Laboratories Human IgG IgGile TNF-z Bheumatoid arthritis, juvenile
idiopathic arthritis, psoriatic
arthritis, ankylosing
spondylitis, Crobin's disease,
plague psoriasis
Xalair Omalcumak  MowartisfRoche Humanized 1gG IgGle IgE Aszthma
Bexxar (LI5) Tositumomab-  GlaxoSmithKne Murine= Radio- IgGi2a Ccnz2a MNon Hodgkin's lymphoma
indine=131 labeled
Iz
Erbitux Cetuximak Eli LillyiBristol-Myers Chimeric IgG IgGle ECFR Head and nsck cancer, KRAS-ve
SquibbMerck Serono codoredal cancer
Avastin Bevactzumab  Roche Humanized |gG IgGle VEGF Calorectal cancer, nan
squamaus non-small-cell ung
cancer, renal cell carcinoma,
glioblastoma
Tysabri Natalzumak  Biogen Idec/Elan Humanized |gG IgGid= alpha-4 Multiple sclerosis, Crobn's
Integrin diseass
Lucentis Ramibzumab  Mowartis/Roche Humanized Fab IgGile YEGF Wet age-related macalar
degeneration, macular oedema
[retinal vein coclusion)
Visctibix Panitumomab  Amgpen/Takeda Rio Human IgG 1Gp2e EGFR Metastatic colorectal
carcinoma
Solins Eculizumab Al=xion Pharmacsuticals Humanized 1gG g6 de s Faraxysmal noctarmal
hemioglobinuria
Cimzia Certolzumab  UICH Humanired Pegylated Iglle TNF-z Crohin's dissase, theumatoid
pegol Fak’ arthritis
Remowah [EL Catumaxamab  Fresnius(Trion Murine= “Trispedfic™ mouse EpCAMand  malignant ascites,[EL only)
Izl Igidafrat n
Ig2b
Simiponi ankylasing Golimumab Jotinsan & johnson/Merck & Human IgG IgGle THNF-z BA psariatic arthritis
spondylitis Co/Mitsubishi Tanabe Pharma
Iaris Camakinumab  Nowartis Human IgG IgGile IL-1-beta Cryopyrin-associated periodic
syndromes, familial cold
autainflammatory syndrome,
Muckle-Wells smdrome
Seelara Ustekinumabk  Centocor Ortho Bictech johnson Human Igli Ighile IL-12[23 Plague psariasis
B Jotinson pdl
Arzerra Ofatomumab  GlaxoSmithKline/ Genmab Human IgG IgGle Ccnz2a Chranic lymphocytic leukemia
Actermra RoActemra Tecilaumak RochefChugai Pharmacewtical Humanized gl Ighile IL-GR Rheumatoid Arthritis
(EL)
ProfiaXgeva Denosumal: Ampen/ GlaxoSmithKline/Daiichi- Human IgG 1562 RANKL Bane metastases from salid
SankyolAstrafensca fmars
Benlysta [LS] Belimumab Human Genome Human Igli IgGla BLys systemic lupus erythematasas
Scienoes/GlamoSmithElne
Yervoy (5] Ipilimumak: Bristal-Myers Squibb/Medarex  Human IgG IgGle (A4 Metastatic melanoma

INN, int=rnational non-proprietary name.

Tableau 6: liste des médicaments activement commercialisés (US/EU) en Juin

2011.1*22
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Les prévisions du marché des anticorps thérapeutiques pour 2015 :

Dans un rapport datant de 2011 de '« IMS Institute », une hausse des dépenses
sur tous les médicaments (856 milliards en 2010) est attendue. Celle-ci doit atteindre le
1000 milliard de Dollars US en 2014 et 1100 milliards en 2015 soit une hausse du taux
de croissance annuelle de 3 a 6%. Cependant, cette croissance doit étre poussée par
une hausse des dépenses sur les génériques. Ces dépenses doivent atteindre 400 a
430 milliards de Dollars US en 2015, dont 70% en dehors du marché développé

(particuliérement en Chine).*#?
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Figure 43: les ventes totales du marché pharmaceutique de prescription (milliards de
$), de 2003 a 2015.1:#

Au moment ou la croissance des autres thérapies freine a cause de I'expiration
des brevets et 'absence de nouveaux traitements, les « thérapies ciblées » continuent
leur croissance. Celles-ci sont définies par I'« IMS Institute » comme les thérapies
traitant : 'auto-immunité, I'oncologie, la sclérose multiple, les antiviraux anti-HIV et les
agents stimulant I'érythropoiése. Concernant les 3 premieres aires thérapeutiques, les
Acm ont déja un impact en 2010. Il est donc attendu que les anticorps monoclonaux

dépassent les autres classes.!*??
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En se basant sur les données de ventes de 50 entreprises pharmaceutiques, qui

comptent pour environ 70% des ventes annuelles, des prévisions de ventes ont été

générées par type de molécules. Celles-ci sont présentées dans la table.*??

