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Préface

Vil

Je dois remercier Jacques Robert de s’étre investi de
facon si minutieuse dans ce traité a la fois encyclo-
pédique et synthétique de pharmacologie des agents
anticancéreux. Il a porté un soin tout particulier a
iconographie et, de ce fait, la normalisation appor-
tée aux structures, cibles, réactions, permet au lecteur
de se repérer vite et précisément. Vous y trouverez
une infrastructure solide accueillant les 30 chapitres
de cet ouvrage ; des chapitres présentés de fagon péda-
gogique par l'auteur, eux-mémes regroupés en parties
dans une progression parfaitement logique.

Ainsi, la premiére partie est-elle un vade mecum de
la chimiothérapie, la seconde présente les concepts
indispensables a la mise en ceuvre d’un traitement
anticancéreux ou sont introduits la pharmacogéné-
tique et la pharmacogénomie, le métabolisme des
agents, le role des transporteurs puis, la pharmacolo-
gie non clinique et enfin les modeles. On revient aux
mécanismes de sensibilité et de résistance pour ter-
miner sur la méthodologie des essais thérapeutiques.
Ainsi, les bases indispensables sont-elles posées.

Dés la troisiéme partie, on aborde dans le détail les dif-
férents agents anticancéreux par leur structure, leurs
interactions physicochimiques et leur mécanisme
d’action. Les anticorps monoclonaux, les peptides et
oligonucléotides sont développés de la méme facon.
Viennent enfin ’ADN, les cellules et virus a visée thé-
rapeutique, le ciblage et la vectorisation. Cette partie

introduit donc de maniére détaillée et distinctive les
différents types d’agents.

Ceux-ci, dans la quatriéme partie — agents cyto-
toxiques - et dans la cinquieme - agents ciblés - sont
détaillés avec précision et, je dirais, apportent «le
nécessaire » qui permet de maitriser les agents usuels
et de comprendre ceux en devenir. Sont ajoutés les
éléments physio-pathogéniques indispensables a la
compréhension des mécanismes d’action et aux résis-
tances aux agents ciblés.

Tres opportunément les parameétres de la réponse
immune anti-tumorale et de sa modulation font
I'objet du dernier chapitre.

Je vous invite a entrer dans ce traité, a lire d’'un ou
quelques traits les deux premiéres parties, puis a
aborder les autres chapitres au gré des besoins et des
intéréts. Cet ouvrage unique en France devrait former
les futurs et actuels cancérologues.

Merci encore, Jacques, pour ta précision, ta minutie
et ton aptitude a dégager I'important et 'essentiel !

Pr Michel Marty

Président de la Société Francaise du Cancer
Centre des Innovations thérapeutiques

en Oncologie et Hématologie

Hopital Saint-Louis

1, avenue Claude-Vellefaux, 75010 Paris






Remerciements

J’ai commencé a m’intéresser a la pharmacologie des
agents anticancéreux dés mon arrivée a Bordeaux, en
1978. Cela résultait d’un choix, heureux ou malheu-
reux, je ne sais. Malgré ma formation de biochimiste,
le domaine des marqueurs tumoraux sériques me
paraissait s’apparenter a la quéte d’un inaccessible
Graal, et mon isolement technique ne me permettait
pas de me lancer dans la course aux oncogénes dont
le concept venait de naitre. La pharmacologie des
anticancéreux était pilotée en France par Jean-Paul
Cano qui avait stimulé plusieurs équipes francaises
en les orientant, I'une vers les dérivés du platine, une
autre vers les antimétabolites, une troisieme vers les
poisons du fuseau. Une approche associant clinique
et biologie me paraissait riche d’avenir-on ne parlait
pas encore de recherche translationnelle, mais ¢’était
bien de cela qu’il s’agissait. Etudier le devenir des
médicaments dans 'organisme des patients traités
afin de pouvoir en optimiser I'utilisation, recher-
cher les mécanismes moléculaires d’action de ces
médicaments, construire des modéles cellulaires
pour comprendre les déterminants de la sensibilité
et de la résistance a ces médicaments, telles étaient
les voies ouvertes par cette thématique, aux confins
de la biochimie, de la pharmacologie et de la cancé-
rologie. Ultérieurement, tenter d’associer des carac-
téristiques moléculaires portées par les patients et
leur tumeur a efficacité et a la toxicité des traite-
ments m’est apparu le prolongement logique de ces
approches.

Sur quelle famille d’anticancéreux travailler ? Le
choix initial des anthracyclines me fut proposé par
Bernard Heerni, je n’ai pas eu a le regretter. Par la
suite, j’ai pu diversifier les molécules étudiées, passer
de la pharmacologie clinique a la pharmacologie cel-
lulaire et moléculaire, puis a la pharmacogénétique et
a la génomique. Mon objectif initial d’identifier des
marqueurs prédictifs de réponse aux agents antican-
céreux est resté le méme au long de cette évolution
et la recherche d’une utilité clinique a guidé en per-
manence mon parcours. Ma contribution person-
nelle a ces questions reste trés modeste, au regard
de explosion qu’a connue la chimiothérapie des
cancers au cours de ces trente années. J’ai voulu dans
ce livre faire profiter étudiants et oncologues de I'ex-

périence quej’ai puacquérir dans tous les domaines
de la pharmacologie anticancéreuse, en sachant bien
que ce n’est qu’un « arrét sur image » d’une réalité
scientifique et médicale en perpétuel changement.
Je voudrais dédier cet ouvrage a tous ceux qui m’ont
tiré de mon isolement (j’étais bien le seul a Bordeaux,
dans les années 1980 et 1990, a m’intéresser a la
pharmacologie du cancer !) en m’intégrant dans
ces groupes de travail que sont le GPCO (Groupe
de pharmacologie clinique oncologique) sur le plan
national et le PAMM Group (Pharmacology and
Molecular Mechanisms Group) sur le plan euro-
péen. Claude Ardiet, Gérard Bastian, Pierre Canal,
Roger Favre, Alain Gouyette, Bernard Hecquet,
Frangois Lokiec, Brigitte Tranchand, dans le cadre
du GPCO, Francois Lavelle, Christian Riché, Jean-
Louis Cazin, dans d’autres cadres, m’ont apporté
trées tot leur indéfectible soutien et leur amitié ;
la reléve a été prise par de plus jeunes, parmi les-
quels Etienne Chatelut, Amélie Lansiaux, Chantal
Le Guellec, Marie-Christine Etienne, Alexandre
Evrard et tant d’autres que je ne peux nommer, et la
troisieme génération arrive en trombe avec, pour ne
citer qu’eux, Joseph Ciccolini et Fabienne Thomas.
Au niveau du PAMM Group, c’est 8 Herbie Newell,
Paul Workman, Maurizio d’Incalci, Wim van der
Vijgh, Joachim Boos, Frits Peters, David Kerr,
Malcolm Stevens, et le si chaleureux Tom Connors,
pour ne citer que quelques « anciens » parmi les plus
mémorables, que je souhaite dédier ce livre. Outre-
Atlantique, les liens d’amitié que j’ai pu nouer avec
Dean Brenner, William Beck, James Doroshow, Tito
Fojo, David Gewirtz, Susan Horwitz, Yves Pommier,
Igor Roninson, Branimir Sikic, Susan Bates et bien
d’autres m’ont encouragé a poursuivre dans la voie
que j’avais choisie. La science avance grace aux
échanges entre pairs et le respect mutuel pour notre
travail n’exclut ni les conseils ni les critiques. Que
tous les membres du GPCO et du PAMM Group, les
anciens et les modernes, ainsi que les amis d’Amé-
rique trouvent ici ma reconnaissance pour ce qu’ils
m’ont apporté.

