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Résumé

Trente ans apres leur découverte, les anticorps monoclonaux sont devenus de réels outils thérapeutiques. Dix-neuf anticorps monoclonaux
sont sur le marché ou ont recu I’approbation des agences sanitaires pour le traitement de maladies graves. De nombreux travaux menés ces
deux dernieres décades ont visé 1’obtention d’anticorps monoclonaux de seconde génération, possédant des affinités élevées, moins immu-
nogenes et ayant de meilleures fonctions effectrices. Le développement des techniques moléculaires a également permis la fabrication d’anti-
corps bispécifiques et de protéines de fusion constituées de modules individualisés ayant des propriétés fonctionnelles différentes. L utilisa-
tion d’approches protéomiques et/ou génomiques, combinés a celle de la technique du phage display permet désormais la sélection a un
rythme élevé de nombreux anticorps dirigés contre de nouvelles cibles. Les efforts actuels sont centrés sur une meilleure sélection des
patients, I’optimisation des schémas et des voies d’injection, un meilleur contrdle de la pharmacocinétique et de la biodistribution des anti-
corps, ainsi qu’un controle accru des effets secondaires, parfois séveres, observés avec certains anticorps.
© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Thirty years after their discovery by Milstein and Kohler, monoclonal antibodies have now come of age as therapeutics. Nineteen mono-
clonal antibodies are on the market and/or have got authorization to be used for the treatment of severe diseases. Many technical efforts have
been devoted over the last two decades to the generation of second generation mAbs with better affinities, decreased immunogenicity and
optimized effector functions. The development of molecular engineering techniques applied to antibody molecules has also made it possible
to design bi-specific antibodies and fusion molecules exhibiting different modules with bi-functional activities. The use of proteomics and
genomics combined with phage display allows now the rapid selection of antibodies directed against new targets at a high rate. Many efforts
are currently focused on the selection of high-responder patients, the optimization of antibody delivery, schemes of infusion, antibody pharmaco-
kinetics and bio-distribution, as well as on a better control of the severe side-effects generated by some antibody treatments.
© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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1. Un peu d’Histoire : de la génétique cellulaire aux
principes de base de la fabrication d’un anticorps
monoclonal

La fabrication des anticorps monoclonaux (AcM) a été ren-
due possible grace a la génétique, qui a apporté les bases
conceptuelles et technologiques permettant la fabrication des
hybridomes et a ’immunologie, qui a tenté d’analyser la
nature et la structure des anticorps.

Les premieres cellules hybrides ont été obtenues en
1960 par Georges Barski et ses collaborateurs a Villejuif, ainsi
que par Boris Ephrussi et ses collaborateurs a I’ Institut Pas-
teur. Ces généticiens ont obtenu a partir de cellules prove-
nant d’especes différentes des cellules « hybrides ». De tels
hybrides sont des cellules ayant une grande instabilité chro-
mosomique, ce qui conduit & la perte d’une partie de leur
matériel génétique : il devient alors possible de corréler des
pertes de fonctions ou la perte de 1I’expression de certaines
molécules a la perte de certains chromosomes. Au cours des
années 60, il est devenu évident que pour pouvoir utiliser plei-
nement cette technique d’hybridation cellulaire, il fallait aussi
disposer d’une technique de sélection permettant de récupé-
rer uniquement les cellules hybrides. En 1964, John Little-
field a mis au point des cellules ayant des déficiences enzy-
matiques mais pouvant toutefois se multiplier dans un milieu
de culture normal [1]. En revanche, en présence de certaines
drogues, ces cellules meurent, alors que des cellules hybrides
dérivées ont, par complémentation génique, toute la machi-
nerie enzymatique pour survivre.