2009 010 il 012 2013 2014 05 (ACR2009-15  CAGR2010-15

Small molecule J06E6I 30642 400035 BOES  3BE2ZD G0 1902% (03 (031)
Therapeutic protzin 63,107 (4,893 6,725 70036 13 1423 154010 30
Monoclonal antibody 36,398 40,346 404 40479 34130 56,647 62658 05 920
Vaccine 0937 23807 24438 5T 17302 26,76 0158 63 48
Total 57005 55488 SW40 0 5306 530981 40008 SABR4T 13 1.3

Adapted by permission from Table 4, p14 Datamonitor 2010; CAGR - compound annual growth rate,

Tableau 7: prévisions de ventes ont été générées par type de molécules.™*?
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THESE SOUTENUE PAR : Sand Charef-eddine NOUAR

TITRE :

Les anticorps monoclonaux (Aem )comme biosimilaires thérapeutiques : cibles, modes
d’actions et aspects pharmaco-économiques.

CONCLUSION :

Le développement des Acm a apporté un nouvel espoir pour traiter des maladies jusqu'a 1a
incurables ou remplacer dans certains cas des traitements présentant des effets indésirables
lourds. Cette voie représente une alternative incontournable pour 'amélioration du cadre de
vie des patients atteints de maladies handicapantes. La progression de cette famille de
thérapeutiques a été rendu possible grice 4 un développement perpétuel des techniques de
production et de contrdles qui sont de plus en plus maitrisées. 1l est, en effet, & rappeler qu'un
bio-médicament est défini non sculement par scs propres caractéristiques mais aussi par la
maitrise, & la fois, de son procédé de fabrication ainsi que ses essais de caractérisation
structurale et fonctionnelle vis-a-vis de la cible. L'anticorps monoclonal, un méme et scul
concept, a donné naissance en réalité 4 une famille de biosimilaires thérapeutiques ayant des
mécanismes d'actions similaires (ADCC/CDC/neutralisation/blocage de fonction) mais
agissant sur des cibles différentes. Ces mécanismes ne sont toujours pas entiérement
expliqués. Les recherches doivent done continuer afin de les comprendre au niveau cellulaire
et moléculaire et afin de micux connaitre les cascades de signalisations qui peuvent les
impacter. [L’objectif étant d’améliorer le ciblage de ces molécules, réduire les effets
indésirables et améliorer la qualité des soins. Malgré une certaine maitrise de cette famille et
un recul d'une dizaine d années, le suivi thérapeutique par des tests de laboratoires va devenir
de plus en plus important. Les moyens de surveillance clinique sont & mettre en place pour
certains Acm ou & développer davantage pour d'autres afin d'assurer un suivi thérapeutique
efficace e améliorer la qualité¢ des soins liés a Mutilisation des biomédicaments. Cette
démarche permettra certainement de faire des économices en termes de colt, de diminuer les
effets indésirables, mais aussi d'éviter des accidents liés & des incompatibilités et enfin
améliorer la qualité de vie et les soins apportés aux patients tout en augmentant les taux de
succes thérapeutiques. D'un point de vue économique, cette famille de médicaments est en
plein essor et va strement, au vue de la croissance actuclle, prendre des parts de marchés de
plus en plus considérables.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le : ’.
f
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Résumé

Le développement des anticorps monoclonaux (Acm) a apporté un nouvel espoir pour
traiter des maladies, jusque la incurables, ou remplacer dans certains cas des
traitements présentant des effets indésirables lourds. La progression de cette famille
thérapeutique a été rendu possible grace a un développement avancé des techniques de
production des molécules anticorps et des contrbles appropriés de mieux en mieux
maitrisées. L’anticorps monoclonal, par son unique concept de spécificité vis-a-vis de la
cible, a donné naissance a une famille de biosimilaires thérapeutiques utilisant des
mécanismes d’action immunologiques similaires (ADCC/CDC/neutralisation/blocage de
fonction) et ciblés sur des ligands, des récepteurs ou des cellules stratégiques différents.
Malgré une certaine maitrise de cette famille et un recul d’'une dizaine d’années, le suivi
thérapeutiqgue par des tests de laboratoires reste a installer pour certains Acm ou a
améliorer pour d’autres afin d’assurer un suivi thérapeutique efficace et améliorer la
qualité des soins liés a l'utilisation des biomédicaments. Une telle démarche conduira a
des économies de santé, a la réduction des effets indésirables et des accidents par
incompatibilité. Ceci doit améliorer la qualité des soins et les conditions de vie des
patients tout en contribuant aux succés thérapeutiques. D’'un point de vue économique,
cette famille de médicaments est en plein essor et va, compte tenu de la croissance

actuelle, prendre d’'importantes parts de marchés.

Abstract

The development of monoclonal antibodies (mAb) brought new hope for treating
incurable diseases or, in some cases, for replacing treatments with heavy side effects.
The progress of this therapeutics was made possible through a constant development of
production and control techniques that are increasingly mastered. The mAb option, with a
single concept of target specificity, actually gave rise to a family of biosimilar therapeutics
with similar mechanisms of action (ADCC / CDC / neutralization / function block) but
acting on different targets. Despite some level of control of this family and with the benefit
of hindsight of about a decade, therapeutic monitoring using laboratory tests have to be
set up for some mAbs, or to be developed further for others, to ensure an effective
therapeutic monitoring and improve the quality of care related to the use of
biopharmaceuticals. This approach will certainly make savings in terms of cost,
decreased side effects, prevention of accidents related to incompatibilities. These efforts
must finally improve the patient quality life while increasing the rate of therapeutic
success. From an economic point of view, this family of drugs is booming and will
trustingly, in view of its current growth, gain significant market shares.

Mots clés:
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