J’ai demandé a plusieurs de ces amis, parmi les-
quels de nombreux membres du GPCO, de bien
vouloir relire avec attention certains chapitres de cet
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ouvrage : on n’est jamais savant tout seul et le regard
des autres est indispensable. Je remercie vivement
Bernard Heerni, Paul Cappelaere, Etienne Chatelut,
Alexandre Evrard, Marie-Christine Etienne, Chantal
Le Guellec, Philippe Pourquier, Patricia Vrignaud,
Bernard Asselain, Christian Jarry, Hervé Watier,
Catherine Dubernet, Amélie Lansiaux, Anthony
Gongalves, Nadine Houédé, Patricia de Cremoux,
Claude Prigent, Chantal Trentesaux de m’avoir aidé
a éliminer les erreurs les plus flagrantes du manuscrit.
Il en reste certainement : j’en suis le seul responsable.
Mais je convie tous mes lecteurs a me faire part de
leurs remarques, suggestions et corrections afin
d’améliorer le contenu de cet ouvrage lors d’'une pro-
chaine édition...

Enfin, je dois dire que ce fut un plaisir que de tra-
vailler avec 'équipe de Springer France, qui m’a fait
confiance pour cet ouvrage comme pour le précédent,
et ensuite avec ’équipe de Lavoisier, qui a repris le
flambeau en cours de route ; je suis trés vivement
reconnaissant a Nathalie L’'Horset-Poulain qui a
apporté a chaque étape de I'édition une grande atten-
tion et m’a permis d’obtenir un « produit fini » de
tres belle présentation, en tous points conforme a ce
dont j'avais révé... Merci également a Claire Viader
et Dalila Goual d’avoir contribué, avec une infinie
patience et un regard précis et toujours pertinent, a la
mise en forme de cet ouvrage. Merci enfin a Fabienne
Roulleaux et Elodie Lecoquerre d’avoir parachevé ce
travail éditorial de longue haleine.
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Voila plus de cinquante ans que les premiers médica-
ments anticancéreux ont été utilisés dans le traitement
des leucémies et des lymphomes. Longtemps confi-
née a quelques indications rares, la chimiothérapie
est devenue une arme thérapeutique majeure de la
plupart des cancers, utilisée le plus souvent en associa-
tion avec les autres modalités de traitement que sont
la chirurgie et la radiothérapie, mais parfois utilisée
seule dans certaines tumeurs dites « chimiocurables ».
Sur le modele des leucémies, on avait espéré pouvoir
découvrir progressivement des médicaments capables
de guérir, l'une apreés I'autre, les diverses tumeurs
solides : cet espoir s’est révélé illusoire et la chimio-
thérapie trouve son utilité majeure dans les cancers
avancés, a un stade ou la guérison n’est pas envisa-
geable, mais oll durée et qualité dela survie deviennent
les objectifs de la prise en charge thérapeutique. Utilité
majeure mais non unique, depuis que la chimiothé-
rapie adjuvante et néo-adjuvante est venue apporter
une importante contribution a la guérison des patients
atteints de cancer.

La chimiothérapie est une modalité de traitement
délicate, qui ne peut étre prescrite que par des clini-
ciens spécialisés (oncologues), selon des protocoles
de traitement précis, comprenant généralement plu-
sieurs médicaments (polychimiothérapie) adminis-
trés en cycles successifs séparés de quelques semaines.
Elle impose une surveillance attentive des patients en
raison de la toxicité importante qu’elle est susceptible
d’engendrer. Toutefois, le role du praticien de méde-
cine générale est primordial pour la prise en charge des
patients recevant une chimiothérapie, tant en ce qui
concerne I'administration des médicaments, parfois
réalisable au domicile du patient a partir du deuxiéme
cycle, qu’en ce qui concerne la surveillance clinique et
biologique de chaque cycle de traitement, sans parler
du soutien psychologique au quotidien qu’il apporte
au patient. Cette participation du médecin généra-
liste est conditionnée par la qualité de I'information
qu’il doit recevoir du service spécialisé qui a prescrit
la chimiothérapie.

Les médicaments anticancéreux mis a la disposition
des oncologues sont nombreux et leurs mécanismes
d’action variés. Une grande majorité d’entre eux ont
pour but la destruction des cellules tumorales et sont,

par conséquent, toxiques pour toutes les cellules de
I'organisme a renouvellement rapide. Ils sont appelés
pour cela « médicaments cytotoxiques ». De nouvelles
voies de recherche se sont ouvertes récemment pour
élaborer des médicaments ciblant plus précisément les
altérations des cellules malignes : médicaments a visée
anti-oncogene, antimétastatique, anti-angiogene. Le
champ des « thérapies ciblées » s’est ainsi ouvertil ya
une dizaine d’années et il focalise les efforts des labo-
ratoires académiques comme ceux de 'industrie phar-
maceutique. Le nombre de molécules actuellement
disponibles est encore faible mais plus de 600 essais
thérapeutiques sont en cours avec ce type de molé-
cules. Les thérapies ciblées apportent de nouvelles
solutions au traitement des cancers mais, comme les
médicaments cytotoxiques, ils ne sont qu’exception-
nellement responsables de guérisons : les cellules can-
céreuses développent contre eux des mécanismes de
résistance tout aussi efficaces que ceux qu’elles déve-
loppent contre les médicaments cytotoxiques.

Une importante voie de recherche consiste a optimiser
I'emploi des molécules dont nous disposons a ’heure
actuelle. I est possible de rechercher, au niveau de la
tumeur et de 'hote, des critéres de prédiction d’effi-
cacité permettant de limiter 'emploi de la chimiothé-
rapie aux patients les plus susceptibles d’en tirer un
bénéfice. Il est également possible de mieux adapter
individuellement les doses et les modalités d’adminis-
tration des médicaments anticancéreux afin d’amélio-
rer la tolérance au traitement. Le meilleur exemple est
celui de cette «vieille » molécule qu’est le 5-fluoroura-
cile : utilisé dans les cancers colorectaux en injection
rapide, il n’est suivi d'une réponse favorable que dans
10 % des cas ; utilisé en perfusion de longue durée, en
association avec un composé stimulant son activité,
il permet d’obtenir trois fois plus de réponses favo-
rables...

Cet ouvrage se veut avant tout un manuel utilisable
par les étudiants et les jeunes oncologues pour com-
prendre les objectifs et les moyens de la chimiothéra-
pie des cancers ; j’ai voulu y introduire également un
état de I’art concernant les principes du développe-
ment des médicaments anticancéreux, afin d’intéres-
ser également les médecins de I'industrie pharmaceu-
tique. La cancérologie est une discipline exemplaire
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ou les contacts entre les praticiens et les industriels
ne sont pas entachés d’arriere-pensées commerciales :
chaque médicament anticancéreux est unique et n’est
superposable & aucun autre. Praticiens et industriels
ont un métier bien distinct mais un objectif commun:
la création d’outils thérapeutiques performants, 'op-
timisation de la prise en charge des patients, la mise
a disposition de tous de I'innovation thérapeutique.
La cancérologie est en outre un domaine ol biolo-
gistes et cliniciens se parlent et dépendent les uns des
autres ; la compréhension des mécanismes d’action
des médicaments est indispensable a leur prescrip-
tion. Avec ’'avénement de ces thérapies a visée étio-
logique que sont les « thérapies ciblées », 'exigence
de compréhension s’est encore accrue. D’ici moins de
dix ans, la pratique de la cancérologie passera obliga-
toirement par I'étude de la biologie moléculaire des
cancers. Peut-étre disposerons-nous un jour de ce
que les biologistes des générations passées ont lon-
guement cherché en vain : des biomarqueurs fiables
permettant d’établir un diagnostic de cancer sur une
simple prise de sang ? Il est certain, en revanche, que
nous disposerons bientot d’outils pronostiques et pré-
dictifs qui permettront de décider de la mise en place
d’une chimiothérapie, ainsi que du choix des médica-
ments qui auront les plus grandes chances d’étre effi-
caces. On appelle parfois cette approche « médecine
personnalisée », comme si toute la médecine depuis
Hippocrate ne personnalisait les traitements propo-
sés a chaque patient ; aurait-on oublié que nous trai-
tons des patients, et non des tumeurs ? Je préfere le
terme de « médecine de précision » a celui de « méde-
cine personnalisée » pour évoquer cette utilisation de
la biologie tumorale a la prescription des traitements,
car il me parait plus juste.