Les immunologistes qui essayaient dans les années
1970 d’élucider la structure fine des anticorps ainsi que les
regles gouvernant leur synthese et 1’association des chaines
lourdes (H) et 1égeres (L) ont cherché a créer des cellules
hybrides permettant d’analyser 1’expression et 1’assemblage
de ces chaines, en utilisant des cellules tumorales B, dérivées
de myélome de souris, ayant la propriété de pousser in vitro
en culture de fagon indéfinie. Ces cellules, utiles pour éluci-
der la structure des anticorps, n’ont pas d’intérét diagnosti-
que et clinique puisque les anticorps produits n’ont pas de
spécificité prédéfinie. C’est en 1975 que César Milstein et
Georges Kohler ont appliqué la technique de fusion cellu-
laire et de sélection des cellules hybrides aux lymphocytes
B : la fusion de lymphocytes B normaux provenant d’une
souris immunisée avec des globules rouges de mouton avec
des cellules de myélome leur a permis d’obtenir des cellules
hybrides produisant un anticorps monoclonal dirigé contre
les globules rouges de mouton [2]. De telles cellules hybri-
des héritent de deux propriétés : elles se multiplient indéfini-
ment, comme les cellules de myélome, en donnant naissance
a des populations de cellules filles identiques entre elles ; elles
fabriquent les anticorps que les lymphocytes B provenant de
la souris fabriquaient. Chaque clone de cellules filles produit
le méme anticorps qui est dit monoclonal. Les avantages d’un
tel anticorps par rapport aux anticorps polyclonaux trouvés
dans un sérum sont importants : les hybridomes sont gardés

pendant des années en culture in vitro sans modification de
I’anticorps qu’ils produisent ; de plus, ces cellules peuvent
étre congelées. On dispose donc d’une source illimitée de
cellules produisant, au moins en théorie, toujours le méme
anticorps ayant la méme affinité et les mémes propriétés phy-
sicochimiques.

La technique des anticorps monoclonaux est simple a met-
tre en ceuvre et peut facilement s’automatiser [3] : les cellu-
les mononucléées provenant d’une rate ou de ganglions lym-
phatiques d’une souris ou d’un rat immunisé — il n’y a nul
besoin de purifier les lymphocytes B — sont fusionnées in
vitro avec du polyéthyleéne glycol (ou PEG, un agent de fusion
des membranes plasmiques des cellules eucaryotes) a des cel-
lules de myélome. L’utilisation du PEG, mise au point par
Pontecorvo en 1975 [4], a permis de ne plus utiliser le virus
de Sendai également capable de fusionner les membranes
plasmiques. Les cellules de myélome utilisées sont préalable-
ment sélectionnées pour leur déficience en une enzyme, habi-
tuellement I’hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-
transférase (HGPRT™ ou HPRT") ou, plus rarement, la
thymidine-kinase (TK"). En effet, les cellules eucaryotes dis-
posent de deux voies distinctes pour synthétiser les nucléoti-
des : la voie de néosyntheése a partir de sucres et d’acides
aminés et la voie alterne, a partir de nucléosides. L’HPRT et
la TK assurent une étape essentielle de la voie alterne, la cata-
lyse de la réaction entre une base purique et un phosphoribo-
syl pyrophosphate, conduisant a la formation d’un nucléo-
tide purique monophosphate. Leur déficience conduit a
I’utilisation par la cellule de la voie de néosynthese, qui peut
étre bloquée par des substances telles que 1’aminoptérine,
I’azasérine ou le méthotrexate. Les cellules de souris les plus
utilisées comme partenaires de fusion, P3X63Ag8 et Sp2/0-
Agl4, toutes deux dérivées du myélome MOPC21, sont
HPGRT et sont de plus des variants qui ont perdu la capacité
de synthétiser leur propre chaine lourde et 1égere d’immuno-
globuline ; il est a souligner qu’elles contiennent cependant
un transcrit aberrant de chaine légere, source de difficultés
lors de tentatives de clonage par RT-PCR. Une fois la fusion
effectuée, les cellules hybridées sont mises en présence d’un
milieu contenant un agent de sélection, 1’aminoptérine.
Celle-ci bloque la seule voie de synthese de nucléotides qu’il
reste aux cellules parentales de myélome du fait de leur défi-
cience en HPRT, permettant ainsi la sélection des cellules
hybrides, qui, par complémentation génique, expriment une
enzyme fonctionnelle et sont donc capables d’utiliser la voie
alterne de syntheése de nucléotides a partir de nucléosides.
L’apport d’hypoxanthine exogene dans le milieu de culture
pendant quelques semaines satisfait un besoin transitoire en
purines, le temps que la complémentation due a la fusion cel-
lulaire atteigne sa pleine efficacité. Le milieu de sélection
contient également de la thymidine, parce que 1’aminopté-
rine est un antifolate qui bloque la thymidylate synthétase.
Ce milieu de sélection est désigné sous le nom de HAT, pour
hypoxanthine, aminoptérine, thymidine. Au bout de quel-
ques semaines de sélection, ce milieu est remplacé par du
milieu HT, puis par le milieu habituel. Les lymphocytes B
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