J’ai décidé de commencer cet ouvrage en présentant
une histoire de la chimiothérapie, puis un ensemble
de données sur la réalisation pratique d’une chimio-
thérapie, et ce choix pourra surprendre. Je voulais
en fait aborder I’étude de la pharmacologie antican-
céreuse par sa finalité, afin de présenter d’emblée le
langage et les notions qui seront utilisés de fagon
récurrente tout au long de 'ouvrage. Avoir compris
pourquoi les questions de dose et de temps sont si
importantes dans la mise en place d’une chimio-
thérapie, par exemple, justifie plus loin le chapitre
consacré a la pharmacocinétique. Expliquer des le
début de 'ouvrage ce que sont une chimiothéra-
pie adjuvante et une chimiothérapie palliative, et

comment sont nées ces pratiques, évite d’y revenir
de fagon récurrente dans chacun des chapitres dédiés
aune classe thérapeutique. J’espére que ces deux cha-
pitres, superflus pour le spécialiste et de lecture aisée
pour le non-spécialiste, donneront aux nouveaux
venus dans la pratique de I'oncologie le désir de se
plonger dans I’étude de la pharmacologie et de pour-
suivre la lecture de 'ouvrage entier...

Le lecteur ne trouvera pas dans cet ouvrage des proto-
coles ou des recettes pratiques ; il existe pour cela d’ex-
cellents ouvrages, comme le Guide d’utilisation pra-
tique des anticancéreux, édité par le CNHIM (Centre
national hospitalier d’information sur le médica-
ment), sans parler du Dictionnaire Vidal. Il trouvera
enrevanche des principes, des concepts et des notions,
qui lui permettront de tirer le meilleur parti des mono-
graphies sur les différentes familles de molécules. J’ai
essayé d’expliciter chaque terme, de mettre a contri-
bution chaque branche de la pharmacologie, de tirer
parti de toutes les disciplines fondamentales : chimie,
biochimie, biologie moléculaire, génétique, physio-
logie, anatomie pathologique, pour éclairer toutes
les facettes des sciences et des techniques impliquées
dans la conception, la réalisation et I'utilisation d’'un
médicament anticancéreux. Je n’ai pas souhaité alour-
dir mon propos en référencant chaque donnée, sauf
dans quelques chapitres ou cela s'imposait ; le lecteur
trouvera apres chaque chapitre une bibliographie suc-
cincte quilui donnera les premiéres pistes d’approfon-
dissement de son savoir. Il lui suffit de savoir naviguer
dans PubMed pour aller au-dela.

Pour les médicaments cytotoxiques comme pour
les thérapies ciblées, j’ai voulu asseoir les bases des
mécanismes d’action et de résistance par des rappels
de biologie cellulaire et moléculaire. J’ai essayé de
les restreindre au minimum compatible avec la
compréhension des données pharmacologiques. Le
lecteur trouvera dans I'ouvrage du méme éditeur
« Signalisation cellulaire et cancer » des bases plus
étoffées et je lui conseille de s’y référer sans réserve.
J’ai repris dans cet ouvrage les schémas essentiels,
simplifiés et actualisés, parus dans I'ouvrage pré-
cédent ; le lecteur s’apercevra que j’ai observé les
mémes regles graphiques qu'auparavant : la signi-
fication des fleches, les codes couleur, les symboles
des organelles subcellulaires, etc., sont les mémes ;
on les trouvera dans la figure ci-dessous. Et j’ai suivi
le méme principe : que chaque schéma puisse étre
intégralement compris et reproduit par le lecteur.
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J’ai renoncé volontairement, sauf exception, a pré-
senter les splendides structures protéiques dans I’es-
pace que permettent la cristallographie et la diffrac-
tion des rayons X. Le lecteur les trouvera dans les
publications mentionnées.

Certains lecteurs trouveront peut-étre qu’il ya dans ce
livre un peu trop de chimie, un peu trop de formules. ..
N’oublions pas que les médicaments sont des molé-
cules définies, dont les interactions avec les protéines
ou les acides nucléiques sont précises. Les formules
sont destinées a expliquer les molécules. Certes, c’est
de plus en plus souvent la génétique et la biologie de
la signalisation cellulaire qui définissent les cibles per-
tinentes ; C’est le cristallographe qui établit sur ordi-
nateur les interactions de molécules théoriques avec
ces cibles ; mais c’est le chimiste organicien (sauf pour
quelques médicaments comme les anticorps mono-
clonaux) qui devra synthétiser ces molécules au labo-
ratoire, préparer le passage a la synthése industrielle,

se « salir les mains » pour réaliser ce que d’autres ont
congu sur un écran d’ordinateur... Il yaautant de dif-
férence pour lui entre un éther et un ester qu’entre le
jour et la nuit pour le commun des mortels...

Jai évité autant que possible de citer dans le corps
de I'ouvrage les grands noms de la discipline, scien-
tifiques et médecins, en dehors bien stir du chapitre
historique. Sij’en nomme un, je devrai en nommer
cent, et le cent unieme oublié se sentira victime d’une
injustice... Je n’ai pas cité non plus les noms des firmes
pharmaceutiques qui ont développé jusqu’a la com-
mercialisation les médicaments : d’abord par volonté
de ne ne pas faire de publicité a I'une ou a autre ;
ensuite parce que les firmes se rachétent entre elles
de sorte qu'on ne sait plus a qui appartient tel ou tel
produit ; enfin parce que les médicaments originaux
cedent vite la place a des génériques dont plusieurs
firmes se partagent la commercialisation. J’ai préféré
éviter la confusion.
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Anticorps monoclonaux

Introduction

Les anticorps monoclonaux (mAb) ont déboulé
dans notre paysage thérapeutique voici moins de
15 ans, et déja la place qu’ils ont prise est considé-
rable. En cancérologie, en rhumatologie, en transplan-
tation, ils ont révolutionné les approches thérapeu-
tiques et simposent comme des solutions tout aussi
efficaces que les médicaments « classiques » que sont
les petites molécules. Médicaments ciblés par excel-
lence, les anticorps thérapeutiques sont a la charniere
entre chimiothérapie et immunothérapie. Par certains
cOtés, ils ne different pas des autres médicaments : ils
ont une cible qui est souvent, en cancérologie, un
facteur de croissance ou un récepteur de facteur de
croissance ; ils inhibent la fonction de ce facteur de
croissance ou de ce récepteur et combattent ainsi le
message de prolifération en provoquant un arrét de
la croissance ou une régression tumorale. Par d’autres
cotés, leur mécanisme d’action differe parfois profon-
dément de ce schéma pharmacologique général : ils
peuvent mettre en jeu les défenses naturelles de 'orga-
nisme en « présentant » aux cellules tueuses les cellules
tumorales a combattre et a détruire. Ce double aspect
de leur action, immunothérapie passive et immuno-
thérapie active, est souvent difficile & départager de
facon certaine. Un troisiéme aspect concerne une
fonction de ciblage de molécules cytotoxiques, et ces
immunoconjugués en plein essor tentent de réaliser le
vieux réve du magic bullet de Paul Ehrlich.

Les différents anticorps monoclonaux thérapeu-
tiques seront présentés a leur juste place, dans la cin-
quiéme partie réservée a I’étude des thérapies ciblées.
Dans ce chapitre, il sera question de quelques pro-
blémes généraux, afin de préciser comment ils sont
obtenus, pourquoi ils ont été « humanisés », quelles
sont les modalités de leur interaction avec leur cible,
par quels mécanismes ils stimulent les défenses de
I'organisme. Rappelons que les anticorps non mono-
clonaux sont entrés en thérapeutique voila bien long-
temps, et que I'Institut Pasteur a entretenu pendant

des décennies une écurie de chevaux immunisés
dont le sérum était utilisé pour combattre infections
et intoxications...

Conception et structure
des anticorps monoclonaux

Immunoglobulines

Structure générale

Molécules clés de 'immunité humorale, les immu-
noglobulines sont produites par les cellules B et sont
caractérisées par leur capacité a se lier a des déter-
minants antigéniques, protéines, fragments de pro-
téines ou structures non protéiques (glucides, glyco-
lipides), manifestant ainsi leur propriété d’anticorps.
Lesimmunoglobulines (Ig) présentent une tres grande
variabilité : (1) idiotypique, associée a leur spécificité
d’anticorps; (2) allotypique, associée a des marqueurs
génétiques de I'individu ou de groupes d’individus ;
(3) isotypique, associée aux caractéristiques de I’es-
peéce. Elles sont subdivisées en cinq classes : IgG, IgA,
IgM, IgD, IgE, produites par tous les individus. Les
IgG, les plus courantes, servent de modele pour leur
description et comprennent 4 sous-classes : IgG1,
IgG2, I1gG3, IgG4. Les IgG sont des hétérodimeres
constitués de deux chaines « lourdes » H de 53 kDa
(440 acides aminés) et de deux chaines «légeres » L de
25kDa (220 acides aminés) (figure 12-1). Leur struc-
ture générale adopte la forme d’'un Y et une digestion
protéolytique ménagée conduit a la séparation en un
fragment Fc (pour cristallisable) et deux fragments
Fab (pour antigen binding). Les deux chaines lourdes
sontassociées entre elles par des ponts disulfure loca-
lisés au niveau d’une région charniére flexible, les
chaines légéres sont associées aux chaines lourdes
par un pont disulfure et des liaisons non covalentes.
Chaque portion Fab contient une chaine L etla région
N-terminale d’une chaine H; la portion Fc contient les
régions C-terminales de deux chaines H.
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Figure 12-1. Structure générale des immunoglobulines. Les
chaines lourdes H sont colorées en mauve, les chaines légeres
L en vert. Les domaines constants C sont plus clairs que les
domaines variables V. Les ponts disulfure sont matérialisés par
des traits rouges.

Les chaines lourdes des IgG sont appelées chaines y et
elles sontidentiques dans une méme molécule d'IgG;
elles contiennent une région C-terminale constante
C,;» trés conservée dans toutes les molécules d’une
sous-classe d'IgG, et une région N-terminale variable
V., longue de 110 acides aminés, dont la séquence
varie énormément d’une molécule a 'autre. A I'in-
térieur de cette séquence V , alternent des segments
peu variables constituant une charpente (framework)
et des segments hypervariables ou CDR (complemen-
tary determining regions) qui permettent la spécificité
de la fonction anticorps. La région C,, est subdivisée
en trois domaines : C, , qui appartient a la portion
Fd, et C,, et C,, qui appartiennent a la portion Fc.
Le domaine C,, des chaines y porte une copule gluci-
dique contenant plusieurs types d’oses ou d’osamines
(galactose, mannose, fucose, galactosamine) liés entre
eux de fagon spécifique. Les chaines légéres sont de
deux types, K et A, une molécule d’IgG comportant
un seul type de chaine L. Elles comportent également
une région C-terminale C, constante et une région
N-terminale V| variable.

1l existe, outre les ponts disulfure entre chaines, des
ponts disulfure intracaténaires entre des résidus cys-
téine localisés au niveau des extrémités des domaines
Cyp Cp Cyp C, Vet V. Il en résulte des boucles
caractéristiques de ces domaines. Les domaines
homologues des constituants d'une molécule d’IgG
s’associent entre eux en groupes globulaires, de sorte

Figure 12-2. Structure tridimensionnelle des immunoglobu-
lines, montrant les groupes globulaires résultant de I'association
des domaines homologues. Les chaines lourdes sont, 'une rouge,
Pautre bleue ; les chaines 1égéres sont I'une verte, l'autre jaune.
Figure extraite delarticle Antibody de Wikipedia et libre de droits.

qu’il existe six groupes globulaires dans une molé-
cule d'IgG (figure 12-2), deux au niveau de la portion
Fc (C,,-C,, et C,-C,.,) et deux au niveau de chaque
portion Fab (C, -C etV -V)).

Lastructure des autres classes d’Ig est également basée
sur 'association de chaines lourdes de divers types
et de chaines légeres k et A. Les IgM ont des chaines
lourdes p, les IgA, IgD et IgE des chaines lourdes o,
d et €. Les diverses chaines lourdes différent par leur
taille et le nombre de leurs domaines. Les IgM sont
constituées par 'association de cinq unités faites
chacune de deux chaines lourdes et de deux chaines
légeres, les IgA par I'association de deux unités. Ces
pentameres ou ces dimeéres sont associés entre eux par
une chaine J (joining).

Toutes les Ig ne sont pas des anticorps : certaines sont
des protéines membranaires ayant une fonction de
récepteur, comme les clusters of differentiation CD4
et CD8 oules T-cell receptors (TCR) et B-cell receptors
(BCR) qui sont des produits d’épissage alternatif d'un
exon codant un domaine transmembranaire, des pro-
téines d’adhésion comme les ICAM (immunoglobu-
lin cell-adhesion molecules). De nombreuses protéines
portent des domaines de type immunoglobuline, faits
de feuillets B antiparalleles respectant une topologie
particuliére : C’est le cas, par exemple, des récepteurs a
activité tyrosine kinase de la famille des VEGFR.

Variabilité idiotypique
Chaque molécule d’Ig porte une spécificité qui
lui permet de reconnaitre de fagon spécifique un
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déterminant antigénique déterminé, que 'on appelle
un épitope, qui est un domaine protéique trés précis,
parfois un sucre. Cette spécificité est portée par les
parties variables V, et V| des portions Fab des Ig.
Il existe des millions d’antigenes possibles, auquel
répond un méme nombre théorique d’anticorps,
chacun reconnaissant de fagon spécifique un anti-
géne. On pensait, aux débuts de 'immunologie, que
I'anticorps venait « se mouler » sur I'antigéne pour
se lier a lui comme sur une matrice (template) : or
il n’est pas concevable que notre génome renferme
I'information nécessaire au codage de millions d’Ig
différentes. La diversité des anticorps est due a I'exis-
tence de réarrangements géniques survenant au
cours de la différenciation des précurseurs des lym-
phocytes B. Avant tout contact avec un antigene, il

existe chez chaque individu des millions de lympho-
cytes B différents, chacun exprimant un BCR dis-
tinct qui est sélectionné lorsque le lymphocyte ren-
contre un antigéne susceptible d’étre reconnu par I'lg
correspondante.

Le mécanisme du réarrangement des génes d’'immu-
noglobulines est maintenant bien connu ; il est tres dif-
férent du mécanisme d’épissage alternatif qui aboutit,
lui aussi, ala production de protéines distinctes a partir
d’'un méme géne. Les régions C, et C, sont codées par
un seul géne par classe et sous-classe d’Ig : il existe
ainsi neuf génes pour la région C des chaines lourdes
(7 1, o, O et €), et deux genes pour celle des chaines
légeres (i et 1). Les régions V et V| sont codées par
plusieurs génes appartenant a trois types différents,
V (variable), ] (junction) et, pour les seules chaines

V1V2 V3 Vn D1 D2 D3 Dn J1J2 J3 Jn Cu Cy; Cryy Cetc
_ 1 I__ i I . L ADN germinal
V1V2 V3 Vn D1D2 DyJz Jn Cp Cys; Cryy Cetc
V1V2 VxDyJz Jn c Cy; Cy  Cetc
V1V2 VxDyJz Cy, Cetc
- L - — ADN réarrangé
Vx Dy Jz Cy,
— ARN prémessager
Vx DyJz Cy,
. - ARN messager

Figure 12-3. Réarrangement des génes d'immunoglobulines dans les lymphocytes B. Lexemple donné est celui d’'une chaine lourde
d'IgG1; pour les chaines légeéres, il n'y a pas de génes D et il existe un seul géne C, mais le processus est similaire. Un premier réar-
rangement permet de joindre un géne D et un géne J, les séquences intermédiaires étant éliminées ; un second réarrangement
permet de joindre un géne V au bloc DJ, les séquences intermédiaires étant éliminées. Un troisi¢éme réarrangement permet déli-
miner les genes des chaines lourdes en amont de celle correspondant a la classe qui doit étre produite. La transcription fournit
ensuite un ARN prémessager comportant des introns ; cet ARN est épissé pour donner TARN messager mature qui sera traduit

en protéine dans le cytoplasme.
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lourdes, D (diversity). Lors de la différenciation des
lymphocytes B, il se produit dans chacun d’entre eux
des réarrangements associant un geéne de chaque type,
qui sera transcrit en ARN messager, lui-méme épissé
et traduit en protéine (figure 12-3). Il faut associer un
gene V, un gene J et un géne D pour constituer un
gene de région variable de chaine lourde, un géne V
etun geéne J pour un géne de région variable de chaine
légere. Il existe 38 a 40 genes V, 6 génes J et 23 genes
D pour les chaines lourdes, ce qui permet de coder
environ 6 000 chaines lourdes distinctes pour chaque
classe d’'immunoglobuline ; ainsi que 30 a 35 genes V
et4 a5 genes ] pour les chaines légeres, ce qui permet
de coder environ 150 chaines légéres « et autant de
chaines A. Comme pour leurs parties variables, les
parties constantes des chaines lourdes sont produites
par réarrangement des génes C (figure 12-3), qui
correspond a ce que 'on appelle la commutation d’'un
type de chaine lourde a un autre.

Il existe ainsi prés de 10° Ig possibles de chaque classe
apres assemblage d’'une chaine lourde et d’une chaine
légere, et un lymphocyte B donné n’en produit qu'une
seule. Ce nombre est en fait au moins mille fois supé-
rieur du fait de divers mécanismes supplémentaires
comme I'existence de plusieurs cadres de lecture des
genes D, et I'existence du phénomeéne d’hypermuta-
tion qui vient modifier les génes réarrangés V-D-]J
(chaines lourdes) ou V-] (chaines légéres) permet de
multiplier ce nombre par un autre facteur 1000. Ce
sont ainsi 102 immunoglobulines différentes que 'on
peut rencontrer, plus que de lymphocytes B présents
chez un individu et elles peuvent ainsi « répondre »
aux millions d’antigenes connus. Les genes des chaines
lourdes sont localisés au niveau chromosomique en
14932, ceux des chaines k en 2p11 et ceux des chaines
Aen22ql1.1ls’agit de familles multigéniques, chaque
type de gene dérivant d’un géne ancestral et ayant
acquis ensuite de multiples variations de séquence.

Anticorps

La stimulation des lymphocytes B par un antigéne
donné permet de sélectionner ceux qui produisent les
Igles mieux adaptées a sa reconnaissance afin de se lier
a eux. Lorsque cette sélection est faite par injection
a'animal d’un antigene, une multitude de lympho-
cytes différents le reconnaissent, avec plus ou moins
d’affinité ; les anticorps qu’ils sécrétent dans le sang
sont multiples et méme leur purification ne permet

pas d’isoler une espece moléculaire d’anticorps parti-
culiere. Les anticorps obtenus sont dits polyclonaux.
Il fut imaginé au cours des années 1970 de fusion-
ner des cellules de myélome murin avec des lympho-
cytes isolés de la rate d’une souris immunisée contre
un antigene donné, de fagon & obtenir un hybridome.
Les cellules de myélome sont utilisées d’une part parce
quelles permettent aux lymphocytes de souris d’étre
immortalisés, et d’autre part parce qu’elles sont auxo-
trophes pour certains nucléotides : dans un milieu
sans ces nucléotides, seules celles qui ont fusionné
avec un lymphocyte de souris peuvent proliférer indé-
finiment. Il suffit alors de cloner les cellules hybrides
pour obtenir une grande variété de clones différents,
chacun produisant un anticorps distinct dit monoclo-
nal (mAb). La sélection de I'anticorps le plus intéres-
sant sur le plan de ses fonctions de reconnaissance
de I'antigéne peut alors intervenir, grace a des tech-
niques de plus en plus sophistiquées comme le phage
display. L étape de purification de 'anticorps pour en
faire un outil diagnostique ou thérapeutique doit bien
stir étre menée de fagon rigoureuse, en respectant les
principes des bonnes pratiques de fabrication (good
manufacturing practices). Ces anticorps monoclonaux
de souris sont d’excellents outils, mais leurs propriétés
immunogenes pour '’homme n’en font pas des médi-
caments idéaux.

Une étape fut franchie lorsqu’il a été possible, dans
les années 1980, d’utiliser le génie génétique pour
obtenir des mAb recombinants, aprés clonage du géne
de'hybridome choisi dans des vecteurs d’expression
eucaryotes. Cela permet de faire produire 'anticorps
par des cellules en culture plus prolifiques et stables
que les hybridomes, comme la lignée de hamster
chinois CHO. Cela permet également de manipuler
la séquence génique par mutagenese dirigée, de créer
des banques d’anticorps présentant des différences
précises dans leur séquence d’acides aminés, et de
faire varier la spécificité des anticorps initialement
obtenus. Il a été ainsi possible d’obtenir des anticorps
chimériques homme-souris, en fusionnant TADN
codantla partie constante des Ighumaines avec ’ADN
codant la partie variable (reconnaissant et se liant a
I’épitope) de I'Ig de souris. La course vers des anti-
corps encore plus humains et encore moins murins a
permis ensuite d’obtenir, par greffage de régions com-
plémentaires (complementarity-determining region
grafting), des anticorps dits humanisés, ol ne sub-
sistent plus que les parties hypervariables des Ig de
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-mo-mab =xi-mab
-zu-mab -mu-mab

Figure 12-4. Des anticorps murins aux anticorps humains :
les parties codées par les génes de souris sont représentés en
bleu, celles codées par des génes humains en bleu. -mo-mab :
anticorps entierement murin ; -xi-mab : anticorps chimérique ;
-zu-mab : anticorps humanisé ; -mu-mab : anticorps entiere-
ment humain.

souris, et par d’autres techniques des anticorps entie-
rement humains (figure 12-4). Toutefois, les anticorps
chimériques restent bien adaptés a une administra-
tion a’homme.

La liaison Ag-Ac entre I’épitope de 'antigéne et le
paratope correspondant de 'anticorps est un ensemble
d’interactions non covalentes relativement flexibles
et réversibles, qui reléve du schéma général des inte-
ractions protéine-protéine et met en jeu des liaisons
hydrogene, des liaisons ioniques et des forces de van
der Waals, en particulier des interactions hydro-
phobes. L’affinité peut varier entre 10° et 10° M. 11
faut toutefois prendre en compte une affinité fonc-
tionnelle, autrefois dénommée avidité, liée a la biva-
lence des anticorps, qui renforce de fagon importante
laffinité primaire entre les deux partenaires. Cette affi-
nité antigene—anticorps n’est pas supérieure a 'affi-
nité facteur de croissance-récepteur. Il est donc envi-
sageable, a I'aide de techniques de recombinaison
génétique, de remplacer des domaines Fab par des
domaines issus de récepteurs dans I'ingénierie bio-
chimique des anticorps.

Le criblage des anticorps obtenus lors d’'une immuni-
sation particuliére est particulierement draconien ; en
dehors des critéres de reconnaissance de 'antigene par
P'anticorps, il est nécessaire de tenir compte de toute

une série de parametres et de les optimiser éventuelle-
ment : séquence de "TADNc et conformité de la masse
moléculaire de I'anticorps avec la séquence ; charge
nette de I'anticorps, afin d’éliminer ceux qui ont un
point isoélectrique éloigné de la neutralité ; degré
d’hydrophobie global afin de ne conserver que les
anticorps qui sont suffisamment hydrophiles, pour
des raisons liées a leur solubilité ; degré et nature de la
glycosylation, etc.

Activité des anticorps monoclonaux

Nous disposons en cancérologie d'un immense
réservoir d’épitopes susceptibles de servir de cibles
aux anticorps thérapeutiques, en raison de la multi-
plicité des altérations quantitatives et qualitatives des
produits d’oncogenes, méme s’il faut se limiter a ceux
exprimés sur la membrane de la cellule tumorale ou
dans 'environnement tumoral, en raison du fait que
la taille des anticorps leur interdit 'accés aux antigénes
intracellulaires. Ces antigenes potentiels peuvent
étre spécifiques des cellules tumorales, en raison par
exemple de réarrangements oncogéniques donnant
naissance a des protéines chimériques, ou encore de
mutations susceptibles de constituer des épitopes dis-
cernables ; ils sont plus souvent peu spécifiques de la
tumeur, cette derniére exprimant simplement une
oncoprotéine a un taux plus élevé que les cellules nor-
males ; ils n’ont enfin parfois aucune spécificité vis-
a-vis de la tumeur, mais sont spécifiques du lignage
cellulaire d’ou est issue la tumeur. Il n’est pas possible
de donner une liste exhaustive des anticorps mono-
clonaux développés dans le cadre du traitement des
cancers ou de certaines manifestations des cancers.
Dans chacun des chapitres de la 5¢ partie seront pré-
sentés les anticorps développés viv-a-vis des diverses
cibles possibles.

La nomenclature des anticorps thérapeutiques suit
quelques regles simples qui permettent de repérer
leur origine et le type de cible qu’ils reconnaissent.
Leur nom se termine par le suffixe -mab pour mono-
clonal antibody ;'avant-dernier élément désigne leur
origine : -mo- pour les anticorps de souris, -xi- pour
les anticorps chimériques, -zu- pour les anticorps
humanisés, -mu- pour les anticorps humains. Enfin,
lantépénultieme élément désigne le type de cible : -tu-
pour les cibles tumorales, -ci- pour celles du systeme
vasculaire (circulation), -li- pour celles du systeme
immunitaire, etc. On comprend ainsi que le bevacizu-
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mab est un anticorps thérapeutique humanisé dirigé
contre une protéine de 'angiogenese (VEGFA), quele
cetuximab est un anticorps thérapeutique chimérique
dirigé contre une cible tumorale (EGFR) ou que I'ipi-
limumab est un anticorps humain dirigé contre une
protéine immunitaire (CTLA4).

Activité directement
liée a la portion Fab des anticorps

Ciblage de protéines circulantes

Des protéines circulantes peuvent faire I'objet
d’un ciblage par un mAb thérapeutique ; le casle plus
connu est le bevacizumab, dontla cible estle VEGFA,
le principal facteur de croissance impliqué dans I'an-
giogeneése (cf. Chapitre 27). L’épitope reconnu par
le bevacizumab est précisément le domaine assu-
rant la reconnaissance et la fixation du facteur de
croissance sur ses récepteurs, VEGFR1 (FLTI) et
VEGFR2 (KDR). La fixation du bevacizumab sur le
VEGFA prive ainsi le facteur de croissance de toute
action activatrice de ses récepteurs. Des anticorps
dirigés contre I'angiopoiétine ANG2 ont également
été développés (cf. Chapitre 27). Certains facteurs de
croissance agissant sur les récepteurs a activité tyro-
sine kinase peuvent également étre ciblés par des anti-
corps (cf. Chapitre 21) : 'hepatocyte growth factor
(HGF), ligand de MET, ou encore les insulin-like
growth factors, IGF1 et IGF2. D’autres ligands ciblés
par des anticorps thérapeutiques peuvent étre cités :
I'IL6, une cytokine activatrice de la voie JAK-STAT
dansle myélome multiple (cf. Chapitre 21) ; le facteur
RANKL impliqué dans les métastases osseuses (deno-
sumab) ; le TGE (fresolimumab, lerdelimumab,
metelimumab) (¢f. Chapitre 26).

Ciblage de récepteurs des cellules tumorales
De nombreuses protéines exprimées sur la surface
dela cellule ont une fonction de récepteur de signaux
extracellulaires. Ces récepteurs sont souvent altérés,
de facon quantitative ou qualitative, dans les cellules
tumorales et leur ciblage par des mAb est a priori per-
tinent, qu’il s’agisse de récepteurs a activité tyrosine
kinase (EGFR, ERBB2 et 3, MET, IGF1R, FGFR3, etc.),
ou de ceux impliqués dans les d’autres voies de signa-
lisation de la prolifération (cytokines activant JAK/
STAT, TGEp, Wnt, Notch, Hedgehog, CXCR4, etc.)
ou de la mort cellulaire (TNF et ses analogues). Les
fonctions, les ligands, les domaines et les partenaires

durécepteur que'on cherche a atteindre doivent étre
identifiés de fagon précise avant de sélectionner des
anticorps le prenant pour cible, et pouvant exercer des
fonctions antagoniste ou agoniste. Plusieurs straté-
gies sont envisageables pour inhiber les fonctions nor-
males d’un récepteur : masquage du site de liaison au
ligand, masquage du site de dimérisation et d’activa-
tion, activation de la dégradation par internalisation,
etc. Deux exemples ayant abouti a des anticorps utili-
sés en pratique clinique, dirigés contre les récepteurs
a activité tyrosine kinase EGFR et ERBB2, illustrent
ces stratégies.

Le cetuximab reconnait sur 'EGFR (¢f. Chapitre 21)
un épitope situé sur son domaine extracellulaire
I11, en partie commun avec le site de liaison de ses
ligands, comme I'EGF et le TGFa. Le cetuximab,
ayant une affinité pour TEGFR supérieure a celle de
I'EGF et du TGFa, agit comme un inhibiteur compé-
titif de ces ligands et est capable de les déplacer. Cet
antagonisme empéche la dimérisation de TEGFR et
les processus qui en découlent, activation des voies
des MAP kinases et de la PI3 kinase. En dehors du
panitumumab, qui reconnait également un épitope
du domaine III de ’EGFR, d’autres mAb ont été
développés, en particulier le ch-806, qui reconnait
une boucle du domaine II portant un glucide, et
serait spécifique de 'EGFR tumoral, généralement
immature et riche en mannose, alors que '’EGFR
des cellules normales ne serait pas reconnu avec la
méme affinité. Cet anticorps reconnait également la
forme mutante vIII de 'EGFR, qui estamputée de la
majeure partie extracellulaire.

Dans le cas du « récepteur » ERBB2, qui n’a pas de
ligand et se trouve en permanence a I’état préactivé
(¢f. Chapitre 21), le trastuzumab, développé dans les
cancers du sein et d’autres cancers surexprimant ce
récepteur, reconnait un épitope proche de la mem-
brane, dans le domaine I'V. Sa liaison au récepteur
perturbe son homodimérisation, due a la présence
d’un grand nombre de molécules, et aboutit a un
dimeére non fonctionnel ; il active également ’endo-
cytose du complexe antigéne-anticorps, diminuant
ainsi la disponibilité en récepteur. Un autre anti-
corps, le pertuzumab, est dirigé contre le domaine
IT qui contient le bras de dimérisation (figure 12-5),
et inhibe ainsi la dimérisation du récepteur avec ses
partenaires ERBB1, B3 et B4. Les deux anticorps
ont une action synergique in vivo du fait de leur
complémentarité mécanistique.
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Figure 12-5. Localisation des épitopes reconnus par les anti-
corps anti-EGFR (A) et anti-ERBB2 (B). Ces modéles molécu-
laires obtenus apres diffraction des rayons X dela partie extra-
cellulaire cristallisée de 'EGFR et de ERBB2 montrent la loca-
lisation des épitopes reconnus par le matuzumab et le cetuxi-
mab au niveau du domaine III de 'EGFR, et du trastuzumab
et du pertuzumab au niveau du domaine IV et du domaine II
respectivement. Extrait de Leahy, Cancer Cell 2008; 13: 291-3,
avec la permission de Iéditeur.

Le ciblage des autres récepteurs a activité tyrosine
kinase n’est pas aussi avancé que celui des récepteurs
de la famille de PEGF, mais sur les 60 récepteurs de
ce type, un bon nombre est impliqué dans 'oncoge-
nese et les recherches sont actives. Il en est de méme
pour les récepteurs sans activité tyrosine kinase, pour
lesquels la génération de mAb et leur évaluation pré-
clinique sont en cours. Il existe un grand nombre de
cibles potentielles dans les diverses voies de signalisa-
tion (une trentaine de récepteurs de cytokines, 24 inté-
grines, 12 récepteurs de la voie du TGFp, 10 récepteurs
Frizzled, 4 récepteurs Notch, 2 récepteurs Patched,
28 récepteurs de la superfamille du récepteur du TNF,
etc.) qui tous ne sont pas impliqués dans'oncogeneése,
mais dont une partie importante mérite 'attention du
pharmacologue.

Le ciblage des intégrines par des mAb concerne a
la fois les intégrines tumorales comme a., B, et les
intégrines stromales impliquées dans I'angiogenese.
Plusieurs mAb anti-intégrines ont été développés en
dehors dela cancérologie (cf. Chapitre 26), en raison
delapléiotropie de ces molécules: maladie de Crohn,
polyarthrite rhumatoide, thrombose, sclérose en
plaques, etc. Les intégrines pertinentes en cancéro-
logie sont les intégrines tumorales o, B,, o ., o B,
qui sont aussi endothéliales, de sorte qu’il est diffi-
cilede déterminer sil’action des mAb anti-intégrines
est antitumorale ou anti-angiogene. La génération
d’anticorps peut se concevoir au niveau d’épitopes
caractéristiques de telle ou telle chaine ou au niveau
d’épitopes de structure tertiaire, le mAb ne recon-
naissant que I’assemblage de deux chaines, si pos-
sible en leur état activé.

A Tinverse des récepteurs de facteurs de croissance,
certains récepteurs comme ceux de la famille des
récepteurs du TNF induisent la mort cellulaire par
apoptose selon la voie extrinséque lorsqu’ils sont
activés par leur ligand (c¢f. Chapitre 24). Un analogue
du TNF appelé TRAIL (TNF-related apoptosis-indu-
cing ligand) active ainsi des récepteurs qui sont surex-
primés dans de nombreuses tumeurs mais générale-
ment peu dans les cellules normales ; le ciblage de ces
récepteurs, TRAILR1 (DR4) et TRAILR2 (DR5) a
I'aide d’anticorps « agonistes » qui miment les effets
du ligand et induisent son activation est donc perti-
nent. Plusieurs d’entre eux sont en cours de dévelop-
pement, comme le mapatumumab.

Ciblage de protéines membranaires
tumorales diverses

De nombreuses protéines membranaires n’ont
pas de fonction de récepteur et peuvent toutefois
représenter d’excellentes cibles pour la thérapeu-
tique anticancéreuse : des protéines membranaires
sont souvent surexprimées dans des tumeurs et peu
exprimées dans les tissus sains, pour des raisons pas
toujours élucidées. Ce role d’antigene tumoral peut
servir d’une part a élaborer des thérapies immu-
nologiques actives (vaccination, ¢f. Chapitre 30),
et d’autre part a concevoir une immunothéra-
pie passive par mAb. Parmi les multiples possibi-
lités explorées, on peut citer des protéines d’adhé-
sion (cf. Chapitre 26), des protéines matricielles,
des mucines, quelques enzymes comme I'anhy-
drase carbonique IX (CA9) ou la phosphatase acide
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prostatique (PAP), des transporteurs comme celui
des folates (FOLR1), etc. (cf. Chapitre 29).

A ces protéines, on peut adjoindre des lipides tumo-
raux qui peuvent servir d’épitopes pour la génération
de mAb ; ce sont les gangliosides GM3, GD3 et GD2,
ainsi que la phosphatidylsérine, normalement non
exposée a la surface des membranes des cellules nor-
males, mais qui peut I'étre dans les cellules tumorales.
Dans d’autres cas, des protéines membranaires
n’ont pas de surexpression particuliére dans les cel-
lules tumorales, mais elles sont caractéristiques du
lignage cellulaire d’ou provient la tumeur ; on peut
alors envisager la destruction du lignage sans consé-
quences dommageables pour 'organisme. On peut
ainsi synthétiser des anticorps dirigés contre des
clusters de différenciation (CD) caractéristiques de
lignages hématopoiétiques (cf. Chapitre 30) ; c’est
ainsi que le CD20, marqueur des cellules B, est la
cible du rituximab et d’autres mAB actifs dans les
lymphomes B et les LLC ; le CD33, marqueur des
cellules de la lignée myéloide, est la cible du gemtu-
zumab, développé dans les LAM. Les fonctions phy-
siologiques de ces protéines membranaires sont mal
connues (le CD20 pourrait étre un canal calcique)
mais leur interaction avec un anticorps est a 'ori-
gine d’une signalisation membranaire aboutissant a
I'induction de I'apoptose.

Ciblage de protéines membranaires
de cellules non tumorales

Les cibles stromales du microenvironnement
tumoral pertinentes pour le traitement du cancer
peuvent se trouver au niveau de cellules endothé-
liales et participer ainsi a 'angiogenese. C’est ainsi
que, parallélement au développement des inhibi-
teurs de RTK dirigés contre les récepteurs du VEGF,
des mAD dirigés contre ces mémes récepteurs ont
été recherchés et 'un d’eux devrait étre bientot
commercialisé (cf. Chapitre 27). Les mAb anti-inté-
grines entrent également dans cette catégorie d’an-
ticorps anti-angiogéniques. Dans un domaine dis-
tinct de celui de 'angiogenese, des mAb agonistes
du récepteur de Iérythropoiétine comme le vapa-
liximab, pourraient remplacer I’érythropoiétine
dans le traitement de 'anémie des patients atteints
de cancer. Des anticorps dirigés contre I'’hepcidine
(LY-2787106) et la myostatine (LY-2495655) ont
été développés pour lutter contre 'anémie et la
cachexie des cancéreux.

Ciblage de protéines membranaires
responsables de I'immunité antitumorale

Les lymphocytes T sont responsables d’une
importante composante de 'immunité antitumo-
rale (c¢f. Chapitre 30). Il existe a leur surface des
corécepteurs possédant un effet inhibiteur : ce sont
surtout CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) et
PD1 (programmed cell death 1). Ces récepteurs ont
un effet immunosuppresseur en bloquant la récep-
tion des molécules stimulatrices ou en inhibant les
signaux d’activation. Le blocage de ces corécepteurs
permet de réactiver les lymphocytes T antitumo-
raux. Cette approche est efficace dans le traitement
dumélanome et 'ipilimumab (mAb anti-CTLA4) est
maintenant sur le marché. Des mAb anti-PD1 sonten
phase d’essai clinique, dont le plus avancé est le nivo-
lumab. Il est également possible de cibler les ligands
de ces récepteurs accessoires (protéines B7), portés
par les cellules présentatrices d’antigénes : PDL1,
CDa0, etc. ; plusieurs anticorps sont en développe-
ment (cf. Chapitre 30).
Un autre ciblage des lymphocytes T peut étre réalisé
par action sur des ligands de la superfamille du TNF
(TNESF) et des récepteurs correspondants (TNFRSF)
impliqués, non dansla mort cellulaire comme le TNF,
TRAIL ou FAS, mais dans 'immunité antitumorale.
Plusieurs anticorps sont ainsi en développement cli-
nique (cf. Chapitre 30).

Activités liées a la portion Fc
des anticorps

La fonction de reconnaissance et de liaison des anti-
genes par la portion Fab n’est pas seule en cause dans
lactivité des anticorps thérapeutiques : la portion Fc
peut jouer un role important, conditionné au départ
par la reconnaissance préalable de 'antigéne par la
portion Fab. La portion Fc est en effet reconnue par
certains récepteurs membranaires qui modifient sa
distribution dans I'organisme et peuvent susciter des
réactions immunitaires que 'on appelle’ADCC (anti-
body-dependent cell-mediated cytotoxicity) etla CDC
(complement-dependent cytotoxicity).

Cytotoxicité cellulaire dépendante
de I'anticorps (ADCC)

Les anticorps ayant une chaine lourde de type
vl ou y3 (IgG1l ou IgG3) présentent, au niveau
de leur partie C-terminale (portion Fc), un site
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de reconnaissance par des récepteurs de cellules
immunitaires diverses (figure 12-6) : lymphocytes
B, monocytes, macrophages, granulocytes, masto-
cytes, et surtout cellules NK (natural killer), dont
certaines sont capables de détruire les cellules aux-
quelles elles se fixent. Il existe six récepteurs diffé-
rents, a la structure trés proche, répartis en trois
sous-familles, I (CD64), II (CD32) et III (CD16) :
on les appelle FcyRI, FcyRIIA, FeyRIIB, FcyRIIC,
FcyRIITA et FcyRIIIB, les génes correspondants
portant le nom de FCGRI, FCGR2A, FCGR2B,
FCGR2C, FCGR3A, FCGR3B. Ce mécanisme inter-
vient a des degrés divers dans l'activité des mAb, et
a été particulierement documenté pour le rituximab
et’alemtuzumab, mais il intervient également pour
le cetuximab et le trastuzumab. C’est essentiellement
le récepteur FcyRIIIA, caractéristique des lympho-
cytes NK, qui semble en cause. Certains stimulent
I’ADCC (FcyRIIA, FcyRIITA) alors que d’autres 'in-
hibent (FcyRIIB).

L’un des arguments en faveur du role de TADCC
dans 'activité des mAb est le fait qu’un polymor-
phisme du géne FCGR3A est associé a la réponse
thérapeutique. Ce polymorphisme entraine le rem-
placement d’un résidu phénylalanine en 158 par
une valine (rs396991, F158V ou F176V selon les
nomenclatures, fréquence allélique 25 %). Il a été
associé d’abord a l’activité du rituximab dans les
lymphomes non hodgkiniens, le variant V ayant
une meilleure affinité pour les IgG1 humaines et
donnant une meilleure réponse thérapeutique. Des
résultats concordants ont été observés avec le tras-
tuzumab dans le traitement des cancers du sein et
avec le cetuximab dans le traitement des cancers
colorectaux. Toutefois, TADCC n’est certainement
pas le principal déterminant de I'activité du trastu-
zumab et du cetuximab : ces anticorps sont en effet
peu actifs ou méme inactifs lorsqu’existe une muta-
tion oncogénique en aval des récepteurs ERBB2 et
EGFR, respectivement (mutation de PIK3CA ou de
PTEN dans le premier cas, de KRAS dans le second
(cf. Chapitre 22)). Un autre polymorphisme, porté
par le gene FCGR2A, pourrait jouer un role ana-
logue (rs1801274, H131R ou H166R, fréquence allé-
lique proche de 50 %).

L’ADCC est modulée par la présence des glycanes qui
sont attachés au résidu asparagine 297 du domaine
C,;, des IgG1. En particulier, elle est diminuée par la
présence de résidus fucosyle dansla copule glucidique,

de sorte qu'un mAb produit par ’hybridome original
génere plus ’ADCC que le méme mAb produit par
une lignée cellulaire de mammiféres comme la lignée
CHO (Chinese hamster ovary), qui possede une forte
activité a1-6 fucosyltransférase. Les mAb de type IgG2
ne suscitent pas de réponse de type ADCC.

Cytotoxicité dépendante
du complément (CDC)

Les Ig, surtout les IgG1, permettent activation
de la voie « classique » du complément aboutis-
sant a la formation d’un complexe d’attaque mem-
branaire (MAC, membrane attack complex), a la
suite de plusieurs réactions de protéolyse ménagée
catalysée par des convertases agissant en cascade
(figure 12-7). L’activation du complément est d’au-
tant plus intensive que I’épitope reconnu par I'an-
ticorps est proche de la bicouche lipidique que
constitue la membrane plasmique et que I'antigéne
est surexprimé, car deux molécules d’IgG1 suffi-
samment proches sont requises pour I'activation du
complément. Il est vraisemblable que la concentra-
tion des antigenes membranaires comme le CD20
au niveau de radeaux lipidiques favorise la fixa-
tion du Clq et ’activation de la cascade de réac-
tions aboutissant a la lyse cellulaire par le MAC.
Toutefois, les cellules tumorales sont relativement
mieux protégées de I'action du complément que
les cellules normales par les protéines régulatrices
du complément (CRP, complement regulatory pro-
teins), CD46, CD55 et CD59. Cette activation du
complément a été observée in vivo pour plusieurs
mAb utilisés en clinique, rituximab et alemtuzu-
mab en particulier, mais sa contribution a I'activité
thérapeutique est difficile a démontrer.

Modulation de la disponibilité des mAb
par le récepteur FcRn

La portion Fc des immunoglobulines peut inte-
ragir avec le récepteur néonatal FcRn (FCGRT)
exprimé dans de nombreux types cellulaires comme
les cellules endothéliales et les macrophages, récep-
teur qui joue un rdle important dans 'homéostasie
des IgG. Cette interaction avec le récepteur FcRn
permet d’augmenter la durée de vie des mAb dansla
circulation jusqu’a plusieurs semaines, en raison du
fait que ce récepteur est capable de recycler le mAb
apres son endocytose en le protégeant des lysosomes
ou il serait détruit.
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Figure 12-6. Cytotoxicité cellulaire dépendante de I'anticorps
(ADCC). Les protéines membranaires P de la cellule tumorale
sont reconnues par des anticorps spécifiques (mAb), pouvant
eux-mémes étre reconnus au niveau de leurs fragments Fc par
des cellules immunologiquement compétentes (lymphocytes
T, cellules natural killer) grace a leurs récepteurs Fcy. Cela
entraine la sécrétion de protéines de lyse (granzyme, perfo-
rine) qui détruisent la cellule tumorale.

Nouveaux anticorps,
nouvelles technologies

L’ingénierie des anticorps a fait au cours de la
décennie passée des progres considérables, en parti-
culier grace a 'essor des techniques de recombinai-
son génétique. De nombreuses pistes sont suivies :
remplacement des domaines de reconnaissance anti-
geéne-anticorps par d’autres séquences de reconnais-
sance dans des protéines de fusion ; optimisation des
propriétés immunologiques ou pharmacocinétiques;
syntheése de fragments d’anticorps conservant les
domaines variables et « allégeant » ainsi 'anticorps,
etc. Nous décrirons dans le chapitre 15 une straté-
gie plus ancienne nommée ADEPT (antibody-direc-
ted enzyme prodrug therapy), visant a activer un pro-
médicament au niveau de la tumeur par couplage d’'un
anticorps avec une enzyme d’activation.

Cellule tumorale
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Figure 12-7. Cytotoxicité dépendant du complément (CDC).
Le complément est un assemblage de protéines sécrétées se
fixant sur les IgG1 liées aux protéines membranaires et détrui-
sant les cellules.

Protéines de fusion

Les progres des techniques de recombinaison géné-
tique a permis de faire évoluer la structure méme des
anticorps en associant une partie de leur structure,
issue des portions Fab ou Fc selon les cas, a la structure
d’une autre protéine par fusion des ADNc.

On peut d’'une part conserver les portions Fab porteuses
des sites de reconnaissance et de la spécificité anticorps
et remplacer certains éléments de la portion Fc par des
toxines, qui sont ainsi dirigées vers les cibles reconnues
par les portions Fab. Une toxine de Pseudomonas aeru-
ginosa, PE38, a été fusionnée a la portion Fab d’un anti-
corps, le moxetumomab, dirigé contre la protéine mem-
branaire CD22, caractéristique des leucémies a tricho-
leucocytes, avec une efficacité remarquable mais une





